N
N

N

HAL

open science

Impact d’un stress viral sur la transcription des SINE
d’Arabidopsis thaliana et influence de ’ARN SINE sur
la kinase GCIN2

Sébastien Lageix

» To cite this version:

Sébastien Lageix. Impact d’un stress viral sur la transcription des SINE d’Arabidopsis thaliana et
influence de ’ARN SINE sur la kinase GCN2. Génétique des populations [q-bio.PE]. Université Blaise
Pascal - Clermont-Ferrand II, 2008. Francais.

NNT: 2008CLF21872 . tel-00731032

HAL Id: tel-00731032
https://theses.hal.science/tel-00731032

Submitted on 11 Sep 2012

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00731032
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE BLAISE PASCAL UNIVERSITE D’AUVERGNE
D.U. 1872 Année 2008

ECOLE DOCTORALE

DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE
Numéro d’ordre : E.D. 487

These

Présentée a I’Université Blaise Pascal
pour I’obtention du grade de

DOCTEUR D'UNIVERSITE

(Spécialité : Physiologie et Génétique Moléculaires)

Soutenue le 7 novembre 2008

Sébastien Lageix

Impact d’un stress viral sur la transcription des SINE
d’Arabidopsis thaliana et influence de I’ARN

SINE sur la kinase GCN2.

Président : Pr. Georges Picard, Université Blaise Pascal, Aubiére

Rapporteurs : Dr. Christian Meyer, INRA, Versailles
Dr. Lyubov Ryabova, IBMP, Strasbourg

Membres : Dr. Josep M. Casacuberta, CRAG, Barcelone
Pr. Jean-Marc Deragon, Université de Perpignan
Dr. Thierry Pélissier, Université de Perpignan
Pr. Christophe Robaglia, LGBP, Marseille

U.M.R. C.N.R.S. 6247-GReD
24, avenue des Landais 63177 Aubiére Cedex






Je remercie les rapporteurs de cette thése, Christian Meyer et Lyubov Ryabova pour la
rapidité avec laquelle ils ont lu mon manuscrit et I’intérét qu’ils ont porté a mon travail.
Merci également aux autres membres du jury qui ont accepté de juger ce travail : Josep
Casacuberta, Christophe Robaglia et en particulier Georges Picard, pour m’avoir accueilli

au sein de son laboratoire.

Merci a Jean-marc, mon directeur de these, pour tes conseils et ta confiance. Surtout merci

de ne jamais avoir ralé pour toutes ces commandes incessantes et exhorbitantes d’anticorps !

Merci a Thierry, mon chef, merci pour ton aide et tes conseils durant toutes ces années, je ne
sais pas si j’ai été un bon étudiant, mais tu as été un chef exemplaire. Pendant toute ma these
tu m’as souvent menacé de coups de pied dans le derriere, je te remercie donc de n’avoir

jamais réalisé cette menace !

Un grand merci a Marie-Noélle, sans qui ma relation avec Thierry aurait été bien différente.
Merci pour tous ces instants passés a débattre science et techniques, a discuter des derniéres
publis sorties. Du moins c’est ce que certaines personne ont du s’imaginer ! J’espére que ces
conversations hautement intéressantes a portée philosophique continueront, je crois qu’on est

loin d’en avoir fait le tour !

J’aimerais spécialement présenter ma reconnaissance infinie a Marie-claude pour son
immense générosité, sa chaleureuse hospitalité au sein du labo 4, son humour communicatif,
ses pertinentes remarques et sa dynamique énergie. Marie-claude, j’attends toujours que tu
touches le pactole au casino pour partir a I’autre bout du monde avec toi...

Un grand merci a Sophie qui m’a pris sous son aile dés mon arrivé en DEA. Je ne te remercie
pas pour les tiques de langages et les courses de vitesse a la gare. Par contre, je te remercie
pour ton aide, ta gentillesse et pour la fameuse technique de I’imposition des mains. Sans toi
je n’aurais jamais appris a courir les bras levés dans le couloir comme toute bécasse digne

de ce nom sait le faire.

Merci aussi a tous les autres membres de I’équipe, présent ou partis : Cécile, Hien, Alain et
Carles.






A Chantal et Maryse, avec qui un jour j’espére je pourrai réaliser notre projet de buron
perdu dans la montagne.

Merci aussi a Claudine, Sylvie et Sylviane pour tous ces petits repas partagés en salle café.
Merci pour leur gentillesse.

Julien : je ne sais pas comment te remercier sans utiliser un certain nombre de mots dont la
décence m’interdit d’utiliser ici. Merci de m’avoir appris a taper dans les mains quand il faut,
merci de m’avoir fait rire quand je n’en avais pas envie et merci pour les calesan sesnares.

Proud not to be minimal.

Un trés grand merci a Punkie, pour tous ces moments ou I’on ne pensait pas y arriver. Tu
vois c’est fait ! Merci d’avoir accepté de souffler avec moi, merci pour les propositions de
suicides collectifs et merci de n’étre pas plus organisée que moi. Bosse bien la patisserie et la

fabrication de tartes, on en aura peut-étre besoin dans pas longtemps...

Merci a Elodie, pour sa fraicheur et sa spontanéité. Tu as été mon rayon de soleil pendant ses
derniers mois, je ne sais comment te remercier. Je ne t’oublierais pas. (Merci surtout d’avoir

écrit toi-méme ces quelques lignes te concernant... NB : je le pense également).

Enfin, une pensée émue pour tous les étudiants avec qui j’ai partagé une salle, un thé ou un
repas pendant ces quelques années : Jean-Yves, Guillaume, Sandra, Olivier, Jean-Baptiste
(merci de m’avoir fait garder Lola et pas Camille !) et Cyril et toute la troupe du feu trés
convivial Laboratoire Biomove ; compagnons de fortune (ou d'infortune), on ne se rend pas
toujours compte a quel point ils peuvent étre importants dans le travail et dans la vie,

jusqu'au jour ou nos chemins se séparent.

Un merci tout particulier a Isabelle pour ses petits instants autours d’un café qui a toujours

été d’une grande aide et de bons conseils.

Double remerciement a Géraldine pour cette amitié de 10 ans. Merci pour la Durée, le court-
métrage, les restos et les blagues pas toujours de premiére fraicheur. Merci de ne jamais
m’avoir laissé un moment de répit. Je tiendrais ma promesse pour I’histoire du drain, c’est

juré.






Merci & Sophie pour les cinés, toutes ces soirées a la coopé et au Hand Clapping Girls, ta
connaissance en matiere de musique m’étonnera toujours. Je te souhaite plein de bonnes

choses pour la suite.

Merci a la personne qui m’a le plus aidé au cours de la rédaction de cette these, mon chat,
Hermine, qui, assise sur mes genoux en ronronnant, m’a souvent évité de nombreuses crises

de nerfs.

Je ne pourrais jamais oublier le soutien et I’aide des personnes chéres de ma nombreuse et

merveilleuse famille. Merci a mes parents, ma sceur et mon frere.






ABREVIATIONS

A : Adénine

ACC : Acide 1-Aminocyclopropane-1-Carboxylique
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ADNCc : ADN Complémentaire
AgT : Antigene grand T

Ala : Alanine

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : ARN Messager

ARNr : ARN ribosomiques

ARNt : ARN de transfert

ATF4 : Activating Transcription Factor 4
ATP : adénosine triphosphorique
Aza : Aza-adénine

bZIP : basic leucine Zipper

C: Cytosine

CBP : Calmodulin Binding Protein
CdCk. Chlorure de cadmium

CDK : Cyclin Dependant Kinase
Chlor : Chlorsulfuron

CLINK : Cell-cycle link

CTD : Domaine Carboxy-Terminal
CYC : Cycline

DEX : Dexaméthasone

DMT : ADN Méthyl Transférase
DP : Dimerization Partner

DRBD : Double-stranded RNA-Binding Domain

E2F : Adenovirus E2 promoter binding Factor
EDTA : Adenovirus E2 promoter binding Factor
elF2uo : eukaryotic Initiation Factor 2 alpha
ETT:ETTIN

FBNYYV : Faba bean necrotic yellows virus

G : Guanine

Gl: Gapl

G2 : Gap2

GCN2 : General Control Non-derepressible-2
GCN4 : General Control Non-derepressible-4
GDP : Guanosine diphosphate

Gly : Glycine

GTP : Guanosine Triphosphate

HDAC : Histones déacétylase

HisRS : Histine tRNA Synthase

HMT : Histone Méthyl Transférases






HPV : Human papillomavirus

HRI : Heme-Regulated Inhibitor

HSP : Heat Shock Protein

HU : hydroxyurée

IgG : Immunoglobulines de type G

LINE : Long Interspersed Nuclear Element
LTR : Long Terminal Repeat

Lys : Lysine

MIF : Mitosis Inducing Factor

MMS : méthyl méthane sulfonate

MOPS : 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid
MP : MONOPTEROS

MSH : mismatch repair homolgue of MutS family
NLS : domaines de localisation nucléaire
ORC : Origin recognition complex

PCR : Polymerase Chain Reaction

PERK : Pancreatic ER Kinase ou PKR-like ER Kinase
PKR : RNA-activated protein kinase

Pol I : ARN polymérase |

Pol Il : ARN polymérase Il

Pol Il : ARN polymérase llI

PP1 : Protéine Phosphatase 1

RB : Rétinoblastome

RE : Réticulum Endoplasmique

Rep : Réplicase

RNAI : ARN interference

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR
RWD : RING finger DEAD-like

SINE : Short Interspersed Nuclear Element
SiRNA : Small Interfering RNA

SV40 : Simian Virus 40

SWI/SNF : SWITCH [SWI]/SUCROSE NON-FERMENTING [SNF]
T : Thymine

TAF : TBP associated factors

TAP : Tandem Affinity Purification

tasiRNA : trans-acting SiRNA

TBP : TATA-Binding Protein

TEV : Tobacco Etch Virus

TFIIC : Transcription factors IIC

TOR : Target Of Rapamycin

UBF : Upstream Binding Factor

UORF : upstream open reading frame

UPR : Unfolded Protein Response

UTR : UnTranslated Region

UV : Ultra Violet

Val : Valine
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Partie I : Les élements transposables.




[ [ [

150 a 500 nucléotides

: répétitions directes de la séquence cible pouvant varier
de quelques nucléotides a une vingtaine de nucléotides.

A B : séquences conservées de la région promotrice répondant a I'ARN polymérase lll.

: région plus ou moins importante d'origine inconnue.

: région de taille variable selon I'élément (quelques dizaines de nucléotides) située
a l'extrémité 3', constituée d'une queue poly (A) pure ou d'une séquence riche en

riche . " ; . . .
résidus adénine et thymine arrangées en motifs plus ou moins complexes..

Figure 1: Structure canonigue des éléments SINE monomériques.
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|. Introduction.

Les séquences répétées et notamment les éléments transposables composent une part
importante des génomes et peuvent représenter prés de 80% du génome de certaines plantes.
IIs jouent un réle majeur dans I'évolution de la structure des génomes et dans la création de
diversité génétique Des éléments transposables ont été mis en évidence dans tous les génomes
des espéces ou on les a recherchés, depuis les bactéries jusqu’aux mammiféres, en passant par
la levure, les végetaux, les insectes, les nématodes. Depuis que I’on possede les séquences
génomiques complétes de plusieurs espéces on se rend compte que les séquences mobiles
constituent une fraction importante des génomes :17% du génome de Arabidopsis thaliana,
18% du genome de Drosophila melanogaster, 42% du génome de Homo sapiens et plus de
50% du génome de Zea mais (The Arabidopsis Genome Initiative 2000; The genome
sequence of Drosophila melanogaster 2000; Initial sequencing and analysis of the human
genome 2001; Dong et al. 2003).

Les éléments transposables sont des sequences d’ADN capables de se déplacer au sein
du génome selon un processus de type réplicatif ou non-réplicatif. On classe généralement les
éléments transposables en deux catégories : les éléments de classe | et de classe 11 (Prak and
Kazazian 2000; Wicker et al, 2007).

Les éléments de classe | sont constitués des rétrotransposons a LTR (Long Terminal
Repeat), et les rétroéléments sans LTR : les LINE (Long INterspersed Element) et les SINE
(Short INterspersed Element). Ils sont transcrits en ARN et ils créent de nouvelles copies par
transcription inverse de cet intermédiaire ARN. 1l s’agit donc d’un processus de type réplicatif
car une nouvelle copie est cree alors que I’élément d’origine reste en place.

Les éléments de classe 11, appelés transposons, créent de nouvelles copies directement
par excision et insertion de leur séquence ADN a un nouveau site chromosomique en utilisant
un intermédiaire ADN selon un mode réplicatif ou non-réplicatif.

Dans les deux classes, il existe des éléments autonomes et des eléments non-
autonomes. Les éléments autonomes codent les protéines nécessaires a leur propagation. Les
éléments non-autonomes ne codent pas les enzymes nécessaires a leur transposition. En
revanche, ils partagent une partie des caractéristiques d’éléments autonomes ce qui leur

permet de parasiter la machinerie produite par ces derniers.
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Il. Les SINE : généralités.

Les éléments SINE ont été découvert il y a plus de 25 ans avec le clonage des
éléments B1 et B2 de rongeur et de I'élément Alu de primate (Kramerov et al. 1979; Jelinek
et al. 1980; Deiningeet al. 1981). Ces éléments sont tres représentés dans les génomes de
mammiféres, par exemple, il existe plus d’un million de copies du SINE Alu dans le génome
humain, ce qui fait de lui I'élément transposable le plus abondant du génome, et aussi
I'élément SINE le plus étudié. La présence d’éléments SINE a ensuite été mise en évidence au
sein de nombreux génomes comme ceux des reptiles, des poissons, des tuniciers, des insectes
et des plantes a fleurs (Endoh and Okada 1986; Kido et al. 1991; Simmen and Bird 2000;
Bradfield et al. 1985; Mochizuket al. 1992). En revanche, ils semblent absents des génomes
des levuresSaccharomyces cerevisiat Schizosccharomyces poméedes organelles. Les
SINE sont des éléments non-autonomes et dépendent pour leur rétroposition de la machinerie
des LINE. On ne connait effectivement pas de génome qui contiendrait des SINE mais pas de
LINE. En revanche les éléments SINE sont absents de certains génomes, comme celui de la

drosophile ou on trouve des LINE actifs (Kramerov and Vassetzky 2005).

1. Structure des éléments SINE.

Les SINE sont des séquences courtes (150 a 500 paires de bases). Dans la majorité des
cas, les éléments sont flanqués de courtes répétitions (habituellement de 5 a 15 paires de
bases) en orientation directe générées par le processus de mobilité. La structure typique d’un
élément SINE présente de trois parties : une région 5’, une région interne et une queue poly
(A) (Figure 1).

Les SINE possédent dans la région 5’ un promoteur interne constitué d’une boite A et
d’'une boite B séparées de 30 a 60 pb, une organisation typiquement reconnue par 'ARN
polymerase Ill. Cette région 5’ présente un certain niveau d’homologie avec les génes dont
elle dérive : soit les génes d’ARNt, comme c’est le cas de la majorité des SINE (Daniels and
Deininger 1985; Deragon et al. 1994; Ohshima and Okada 1994; ledradir2001) soit avec

le gene de 'ARN 7SL, comme c’est le cas pour I'élément Alu de primate B1 de rongeur (Ullu



A (A)n
\
\
\
\
ORF 1 EN RT (A)n
Le couple Alu/L1: un exemple de la poly (A) connexion
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Cas des couples SINE/LINE présentant des homologies de séquence.
(Le couple UnaSINE1 et UnalL2 de I'anguille est donné a titre d'exemple)

Figure 2: La relation SINE/LINE dans la rétroposition.

Les régions communes entre SINE et LINE, nécessaires a la reconnaissance
par les protéines du LINE et a la rétroposition, sont indiquées
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and Tschudi 1984), ou méme avec le géne 5S pour I'élément SINE3 de poisson (Kapitonov
and Jurka 2003).

Les éléments SINE peuvent ensuite posséder une région interne dite « corps ». Cette
région n’est pas apparentée a I’ARN cellulaire dont le SINE dérive et sa séquence est propre a
chaque famille de SINE.

Enfin, les SINE se terminent par une séquence appelée « queue 3’ » composée de
nucléotides A (queue poly(A)) ou de répétitions simples. Il faut noter qu’il existe des
éléments ne correspondant pas exactement a ce schéma. Ainsi certains éléments ont des
parties corps ou queue 3’ tres courtes, voire inexistantes, par exemple le SINE ID de rongeur
n'a pas de partie corps. De méme certains SINE, comme I'élément Alu et plusieurs familles
de SINE de plantes, ont une forme dimérique.

V. Mobilité des éléments SINE.

De nombreux indices laissent penser que les SINE utilisent la machinerie enzymatique
codée par les éléments LINE pour se multiplier. Ainsi, les séquences consensus d’intégration
des éléments LINE et SINE dans les génomes sont similaires que ce soit chez les mammiféres
ou les plantes (Jurka 1997; Tatetital. 1998). Cela suggére que I'endonucléase codée par les
LINE est utilisée pour I'insertion des LINE mais aussi des SINE. La premiére preuve directe
de cette relation SINE-LINE n’a été apportée que récemment. En utilisant un modéle
permettant de suivre la transposition du SINE Alu humain, une étude a monix® que les
protéines codées par le LINE L1 humain permettent la rétroposition de I'élément Alu
(Dewannieuxet al. 2003).

A ce jour, deux modeéles ont été avancés pour la rétroposition des éléments SINE,
basés sur une spécificité de reconnaissance différente du SINE par la machinerie des LINE
(Figure 2).

-La « poly(A) connexion ».

C'est le modele proposé pour les couples SINE/LINE qui ne possédent pas
d’homologie primaire de séquence (Esnaailil. 2000). Les protéines codees par I'élément
LINE seraient capables d’interagir avec différents substrats ARN par simple reconnaissance

d’'une queue poly(A). Cette hypothése permettrait d’expliquer la formation des pseudogénes
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Figure 3: Modele d'intégration des rétroposons Alu.

L'ARN du SINE est pris en charge par la machinerie de rétroposition du LINE L1:
le site de clivage est reconnu par I'endonucléase du LINE puis 'ARN du SINE
est reverse transcrit.

Le second brin du site est coupé et le second brin de 'ADNc synthétisé.
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mais surtout de comprendre comment sont mobilisés les SINE. En effet, les transcrits des
éléments SINE possédant une région poly(A) seraient reconnus par la machinerie de
rétroposition des LINKia cette séquence poly(A), permettant ainsi leur mobilisation. C’est le

cas typique du couple Alu/L1 chez 'homme décrit ci-dessus pour lequel la perte de la queue
poly(A) d’Alu entraine effectivement un arrét des événements de rétroposition des éléments

Alu médiés par les protéines du LINE (Dewannieux, Esnault and Heidmann 2003).

-Le partage d’homologie de séquence primaire.

Ce type de reconnaissance pourrait concerner I'ensemble des SINE ne possédant pas
de queues poly(A) pures. Ces SINE présenteraient alors une région terminale d’homologie
avec la région 3' UTR (Untranslated Terminal Region) et les répétitions terminales, plus ou
moins complexes, d’éléments LINE présents dans le méme génome. De nombreux couples
potentiels SINE-LINE de ce type ont été décrits (Okada and Hamada 1997). Pour I'un d’entre
eux identifié chez I'anguille, il a été montré que cette région 3’ commune est essentielle a la
reconnaissance de I’ARN par la machinerie du LINE, assurant ainsi la mobilisation spécifique

de ces éléments LINE mais aussi celle des SINE (Kajikawa and Okada 2002).

Une fois le transcrit SINE reconnu par le complexe de rétroposition, la transcription
inverse se ferait grace a la transcriptase inverse codée par I'élément LINE au niveau du site
d’intégration riche en résidus A/T. Ce site est clivé par I'endonucléase codée par le LINE et
'ARN, associé au site de coupuvéa des interactions avec sa region AT riche, est alors
reverse transcrit. Enfin le second brin du site est coupé et le deuxieme brin d’ADN est
synthétisé. L'intégration du SINE est généralement associée a une duplication plus ou moins
importante du site d’intégration (Figure 3).

Les SINE peuvent étre présents en un grand nombre de copies dans les génomes
eucaryotes. Cependant, il apparait que seul un petit nombre de loci SINE peuvent étre actifs
d'un point de vue rétroposition. Ces SINE appelés « éléments fondateurs » possédent un
certain nombre de caractéristiques propres et doivent notamment étre capables d’échapper, au
moins dans certaines conditions, au contréle négatif important exercé sur les éléments SINE

par le génome héte.
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V. L'expression des SINE et son contrdle.

V.1. La transcription des SINE.

Les SINE sont transcrits par 'ARN polymérase Ill. Linitiation de la transcription
résulte de la fixation du facteur de transcription TFIIIC sur les boites A et B héritée de 'ARN
cellulaire dont le SINE est dérivé qui permet le recrutement du facteur TFIIIB. Le complexe
TFIIC-TFIIIB-ADN permet alors le recrutement de I'ARN polymérase Ill, son
positionnement correct et linitiation de la transcription au premier nucléotide de I'élément.
Une fois initiée par la pol lll, la transcription se poursuit sur la totalité de I'élément jusqu’a un
signal de terminaison de transcription correspondant a une séquence d’au moins quatre
résidus portant une base thymine (T) sur le brin transcrit (Bogenhagen and Brown 1981;
Huang and Maraia 2001). Un tel signal n’est pas présent dans la séquence des éléments SINE,
ce qui implique que leur transcription se poursuit dans 'ADN génomique flanquant, jusqu’a
ce que la pol Ill rencontre une séquence faisant office de terminateur. Il en résulte que les
transcrits primaires des SINE issus de différents loci sont hétérogénes en taille et en séquence
en aval de la queue poly(A).

Malgré la présence d’un nombre tres important d’éléments possédant un promoteur
potentiellement autonome, il apparait que le niveau de transcription spécifique de ces
éléments est faible et lié & I'expression d’un nombre limité de copies (Paulson and Schmid
1986). Ainsi, méme si chez ’lhomme I'ARN de I'élément Alu représente 10% des ARN pré-
messagers, la majorité des transcrits détectés résulte d’événements de cotranscription dus a
l'intégration d’éléments Alu a l'intérieur de séquences transcrites par 'ARN polymerase Il
(Kramerov et al. 1982; Deragon et al. 1996).

Les génomes eucaryotes comptent un grand nombre d’insertions SINE, mais seules
quelques copies sont impliquées dans le phénomene d'amplification d’'un élément. Ces
copies, appelées génes maitres ou loci fondateurs réunissent des caractéristiques importantes
pour l'activité de I'élément en termes de transcription mais aussi pour le processus de
transcription inverse. Ainsi la région en amont de l'insertion doit contenir des séquences
amplifiant la transcription de I'élément, lui permettant ainsi d’échapper, méme partiellement,

a la répression de la transcription et notamment dans les cellules de la lignée germinale

(Chesnokov and Schmid 1996; Arnaud et al. 2001). De méme, la région en aval de l'insertion
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est impliquée dans la stabilité du transcrit mais aussi dans la capacité de I'ARN a initier la
transcription inverse (Aleman et al. 2000; Pelisséral. 2004). Chaque locus fondateur

donnerait ainsi naissance a un nombre important de copies inactives.

V.2. Le contrble de la transcription.

La régulation transcriptionnelle des SINE est complexe et passe notamment par la
fixation de différents facteurs activateurs et répresseurs, la formation d'une structure
chromatinienne répressive et la méthylation de I'’ADN. Ainsi, il a pu étre montré que les SINE
S1 du colza et les SINE Affabidopsis thalianas’integrent surtout dans des régions
hypométhylées du génome mais qu’ils sont ensuite fortement et spécifiguement méthylés
(Arnaud et al. 2000). Cette méthylation inhibe la transcription des élémeirisvib et est
certainement un composant important de cette inactivationivo (Arnaudet al 2001).
Récemment, cette régulation a été plus précisément associée a un mécanisme de contrble de
type ARN interférence. En effet, I'inactivation des SINE a été corréléeAtadzdopsisavec
la présence de petits ARN spécifigues des SINE (siRNA) d’environ 24 nucléotides
(Zilberman et al. 2003). Ces petits ARN permettraient de cibler a la fois une ADN
méthyltransférasde novo de type DRM et une Histone MéthylTransférase (HMT) au niveau
des loci génomiques SINE (Zilberman, Cao and Jacobsen 2003). Cette HMT méthylerait les
histones H3 au niveau de la lysine 9, ce qui conduirait notamment au recrutement d'une
chromométhylase appelée CMT3. L'action de ces différentes ADN méthyltransférases serait
responsable de I'imposition du fort niveau de méthylation ADN détecté au niveau des copies
SINE. L’ensemble de ces modifications seraient impliquées dans l'inactivation des éléments
SINE.

V.3. Réqulation post-transcriptionnelle

La séquence de I'éléement SINE ne possede pas de signal de fin de transcription de
'ARN polymérase Il de type « TTTT ». La transcription de I'élément se termine donc au
niveau du signal de fin de transcription apporté par la région génomique flanquant I'élément.

Pourtant ces transcrits primaires « pleine longueur » ne sont pas les seuls présents dans la
8
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cellule. En effet, pour les SINE B1 de rongeur et Alu humain, des transcrits tronqués juste en
amont de la région poly(A) sont majoritairement détectés dans le cytoplasme (Adeniyi-Jones
and Zasloff 1985; Maraiat al. 1993). Un tel clivage de I'ARN SINE doit avoir pour but
d’empécher sa rétroposition en supprimant la queue poly(A) qui est nécessaire a la prise en
charge d’'un ARN SINE par les protéines du LINE. Un phénomene similaire de régulation
post-transcriptionnelle a également d’étre mis en évidence pour les SINE de type ARNt chez
les plantes (Pelissier et, &004).

VI. Les familles de SINE de Brassicaceae.

La famille des Brassicaceae, anciennement nommées Cruciferes, est une importante
famille de plantes dicotyledones. En classification classique, cette famille comprend
3200 especes réparties en 350 genres. Ce sont essentiellement des plantes herbacées surtout
présentes dans I'némisphere nord tel Buassica oleracea (le chouBrassica napugle
colza) et la plante modéle Arabidopsis thaliana.

La premiere famille de SINE identifiée chez les Brassicaceae a été découverte chez
Brassica napuset s’appelle SB1 (Deragon et al. 1994). Depuis, il a été montré que cette
famille est présente chez I'ensemble dsssica, alors qu’elle est absente du génome
d’Arabidopsis thaliana. A ce jour, 15 familles de SINE ont été identifiées chez les
BrassicaceaeSB1 a SB15 (Deragon and Zhang 2006). Comme tous les SINE de plantes, les
SINE de Brassicaceae ont une région 5 dérivee d’ARN de transfert. La taille de leur
séquence consensus est tres variable, en raison des variations de longueur de leur région corps
non-apparentée a ’ARNt. Au contraire d’autres SINE de plantes, ils possedent tous une queue
poly(A).

La séquence partielle du génomeRtassica oleracea compte 4600 copies réparties
en 14 familles (SB1 a SB3 et SB5 a SB15), représentant 0,2% du génome (environ 600
millions de paires de bases). Le génomarabidopis thaliana (130 millions de paires de
bases) compte quant a lui 334 copies réparties en six familles (SB2 a SB7), représentant
0,07% du génome. Che&rabidopsis les éléments des familles SB2 et SB3 (deux des

familles les plus représentées) se trouvent dans des régions géniques, alors qu’ils sont
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pratiguement absents des régions centromériques et péricentromériques, ou se trouvent de

nombreux autres éléments transposables (Lenoir 20al).

VIl. Impact cellulaire des SINE.

VII.1. Impact génomigue.

Les éléments SINE peuvent s’insérer a n'importe quel endroit du génome et ainsi
modifier 'expression d’un gene ou peuvent étre a l'origine de réarrangements de I’ADN suite
a des recombinaisons impliqguant plusieurs copies. Ainsi, de nombreuses pathologies
humaines causées par la présence d’'un élément SINE a l'intérieur de la partie codante d’'un
géne ont été décrites (Labudhal. 1995). Ainsi, chez 'lhomme, le SINE Alu a été trouvé a
I'origine de certains cancers du sein héréditaires en altérant I'expression des génes BRCAL ou
BRCA2 (Montagnaet al. 1999). Dans des cellules somatiques, une insertion d’Alu dans le
géne codant pour la protéine anti-tumorale p53 peut étre a l'origine de processus de
tumorisation (Slebost al. 1998).

L’insertion d’'un élément SINE n’a pas seulement des effets négatifs pour le génome, |l
peut étre un veéritable acteur de la diversité. Les SINE peuvent en effet influencer I'activité
des promoteurs adjacents en recrutant des facteurs transactivateurs ou en modifiant le niveau
de méthylation de ces régions (Babich et al. 1999; Arretudl, 2000). D’autre part, la
présence d’'un élément SINE a l'intérieur d’'un intron peut modifier I'épissage de certains
transcrits (Makalowsket al. 1994). Méme si certains de ces événements peuvent avoir un
impact négatif a court terme, ils augmentent la plasticité du génome et peuvent donc, dans une

certaine mesure, étre considérés comme un moteur de I'évolution (Beidky2003).

VII.2. Activation des SINE au cours d’'un stress.

L’expression de certain SINE de mammiferes et d’'insectes est fortement augmentée en
condition de stress tel que le choc thermique et apres traitement avec de la cycloheximide (un
inhibiteur de la synthése des protéines eucaryotes), de I'éthanol et des agents endommageant
de I'ADN (cisplatine et radiation gamma) (Fornace and Mitchell 1986; Kiratira. 1999;
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Liu et al. 1995; Liet al. 1999; Rudin and Thompson 2001). Certaines infections virales
conduisent également & I'activation de la transcription des éléments SINE. C’est le cas du
Simian Virus SV40, du virus de I'herpes, de I'adénovirus et du parvovirus (Singh et al. 1985;
Jang and Latchman 1989; Panning and Smiley 1993; Willetnaé. 2004). Ces expériences

ont montré I'activation des SINE chez différentes espéces : I'élément Alu chez 'homme, les
éléments B1 et B2 chez les rongeurs et I'élément Bm1 chez le ver a soie. Cela suggére que la
réponse des éléments SINE au cours d’'un stress est un mécanisme conservé et donc que les

SINE ont un role biologique dans la cellule.

VII.3. Roéle riboréqulateur des SINE.

VII.3.1) Le controle de la transcription via I’ARN polymérase II.

Les ARN SINE de mammiféres sont capables d’inhiber la transcription des genes
codés par la polymérase Il (pol Il). En effet, suite a un choc thermique, les transcrits du SINE
B2 s’accumulent rapidement dans les cellules de souris. Cet ARN est alors capable d’interagir
avec I'ARN polymérase Il ce qui conduit a son inhibition (Allen et al. 2004; Espiebaa
2004). Il semble que la fixation du transcrit SINE empéche I'association correcte de la
polymérase a I’ADN au niveau du promoteur (Espinetzal. 2007). Récemment, une étude a
montré que I'élément SINE Alu pouvait aussi inhiber la transcription pol 1l a la suite d'un
choc thermique (Marineet al. 2008). Cela suggere que la fonction de régulation de la

transcription des éléments SINE est un mécanisme conservé entre les especes.

VII.3.2) Le controle de la traduction via la kinase PKR.

Dans des cellules humaines, 'ARN de I'élément SINE Alu est capable d’interagir
avec la protéine kinase PKR ce qui conduit a réguler sa fonction (Chu et al. 1998). La PKR
est activée par une molécule d’ARN double brin comme les ARN viraux qui sont produits au
cours d’une infection virale. Lorsqu'elle est activée, la kinase subit une premiéere étape
d’autophosphorylation puis va phosphoryler la sous-unité alpha du facteur 2 d'initiation de la
traduction eucaryote (elB2 ce qui entraine une inhibition de la synthese des protéines (de
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Haro et al. 1996). Il s’agit d'un mécanisme développer par la cellule afin d’empécher la
traduction des ARN viraux afin de limiter I'infection. L'ARN du SINE, en s’associant avec la
PKR, peut bloquer l'autophosphorylation de la protéine laquelle ne peut alors plus
phosphoryler elF2¢Chu ¢ al, 1998).

Il est proposé que I'accumulation de transcrit SINE a la suite d’un stress permettrait a
la cellule d’empécher la diminution de la traduction provoqué par I'activation de la PKR.
Cette hypothése est d’ailleurs confirmée par le fait que le cycloheximide, un agent provoquant
I'activation de I'expression du SINE Alu, conduit aussi a l'inhibition de l'activité de la PKR
(Chuet al, 1998). Cependant, I'inhibition de la traduction par la PKR initiée par la présence
d’ARN viraux est un moyen de limiter la propagation de l'infection virale. Or, on a vu
précédemment que certains virus provoquaient aussi I'accumulation de transcrit SINE dans
les cellules. Il est donc envisageable que les virus aient développé ce moyen pour venir
empécher I'inhibition de la traduction lorsqu’ils expriment leurs ARN.

Une autre étude a montré que '’ARN Alu en condition de stress abiotique est aussi
capable de stimuler la traduction d’ARNmM néosynthétisés par une voie inconnue mais
indépendante de la PKR (Rubin et 2002). Les auteurs proposent un modele dans lequel
’ARN Alu stimulerait I'expression des ARNm qui n’étaient pas jusqu’alors engageés dans la
machinerie de traduction. Ceci permettrait a la cellule de traduire des ARNm spécifiques de la
réponse au stress rapidement et une fois revenue en conditions normales de reprendre la

traduction des ARNm engagés dans la machinerie de traduction avant le stress.

VI1.3.3) La fonction riboréqulatrice des SINE chez la plante.

A ce jour on ne dispose que de peu dinformation sur une éventuelle fonction
cellulaire des éléments SINE dans le regne végétal. Cependant, une étude réalisée au
laboratoire a montré que la surexpression du SINE SB1Atadrdopsis thaliana conduit a
I'apparition de graves défauts de développement (Pouch-Pekssaer2008). Cette étude a
aussi permis de montrer que 'ARN de SB1 interagit avec la protéine HYL1 (DRB1), une
protéine de liaison a '’ARN double brin qui intervient dans la production des miRNA (micro
ARN) et des tasiRNA (trans-acting small interfering RNA). L'accumulation des miRNA et

des tasiRNA dépendant de HYL1 est d’ailleurs modifié dans des plantes surexprimant le
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SINE. Il semble donc que les SINE sont capable de moduler I'activité de certaines voies du
RNAI chez les plantes.
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Partie II: La protéine Rétinoblastome :
lien entre cycle cellulaire et croissance.

Nous venons de voir que chez les mammiféres, I'infection par I'adénovirus conduit &
I'activation de la transcription de I'élément SINE Alu. Or, ce virus code pour une protéine,
E1A qui est capable d’interagir avec la protéine Rétinoblastome (RB). Il est probable que
I'activation transcriptionelle des éléments SINE a la suite d'une infection virale passe par
I'inactivation de RB.

La protéine RB joue un réle central dans la cellule. Cette protéine est tout d’abord un
composant majeur du mécanisme de contrdle du cycle cellulaire. Son inactivation par des
protéines virales conduit en effet a la dérégulation du cycle cellulaire. D’autre part, RB
intervient dans le processus de croissance cellulaire. Pour cela, il contrble la transcription
médiée par I'ARN polymérase Il (pol Ill). Ainsi, chez les mammiféres, certaines protéines
virales vont agir négativement sur RB ce qui a pour conséquence de déréguler le cycle
cellulaire, la transcription pol 1ll de maniere générale et la transcription des éléments SINE en
particulier. L’activation de la croissance cellulaire et du cycle cellulaire permet alors de
mettre a disposition du virus la machinerie de réplication de la cellule héte ainsi que la
machinerie de traduction.

Chez les plantes, l'activation de la transcription des éléments SINE a la suite d'un
stress comme l'infection virale reste a démontrer. Cependant, certain virus encodent au sein
de leurs génomes des protéines possédant un domaine de liaison a RB similaire a celui
retrouvé chez E1A d’adénovirus. Il semble donc envisageable que dans le monde végétal,
l'infection par un virus possédant une protéine de liaison a RB conduise a l'activation du

cycle cellulaire, de la transcription pol Ill en général et de la transcription des éléments SINE.
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I. Généralités.

Le gene rétinoblastome (RB) a d’abord été caractérisé comme un gene suppresseur de
tumeur chez I'enfant. En effet, sa mutation a été associée a une forme rare de tumeur maligne
de I'ceil appelée rétinoblastome (Friend et al. 1986). La perte ou la mutation du géne
rétinoblastome est trouvée dans de rares cas de cancer, mais une altération dans les voies
d’activation de RB est trouvée dans la majorité des cancers suggérant que la perte du contréle
de la protéine RB est un processus central dans le développement tumoral (Bookstein et al.
1990, Funget al. 1987, Leet al. 1988).

Le gene rétinoblastome encode une phosphoprotéine, RB, capable de contréler la
division et la croissance cellulaire. La fonction principale de cette protéine est de faire le lien
entre le cycle cellulaire et la machinerie transcriptionelle. Pour cela, elle va réguler
I'expression d’un grand nombre de génes lesquels sont responsables du passage de la cellule a
travers certaines phases critiques du cycle cellulaire (Weinberg 1995). Parallelement, elle va
aussi contrdler la synthése protéigue en régulant les génes transcrits par les ARN polymérases
I et Il

A ce jour, peu d’informations sont disponibles concernant le cycle cellulaire chez les
plantes. Dans le monde végétal, des genes codant pour des homologues de la protéine RB ont
été mis en évidence chez de nombreuses especes de plantes supérieures telles que le mais, le
tabac etArabidopsis thaliana mais également chez 'algue vEliamydomonas reinhardtii
(Grafi et al. 1996 Kong et al. 2000Nakagamiet al. 1999,Umen and Goodenough 2001)
L’inhibition de la fonction RB chez la plante stimule le cycle cellulaire et retarde la
différentiation (Park et al. 2005). La présence d’une protéine RB fonctionnelle est d'ailleurs
nécessaire pour la formation des gametes femellesAvhbmopsis Ebel et al. 2004)Enfin,
la surexpression de la protéine RB inhibe la division cellulaire (Gordon-Keimah 2002).

Ces observations suggerent que la voie de contrdle de cycle cellulaire par la protéine RB est

conservee entre mammiféres et plantes.
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II. Le cycle cellulaire.

[1.1. Généralités.

Le cycle cellulaire est traditionnellement divisé en deux grandes phases : l'interphase
pendant laquelle a lieu la réplication de 'ADN et la phase de division, la mitose (M). La
réplication de 'ADN (phase S) occupe uniguement une portion de l'interphase. En effet,
I'intervalle entre la fin du cycle précédant et le début de la réplication de I'ADN correspond a
la phase G1 (Gapl). Lintervalle entre la fin de la réplication de 'ADN et le début de la
mitose correspond a la phase G2 (Gap2) (Figure 4). C’est au cours de cette phase G1 que la
cellule prend la décision d’entrer dans un processus de réplication de I'ADN et de division
cellulaire. La décision se fait en fonction de différents éléments tels que la taille de la cellule,
les facteurs de croissance ainsi que I'ensemble des signaux environnementaux. La progression
a travers la phase G1 nécessite un important contréle en particulier en un point spécifique de
cette phase, le point de restriction R. Le point de restriction R est un point de contrdle critique
qui a lieu a la fin de la phase G1. Aprés le passage de cette étape clé, la cellule va répliquer
son ADN et devient alors insensible aux différents facteurs de croissance, la progression du
cycle cellulaire ne peut plus étre stoppée que par des anomalies de 'ADN (Branzei and Foiani
2008). Le passage de ce point de contrble dépend de la phosphorylation progressive de la
protéine RB. En effet, selon I'état hypophosphorylé (actif) ou hyperphosphorylé (inactif), RB
est capable de réguler I'expression de genes clés responsables de la progression dans le cycle
cellulaire. D’autre part, RB bloque la progression du cycle cellulaire en séquestrant les
facteurs de transcription de type E2F. Au contraire lorsqu’il les libére, cela engendre la
prolifération cellulaire. En effet, les facteurs de transcription E2F gouvernent I'expression de
nombreux genes nécessaires dans la progression du cycle cellulaire et a la réplication de
'ADN. La voie RB/E2F est considérée comme le principal mécanisme responsable de

I'inhibition ou de I'activation de la prolifération cellulaire.
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[1.2. Le cycle cellulaire chez les plantes.

Méme si le processus de division des cellules végétales est tres conservé avec celui des
autres espéeces eucaryotes, les plantes ont développé un certain nombre de particularités. Par
exemple, de nombreuses cellules différenciées ont la capacité de se dédifférencier et de
devenir pluripotentes ce qui leur permet une plus grande plasticité développementale
(Steward et al. 1964). D’autre part, la présence d’'une paroi rigide entourant la cellule
empéche tout mouvement ou migration cellulaire et contrairement aux cellules de
mammiféres, les cellules de plantes ne développent pas de tumeurs sauf dans certains cas
précis de réaction aux pathogénes (Doonan and Hunt 1996). La plus grande particularité des
plantes est la capacité de certaines cellules a répliquer leur ADN, éviter la mitose et rentrer a
nouveau dans une phase de réplication ce qui constitue I'endoréduplication (Joubes and
Chevalier 2000). Ce mécanisme a été observé dans le regne animal mais il est extrémement
fréquent chez les plantes (Nagl 1976). Le niveau de polyploidie varie ainsi entre les espéces et
les tissus (Figure 5). Une cellule en interphase possede généralement une quantité d’ADN fixe
correspondant a la valeur 2C. Chgabidopsis des noyaux avec un contenu en ADN de 32C
sont détectés alors que dans certaines cellules de I'endosperme du mais le contenu en ADN
peut aller jusqu'a 192C (Galbraith et al. 1991, Kowles and Phillips 1985). La fonction
physiologique de I'endoréduplication reste encore a déterminer mais plusieurs hypothéses ont
été formulées. Il est possible que I'endoréduplication joue un rdle dans le processus de
différentiation d’une cellule. Par exemple, la croissance des trichomes, le développement de la
feuille et du fruit sont toujours associés a un processus d’augmentation de leur contenu en
ADN (Joubeset al. 1999, Melaragno et al. 1993). Le cycle cellulaire classique et le processus
d’endoréduplication ont la phase de réplication de I'ADN en commun et utilisent
probablement la méme machinerie. D’ailleurs la surexpression de genes connues pour
stimuler la réplication de 'ADN induisent a la fois la division et I'endoréplication (Schnittger
et al. 2002a). Ainsi, la décision de réaliser un cycle cellulaire normal ou de rentrer dans un
processus d’endoréduplication se fait probablement a la transition entre la phase G2 et la
phase M et dépend de la présence d'un ou plusieurs facteurs MIF (Mitosis Inducing Factor)
(De Veylderet al. 2002). Les facteurs MIF sont probablement constitués d’'un ou plusieurs
couples cycline/CDK. En effet che&rabidopsis des inhibiteurs de CDK sont capable de
réguler 'endoréduplication (Verkest al. 2005).
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Ill. Les caractéristiques de la protéine RB.

Chez I'hnomme, la protéine RB est constituée de 928 acides aminés et comporte de 3
domaines fonctionnels. Le domaine amino-terminal de 379 acides aminés, le petit domaine
« pocket » central de 413 acides aminés constitué des boites A et B et le domaine carboxy-
terminal de 136 acides aminés (Figure 6).

Les protéines RB de plantes ont conservé cette structure en trois grands domaines
(Durfeeet al. 2000). Cependant, la conservation de la séquence primaire diverge en fonction
des domaines. La plus forte homologie entre les protéines de mammiféeres et les protéines de
plantes se trouve au niveau du domaine « pocket » avec une identité de I'ordre de 20 a 35%
(Figure 6).

[ll.1. Le domaine amino-terminal (N terminal).

La fonction de ce domaine reste controversée. En effet des études semblent indiquer
que ce domaine posseéde des proprietés de suppresseur de tumeur alors que d’autre
expérimentations semblent indiquer le contraire (Refegl. 1997, Xu et al. 1994).

De nombreuses expériences de double hybride ont également mis en évidence
'importance de ce domaine dans la liaison a des partenaires protéiques jouant un réle
important dans les différentes fonctions de RB. Ainsi, RB interagit avec la protéine MCM7
(minichromosome maintenance 7) nécessaire a l'initiation de la réplication et avec la protéine
p84N5 laquelle interviendrait dans le processus apoptotique (Setraked998; Lei and Tye
2001; Durfeeet al. 1994; Doostzadeh-Cizeron et al. 1999). La capacité de RB a réguler
négativement la réplication de 'ADN et la mort cellulaire passerait donc par la séquestration

de ces deux protéines.

Chez les plantes, le domaine N-terminal a une longueur variable et on peut noter
I'existence d’'une région conservée riche en leucine de fonction inconnue entre les protéines
RB des mammiferes et les protéines de plantes au niveau de ce domaine N-terminal (Durfee,
Feiler and Gruissem 2000) (Figure 6).
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[1.2. Le petit domaine « pocket ».

Le petit domaine « pocket » a été initialement identifié comme le fragment minimal de
RB capable d'interagir avec les protéines virales a domaine LXCxE (Leucine-x-Leucine-x-
Acide Glutamique) tel que le grand antigene T du virus SV40, la protéine E7 du virus HPV ou
la protéine E1A des adenovirus (Hu et al. 1990, Huetngl. 1990, Kaelin et al. 1990). Ce
domaine est composé des boites A et B séparées d’un espaceur peu conservé. Les domaines A
et B ont une séquence en acides aminés trés conservée entre les espeeeal (LI€G9O8)
(Figure 7). Ces deux domaines sont capables d’interagir ensemble afin de former une poche :
le domaine « pocket » (Chow and Dean 1996). L'interaction entre ces deux domaines est
d’ailleurs nécessaire a la fonction de la protéine (Qin et al. 1992). En effet, le domaine A est
indispensable au domaine B afin d’assurer la bonne conformation de ce dernier (Kim and Cho
1997, Lee, Russo and Pavletich 1998). Le site de fixation des protéines a domaine LXCXE se
situe au niveau du domaine B (Lee, Russo and Pavletich 1998). De nombreuses oncoprotéines
virales contiennent un motif LXCXE leur permettant de s’associer a la protéine RB (Dyson et
al. 1989, Lee, Russo and Pavletich 1998, Lud&ival. 1989, Whyteet al. 1988). Certaines
protéines endogénes interagissent aussi avec la protéine RB via un domaine « LXCXE-like ».
C’est le cas des histones déacétylase HDAC1 et HDAC2, et de 'ATPase BRG1 du complexe
de remodelage des nucléosomes SWI/SNF (Switch [SWI]/sucrose non-fermenting [SNF])
(Dunaiefet al. 1994; Brehnet al. 1998, Luo et all998, Magnaghi-Jaulin et al. 1998). Le site
de liaison aux protéines a domaine LXCXE n’est cependant pas le seul site de liaison du
domaine « pocket ». En effet, les facteurs de transcription de la famille E2F (adenovirus E2
promoter binding &ctor) interagissent a la fois au niveau du domaine « pocket » et de la
région carboxy-terminale (Huangt al. 1992). C'est dailleurs grace a cette capacité
d’interaction avec les facteurs E2F que RB joue un réle si important dans le contréle du cycle
cellulaire (Harbour and Dean 2000).

Le grand domaine « pocket » est constitué du petit domaine « pocket » ainsi que de la
majeur partie du domaine carboxy-terminal. Il représente la structure minimale capable de

complémenter l'activité suppresseur de tumeur de RB (éaag) 2002).
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Le domaine « pocket » et en particulier les boites A et B sont tres conservés entre les
plantes et les mammiféres ce qui suggere que ce domaine a gardé ses propriétés (Figure 7). La
protéine RB de mais est d'ailleurs capable de s’associer avec les facteurs E2F de 'homme
ainsi qu'avec le grand antigene T du virus SV40 et la protéine E7 du virus HPV (Heintley
al. 1998). Plus réecemment, la liaison entre la protéine RB de mais et un facteurs E2F de blé a
été mise en évidence par des expériences de double-hybride chez la levure (Ramieiz-Parra
al. 1999, Sekineet al. 1999). Cela suggere que les protéines RB des plantes possédent un
domaine « pocket » fonctionnel lui permettant d’interagir avec des protéines a domaines

LxCXE ainsi qu'avec des facteurs de la famille E2F.

[1l.3. Le domaine Carboxy-terminal (C terminal).

Le domaine C terminal de la protéine RB possede un motif de liaison a la protéine
kinase dépendante des cyclines, la protéine CDK4, laquelle joue un réle essentiel dans le
controle de la fonction RB en jouant sur son niveau de phosphorylation (Wallace and Ball
2004).

Le domaine C terminal est crucial dans la fonction et la régulation de la protéine RB.
Cette région, en collaboration avec les domaines A et B, est essentielle pour I'interaction avec
de nombreuses protéines tel que I'oncoprotéine MDM2 et la tyrosine kinase c-abl (Welch and
Wang 1993, Xiao et al. 1995). Ce domaine contient d’ailleurs de nombreux résidus sérines et
thréonines qui lorsqu’ils sont phosphorylés entrainent I'inactivation de la protéinegflLales
1991) (Figure 6).

Peu d’informations sont disponibles sur la fonction du domaine C terminal chez les
plantes. Cependant, tout comme pour les protéines des mammiféres, on retrouve la présence
de nombreux résidus phosphorylables suggérant que le role de ce domaine dans la régulation

de la protéine RB est conservé dans le réegne végétal (Figure 6).
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V. Contrble de RB par la phosphorylation.

En fonction de son niveau de phosphorylation, RB est capable de bloquer le cycle
cellulaire en phase G1. Il s’agit donc d’'une protéine essentielle dans le contrdle du cycle
cellulaire. La protéine RB est une protéine proto-oncogene responsable de I'apparition de
tumeurs lorsque son expression est altérée ou lorsque cette protéine est constitutionnellement
phosphorylée (Sherr 1996). En effet, dans les cellules en phases GO et G1, RB est présente
sous sa forme hypophosphorylée alors que dans les cellules en phases S et M, RB est
fortement phosphorylée (Buchkovich et al. 1989, Chen et al. 1989).

L’'analyse de la protéine a montré plus de 20 sites de phosphorylation différents aussi
bien au niveau de résidus serines que thréonines (Lees, Buchkovich, Marshak, Anderson and
Harlow 1991, Lin et al. 1991). Parmi ceux-ci, on trouve 16 sites potentiels de phosphorylation
par les kinases dépendantes des cyclines de types CDK (Brown et al. 1999). Ces sites de
phosphorylations se trouvent prés du début du domaine « pocket », dans la région espaceur
ainsi que dans le domaine carboxy-terminal (Figure 6). Ainsi, des protéines kinases
dépendantes des cyclines phosphorylent RB en fin de phase G1 provocant son inactivation.
En fin de mitose, des phosphatases déphosphorylent a leur tour la protéine RB qui redevient

alors pleinement fonctionnelle (Mittnacht 1998).

Tout comme leurs homologues mammiferes, les protéines RB de plantes possédent de
nombreux sites potentiels de phosphorylation par les kinases de type CDK suggérant que la
régulation de la fonction RB au cours du cycle cellulaire se fait de maniére similaire (Durfee,
Feiler and Gruissem 2000) (Figure 6). En effet une activité kinase de type CDK a été mise en
évidence dans différentes cellules de plantes en fin de phase G1 et en début de phase S. Ainsi,
il semble que comme chez les mammiféres, la phosphorylation de la protéine RB est

responsable du contréle de la progression du cycle cellulaire chez les plantes.
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IV.1. Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire chez les mammiféres.

IV.1.1)Phosphorylation de RB via la voie cyclin D/CDK4 et CDK®6.

Les cyclines de classe D (D1, D2 et D3) sont les principaux acteurs impliqués dans la
phosphorylation de la protéine RB. Ces cyclines sont des régulateurs des kinases CDK4 et
CDKa®6. Ainsi, en début de phase G1, les cyclines de classe D s’associent avec les protéines
CDK4 /6 afin d’activer leur activité kinase provoquant la phosphorylation de RB et par
conséquent I'entrée dans un nouveau cycle cellulaire (Kato et al. 1993).

Les cyclines D1 et D3 contiennent un motif LXCXE décrit comme permettant
I'association avec la protéine RB (Dowdyal. 1993). Cependant, une cycline D1 mutée dans
son domaine LXCXE reste capable d’induire la phosphorylation de RB signifiant que le
complexe Cycline D/CDK4 ne s’'associe pas a RB uniguement via ce domaine LXCxE
(Horton et al. 1995). Plus récemment, une étude a montré qu’il existait un motif de liaison a la
kinase CDK4 dans la partie carboxy-terminale de la protéine RB. Ce motif est d'ailleurs
nécessaire pour la phosphorylation efficace de RB au cours de la phase G1 du cycle cellulaire
(Wallace and Ball 2004).

L’accumulation des cyclines de classe D passe par des contrdles transcriptionels,
traductionels et post-traductionnels. Les voies Ras et c-Myc semblent avoir un réle
prépondérant en activant la transcription de certaines cyclines (Albateae 1995,
Amanatullah et al. 2001, Filmwet al. 1994, Bouchard et al. 1999).

IV.1.2) Phosphorylation de RB via la voie cyclin E/CDK?2.

Les cyclines de classe E semblent également avoir un réle important a jouer dans le
controle de la phosphorylation de RB. En effet, 'expression constitutive de la cycline E a
pour conséquence la phosphorylation de la protéine RB (ldinals 1992). D’autre part, dans
la plupart des cellules, le niveau de transcrit et la quantité de protéines de cette classe de
cycline augmente fortement vers le milieu de la phase G1 lorsque la protéine RB est
progressivement phosphorylée (Keffal. 1991, Lewet al. 1991). Cette cycline serait en effet
capable de s’associer avec la kinase CDK2 et de phosphoryler la protéine RB méme lorsque

la voie CyclinD/CDK4/CDKG®6 est inactivée (Gray-Bablin et al. 1996).
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Figure 8: Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire
chez les mammiferes.

La protéine RB commence a étre phopshorylé en phase G1 par le complexe
cycline B/CDK4/6. A la limite entre la phase G1 et la phase S (le point de
restriction R), des résidus supplémentaires sont phosphorylés par le complexe
cyclineA/CDK2. Le niveau élevé de phosphorylation de la protéine RB est
maintenu par les complexes cycline A/ICDK2 au cours de la phase S.
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La reconnaissance de RB par le complexe Cycline E /CDK2 semble faire intervenir
différents motifs. Tout d’abord, les cyclines de classe E possedent un motif de liaison au
domaine « pocket » de RB de type LXCXE nécessaire a la phosphorylation de RE{(l&élly
1998). D’autre part, un motif de liaison potentiel au complexe cyclin E/CDK2 est également
présent dans le domaine carboxy-terminal de la protéine RB. La présence de ce motif est elle-
aussi essentielle dans la phosphorylation de RB par le complexe Cycline E/CDK2 (&dams
al. 1999).

IV.1.3) Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire.

Le réle ainsi que les liens entre les cyclines dssg D et de classe E dans l'initiation
de la phosphorylation de la protéine RB reste a déterminer. Cependant, il semblerait que les
complexes cyclines D/CDK4/CDK6 seraient responsables de la premiére vague de
phosphorylation de certains résidus sérines et thréonines de la protéine RB au cours de la
phase G1 (Figure 8). Les complexes Cycline E/CDK2 ne seraient activés qu’a la fin de la
phase G1. Ceci est cohérent avec le fait que le promoteur des cyclines de classe E est sous le
contréle de la protéine RB (Gerg al. 1996). L’activation transcriptionelle des génes codant
pour la cycline E a la fin de la phase G1 dépendrait donc de I'activité des cyclines de classe
D. Ainsi a la frontiére entre la phase G1 et la phase S, le complexe Cycline E/CDK2 viendrait
phosphoryler la protéine RB au niveau de résidus sérines et thréonines différents de ceux
utilisés par le complexe Cycline D/CDK4/CDK6 provoquant alors une augmentation
supplémentaire du niveau général de phosphorylation de la protéine RB (Hatrbbur999)
(Figure 8).

IV.1.4)R6le des complexes Cycline A/CDK2 et Cycline A/CDC2 dans la
phosphorylation de RB.

Les cyclines de classe A ne sont transcrites qu’a partir de la phase S du cycle cellulaire
et sont dégradées juste avant la métaphase (Pines and Hunter 1990). Cela signifie qu’elles
n'interviennent probablement pas dans le contréle précoce du cycle cellulaire. Cependant, la

cycline A peut s’associer avec la kinase CDK2 ainsi qu’avec la kinase CDC2e{Tahi
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1991). Le complexe Cycline A/ICDK2 est d’ailleurs capable de phosphoryler RB (Ewen et al.
1993). Une hypothése est que ce complexe intervient au cours de la phase S dans le maintient
de la phosphorylation de la protéine RB établie par les complexes Cycline D/CDK4/CDK®6 et
Cycline E/CDK2.

La fonction de contréle du cycle cellulaire par RB est principalement régulée via des
processus de phosphorylation. Cependant, la protéine RB est la cible de hombreuses autres
modifications post-traductionnelles telles que I'acétylation et la sumoylation lesquelles
influent également sur les fonctions de la protéine (Chan et al. 2001et.&dI2005). Enfin,

RB peut étre la cible de clivages protéolytiques a la suite d’'un signal apoptotique (Tan and
Wang 1998).

IV.2. La phosphorylation de RB chez la plante au cours du cycle cellulaire.

Il existe 13 classes de cyclines chez les mammffeiie et T) et seulement 7 chez les
plantes (A, B, C, D, H, P et T). Parmi celles-ci, il semble que seules les cyclines de type A, B
et D interviennent dans la régulation du cycle cellulaire (Francis 2007). Chaque famille de
cyclines est souvent composée de plusieurs membres lesquels n'assurent pas forcement la
méme fonction dans la cellule. Cela met bien en évidence la complexité de la situation chez
les plantes. De maniére générale, les cyclines de type A seraient impliguées dans tout le
déroulement des phases S/G2/M (Iretial. 2006, Wanget al. 2004). Cependant, certains
genes codant pour des cyclines de classe A sont activés a la fin de la phase G1 et au début de
la phase S (Chaubet-Gigot 2000). Les cyclines B semblent quant a elles controler le passage
entre les phases G2 et M (Ito et al. 1998, Schnittgat. 2002Db).

On trouve 10 membres dans la famille des cyclines de classe [Aci®dopsisdont
la plupart contiennent un motif de liaison a RB de type LXCxE (®bral. 1995). Cela
suggere que cette classe de cycline serait responsable de I'activation de la voie RB-E2F au
cours du passage entre les phases G1 et S. La protéine RB des plantes est d'ailleurs capable de
s'associer avec les cyclines de type D ehAitro (Huntleyet al,1998 Roudieret al. 2000)
L’interaction entre les cyclines de type D et RB permettrait alors le recrutement d’'une kinase

de type CDK, et donc la phosphorylation de la protéine RB (Nakagamil&og).
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Figure 9: Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire
chez les plantes.

Dans le regne végétal, la phosphorylation de la protéine RB au passage entre
la phase G1 et la phase S est réalisée par le couple cyline D/ICDKA.



Synthése bibliographique

Les génes codant les cyclines de type D sont induits suite a I'action d’hormones
végétales comme les cytokinines ou de nutriments comme le sucrose (Riou-Khatrdichi
1999). Les plantes semblent donc avoir développé un moyen de moduler leur développement
en fonction des conditions de leur environnement. Les hormones de plantes pourraient ainsi
faire le lien entre les signaux environnementaux et le déroulement de la division cellulaire.

Aucun orthologue des protéines CDK4 et CDK®6, responsables de la phosphorylation
de la protéine RB humaine, ne semblent étre représenté chez les plantes. Ces derniéres
possedent cependant deux types de kinases dépendantes des cyclines intervenant dans le
contrdle du cycle cellulaire: CDKA et CDKB (appelées également CDC2a et CDC2b chez
Arabidopsis) CDKB est une kinase spécifique des plantes qui semble étre surtout active au
cours de la phase G2 (Oakenfetl al. 2002). La kinase CDKA semble elle étre active au
cours du passage G1/S et possede un motif de liaison aux cyclines (Oakenfull, Riou-
Khamlichi and Murray 2002). CDKA est d’ailleurs capable de s’associer avec les cyclines de
type D2 et D3 (Healgt al. 2001).

Le model actuel établie que sous l'action des cytokinines, les cyclines de type D
seraient produites, s’associeraient avec la kinase CDKA et provoqueraient la phosphorylation
de la protéine RB au cours de la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire
(Boniotti and Gutierrez 2001) (Figure 9).

V. Déphosphorylation de la protéine RB au cours du cycle cellulaire.

Le retour de la protéine RB a un état hypophosphorylé a lieu au cours de la phase de
mitose (phase M). Cette étape de déphosphorylation se fait via I'activité de la protéine
phosphatase 1 (PP1) (Nelson et 4897). Ainsi durant la phase de division, RB est
déphosphorylée par PP1 ce qui a pour conséquence d’activer a houveau sa capacité a bloquer
le cycle cellulaire en phase G1/GO (Ludletval. 1993). Cette étape de déphosphorylation est
séquentielle, les sites phosphorylés par le complexe Cyclin D/CDK4 sont les premiers touchés
par PP1 (Rubin et al. 2001). La déphosphorylation de RB se fait donc sur des résidus bien
spécifiques et avec un contrdle temporel trés précis suggérant que le passage de la phase M a

la phase G1 est lui aussi tres finement régulé.

25



Monocoty|édons Jz’!AAZBQHBE RER3 (Maize)
g TCE1055 (Sugarcane)
‘ BACT75848 (Rice)
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! AAMTT469 RBR (Palm)
' CF435833 (Cnion)
TC140445 (Barley)
] TC275451 (Rice)
t AABG9649 RER1 (Maize) 3
y TC55924 (Sugarcane) ;!
5 CACE2493 RBR2 (Maize) ]_ ks
s BF&56955 (Sorghum)
Sa TC140444 (Barley) },:’
T~. _TC269028 (Wheat)

CAD21954 (Physcomitrefia hatens) — \
TC42633 (Grape) —
AAKBEDES (Chlamydomonas reinhardtii) ]_
AANVGEE0Y (Ostreoccoccus tauri)
CAADSTI6 REBR (Chenopodium rubrum) —
AAF9146 RBR (Arabidopsis thaliana) —
TC112376 (Medicago truncatula) ]_
BG322563 (Sorghumy)
BAEDG273 (Scutellaria baicalensis)
BAABBGOD RER (Pea) —

TC49744 (Grape)
TC206498 (Soybean) ]’

TC1055 (Spruce)

TC43527 (Pine)

BAATG477 RER (Tobacco)

TCAG8820 (Tomato)

AALIDSSTO (Micotiana benthamiana)

AAFI4B03 (Euphorbia esula)

AAFB1377 RER (Poplar)

TC12520 (Lotus japonicus)

AY821910 (Cotton)

Figure 10: Arbre philogénétique des protéines RB de plantes

La fleche indique I'‘évenement de duplication potentiel expliquant la
présence de 2 protéines RB chez certaines espéces. Le groupe
correspondant aux cotylédons est indiqué.

(D'apres Sabelli and Larkins, 2006.)
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Trés peu d’'informations sont disponibles au sujet de la régulation des protéines RB de
plantes par d’éventuelles phosphatases. Le génoArakddopsiscontient 26 génes codant
pour des phosphatases de type sérine/thréonine (Fetrkis2007). D’autre part, une étude
récente de double-hybride chez la levure a montré qu’une protéine RB de riz était capable de
lier la phosphatase PP2B de la luzerne suggérant que le contréle de RB par des phosphatases

est conservé dans le régne végétal (Lendal. 2007).

VI. Les protéines de la famille RB.

Chez les mammiféeres, outre RB, les protéines p1PZ13@ appartiennent également a
la famille des protéines a domaine « pocket » (Mulligan and Jacks 1998). Les genes codant
pour les protéines p107/p130 ont des séquences primaires relativement proches (de I'ordre de
50%) (Figure 7). L'identité entre p107/p130 et RB est globalement plus faible (30 et 35%
respectivement). Cependant p107/p130 posseédent un domaine « pocket» constitué d'une
boite A et d'une boite B assez similaire avec celui présent dans la protéine RB. La présence
de ce domaine « pocket » conservé permet a ces protéines de s’associer aux facteurs E2F ainsi
gu’aux protéines contenant un domaine LXxCXE (Ewen et al. 1994t ali 1993, Schwaret
al. 1993).

Tout comme RB, les protéines p107 et p130 ont la capacité de contrdler négativement
le cycle cellulaire en fonction de leurs niveaus de phosphorylation (Claudio et al. 1994, Zhu
et al. 1993, Mayokt al. 1995, Tedesco et al. 2002, Xiao et al. 1996). Ces protéines bloquent
la transition entre les phases G1 et S en inactivant certains facteurs de transcription de la
famille E2F dont le role est de faire entrer les cellules en phase S (Vairo et al. 1995,
Zamanian and La Thangue 1993).

Dans le régne vegeétal, il existe une particularité assez intrigante. En effet, la fonction
RB semble étre assurée par deux protéines distinctes chez les monocotylédons tels que le riz,
le blé, I'avoine et la canne a sucre (Sabelli and Larkins 2006). Le mais posséde méme une
troisieme protéine homologue a RB (Lendetil, 2007) (Figure 10). Chez les mousses, les
algues unicellulaires et les dicotylédons comme Arabidpjesiabac, le tréfle et la tomate, on
trouve un seul et unique gene homologue a RB (Sabelli and Larkins 2006). Il semble donc

gue les monocotylédons aient développé un systeme de régulation du cycle cellulaire plus
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Figure 11: La famille E2F chez les mammiferes.

La famille des facteurs E2F est divisée en 3 groupes selon leurs structures
et leurs fonctions. Les intéractions possibles avec des partenaires DP
ainsi qu'avec la protéine "pocket" sont présentées dans le tableau. L'effet
activateur et/ou répresseur de chaque facteur est indiqué.

(D'apres Laquinta and Lees, 2007)
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complexe que les dicotylédons. On peut supposer que comme chez les animaux, ces
différentes protéines RB ont des roles parfois chevauchants ou permettent une régulation plus

fine du cycle cellulaire.

VIl. Les facteurs E2F.

VIl.1. Chez les mammiféres.

Dans les cellules, les facteurs E2F sont présents $&o forme de complexes
hétérodimeriques constitués d’'une part du facteur E2F et d'autre part d’'un facteur de
transcription de type DP.

Les mammiferes possedent au moins 8 genes codant pour 9 facteurs E2F différents
(E2F1, E2F2, E2F3a, E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 et E2F8) et on distingue 2 membres
pour la famille des facteurs DP (DP1 et DP2) (laquinta and Lees 2007, Wu et al. 1995). Assez
peu d’informations sont disponibles au sujet des propriétés spécifiques de chaque type de
facteurs E2F. Cependant, certaines études suggerent que chaque type de facteur pourrait avoir
une fonction propre ou serait limité a certains types cellulaires (Eield1996, Lindemaret
al. 1998, Yamasaket al. 1996). Les protéines E2F peuvent ainsi étre classées en deux
catégories en fonction de leurs propriétés transcriptionnelles (Figure 11). Les facteurs E2F1,
E2F2 et E2F3a sont considérés comme des activateurs de transcription alors que les facteurs
E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 et E2F8 sont généralement classés dans la catégorie des
répresseurs de transcriptions. Le géne E2F3 est a I'origine de la synthése de deux transcrits
via l'utilisation d’un promoteur alternatif situé dans un intron. Deux protéines sont ainsi
produites : E2F3a, protéine pleine longueur et E2F3b, protéine qui a perdu son domaine
transactivateur expliquant I'effet négatif de ce facteur lorsqu’il est présent au niveau d’'un
promoteur (Heet al. 2000) (Figure 11).

Une protéine DP est toujours associée avec un des facteurs E2F afin de former un
hétérodimere. Toutes les combinaisons sont possibles in vivo suggérant I'extréme complexité
des voies de régulation transcriptionelles contrélées par les facteurs E2F (laquinta and Lees
2007).
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VIl.1.1) Les facteurs E2F1, E2F2 et E2F3a.

E2F1, E2F2 et E2F3a ont des structures fortement homologues en particulier au
niveau des domaines de localisation nucléaire (NLS), de domaine de liaison a 'ADN, de
domaine de dimérisation et d’association & une protéine a domaine « pocket » (Figure 11).
Dans leurs régions carboxy-terminales on trouve également un domaine transactivateur
conservé. E2F1, E2F2 et E2F3a sont considérés comme des activateurs transcriptionnels
capables d’induire le passage en phase S d'une cellule bloquée en phase GZEf(lalkas
1996). Avec leurs partenaires DP, ils activent la transcription des genes de réponse aux
facteurs E2F (Krek et al. 1993).

VIl.1.2) Les facteurs E2F3b, E2F4 et E2F5.

La séquence de ces protéines diverge beaucoup des facteurs E2F activateurs de
transcription. Ces protéines ont en effet perdu la majeure partie de leur séguence amino-
terminale (Figure 11). E2F3b, E2F4 et E2F5 possédent cependant un domaine de liaison a
’ADN, un domaine de dimérisation et un domaine d’association a une protéine a domaine
« pocket ». Plusieurs découvertes semblent indiquer que ces facteurs de transcription ont un
effet négatif sur la régulation de I'expression des génes E2F (laikals 1996; Heet al,

2000)

VII.1.3) Les facteurs E2F6, E2F7 et E2F8

Il s’agit des facteurs les plus récemment caractérisés et de ce fait on ne dispose que de
peu dinformations. Il semble qu’ils agissent en tant que répresseur de transcription en
empéchant la fixation des facteurs E2F activateurs ou/et en recrutant des complexes
répresseurs au niveau des promoteurs des genes controlés par les facteurs E2fet(lorkel
1997; de Bruin et al. 2003, Maigt al. 2005, Di Stefano et al. 2003, Trimaretial. 2001).

lIs ne possédent pas de site de dimérisation et de liaison aux protéines a domaine « pocket » et
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semblent donc agir indépendamment des facteurs DP et des protéines RB, p107 et p130
(Figure 11). (Di Stefano, Jensen and Helin 2003, Maiti,2G@05, de Bruin et ak003).

VIl.2. Chez les plantes.

Des facteurs E2F ont été identifiés chez de nombreuses especes de plantes telles que le
blé, la carotte, le tabac, le riz &tabidopsis thaliana (Albanet al. 2000, Kosugi and Ohashi
2002, Maricontiet al. 2002, Ramirez-Parra et 4B99, Sekine et alLl999).

ChezArabidopsis on trouve 6 protéines homologues a E2F réparties en deux groupes
distincts (Vandepoelet al. 2002) (Figure 12). Le premier groupe est constitué des facteurs de
transcription E2F qui sont les plus similaires aux facteurs E2F de mammiferes et sont
désignés E2Fa, E2Fb et E2Fc. lls possedent un domaine de dimérisation, un domaine de
liaison a 'ADN, un domaine de liaison a RB et un domaine transactivateur (Figure 12).
Comme pour les facteurs E2F humains E2F1-3, les facteurs E2Fa et b sont considérés comme
des facteurs activateurs de transcription. En effet lorsqu’ils sont surexprimés, ils provoquent
I'activation du cycle cellulaire ainsi que I'induction de I'expression de génes spécifiques de la
phase S (Magyaat al, 2005, Sozzaret al. 2006). Ces facteurs de transcription sont d’ailleurs
capables d’interagir avec la protéine RB de plante (de &gdr 2001). E2Fa est exprimé
tout le long du cycle cellulaire alors que E2Fb est principalement exprimé en fin de phase G1
et en début de phase S suggérant que ce facteur a un réle important a jouer dans le contrdle du
passage du point de restriction R chez les plantes (De Vestl@ddr2002). Le facteur E2Fa
est fortement exprimé dans les tissus vasculaires des feuilles et des racines ainsi que dans des
régions de forte division cellulaire telles que la pointe des racines, le méristeme apical et le
primordium foliaire (De Veylderet al 2002). Le facteur E2Fc est considéré comme un
répresseur de transcription (Sozzaial 2006). En effet, des expériences d’expression
transitoire ont montré que le facteur E2Fc ne possédait pas de propriétés d’activateur de
transcription (Kosugi and Ohashi 2002). Pourtant E2Fc est capable d’interagir avec la
protéine RB (del Pozo et al. 2002). La taille réduite de son domaine transactivateur en C
terminal serait la cause de son incapacité a activer la transcription de maniere efficace
(Kosugi and Ohashi 2002) (Figure 12). Ainsi, lorsque E2Fc est surexprimé, il provoque un

retard de la division cellulaire ainsi qu’une inhibition des genes spécifiques de la phase S (del

29






Synthése bibliographique

Pozo, Boniotti and Gutierrez 2002). Cependant, la fonction d’inhibiteur de transcription
d’E2Fc n'est pas completement établie. En effet, il a été montré capable de transactiver
I'expression de genes rapporteurs dotés de promoteurs possédant des sites de liaisons aux
facteurs E2F (Maricongt al, 2002). D’autre part, le facteur E2Fc est exprimé principalement
au niveau des méristemes et des cellules recemment différenciées (del Pozo, Boniotti and
Gutierrez 2002). Il semblerait donc que, comme chez les mammiféres, les différentes activités
des facteurs E2F (activatrices et/ou répressives) pourraient dépendre du type de cellule ainsi
que du stade de développement.

La seconde catégorie de facteur E2F chAeabidopsisregroupe les facteurs E2Fd,
E2Fe, and E2Ff. Ces facteurs ont la particularité de ne pas posséder de domaine de liaison a
RB, de domaine transactivateur ni méme de domaine de dimérisation (Figure 12). Par contre,
ilIs possedent deux domaines de liaison a 'ADN ce qui leur permet de reconnaitre un site E2F
indépendamment de la présence d’'un facteur DP tout comme leurs homologues mammiferes
E2F7 et E2F8 (Maricontt al, 2002, Di Stefano, Jensen and Helin 2003, Maitl 2005).
Cependant méme si la présence d’'un motif NLS leur permet d’étre présents dans le noyau,
'absence de domaine transactivateur ne leur permet pas d’activer la transcription, au
contraire, ils semblent capables d’interférer avec I'activité des autres membres de la famille
E2F probablement en rentrant en compétition pour le méme site cible de ’'ADN (Maeiconti
al, 2002, Kosugi and Ohashi 2002). Ainsi la surexpression de EF2f conduit a une diminution
de la taille des cellules des racines et de I’hypocotyle, en réprimant des génes intervenant dans
la voie de biosynthése de la paroi des cellules (Ramirez-8taata2004). E2Fd et E2Ff sont
d’ailleurs peu exprimés au cours de la phase S suggérant leur réle antagoniste sur le contréle
des genes E2F en dehors de cette phase (Mariconti2&t0a)).

VIIl. Les facteurs DP

Chez les mammiferes ont trouve 2 génes DP codant pour les protéines DP1 et DP2
(Girling et al. 1993, Wet al. 1995). Les facteurs DP et E2F possedent le méme domaine de
liaison a ’'ADN et reconnaissent la méme séquence ADN (Gidtrag.1993). Cependant, les
facteurs DP1 et DP2 ne sont pas capables de lier TADN en I'absence d’'un facteur E2F (Zhang

and Chellappan 1995). Le complexe E2F/DP active la transcription de maniére synergique.
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Gl ASK CDKN1C APAF1
CCND1 CDC14B CDKN2C BAD
CCND2 CDC45L CDKN2D BAK1
JUN CDC6 E2F7 BCL2
MYC CDC7L1 RB1 BID
MYCN CDT1 RBL1 BOK
G1/S DCK Checkpoints CASP3
CCNE1 DHFR BRCA1 CASP7
CCNE2 DUT BRCA2 CASP8
CDC25A LIG1 BUB1 MAP3K14
CDK2 MCM2 BUB1B MAP3K5
E2F1 MCM3 BUB3 TP73
E2F2 MCM4 CENPE Développement
E2F3 MCM5 CHK1 BAPX1
NPAT MCM6 MAD2L1 EED
MYB MCM7 TP53 EN2
MYBL2 ORCI1L TTK EZH2
TFDP1 PCNA Réparation de I'ADN FOS
SIG2 POLA BARD1 HEY1
AURKB POLA2 CSTF1 HOXA4
CCNA1 POLD1 FEN1 HOXA5
CCNA2 PRIM2A MGMT HOXA7
CDC2 RCF1 MLH1 HOXA9
CDC20 RCF2 MSH2 HOXA10
CKS1 RCF3 MSH6 HOXA11l
CKS2 RCF4 PMS2 HOXB9
HEC RPA1 PRKDC HOXD8
KI-67 RPA2 RADS51 PITX1
KIF4A RPA3 RADS4L SIX1
KNSL4 RRM1 UNG1 SUZ12
PLK RRM2 UNG2 Différentiation
PRC1 TK1 BMP2
SMC2L1 TOP2A FST
SMCA4L1 TYMS TGFA
STK12 PPARGC1
JUNB
TEAD4

Figure 13: Genes controlés par les facteurs E2F chez les mammiferes

Exemples de genes cibles de E2F regroupés en fonction de leurs réle dans la
cellule. Ces génes ont été mis en évidence par des techniques de micro array
et/ou par des techniques classiques. (Voir Bracken et al, 2004 pour plus de
détails).
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Ainsi le facteur DP active la transcription en augmentant I'activité transcriptionelle et la
capacité de liaison a I'ADN du facteur E2F qui lui est associé (Bamdaa 1993, Helin et
al. 1993, Krek, Livingston and Shirodkar 1993).

ChezArabidopsis on trouve 2 facteurs DP désignés DPa et DPb lesquels possedent un
domaine de liaison a '’ADN et un domaine de dimérisation comme leurs homologues
mammiféres DP1 et DP2 (Kosugi and Ohashi 2002, Magtyal. 2000) (Figure 12). E2Fa et
E2Fb sont capables d’interagir a la fois avec DPa et DPb alors que E2Fc n’interagit qu'avec le
facteur DPb (del Pozo, Boniotti and Gutierrez 2002, del Pozo et al. 2006, Ma@a2000).

Les facteurs E2Fa, E2Fb et E2Fc ne sont pas capables de s’associer directement a 'ADN, en
effet pour cela, ils ont besoin d’étre associés sous forme dimérique avec un facteur DP
(Kosugi and Ohashi 2002, Maricomti al.2002). Les facteurs DPa et DPb possédent un NLS
dans leur région amino-terminal. La présence de ce NLS est essentielle dans la fonction de
localisation de ces facteurs. En effet DPa va permettre la localisation des facteurs E2Fa et
E2Fb au niveau du noyau de la cellule (Kosugi and Ohashi 2002). Méme si DPb semble étre
le partenaire du facteur E2Fc, il ne permet pas de le localiser au niveau du noyau suggérant
que l'adressage du facteur E2Fc passe par d’autres types d’interaction (Kosugi and Ohashi
2002). Comme pour E2Fa, la transcription du facteur DPa varie au cours du cycle cellulaire,
I'accumulation de ces deux transcrits est en effet maximale au début de phase S @tlagyar
al.,2000) Il semble que comme pour les mammiféres, les facteurs E2F et DP de plantes
s’associent sous la forme d’hétérodiméres afin de venir moduler I'expression des genes de

réponses aux facteurs E2F.

IX. Les genes contrblés par les facteurs E2F.

IX.1. Les génes identifiés chez les mammiferes.

Les facteurs de transcription de la famille E2F sont des effecteurs de la protéine RB et
vont contréler I'expression de plusieurs centaines de genes intervenant non seulement dans la
réplication de I'ADN et le cycle cellulaire mais aussi dans la réparation de I’ADN, I'apoptose,
la différentiation et le développement (Bracken et al. 2004) (Figure 13).

Les facteurs E2F se lient aux promoteurs au niveau d’'une séquence consensus de type

TTTCGCGC (Hardy and Shenk 1989). Cette séquence est présente dans les promoteurs de
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Catégorie de géne Description du géne Locus chez Catégorie de géne Description du géne Locus chez
Arabidopsis Arabidopsis
Facteurs d'origine de Cycle cellulaire
réplication R.etinoblastoma-related protein (RBR.1) At3g12280
DNA replication licensing factor CDC6a At2g29680 DP-E2F-related protein (DEL3) At3g01330
Origin recognition complex subunit 1 (ORC1) |Atdgl2620 Enzymes de Réplication
Origin recognition complex subunit 3 (ORC3) |At5g16690 Helicase-related protein Atlg20750
Minichromosome maintenance family protein ~ [At2g14050 DEAD/DEAH box helicase Atlg35530
(MCM) DNA helicase At3505740
Origin recognition complex subunit 6 (ORC6) |Atlg26840 DNA topoisomerase I1I At5g63920
Minichromosome maintenance family protein ~ |At1g44900
MCM) Ribonucleoside-diphosphate reductase (RINR) |At3g27060
Minichromosome maintenance family protein ~ |At2g16440 small subunit
(MCM) DNA primase large subunit Atlgh7320
Minichromosome maintenance family protein ~ |At3g09660 DNA polymerase Atlg67630
(MCM) -subunit B
CDTla At2g31270 DNA polymerase III catalytic subunit At5g63960
DNA replication licensing factor CDC6b At1g07270 DNA primase small subunit At5g41880
Cell division control protein 45 (CDC45) At3g25100 DNA polymerase At5g67100
Structure de la Chromatine Ribonucleoside-diphosphate reductase (RINR) |At2g21790
High mobility group protein (HMGB7) At5g23420 large subunit
Structural maintenance of chromosomes (SMC) |At5g07660 Helicase related protein At1g20720
family protein DNA replication protein-related At5g49010
SET domain-containing protein (SDG27) At5224330 Deoxyuridine 5'-triphosphate At3g46940
Arabidopsis homolog-pairing 2 (AHP2) Atlg13330 mucleotidohydrolase
Structural maintenance of chromosomes (SMC) |At5g61460 Helicase related protein Atlg79890
family protein Replication protein A-like Atr2g24490
Chromatin assembly factor-1 (FAS1) At1g65470 Proliferating cell nuclear antigen 2 (PCNA2)  |At2g20570
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase (DMT1) |At5g49160 Proliferating cell nuclear antigen 1 (PCNAL)  |At1g07370
DNA polymerase At2g42120
Histone acetyliransferase (HAG2) At5g56740 small subunit-related
Sister chromatid cohesion 1 protein (RAD21-2) | A3g59550 DNA ligase Atlg08130
Replication protein A-like At3g02920
Trithorax_like protein 1 (SDG27) ARg31650 DNA polymerase Atlg67500
Antisilencing factor 1-related protein (SGAL) |A5g38110 catalytic subunit
DNA. dependent ATPase (CHR10) At2g44980 DNA gyrase subunit A At3g10690
SMC2-tikce condensing (CPEL) At5g62410 Putative replication factor C At5g27740
Chromomethylase 3 (DMT6) Atlgh9770
DNA-dependent ATPase (CHR17) At5518620
Antisilencing factor 1-related protein (SGA2) |Atlgh6740
Réparation de [ADN
Uracil DNA glycosylase family protein At3g18630
DNA mismatch repair protein (MSH6-1) At4g02070
RAD] -like protein At4gl7760
DNA mismatch repair protein (PMS2) Atdg02460
6-4 Photolyase (UVR3) At3g15620
Cell cycle checkpoint protein (RAD17) At5g66130
DNA mismatch repair MutS family (MSH1)  [At3g24320
UMUC-like DNA repair protein At5g44740
DNA repair protein (RADS) At5g22750
DNA mismatch repair protein (MSH3) Atdg25540
DINA nick sensor At3g14890
DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lvase At2g41460

Figure 14: Les genes cibles des facteurs E2F chez Arabidopsis.

Exemples de génes cibles de E2F regroupés en fonction de leurs roles dans la
cellule. Ces genes ont été mis en évidence par des techniques de micro array
et/ou par des techniques classiques. Le locus du géne est indiqué. Des homolo-
gues de ces génes ont été mis en éevidence chez le riz, la grande majorité ont
conserveé un motif de liaison aux facteurs E2F. (Voir Vandepoele et al, 2005 pour

plus de détails).
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nombreux génes connus ou supposés avoir un réle dans la croissance cellulaire et le contrble
du cycle cellulaire (Figure 13). Ainsi, les facteurs E2F contrblent I'expression du facteur b-
myb responsable de la régulation de I'expression de nombreux génes intervenant dans la
phase S (Joaquin and Watson 2003, Lam and Watson 1993). lls contrélent également
I'expression du facteur de transcription c-myc important dans la croissance cellulaire (Hiebert
et al. 1989, Thalmeiezt al. 1989).

Les facteurs E2F régulent I'expression de genes codant a la fois des enzymes
intervenant dans la synthese des nucléotides telles que la thymidine kinase, la thymidilate
synthase, la dihydrofolate réductase, et les protéines qui composent le complexe de
reconnaissance de l'origine de réplication tel que Orcl, CDC6 et MCM2 a MCM7 (keone
al. 1998, Yan et al. 1998). Des genes codant pour la machinerie de réplication comme les
sous-unités | et Il de 'ADN polymérase alpha, le cofacteur PCNA des polymérases et la sous-
unité catalytique le 'ADN polymérase delta sont également sous controle des facteurs E2F
(Leeet al. 1995, Pearsaat al. 1991, Zhao and Chang 1997).

Il est enfin intéressant de noter que les promoteurs des genes E2F sont eux-mémes

contrdlés par les facteurs E2F (Ren et al. 2002).

IX.2. Les génes identifiés chez les plantes.

Chez Arabidopsis on trouve plus de 3500 géenes contenant un motif de liaison aux
facteurs E2F de 12 pb de long (séquence consensus nTTssCGssAANn, n étantun Aou T ets
un G ou un C) au niveau de leurs promoteurs (Vandepiedd 2005). Le contrdle de la
transcription des génes par les facteurs E2F chez les plantes a été mis en évidence pour un
nombre limité de gene (Figure 14). Ainsi, il a été montré que le gene RNR (RiboNucléotide
Réductase) et PCNA du tabac ainsi que le géne CDA®@lidopsisétait sous le contrdle de
ces facteurs de transcription (Castellano et al. 2001, Chaleowke 2000, de Jagest al.

2001).

Plus récemment, des études bioinformatiques associées a des analyse par RT-PCR et
de microarray cheArabidopsisont permis de mettre en évidence I'importance et la diversité
des genes contrblés par les facteurs E2F au cours du cycle cellulaire (Ramirezt-Rarra

2003, Vandepoeleat al. 2005) (Figure 14). Ainsi chez les plantes, les facteurs E2F controlent
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Figure 15: Régulation de la transcription des genes cibles de E2F
au cours du cycle cellulaire chez les mammiféres.



Synthése bibliographique

la transcription de certains éléments clés du cycle cellulaire tels que la protéine RB, la cycline
CYCAZ3;2 et les facteurs E2Fb, c et f. lls jouent également un rble dans le contréle de
nombreux éléments assurant la réplication de 'ADN comme I'ADN topoisomérase lll, le
domaine catalitique de I’ADN polymérase lll, les genes codant pourdestéines PCNAL et

2 et 'ADN polymerase o

Des facteurs contrélant linitiation de la réplication sont également régulés par les
facteurs E2F, c’est le cas des génes CDC6 a et b, des protéines de reconnaissance des origines
de réplication ORC 1, 3 et 6 (Origin recognition complex) et des protéines MCM
(Minichromosome maintenance). Certains geéenes intervenant dans la structure de la
chromatine sont aussi soumis au controle des facteurs E2FAd@dopsis c’est le cas de
I’ADN méthyl transférase DMT1 et des histones acétyltransférases HAG2 et HAT1.

Enfin, des génes intervenant dans les processus de réparation de I’ADN sont
également contrbélés par ces facteurs de transcription tel que les protéines MSH1 et 3
(mismatch repair homolgue of MutS family), RAD5 et BRCA2.

Des génes normalement activés au cours de la phase G2 du cycle cellulaire sont
eégalement contrélés par les facteurs E2F. C’est par exemple le cas des genes codant pour les
cyclines CYCA2;2 et CYCB1;1 qui sont des génes spécifiques des phases G2-M du cycle
cellulaire (Hemerlyet al. 1992). Cependant, parmi tout les genes cibles potentiels des facteurs
E2F, la grande majorité est exprimée au cours des phases G1-S ce qui met bien en évidence le

réle spécifique de ces facteurs dans cette phase précise du cycle cellulaire chez les plantes.

X. Contréle des facteurs E2F par la protéine RB au cours du cycle

cellulaire.

X.1. Chez les mammiféres.

En phase GO et au début de la phase G1 les promoteurs des génes de réponse aux
facteurs E2F sont réprimés. En effet, durant ces stades du cycle cellulaire, les facteurs
répresseurs de transcription E2F4 et E2F5 sont fixés sous la forme d’hétérotrimére avec une
protéine DP au niveau des promoteurs des genes E2F (TakahakBD00) (Figure 15). Les
protéines p1l07 et p130 sont alors associées a ces deux facteuwsaHBHrs domaines
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« pocket » (Cacet al. 1992, Cobrinik et al. 1993, Shirodkat al. 1992). Le complexe
pl07/p130 réprime également l'activité des génes en recrutant une histone déacétylase
HDAC1 laquelle déacétyle les histones H4 situées au niveau du promoteur du gene (Ferreira
et al. 1998, Ferreiraet al. 2001). D’autres enzymes de remodelage de la chromatine
interviendraient dans I'effet répresseur des protéines p107 et p130 notamment 'ADN méthyl
transférase DNMT1 et I'histone méthyl transférase SUV39H1 (Macaluso et al. 2003).
Parallelement, la protéine RB hypophosphorylée séquestre les facteurs activateurs de
transcription E2F1, E2F2 et E2F3 lesquels ne peuvent pas se fixer au niveau des promoteurs
des génes contrélés par les facteurs E2F (de la éiuaia1996).

La protéine RB semble également intervenir dans la répression de certains genes
controlés par les facteurs E2F lors des phases GO et G1. Par exemple, le promoteur du géne
codant pour la cycline E est dérégulé dans des cellules mutées pour RB et cela méme en
présence de complexe p107/p130/E2F4 disponibles (Hexteah 1996). RB réprimerait la
transcription en recrutant une histone déacétylase, une histone méthyl transferase, une ADN
méthyl transférase et/ou les facteurs SWI/SNF de remodelage des nucléosomese{Biehm
1998, Dunaiekt al. 1994, Magnaghi-Jauliet al. 1998, Robertson et al. 2000, Vandlal.

2001). Il est intéressant de noter que I'absence des facteurs E2F1, E2F2 et E2F3 conduit
également a la dérépression du promoteur du gene codant pour la cycline E (0@t )al.

Ainsi les facteurs E2F1-3 semblent avoir un réle répresseur de transcription dans certaines
conditions. Ce dernier exemple illustre bien la complexité de la régulation des genes par les

facteurs E2F et par les protéines a domaine « pocket ».

A la fin de la phase G1, la protéine RB est phosphorylée par les complexes
cyclines/CDK ce qui entraine la libération des facteurs E2F1, E2F2 et E2F3. De la méme
maniere, les protéines p130 et p107 sont également la cible de kinases ([2¢ &ud®97)

(Figure 15). lls se dissocient des facteurs répresseurs E2F4 et E2F5 lesquels vont étre
transférés dans le cytoplasme et dégradés par le protéasome (Hatehbel996). Les
facteurs E2F1, E2F2 et E2F3 libres vont alors pouvoir se fixer au niveau des promoteurs sous
la forme d’hétérodimere avec un facteur DP et ainsi activer la transcription (Takahashi,
Rayman and Dynlacht 2000). Cette fixation se fait le plus souvent au niveau de sites
différents de ceux utilisés par les facteurs E2F répresseurs @ralki2003).
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Figure 16: Régulation de la transcription des genes cibles de E2F
au cours du cycle cellulaire chez Arabidopsis thaliana.



Synthése bibliographique

E2F1, E2F2 et E2F3 sont des facteurs activateurs de transcription qui contrdlent
I'activation des genes de réponses aux facteurs E2F. En effet la surexpression de I'un de ces
facteurs conduit une cellule quiescente a ré-entrer dans le cycle cellulaire €L aka996).

Ainsi, a chaque cycle cellulaire, les facteurs E2F induisent I'activation de génes intervenant

dans la réplication de 'ADN et la progression du cycle cellulaire.

Méme si les protéines RB, p107 et p130 semblent avoir des réles distincts au cours du
processus de régulation de I'expression des génes E2F, leurs réles dans le contréle du cycle
cellulaire peuvent aussi étre redondant dans certains cas. Ainsi des fibroblastes mutants pour
la protéine RB ou pour le complexe p107/p130 sont toujours capable de bloquer le cycle
cellulaire en GO/G1 alors que la perte de I'ensemble de ces protéines a domaine « pocket » ne
permet plus de stopper la progression du cycle cellulaire (Dannestbairg2000, Saget al.

2000).

L’ensemble des protéines a domaine « pocket» pourraient réguler ['activité

transcriptionelle de maniére différente en fonction du stade du cycle cellulaire, du promoteur

ou du type cellulaire et cela en recrutant un facteur E2F patrticulier.

X.2. Contrdle des facteurs E2F par RB chez les plantes

On dispose de peu d’informations concernant le déneent du processus de contrble

des genes E2F par la protéine RB au cours du cycle cellulaire. Lors de la phase GO, il est
probable que comme chez les mammiféres, les facteurs E2F soient inactifs car associés avec
la protéine RB (Figure 16). Parallelement, la présence de RB au niveau des promoteurs des
génes permet probablement de mettre en place un état réprimé de la chromatine comme ce
que I'on observe chez les mammiferes. En effet, le génofAralntdopsisencode plusieurs
protéines appartenant aux protéines de remodelage des nucléosomes SWI-SNF. L'une
d’entre-elle, la protéine SYD, présente d'ailleurs un motif de liaison a la protéine RB
suggérant que des complexes de types SWI-SNF pourraient jouer un r6le dans la régulation de
I'expression des génes contrélés par les facteurs E2F (Wagner and Meyerowitz 2002). Chez

les mammiféres, le recrutement des histones déacétylase HDAC par la protéine RB se fait via
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I'intermédiaire de la protéine RbAp48 qui appartient a un complexe de remodelage de la
chromatine (Parthun et al. 1996, Qian et al. 1993). Des homologues de RbAp48 ont été
identifiés chez la tomate et chArabidopsis(Ach et al. 1997). L’homologue présent chez la
tomate est d’ailleurs capable de s’associer avec la protéine RB du mais (Ach, Taranto and
Gruissem 1997). Cela suggere que comme chez les mammiferes, la protéine RB, lorsqu’elle
est associée au niveau d’'un promoteur, est capable d’inhiber la transcription en modifiant
I'état de la chromatine via des histones déacétylases. D’'autre part, chez les mammiféres,
I’ADN méthyl transférase DNMT1 est associé avec les HDAC au niveau des promoteurs. La
conservation de la protéine DNMT1 cheéwabidopsis suggere que cette derniére est
également présente au niveau des promoteurs des géenes associée a RB afin de méthyler
I’ADN (2000). Il est aussi probable que la protéine RB des plantes soit capable de recruter des
histone méthyl transférases (HMT) comme ses homologues mammiferes. En effet la protéine
CLF (Curly LeaF) dArabidopsisposséde un domaine caractéristique des HMT et est capable
de s’associer avec la protéine RB de mais et humaine (Williams and Grafi 2000).

Chez les plantes, I'activation du cycle cellulaire passerait par les cyclines de type D,
en particulier la cycline CYCD3;1 dont la transcription est contrblée en réponse aux
hormones de type cytokinines et auxines permettant ainsi d’intégrer des signaux provenant de
I'environnent extérieur (Riou-Khamlichi, Huntley, Jacgmard and Murray 1999) (Figure 16).
Cette cycline interagit avec la kinase CDKA (Heatyal. 2001). L’interaction entre les deux
protéines active l'activité kinase de CDKA, laquelle va venir phosphoryler la protéine RB
grace a la présence d’'un domaine LXCxE de liaison a RB porté sur la cyline de type D
(Nakagamiet al. 1999). RB sous sa forme phosphorylée libére les facteurs de transcription
E2Fa-c. Ces facteurs de transcription vont alors former un hétérodimeéere avec un de leur
partenaire DP et ainsi se fixer au niveau de sites de liaison aux facteurs E2F situés au niveau
des promoteurs et ainsi activer ou réprimer leur activation qui conduit alors au passage de la

phase G1 a la phase S (Figure 16).
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XI. R6le de RB dans le contrble de la croissance cellulaire

Parallélement au contr6le du cycle cellulaire, la protéine RB régule aussi la croissance
cellulaire laquelle nécessite la présence d’ARN de transfert (ARNt) et d’ARN ribosomiques
(ARNr) en grande quantité. Ainsi, les facteurs E2F ne sont pas les seuls facteurs de
transcription contrélés par la protéine RB. RB est en effet capable d’agir sur les facteurs de
transcription UBF (Upstream Binding Factor) et TFHIB/TFIIC2 lesquels contrblent
respectivement la transcription par 'ARN polymérase | (pol I) et Il (pol 1ll) responsables de
la synthese des ARNr et ARNt (Cavanawgfal. 1995, Whiteet al. 1995). L’activité des pol |
et pol Il est d'ailleurs augmentée au cours du passage entre les phases G1 et S, période
pendant laquelle la protéine RB est hyperphosphorylée et donc inactivée (Klein and Grummt
1999, Whiteet al. 1995).

A ce jour, aucune étude n’a évoqué un lien éventuel entre la fonction RB et le contréle
de la croissance cellulaire chez les plantes ou les machineries de transcription pol | et pol Il

sont d’ailleurs assez peu connues.

XI.1. Contrble de l'activité de ’'ARN polymérase I.

L’ARN polymérase | est responsable de la transcription des ARNr a I'exception de
'ARNr 5S. Chez 'homme, cette polymérase permet la transcription du gene codant pour
I'ARN 45S, précurseur des ARNr 28S, 5.8S et 18S. La formation du complexe d’initiation de
la pol | nécessite I'association de deux facteurs au niveau du promoteur: les facteurs SL-1 et
UBF (Bell et al. 1988, Learned et al. 1986).

Des expériences de transcription in vitro ont montré que la protéine RB est capable de
réguler la transcription pol | en inhibant l'activit¢ du facteur de transcription UBF
(Cavanaugh et al. 1995). Pour permettre l'initiation de la transcription, le facteur UBF doit
interagir a la fois avec le promoteur du géne 45S mais aussi avec le facteur SL-1. SL-1 est un
complexe constitué de la protéine TBP (TATA-Binding Protein) et d’au moins 3 facteurs
TAF (TBP associated factors)(Consti al. 1992). Il semble que linteraction de RB avec le
facteur UBF empéche l'activation de la transcription non pas en empéchant la fixation de
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Figure 17: La transcription pol | et sa répression par Rb.
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UBF sur le promoteur mais en empéchant le recrutement du facteur SL-1 (Hannan et al. 2000)
(Figure 17).
Contrairement a la protéine p107, p130 peut elle aussi interagir avec le facteur UBF

afin d’inhiber la transcription par la pol | (Ciarmatetial. 2001, Hannan et al. 2000).

Chez les plantes, 'ARN polymérase | est responseblda transcription des ARN
ribosomiques 18S, 25S et 5.8S nécessaires a la traduction laquelle est tres active au cours de
la croissance cellulaire. Or la transcription dirigée par la pol | est activée dans les cellules en
croissance et réprimée dans les cellules quiescentes. Cela suggére qu’'un meécanisme de
contréle permettant de faire le lien entre I'état cellulaire et la demande en ARN ribosomiques
est conservé chez les plantes. D’aprés les banques de données, il existe un homologue au
facteur UBF cheZArabidopsis Ce géne présent au niveau du locus AT4G23800 encode une
protéine qui a conservé un motif de liaison potentiel au domaine « pocket » de la protéine RB.

Il est donc envisageable que la protéine RB des plantes soit capable d'interférer avec l'activité
transcriptionelle de 'ARN polymérase |. D’autre part il est intéressant de noter que la
cytokine induit la transcription pol | cheérabidopsis(Gaudino and Pikaard 1997). Or nous
avons vu que cette hormone végétale était aussi capable d’intervenir sur la phosphorylation de
la protéine RB (Boniotti and Gutierrez 2001). Il est serait intéressant de voir si un lien entre

les deux est envisageable.

XI.2. Contréle de l'activité de '’ARN polymérase |IlI.

Chez I'hnomme, 'ARN polymérase Ill est responsable de la transcription de petits
ARN fonctionnels nécessaires a la traduction tel les 'ARNt et 'ARN ribosomique 5S. Elle
permet aussi la transcription des ARN U6 et H1 qui jouent un r6le dans le mécanisme de
maturation des ARN. La pol Ill assure également la transcription du gene 7SL qui intervient
dans la machinerie de transport des protéines vers la lumiere du réticulum endoplasmique.
Enfin, la pol 1l est responsable de la transcription des éléments SINE. Les promoteurs des
génes transcrits par la pol Il sont de trois types. Le promoteur de type | est spécifique aux
genes des ARNr 5S. Le promoteur de type Il est présent au niveau des genes codant les

ARNLt, les genes VA de I'adénovirus et de certains éléments transposables comme les SINE.
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Le promoteur de type Il est présent au niveau des génes codant les ARNsn U6, 'ARN 7SK,
'ARN 7SL et les SINE.

L’initiation de la transcription par la pol Il fait intervenir de nombreuse protéines
mais la disponibilité des facteurs TFIIIB et TFIIIC reste un facteur limitant. TFIIIC est une
protéine de liaison a 'ADN qui se fixe directement au niveau du promoteur (Schramm and
Hernandez 2002) (Figure 18). L’association de TFIIIC2 a 'ADN permet le recrutement du
facteur TFIIIB, essentiel pour assurer le positionnement de 'ARN polymérase Il au niveau
du site d’initiation de transcription (Schramm and Hernandez 2002). TFIIIB est un complexe
constitué de plusieurs sous-unitées dont la protéine TBP de liaison a la boite TATA ainsi
gu’'un facteur TAF appelé généralement BRF (TFIIB-related factor) (Buratowski and Zhou
1992, Hernandez 1993).

L’abondance des transcrits pol Il est anormalement élevé dans de nombreuses cellules
cancéreuses (Schwart al. 1974). Cela peut étre expliqué par le fait que la protéine RB est
capable de réguler l'activité de la pol Il (Whige al. 1996) Pour cela, RB interagit avec le
facteur de transcription TFIIIB (Larminiet al. 1997, Chu et al. 1997). Cette association
empéche son recrutement par TFIIIC au niveau du promoteur du gene ce qui rend impossible
le positionnement de 'ARN polymérase Il (Sutclifée al. 2000). La présence du domaine
« pocket » de la protéine RB est nécessaire et suffisante pour la liaison avec le facteur TFIIIB
(White et al. 1996).

Comme RB, les deux autres protéines a domaine « pocket » p107 et p130 semblent
aussi étre capable de réprimer la transcription pol Ill en interagissant avec le facteur TFIIIB
(Sutcliffe et al. 1999).

TFIIC est essentiel dans le recrutement de TFIIIB pour la majorité des genes
transcrits par la pol Ill. Cependant, les promoteurs des génes de type Il codant par exemple
pour 'ARN U6 sont capables de recruter directement TFIIIB (Lobo et al. 1991). Or la
transcription de ces génes est également inhibée par la présence de la protéine RB (Larminie
et al. 1997). L'action répressive de RB au niveau de ces promoteurs reste a déterminer mais il
a été mis en évidence que dans ce cas précis, RB était capable de s’associer au promoteur du
gene U6 (Hirsch et al. 2004).

Au cours du cycle cellulaire, RB et p130 sont phosphorylées par les complexes

cycline/CDK, ce qui a pour conséquence de dissocier la protéine a domaine « pocket » et le
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facteur limitant de la transcription TFIIIB (Scadt al. 2001). Le facteur TFIIIB libre pourra
alors étre recruté par le complexe d'initiation et la transcription par la pol Il pourra alors
avoir lieu, cela afin d’accumuler des transcrits pol Ill nécessaires avant I'entrée de la cellule
en phase S (Scatt al. 2001) (Figure 18).

A ce jour, aucun homologue du facteur TFIIIC n'a été mis en évidence chez les
plantes. Par contre, méme si le facteur TFIIIB n'a pas encore été identifié, on trouve chez
Arabidopsisun géne codant deux TBP différentes (Gasch dt98l0). Il existe également une
séquence prédite de BRF dans les banques de données sous le numéro d'accession
At2g45100.

La protéine RB est un composant majeur dans le @entu cycle cellulaire grace a sa
capacité de régulation des génes contrdlés par les facteurs E2F. Chez les mammiféeres, RB est
également capable d’agir sur la croissance cellulaire en limitant la synthese protéique via
I'inhibition des ARN polymérase | et Il en limitant la disponibilité des facteurs UBF et
TFIIIB. RB joue donc un rble clé dans la vie de la cellule en permettant d’établir un lien
indispensable entre prolifération et croissance. A ce jour aucune étude n'a pu établir

I'existence de cette voie de contrdle de la croissance cellulaire par RB chez les plantes.

XIl. L'impact des virus sur le cycle cellulaire via le controle de la fonction
RB.

XIl.1. Les protéines virales & domaine LxCxE.

Xll.1.1) Le cas des virus HPV, SV40 et adénovirus.

Certains virus a ADN tel que le papillomavirus humain HPV ou le polyovirus SV40
(Simian Virus 40) dépendent de la machinerie de réplication de leurs cellules hbtes pour
permettre la réplication de leur génome viral. Or, la machinerie de réplication ADN de la
cellule hote est disponible uniquement au cours de la phase S du cycle cellulaire. De plus, les
adénovirus infectent des cellules différenciées qui ne se divisent donc pas. Certains virus ont
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donc développés un systeme leur permettant d’activer le cycle cellulaire dans des cellules en
phase GO. L'infection par ce type de virus conduit donc souvent a I'apparition de certains
types de cancers. En effet, plus de 90% des cancers de l'utérus et plus de 50% des autres
cancers anogénitaux sont la conséquence d’une infection par le virus HPV (Walbebahers
1999).

Pour activer le cycle cellulaire, les virus encodent une protéine portant un domaine
LXCXE de liaison a la protéine RB. Ainsi, ces virus ont mis en place un systéme qui leur

permet de détourner a leur avantage le processus de régulation du cycle cellulaire.

L’adénovirus a été le premier virus humain décrit comme étant capable d’'induire un
processus tumoral (Trentin et al. 1962). Cependant, les adénovirus n’ont jamais été associés
avec l'apparition d’'une tumeur chez ’lhomme. Une des protéines encodées par le génome du
virus est I'oncoprotéine E1A. E1A a d’abord été décrite comme pouvant s’associer a une
phosphoprotéine qui a été plus tard été identifiee comme la protéine RB (8Viayt£988).

Cette interaction peut se faire grace a la présence d’'un motif LXCXE au niveau carboxy-
terminal de la protéine E1A qui lui permet de se lier au domaine « pocket » de RB (Btahiya
al. 2000, Whyteet al. 1989). D’ailleurs la protéine E1A est également capable de s’associer
avec les autres protéines a domaine « pocket » p107 et p130 (l¢adbvi986).

Un autre exemple de ce mécanisme de contréle de RB se manifeste au cours d’'une
infection par le virus SV40 ou la protéine grand antigéne T (AgT) produite par le virus est
capable d'interagir avec les protéines a domaine « pocket » grace un motif LXCXE présent
dans sa séquence codante (DeCaprio et al. 1988, Christensen and Imperiale 1995).

Contrairement aux adénovirus, les virus HPV sont connus pour induire I'apparition de
cancers chez 'homme (zur Hausen 1996). Comme SV40 et les adénovirus, le génome du
virus HPV code une protéine, E7 qui possede un motif LXCXE. Ce motif permet a la protéine
virale de s’associer aux protéines a domaine « pocket » et ainsi de libérer les facteurs E2F
responsables de I'activation du cycle cellulaire (Chellappan et al. 1992).

41



E2F actif

2
E2F inactif ( Al

Figure 19 : Impact de la protéine virale E1A sur le cycle cellulaire.

L'interaction de la protéine virale avec Rb conduit a la libération des facteurs
E2F lesquels sont responsables de I'activation du cycle cellulaire.
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Xl11.1.2) L'impact des protéines virales sur le cycle cellulaire.

L’interaction entre E1A et les protéines a domaine « pocket » conduit & la dissociation
des complexes gu’elles établissent avec les facteurs E2F et provoque ainsi I'activation de la
transcription des génes controlés par ces facteurs ce qui conduit la cellule a entrer en phase S
(Bagchiet al. 1990, Ghosh and Harter 2003) (Figure 19). Il semblerait également quU’E1A
inhibe la fonction RB en modifiant son niveau de phosphorylation ou en provoquant son
acétylation (Chan et al. 2001, Kleinberger and Shenk 1991, \&tzaig1991).

Comme EI1A, linteraction d’AgT avec les protéines de type RB conduit a sa
dissociation d’avec les facteurs E2F (Chellappan et al. 1992). De plus, AgT est capable
d’altérer le niveau de phosphorylation des protéines p107 et p130 mais ne semble pas avoir
d’effet sur la phosphorylation de RB (Stubdakl. 1996). Parallelement, AgT semble induire
la dégradation protéolytique de p130 sans affecter la stabilité de p130 et de RB (&tahdal
1997).

La protéine virale E7 se lie aux protéines a domaine « pocket » par l'intermédiaire de
son domaine LXCxE ce qui permet la libération des facteurs de transcriptions E2F
(Chellappan et al. 1992). Cette libération passe par la dissociation du complexe RB-E2F mais
également par la degradation de RB (Berezutskagh 1997).

XIl.2. Les virus ADN de plantes.

Les virus de plantes qui possedent un génome ADN sont généralement classés en deux
catégories distinctes. On trouve les virus possédant un génome ADN circulaire double brin
qui se réplique par réverse transcription d’un intermédiaire ARN (caulimovirus et badnavirus)
et ceux constitués de molécules d’ADN circulaires simple brin qui se répliquent par le

mécanisme des cercles roulants (géminivirus et nanovirus).
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Xll.2.1) Le cas des géminivirus.

Les géminivirus sont divisés en quatre genres en fonction de I'organisation de leurs
génomes, leurs hotes et leurs vecteurs d’infection. En effet certains sont transmis par la
mouche blanche (Begomovirus) d’autre par les citadelles (Mastrevirus et Curtovirus) et enfin
par les membracidés comme le demi-diable (Topocuvirus) (Figure 20). Les géminivirus sont
une contrainte majeure pour l'agriculture dans les régions tropicales et sub-tropicales.
Récemment, ces virus on méme été retrouvés dans des régions plus tempérées a cause des
pratiques agricoles et de la mondialisation des échanges de produits qui facilite la
dissémination des insectes vecteurs. Pour assurer leur réplication, ces virus a ADN ont besoin
de la machinerie de réplication de leurs hotes. Pour cela certaines familles de virus tel que les
géminivirus ont développé une stratégie leurs permettant d’activer le cycle cellulaire (Nagar
et al. 2002). Pour cela, les géminivirus expriment une protéine, la protéine Rep (Figure 20).
C’est une protéine multifonctionnelle qui joue un réle essentiel dans la réplication du génome
viral. Elle est en effet nécessaire et suffisante pour assurer la réplication des géminivirus. La
protéine Rep est aussi capable de lier la protéine RB conduisant a l'induction du cycle
cellulaire (Konget al. 2000). Certaines protéines Rep possedent un motif de liaison de type
LXCXE a la protéine RB. Cependant, I'association de Rep a RB ne semble pas toujours
dépendre de la présence d’'un tel motif, en effet, la protéine Rep du Bégomovirus ne possede
pas de domaine LXCXE de liaison a RB mais induit le cycle cellulaire (Nagar, Hanley-
Bowdoin and Robertson 2002, Nagsral. 1995). Le génome des Mastrevirus code, en plus
d’'une protéine Rep classique, pour une protéine RepA contenant également un motif LXCXE
qui lui permet d’interagir avec la protéine RB des plantes et de mammiferes (Liu et al. 1999,
Xie et al. 1995) (Figure 20). Une protéine RepA possédant un motif LXCXE intact augmente
I'infectiosité du virus suggérant que cette protéine est capable d’activer le cycle cellulaire

favorisant ainsi I'infection (Xie, Suarez-Lopez and Gutierrez 1995).
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Xl1.2.2) Un exemple de nanovirus : le Faba Bean Necrotic Yellow Virus.

Le second membre des virus de plantes a ADN simple brin sont les nanovirus. Les
guatre especes qui appartiennent a cette famille de virus sont le Subterranean clover stunt
virus, le Banana bunchy top virus, Milk vetch dwarf virus et le le Faba bean necrotic yellows
virus (FBNYV) (Chu and Helms 1988; Katet al. 1997; Hardingt al. 1991).

Le génome Faba bean necrotic yellow virus est constitué de 8 molécules d’ADN circulaires
simple brin encapsidées séparément (Katual. 1995, Katulet al. 1998) (Figure 21). Ce

virus est transmis par I'intermédiaire d’un insecte piqueur, I'aplAg&ié craccivora)(Franz

et al. 1998) (Figure 21). Le Faba bean necrotic yellow virus est capable d’infecter plus de 60
especes végétales, la majorité appartenant a la familleFaleaceae comme le pois,
I'arachide ou le haricot (Franat al. 1995, Franet al. 1997). On retrouve le FBNYV dans
I'ouest de I'Asie ainsi que dans le nord de I'Afrique ou il est la cause de graves infections de
plantes cultivées (Franz, Makkouk and Vetten 1997, Makkouk and S. G. 1994) (Figure 21).
FBNYV code pour 5 protéines Rep différentes intervenant dans la réplication du virus,
aucune d’entre elles ne posséde un motif de liaison & RB de type LXCXE €Katull998).
Cependant, son génome code pour une protéine, CLINK-¢¢cle link) dont la séquence en
acides aminés présente un motif LXCXE conservé dans toute la famille des nanovirus
(Aronson et al. 2000, Katwdt al. 1998) (Figure 21). Cette protéine est d'ailleurs capable de
lier in vitro la protéine RB humaine ainsi que son homologue du mais par l'intermédiaire de
ce motif (Aronson et al. 2000). La protéine CLINK favorise linfection virale mais n’est
cependant pas essentielle pour le développement des nanovirus (Timchenko et al. 2006). La
capacité de CLINK a agir sur la fonction de la protéine RB reste donc a déterminer. CLINK
est d'ailleurs capable de lier la protéine SKP1 laquelle fait partie du complexe de ciblage
intervenant dans la prise en charge des protéines pour la dégradation par le protéasome
(Aronson et al. 2000).
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Partie Il : Les kinases d’elF2 alpha et le
controle de la traduction

Chez les mammiferes, I'élément SINE Alu est capable de jouer un réle riborégulateur
dans la physiologie de la cellule. En effet, nous avons vu que sa transcription était activée a la
suite d’'un stress tel que l'infection viral ou le choc thermique. Les transcrits Alu ainsi
produits sont alors capables de réguler l'activité de la protéine PKR, une des kinases
responsable de la phosphorylation du facteur d'initiation de la traduction. dlb&sque ce
facteur est phosphorylé, la traduction des protéines est inhibée a l'intérieur de la cellule.
Ainsi, les élements SINE sont capables d’intervenir dans des processus clefs de la cellule
comme le mécanisme de régulation de la traduction.

La seule kinase d'elk2identifiée chez les plantes est la protéine GCN2ezCles
mammiféres et chez la levure, I'activité kinase de GCN2 est activée en présence d’ARNt
libres lesquels s’associent avec le domaine de liaison a I'ARN double brin que possede la
protéine. Or, nous avons vu que chez les plantes, le SINE SB1 est capable de lier certaines
protéines a domaine de liaisons a 'ARN double brin comme la protéine HYL1 afin de
moduler sa fonction dans la cellule. D’autre part, la plupart des éléments SINE possedent une
partie 5’ dérivée d’un ARN de transfert, une famille d’ARN dont la structure secondaire en
trefle est parfaitement connue. De plus, les éléments SINE possédent d'ailleurs une structure
tridimensionnelle conservée. Il semble donc envisageable que dans le monde végétal,

I'activité de la protéine kinase GCNZ2 soit contrélée par un ARN SINE.
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Figure 22: Structure de la protéine GCN2

A: Représentation schématique des différents domaines de GCN2 chez
Saccharomyces cerevisiae.

B: Alignement de la séquence en acides aminés du domaine N terminal
des protéines GCN2 chez diverses especes. Les résidus conservés sont
indiqués en gras. Les 3 hélices a et les 4 feuillets 3 sont respectivement
représentés en rose et en vert.
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|. Généralités.

Dans sa définition la plus large, le stress est la réponse d'un systeme a des
perturbations de son niveau normal. Pour une cellule ou un organisme, un stress peut étre
causé par des changements risquant de causer une menace pour la survie de la cellule (comme
par exemple le manque de nutriments) mais aussi par des processus naturels et indispensables
comme l'alimentation. L’adaptation aux changements de I'environnement extracellulaire est
un enjeu critique pour la survie d’'une cellule. La phosphorylation de la sous whitiacteur
elF2 (eukaryotic Initiation Factor 2) est un mécanisme conservé de régulation de la synthése

protéigue en réponse a de nombreux stress.

Il. Les kinases d’elF2 alpha.

I1.1. GCN2.

11.1.1) Structure de la protéine.

La kinase GCN2 a d’abord été mise en évidence chez la ISageharomyces
cerevisiae Cependant, des homologues de GCN2 ont été découverts chez d’autres eukaryotes
inférieurs comméNeurospora crassa mais également chez les eukaryotes supérieurs avec des
homologues présents chez les mammiferes, la drosophile la Plealdedopsis thaliana
(Berlangaet al. 1999, Santoyo et al. 1997, Sattleggfeal. 1998, Zhangt al. 2003).

Chez la levureSaccharomyces cerevisjak protéine GCN2 a une taille de 1659
acides aminés (Figure 22). Elle est constituée d’'un domaine amino-terminal tres conserve (1-
110) suivi d’'un domaine pseudo-kinase (324-538). On trouve ensuite le domaine kinase (572-
999) et le domaine de liaison a 'ARNt de type Histine tRNA Synthase (HisRS) (1010-1520).
Enfin a I'extrémité carboxy-terminale, on trouve le domaine de dimérisation et de liaison au
ribosome (1585-1659). A I'exception Afabidopsis les homologues de GCN2 ont gardé
cette structure avec un niveau d’homologie maximal pour le domaine kinase et le domaine
HisRS (Figure22).

La région amino-terminale de la protéine GCN2 présente des similarités avec des

domaines présents dans la séquence d’autres protéines eukaryotes. En effet, cette région a été
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appelée RWD car elle présente des homologies avec des domaines de yefiager »,

de type « VID-repeat » (répétition de tryptophanes et d’aspartames) et d’hélicaBARX-D

like » (Doerkset al. 2002). La structure de ce domaine RWD a été cristallisée récemment
(Nameki et al. 2004). Ainsi, ce domaine est formé d'une couche de quatre fegillets
recouverte de trois hélices(Figure 22). Certains résidus clefs sont tres auBsechez les
especes, suggérant que la fonction de ce domaine amino-terminal est conservée parmi les
eucaryotes (Figure 22). Le domaine RWD de GCN2 permet a la protéine de s’associer avec la
protéine GCN1 che@accharomycegGarcia-Barrio et al. 2000, Kubot al. 2000). L'hélice

a-3 présente dans le domaine RWD de GCN2 sembldadiesljouer un role essentiel dans la
reconnaissance de GCN1 (Nameki al. 2004) (Figure 22). L’'association du complexe
GCN1/GCN20 avec GCN2 faciliterait le transfert d’ARNt libres du ribosome au domaine de
liaison HisRS de GCN2 (Sattlegger and Hinnebusch 2000). En effet, GCN1 est capable de
s’associer a la fois avec GCN2 et le ribosome (Sattlegger and Hinnebusch 2005). La présence
de ces deux protéines est d'ailleurs essentielle pour la fonction kinase de GCN2 et des
mutations dans le domaine RWD au niveau des résidus importants pour la liaison avec GCN1
diminue I'activité de GCN2 (Marton et al. 1993, Vazquez de Aldztrad. 1995).

La région pseudokinase est constituée de multiples sous-domaines présents dans des
protéines kinases eukaryotiques. Cependant, les sous-domaines importants pour la liaison
avec I'ATP et l'activité catalytique semblent étre absents du pseudo-domaine kinase de GCN2
(Hanks and Hunter 1995, Wek et al. 1989). La fonction de ce domaine reste encore a €élucider.
Ce domaine kinase dégenéré pourrait jouer un role dans la régulation de I'activité kinase de
GCN2 dans des conditions non carencées en acides aminés, période durant laquelle GCN2 est
inactive. En effet, ce domaine est capable d’interagir avec le domaine catalytigue de GCN2
(Qiu et al. 1998). Il est proposé que cette interaction puisse permettre I'inhibition de GCN2 en
empéchant la dimérisation de la protéine, en bloquant son autophosphorylation ou en
I'empéchant de reconnaitre son substrat. D’autre part, le domaine pseudokinase est nécessaire
dans la fonction de GCN2 en condition de carence en acides aminés (Wek et al. 1990). Il
semble donc que linteraction entre ce domaine et le reste de la protéine joue aussi un role

dans des conditions ou la protéine GCN2 est active.

La présence du domaine kinase de GCN2 a été mise en évidence a cause de sa forte

homologie avec le domaine catalytique des protéines kinases eucaryotes, ce qui a permis de
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Figure 23: Le domaine catalytique des kinases d'elF2a.

A: Comparaison de la séquence en acides aminés des domaines kinases des
protéines GCN2 chez différentes espéces. Les 11 sous-domaines conservés
chez les protéines kinases sont indiqués.

B: Prédiction de la structure tertiaire du domaine kinase.

C: Comparaison de la séquence en acides aminés des domaines kinases. Les
résidus conservés chez les protéines kinases sont surlignés en noir et les
11 résidus conservés uniquement chez les kinases d'elF2a sont indiqués en
gras.
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démontrer tres tdt que GCN2 possédait une activité de phosphorylation dans des conditions de
carence alimentaire (Roussou et al. 1988). En effet, la protéine GCN2 posséede au niveau de
son domaine kinase les 11 sous-domaines caractéristiques retrouvés au niveau des protéines a
fonction kinase (Hanket al. 1988). Les acides-aminés présents au niveau de ces 11 sous-
domaines sont d’ailleurs fortement conservés dans toutes les protéines GCN2 (Figure 23). Le
domaine catalytique des protéines kinases possede une structure de double lobe classique avec
un petit lobe en N-terminal (N lobe) et un lobe plus grand en C-terminal (C-lobe), connectés
ensemble par une charniere de taille réduite (Figure 23) (Huse and Kuriyan 2002). Le
domaine catalytique de GCN2 a conservé cette structure de double lobes (Retdgana

2005).

La comparaison entre les kinases d’elle2d’autres types de protéine kinase montre
la présence de 17 résidus conserveés uniquement entre les kinases (DelF& al. 2005)

(Figure 23). Ces résidus sont probablement responsables des propriétés spécifiques de ce type
de kinase en particulier la reconnaissance de leur substrat ;. éfR2effet, des résidus
thréonines et phénylalanines permettent la formation d’'une hélae niveau du lobe C et

cela, uniguement chez les kinases d’elfRigure 23)Deyet al. 2005). Cette hélice permet a

ces kinases d’adopter une structure originale leurs permettant la reconnaissance du facteur
elF2o (Deyet al. 2005).

Une des régions les mieux caractérisées de ce domaine catalytique est le domaine de
liaison a I'ATP. L’étude par cristallographie a permis de montrer que la molécule d’ATP se
fixe au niveau du plis formé par les lobes N et C (Figure 23) (Dar, Dever and Sicheri 2005,
Padyanaet al. 2005). De nombreux résidus du domaine catalytique de la kinase interviennent
dans la liaison a I'ATP. Ainsi il semble que de maniere générale, le domaine de liaison a
I'ATP est constitué d’'un motif conservé Gly-X-Gly-X-X-Gly-X-Val suivit d’'un motif Ala-X-

Lys 13 a 18 résidus plus loin (Hanks, Quinn and Hunter 1988). On retrouve cette
configuration dans les kinases d’elF@n particulier au niveau du domaine | (Figure 228).

résidu lysine semble particulierement important puisse gu'il interviendrait directement dans la
réaction de transfert de I'ATP. Sa mutation chez GCN2 conduit d’ailleurs a la perte compléte
de l'activité kinase (Wek, Jackson and Hinnebusch 1989). L’étude par cristallographie de ce
domaine de liaison a I'ATP a confirmé les hypothéses précédentes en mettant en évidence la
formation d’'une poche hydrophobe au niveau de la charniére entre les deux lobes de la
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Figure 24: Le domaine HisRS de liaison a I'ARNt de GCN2.

A: Alignement de la séquence en acides aminés du domaine HisRS des
protéines GCN2 de différentes espéces. La position des motifs m1, m2
et m3 est indiquée.

B: Prédiction de la structure tertaire du domaine HisRS et du domaine
kinase (PK) de GCN2. La dimérisation des différents domaines est
présentée ainsi que le site de fixation de I'ARNt.
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protéine grace a des résidus acides aminés conservés parmi les différentes GCN2 @Padyana
al. 2005) (Figure 23).

Le domaine HisRS constitue le domaine de liaison de GCN2 a I’ARNt. Son nom
provient de sa forte homologie avec I'enzyme chargée du couplage ARNt-acide aminé :
I'histidyl ARNt-Synthétase (Natsoulist al. 1986, Wek, Jackson and Hinnebusch 1989). Le
domaine HisRS est capable d’interagir avec I'’ARNt librevitro (Wek et al. 1995). Cette
capacité de liaison a I’ARNt est essentielle pour activer GCN2, car une mutation au niveau de
ce domaine peut engendrer la perte de fonction de la protéine (Wek, Zhu and Wek 1995, Zhu
et al. 1996). GCN2 est capable de lier tous les types d’ARNt mais a beaucoup plus d’affinité
pour les ARNt libres que pour les ARNt aminoacylés (Deh@l. 2000). On retrouve des
domaines de type HisRS conservés dans tous les homologues de GCN2 suggérant que les
ARNt sont aussi les ligands activateurs de ces protéines (Berlanga, Santoyo and De Haro
1999, Santoyo et al. 1997, Sattlegger, Hinnebusch and Barthelmess 1998, eZhaing
2003)(Figure 24). Le domaine HisRS est constitué de trois motifs conservés ml, m2 et m3
présents dans les aminoacyl ARNt synthétases (Rawetir@z 1992)(Figure 24). Le motif m2
se replie en deux feuillefs responsables de l'interaction entre 'ARNt syntkétat la tige
des ARNt (Ruffet al. 1991). Il est probable que ce motif trés conservé chez GCN2 assure une
fonction similaire dans la liaison avec aux ARNt. D’autre part, le domaine HisRS contient
deux domaines de dimérisation distincts qui permettent 'association avec '’ARNt (Figure 24)
(Qiu et al. 2001) Cependant, la suppression de ces domaines n’empésHha dimérisation
de la protéine dans sa totalité laquelle se fait atiasle domaine carboxy-terminal de la
protéine (Qiu, Garcia-Barrio and Hinnebusch 1998). Il semblerait que la dimérisation du
domaine HisRS facilite la liaison a I’ARNt ainsi que I'activation de la fonction kinase (Qiu,
Dong, Hu, Francklyn and Hinnebusch 2001) (Figure 24).

Le domaine carboxy-terminal (CTD) de la protéine GCN2 est responsable de la
dimérisation de la protéinéen vivo (Qiu, Garcia-Barrio and Hinnebusch 1998). Cette
dimérisation est essentielle dans la fonction de la protéine et fait intervenir des résidus
hydrophobes (Narasimhan et al. 2004) (Figure 25). En effet, chez Saccharomyces, on trouve
dans la région carboxy-terminale de GCN2 quatre domaines hydrophobes, A, B, C et D, dont

la mutation empéche la formation d’un dimerevivo (Figure 25). Ainsi GCN2 serait présent
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Figure 25: Le domaine C terminal de GCN2

A: Les 4 domaines hydrophobes de la région C terminale de GCN2

nécessaires dans la dimérisation.
B: La dimérisation de la protéine GCN2 au niveau du domaine protéine

kinase (PK) et au niveau C terminal (C). Les intéractions entre les
différents domaines sont également indiqués.
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sous une forme dimérique en conditions de carences en acides aminés mais aussi dans des
conditions normales (Qiet al. 2001).

Un autre domaine de la région CTD important pour la régulation de GCN2 situé dans
cette région carboxy-terminal est le domaine de liaison au ribosome qui permet de localiser la
protéine au niveau de la machinerie traductionnelle. En effet ce domaine CTD est capable
d’interagir avec la sous-unité 60S des ribosomes (Raratrez 1991, Zhu and Wek 1998).

Cette interaction semble avoir lieu indépendamment de l'association avec un ARNt et de
I'autophosphorylation de la protéine (Zhu and Wek 1998). La présence de résidus lysines
semble étre essentielle pour la liaison avec les ribosomes (Zhu and Wek 1998).

La région CTD présente également une certaine homologie avec des protéines a
domaine de liaison a I'ARN, les protéines DRBDo(Ible-stranded RA-Binding Domain)

(Zhu and Wek 1998). Les résidus lysines présents dans cette région sont essentiels pour la
liaison avec des molécules d’ARN double bimvitro suggérant que l'interaction avec
I’ARNr permettrait aussi de localiser GCN2 au niveau des ribosomes (Zhu and Wek 1998). |
est également envisageable que ce domaine CTD participe a la reconnaissance de I'ARNt
libre par le domaine HisRS. Le domaine carboxy-terminal est aussi capable d’'interagir
indépendamment avec le domaine kinase ainsi qu’avec le domaine HisRS (Qiu, Garcia-Barrio
and Hinnebusch 1998).

11.1.2) Activation de GCN2.

a. A la suite d’'une carence en acides aminés.

Chez la levures. cerevisiagla carence d’'un seul acide aminé ou un défaut dans une
aminoacyl-ARNt synthétase stimule I'expression de plus de 30 genes intervenant dans la
biosynthese des acides aminés (Hinnebusch 1988). Ainsi, a la suite d’'une carence en histidine,
GCN2 phosphoryle le facteur elFRavivo (Deveret al. 1992). Le domaine HisRS de GCN2
a la capacité de mesurer la quantité d’ARNt libres qui s’accumulent a la suite d’'une carence
en acides aminés (Wek, Jackson and Hinnebusch 1989). GCN2 est en effet capable de
phosphoryler elF2 en réponse a une carence en n'importe lequel ddssaaminés (Wek,

Zhu and Wek 1995). Il semblerait que la liaison d’'un ARNt avec le domaine HisRS provoque

un changement de la conformation de GCN2, responsable de la stimulation de son activité
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N Conditions de carence
Conditions normales en acides aminés

ARNTt non chargé

Dimeére inactif Dimeére actif

N: domaine N terminal

WPK: domaine pseudo-kinase

PK: domaine kinase

HisRS: domaine de liaison a I'ARNt
C term: domaine C terminal

Figure 26: Activation de GCN2 par la liaison avec un ARNL.

La liaison d'une molécule d’ARNt au niveau du domaine HisRS provoque
un changement de conformation de la protéine permettant |'activation du
domaine kinase.
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kinase (Figure 26). En effet, dans des conditions normales, les domaines HisRS et carboxy-
terminal de GCN2 interagissent avec le domaine kinase de la protéine, cette interaction a pour
conséquence l'inhibition de I'activité kinase (Qiu, Garcia-Barrio and Hinnebusch 1998). La
structure de GCN2 semble tres dynamique, une région riche en lysine présent dans le domaine
carboxy-terminal de GCN2 est également nécessaire pour l'interaction entre 'ARNt et le
domaine HisRS (Dongt al. 2000). Il semble que la fixation de I'’ARNt au niveau du domaine
HisRS conduise a une modification de conformation de la protéine permettant au domaine
kinase de devenir actif (Figure 26) (Padyanhal, 2005). En effet, des mutations au niveau de
certain résidus présent au niveau du domaine kinase conduisent a une activation en continue
de la fonction kinase de GCN2 laquelle n’est plus régulée par la liaison avec un ARNt (Qiu et
al. 2002, Ramirezt al. 1992). Cela suggére que la conformation du domaine kinase de
GCN2 est essentielle dans la régulation de I'activé kinase. La liaison avec ’ARNt induirait un

changement de conformation de la protéine activant le domaine kinase (Peidgia2905).

b. Carence en purine.

La carence en purine provoque la phosphorylation dtelf2 vivo (Rolfes and
Hinnebusch 1993). Cette phosphorylation nécessite la présence de GCN2 suggérant que le
manque de purines induit I'activation de la protéine kinase. Ces expériences ont été realisées
dans des conditions ou le milieu de culture était supplémenté avec I'ensemble des acides
aminés. L’activation de GCN2 a la suite d'une carence en purines ne semble donc pas étre une
conséquence d'un défaut au niveau de la voie de synthese des acides aminés causé par le
manque de purines. La carence en purines serait en fait responsable d’'une inhibition de
I'aminoacylation des ARNt. En effet, des molécules d’ATP sont essentielles pour le processus
de liaison entre un acide aminé et son ARNt correspondant (Airas 1988, Torresetaiios
2003). Le manque d’ATP causé par la carence en purines serait capable d’empécher
I'amynoacyl-ARNt synthétase de fonctionner ce qui conduirait a I'accumulation d’ARNt
libres dans la cellule. Ces ARNt libres seraient alors reconnus par le domaine HisRS de
GCN2 activant sa fonction kinase. Les protéines GCN1 et GCN20, ainsi que la présence d’un
domaine HisRS fonctionnel, sont d’ailleurs essentielles pour le bon fonctionnement de GCN2

au cours d'une carence en purine (Rolfes and Hinnebusch 1993; Yang et al. 2000). Cela
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suggere que le mode d’activation de GCN2 est similaire a celui qui intervient a la suite d'une

carence en acide aminés.

c. Carence en glucose.

La phosphorylation delF2ogpar GCN2 peut aussi étre induite a la suite d'une
insuffisance en glucose (Yang, Wek and Wek 2000). Cet effet est transitoire et nécessite la
présence d’'un domaine HisRS fonctionnel (Yang, Wek and Wek 2000). Des ARNt libres
seraient responsables de l'activation de la kinase au cours de ce stress. En effet, le pool
d’acides aminés est fortement réduit durant une carence en glucose (Yang, Wek and Wek
2000). Cependant, un certain nombre de difféerences avec le cas de la carence en acides
aminés sont observés. En effet le mutant GCN2 qui ne permet pas I'association au ribosome
est capable d’induire un contréle de la traduction a la suite d’une insuffisance en glucose
contrairement a ce qui est observé a la suite d’une carence en acide aminés (Yang, Wek and
Wek 2000). La protéine GCN20 n’est d’ailleurs pas essentielle pour le controle de la
traduction a la suite d’'une carence en glucose (Yang, Wek and Wek 2000). D’autre part, une
étude a montré que la carence en glucose ne conduisait pas a l'activation de la transcription du
gene HIS4, cible traditionnel du facteur de transcription GCN4 (Marbach et al. 2001). Cela
suggere que la régulation et le contrdle de la traduction par la protéine GCN2 au cours d’'une
insuffisance en glucose ne fait pas intervenir exactement les mémes voies que dans la réponse
a une carence en acides amines.

Une étude a montré que l'ajout de glucose dans le milieu de culture de levures
cultivées en conditions de carence en glucose conduisait a 'accumulation du transcrit du géne
HIS4, cible du facteur de transcription GCN4 dont la traduction est régulé par GCN2
(Marbach et al. 2001). Cette accumulation n’est pas la conséquence d’'une activation de la
traduction de GCN4 causée par augmentation supplémentaire de la phosphorylation du
facteur elF2gmais I'effet est tout de méme dépendant de leepaesdes protéines GCN2 et
GCN4 (Marbach et al. 2001). Ainsi, il est proposé que I'action de GCN2 dans ce processus
passe par la phosphorylation ou la régulation d’'un facteur encore inconnu. Il est aussi possible
gque GCN2 stimule l'activité de GCN4 sans pour autant induire la traduction de ce facteur.

L’induction de la voie GCN4 en réponse a une carence en acide aminés permet une activation
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de novo de la voie de synthése des acides aminés. Il est envisageable que cette méme voie est
besoin d’étre activée lorsque du glucose devient accessible a la suite d’une période de carence

afin d'assurer les besoins en acides aminés et en nucléotides.

d. Stress salin.

Un niveau anormalement élevé en ions sodium (Na+) conduit a la phosphorylation du
facteur elFa par la kinase GCN2 (Goosseesal. 2001). Parallelement, la réduction de la
guantité en ions potassium (K+) a pour conséquence l'activation de la transcription du facteur
GCN4 (Narasimhan, Staschke and Wek 2004). D’autre part, I'ajout d'ions K+ dans un milieu
saturé en ion Na+ inhibe I'activation de la voie GCN2 par les ions Na+. Cela suggere que
c’est plutdt le rapport Na+/K+ qui régule la protéine GCN2 et non pas uniguement les ions
Na+ (Narasimhan, Staschke and Wek 2004). Un excés en ions Li+ semble d'ailleurs
également induire la phosphorylation d’elH2tarasimhan, Staschke and Wek 2004).

La réponse au stress salin nécessite la présence d’'un domaine HisRS fonctionnel
suggérant qu’un déséquilibre en sel dans la cellule influe sur la quantité d’acides aminés et/ou
d’ARNt disponibles. Ainsi, il a été rapporté que de fortes concentrations en ions Na+ entraine
la diminution de I'import des acides aminés a l'intérieur des cellules (Pascual-@thaiir
2001). Cependant, il faut noté que les études précédentes ont été réalisées avec un milieu
supplémenté avec I'ensemble des acides aminés suggérant que ce n'est pas un défaut de
synthese en acide aminés qui est a l'origine de 'activation de GCN2. Un exces en ion sodium
peut engendrer des changements au niveau de la machinerie de synthese et de modification
des ARNt (Smith 1969). Cela pourrait €également avoir un effet négatif sur les ARNt-
amynoacyl synthétases (Florenet al. 1990). De maniere générale, la variation des
concentrations en ions modifie le potentiel électrique de la membrane cytoplasmique, lequel
est impliqué dans de nombreux processus cellulaires, tels que le transport de nutriments et la

compartementalisation a l'intérieur du cytoplasme (Blumwald et al. 2000, Saier 2000).
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e. Impact de I'agent alkylant méthyl méthane sulfonate et de I' hydroxy-urée.

Une étude par microarray des genes induits en réponse a une carence en acides aminés
a montré que plus de 90 % des génes dont I'expression est modifiée lors de ce stress voient
également leur expression varier a la suite d’'un traitement avec du méthyl méthane sulfonate
(MMS) (Natarajan et al. 2001). Le MMS semble donc avoir un effet sur la voie de controle de
la traduction par la protéine GCN2. Le MMS est en effet capable d’induire la traduction du
facteur GCN4 uniquement en présence d’'une protéine GCN2 possédant un domaine HisRS et
pseudokinase intact (Natarajan, Meyer, Jackson, Slade, Roberts, Hinnebusch and Marton
2001). De maniere similaire, I'hydroxyurée (HU), inhibiteur de la réplication et de la
réparation de 'ADN est lui aussi capable d’induire I'expression de genes régulés par le
facteur GCN4 (Hughest al. 2000). Le MMS et le HU sont effectivement capable d’induire la
phosphorylation d’elF2¢Cherkasova and Hinnebusch 2003).

Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées concernant l'effet du MMS sur la
phosphorylation d’elF2aD’abord, il est possible que le MMS interfere avecprocessus
d’aminoacylation ce qui conduit a la production de ligands ARNt libres pour GCN2. La
méthylation de GCN2 ou de I'un de ses régulateurs négatifs par le MMS pourrait également
modifier I'affinité de GCN2 pour les ARNL.

Chez les mammiféeres, le MMS active la transcription du facteur GADD34 ce qui a
pour conséquence d’activer la phosphatase PP1 (Hateda2004). PP1 étant responsable
de la déphosphorylation d’elk2il est donc également envisageable que I'effetMMS
passe par le contrble de la phosphatase d’edi2ne résulte donc pas de Il'activation de
GCN2 (Brush et al. 2003, Novaat al. 2001).

f. Contréle de GCN2 par les UV.

Chez Schizosaccharomyces pombée traitement par les UV entraine la
phosphorylation d’elF2amais la diminution générale de la traduction gmonse aux UV
passe en partie seulement par la phosphorylation d’elH2w@gardet al. 2007). De méme,
chez Saccharomyces cerevisjakes UV activent la transcription des génes de réponse a
GCN4 sans induire la traduction de ce facteur par un mécanisme pourtant dépendant de
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GCN2 (Engelberget al. 1994, Marbach, Licht, Frohnmeyer and Engelberg 2001). Cela
confirme I'existence d’'une voie de contréle partiellement indépendante de certains acteurs
traditionnels intervenant dans la voie GCN2-dépendante.

Une étude récente propose que, en plus de son réle dans l'initiation de la traduction, le
facteur elF2 puisse avoir un rble nucléaire la réparation de 'ADN (&irad. 1998; Lobcet
al. 1997). En effet elF2 interagit dans le noyau avec la protéine kinase dépendante de
I’ADN, la DNA-PK. Cette kinase joue un rdle important dans le processus de réparation de
'ADN (Collis et al. 2005). La phosphorylation d’elFZa la suite d’irradiation aux UV

entrainerait I'activation d’'un mécanisme de réparation de I’ADN.

g. Le stress oxydatif.

Le stress oxydatif causé par des espéeces réactives oxygénées (peroxyde d’hydrogéne),
des agents oxydants (diamide) et les métaux lourds (cadmium) conduit a I'inhibition générale
de la traduction (Mascarenhas al. 2008, Shenton et al. 2006). L’effet répresseur sur la
traduction passe en partie par la phoshorylation diedthécessite la présence d’un domaine
HisRS fonctionnel de GCN2 (Mascarenheis al. 2008, Shenton et a2006). Le stress
oxydatif activerait GCN2 en provoquant I'accumulation d’ARNt libres dans la cellule. 1l est
possible que le stress oxydatif affecte le transport ou le stockage des acides aminés dans la
cellule. En effet, les acides aminés libres sont trés sensibles a I'oxydation par des espéces
réactives de l'oxygene, ce qui pourrait conduire a un déséquilibre de la balance acides
aminés/ARNt dans la cellule (Stadtman and Levine 2003). De maniere similaire, il est
enviseageable que les protéines et les acides nucléiques nécessaires au processus
d’amynoacylation des ARNt soient sensibles a I'oxydation conduisant alors a I'accumulation
d’ARNt libre.

Les organismes aérobies sont en permanence exposes au stress oxydatif. Ainsi, les
cellules se sont adaptées en développant une réponse leur permettant de lutter efficacement
contre ce stress. Pour cela, ils ralentissent la traduction générale et expriment de nombreux
génes codants des protéines a propriétés antioxydantes. De nombreux génes sont activés de
maniere similaire a la suite d'un stress oxydatif ou d’'une carence en acides aminés

(Mascarenhaset al. 2008). La présence du facteur de transcription GCN4 est dailleurs
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essentielle pour la survie de la levure en condition de stress oxydatif suggerant que parmi les
géenes contrélés par GCN4, certains d’entre eux interviennent dans la lutte contre les espéces

réactives oxygeénées (Mascarenhtal. 2008).

h. Les anesthésiques.

Certains anesthésiques comme [lisoflurane et [I'halothane provoquent Ila
phosphorylation d’elF2@par GCN2 ce qui entraine I'inhibition de la tradoct(Palmeret al.
2005). L'effet de ces agents sur GCN2 passerait par la présence d’ARNt libres dans les
cellules puisque le domaine de liaison a 'ARNt de GCN2 est nécessaire dans la réponse
(Palmeret al. 2005). L’isoflurane conduit en effet a linhibition du transport des acides
aminés dans les cellules ce qui conduit probablement a I'accumulation d’ARNt libres, ligands
de GCN2 (Palmeet al. 2002).

11.1.3) Le contrble de GCN2 par des protéines chaperones.

Un modele de régulation de GCN2 par HSP90 a été proposé (Donze and Picard 1999).
Ce modele suggére que rapidement aprés la synthese de GCN2, la chaperonne HSP90 et
probablement d’autres chaperonnes viennent s’associer avec la kinase. Le complexe HSP90
permet ainsi de stabiliser la protéine sous une forme inactive mais préte a répondre a une
éventuelle activation. Ainsi, au cours d’'une carence en acide aminés, une molécule d’ARNt
libre s'associe au domaine HisRS de GCN2 ce qui conduit a une modification
conformationelle laquelle provoque la libération de HSP90. GCN2 devient alors active,

s’autophosphoryle et peut alors phosphoryler son substrata.elF2
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[1.2. Les autres kinases d'el&2

11.2.1) Chez les mammiféres.

Chez les mammiferes, on trouve en plus de GCNZ2, trois autres protéines kinases
capables de phosphoryler elF2HRI, PERK et PKR (Figure 27). Elles possédentaswn
domaine kinase conserveé et sont capables de phosphoryler EIRRet PKR sont d’ailleurs
capables de complémenter la protéine GCN2 de levure dans son rdle de régulation de la
traduction (Deveret al. 1993). Cependant, méme si ces protéines ont un domaine kinase
conservé, chacune posséde des domaines régulateurs spécifigues qui leur permettent de
répondre a difféerents stimuli. Ainsi les mammiferes ont développé un mécanisme leur
permettant d’inhiber la traduction par la phosphorylation d’elF2 en réponse a un nombre de
stress plus important que chez la levure en multipliant les kinases capable de phosphoryler ce
substrat.

a. HRI

L’existence de la protéine kinase HRI (« Heme-Regulated Inhibitor of translation »
elF2o kinase) a d’'abord été mise en évidence dans desilo&lytes carencés en fer et en
héme ce qui cause une inhibition de la synthése protéique (Legon et al. 1973, Waxman and
Rabinovitz 1965). HRI a ensuite été décrite comme une kinase d’e¢gRIée par 'heme et
jouant un role clef dans la régulation de l'initiation de la traduction (Kratredr 1976, Levin
et al. 1976).

Les érythrocytes sont constitués de grandes quantités d’hémoglobines qui leur permet
de fixer les molécules de dioxygéne. L’hémoglobine est une protéine constituée de trois
composants : é-globine, lap globine et I'hneme. Pour que la protéine soit fanatielle, il est
impératif que la proportion de ces 3 composés soit tres finement respectée. HRI permet donc
un contrdle négatif de la synthése de la globine en détectant la carence en heéme. Ainsi, HRI
empéche la traduction des globineset B en excés par rapport a la quantité disponible
d’héeme. L'intérét de la cellule a utiliser ce processus de contrble général de la traduction peut
d’abord étre expliqué par le fait que dans ce type cellulaire fortement spécialisé, les ARNm

codant pour les globines constituent les transcrits majoritaires et sont donc le substrat
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principal de la synthése protéique (Han et al. 2001). D’ailleurs, la protéine HRI s’exprime
fortement au niveau de la lignée érythroide (Crastigl. 1994).

HRI est constitué de 3 domaines distincts : un domaine amino-terminal, un domaine
kinase séparé par un insert et un domaine carboxy-terminal (Figure 28). On trouve deux sites
différents de fixation de I'hnéme : un site au niveau du domaine amino-terminal et un autre au
niveau de l'insert du domaine kinase (Chefalo et al. 1998; Rafie-Kolpin et al. 2000).

Lorsque la protéine HRI est produite, elle s’associe d’abord avec une molécule d’héme
au niveau de son domaine de liaison amino-terminal. Elle se dimeérise alors rapidement et
subit de nombreuses autophosphorylations qui permettent la stabilisation de la structure
(Baueret al. 2001). Lorsque I'hnéme est présent de maniere abondante, il se fixe au niveau du
domaine carboxy-terminal ce qui provoque une inhibition de I'activité kinase d'el€2a
protéine (Rafie-Kolpin et al. 2000). En effet, la présence de 'héme empéche l'association de
'ATP avec HRI et bloque ainsi son activité kinase (Chen et al. 1991). A la suite d’'une
carence en heme, le second site de liaison reste libre, HRI est alors activé par un mécanisme
d’autophosphorylation supplémentaire conduisant a l'activation de I'activité kinase (Lu et al.
2001) (Figure 28). HRI sous cette forme active n’est alors plus régulée par I’heme et ne peut-
étre inactivée que par dégradation protéolytique (Rafie-Kolpin et al. 2003).

Pendant longtemps on a pensé que la kinase HRI était spécifique des érythrocytes.
Cependant, il s'avére que cette protéine est en fait exprimée beaucoup plus largement chez les
mammiféres (Melloet al. 1994) (Berlangat al. 1998). Il semble donc que la kinase HRI n’a
pas seulement un réle a jouer dans la formation des globules rouges mais aussi une fonction
beaucoup plus générale au sein de lI'organisme dans la réponse au stress oxydatif et au choc
thermique (Lu, Han and Chen 2001) Matts, 1993 #376).

b. LaPERK.

Dans des cellules eucaryotes, le réticulum endoplasmique (RE) est le premier
organelle dans la voie de sécrétion et de maturation des protéines. Dans le RE, les protéines se
replient et subissent de nombreuses modifications telles que la glycosylation, la formation de
ponts disulfures inter et intramoléculaire (Kornfeld and Kornfeld 1985; Fewell. 2001).

Seuls les protéines correctement repliées seront exportées jusqu’a I'appareil de Golgi alors
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que les protéines présentant des défauts de repliement seront retenues dans le RE afin de
compléter leur maturation ou seront dégradées dans le cas contraire (Ellgaard et al. 1999). Ce
processus de maturation est fortement régulé, pour cela, il fait intervenir de nombreux acteurs
tels que des protéines chaperones, des molécules de signalisation ainsi qu’une machinerie de
dégradation (Schroder and Kaufman 2005). Un probléme lors du repliement des protéines ou
une modification d’'un processus a l'intérieur du RE est ressenti comme un état de stress,
appelé stress du RE. De nombreuses pathologies neurologiques, certains diabétes et certaines
formes de mucoviscidoses sont dailleurs associées a un mauvais fonctionnement du RE
(Paschen 2003; Ozcan et al. 2004; Lukeical. 1994). Les cellules sont donc étre capables de
ressentir cet état afin de répondre de maniere appropriée, c’'est ce que I'on appelle la voie
UPR (Unfolded Protein Response). Cette voie UPR est constituée de plusieurs mécanismes
dont un consiste a inhiber la synthese protéique ce qui permet de diminuer la quantité de
protéines traversant le RE (Schroder and Kaufman 2005).

Récemment le lien entre le stress du RE et l'inhibition de I'initiation de la traduction
par la phosphorylation du facteur etF2 été mis en évidence (Hardiagal. 1999). Il s’agit
de la kinase PERK (Pancreatic ER Kinase ou PKR-like ER Kinase), protéine
transmembranaire située au niveau de la paroi du RE. La PERK est essentielle pour la survie
de la cellule durant la réponse UPR et elle est nécessaire pour assurer la fonction exocrine de
certains organes (Hardirgg al. 2000b; Hardingt al. 2001). La protéine PERK est en effet
capable de phosphoryler le facteur ell@2ia suite d’'un stress du RE (®hial. 1998; Harding
et al. 2000a).

La PERK est constituée de plusieurs domaines lesquels seront en contact avec
différents compartiments de la cellule (Figure 29). Le domaine amino-terminal est situé dans
le lumen du RE alors que le domaine carboxy-terminal est présenté dans le cytoplasme. Au
niveau amino-terminal on trouve d'abord une séquence de signalisation qui permet
'adressage de la protéine au RE. Ensuite la PERK possede un domaine homologue a la
protéine IRE1, une autre protéine kinase spécifigue du RE activée comme PERK a la suite du
stress du RE (Harding, Zhang and Ron 1999; Liu et al. 2000). Ce domaine IRE1l est
nécessaire pour la dimérisation de la protéine, processus indispensable pour obtenir une
activité kinase fonctionnelle (Mat al. 2002a). Le domaine amino-terminal de PERK permet
aussi l'association avec des protéines chaperonnes du RE GRP78/BiP et GRP94 lesquelles

interviennent dans la régulation de I'activité de la kinase (Ma, Vattem and Wek 2002a). Bip
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intervient d’ailleurs pendant le processus de repliement des protéines a l'intérieur du RE, la
guantité de cette chaperonne augmente fortement a la suite de I'activation de la voie UPR afin
d’augmenter les capacités de repliement a l'intérieur du RE (Kozutsuili 1988). Au

centre de la PERK se trouve le domaine transmembranaire lequel permet I'encrage de la
protéine a travers la membrane du RE. Ensuite, situé dans le cytoplasme, on trouve le
domaine kinase de la protéine. Cette région catalylique présente une structure conservée avec
les autres kinases d’elF2aun domaine kinase constitué de 11 sous-domaines
caractéristiques des protéines a fonction kinases ainsi que les résidus conservés permettant la
reconnaissance de son substrat, elfi2ar, Dever and Sicheri 2005, Soetdal. 2000).

Le processus d'activation de la PERK a la suite d’'un stress du RE reste encore a étre
déterminer avec précision. Il est proposé que dans des conditions normales, la PERK serait
maintenue sous la forme d’un monomere inactif par I'association avec la protéine chaperonne
BiP (Bertolottiet al. 2000). A la suite d’'un stress du RE, la chaperonne Bip se dissocierait de
son partenaire ce qui permettrait a la PERK de se dimériser (Bertlati 2000, Ma,

Vattem and Wek 2002a). La protéine pourrait alors s’autophosphoryler entrainant I'activation
de son activité de phosphorylation d’ei~@Harding, Zhang and Ron 1999; Bertoldtial.

2000; Su et al. 2008) (Figure 29). Il est également envisageable que le domaine IRE1 de
PERK permet la reconnaissance de régions hydrophobes présentées par les protéines mal

repliées.

c. PKR

La PKR est constituée de deux grands domaines distincts : un domaine régulateur
amino-terminal qui permet I'association & I’ARN double brin, et un domaine kinase situé au
niveau carboxy-terminal (Figure 30). Le domaine de liaison a 'ARN double brin (DRM)
contient deux motifs distincts de liaison a 'ARN d’une taille de 70 acides aminés environ (St
Johnston et al. 1992) (Figure 30). Ces motifs sont riches en résidus basiques et sont séparés
par un espaceur de 20 acides aminés trés flexible permettant de positionner les deux motifs
DRM de part et d’autre de la molécule d’ARN (Nandetrial. 1998; Cole 2007). Le domaine
kinase de PKR contient les sous-domaines kinases classiques ainsi qu’un insert entre les sous-

domaines IV et V (Meurset al. 1990) (Figure 30). La PKR possede enfin les résidus
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conserveés permettant la reconnaissance de son substrat(BHf2 Dever and Sicheri 2005,
Sood et al. 2000) (Figure 23).

L’activation et l'inhibition de la PKR a lieu en réponses a différents agents tels que
I’ARN double brin d’origine cellulaire ou virale, des composés polyanionic comme I'héparine
ou des protéines virales. L’activation de la PKR conduit a la phosphorylation d’etfizt
conséquent a une inhibition général de la traduction (Proud 1995). Ainsi, I'activation de la
PKR par des ARN viraux constitue une premiére ligne de défense contre ces agents

infectieux.

A ce jour, il existe deux modeéles expliquant le mécanisme de régulation de la fonction
kinase de la PKR (Cole 2007) (Figure 30). Le premier, appelé modele d’autoinhibition, est
basé sur l'effet de régulateur négatif du domaine amino-terminal. En effet, la délétion du
domaine DRM provoque une activation constitutive de I'activité kinase de PKR (Wu and
Kaufman 1997). Ainsi, en I'absence d’ARN double brin, le domaine DRM s’associerait avec
le domaine kinase afin de bloquer son activité. L'association de I'ARN double brin
provoquerait une modification de conformation de la protéine conduisant a I'activation de la
fonction kinase. L'autre modéle se nomme modele de dimérisation. Dans ce modele,
I'association de la PKR avec une molécule d’ARN double brin conduit a la dimérisation de la
protéine. La dimérisation permettrait alors d'activer le domaine kinase de la PKR qui apres
une étape d’autophosphorylation deviendrait active dans son réle de kinase: dlelfire
et al. 2005). Ce modele permet d’expliquer en partie la réponse biphasique de PKR en
fonction de la quantité d’ARN (Farredt al. 1977; Hunteet al. 1975). En effet, lorsqu’il est
présent en faible concentration, une molécule d’ARN s’associe a un domaine DRM et permet
alors la dimérisation de la PKR en s’associant avec son domaine DRM. Cependant, lorsqu’il
est présent a de fortes concentrations chague monomere de la PKR est associé avec son ARN
ce qui empéche l'association de 2 monomeére via la méme molécule d’ARN (Kostura and
Mathews 1989).
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11.2.2) La situation chez Schizosaccharomyces pombe.

S. pombepossede, en plus d'une kinase GCN2 comme &hezerevisiag deux
homologues de la kinase HRI humaine : HRI1 et HRI2 (Ztasl. 2002; Zharet al. 2004).
Ces kinases sont capables de phosphoryleroedfi2réponse aux chocs thermiques ou a un
traitement a l'arsenite tout comme leur homologue mammifere (Zhan et al. 2002). Il semble
donc queS. pombeait développé un mécanisme supplémentaire de réponse pour d’autres
types de stress. GCN2 et HRI semblent d’ailleurs avoir des réles chevauchant dans la réponse
a certains stress mais avec des cinétiques différentes (Zhan, Narasimhan and Wek 2004).
Cependant, la phosphorylation d’elF2hezS. cerevisiaeinduit la traduction spécifique du
facteur de transcription GCN4. Chez les mammiferes c’est le facteur de transcription ATF4
qui est produit. Ces facteurs de transcription permettent de stimuler I'expression de genes
clefs lesquels permettent de lutter efficacement contre le stress. Or, alors que des homologues
de GCN4 ont été trouvé dans de nombreux champignons telNqueospora crassa,
Aspergillus nigeret Candida albicans, S. pomime posséde pas de protéine homologue (Luo
et al. 1995; Wankeet al. 1997; Pereira and Livi 1995). Il est possible que &egzombe,
d’autres types de facteurs encore inconnus soient régulés a la suite de la phosphorylation
d’elF2a, ou que la diminution de la traduction soit le sedicanisme utilisé par cette levure

pour économiser ses ressources en attendant la fin du stress cellulaire.

11.2.3) La situation chez les invertébrés.

Chez la drosophile, on trouve 2 kinases capables de phosphoryler: €BEN2 et
PERK (Santoyo et al. 1997; Olsen et al. 1998). La protéine PERK de drosophile semble avoir
conservée les mémes types de régulations que son homologue mammifere car elle est activée
a la suite du stress du RE (Ponearal. 2003). Le facteur ellb2est aussi phosphorylée a la
suite d'un choc thermique (Duncan et al. 1996aenorhabditis elegangrésente les mémes
caractéristiques avec la présence d'une GCN2 et d’'une protéine PERK (Sood et al. 2000). II
semble donc que les invertébrés possedent 2 kinases dleBefiels permettent de répondre

a une variété de stress plus étendue que Bhezrevisiae mais moins variés que chez les
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mammiféres. La drosophile possede d’ailleurs une protéine homologue d’ATF4 qui
permettrait de réguler les génes en réponse a la phosphorylation d’eEv2eset al. 2000).

[1.3. Phosphorylation d’elF2 alpha

Le facteur elF2 est constitué de trois sous-unités appelées respectivepegity.
Des ADNc codant pour chacune de ces sous-unités ont été clonés et séquencés chez de
nombreuses especes et les séquences prédites en acides aminés montrent un degré
exceptionnel de conservation suggérant que ce facteur joue un réle central dans la vie de la
cellule (Ernstet al. 1987, Hannigt al. 1993, Pathak et al. 1988).

La sous-unité a@’elF2 est constituée de 304 acides aminés cHexuae. La séquence
en acide aminés ne présente pas de particularité hormis la présence d'un résidu Sérine en
position 51, accepteur potentiel d’'un groupement phosphate. D’ailleurs, la soustunité
présente un niveau de conservation important entre les différentes especes en particulier au
niveau des résidus entourant cette sérine située a la position 51 (Figure 31) (Cigan et al.
1989).

La sous-unité d’elF2 est responsable de la liaison avec elF28¢eta de recyclage
du GDP en GTP (Kimbalkt al. 1998). elF3 possede également un domaine de liaison au
facteur elF5, facteur responsable du processus d’hydrolyse du GTP en GDP, étape essentielle
dans l'initiation de la traduction (Da&s al. 1997).

elF2y est quant a elle responsable de la liaison avewlacule de GTP ou de GDP
(Erickson et al. 1997, Narandd al. 1995). Il est intéressant de noter qu’elF2 possede une
affinité bien plus grande pour le GDP que pour le GTP (Pangiiets 1988). Le recyclage du
GDP en GTP au niveau d’elF2 nécessite donc la présence d’'un processus actif. Enfin, avec la
participation d’elF2p elF2ypermet la liaison a ’ARNt méthionine amminoacy@aéparet
al. 1994).

elF2 joue un rdle clef au sein du complexe d’initiation de traduction. En effet, il est

responsable du recrutement et du transfert de '’ARNt méthionine au niveau du codon

initiateur (Moldave 1985). Pour cela, il forme un complexe ternaire avec une molécule de

63



hormones, :
facteurs de nutriments
croissance

Rapamycin

=’/

synthese

protéique syr:jthése hagi - i
2 SAT es t inti autophagie organisation
R ribosomes i, de l'actine
(D'aprées Wullschleger et al, 2006)
B Azote Rampamycine
TiFl...,
TAP42
SIT4 “ aminés
L VL
S577~P \
N A
oone [} T
* niveau
elF20~P d'elF4F
traduction initiation de la
de GCN4 traduction
genes de R i d
catabolisme b_genefh‘e
de l'azote losynthese

des acides aminés
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A: La voie TOR et son contrble dans la cellule.
B: Cross-talk entre la voie GCN2 et la voie TOR.
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GTP et 'ARNt methionine amminoacylé. Ainsi, le contrdle de ce facteur permet de réguler la
traduction dans la cellule.

11.4. Déphosphorylation d'elF2a

La phosphorylation d’elF2@st un processus transitoire, en effet, une foistress
terminé, la déphosphorylation de ce facteur a lieu tres rapidement permettant ainsi de
réactiver la traduction a l'intérieur de la cellule (De Benedetti and Baglioni 1985). Une
activité phosphatase, responsable de la déphosphorylation d'&l&2 purifiée (Crouch and
Safer 1980). D’ailleurs, l'inhibition de la phosphatase PP1 conduit a 'augmentation du niveau
de phosphorylation delF2a(Boyce et al. 2005). La présence d'un mécanisme de
rétrocontrble négatif de la voie de contrble de la traduction par ell€2é mise en évidence
chez les mammiféres. Ainsi, lorsqu’elF2est phosphorylé, la traduction du facteur de
transcription ATF4 est spécifiquement activée (Hardihgl. 2000a). ATF4 va alors induire
I'expression du gene GADD34 (Ma and Hendershot 2003). Or, la protéine GADD34 est
capable de s’associer avec la sous-unité catalytique de la phosphatase PP1 €éCahnor
2001). GADD34, lorsqu’il est produit, va apporter PP1 au niveau du facteur glir2a étre
déphosphorylé (Novoat al. 2003; Novoaet al. 2001; Brush, Weiser and Shenolikar 2003).

Ce mécanisme permet de limiter 'ampleur de la phosphorylation d’edFRo suite d’'un
stress, I'inhibition massive et continue de la traduction ne pouvant étre que fatal pour la

cellule.

[1.5. La voie TOR et le contrble de la phosphorylation d’elERez la levure.

11.5.1) La voie TOR et le contrble de la traduction.

La protéine TOR (Target Of Rapamycin) est une kinase de type Ser/Thr qui régule la
croissance et le métabolisme de la cellule en réponse a de nombreux signaux
environnementaux ainsi qu'a la rapamycine (Figure 32) (Wullschktgal 2006). Chez les
levures et les eukaryotes supérieurs, un des rbles de la voie TOR consiste a activer la

traduction a la suite de I'arrivée de nutriments dans la cellule (De Virgilio and Loewith 2006).
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Pour cela, la protéine TOR, contenue dans un complexe multiprotéique appelé TORCL1 régule
la traductionvia la protéine 4E-BP (elF4E Binding Protein) (Figure 32) (Hay and Sonenberg
2004 ; Tee and Blenis 2005). En phosphorylant la protéine 4E-BP, TORCL1 libére le facteur
elF4E avec lequel il était associé (Brunn et al. 1997). elF4E libre peut alors s’associer avec
elF4G ce qui permet d’apporter TARNmM jusqu’au ribosome et d’induire la traduction cap-
dépendante (Gingrast al. 1999; Schalm and Blenis 2002, Schetral. 2003).

11.5.2) Cross-talk entre la voir GCN2/elF2et la voie TOR

GCN2 posséde de nombreux résidus phosphorylables dont certains sont essentiels
pour le bon repliement et I'activation de la fonction kinase. Une étude réalisée chez la levure a
mis en évidence I'importance de la phosphorylation du résidu sérine en position 577 dans la
fonction kinase de la protéine (Garcia-Barrio et al. 2002) (Figure 32). En effet, la mutation de
cette sérine conduit a la phosphorylation d’elfZar GCN2 méme dans des conditions
normales. Il semble donc que la déphosphorylation de ce résidu sérine augmente I'affinité de
GCN2 pour les ARNt libre ce qui explique I'activation de GCN2 dans des conditions
normales ou le niveau d’ARNt libre est faible. Il apparait que dans des conditions normales, la
sérine 577 est phosphorylée et que dans certaines conditions de stress, sa déphosphorylation
conduise a l'activation de GCN2 en diminuant le seuil d’ARNt libre nécessaire a son

activation.

Deux études récentes ont montré que la rapamycine stimule la phosphorylation
d’elF2a par GCN2 (Cherkasova and Hinnebusch 2003; Kubbtd. 2003). Cette activation
passe par la déphosphorylation de la sérine 577 de la protéine et nécessite la présence du
facteur inhibiteur TAP42 (Cherkasova and Hinnebusch 2003). Or, la protéine TOR est
capable de réguler négativement la phosphatase de type PP2A, SIT4, en facilitant sont
association avec TAP42 (Di Como and Arndt 1996; Beck and Hall 1999; Jacinto et al. 2001).
Il est donc proposé que TOR est capable de réguler GCN2 en controlant la phosphatase qui
serait responsable de sa déphosphorylation au niveau de la sérine 577 provoquant ainsi son

activation (Figure 32).
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[1.6. L'initiation de la traduction chez les eucaryotes et son controle par.elF2a

La réaction commence avec la liaison d'un couple ARNt-Méthionine avec la sous-
unité 40S du ribosome afin de former le complexe d'initiation 43S (Figure 33). Le couple
ARNt-Méthionine est transféré a la sous-unité 40S sous la forme d’un complexe ternaire (CT)
avec le facteur elF2 associé a une molécule de GTP. Une fois constitué, le complexe 43S va
s'associer au complexe elF4F qui est fixé a la coiffe situé en 5’ de 'ARNm formant ainsi le
complexe 48S. Ce complexe va alors parcourir TARNmM jusqu’a trouver un codon AUG
d’initiation de la traduction. L’anticodon situé au niveau de I’ARNt methionine reconnait
alors le codon AUG ce qui va avoir pour consequence I'hydrolyse du GTP en GDP par le
facteur elF5, la libération du couple elF2-GDP et le recrutement de la sous-unité 60S du
ribosome formant ainsi le complexe 80S capable de réaliser la synthése protéique. Le couple
elF2-GDP relaché au cours de l'initiation de la traduction doit impérativement étre recyclé en
une forme elF2-GTP pour pouvoir a nouveau former un complexe ternaire et permettre
I'initiation de la traduction. Le remplacement du GDP par une molécule de GTP est réalisé
par le facteur elF2B et constitue I'étape limitante de la traduction. Lorsque la sous-unité
d'elF2 est phosphorylée, le facteur elF2B n’est plus capable d’échanger la molécule de GDP
par une molécule de GTP (Rowlaretsal. 1988). La phosphorylation d’elF2anduit alors a
une modification des affinités entre les différentes sous-unités d’elF2 et elF2B ce qui a pour
conséquence de bloquer la fonction d’échange d’elF2B (Krishnamagirdly2001). Ainsi la
phosphorylation d’'une fraction seulement des facteurs elp@dt réduire fortement la

synthese protéique.
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I.7. La phosphorylation d’elF20 conduit & l'augmentation spécifigue de la

traduction de certains facteurs de transcription.

11.7.1) Chez la levure.

a. GCN4.

La régulation de la traduction du facteur GCN4 fait intervenir 4 courts cadres de
lecture ouverts également appelé uORF (upstream open reading frame) présent au niveau de
son ARNmM en amont de son véritable codon initiateur (Figure 34). Le premier uORF
(UORF1) et le dernier (UORF4) sont suffisants pour assurer le contréle traductionel de GCN4
(Mueller and Hinnebusch 1986). La présence de ces UORFs est essentielle pour la régulation
de la traduction de GCN4. En effet, la mutation ou la délétion de ces uORF conduit a la
dérepression constitutive de GCN4 (Hinnebusch 1984, Mueller and Hinnebusch 1986,
Thireoset al. 1984).

La premiere étape de cette régulation est la fixation de la sous-unité 40S du ribosome
associé au complexe ternaire elF2.ARNt.Met.GTP au niveau de I'extrémité 5’ de TARNm de
GCN4 (Figure 34). Ce complexe 48S commence a parcourir I’ARN jusqu’a arriver au niveau
du premier uORF : uUORF1. A ce moment précis, il recrute la sous-unité 60S et initie une
premiere fois la traduction jusqu'au codon stop du uUORF1 ou la grosse sous-unité du ribosome
se dissocie de méme que le complexe elF2/ARNt/Met/GDP. uORF1 est considéré comme une
faible barriére traductionelle. En effet, aprés la traduction du uORF1, la sous-unité 40S du
ribosome reste généralement associée a 'ARNm et continue de parcourir le transcrit. Les
UORF fonctionnent donc comme des barriéres dans des conditions non carencées en acides
aminés car la réinitiation de la traduction apres un UORF est inefficace chez les eucaryotes
(Rosenberg and Paterson 1979). En effet, le facteur efF&ant pas phosphorylé les
complexes ARNt.Met.GTP sont présents en grande quantité. Ainsi, aprés le passage du
premier UORF, la plupart des sous-unités 40S se réassocient avec un nouveau complexe
ternaire avant d’atteindre les uORF 2, 3 ou 4. La traduction peut étre alors réinitiée au niveau
de ces UORFs. Au niveau du codon stop du uORF4, on trouve des séquences riches en GC qui
conduisent a la dissociation du ribosome et de TARNm (Grant and Hinnebusch 1994). Ainsi,
lorsque le UORF4 est traduit, une éventuelle réinitiation de la traduction au niveau du codon

initiateur de GCN4 devient impossible.
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En condition de stress, lorsqu’elFZst phosphorylé, la traduction des uORF de
I’ARNmM de GCN4 est fortement modifiée a cause de la faible quantité de complexes
elF2.ARNt.Met.GTP disponible. En effet, apres initiation au niveau du premier uORF, la
traduction ne peut pas étre réinitiée au niveau des AUG des UORF en aval a cause du manque
de complexes ternaires. L'absence d'un ARNt méthionine empéche la reconnaissance des
codons AUG des uORF 2 a 4 (Cigan et al. 1988). Ainsi, plus de 50% des sous-unités 40S
passent a travers les UORF 2, 3 et 4 sans se réassocier avec un nouveau complexe
elF2.ARNt.Met.GTP. La sous-unité 40S reste donc associée a ’'ARNm et le codon initiateur
de GCN4 peut alors étre atteint et si un complexe ternaire est disponible, la traduction peut
s'inititier a nouveau et la protéine GCN4 peut ainsi étre traduite (Abastaal01991, Dever
et al. 1992) (Figure 34).

b. Les genes cibles de GCN4.

GCN4 appartient a la famille des facteurs de transcription de type bZIP (basic leucine
Zipper) qui sont des protéines de liaison a 'ADN constitués d’'une région basique permettant
de lier ’ADN et d’'un domaine de dimérisation aussi appelé « leucine zipper » (Landsthulz
al. 1988). GCN4 s’associe a 'ADN sous forme de dimere au niveau d'une séquence
constituée d’une répétition inverse de type ATGA(C/G)TCAT (Hinnebusch and Fink 1983;

Hill et al. 1986; Hope and Struhl 1987).

Ces dernieres années, des études d’expression par microarray ont révélé que la
régulation des genes intervenant dans la biosynthése des acides aminés était seulement une
des multiples fonctions de GCN4 (&hal. 2000; Natarajamt al. 2001). En effet, ces études
ont montré que ce facteur de transcription intervient dans la régulation de I'expression de plus
de 500 genes che&x cerevisiagFigure 35). Ainsi prés de 10% des génes de levure semblent
étre controlés par GCN4.

GCN4 induit I'expression d’au moins 73 genes intervenant dans les voies de synthéese
de tous des acides aminés ou de ces précurseurs. Au sein d’'une méme voie, plusieurs genes
sont souvent activés. Ainsi, induction des enzymes clefs de ces voies de biosynthése permet

de maintenir un niveau élevé d’ARNt aminoacylés dans la cellule.
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5,10-methylenetetrahydrofolate reductase
gutamate/neutral aming acids ransponer

|
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alanyh-tANA synthetase

1 oIF4E binding protein 1
phosphoserine phosphatase homologue
tyrosyltRNA synthetase
slongation protein 3 homalog (S. cerevisine)
iscleucy-tRNA synthetase
neutral amino acid transporter, ASCT2
serine hydroxymethyl transferase 2

éponse au stress

LR SR ER L

P 9
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EST UVRAG homologue, UV radiation resistance
Gch GTP cydohydrolase 1

GADD4S  Mus musculus GADDMS protein (gadd45) gene
Ndr1 N-myc downstream reguiated 1

Sqstm1  sequestosome 1; A170, STAP

Amt3 anyl hydrocarbon receplor nuciear transiocator-like
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Rédox et détoxification
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Tunip thioredoxdin interacting protein
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Foxo8 f-box only protein 8
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Wis1 Wollram syndrome 1 homolog. ER localized
Spaft transitional endoplasmic reticulum ATPase
Herpud!  homocysteine-inducible-ubiquitin-ike domain 1
Eroll endoplasmic reticulum oxddoreductin 1-like
Selih Sel1 (suppressor of lin-12) 1 homologue
EROILL  endoplasmic reticulum oxidoreductin 1-lke-beta
Transcription

activating transcription factor 3

nuciear receplor binding factor 1
nuciear factor of kappa B cell 2

activating transcription facior 5
tranacription factor CHOP, GADD153

nuciear protein 1
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), gamma
(v-rel) oncogene related B

TATA box binding protein-like 1
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta
chromobox homoiog 4, transcriptional repressor
Sid-interacting protein, nuciear receplor coactivator
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activating transcription factor 4

3 NFILVE4BP4 transcription factor

LIM only 4; transcriptional regulator cofactor
Kruppel-like factor 4 (gut)

X-box binding protein 1

26 avian leukemia oncogene 2, 3’ domain
Rurip110  retinoid X receptor interacting protein 110

(D'aprés Lu et al, 2004)
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Figure 36: Le facteur de transcription ATF4.

A: La régulation de la traduction d'ATF4.

B: Les génes cibles d'ATF4
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GCN4 régule également l'activité de génes intervenant dans la voie de biosynthese des
purines. L'induction de ces enzymes par GCN4 pourrait étre une stratégie pour de soutenir la
synthese en histidine puisque I'ATP produit par la cellule est partiellement utilisé dans le
processus de fabrication de I'histidine.

De nombreux autres genes possédant des fonctions trés diverses se trouvent aussi
régulé par le facteur de transcription GCN4. Ainsi, on trouve des genes codant pour des
protéines intervenant dans des voies de biosynthése de certaines vitamines, des protéines de
transport mitochondrial, des composants du peroxysome, des protéines kinases, des
phosphatases et des facteurs de transcription. D’autre part plus de 350 genes contrélés par
GCN4 ont des fonctions qui sont encore a déterminer. Cela montre bien que GCN4 est un
facteur de transcription central chez la levure qui permet d’activer ou de réprimer des

processus biologiques tres différents.

11.7.2) Chez les mammiféres.

a. Le facteur de transcription ATF4.

Chez les mammiféres, la phosphorylation d’elle@aduit a une diminution globale de
la traduction mais favorise parallelement la traduction d’'un facteur de transcription, ATF4
(activating transcription factor 4) (Hardingt al. 2000a). Chez la souris, la régulation
traductionnelle d’ATF4 fait intervenir 2 UORF situés au niveau 5 de I'ARNm lesquels
facilitent la traduction de ce facteur de transcription lorsque edSRphosphorylée (Let al.
2004a) (Figure 36). Le uORF1 encode un polypeptide de seulement 3 acides aminés alors que
le UORF2 est constitué de 59 résidus et chevauche partiellement la séquence codante d’ATF4
(Figure 36). Chacun de ces 2 uORF a un réle particulier a jouer dans la régulation de
I'expression d’ATF4 (Vattem and Wek 2004). Le uORF1 joue un role positif en facilitant le
balayage du ribosome et la re-initiation de la traduction en aval. En effet, apres la traduction
de 'uORF1, la petite sous-unité 40S du ribosome reste associée a '’ARNm et continue de
parcourir 'ARN. Dans des conditions normales de croissance, le facteur pl€&apas
phosphorylé et des complexes ARNt-Met-GTP sont présents en grande gquantité. Ainsi la
sous-unité 40S peut s’associer rapidement avec le complexe ternaire elF2-GTP-ARNt-Met

ainsi qu’a la sous-unité 60S. La réinitiation de la traduction peut alors se faire au niveau de la
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séquence codante suivante : le UORF2. La traduction de ce second uORF empéche alors
I'expression d’ATF4 car lorsque le ribosome traduit UORF2 il ne peut pas initier la traduction
au niveau de I'ATG d’ATF4 et se dissocie de 'ARNm. Lorsque les cellules sont exposées a
un stress qui conduit a 'augmentation de la phosphorylation du facteur de traductmrieslF2
niveau d'elF2 associé a une molécule de GTP est alors fortement diminué. Ainsi, apres la
traduction du uORF1, il faut beaucoup plus de temps pour recruter le complexe ternaire au
niveau de la sous-unité 40S du ribosome. La ré-initiation de la traduction ne se fait plus aussi
efficacement au niveau de 'uORF2 et les ribosomes continuent donc de parcourir TARNm et

peuvent ainsi initier la traduction qu’au niveau de la séquence codante d’ATF4.

b. Les génes cibles d’ATF4.

ATF4 appartient a la sous-famille des facteurs ATF (Activating Transcription Factors)
qui font partie de la famille des facteurs bZIP. ATF4 s’associe a ’'ADN sous la forme d’un
homodimére ou d’'un hétérodimere avec un membre de la famille bZIP (Hai and Curran 1991;
Vinson et al. 1993). Le site de liaison a I'ADN et l'effet activateur ou répresseur est
déterminé par le partenaire d’hétérodimeérisation (Poeusi. 2001; Yanget al. 2004; De
Angeliset al. 2003). L'interaction avec ses partenaires semble étre a la fois spécifique du type
de tissu et du type de stress ce qui permettrait d’expliquer la réponse adaptative des
mammiferes a la suite d'une carence en acide aminés ou d'un stress UPR. Ainsi, en fonction

du stress, les cibles d’ATF4 vont pouvoir étre différentes.

ATF4 controle I'expression des genes intervenant dans la production et le transport
des acides aminés et de certains facteurs de transcription (Sil2@02].Chen et al. 2004;
Palii et al. 2006; Gjymishkat al. 2008; Lopezet al. 2007; Bruhaet al. 2007; Jiangt al.
2004; Pan et al. 2007; Hardingt al. 2000a; Meet al. 2002b; Averou®t al. 2004). Des
expériences de microarray effectuées sur des lignés mutantes pour la PERK et/ou ATF4 et
I'analyse de lignées cellulaires possédant une version non phosphorylable aetf#mis
de mettre en évidence les génes régulés par cette voie au cours du stress oxydatif et de la
carence en acide aminés (Harding et al. 2003; Lu et al. 2004b). Ainsi, il semble quU’ATF4

contrdle I'expression de génes intervenant a la fois dans I'import des acides aminés mais aussi
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des génes dont la fonction est de protéger les cellules du stress oxydatif (Figure 36). La voie
de réponse a la phosphorylation d’elF&wez les mammiferes est donc multiple et complexe.
Elle permet d’exprimer des genes de maniere spécifique en fonction du type de stress menant
a l'activation des kinases d’elF2a

Aucun gene intervenant directement dans la lutte contre une infection virale ne semble
étre activé a la suite de la phosphorylation d’elFReest possible que l'inhibition de la
traduction soit la méthode utilisée par la voie elBf cours de ce stress.

[1l. Conservation de la voie elFd/traduction dans le monde végétal.

l1.1. Phosphorylation d'elR2et initiation de la traduction chez les plantes.

Dans le monde végétal, la faible constante de dissociation d’elF2 pour le GDP a
longtemps laissé penser que les plantes n'utilisaient pas la phosphorylatioru deifie
moyen de régulation de la traduction (Shaikhin et al. 1992). Cependant, la protéinalelF2
blé est capable de complémenter la fonction de son homologue levure. Ainsi, chez la levure,
la protéine elF2ude blé peut étre phosphoryié vivo par GCN2 et régule la traduction de
GCN4 de la méme maniere que la protéine d’origine (Cleairady 1999; Chanegt al. 2000).

D’autre part, elF2ade blé est également phosphorylable par la PKR menet est capable
d’interagir avec la machinerie de traduction des mammiferese(@Gil. 2000) La machinerie
traductionnelle est concervé entre les plantes et les mammiferes. De plus, la protéine elF2a
des plantes peut étre phosphorylé par des kinases de mammifere (Kawaguchi and Bailey-
Serres 2002). Cela suggére qu'un mécanisme de contrdle de la traduction paexe$ke?

aussi chez les végétaux.

Il est intéressant de noter que chez le blé la sous-wmitélF2 est présente sous une
forme hypophosphorylée dans les stades jeunes du développement de la graine. Ensuite elF2
est progressivement phosphorylée dans la graine mature et ne sera déphosphorylée que
pendant la germination de la graine (eeal. 1998). Ainsi il semble envisageable que la
phosphorylation d’elF2 soit une des méthodes utilisées par la graine jhiber la

traduction pendant la phase de latence.
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Figure 37: La protéine GCN2 chez Arabidopsis thaliana.

A: Comparaison de séquences entre la protéine GCN2 de levure et
d'Arabidopsis.

B: Représentation shématique des domaines des protéines GCN2
de levure et d'Arabidopsis.
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[11.2. La kinase GCN2 chez Arabidopsis thaliana.

A ce jour, la seule kinase d’elF2aractérisée dans le monde végétal est 'homologue
de GCN2 dA. thaliana :AtGCN2 (Zhanget al. 2003). Cette protéine possede un domaine
kinase ainsi gu'un domaine HisRS de liaison potentiel a 'ARN double brin (Figure 37). Des
transcrits du gene codant pour GCN2 ont été mis en évidence dans tous les organes de la
plante suggérant le caractére ubiquitaire de la protéine. Enfin, la protéine AtGCN2 est capable

d’éviter la mort d’une levure gcn2 mutante en condition de carence en acides aminés.

[11.3. Existence d’'une activité PKR chez les plantes.

Une protéine possédant une fonction « de type PKR » a été identifié dans des extraits
d’avoines en utilisant des anticorps dirigés comme la protéine PKR humaine (Langland et al.
1995). La protéine de cet extrait semble étre activée par de I’'ARN double brin et est capable
de phosphorylem vitro elF2a (Langlandet al. 1996). Enfin, cette méme étude montre que
I'ajout d’ARN double brin conduit a I'inhibition de la traduction au sein d’un extrait de germe
de blé suggérant qu’une protéine de type PKR existe dans le monde végeétal.

Chez les mammiferes, I'activité de la protéine kinase PKR est modulée par un facteur
cellulaire appelé P38 (Galeet al. 1996; Tan et al. 1998). PB8interagit directement avec
la PKR et inhibe son activité kinase en empéchant sa dimérisation. Un homologu&tia P58
éte identifié chez Arabidopset le tabac (Bilgin et al. 2003). La perte de cette protéine rend la
plante plus sensible aux infections virales lesquelles sont associées a la phosphorylation
d’elF2ain vivo chez la plante suggerant que l'infection virale chez la plante conduit bien a
I'activation de la voie elF2Bilgin et al. 2003).

Cependant, la recherche de génes codant pour un homologue de la PKR de mammifere
au sein des génomesAdabidopsis du riz et de la tomate n’a pas permis d’identifier une telle
protéine. GCN2 semble donc étre la seule kinase d’'gbf@sente chez la plante. Il existe de
nombreuses protéines de liaison a '’'ARN double brin dans le monde végétal (Hatglri
2005; Curtin et al. 2008). Il serait donc possible que chez les plantes, deux protéines

différentes, une possédant un domaine de liaison capable de reconnaitre ’'ARN virale et une
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autre, comme GCN2, possédant un domaine kinase, agissent ensemble afin de jouer la
fonction d’une PKR.

[1.4. La voie TOR chez Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana posséde un gene codant pour une protéine TOR essentielle au
développement de la plante (Menand et al. 2002). AtTOR joue un r6le clef dans la régulation
de la croissance cellulaire en réponse aux stress extérieurs en contrdlant le processus de
traduction (Deproset al. 2007; Sormaret al. 2007; Mahfouzet al. 2006). Chez la levure,
I'inactivation de la phosphatase PP2A par la protéine TOR permet d'agir sur la voie de
contrdle de la traduction par elF2dacintoet al. 2001). L’existence de ce type de régulation

reste a déterminer chez les plantes.

[1.5. Contrble des génes intervenant dans la biosynthése des acides aminés.

Chez la levure et chez les mammiferes, elE&t phosphorylé a la suite d'une carence
en acides aminés. Cela conduit a la mise en place d’'une réponse générale de I'expression des
génes de contrble des voies de biosynthese des acides aminés. Il s’agit en effet d’'une réponse
globale puisque la carence d'un seul acide aminé provoque la stimulation de nombreuses
enzymes clefs des voies de biosynthése de tous les acides aminés.

Certaines évidences suggerent qu’il existe une régulation coordonnée des genes codant
pour les enzymes des voies de biosynthése des acides aminés chez les plantes. Par exemple,
chezArabidopsis, les genes codant les enzymes intervenant dans la synthése du tryptophane
sont induits a la suite d’'une carence en cette acide aminé €Zlahal998). D’autre part, une
carence en histidine conduit a I'activation de nombreux genes intervenant dans sa biosynthese
mais aussi dans la fabrication de la lysine et des purines (Bugerl1995). Cependant cette
méme étude montre une absence de réponse générale a la suite d’'une carence en acides
aminés branchés et aromatiques. Chez les plantes, I'existence d’'une réponse générale des
genes intervenant dans la biosynthése des acides aminés par la vaieestE2lonc a étre

élucidée.
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I1.6. Les facteurs bZIP chez les plantes.

A ce jour, aucun homologue de GCN4 et ou d’ATF4 n’a été identifié dans le monde
végétal. Cependant, chez les plantes, la famille de facteurs de transcription de type bZIP est
constituée de nombreux genes codant pour des protéines dont la structure ressemble a GCN4
et ATF4 (Jakobyet al. 2002; Vincentzt al. 2003; Martinez-Garciat al. 1998). Ainsi les
protéines bZIP de plantes possedent une région basique de liaison a 'ADN et un domaine de
dimérisation de type « leucine zipper ». Le génalWeabidopsis thaliana posséde environ
75 facteurs bZIP et on en dénombre 89 chez le riz (Jetkab2002; Deppmann et al. 2004;
Nijhawan et al. 2008). Che&rabidopsis les facteurs bZIP sont classés en 3 grands groupes
subdivisés en 20 familles (A a T) en fonction de leurs spécificités de dimérisation. Parmi les
facteurs bZIP, la famille S est particulierement intéressante. En effet au sein de cette famille,
les facteurs bZIP1, bZIP2, bZIP11, bZIP44 et bZIP53 possédent de nombreux UORF dans leur
séquence 5 UTR (Wieset al. 2004). Il est intéressant de noter que ces 5 facteurs possedent
des homologues dans plus de 30 espéeces de plantes monocotylédons et dicotylédons (Correa
et al. 2008; Wieseet al 2004). Les transcrits codant pour ces protéines homologues ont
d’ailleurs conservé leurs uUORF au niveau de leurs 5° UTR (Waesd 2004; Martinez-
Garciaet al. 1998).

Ces facteurs voient leurs fonctions régulées a la suite de différents stress. En effet, la
traduction des facteurs bZIP2 et bZIP11 est réprimée en présence de sucrose (Rook et al.
1998) (Wieseet al. 2005). Cet effet dépend de la présence des UORF présent au sein de leurs
5 UTR (Wieseet al 2004; Wieseet al. 2005). Un autre exemple vient du facteur bZIP53 qui,

a la suite d’'un stress salin, vient activer la transcription du gene codant pour la proline
dehydrogenase, enzyme qui catalyse la premiére étape de la dégradation de la proline (Satoh
et al. 2004; Weltmeieet al. 2006). De maniere plus générale, les protéines bZIP de la famille

S semblent intervenir dans la réponse a divers stress comme la réponse contre des pathogenes,
contre le froid, la lumiére, la sécheresse et certaines hormones de stress comme l'acide
abscissique ou I'acide salicylique (Leeal. 2002; Shimizu et al. 2005; Rugredral. 2001;

Ditzer and Bartels 2006; Despressal. 2003).
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Objectif des travaux de thése

L’équipe du professeur Jean-Marc Deragon s’intéresse aux différents aspects de la
biologie des éléments SINE. Ainsi, les travaux réalisés au sein de I'équipe s’étendent de
I'étude de [I'histoire évolutive des SINE, notamment ceux de cruciferes, a ['étude
fonctionnelle des éléments SINE. Cette étude fonctionnelle des éléments SINE est
principalement répartie sur deux axes : d’'une part I'étude des mécanismes de rétroposition des
SINE (incluant la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des éléments SINE,
ainsi que la mobilisation et le fonctionnement de la machinerie de rétroposition) et d’autre
part I'étude des fonctions cellulaires des transcrits SINE en tant que riborégulateur. Au cours
de mon travail de thése, je me suis particulierement intéressé a cette fonction cellulaire des
éléments SINE.

Chez les mammiferes, linfection par l'adénovirus conduit a Il'activation de la
transcription de certains éléments SINE Alu. Il s’agit d'un mécanisme conservé car il est
observé avec d’autres famille de virus (le virus de I'herpes) et chez d’autres animaux (le ver a
soie). Adénovirus code pour une protéine, E1A qui est capable d’interagir avec la protéine
Rétinoblastome (RB). Cette interaction provoque l'inactivation de RB ce qui provoque
probablement I'activation transcriptionelle des éléments Alu. Ainsi, chez les mammiféres,
certaines protéines virales agissent négativement sur RB ce qui a pour conséquence de
déréguler le cycle cellulaire, la transcription pol Il de maniére générale et la transcription des
éléments SINE en particulier.

Chez les plantes, I'activation de la transcription des éléments SINE a la suite d'un
stress comme l'infection virale reste a démontrer. Cependant, le virus FBNYV posséde au
sein de son génome une protéine, CLINK, qui est entre autre constituée d’'un domaine de
liaison a RB similaire a celui retrouvé chez E1A d’adénovirus. La premiére étape de notre
étude a donc porté sur I'analyse de la protéine CLINK et plus particulierement I'effet de cette
protéine sur le cycle cellulaire, sur la transcription pol Il en général et sur la transcription des

SINE endogénes de plantes.

La seconde partie de mon travail a porté sur la fonction des éléments SINE de plantes
au sein de la cellule. Chez les mammiferes, I'élément SINE Alu est capable de jouer un réle

dans la physiologie de la cellule en réponse a certains stress. En effet, la transcription de ces
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éléments est activée a la suite d’une infection par certaines familles de virus. Les transcrits
ainsi produits sont alors capables d’interagir avec la protéine PKR. Ainsi, les éléments SINE
sont capables d’intervenir dans des processus clefs de la cellule comme le mécanisme de
régulation de la traduction.

La seule kinase d'elfe2identifiee chez les plantes est la protéine GCN2ezCles
mammiféres et chez la levure, l'activité kinase de GCN2 est activée en présence d’ARNt
libres lesquels s’associent avec le domaine de liaison a I'ARN double brin que posséde la
protéine. Or, nous avons vu que chez les plantes, le SINE SB1 est capable de lier certaines
protéines a domaine de liaisons a '’ARN double brin (comme la protéine HYL1) afin de
moduler leurs fonctions dans la cellule. D’autre part, la plupart des éléments SINE possedent
une partie 5’ dérivée d’'un ARN de transfert, une famille d’ARN dont la structure secondaire
en trefle est parfaitement connue. Les éléments SINE possedent d’ailleurs une structure
tridimensionnelle conservée. Il semble donc envisageable que dans le monde végeétal,
I'activité de la protéine kinase GCNZ2 soit contrélée par un ARN SINE.

Mes travaux ont débuté par la caractérisation de la protéine GCNZAdh@®dopsis
Pour cela, j'ai d’abord mis en évidence la fonction de la protéine GCN2 au sein de la cellule
végétale. J'ai ensuite déterminé les mécanismes de régulation de la protéine en mettant en
évidence certains inducteurs spécifigues aux plantes. J'ai aussi montré l'importance de la
protéine pour la plante et découvert des fonctions potentielles de la protéine dans des voies de
stress typiques des végétaux. Enfin, jai regardé I'impact des SINE de plantes sur I'activité de
GCN2.
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|. Impact du stress viral sur la fonction RB cheZArabidopsis thaliana

I.1. Article 1: The nanovirus-encoded CLINK protein affects plant cell cycle

requlation through interaction with the retinoblastoma-related protein.

La premiere partie de notre étude a porté sur l'analyse de l'impact de la protéine
CLINK du Faba Bean Necrotic Yellow virus (FBNYV) sur le cycle cellulaire et sur la
transcription pol | et pol Ill. En effet, cette protéine étant capable d’interagir avec la protéine
RB, nous avons émis I'hypothése que son expression au cours d’une infection virale pourrait
déréguler la transcription des SINE endogenes de plantes. Néanmoins, avant de tester
directement cette hypothése, il était important de vérifier que I'expression de CLINK avait un
effet perturbateur significatif sur la fonction RB. Ceci a pu étre testé en étudiant les
perturbations provoquées sur le cycle cellulaire par la protéine CLINK. L'impact de CLINK
sur la fonction de régulateur du cycle cellulaire de RB a donc été utilisé comme contrdle
positif in vivo.

L’expression constitutive de CLINK étant Iétale pour la plante, nous avons choisi
d’exprimer cette protéine de maniere conditionnelle. Pour cela, nous avons utilisé un
promoteur inductible par une hormone, la dexaméthasone, ce qui nous a permis d’exprimer
rapidement et de maniere importante la protéine CLINK dans des tissus matures comme c’est
le cas au cours d’une infection par un virus. Ainsi, nous avons établi des lignées transgéniques
d’Arabidopsis thalianaexprimant la protéine CLINK ou la forme mutée dans le domaine
d'interaction avec RB. Parallelement, nous avons infecté des plantes avec le virus FBNYV
pour voir I'effet global de I'infection sur le cycle cellulaire.

Le but de cette premiére étape de notre analyse a été de voir si, chez la plante, le
blocage de la voie RB entraine une dérégulation du cycle cellulaire. Pour cela, I'étude de
plantes transgéniques pour la protéine CLINK a permis de voir que la protéine virale induit
'expression de genes spécifiques des phases G1-S (coniadldss interactions E2F-RB),
mais aussi de genes spécifiques des phases G2-M dans des cellules matures et différenciées.
Des études de cytogénétiques nous ont permis de confirmer que les cellules exprimant CLINK
étaient capables de se diviser a nouveau. Parallelement, nous avons aussi mis en évidence une
augmentation du niveau de ploidie des cellules exprimant la protéine CLINK et des plantes

infectées par le FBNYV.
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Notre étudein vivo a clairement établit que la protéine CLINK est un véritable
modulateur du cycle cellulaire. Sa liaison avec RB conduit a inhiber la fonction de contréle du
cycle cellulaire de RB dans la plante ce qui présente un avantage certain dans la propagation
de linfection virale.

Ce travail a donné lieu a la publication d’un article inséré ci-apres.
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proteins [rom viruses of the genus Begomovires which lack this
sequence systematically leads to the nduction of cell cvcle
progression and S-pbase-relevant genes, such as the prolifer-
ating cell nuclear antigen gene (PCNA) (18, 35, 36).

Members of the second plant virus family with ssDNA ge-
nomes, the nanoviruses, encode a mmltitude of replication ini-
tiator protemns, but only one of therm, the master Rep {M-Rep),
is essential for nanovirus genome multiplication (494, [n addi-
tion, all nanoviruses encode a small {20-kDa) protein named
Clink (for “cell cycle link™) that has been shown to bind human
RE and plant RBR in vitre through its IxCxli motif (5)
Furthermore, Clink 1s an F-box protein that also meracts with
Slpl protein, a member of the Skplicultin/F-box protein com-
plex targeting proteins for ubiquitin-dependent degradation by
the 265 proteasome. Clink acts as a replication enhancer dur-
ing infection by a nanovirus ¢3). The stimulating effect of Clink
on DNA replication is nof nanovirus specific; geminivirus
DNA replication is equally enhanced (3). Although present in
the genomes of all known nanoviruses, Clink is not essential
for the replication of faba bean secrotic vellows wvirns
{FBNYV ) DNA ar for the infectivity and symptom expression
of this nanovirus (301,

The i vitro interaction of Clink with RBER and its fonction
as a replication enhancer m vivo suggested that Clink might
interact with RBR in planta and trigger cell cyele progression
in a manner similar to that of geminivirus Rep proteins or, for
nstance, SV40 T-ag. Therefore, we studied here the influence
of Clink on cell cycle regulation in vivo by using transgenic
Arabidopsis thafiana plants carrying ik gene constructs, con-
ditionally inducible by the glucocorticeid hormone dexameth-
asone (Dex) (2

MATERIALS AND METHODS

Recombinant DNA plasmids and plaxt tramsformatien. The binary transfor
mation vector pTATHZ, containing the complete fvo-component gleocorticeic-
inducible system (23, was clesved with Xhol and Spel The bI\A SCQUCAS
coding eithet for wild ype Clink or for the mutatec Clink™ (Clink™>)
prowin (5) was introduced inte the pTATO02 vector 4s an Xhol - Spcl fragment to
creaic pii AT00L-Clink anc plATO02 Clink™ respectively. ‘The correctness of
ali constmicts was serifiec by sequensing wsing an sutomated capillacy sequencer
and the DTCS sequenciag it (both froa Beckman Conlterh.

Col4 plants were transformed with the pTAT02-Clink or -Clink™"
construct as previously described (12} Tramsgente T1 seedlmgs were selected
alter 2 4o 5 weeks of growth vnder hygromyein selection (20 wg/ml), and several
independent transgenic plant knes were prodaved. A preliminary sereening of
eight cimk and siv hnk™* incependent lines was performed to confirm that the
expression of the viral asgenss was dependent on the presonce of Dex (seo
Fig. 81 in the supplemental material) V2F-controlled VA gene expression
was 80 ested and founc (o be up-reguiaiec in response o Dex treatnent for
the 2ipht transgenic clink lines, while Dex treatment had no effect on PCNA
expression in the six olia S1 ja the supplemental materialy
Therefore, for sach construct, one repmwnmuve line that segregated for a single
T-DNA insertion locus according o the hygromyein resistance cc;:rcgauon p:uu:m
wasselected and established at the homozygous stars. These two transgenic
4t plant Jioes isplay roug hiy similar transgene expression under ghicocorticoic

Ink and
il
induction and were usec for the wholk set of experiments cescribed.

Glucocoriicoid treatments and plant growing conditivns. Dex (Sigma) was
dissolvec in 987 cthanol ar 20 mM Doz (stock sofution) and stored 3t 20°C in
a Mghi tight vial afls L plants were grown in the greenhauss for 6 o
7 weels, For detached-leal juductions, fully expanded matuze leaves were cul
from each rosctic anc incubated either in a soludon of distilled warer including
Dex at a final concentration of 30 pM in 0.1% ethanol or in 0.1% ethanol as a
negative (mocky control Atd, 2,5, 24,48, or 72 hoafter induction, the leaves were
pollenicd and used for tol-KNA cxtraction. I addition, leaves weore ased tor
total protein extraction after 24 h of induction.

82

1 Vireoo.

Plagis wete germinated ia viieo on standard 11,50 Mutashige and Skoog (MS)
medivm (M 5319 Sigina) supplemented with 1<% sucrose and 0.8% Bacto agar
at 217°C under growth coaditions of 16 h of light and & h of darkness. For
inductions lasting 3 to 4 weeks, 3-cav-old seoclings were transierred cither o
fresh 0.5 MS medinn 1% suctose platss containing 30 uhd Dex or ta control
Plates containing 0.1% ethonel and were maintained under the sanw growih
conditions. Affer the respoctive indiwction period the third and fourth rosetic
leaves amdd the first cauline leaf wete harvesied for Aow c¥tomeity of scanning
election miceescopy (SEM) walysh. Whoke planls were hatvisiod W protedin
extraction s immunoblor analyis. Aleruatively, fally expanded mamre Jeaves
from greenheouse plants were incubatec in 0.1% ethanol in the presence or
abwence (mock control) of 30 pM Dex and were anulyzed Ly low cytomeury and
mimunablotting after 4 days of treatment.

Infection of plants by FBNYY. A, thaliona planis were enher imfected with
FENYV by vimliferous dpiis cracercra aphids of mock eated with nonviru-
liferons aphids reared as described ekewhere 151). Two-wveek-old A
planis were exposed for an inoculation access period of 3 1w ¥ days, and aphids
were Kilked with 2% Dedevap (Bayer). Healthy and infeeted plants as well as
nonvinliferous and viraliferous aphids were maintaiied at 25°C and 50% hu-
micity with 16 h of light in cages inside growth chambers in A restricted-access 53
confinement facility,

Cytogeneties. Plant leat material was obtained as described tor detached-keal
inductions (sec above) Following fixation of the leaves in ethanol-acetic aeid
73:4%, nuclei were spread on 2 shide according o reference 44, Nucki were
stainec with 4,6’ -clamicino-2-phenylindale (DAPT)

Flow cytometry. Une 10 o square contdmeters of fresh lcaves was fincly
choppcd in 600 ml of Ganraith bufier {171 supplemented with 0.1% Triton X-10¢

thewifenn

%

bitered oo 45 m m(ﬂll, ticated with 20 pg/md ot KNase A i Roch
on ioe, and stained with 20 pginl propicium fodide. The ssmples were analyzed
on an EPICS Elite ESP cytometer {Coulter, Hialeah, FL). Es
fluotochrome was pertormed by an air-cooled argon lascr (Lniphase) at 458 am
and 20 mW,

Total protein extraction and immunoblot analysis. 4. it leaves or whole
plants weic harvested after Dex or ethanol treatment (sco ahove). ' Total protein
extracis were prepared as described elsewhere (32). Leai tissue | fresh weight, 109
ol Was grouid tu o Hne puwler wsing an MM301 miver sail! {Retsch and
resuspended at a 12 fwikol) ratto in 23 Laemmii bofler. The extracts were
centrifuged at 15,000 < ¢ for 15 min at4°C, and 120 (10 wl) of the 1otal proteins
was fTactionated by sodium codedy! sulfate (SDSi-12%% polyacrylamice gel ckee-
rropharesis and anatzed by imenmaeblotting using polvclenal ant-Clank anti-
bodies (1:500 dilotiony 55 primaty antibocks as deseribed previousty (4). Antigen
was deteewed using, an BCL detection kit { Amersham}

SEM. The leaf epidermal sorface was visualizec by STN with a Hitachi
5 300N microscope usacer the enwvirenmenil secondary eleciron detecior
mode. Samples were slowly (rozen al —18°C under 1 partial vacuun (%0 Pa) on
the: Peltier stage prior to abservation. The adaxial lamina surfaces of the third and
Tourth expanded leaves of 4-wesk-old plants grown in the presence of Dex or ethanol
were visualized. Cell areas wers measured using Tmagel 1.280 soltware,

Total-RNA isclation, Northern blot analysis, guantification, and cell cyele
sene-specific probes. Total RNA was extracted as described elsewhere 131}, For
Northern blot analysis, RNA samples were depawwred and separated on 1%
apacoe-formakiehyde gels (39). The RNAs were transferred to Hybond-N™
membeancs { Amershant-Plasmacia Bioteeh s Ty capillary blotting and fived by
UV cross-linking. Prehybridizations and hvbnmzauom Wete careied out in 506
formamide—5" SSC {13 SS8C is 0.15 M NaC'l plus 0015 M sodivm citrate}-1%
SD8-1x Denhacdt solition-100 pgrml of shearcd, denanmed hotring spern
DNA 10% (winel) Cestean sulfate at 12°C. Mewmbranes were washed with 1.7
SSC-1% 8D3 for 15 min at 42°C and thea foc 15 min at 65°C, followed by fwo
washos with 0.1 $3C-1% SD$ for 15 min at 65°C. Signals were visualized by
autoradiogeaphy or by using a phosphorimager {Mokecilar Tmaget FX; Bio R 1([)
for quantification,

Tipr the detection of ccli cycle-regulated gene transcripts, probcs corecspond-
g to pars of the PONA 2 (A12229570), CDCéa rAt2e2968d). CDKBIL
(AHgT65 101, CyeB1;1 (A4g37490}, aad CycB 14 (A 24 26760) cDNAs were FUR
amplificd {primers availabic on rogiest)

itation of the

RESULTS

Production of siably transformaed 4. thalicne plants with a
slucocorticoid-inducible dink geme. In vitro and yeast two-
hybrid assavs botl suggested that Clink is able to interact witl
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FIG. 1. Expression of viral ssquences in transgenic plants, showing the impact of Clink on cell eyele-regulated gene expression. Following Dex
(D) or ethanol (B) treatment of detached, fully expanded leaves, total RNAz (panel A) or proteins (panel B) were extracted and analyzed. [A) Six
micrograms of total RNAs extracted from the expanded rosette leaveswas used for Northern blot analysis. The time (T) of the treatment and the
identity of the transgenic plant line (C, Clink; C*, Clink™®) are given above the panels. The two membranes were hybridized successively with
probes specific for the classes of genes given on the left (see Materials and Methods). The transcript level of getin was used as a control for
quantifieation. Six micrograms of total RNA extracted from cells from an actively growing 4. thaligna T87 suspension culture (6] was also loaded
and served as a positive control for hybridization with the cell oycle-specific probes. (B) Typical immunoblot result obtained with the anti-Clink
antibodies, Molesular masses of protein markers (in kilodaltons) are given on the right. As previously reported (5), the Clink™ protein migrates
slightly faster than the Clink protein. Equivalent amounts of proteins were loaded in each lane, as confirmed by the similar intensities of the

=45-kDa bands resulting from cross-reactions to endogenous proteins.

RB and potentially modulate the host cell cycle (5). Because
we failed to establish Arabidopasis lines containing a o/ink trans-
gene under the control of the strong, constitutive cauliflower
mosaic virus 358 promoter, we took advantage of the tightly
regulated glucocorticoid-inducible system (2). With this sys-
tem, we established transgenic 4. thaliana lines with condi-
tional expression of Clink or of a mutated version of Clink
{Clink™"%. The Clink™" protein differs from wild-type Clink
by 2 amino acids that convert the LxCxE motif to LxRxA and
render it incompetent for binding to the A/B pocket domain of
RBR (5). Based on a preliminary screening, representative
homozygous lines expressing Clink or Clink™" were selected
for further studies (see Materials and Methods; also Fig. 51 in
the supplemental material). Following Dex treatment for 2 to
72 h, efficient expression of the respective clink transgenes was
obtained, leading to accumulation of comparable levels of
clink-specific transcripts (Fig. 1A). Transcript levels were cor-
related with the accumulation of Clink or Clink™* protein in
leaf tissue as revealed by Western blot analysis using Clink-
specific antibodies (Fig. 1B; see also Fig. 3D).

Clink-specific indvetion of cell eycle-regulated genes. To
assess the cellular impact of Clink, we studied the expression of
two well-known B2F-regulated genes, encoding PCNA and the
chromosomal DNA replication origin protein (CDCS), in re-
lation to Clink induction. Bxpression of Clink, but not Clink™",
in detached, expanded 6 to 7-week-old rosette leaves was
clearly associated with the transcriptional activation of both
genes (Fig. 1A). PCNA- and CDCd-specific transcripts were
already detectable 5 h after the beginning of Dex treatment,
and a longer induction time with Clink correlated consistently
with PCNA and CIHCE gene expression. No impact on PCNA
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or CDCE expression was observed for Dex-treated Clink™*
plants or ethanol-treated Clink or Clink™* plants. To analyze
whether Clink expression could impact the transcription of
cell eycle genes other than B2F-regulated S-phase genes, the
same Northern blots were hybridize d with probes specific for
B2-type cyclin-dependent kinases (CDKB2) and the Bl-type
cyclins CyeB1;1 and CyeBl;4. In plants, CDKB2 proteins are
thought to control entry and progression through the M phase,
and this class of genes (CDEB2:1 and CDERZ:2) is expressed
only during the G, and M phases (24, 27, 34). Similarly, accu-
mulation of transeripts of plant mitotic cyclins of the Bl class
is limited to the G, and M phases of dividing tissues (23, 37).
For all three Go/M markers, specific up-regulation was de-
tected only when wild-type Clink was expressed (Fig. 1A). In
contrast to that of PCN.A and CDCE, transcriptional expression
of the CDXEZ, Cyefl:]l and CyoeBI4 genes became clearly
detectable at 48 h after Clink induction (Fig. 1A). When whole
plants were treated with Dex, analysis of mature leaves showed
results similar to those reported in Fig. 1 {data not shown).
Therefore, for short-term induction experiments, we decided
to work on detached mature leaves.

To further investigate the impact of Clink on the cell cycle,
nuclei were isolated from detached, expanded rosette le aves of
6- to 7-week-old Clink and Clink™"* transgenic plants that had
been treated for 4 days with Dex or ethanol, spread, and
stained with DAPIL Ethanol-treated tissues and Dex-treated
Clink™"* plant tissues displayed similar distributions of only
two types of nuclei (Fig. 2A and B), a situation typical of
mature 4. thalicng leaves (41). About 95% of these nuclei
showed a mostly oval shape with irregular contours and exhib-
ited about 10 intensely DAPI stained regions termed chromo-
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FIG. 2. Representative DAPI-stained nuelei isolated after 4 days of
Dex treatment on detached, expanded 6- to 7-week-old rosette leaves
from Clink-transgenic plants. The relative proportions of these differ-
ent types of nuclei in Clink-expressing tissues were as follows: 33%% for
oval nuelel with irregular contours and ~10 CCs [A), 10% for larger
nuclel with more CCs (B), 19% for smaller, rounded nuelei with > 10
CCs [ Cand D), 7% for nuelei with highly condensed enchromatin (B},
and 1% for dividing (e.g. anaphasic) nuclei (F). For Dex-treated Clink™*
plant leaves and ethanol-treated Clink or Clink™* plant leaves, only
nuclei of the types shown in panels A and E were observed, in pro-
portions of about 95% and 5%, respectively. In each case, the relative
proportions are based on the observation of 800 to 1,100 nuclel. Bars,
15 pm.

centers (CCs), which reflect the classical organization of the
centromeric and nucleolus organizer heterochromatic regions
(Fig. 2A). The other 5% of nuclei (Fig. 2B) appeared larger,
with a higher number of CCs, a characteristic associated with
a high (usunally 16C to 32C) ploidy level (41). In Clink-express-
ing tissues, these two types of nuclei were also observed, but
the proportion of the major fraction was drastically reduced,
from 95% to about 33%, while the proportion of the minor
fraction was increased from 5% to 10%, and new nucleus
configurations became visible. Among these, a large fraction of
nuclei clearly displaved some of the morphological changes
associate d with young, dividing cells, such as nuclear rounding
and smaller nuclei (Fig. 2C, D, E, and F). For 19% of the
nuclei, this phenotype also correlated with the presence of
more than 10 CCs, suggesting increased levels of ploidy (Fig.
2C and D). Seven percent of the nuclei displayed an overall
intense DAPIT staining indicative of highly condensed euchro-
matin (Fig. 2E). Moreower, 1% of the nuclei were unambigu-
ously identified as metaphasic (not shown) or anaphasic (Fig.
2F), thus providing direct evidence of mitotic activity in the
Clink-expressing leaf tissue.

Phenotypic effects of Clink expression in 4. fhalicna plants.
Three-day-old 4. thalizng seedlings germinated in the absence
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of Dex were transferred to new plates containing 30 pM Dex
or control plates containing 0.1% ethanol and kept at 21°C
with a photoperiod of 16 h of light. Under these conditions, no
visible differences in the growth or morphology of leaves or
roots between A thaliaha plants expressing Clink or Clink™*
and wild-type Cold plants were observed (data not shown). The
accumulation of Clink or Clink™* protein in leaves was con-
firmed by Western blot analysis using Clink-specific antibodies
(Fig. 3D). The adaxial lamina surfaces of the third and fourth
expanded rosette leaves of 4-week-old plants grown in the
presence of Dex or ethanol were analyzed by SEM. The wild-
type A. thaligng leaf epidermis contains three cell types: pave-
ment cells in a jigsaw puzzle-like pattern, stomatal cells, and
trichomes. Rosette leaves of Clink-expressing plants showed
clusters of small pavement cells surrounded by almost normal
puzzleshaped cells (Fig. 3A). Ethanol-treated plants (data not
shown) or Dex-treated nontransgenic Col4 and Clink™* plants
(Fig. 3A) showed epidermal pavement cells of a normal puzzle
shape and size. Comparison of nontransgenic Cold plants and
Clink-expressing plants revealed a decrease in cell size in the
Clink-expressing plants (Fig. 3A and B). Cell size was quanti-
fied using SEM images of the third rosette leaves of each
genotype. The results showed a significant (P < 0.05 by Stu-
dent’s t test) decrease in the mean cell surface area (~65%) for
Clink-expressing plants (1,633 um® for 210 cells measured)
compared to wild-type Cold plants (4,612 pm? for 180 cells
measured). No significant change (P < 0.1) in the mean cell
surface area was observed for Clink™-expressing plants
(4,769 p.m* for 210 cells measured) compared to nontransgenic
Celd plants (4,612 pm® for 180 cells measured). The reduction
in the size of pavement cells for Clink-expressing plants was
accompanied by a 4.5-fold increase in the number of pave ment
cells (Fig. 3C), while the numbers of pavement cells in leaves
of Clink™"*-expressing plants and nontranseenic control plants
were similar. In addition, the number of stomatal cells was
2.5-fold higher in Clink-expressing plants than in Clink™:*-
expressing and nontransgenic control plants (Fig. 3A). These
results suggest that the arrest of cell division of epidermal leaf
cells in Clink-expressing plants was less synchronoos than that
in nontransgenic or Clink™"* expressing plants.

Effect of Clink expression on ploidy levels. To analyze the
impact of Clink expression on endoreduplication cycles, the
ploidy levels of leaves were measured by flow cytometry.
The third and fourth expanded rosette leaves from 4-week-old
plants of the three genotypes, grown on plates and subjected to
the same induction treatment as that for plants analyzed by
SEM, were used (Fig. 4A and B). Six replicates were analyzed
in three independent experiments. The ploidy level of ethanol-
treated plants {data not shown) and those of Dex-treated non-
transgenic Col4 and Clink™*-expressing plants did not show
significant differences. For Clink-expressing plants, however,
the fractions of 2C (? < 0.001 by Student’s ¢ test) and 4C (P <
0.01) ploidy level nuclei were lower, and the fractions of 16C
(P < 0.001) and 32C (P < 0.01) nuclei were drastically higher,
than those for nontransgenic Cold plants. Similar results were
obtained uvsing detached leaves of 6-week-old greenhouse-
grown plants when the leaves were induced for 4 days in liquid
Dex medium (Fig, 4C). Collectively, these results indicate that
leaf cells in Clink-expressing plants had undergone more en-
doreduplication cycles than those in nontransgenic Cold and
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FIG. 3. Effect of Clink sxpression on eell size, (A) SEM of the leaf adaxial epidermis of Clink-expressing, Clink™*-expressing, and nontrans-
genic Colf plants. Bars, 200 um. (B) Cell area distribution of Clink-cxpressing (open bars), Clink™ capressing (shaded bars), and nontransgenic

{solid bars) Col4 plants. (C) Number of eells per square millimeter of leaf epidermis of Clink-expressing (open bar], Clin

k™ _expressing (shaded

bar), and nontransgenie {solid bar) Col4 plants. (D) Immunoblot analysiz of total proteins from Col4 plants and from the two transgenic plant lines
uging Clink-specific antibodies. The identity of the plant line iz given above the panel. As explained for Fig. 1E, the Clink™* protein migrates faster
than the Clink protein. Plants for which results are shown in panels A and D were grown and induced under the same conditions.

Clink™"*-expressing plants. This induction of the endoredupli-
cation cycles clearly depended on an intact RBR-binding do-
main (LxCxE) of Clink; hence, interaction with RBR is re-
quired.

Ploidy levels in FBNYV-infected tissuve. Infection of several
ecotypes of A thalizng with FBNYV by means of viruliferous
Aphis craccivora has been established previously (1. Vega-Ar-
reguin et al., unpublished data). Figure 5A shows the symp-
toms of FBNYV infection in a Cold plant 3 weeks after inoc-
vlation by wviruliferous aphids. Infected plants were stunted
compared to plants that had been exposed to nonviruliferous
aphids {(Fig. 5A). FBNYV levels were measured by an enzyme-
linked immunosorbent assay (kindly provided by H. J. Vetten).
The virus accumulated to high levels in newly developed tissues
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(data not shown). As in the case of Clink expression, infection
with FBNYV resulted in a significant increase in ploidy levels
in the leaf cells (Fig. 5B). Infected cauline leaves showed lower
levels of 2C (£ < 0.001) and 4C {# < 0.05) nuclei and higher
levels of 3C (P < 0.01), 16C (P < 0.05), and 32C (P < 0.01)
nuclei than leaves exposed to nonviruliferous aphids. The shift
of ploidy to higher levels in the nuclei of FBNY V-infected
cauline leaves suggests that the nuclei with elevated ploidy
levels underwent virus-induced endoreduplication that paral-
leled viral DNA replication.

Clink expression does not influence expression of PolIll-
and Poll-transcribed genes. In mammals, RB also acts as a
general repressor of transcription by Pollll and Poll, poten-
tially to control cell growth, and interacting viral proteins such
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FIG. 4. Effect of Clink capression on endoreduplication in rosette and cauline leaves, (A) Flow cytometry profiles of the DINA contents of

nuclei from third and fourth expanded rosette leaves of 4-weel-old Clink
on plates in the presence of Dex. (B) Compatizon of the DNA contents

-expressing, Clink™®-expressing, and nontransgenic Cold plants grown

in nuelei of rosette leaves derived from Clink-expressing (open bars),

Clink™*-expressing (shaded bars), and nontransgenie (solid bars) Col4 plants. (C) Comparison of the DNA contents in nuclei of detached cauline
leaves following 4 days of Dex treatment. For panels B and C, three independent experiments with six replicates were performed; representative

results for one replicate are shown in panel A.

as T-ag, B7, and E1A are able to neutralize this repression
(29). To address the question whether the same may occur in
plants following the Clink-RBR interaction, we used the same
RNA samples analyzed in Fig. 1A and performed polyacryl-
amide gel electrophoresis and several hybridizations using
probes specific for (i) the Poll-transeribed 5.85 rfRNA gene, (i)
the Pollll-transcribed class-1 55 rRNA gene and class-2
tRNAzla gene (controlled by different intragenic promoter el-
ements), and (iii) the PollTl-transcribed class-3 731, U, and
U3 genes (relying solely on extragenic promoter elements)
(data not shown). For the 5385 rRNA gene and all PollIIl-
transcribed genes tested, induction of Clink did not correlate
with a significant change in the accumulation of the respective
RNA. A similar result was observed for the Poll-transcribed
185 rRNA gene (data not shown). Therefore, these results
indicate that expression of Clink is not accompanied by a
significant increase in gene transcription by Pollll or Poll
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suggesting a difference in the pathways of cell growth regula-
tion by RB and RBR in mammals and plants.

DISCUSSION

Having established that the nanovirus protein Clink binds
the key cell cycle regulator protein RBR and enhances the
replication of FBNYV DNA (5), we studied here the influence
of Clink on cell eycle regulation. For that purpose, transgenic
A thaliana lines were constructed in which the expression of
Clink or the RBR-binding-deficient variant Clink™" could
be controlled by induction with the glucocorticoid hormone
Dex (2).

Depending on the expression of a functional Clink protein,
transcription of the E2F/DP-controlled S-phase-specific genes
encoding the PCNA and CDC6 proteins was readily induced,
whereas expression of Clink™*, an RBR-binding-deficient
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FIG. 5. FBNYY infection of A. tha¥iana plants. (A} Symptoms of an infected plant (left) compared to & healthy plant (right). (B) Ploidy levels
in cauline leaves of FENYV-infeoted plants (shaded bare) or healthy control plants {solid barg) 29 days postinfection,

Clink wvariant, did not cavse any induction of PCNA- and
CDC8-specific transceripts. This is consistent with the assump-
tion that via interaction with 4rafidopsis RBR, Clink triggers a
cell cyele progression beyond the RBRcontrolled checkpoint.
Similar effects on the S-phase transition were reported for
ancther plant DNA virus RBR-binding protein, the tomato
golden mosaic virus Rep (or ALL) protein (15, 26, 36). Clink
expression also cavsed increased transcription of G,-M-spe-
cific genes encoding the B2-type cyclin-dependent kinases and
the Bl-type cyclins CyeBl;1 and CycBly4 (Fig. 1A). This is
suggestive evidence that not only DNA synthesis (during S
phase} but also, at least to some extent, mitoses and cell divi-
sions might be triggered by the induced expression of Clink
These findings were further supported by in situ fluorescence
analyses of DAPI-stained nuclei derived from Clink- and
Clink™"-transgenic plant leaves (Fig. 2). Following expression
of Clink, but not Clink™", the fraction of leaf nuclei displaying
more than 10 CCs increased from 5% to 29% (Fig, 2B, C, and
D), moreover, about 1% of metaphasic or anaphasic nuclei
(Fig. 2F) were clearly identified among Clink-expressing cells,
a situation unexpected in mature Arabidopsiz leaves. These
results provide clear evidence of Clink-induced cell cycle re-
activation in mature leaf tissues associated with enhanced en-
doreduplication and some mitotic activity. Recently, the gemi-
nivirus RBR-binding RepA protein was also shown to affect
the G,-M transition in transgenic Arabidopsis plants (14). Fol-
lowing disruption of RBR function by RepA in late -developing
rosette leaves, a general increase in the ploidy levels of leaf
nuclei was observed, and fully expanded pavement cells dis-
played the capacity to engage in a single division event. In our
case, these epidermal cells are also likely to account for at least
a fraction of the mitotic events observed in response to Clink
induction in fully differentiated rosette leaves from 6- to
T-week-old seedlings.

In contrast to the small DNA viruses of mammals, which
cause extended cell proliferation (tumors), such excessive cell
proliferation has never been observed to be associated with
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infection of plants by ssDNA viruses. Only limited tissue pro-
liferation or cell enlargement is caused by some geminivirus
proteins (30, 44). It was therefore of interest to assess the effect
of prolonged (3- to 4-week) expression of the cell cyele “de-
regulator” Clink on plant tissue. Clink-expressing as well as
Clink™*-expressing plants that had been grown for 4 weeks in
the presence of Dex showed no obvious morphological differ-
ences. A closer inspection of the adadal epidermis by SEM,
howewver, revealed a clearly different phenotype for Clink-ex-
pressing plants than for Clink™*-expressing plants or non-
transgenic Cold plants (Fig. 3). Clink-expressing plants had a
significantly increased fraction of smaller epidermal cells (ex-
trapolated from their smaller surface area), and this size re-
duction was accompanied by incre ases in the numbers of pave-
ment and stomatal cells (Fig. 3). Similar phe notypes have been
described for Arabidopsis plants overexpressing E2Fa-DPa (7),
AtCDTI1, or AtCDC6 (9) and for Arabidopsis plants subject to
geminivirus RepA-induced RBR inactivation (14). This is in
line with the assumption that due to prolonged expression of
functional Clink, the RBR-imposed block of transcriptional
activators of the E2F family remained suspended, and some
mitotic cycles and subsequent epidermal cell divisions oc-
curred. Concomitantly, the ploidy levels of nuclei from the
third and fourth expanded rosette leaves and cavline leaves
from the same plants (4 weeks of Dex induction), assessed by
flow cytometry, revealed a clear shift toward 16C and 32C
DNA contents (Fig. 4A and B). The beginning of such a shift
toward a higher ploidy level could already be observed after 4
days of Clink induction (Fig. 4C). The Clink-induced increase
in epidermal pavement cell and stomatal cell division and the
concomitantly elevated level of ploidy of total nuclei from the
corresponding leaves suggest a differential effect of Clink on
the nuclear cycle in epidermal cells and total tissue nuclei
These changes are the consequence of transcriptional repro-
gramming suggested by the up-regulation of EXF target genes.
In epidermal cells, no endoreduplication occurred beyond the
already existing level (not determined), because larger epider-
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el cedls, eapecied ke cose of o higher degres of ploidy (see.
for nstance. references 28 and 33} were notl observed, Al the
same time, i fotal cclls from the same leaves, a fraction of
nucled cxisted that Ted undergene moee endocveles. Sinee
Clink dearly triggers Qrunseription of S-phuse-specilic genes.
e, PONA and CDOE, us well 1 the mitolw evelm cveHET 0
dichotomy i the offcer of Chink an cell evele segulation i the
nuclzi af cclls of ditferent tisancs 12 cazily conecivabile. Snch a
baluneed dichatlony b E2FDP-depenident ofeols oo il eoll
evele il ocll ke s ulsg beew projposed by cihers (79 id),
lndesd, the authers concluded that the RBREE patbway
rogililes the balance between ool proliteration, cndocyele
program. aisl difercntiation. They also coucluded that the
impoatance of thas pathway depends on the cell pe. the tissue,
and the developmental stage.

A cloar shifl of the nuclvar pheily bo elevated levels (80 16,
aml 3] was ul:\eneu  caubine leaves of FENYVanlecled
s plaots {dg. 33 B is remptng to speculare that the
endrcycling nuclei are derived either from cells that are tar-
geted Ly FENYY tor its rephication or from cclls that contain
al least some FONYY DNA components, Nanovirises e
sgmsumiedh 1 be restrieled 1o the pidoem {524, but {he tupact oo
the eweralh plowdy level deteeted for FENY Voanfectad canline
leaves ageests that this s 0ot the case. Mo data are availahlc
on the multplication of TENYV m epulermal cells, and
whether nanoviruses vade the mesophvll s not konewn, Ad-
rampta o detemmine the rrapism of FBNYV in 4. thaffoea by
mununalacabization with the available polyclomal antiboedics
agains) Clink. M-Rep and FENTV moticlos were unsnecesis
ful, due to cross-reaction of these autibodies with hest plauat
prateing, Nanovirnses (520, inchidiog FENYV (B O Ram ez,
unpubdished resnbisj, code far rwo proteins invebred i eceil-to-
ol muvemuont, [N AN coddes for o nuelear sttt le protein and
DINA-M tor o movement protesy, The movement protem and
nuclesc shuttle profein coordinate the movement atviral DNA
as viral nucleopratein compeses from the nucleus Lo the o
topbusm und [rons the ofloplasm to e netghbermyg cebls, I s
pusstlie il nanovirises hove the capacty (o Lvade won-
phloam tases, sce this bas boen abscived for some bypartire
semintviuses suck as the hogomoirig bean dwset mosaie vio
ey (38, On ke otber hand, it s also pessible thal some
FENTY TiNA components are not limited to e phlosm, ot
Teast w1, haadivre . Recont shindies {42 with the aanovins milk
vetch dbwarf vimis (MDY} mdicate that the expresaion of the
ndividuad DNA components 15 diferentislly regolateds the
promeier of MDV-M s active el ooy in phloem and meri-
stemnatic tissues but also in mesophyll and certex cells, It there-
Ioee appoars logical too assume that noelen with an clovated
ploidy devel underwent virus-induced (e Clink-teiggored}
eadovsduptication that parallebed viral DNA replication, A
sunilar sitvation was provicwsly reported {or wlection of
Digitavia setigerva vath the mastrevions INgitaria <treak vims,
which waz accompainicd by an increaze in the fraction of
S-phase auclel (Lo

Suice the effects of Clink on the expression of cell cvcle
velevant genes anvolving interaction with RBIR proteins are in
many aspeets comparabic fo thase of the cell cyele regulators
of smuall PN A fimor vireses seeh as S0 Tag or BT of human
papllomavicises, we wore Mlerestod b oseeg whetler Clink
might also wfvence the transcryption by Poll and Pellll of
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genes wunplicalad in ecll growth regulation (for o reviea, soe
reference 297, Nurthemn Mot anabyses of e Poilaranscriied
SA8 rRNA gone and of five Pollll-#eanseribad penes, the 5
RN A RN ek, AT A and BF openes oevesled o signifi-
curd deflersnees m lronseripl sevimialsalion epon Clak sdoe-
Hon fdata not shown), Therelove, tHiese classes of genes -
wvodvod inecll growth regulatum are not affeeted by Clink, in
agrocment with the abscrvarion that na gross ncrease m el
siee wis observed i Clink-eypressing tissue, Adse, [or the
RBR-imteracting eell ovele modelutors of olher ssDNA plawt
virises. .8, the mastrevins RepA protein aod the Degontovi-
s Rep {Al_l b prodcin, neieceease woecll siee has hecn ro-
ported. Tl only prolem kiwwn o cause an inerease nvcll st
@ the 4 profein of heet covly tap vieus (300, Elence, to rean-
late their cebl p brouﬂ‘ {see ), plants and aninais hove obvioush
cvodved diverging molecular strategies (for reviews, sew reler-
enges 25, 430 aned 4867,

In the present study, we have shown that the nanovinis cell
cvcle link protein Chnk significantly interferes with the plant
celb evals invive, concancably vin mtarmction with ccll RBR. An
ntriguiy, question still remains, however: wlal s the tiolog-
wak spenificonce of Clink as an F-box protein, its binding e
SR and ks connection to the 8COR-regulated predcin tom-
oecr pathway? A “transgenic” approach compashle to that
deseribied here, employig the tghlly vegulated conditional
expression of Clind or mrutael Clind, ey be osefol Tor shied-
ding further light an the moleonlar details of ather Clink fane-
tons andd on nanoviens binlogy i general.
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SUPPLEMENTARY DATA.

Clink |

PCNA
258
Ci13 Ci4 C*13 (")
Clink
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SUPPLEMENTARY FIG. 1. Expression of the viral transgenes in CLINK and CLINK
transgenic lines and its impact on cell-cycle gene regulation. Eight CLINK (C) and six
CLINK™!" (C*) independent transgenic lines were tested in a preliminary screening. 15 pg of
total RNAs was extracted from aerial parts of two-week-old plantlets following a 24 h dex (D)
or ethanol (E) treatment. The identity of the probes used is indicated on the left. 25S RNA
served as loading control. Following dex treatment, comparable levels of CLINK and
CLINK™" specific-transcripts were detected for all the transgenic lines, but upregulation of
the E2F-controlledCNA gene expression was observed for the eight CLINK-expressing
lines only. The CLINK n°5 and CLINR" n°1 lines (pointed by a circle) were selected and

used as representative lines for the rest of the study.
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Figure 38: Crible de l'infection virale par PCR.

A: Principe du crible par PCR pour la présence de I'ADN viral Rep2.
B: Résultats de la premiere amplification de I'ADN viral.
C: Résultats de la seconde amplification de I'ADN viral.

by

Les plantes révélées positives a I'amplification sont indiquées en
caracteres gras.
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1.2. Données supplémentaires.

L'activation transcriptionnelle des SINE en réponse a différents types de stress
apparait comme un phénomeéne largement répandu chez les animaux et a conduit a proposer
gue ces éléments puissent étre de véritables "génes de stress", une fonction potentiellement
conserveée chez les eucaryotes supérieurs (Cf. paragraphe VII de la synthese bibliographique).

Pour évaluer le réle potentiel des éléments SINE dans la réponse cellulaire au stress
chez les plantes, nous avons testé I'impact d'une infection virale sur la transcription des génes

pol 1ll, en particulier sur la transcription des éléments SIMEadbidopsis thaliana.

[.2.1) Impact de l'infection virale sur la transcription pol Ill.

a. Crible des plantes infectées par le virus FBNYV.

Pour identifier les plantes ayant développé une infection systémique apres contact avec
des insectes porteurs du virus, 'ADN extrait des tissus aériens de chacune des plantes
congelées a été criblé par PCR pour la présence du virus en utilisant des amorces ciblant une
région de la réplicase virale (Rep2) ou de la protéine CLINK. Les amorces utilisées sont
décrites en annexe 5. Chaque ADN a subi une premiere PCR suivie d'une seconde PCR en
utilisant une amorce interne a la premiére amplification (Figure 38). Une amplification du
géne Rep est visible des la premiere PCR chez 5 des 9 plantes potentiellement infectées (les
plantes n°3, 4, 5. 6 et 9) (Figure 38). Une deuxieme amplification montre que toutes les
plantes mises en contact avec le virus (excepté la plante n°8) sont réellement infectées (Figure
38) mais suggére que le niveau d'infection puisse varier entre les différentes plantes. L'ADN
de plantes contrbles mises en contact avec les insectes sains a été utilisé comme contrdle
négatif. Comme attendu, aucun signal d'amplification de I'ADN viral n'a été obtenu.

Ainsi nous avons pu mettre en évidence la présence d'une infection systémique dans la
majorité des plantes (8/9 soit 90% des plantes) qui peuvent donc étre également utilisées pour
la suite de l'analyse.
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Figure 39: Quantification de I'expression des transcrit pol Il
a la suite de l'infection virale.

A: Hybridation avec les sondes 7SL, actine, U3, ARNt phénylalanine,
5S et U1.

B: Quantification de la quantité de transcrit 7SL chez les plantes
infectées et les plantes contréles.

Les plantes révelées positives a la premiére amplification PCR sont
indiguées en caractéres gras.
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b. Quantification de I'expression de génes pol lll chez les plantes infectées.

Afin de voir un éventuel impact de l'infection virale sur la transcription pol I, 'TARN
extrait de chacune des plantes infectées ainsi que de plusieurs plantes contrbles a été utilisé
pour tester le niveau d'accumulation de différents transcrits pol Il par Northern-blot.

Le niveau d'accumulation a I'équilibre des genes testés a été normalisé par rapport aux
transcrits Ul ou actine. L'expression de ce gene transcrit par I'ARN polymérase Il est attendu
relativement stable entre plantes au méme stade de développement, le géne actine étant
d'ailleurs communément utilisé comme standard dans des expériences de quantification. De
méme, I'expression du gene Ul a été détectée comme étant stable notamment au niveau des
tissus foliaires quel que soit leur stade de développement (Egeland et al. 1989).

L'ARN extrait des parties aériennes (principalement a partir de tissus foliaires des
plantes) a été séparé sur un gel MOPS-agarose. L'ensemble des plantes mises en contact avec
l'insecte porteur du virus ont été analysées (Figure 38, plantes infectées n°1 a 9). Cette
approche doit nous permettre de tester la réponse des genes pol Il sur des plantes présentant
différents niveau d'infection, les plantes positives pour la premiere amplification PCR pouvant
étre considérées comme plus infectées que les plantes positives pour la seconde amplification
uniqguement ; la plante 8 peut étre assimilée a une plante non infectée par le virus.
L'expression de différents transcrits pol Il a ensuite été déterminée grace a I'hybridation de
sondes spécifiques. Les résultats obtenus avec les sondes 7SL et actine sont montrés en Figure
39. Aprés quantification des signaux, le niveau relatif d'accumulation du transcrit pol Il 7SL
par rapport au transcrit actine est représenté dans I'histogramme. Cette valeur relative varie de
1,6 a 3,4 pour les plantes infectées et de 1,8 a 4,5 pour les plantes contrdles suggérant qu'il
n'existe pas ou peu de variation dans l'accumulation des transcrits pol lll 7SL entre les plantes
infectées et les plantes contrbles. Ainsi, le rapport entre le niveau de transcrit 7SL le plus
important observé pour une plante infectée (n°6) et le plus faible observé pour une plante
contrble (C8) est de l'ordre de 1.75, un chiffre inférieur a celui de la variabilité observée entre
plantes contrdles (environ 2.5). De maniere similaire, aucune variation supérieure a 2 n'a été
observée en utilisant le géne Ul comme standard.

D’autres transcrits pol Ill ont été testés dans les mémes conditions (ARN U3, ARNt
phénylalanine et ARN 5S) mais comme précédemment, ces genes voient leur niveau de

transcrits rester relativement stable suite a 'infection virale (Figure 39).
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Figure 40: Impact de l'infection virale sur la transcription
de I'élément SINE SB1.

A: Quantification de la quantité de transcrit du SINE SB1 chez les
plantes infectées et les plantes contrdles. Hybridation Northern

avec les sondes SB1 et actine.
B:Hybridation des sondes SB1 et U1 aprés séparation sur gel de

polyacrilamide

Les plantes révélées positives a la premiere amplification PCR sont
indiquées en caractéres gras.
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c. Impact de I'infection virale sur la transcription de I'élément SINE SB1 dans un
contexte hétérologue.

Nous avons réalisé cette étude en utilisant comme fond génétique une lignée de plante
d’Arabidopsisappelée C3118 (Pelissiet al. 2004). Cette lignée a été créée au laboratoire par
T. Pélissier et a la particularité de présenter dans son génome une copie du SINE SB1 de
Brassica napusCet élément SINE appartient & une famille qui est normalement absente du
génome dArabidopsis et le locus introduit, appelé locus Na7, présente toutes les
caractéristiques d’un locus fondateur. Le locus Na7 est la seule copie du SINE SB1 a étre
conservée dans toutes les espéceBrdssica testées (Tatoet al. 1999). CheBrassica
napus la séquence du SINE SB1 présente au locus Na7 correspond au transcrit majeur détecté
in vivo (Arnaudet al 2001, Deragoret al 1996 ). En effet, ce locus contient, en amont du
SINE, des séquences amplificatrices de la transcription, qui lui permettent d’échapper
partiellement a la répression transcriptionnelle (Arnaud. &04l1).

Dans la lignée cellulaire Arabidopsis le locus Na7 est transcriptionnellement actif et
les transcrits pleine longueur, poly(A) terminal et cytoplasmique court du SINE SB1 peuvent
étre visualisés par hybridation Northern (Peliss&ral 2004). Le SINE SB1 étant
normalement absent du génomAmibidopsis I'ensemble des transcrits détectés proviennent
du transgéne Na7. L'utilisation de cette lignée cellulaire, nous permet donc de nous affranchir

du probléme de co-transcription dans le cas particulier de I'élément SINE SB1.

Pour tester les conséquences du stress viral sur I'expression du SINE Ba&siea
napusprésent dans les plantes utilisées, une sonde spécifique de cet élément a été utilisée.
Comme précédemment, les ARN actine et Ul ont servi de standards pour comparer les
échantillons entre eux (Figure 40A). Chez les plantes contrdles, ce niveau relatif
d'accumulation de I'ARN SB1 par rapport a actine apparait relativement stable, les plantes C1,
C2 et C3 étant groupées entre 0,75 et 0,88. Seule la plante C8 présente une valeur plus basse
de 0,25. Pour les plantes infectées, on peut constater qu'une valeur relative supérieure a celle
des plantes contrbles est observée pour 6 des plantes infectées (n°3, 4, 5, 6, 7 et 9). La plante
8 qui a été identifiée comme non infectée (Figure 40A), et la plante 2 montrent une valeur
comparable a celle des contréles C1, C2 et C3 alors que la plante 1 présente elle un niveau

similaire au contrdle C8. Il faut cependant noter que la variation maximale observée pour la
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plante infectée n°7 par rapport aux plantes contrbles C1, C2 et C3 est faible (environ 2 ;
Figure 40A), ce qui indique que s'il existe un impact de l'infection sur I'expression du SINE
SBL1 il apparait limitée.

La taille des fragments hybridant avec la sonde SB1 étant faible (de 150 a 220
nucléotides), nous avons voulu répéter cette expérience apres séparation des ARN des plantes
infectés sur un gel de polyacrylamide. Apres hybridation avec la sonde SB1 on peut visualiser
les trois principales formes du transcrit SB1 qui s'accumulent dans la cellule (Figure 40B).
Ces formes correspondent a I'ARN pleine longueur (FL) et a deux formes matures plus
courtes appelées poly(A) et SC. On peut observer en premier lieu que d'un point de vue
gualitatif le profil d'hybridation ne semble pas varier entre les différentes plantes, qu’elles
soient infectées ou non. Apres hybridation avec la sonde Ul (Figure 40B), le niveau
d'accumulation de la forme majoritaire poly(A) de SB1 a été normalisé par rapport a Ul
(Figure 40B). Pour trois des plantes (3, 5 et 9), cette accumulation est toujours supérieure a
celle des contrbles mais reste cependant limitée a une variation maximale de l'ordre de 2 fois
pour les plantes 3 et 5. Cette expérience confirme une absence de variation significative dans

'accumulation du transcript SB1 entre les plantes contréles et infectées.

d. Impact sur I'expression des loci SINE d'Arabidopsis thaliana.

Au sein de leur génome, les SINE sont généralement fortement réprimés. Cependant,
il a été décrit qu'un stress pouvait induire spécifiquement la transcription de certains loci
SINE (cf. paragraphe VIl de la synthese bibliographique). Nous avons donc étudié I'impact de
I'infection virale sur la transcription de certains loci SINE endogéne des familles SB2, SB3 et
SB4 dArabidopsis thaliana. La stratégie de RT-PCR semi-quantitative utilisée pour identifier
une transcription pol lll spécifigue des loci SINE est montrée en Figure 41A. Une
amplification avec les amorces 1 et 2 internes au transcrit SINE indique que I'élément est
transcrit. L'absence d'amplification avec les amorces 2 interne et 1' externe démontre que le
transcrit n'est pas di a un événement de cotranscription. Les ARN de certaines plantes
infectées et des plantes contréles correspondantes ont été utilisés et nous avons testé deux loci
pour chacune des trois familles SINE, qui contiennent des éléments avec un promoteur pol Il

potentiellement fonctionnel. L'absence d'amplification de la région intergénique non transcrite
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du géne 5S nous a permis de montrer I'absence d'ADN génomique dans nos échantillons ;
I'amplification d'une région du géne 7SL a été realisée pour normaliser la quantité d’ADNc
dans chaque échantillon. Le controle 7SL a été obtenu aprées un nombre de cycle PCR
restreint (21 cycles) ; ceci correspond a des conditions permettant de se situer dans la phase
exponentielle d’amplification et donc de normaliser la quantité d’ADNc entre chagque PCR

Pour les loci SB3-6, SB3-23 et SB4-1, aucune amplification n'a pu étre obtenue sur les
plantes infectées et contréles (non montré). Un exemple typigue des résultats obtenus avec les
trois autre loci (SB2-2, SB2-17 et SB4-64) est montré avec le locus SB2-2 sur la Figure 41B.
Dans nos conditions d'amplification la présence de transcrits pol 1l SB2-2 a été clairement
détectée pour les plantes infectées 3. 5, 7 et 9 mais également pour les contrbles (C2, C6 et
C7). Aprés dosage par rapport aux signaux 7SL (non montré), il apparait que l'intensité
relative des signaux correspondant aux plantes infectées 3, 5, 7 et 9 n’est pas supérieure aux
valeurs obtenues pour les plantes contréles. L'ensemble de ces résultats indique que
I'infection virale ne semble pas avoir eu d’effet inducteur majeur sur I'expression des SINE

testés.

[.2.2) Impact de I'expression de la protéine CLINK sur la transcription.

Les données présentées dans l'article 1 montre que I'expression de la protéine CLINK
conduit & l'inactivation de la fonction de contr6le du cycle cellulaire de la protéine RB. Or
chez les mammiféres, RB a aussi comme fonction de contrdler la transcription des génes
transcrit par de la pol | et la pol lll (cf. paragraphe Xl de la synthése bibliographique).
Cependant, linfection virale n'a pas permis de détecter une variation significative de
'accumulation des transcrits SINE et des autres transcrits pol Il étudiés (cf paragraphe 1.2.1
de la partie résultat). Il est possible que ce résultat soit di a un effet de « dilution » car il est
envisageable que toutes les cellules n'aient pas été systématiquement infectées. Il est
également concevable que I'expression de la protéine CLINK a lieu & un moment précis de
l'infection de la plante par le virus. Ainsi, nous n'avons peut-étre pas regardé pendant que
'expression de CLINK est maximale dans le tissu infecté. Pour tester ceci nous, avons donc
regardé directement l'effet de I'expression de la protéine CLiINKivo. Pour cela, nous

avons donc voulu savoir si l'inhibition de la fonction RB par la protéine CLINK chez la
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plante pouvait conduire a une dérepression de la transcription pol | et pol Il en générale et en
particulier la transcription pol 11l des éléments SINE.

a. Induction de I'expression de CLINK ou CLINK mutant.

L'induction de l'expression de la protéine CLINK ou CLINK mutant (CLINK*) par la
dexaméthasone a été effectuée sur les feuilles des plantes transgéniques présentées dans
l'article 1. Deux séries d'expériences (A et B) distinctes ont été réalisées pour chacune des
lignées CLINK et CLINK* selon les conditions présentées par la Figure 42. Dans le cadre de
notre analyse, I'expression de la protéine CLINK a été suivie au niveau ARN par hybridation
Northern blot avec une sonde spécifique du transcrit Clink sur les ARN extraits de nos
plantes. Comme le montre la Figure 42, un signal correspondant a l'apparition de transcrits
Clink ou Clink* apparait dés 2H d'induction avec la solution de dexaméthasone. Pour les
feuilles incubées avec la solution contrdle éthanol, on observe comme attendu une absence de
I'expression des transgenes. La série B réalisée dans les mémes conditions permet une

induction similaire a celle observée pour la série A.

b. Quantification de I'expression des génes pol Il et pol | par Northern blot.

La membrane utilisée pour la vérification de l'induction a ensuite été hybridée avec
différentes sondes spécifiques de genes transcrits par I'ARN polymérase 1l (7SL, U3, 5S, et
ARNt thréonine) et TARN polymérase | (5,8S). Les signaux obtenus ont été normalisés en
utilisant les sondes spécifiques U1 et actine. La Figure 42 présente les résultats obtenus. On
peut observer que la variation de la quantité du transcrit 7SL pour la lignée CLINK apres
induction (DEX) ou non (Ethanol) est inferieur a un facteur 1,5 et ceci avec tous les temps
d'incubation testés (de 0 a 48h). Ce niveau de transcrit est également similaire a celui observé
avec les lignées CLINK* induites et non induites. Pour les autres transcrits pol Il étudiés
(U3, 5S et ARNt) ainsi que pour le transcrit pol | 5,8S, aucune variation supérieure a un
facteur 2 n'a pu étre observée en normalisant le signal obtenu avec celui des transcrits actine
ou Ul.
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Les mémes hybridations réalisées sur la série B ne permettent pas de mettre en évidence, tout
comme pour la série A, un effet potentiel de la protéine CLINK sur la transcription pol Ill ou
pol |

c. Détection des transcrits SINE endogene par RT-PCR

Un éventuel impact de la protéine CLINK sur I'expression spécifique des éléments SINE
a été analysé par RT-PCR comme pour l'infection virale (Figure 41). L'intensité des bandes
amplifiées pour les éléments SINE a été normalisée avec comme standard le géne 5S. Les
résultats de cette étude montrent deux cas de figures. Pour les loci SB2-2, SB2-17 et SB4-64
(Figure 43) on a pu mettre en évidence la présence de transcrits pol Ill a la fois chez les
plantes induites et non induites dans les lignées CLINK et CLINK* Le résultat de la
quantification est similaire pour les 3 loci et est présenté pour le locus SB4-64 (Figure 43). La
valeur relative du signal SB4-64 est de 0,4 et 0,9 pour les plantes exprimant la protéine
CLINK (5h et 48H C dex) alors qu'elle varie entre 0,55 et 1,4 pour les différents contrbles
utilisés, ce qui indique une absence d'impact de l'induction de CLINK sur I'expression de ces
loci. Pour les loci SB3-6, SB3-23 et SB3-I aucune amplification n'a été détectée chez les
plantes CLINK et CLINK* induites et non induites.

L'expression de la protéine virale CLINK dans des feuillégatbidopsis thaliana ne

permet donc pas une levée de répression de ses loci SINE.

1. Caractérisation de la protéine GCN2 cheArabidopsis thaliana

I1.1. Article 2 : ArabidopsiselF2a kinase GCN2 is essential for growth in stress

conditions and is activated by wounding.

La seconde partie de notre étude a porté sur I'étude de I'impact de 'ARN SINE sur la
phosphorylation d’elF2cet sur la traduction. Chez la levure et chez lesnmiéeres, la
phosphorylation d’elF2@st un mécanisme majeur dans l'inhibition de larsse protéique
en réponse a différents stress tel que la carence nutritionnelle. Comme la protéine GCN2 est
'unique kinase d’elF2ochez Arabidopsis nous avons voulu déterminer dans un premier
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temps si GCN2 avait conservé cette fonction chez la plante et si la protéine était activée en
réponse aux mémes stimuli.

Pour cela, nous avions a notre disposition un anticorps spécifique delF2a
phosphorylée. Son utilisation nous a permis de montrer que la protéine kinase GCN2
d’Arabidopsisétait activée en réponse a de nombreux stress comme la carence en purine et en
acides aminés, lirradiation UV, le choc thermique et a la suite d’une blessure. L'utilisation
d'une plante gcn2 mutante nous a ensuite confirmé que la phosphorylationad&niF2
réponse a ces stress dépendait bien de la présence d’une protéine GCN2 fonctionnelle. GCN2
est d’ailleurs essentielle pour la croissance de la plante en condition de stress et, comme chez
la levure, I'activation de la protéine conduit a une forte diminution de la synthése protéique.

Ainsi nos résultats suggerent que la réponse générale a la carence en acides aminés est
conserveée entre la levure et les plantes. Cependant, il semble que la kinase GCN2 de plante a
evolué afin de remplir une fonction plus générale dans la détection et la réponse a des stress
plus variés. Les végétaux sont des organismes fixés au sol par leurs racines ce qui les rend trés
dépendants des conditions de leur environnement. Ainsi les plantes sont souvent confrontées a
des variations de température, a la sécheresse, a des irradiations UV et subissent enfin des
blessures des animaux et des insectes herbivores. Les plantes ont donc développé des voies de
signalisation leurs permettant de réagir contre ces agressions. Les hormones végétales ont un
réle prépondérant au sein de ces voies de signalisation.

Ainsi, l'acide jasmonique est une hormone qui intervient dans la réponse aux
pathogenes mais aussi dans la réponse a des stress environnementaux comme la blessure, la
sécheresse, les insectes herbivores et I'exposition a 'ozone (Berger 2002; Howe and Jander
2008). L'acide abscissique est une hormone produite a la suite de la sécheresse, d’'une
infection virale, du froid et en condition de forte salinité (Schroeder and Nambara 2006;
Mauch-Mani and Mauch 2005). La production d’éthylene ou de son précurseur l'acide 1-
aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) est régulé en réponse a des stimuli
environnementaux comme des stress biotiques (attaque par des pathogenes) et abiotique
(blessure, hypoxie, ozone, gel et froid) (Waetgal. 2002; Howe and Jander 2008). Enfin
I'acide salicylique intervient également dans la réponse aux pathogenes, a I'ozone et au froid
(Shah 2003; Alvarez 2000).

Ces difféerentes hormones sont donc produites en réponse a des stimuli variés et

permettent I'expression de genes de défenses. Les voies de signalisation communiquent entre
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elles formant un réseau trés complexe et il reste a déterminer quel sont les récepteurs a
I'origine de la régulation de la biosynthése de ces hormones.

L’activation de GCN2 a la suite d’'une blessure mais également apres exposition a des
hormones végétales produites normalement a la suite de stress biotiques et abiotiques suggere
gue cette enzyme pourrait jouer un rble dans certains stress spécifiques aux plantes comme la

défense contre les insectes herbivores.

Ce travail a donné lieu a la publication d’un article inséré ci-apres.
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Ahstract

Background: Phosphorvlation of cll'2a provides a key mechanism for down-regulating
prodein synthesis m response o nuirient starvalion or siresses in mammalian and yeast cells,
However, (his process has nol been well characterized n plants

Results: We show here that in response to amine acid and purine starvations, 1TV, eold shock
and wounding, the Arabidopsis GON2 kinase (AtGUN2) is activated and phosphorylates
ellZa, We show thal AIGCNZ 1s essental [or plant growlh in stress silugtions and (hat its
activily resulls in a strong reduction in global protein synlhesis,

Conclusions: Our resulls suggest thal a general amino acid control response is conserved
hetween yveast and plants but that the plant enzyme evolved to fulfill a more general function
as an upstrcam scnsor and regulator of diverse stress-response pathways. The activation of
AWGCN2 following wounding or exposure (0 methyl jasmonale, the ethylene precursor 1-
Antnocyclopropane- L-carboxylic acid (ACC) and salicylic acid. {urther suggests that this

enzyme could play arole in plant defense against insect herbivores.

Key words: elF2u phosphorylation. translational regulation, biotic and abiotic stress, protein

synthesis, plant.
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Rackground

Phosphorylation of the « subunit of cukaryotic translation initiation factor 2 (eIl2u}
provides a key mechanism [or down-regulating protein synthesis in response (o nulrient
starvation or stresses |1, 2], Verlebrates use [our different elb2a-kinases (PKR, PERK, HRI
and GON2) to respond to various stresses, and typically one kinase has a predominant role in
response to a specific cellular stress condition. For example, in mammals, GON2 is the
primary ¢II'2¢-kinase in responsc to nuirient limitation [3], PELRK modulate gene expression
1n response (0 prolein misiolding in the endoplasmic reticulum (LR} [4]. PKR parlicipates 1n
an antiviral pathway mediated by interferon |3]. and HRI couples proiein synthesis
(predominantly plobin) (o the availability of heme in the erythroid cell lineage |6]. However,
this specialization of function is not complete and, for example, GOUN2 15 a secondary elF2e-
kinase in response to TR stress in mouse [7]. Arthropods make a more or less specialized use
of el 2a-kinases. The mosquito Anopireles gambice has three distinet enzymes ([{RI, PLRK
and GUNZ) while Drosophila melanogasier and Caenorfrabditis elegans have only two
(PERK and (GCN2} 8], 'The sitvation is similar for lungi since Schizosaccharonyces pombe
has three enzymes (two distinet HRI and a GON2) while Saceharomyces cerevivice and
Newrospora crassa have a single eTF2a-kinase (GON2) [R].

In amino acid starved 8. ecerevisive cells, GON2-dependent elF2e phosphorylation
Icads to a general down regulation of protein synthesis and to the increased translation of the
GON4 mBRNA [2]. Following translation, the GON4 (ranseriptional activator can induce the
transcription of more than 500 genes, including the majority involved in amino acid synthesis.
LU ncharged tRNAs that accunmulate during amino acid starvation activate GON?2 by binding to
a histidyl-tRNA synthetase-related domain localed C-terminal to the kinase domain [2]. S,

cerevisive GON2 g activated not only by nutrient limifation including amino acid, purine and
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olucose deprivation, but also by high concentration of sodium and by the immunosuppressant
rapamyvin | 2]

In plants. the lower dissociation constant of elbF2 for G compared lo veast or
mammals have led several years ago (o the assumplion that plants do not use phosphorylation
of elF2u as a mean to regulate translation [9]. Farthermore, the observation that starvation for
aromatic or branched amino acids did not initiate a gencral response have also led to the
suggoestion that, in contrast to ycast, such gencral aminoe acid response may not cxist in plants
[10]. Therefore the physiclogical significance of ell2e phosphorylation in plants 1s largely
unknown. More recently, a GON2-like enzyme {AIGCN2) has been identified in Arabidopsis
thaliona and was shown to restore the growth of a veast gen2 mutant in the presence of an
inhibitor of aming acids biosynthesis [11]. AtGCN2 was also shown to be activated in plants
by amino awid deprivation condilions | 12].

In this work, we show (hal in response (0 several stresses, including amino acid and
purine starvations, UV, cold shock and wounding, Araebidapsis GONZ Kinase 15 activated and
phosphorylates elF2a. We show that GUNZ is essential for plant srowth in stress situations
and that this activity is linked to a strong reduction in global protein synthesis. The activation
of GUN2 lollowing wounding or exposure (o melhy] jasmonale, ACC and salicylic acid.
further suggests (hat this enzyme could play a role in plant defense responses 1o insect
herhivores and may represent a key but yet uncharacterized player linking iotic and abiotic

SIr¢sses,

Kesults and Discussions
Arabidopsis and rice have a single elF2c kinase
In addition 1o the presence of a GCN2 enzyme, higher plants have been proposed to contain a

double-siranded RNA-dependent  protein  kinase with biochemical properties of the
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mammalian PKR [13-15]. Using the protein kinase domain of the yeast and Arabidopsis
GCN2 and of the human PKR, PERK and HRI enzymes, we searched the Arabidopsis
genome for the presence of additional elF2« kinases. GCN2, PRK, PERK and HRI protein
kinase domains were used in a BLASTP analysis against the TAIR 8.0 Arabidopsis proteins
(http://www.arabidopsis.org) and, in each case, fifty proteins with the highest E value were
collected. Using this approach, we produced a list of 138 non-redundant kinases {out of the
more than 1000 Arabidepsis kinases) thal most ¢losely resemble ell 2 kinases (I'igure S1).
Using a phylogenetic approach, we compared these 138 kinase domains (o veast, human and
mouse ell2¢ kinase domains. Two Arabidopsis kinases were [ound to form a staustically
significant cluster with known elF2u kinases (Figure S1% one is AtGON2 (AT3G59410)
while the other is annotated as a Weel-like kinase (AT1GO2970) [16]. To evaluate the
capacity of the Weel-like protein to bind to elF2a, we analyzed in more detail the alignment
of this enzymie to the other ell2w kinases (Figure S2) We obscrved that theee essential
structural characteristics of ¢Il'2¢ kinases are not present in the Weel-like kinase: a large
insert (more than 30 amine acids) between the comserved kinase domains [V and V [17], a
threonine m a pulative autophosphorylation site (position 446 for the human PKR) | 18] and a
threonine at the end of domain TX (position 487 for the human PKR) that is critical for the
substrate speaticity [18]. Therefore, although the Arabidopsis Weel-like enzyme possess a
high degree of homology to ell2u kinases, as previously noted lor the human Weel [19], 11 15
unlikely (o bind 1o eIl 2¢. We conclude thal Arabidopsis likely possesses a single ell2a
kinase of the GCN2 type. The same conclusion was oblained using this approach to analyze
the rice genome (data not shown) suggesting that higher plants only contain a GON2-like

eIl 2 kinase.
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Arabidopsis thalione GCN2 can phosphorylate elF2o in amine acid deprivation
comditions

To investigate the role of AVGENZ, we lirst decided w confirm whether aminoe acid depletion.
a slress known o activale yeast GON2, is aclually inducing e1F2¢ phosphorylation in
Aruabidopsis. As shown in Figure 1A, ell2a phosphorylation is induced after aromatic or
branched amino acid deprivation (a sitwation gencrated by cxposing plants 1o glyphosate or
chlorsulluron respectively [20]). Il 2a phosphorylation ocours only 4 hours aller disrupting
the branched amino acid synthesis pathway and peaks after 6 hours of treatment (Figure 1B).
This induction is completely suppressed by adding branched amino acids {isolcucine, leucine
and valine}) to the growth medium (Tigure 107, suggesting that ¢IT72¢ phosphorylation directly
results [rom the wnino awid deficiency and not lrom an indirect drug-mnduced elfect. elF2a
phosphorylation is completely dependent on  the presence of GOCN2, Indeed. ne
phosphorylation was detected in a GONZ null mutant line after aromatic and branched amino
acid deprivation (Tieure 1A and see Figure 83 for a description of the ges2 mutant line), The
absence of a lunctional GCNZ also impaired the basal level of phosphorylation deleclable
untreated wild (ype plants (Figure LA). Moreover, the inroduction ol an inlact copy of
AMGOUNZ in the gne? mutant line allowed the rescue of eIF2u phosphorylation in response to
aming acid deprivation (Tigure 2}, These results confirm that AtGON2 s the only Arabidopsis

kinase involved in eIl 2a phosphorylation in amino acid starvation cenditions,

Characlerization of other siresses leading Lo ¢lF2g phosphorylation in Arabidopsis

Purine deprivation 1s known to activate yeast GONZ [2]. We observed that purine deprivation
(a siluation eeneraled by exposing planis (0 8-azaadenine (azA) [21]) 1s also inducing elF2a
phosphorylation in Arabidopsis (Figure 1A Interestingly, this phosphorylation appears

within 2 hours after purine limitation (Figure 1D) and likely results of a reduction in t(RNA

O
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aninoacylation efficiency leading to the accumulation of uncharged tRNAs [2]. EIF2a is al<o
quickly phosphorylated alter UV irradiation (Uigure LA). This response begins only 20
minutes after iradiation. with a maximum of phosphorylation after | hour and a relurn (o
basal levels alter 6 hours (Figure 1E). Again, both phosphorylation evenls are completely
dependent on the presence of GON2 as no ell'2a phosphorylation could be detected in the
mutant geal line in stress condition (Tigure [A). Although oxidative and osmotic stresses are
known lo activale yeast GUNZ |2, 22], we were nol able lo activale AIGCNZ using NaCl or
HA0a (see Figure 3B). Also, heat shock did not lead to elF2u phosphorylation in Arabidopsis
(data not shown) confirming previous results obtained in wheat [23]. In contrast, cold shock,
plant wounding, methyl jasmonate, T-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACCH and
sulicylic  acids  were  efficient, plant-specific  inducer of GON2-dependent  elF2a
phosphorylation (Figure 3 and Figure $4). Jasmonate acid (JA) and related signaling
compounds such as methyl jasmonate are uhbiquitous signals for tissue injury and for the
subsequent activation of defense response to insect herbivores [24], ACC s a precursor of
elhylene, which also aflecls the expression of delensive proleins and secondary metaboliles in
response (o nsect herbivores [24]. Both ACC and JA accumulate simullaneously 1n response
to insect herbivores and form a conjogate (JA-ACCY that was proposed to coordinately
regulate the plant defense response [24]. Tinally, salieylic acids is well known to regulate the
plant defense response to Iepidopteran inseets [24]. The common capacity of these three key
hormones 1o induce elF2a phosphorvlation suggests that AIGCN2 participates in the plant

defense response to insect herhivores.

The AtGGUN2 activity is not regulated by the TOR pathway

TOR {Larget of rapamyein) protein kinase is a central regulator of cell arowlh in response Lo

nutrient and growth factors [21]. A TOR homolog has been identified in Arabidopsis
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(ATOR) and has been imiplicated in embryo development, meristem-driven cell growth,
osmolic siress inhibition and the stimulation of mRNA translation [25]. In yeasl.
phosphorylation of elF2g by GUN2 is responsible for aboul 504% of the inhibition of
translation initistion following the use of the TOR inhibitor rapamyuein, suggesting that an
important cross-talk exist between TOR and GNC2 pathways [21]. In Arabidopsis, the RNAL
inhibition of the TOR pathway also results in a strong inhibition of translation initiation while
TOR overexpressing lines presenl an increase in (ranslalion initiation efficiency [25]. To
evaluate the mplication of AtGON2 in this regulation. we analyzed the level of elF2a
phosphorylation in AtTOR RNAi-silenced (35-7, 63-1) and overexpressing (1548, (G166}
lines in normal and amine acid deprivation conditions (Tigure 4). The partly silenced 35-7
and 65-1 Tines show a significant decrease in the accumulation of AITOR mRNA #nd a severe
reduction in shool and root growth while the (wo overexpressing (3548 and G166 lines have
opposite features (increase accumulation of AtTTOR mRNA and a strong increase in shoot and
root growth) [25]. No increase in eIl2a phosphorylation was detected in unstressed TOR-
silenced lines and a simular paltern of phosphorylation was observed in stressed 10OR-silenced
and overexpressing lines (Figure 4 sugpesting thal, in contrast to the yeast situalion, no cross-

talk cxists between the TOR and GON2 pathways in Arahidopsis.

(>CN2 is essential for planl in siress condilions.

In a classical rich medium, ges? mutant plants do not have a particular phenotype compared
to wild-type plants (Figure 5 and data not shown). However when they are exposed during
their development to stresses such as amino acid starvation, gen? scedlings became nwch
more sensilive compared 1o wild type seedlings. Indeed, 6 days alter the beginning of anino
acid starvation, the gen? plants appearsd smaller and completely chlorotic (Figure 5). In
contrast, wild type plants appear healthier and only shightly chlorotic after thic period of time.

To confirm the role of GUNZ durmg nuiriment deprivation we lesled the ability of
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complemenied gen?:GON2 plants to develop in these conditions. As expected, gen2:GON2Z
plants were able lo grow wdentically lo wild-lvpe seedlings during amino acid deprivation

(Figure 5). This conlirms thal AtGUN?Z 15 essenlial for plant erowth in (his stress situalion.

GGCN2 activity induces a strong reduction in global protein synthesis

The impact of elFZa phosphorylation on the elliciency of mRNA (ranslation was nexi
eviluated. We observed a reduction in the abundance ol high-molecular weight polysomes
compared to monosomes in amino acids (Figure 6A) or purine (Figure $3) deprived wild type
plants, This variation in the polysomes to monosomes ratio 15 diagnostic of a reduction in
ranslation elongation rate and translation iniUation elficiency caused by these siress
conditions. In contrast, we found that amino acids (Figure 6A) or purine (Figure 853 deprived
grn2 mutant overaccumulates high molecular weight polysomes compared to monosonmes.
This suggcsts that, in these stress conditions, grue2 mutant can no longer prevent translation
iniliation in a vowlext where ranslaton elongalion 15 slowed down. In support 1o this
conclusion, we observad o marked decrease in (he amount of neo-synthesized proteins by wild
type plant during purine deprivalion (Figure 6B), a decrease that is much weaker in gen2
mutant plants (Figure 6B). Globally, these results suggest that the GCN2-dependent increase
in ell2¢ phosphorylation under amino acids or purine deprivalion conditions. resulls i a

stronge reduction of prolein synthesis.

Conelusion

Our data indicate that AtGCNZ s imporlant [or plant growlh in sivess siluations, likely
through the general down regulation of MENA translation. For the moment; it is not known if
¢Il'2¢ phosphorylation by AtGCN2 can lead to the selective stimulation of specific mRNA
ranslation like this 1s the case [or the veast GCN4 [2] or mammalian AT mRNAs [1]. The

strong activation of AtGON2 following wounding and exposure to key hormones suggests

108






Résultats

that this enzyme evolved io play arole in plant defense responses to insect pathozens and may
represenl i key bul yel uncharaclerized player linking biolic and abiotic stresses, Therefore.
while mammalians use four diflerent elb2u kinases 1o respond 10 4 laree variely of biolic and

abiotic siresses, plants apparently achieve a similar resull with a single, GCN2-like enzyvme.

Methods

Plant material, growth condition and stress treatments. Wild-type and gcn2 mutated
Arabidopsis thaliana plants are from the Landsberg (ler-0) ecotype. The gcn2 insertion line
was obtained from RIKEN Genomic Science Center (http://www riken.jp/engn). Sterile seeds
were germinated on solid Murashige and Skoog (MS) medium containing 1% sucrose (w/v)
and cultured in a 16-h-light/8-h-dark cycle for 10 days at 23°C. When appropriate,
Chlorsulfuron, glyphosate, 8-azaadenine, methyl jasmonate, salicylic acid, ACC and branched
amino-acid were added to the medium at a final concentration of 0.6pM, 1.5mM, 50ug/mi,
25uM. 0.6mM, 50uM and SmM respectively, Por the UV siress, seedlings were irradialed
with UV light at 50mI/m2 by using a UV cross-linker (Bio-Rad Taboratories, Ine.). Plant
wounding was performed by crushing the leaf across the midrib with 2 haemwstat. Tor the
cold shock treatment, scedlings were transferred at 4%C during Zh followed by 2h back in the
growth chamber at 23°C, Heal shock were performed al 42°C during 2h lollowed by 2h back
in the growth chamber at 23°C. For osmotic and oxidative stresses, the seedlings were placed

in solutions containing 250mM NaCl or 1miM H20 during the time indicated.

Immunoblol analysis of elF2a phosphorylalion. Western blols were probed using a
phosphospecilic anti-elF2a rabbit monoclonal antibody  (Epitomics, Burlingame, €A ;
171,000 dilution), After incubation with a horseradish peroxydase-coupled anti-rabbit

secondary antibody (Sigma 1/5.000 dilution) immuneblots were developed by using the ECL

10
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Plus Western Rlotting detection reagents (GF Healtheare Rio-Sciences). Chemiluninescence
was visualized wilh a VersaDoue Imaging Syslem (Bio-Rad Laboralenies, 1ne.). Equal loading
of protein were conlirmed by reprobing the membranes wilh a mouse monaclonal anti-alpha-

ubulin (Sigma 1/5.000 dilution).

Polysome preparation and detection of neo-synthesized proteins in normal and stress
sifualion, Yor polysome preparalion, seeds were sown in liquid medium, mcubated 48h al
4°C, and grown under constant light during 10 days at 23°C. Chlorsulfuron was added, and
after 2 or 4 hours, the ribosomal pellet fraction was prepared from wild-type (WT) or gen?
mutant seedlings as deseribed in [25]. Polysome profiles were displayed on sucrose gradients
and profiles recorded al 260 nm. For the deteclion of neo-synthesized proleins. wealed (8-
azaidenine) or untreated seedlings were translerred into 1ml of MS medium containing SCpCi
of S-labelled methionine. After two washes with MS medium, total proteins were extracied
and 35ug of protein were separated on SDS-PAGEL. Gels were stained with Coomassic blue or

dried and auloradiographied using a Phospholmager (Bio-Rad Laboratories. [ng.).
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Figure legends

Figure L. AtGCN2 phosphorylates elF2u during anvno-acid and purine deprivation or after
UV irradiation. A. Immuneblot analysis of cIF2u phosphorylation in wild-type (WT) or gen?
miutant scedlings, untreated (69), starved for amino acids with chlorsulfuron or glyphosate for
4h, starved [or purine with 8-azaadenine (azA) for 4h or imadialed with UV, B, ‘lime-course
of elF2a phosphorylation in respouse to amino acid starvation induced by chlorsulluron. C.
Time-course of elF2e phosphorylation in presence of chlorsulfuron or in presence of
chlorsulfuron associated with isoleucine, leucine and valine (ILV). D. Time-course of ellZu
phosphorylation in response (0 purine slarvation induced by azA, E. Time-course of ell2a
phosphorylation in response to UV irradiation, Phosphorylation of oIT'2 « was measured by
using an antibody that specilically recognizes the phosphorylated form {upper panel). Levels

of total protein were assayed by using an antibody that recognizes tubulin {lower panel).

Figure 2, Molecular complementation of (the gea2 mutant line by (he expression of AIGUNZ,
Immunoblol analysis of elF2a phosphoryvlation in wild type (WD), gen2 mutant or in three
independent gen? transgenic lines expressing an intact AtGON2 (gen2:GONZ). Seedlings
were either untreated (8) or starved for branched amino acids with chlorsulfuren (chlor) for 6

hours.
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Figure 3 Stress conditions leading to GONZ-dependent ¢IF2ue phosphorylation in
Arabidopsis. A, Immunoblot analysis of ell2a phosphorylation in wild type (W'Y or gen2
mulaled seedlings. Seedlings were either lelt untreated (). starved f{or purine with azA.
exposed to low lemperature (cold shock) or wounded on their leaves or roots. B. elF2a
phosphorylation in wild type untreated (69) seedlings, or seedlings exposed to NaCl, 1120,
low temperature {cold shock). or wounded on their leaves or roots (woundy C. ¢I2¢
phosphorylalion in wild type seedlings. untreated (8) or exposed to chlorsulluren, salicylic
acid, methyl jasmonate or T-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC). In addition, for
methyl jasmonate, elF2a phosphorylation was already detected after 30 minutes of induction

(see Figure S4).

Figure 4: The "TOR pathway does not interfere with AlGCNZ activity, Immunoblot analvsis
of elF2u phosphorylation in TOR RNAi-gilenced (35-7 and 65-1} or TOR-overexpressing
(G166 and G548) lines (described in [25]). Seedlings of the different backgrounds were cither

lefl unitreated (&9) or starved lor branched amine acids using chlorsulluron (Chlor) for 4h.

Figure 5 AtGCON2 is cssential for growth in stress conditton. Water (Top) or a solution
containing chlorsulfuron {Bottom) were added to the medium containing either wild type
(WT). gen2 muiant secdlings or geal mutant scedlings expressing an intact AtGUNZ gene
(gen2:GCN2). Treatments were applied on 10 days-old seedlings and pictures were taken 6

days after.

Figure 6. AIGCN2Z 15 a regulalor of general protein synihesis during amino acids and purine

starvation. A. Absorbance profile at 254 nm ol ribosomes purilied by ultracentrifugation on a

sucrnse density sradient. The ribosomal pellet fraction was prepared from wild type (WT) or

16
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gen? mutant scedhings starved for amino acid using chlorsulfuron for 2 or 4 hours. The
pusitions ol the monosomes (805) and polysomes are indicated. B, 355-labeled methionine
incorporation of wild-ltype (W) or gen2 mulant seedlings starved {or purine using azA for 4
o 6 hours, A fruction of the otal protein extract was separated on a SDS-polvacrylamide gel,
destecated and exposed to a phosphoimager sereen (opper pancl). An equal fraction of the

total protein extract was stain with coomassic blue as a loading control (lower pancl).

Deseription of additional data liles

Figure S1. Evolutionary tree of the Kinase domains of 138 Arabidepsiy enzymes most closely

related to GON2, PKR. PERK and IIRI ¢Il"2a kinascs.

Figure 52, Multiple sequence alignment of the kinase domains of the ell"2¢ kinase group on

the evolutionary (ree of Figure S1, perlormed using MUSCLE (v3.7).

Figure 83. Deseription of the gen2 mutant line.

Figure 84, Phosphorylation of ellZa in response (o hormones

Figure 85. Absorbance profile at 254 nm of ribosomes purified by ultracentrifugation on a

sucrose density gradient
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary figures

Figure S1. Evolutionary tree of the kinase domains of ABgbidopsisenzymes most closely
related to GCN2, PKR, PERK and HRI elHZnases. Kinase domains were aligned using the
multiple sequence comparison by log-expectation (MUSCLE v3.7) software (Edgar, 2004)
and the tree was reconstructed using the fast maximum likelihood tree estimation program
PHYML (Guindon & Gascuel, 2003). Statistical support for the major clusters, obtained using
the approximate likelihood-ratio test (aLRT) (Anisimova & Gascuel, 2006), are indicated.

The position of the different elF2a kinases is shown.

Figure S2. Multiple sequence alignment of the kinase domains of theaeiiifiase group on

the evolutionary tree of Figure S1, performed using MUSCLE (v3.7). Conserved protein
kinase subdomains | through XI (Hanks & Hunter, 1995) are indicated above the sequences.
Residues preferentially conserved among the elF2a kinase family (Dey et al, 2005) are shown
by arrows. The elF2a-specific insert between subdomains IV and V (Hanks & Hunter, 1995)
is indicated and the two positions known to by essential for elKhase activity and

substrate specificity (Dey et al, 2005) are indicated by boxed arrows.

Figure S3. Description of thggcn2 mutant lineA. Schematic representation of the DS
insertion in the At3g59410 (AtGCN2) locus. The structure of the AtGCN2 gene is shown,
with coding (boxes) and noncoding (lines) regions. ATG represent the translation initation
site. The transposon is inserted in the gene first intron, 83 base pairs downstream of the end
of the first exon. The transposon carries a gene conferring kanamycin resistance in opposite
orientation to a gene encoding the GUS reporter g@nélorthern-blot analysis using total

RNA from a wild type (Ler 0) andcn2mutant seedlings. The entire GCN2 cDNA was used

as a probe. The expected transcript (see arrow) was detected only using RNA from wild type

seedlings.

Figure S4. Phosphorylation of elF2 in response to hormoneé. Kinetic of elF2 a
phosphorylation after wounding leaves or in the presence of methyl jasmonate.

Phosphorylation is strongly increase 30 minutes after exposure to methyl jasmoe#te. @
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phosphorylation in presence of salicylic acid, methyl jasmonate and ACC is completely
dependent on the presence of a functional GCN2 enzyme.

Figure S5. Absorbance profile at 254 nm of ribosomes purified by ultracentrifugation on a
sucrose density gradient. The ribosomal pellet fraction was prepared from wild type (WT) or
gcn2 mutant seedlings starved for purine using Aza for 2 or 4 hours. The positions of the

monosomes (80S) and polysomes are indicated.

Supplementary methods

Complementation studies

To establish complemented plants for the gcn2 mutation, the full-l€BGtH2 cDNA was
subcloned into a binary vector (35S promoter, hygromycin selection) and then introduced into
Agrobacterium tumefacienstrain and used to transform mutant plants homozygous at the
gcn2 locus by the floral-dip method (Clough & Bent, 1998). Northern-blot analyses were used

to distinguish complemented mutant plants expressing the intact form of GCNZ2.

Preparation of total protein extracts. Following exposure to stress, total protein extracts
were prepared as following. For each treatment, three seedlings were ground in Laemmli
buffer containing both Complete protease and PhosSTOP phosphatase inhibitor (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) and incubated at 95°C for 5 min. After centrifugation, samples
were fractioned by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

and transferred to nitrocellulose.

Anisimova M, Gascuel O (2006) Approximate likelihood-ratio test for branches: A fast,

accurate, and powerful alternative. Syst Bis4) 539-552

Clough SJ, Bent AF (1998) Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-mediated
transformation of Arabidopsis thaliana. Plart@(6)} 735-743
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throughput. Nucleic Acids R82(5) 1792-1797
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Figure 44 : Impact du cadmium sur la voie de contréle de la
traduction par elF2a.

A: Analyse par western blot du niveau de phosphorylation d'elF2a dans des
cellules d'arabidopsis non traitées (&), traitées avec un inhibiteur de la
voie de biosynthese en acides aminés (Chlor) ou du cadmium (CdCI2)
pendant 24H.

B: Cinétique d'incorporation de méthionine S35 dans des cellules sauvages

préalablement traitées avec du cadmium pendant 24H.



Résultats

11.2. Données supplémentaires.

[1.2.1) Impact du cadmium sur la voie de contrble de la traduction par elF2a

Nous avons vu au cours de la synthése bibliographique (cf. paragraphe 11.1.2.9) que
I'effet d’'un métal lourd tel que le cadmium provoquait un stress oxydatif dans la cellule. Ainsi
chez la levure, le cadmium active GCN2 par un mécanisme encore inconnu et cette activation
conduit a la phosphorylation d’elFZet donc a I'inhibition de la synthése protéique.uslo
avons donc voulu déterminer si dans le regne végétal, I'action des métaux lourds sur la voie
de contrdle de GCN2 était conservee.

Pour cela, nous avons mis en contact des cellulasabidopsisavec un sel de
cadmium (CdGCJ) pendant 24H et nous avons abservé le niveau de phosphorylation celF2a
la suite de ce stress. Le résultat est présenté sur la Figure 44A. Il apparait clairement que dans
des cellules traitées avec du cadmium, ele@ufortement phosphorylée par comparaison au
niveau de base présent dans les cellules non traitées. Dans cette expérience, l'ajout de
Chlorsulfuron (Chlor), I'inhibiteur de la synthése en acides aminés connu pour activer GCN2,
constitue un contrdle positif.

En collaboration avec Rodnay Sormani de I'équipe de I'équipe Génomique
fonctionnelle de recyclage de I'azote chez les plantes a 'INRA de Versailles, I'impact du
cadmium sur la traduction a été testé dans les mémes conditions expérimentales. Les résultats
obtenus sont présentés sur la Figure 44B. Il apparait que la cinétique d’incorporation de la
méthionine S35 dans des cellules traitées au cadmium pendant 12H mais surtout 24H est
fortement ralentie en comparaison avec des cellules non traitées. Cela indique que le cadmium
conduit a un fort ralentissement de la synthése protéadpienovo dans les cellules
d’Arabidopsis

L’analyse de la phosphorylation d’elF2t& de la traduction dans des cellules traitées
avec du cadmium semble donc indiquer que la voie de réponse a ce type de stress chez la
plante passe bien par I'activation de GCN2 chez les plantes. Cela suggere que les plantes ont
conservé ce mécanisme de défense contre le stress oxydatif présent chez la levure. Cependant,
notre étude a aussi montré que le traitement par,@y e conduit pas a 'augmentation de la
phosphorylation d’elR2 (Figure 3 de la seconde publication) suggerantéagmce de voies

d’activation en parties différentes chez les plantes.

127



TAP tag

1 1
peptide
A de liaison a la
calmoduline protéine A

site de
clivage de
la protéase
B TEV

partenaires

protéines \
et ARN \

Bille

n lere colonne
couplé a

des lgG d'affinité
Billﬁ R coupure
ngsple g par la protéase
g TEV

Bille
couplé a la
calmoduline

2eme colonne
d'affinité

élution a 'EGTA

Figure 45: La purification TAP tag des partenaires de GCN2.

A: Structure du TAP tag associé a GCN2 en C terminal.
B: Les différentes étapes de la purification TAP tag.
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[1.2.2) Purification de GCN2 par la méthode du TAP tag et analyse de ses
partenaires.

Le TAP (Tandem Affinity Purification) tag est une étiquette synthétique composée de
trois parties distinctes (Figure 45A). On trouve d’abord des répétitions en tandem de la
protéine A laquelle est capable d’étre reconnue par des Immunoglogulines de type G (IgG).
Ensuite on trouve le site de clivage de la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) et pour finir un
domaine de liaison réversible a la calmoduline CBP (Calmodulin Binding Protein). Ce tag
permet de purifier les partenaires protéiques et/ou ribonucléiques associés a la protéine
etiquetée (Puig et aR001) (Rohilaet al. 2004). Les différentes étapes de la purification de la
protéine d’intérét sont présentées dans la figure 45B. La premiére étape consiste & mettre en
contact un extrait cellulaire natif de plantes exprimant la protéine fusionnée avec le TAP tag
avec des billes couplées a des IgG. Cette premiere colonne d’affinité est basée sur la
reconnaissance de la protéine A du tag par les IgG immobilisées sur les billes. Ainsi, aprés
incubation et plusieurs étapes de ringage, seule la protéine d’intérét associée avec son
complexe protéine/ARN est retenue dans la colonne. La seconde étape consiste a I'ajout de la
TEV protéase laquelle va venir cliver son site TEV présent sur le tag et ainsi libérer le
complexe protéique de son association avec les IgG. L'étape suivante est l'incubation de
I'éluat précédemment obtenu avec une résine calmoduline qui est capable de s’associer avec
la partie CBP du TAP tag. Apres plusieurs étape de lavage afin d’éliminer d’éventuels
contaminants, I'élution du complexe se fait pas ajout dEDTA qui chélate le calcium
nécessaire a la liaison entre la calmoduline et le tag CBP.

Pour déterminer les partenaires de la protéine GCN2 chez la plante, nous avons donc
choisis d’étiqueter la protéine a l'aide de ce tag. Pour cela, des cellules dérivées d’'une plante
mutante pour gcn2 ont été transformées avec un vecteur portant la protéine GCN2 fusionnée
avec le TAP tap. Apres une étape de sélection des cellules transformées, nous avons Vvérifié
I'expression du transgene par Northern blot et western blot sein des lignées obtenues. Nous
avons choisi d'utiliser une lignée exprimant le transcrit & un niveau relativement similaire au
niveau évalué pour le transcrit endogene afin de rester le plus proche possible des conditions

physiologiques (résultats non présentés). La Figure 46A montre le niveau de protéine présent
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Figure 46: La liaison de GCN2 a I'ARNT.

A: Vérification de I'expression de la protéine GCN2-CTAP dans un contexte
gcn2 mutant par western blot.

B: Compémentation de la protéine GCN2 CTAP pour la fonction kinase
d'elF2a.

C: Analyse par RT-PCR de la quantité d'ARNt valine co-purifié avec la
protéine GCN2 CTAP.
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dans la lignée de sélectionnée pour I'analyse grace a l'utilisation de I'anticorps PAP, lequel
reconnait la protéine A du tag. L'ajout de chlorsulfuron, inducteur de l'activité kinase de
GCNZ2, ne semble d’ailleurs pas provoquer de modifications de I'accumulation de la protéine
comme le montre le résultat présenté.

Nous avons ensuite verifié si la protéine fusionnée avec le TAP tag était toujours
fonctionnelle. Pour cela, nous avons regardé si les cellules exprimant GCN2 étiquetée avec le
TAP tag étaient capables de phosphoryler elf2a suite d’'une carence en acides aminés. A
I’origine, nous avions choisi d’étiqueter GCN2 a la fois du c6té amino- et carboxy-terminal.
Cependant, I'analyse de complémentation de la fonction kinase de GCN2 a montré que seule
la protéine GCN2 étiquetée cbté carboxy-terminal (GCN2-CTAP) était fonctionnelle. Le
résultat de I'analyse par western blot de la lignée mutante pour gcn2 exprimant GCN2-CTAP
est présenté dans la Figure 46B et montre clairement une phosphorylation @elf€fwnse
ala carence en acides aminés. Nous avons donc choisi d’utiliser cette lignée dans I'expérience
de purification des complexes associés.

La premiére analyse réalisée grace a cette purification TAP tag a été de déterminer si
GCN2 était capable de lier des ARNt en condition de carences en acides aminées. Pour cela,
nous avons traité la lignée de cellules gcn2 mutante exprimant GCN2-CTAP avec le
chlorsulfuron, molécule provoquant une carence en Isoleucine, Leucine et Valine. Nous avons
également utilisé une lignée cellulaire contrdle exprimant le TAP tag seul. Cette lignée permet
de vérifier si le tag n’est pas responsable d’'une éventuelle association avec un ARN présent
dans la cellule.

Ainsi, apres purification, nous avons choisi de regarder par RT-PCR la présence de
molécule d’ARNt Valine dans les éluats obtenus. Le résultat préliminaire de cette expérience
est présenté dans la Figure 46C. On détecte un niveau de base d’ARNt Valine dans I'éluat
contrble (les cellules exprimant uniquement le tag). Ce niveau de base provient probablement
de contaminations et des liaisons aspécifiques des ARNt valine avec les résines utilisées au
cours de la purification. La technique de RT-PCR étant tres sensible, il n’est donc pas anormal
de mettre en évidence la présence de faibles quantités de cet ARN dans I'éluat contrdle. De
plus, la purification de la protéine GCN2-CTAP semble indiquer un important enrichissement
en ARNt valine avant mais surtout aprés traitement avec l'inhibiteur de la voie de synthése
des acides aminés branchés (Figure 46C). La derniere piste présentée sur la figure est le
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Figure 47 : Impact des SINE sur l'activité kinase de GCN2.

Analyse par western blot de la phosphorylation d'elF2a en réponse au UV et
a la carence en acides aminés (Chlor) dans un contexte sauvage et dans un
contexte de surexpréssion d'un élément SINE (C3I18).

La tubuline est utilisée comme contrdle interne.
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résultat d’'une RT-PCR réalisée sur des ARN provenant d’'un extrait total de la lignée gcn2
mutante GCN2-CTAP ce qui constitue un contréle positif.

Ce résultat préliminaire semble donc indiquer que comme son homologue levure,
I'activation de GCN2 a la suite d’'une carence en acides aminés passe également par la liaison

de la kinase avec des molécules d’ARNt libres s’accumulant dans la cellule.

11.2.3) Impact de la surexpression d’'un élément SINE sur I'activité kinase de
GCN2.

Chez les mammiféres, 'ARN de I'élément SINE Alu est capable d’interagir avec la
protéine kinase PKR ce qui conduit a son inactivation (cf. paragraphe VII de la synthese
bibliographique). Ainsi, nous avons voulu déterminer si chez les plantes, la surexpression
d'un élément SINE pouvait avoir des conséquences sur l'activité kinase de GCN2. Pour cela,
nous avons choisi d’étudier la phosphorylation d’elldans la lignée C3I18 surexprimant le
SINE SB1 également utilisé dans I'étude sur le stress viral (cf. paragraphe 1.2.1.c de la partie
résultat). La Figure 47 présente la cinétique de phosphorylation d’&H2a suite d'une
irradiation par des rayons UV dans des plantes sauvages et des plantes surexprimant le SINE
SB1. Le résultat obtenu ne montre pas de différences importantes dans la cinétique de réponse
indiquant que la présence du SINE ne semble pas influencer la fonction de GCN2 dans la
réponse aux UV. Cependant, une différence semble apparaitre dans la cinétique de la réponse
a une carence en acides aminés. En effet le résultat de la Figure 47 montre que chez une
plante sauvage, la phosphorylation d’elRteint son niveau maximum entre 4 et 6H apres le
début du traitement. Par contre chez les plantes surexprimant le SINE SB1, la réponse semble
étre décalée dans le temps, le niveau de phosphorylation d’pi&®eint son maximum que
12H apres le début du traitement (Figure 47).

Les premiéres données concernant I'impact d’'un élément SINE sur GCN2 semblent
indiquer que comme pour la PKR, les SINE sont capables de moduler I'activité kinase de
GCN2. En effet, au cours d’'une carence en acides aminés, la présence de transcrits SINE
semble retarder I'activation de GCN2 causée par I'accumulation d’ARNt libres. Cependant, il
est également envisageable que I'effet méme du chlorsulfuron soit retardé chez les plantes

C3I118. En effet les plantes surexprimant le SINE SB1 présentent un phénotype marqué avec
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Figure 48: Impact de la présence de uORF sur la traduction
contrélee par GCNZ2.

A: Représentation shématique des plasmides utilisés pour la
transformation des protoplastes.

B: Dosage de l'activité luciférase des protoplastes transformés. Les
unitées sont exprimés en Unité Relative de Lumiére (RLU).
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notamment une diminution caractéristique de la longueur des racines, ce qui pourrait entrainer

une absorption moins importante du chlorsulfuron.

11.2.4) Impact de la phosphorylation d’elFZ&ur la réinitiation de la traduction.

La phosphorylation d’elF2eonduit & une diminution générale de la traductiais
également a la traduction de certains ARN spécifiques notamment ceux des facteurs GCN4
chez la levure et ATF4 chez les mammiféeres (cf. paragraphe .7 de la synthése
bibliographique). Cette augmentation de traduction dans un contexte défavorable est possible
grace a la présence de cadres de lectures aussi appelés UORF en amont de 'ATG de ces
facteurs.

Nous avons donc voulu voir 'impact de la présence de uORF au niveau de transcrits
sur leur traduction chez les plantes lorsque GCN2 est activé. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences de transformation transitoire de protoplastes avec des plasmides contenant un
gene luciferase dont le niveau de traduction peut étre mesuré facilement a l'aide d’'un test
biochimique. Les plasmides utilisés sont présentés dans la Figure 48A. Le premier provient de
la région 5’UTR du géne ETTIN (ETT) et possede deux uORF succéssifs : un long de 279
nucléotides suivit d’'un uORF plus court de seulement 18 nucléotides (Annexe 6). Le second
plasmide utilisé provient du clonage de la région 5’UTR du gene MONOPTEROS (MP) et est
constitué de 6 UORF d’une taille inférieure a 75 nucléotides (Annexe 6). Pour chacun de ces
plasmides, nous avions également a notre disposition la version mutée pour les codons ATG
des UORF (Figure 48A). Ces deux géenes ont été choisit car une étude a montré que les uUORF
présent au niveau de leurs 5’UTR régule négativement la traduction du cadre de lecture
principal (Nishimuraet al. 2005). Cela indique que la réinitiation de la traduction est une
étape majeure dans la régulation de I'expression de ces protéines. L'étude de la régulation de
la traduction de ces deux transcrits dans un contexte mutant pour la protéine GCN2 semble
donc étre un choix judicieux pour mettre en évidence un éventuel impact de la

phosphorylation d’elF2e&ur la réinitiation de la traduction.

Pour vérifier I'efficacité de transformation, nous avons réalisé des co-transformation

de chacun de ces plasmides avec un plasmide exprimant un second type de luciferase qui
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permet ainsi une mesure séquentielle de I'expression du plasmide test et du plasmide de
référence (Figure 48A).

Apres co-transformation des protoplastes, nous les avons placés dans des conditions
pour lesquelles la phosphorylation d’etFZtait induite dans des cellules. Ainsi, les
protoplastes ont été mis en contact avec du chlorsulfuron pendant 6h ou ont été irradiés par
des UV. Les résultats des dosages de l'activité luciférase de chacun des plasmides sont
indiqués dans le tableau présenté dans la Figure 48B et correspondent a la moyenne de 6
expériences indépendantes. Il apparait que le traitement UV ou I'ajout de linhibiteur de la
synthese d’acides aminés provoque une diminution de la traduction des vecteurs ETT et MP
gue ce soit en contexte sauvage ou en contexte mutant pour la protéine GCN2. Il est
intéressant de noter que cette diminution de traduction semble également affecter la traduction
du vecteur contréle ce qui rend difficile la comparaison des données obtenues. Cependant, il
apparait que pour chacun des plasmides, le niveau de traduction de la luciferase est toujours
plus important dans un contexte sauvage que dans un contexte mutant. Enfin, les tests réalisés
sur les plasmides mutés au niveau des uUORF montrent une augmentation de la traduction de la
luciferase dans un contexte sauvage mais aussi mutant (résultats non présentés). Cela
confirme que chez les plantes, ces UORF ont un effet répresseur pour la traduction des genes
placés en aval (Nishimura et 2005).

Les résultats préliminaires présentés ici ne permettent pas de conclure sur un éventuel
impact de la voie GCN2 sur la traduction de transcrits porteur duORF en amont de leurs
séquences codantes. Ceci est principalement di a I'absence d’'un contrdle interne permettant
de normaliser les données obtenues. Ainsi, méme si la phosphorylation dieliiit a une
diminution de l'efficacité de réinitiation de la traduction, notre approche expérimentale ne

nous permet pas de mettre en évidence un tel phénomene.

[1.2.5) Etude de la conservation de la voie de réponse générale des génes de

biosynthése en réponse a la phosphorylation d’elF2«

Chez la levure et chez les mammiféres, a la suite d’'une carence en un seul acide
aminé, I'activation de la traduction des facteurs GCN4 et ATF4 conduit a 'augmentation de

la transcription de nombreux genes, en particulier des genes intervenant dans la voie de
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Figure 49: Impact du mutant gcn2 sur la transcription des
genes de biosynthese des acides aminés.

Impact de la carence en acides aminés (Chlor) et de la carence en
purine (azA) sur la transcirption de génes intervenant dans la
biosynthese des acides aminés (ASA, ASB1, PAT, TSA) et dans
I'assimilation des nitrates (GS).



Résultats

biosynthese de I'ensemble des acides aminés (cf. paragraphe 1.7 de la synthése
bibliographique). Or cheArabidopsis cette réponse générale semble étre conservée car une
étude a montré que l'inhibition de la synthése d'un acide aminé branché conduit a
laugmentation de la transcription de genes intervenant dans la synthese des acides aminés
aromatiques (Zhao, Williams and Last 1998; Guyer, Patton and Ward 1995). Pour voir si cette
voie de réponse générale passe également par l'activation de la kinase: dleéz2les
plantes, nous avons choisi de suivre 'accumulation des transcrits analysés au cours de ces
deux études a la suite d’un traitement par le chlorsulfuron (Chlor) ou I'aza-Adénine (Aza),
lesquels provoquent la phosphorylation d’elfehez les plantes. Nous avons donc étudié des
genes codant pour des enzymes intervenant dans la voie de biosynthése du tryptophane :
I’Anthranilate Synthase Alpha (ASA), 'Anthranilate Synthase Beta (ASB), la Phosphoribosyl
Anthranilate Transferase (PAT) et la Tryptophane Synthase Alpha (TSA). Nous avons
egalement suivi I'activité du gene codant pour la Glutamine Synthétase chloroplastique (GS)
qui est la premiére enzyme permettant I'assimilation de I'azote inorganiqué)(hiiddein du
glutamate.

L’analyse a été effectuée sur des plantules sauvages et mutantes pour GCN2 mises en
contact pendant 6 a 12 H avec I'agent inducteur. Le résultat de I'hybridation des transcrits
avec les sondes choisies est présenté dans la Figure 49A. Chez les plantes sauvages,
I'inhibition de la synthése des acides aminés branchés provoque I'activation de I'expression
des genes codant pour les enzymes intervenant dans la synthése du tryptophane (ASA, ASB,
PAT et TSA). Ce résultat confirme les observations faites dans les études précédemment cités.
D’autre part, il apparait que la carence en purine conduit également a I'activation de ces genes
selon une cinétique plus rapide car l'effet apparait dés 6H de traitement par I'aza-adénine
avec un retour a la normal 12H aprés le début du traitement. L’activation de ces genes a la
suite d’'une carence en acides aminés ou en purine est un phénomene transitoire. Comme
attendu, le géne codant pour la GS voit 'accumulation de son transcrit fortement diminuer
apres une carence en acides aminés. Le méme résultat est obtenu apres une carence en purines
(Figure 49A) et (Zhao, Williams and Last 1998).

La méme expérience effectuée sur le mutant GCN2 donne des résultats globalement
similaires a ceux obtenues chez la plante sauvage (Figure 49A). En effet, aprés une carence en
purine ou en acides aminés, les genes codant les enzymes intervenant dans la biosynthése des

acides aminés semblent étre activés ou réprimés de la méme maniere, indépendamment de
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I'état de phosphorylation d’ellé2 Ainsi, il apparait que pour les génes observés datte
analyse, la phosphorylation d’elF2e semble pas étre la voie utilisée dans la migdaae

d’'une réponse globale a la suite d’'une carence en acides aminés.

[l.2.6) Recherche d’éventuels génes cibles de facteurs bZIP contrélés par la

phosphorylation d’elF2a

Afin de mettre en évidence d’éventuels génes cibles de facteurs bZIP intervenant dans
la voie de réponse dépendante de GCN2, nous avons choisi de suivre I'accumulation de
certains transcrits en réponse a des stress. Les deux stress utilisés sont la carence en acides
aminésvia l'utilisation du chlorsulfuron et l'irradiation UV, dont on sait qu’ils provoquent la
phosphorylation d’elF2«chez les plantes traitées. L'extraction d’ARN a edalisée apres
24H ou 48H d’action de l'inhibiteur de la voie de biosynthése des acides aminés. Pour les
UV, nous avons choisi d’irradier les plantes une fois et I'extraction a été réalisée 12H apres
(UV 12H), ou nous avons renouvelé I'opération une seconde fois avant de faire I'extraction
(UV 12H X2). Nous avons réalisé I'analyse dans un contexte sauvage ou mutant pour GCNZ2.
Les transcrits étudiés codent pour la glucosamine/galactosamine-6-phosphate isomerase
(G6P), la Chalcone Synthase (ChS), la Protéine Phosphatase 2A (PP2A), une Transférase des
acides aminés Branchés (BaaT), la Proline Deshydrogenase (ProDH), [I'Histidinol
Deshydrogenase (HDH) et la Lypoxygenase 2 (LOX).

Nous avons choisi le géne codant pour la glucosamine/galactosamine-6-phosphate
isomerase car il code pour une enzyme intervenant dans I'hydrolyse du sucrose et posséde
parallelement un site conservé de fixation des facteurs bZIP au niveau de son promoteur.

De maniere similaire, la Baat est une enzyme qui intervient dans la biosynthése des
acides aminés branchés et dont le promoteur du gene posséde un site de fixation potentiel aux
facteurs bZIP.

Le géne codant pour la chalcone synthase est lui connu pour étre régulé par les UV via
la fixation d’'un facteur bZIP au niveau de son promoteur (Saaay 2008).

La protéine phosphatase 2Adabidopsis comme son homologue levure, est quant a
elle capable d'interagir avec la protéine TAP42 (Haetisal. 1999). Or chez la levure, le
couple PP2A/TAP42 est responsable de la déphosphorylation d’elF2a

134



Chlor Chlor uv uv 12H
%] 24H 48H 12H X2

Ler Mut Ler Mut Ler Mut Ler Mut Ler Mut
Go6P

ChS

PP2A 0y o B e
BaaT hﬂ.u,uuu:'h
ProDH Mt % g et g W -
HOH A o o B e e B
LOX Mt 0 s 8% . B0 B9 o0 W0 W

Bet

Figure 50: Impact du mutant gcn2 sur la transcription des
genes cibles de facteurs bZIP.

Impact de la carence en acides aminés (Chlor) et de l'irradiation UV
sur l'accumulation de genes cibles des facteurs bZIP.
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Le géne codant pour la proline deshydrogénase voit son expression varier en réponse a
de nombreux stress. Cette régulation passe par la présence de site de liaison des facteurs bZIP
du groupe S, facteurs qui possédent des UORF au niveau de leurs 5’UTR (Satoh, Fujita,
Nakashima, Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2004).

Le gene codant pour 'HDH présente une forte homologie avec le gene His4 de levure
dont I'expression est régulée par le facteur bZIP GCN4. @hakidopsis I'expression du
géne HDH est induite a la suite d’irradiation par les UV (Zimmermann et al. 1999).

Enfin, le géne codant pour la lypoxygenase 2, une enzyme intervenant dans la
biosynthese de I'acide jasmonique, posséde un motif de liaison aux facteurs bZIP au niveau
de son promoteur. Chez les plantes, I'expression de ce géne est d'ailleurs stimulée lors

d’infection par des insectes herbivores (Zhehgl. 2007).

Les résultats obtenus a la suite des hybridations Northern sont présentés dans la
Figure 50. Globalement, I'effet du chlorsulfuron ou des UV ne conduit pas a une différence
d’expression entre les plantes sauvages et les plantes mutantes pour les génes PP2A, BaaT,
ProDH, HDH et LOX. Ainsi, méme si quelques différences apparaissent selon les conditions
expérimentales, il ne semble pas que I'expression de ces génes soit regulée par GCN2.

En ce qui concerne I'étude du gene G6P, seules les plantes mutantes GCN2 semblent
exprimer le transcrit correspondant. Cela semble indiquer que ce gene est déréprimé quand la
kinase est absente.

Pour le gene codant pour la chalcone synthase, la carence en acides aminés semble
induire une forte diminution de l'accumulation du transcrit dans un contexte mutant et
sauvage. L'irradiation par les UV semble elle diminuer la quantité de transcrit uniguement
dans les plantes mutantes pour GCN2. Cependant, méme si un différentiel est observé dans le
cas présent, il ne s’agit que d’'un résultat préliminaire. D’autre part, il ne reflete pas une
différence en réponse a la phosphorylation delfRusqu’il n'est pas présent pour le
chlorsulfuron et passe donc par un mécanisme a identifier.

A ce jour aucune étude n'a pu mettre en évidence un facteur de transcription
positivement régulé a la suite de la phosphorylation delfE2ailleurs aucun gene cible

potentiel ne semble se dégager de notre analyse.
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|I. Régulation de la transcription des éléments SINE.

Différents travaux chez les mammiféeres ont montré une réponse spécifique des SINE
suite a une infection virale, suggérant un role pour ces éléments dans la réponse au stress
(Schmid 1998). Dans ce travail, nous avons voulu étudier I'impact d'un stress viral chez les
plantes. Pour cela, des plante&rdbidopsis thaliana ont été infectées par le virus FBNYV et
impact de cette infection sur la transcription des SINE et plus généralement sur la
transcription pol Ill a été étudiée. En effet la souche virale utilisée code pour une protéine
CLINK potentiellement capable d'inactiver la protéine RB, un régulateur clef du cycle
cellulaire. Pour évaluer I'importance de cette protéine dans le stress viral hous avons utilisé
des lignées transgéniques pour la protéine CLINK et analysé la transcription des genes pol I

et des éléments SINE apres induction de cette protéine.

I.1. Impact du stress viral et de la protéine CLINK sur la transcription pol Ill.

L'étude de la transcription générale pol Ill a été réalisée avec les génes 7SL, U3, ARNt
phénylalanine et 5S qui possedent différents types de promoteur pol Ill. Le gene 5S a un
promoteur de type I, I'ARNt ainsi que la plupart des SINE un promoteur de type Il 7SL et U3
un promoteur de type lll. Ces différents types de promoteurs sont régulés par des éléments cis
et trans spécifiques (Geiduschek and Kassavetis 2001).

Un crible PCR sur I'ADN des différentes plantes mises en contact avec des insectes
porteurs du virus a permis d'identifier des plantes présentant différents niveaux d'infections.
Cependant I'étude de I'évolution des différents transcrits pol Il (7SL, U3, ARNt et 5S) par
Northern blot n'a pas permis de mettre pas en évidence de variation supérieure a un facteur 2
entre les plantes criblées positives a linfection et les plantes mises en contact avec des
insectes saindviéme si notre crible PCR a permis de mettre en écelda présence de
I'ADN viral au sein des tissus aériens de la plupart des plantes mises en contact avec l'insecte
porteur du virus, la méthode d'infection ne permet en aucun cas de déterminer le stade

d'infection du tissu étudié. En effet au cours de l'infection systémique, le virus s'est propagé
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progressivement dans lI'ensemble de la plante. Ainsi, certains tissus au sein des plantes
récoltées correspondent a des zones ou l'infection est déja établie depuis un certain temps,
d'autres tissus ne sont qu'a un stade précoce de l'infection. Un impact sur la transcription pol
[l @ un stade précis de linfection pourrait alors étre difficilement détectable. On peut

d'ailleurs noter que la protéine CLINK du nanovirus est exprimée dans les phases précoces de

I'infection cellulaire.

Parallelement, I'expression de la protéine CLINK a été stimulée par incubation des
feuilles de nos plantes transgéniques dans une solution de déxaméthasone. Un signal
correspondant a la présence du transcrit Clink a été détecté dans cette expérience dés 2 heures
de stimulation indiquant que la protéine CLINK est probablement présente dans les tissus
stimulés (figure 42).

L'évolution des mémes transcrits pol Il a également été analysée par Northern blot
dans les plantes exprimant la protéine CLINK, mais comme pour les plantes infectées aucune
variation supérieure a un facteur 2 n'a été mise en évidence. Dans ces deux approches
expérimentales, la transcription pol Ill dans son ensemble ne semble donc pas étre modifiée
de maniére importante. On peut cependant noter que les genes pol Il étudiés sont trés
fortement exprimés chez les plantes ; méme si la protéine CLINK ou l'infection virale est
capable d'augmenter la disponibilité des facteurs nécessaires a la transcription pol lll, le
niveau basal de I'expression de ces genes est tellement important qu'une induction
supplémentaire de leur expression, qui serait relativement limitée mais reproductible, pourrait
ne pas étre facilement détectable par les outils a notre disposition. Cependant, chez les
animaux, l'inhibition de RB a un impact détectable sur les populations a I'équilibre d’ARN
pol | et pol Il (Whiteet al 1996; Cavanauglket al. 1995). Il est aussi envisageable que
'absence de difféerence sur la quantité d’ARN détectée chez la plante puisse étre le résultat

d’une régulation post-transcriptionnelle qui ne permet pas une suraccumulation.
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[.1.1) Impact du stress viral sur I'expression des SINE.

Il semblerait que certains stress puissent induire une activation spécifique des SINE
sans toutefois modifier la transcription des autres genes pol Il (Schmid 1998). Pour tester
cela, nous avons analysé limpact de linfection virale sur le SINE SB1 présent dans nos
plantes infectées par le virus FBNYV. Cette étude réalisée par Northern blot montre que le
niveau d'accumulation des transcrits du SINE transgénique SB1 entre les plantes contréles et
les plantes infectées reste similaire (augmentation maximum de l'ordre de 2 fois ; Figure 40).
Le stress viral semble donc n'avoir que peu ou pas d'impact sur I'expression de cet élément
dans nos conditions expérimentales. Dans cette étude du SINE transgénique SB1, il faut noter
gue cet élément n'est présent qu'a I'état d'une copie homozygote dans la lignée de plantes
utilisées. Cet élément se trouve relativement bien exprimé chez les plantes contrbles non-
infectées suggérant qu'il n'est pas soumis au niveau de répression important touchant les
eléments SINE endogenes. Il est envisageable que le stress viral ne puisse induire qu'une
dérepression des loci SINE. L'absence d'effet sur SB1 pourrait n’étre di qu’a son caractere

exogene échappant ainsi a la forte répression naturelle que subissent les éléments SINE.

Dans cette optique, une étude de variation de la transcription de SINE endogenes
d'Arabidopsis thaliana suite a l'infection virale ou I'expression de CLINK a été réalisée par
une approche de RT-PCR quantitative. Deux loci SINE de chaque famille SB2, SB3 et SB4
ont été testés. Pour les loci SINE possédant un faible niveau d'expression basale aucune
augmentation significative de leur niveau de transcrits n'a été observée. Aucune dérepression
n'a également était observée pour les loci fortement réprimés et non transcrits en conditions
normales.

(Li and Schmid 2001) ont montré qu'une infection virale pouvait conduire a une
activation spécifique touchant seulement un certain nombre de loci du SINE Alu. Or, notre
approche RT-PCR a été réalisée sur seulement 6 des 266 loci BhdBidbpsis thaliana.

Pour détecter les transcrits SINE nous avons utilisé une amorce située dans la partie 3'
flanquante spécifique de chacun des loci SINE (Figure 41). Cela permet uniguement la mise
en évidence de la forme pleine longueur de ces éléments. Une variation dans I'accumulation
des formes tronquées poly(A) et sc n'est pas détectable avec ces expériences de RT-PCR et

'on ne peut exclure que le stress induise uniquement une modification de I'accumulation
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d'une forme particuliére. Des expériences de " primer extension " devraient donc étre mise au
point en utilisant une amorce dans la partie SINE du transcrit et permettant de suivre dans sa
globalité la transcription des familles de SINE suite au stress. Enfin, il serait raisonnable de

tester I'impact d'autres types de stress (chocs thermiques, cycloheximide...) sur l'expression
des SINE en raison des problémes potentiels (voir paragraphe précédent) inhérent aux

approches expérimentales que nous avons utilisées.

1.1.2) La protéine CLINK et la fonction de RB dans la cellule végétale.

L’absence d'impact de I'expression de CLINK sur la transcription pol Il nous a
conduit a vérifier si la protéine virale était capable d’'interagir avemRA8/0 dans la cellule.
Notre méthode a consisté a étudier I'impact de I'expression de la protéine CLINK sur les
genes contrélés par les facteurs E2F. En effet une des fonctions de la protéine RB est de
contrbler 'expression de génes clefs du cycle cellulaire (Harbour and Dean 2000). Pour cela,
il interagit avec les facteurs E2F, facteurs régulant la transcription des genes responsables de
I'entrée dans le cycle cellulaire (phases G1/S) comme certaines cyclines et certaines kinases
CDK mais également des protéines intervenant dans le processus de réplication de I’ADN.
Ainsi, si la protéine CLINK est capable de se lier a RB comme c’est le cas avec d’autre
protéine virale (comme E1A chez les mammiferes), on s’attend a une dérepression des genes
contrdlés par les facteurs E2F. C’est en effet le résultat que I'on a obtenu au cours de notre
analyse (cf. Figure 1 publication n°l) car I'expression des genes PCNA, CDC6 est
déreprimée apres expression de CLINK dans des cellules différenciées. Cependant, il apparait
gue non seulement des genes spécifiques des phases G1/S mais aussi des genes spécifiques
des phases G2/M sont également dérégulés (Figure 1 publication n°1). Cela semble indiquer
que l'inhibition de RB par la protéine CLINK est réelle dans la cellule et ne conduit pas
seulement a l'activation de certains genes nécessaires a la réplication du virus, mais semble
aussi réactiver le cycle cellulaire dans son ensemble. Cette hypothese est d’ailleurs confirmée
par I'observation de noyau en phase de mitose (Figure 2 publication n°1).

Dans le monde végétal, des proliférations excessives assimilables & un processus de
tumorisation n'ont jamais été observées. Dailleurs, I'expression en continue de la protéine

CLINK au cours du développement n’induit pas de phénotypes morphologiques particuliers.
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Cependant, il apparait que le nombre de cellules épithéliales est clairement plus important que
chez une plante sauvage (Figure 3, publication n°1). Une hypothése est que chez ces plantes,
le blocage des genes E2F mis en place par RB est retardé par son inhibition par la protéine
CLINK ce qui conduit a des divisions supplémentaires. Ce processus de division est ensuite
limité par la surface méme de l'organe. En effet, contrairement aux cellules de mammiferes,
les cellules de plantes possédent une paroi rigide laguelle empéche tout mouvement ou
migration cellulaire ce qui établit aussi une limite dans le processus mitotique au sein d’'un
organe donné. En effet le nombre de cellule d’'un organe comme la feuille est rapidement
déterminé et ce fait au niveau du meéristeme axillaire (John and Qi 2008). Ensuite, la taille de
la feuille ne dépend pratiquement que de processus d’élongation, de croissance cellulaire et
d’augmentation du niveau de polyploidie. Il est intéressant de noter que I'expression de
CLINK ainsi que linfection par le virus touche également le niveau de polyploidie des
cellules (Figure 4 publication n°1). Or, le processus de polyploidie consiste en une succession
de réplication de 'ADN sans division cellulaire. Ainsi nos résultats semblent indiquer que
'inhibition de RB conduit également a une stimulation de ce processus. Ainsi, aprés
inhibition de RB, certaines cellules font un cycle cellulaire complet avec division alors que
d’autres entrent dans un processus d’augmentation de leur niveau de ploidie. On peut
supposer que les différents types cellulaires présents au niveau méme d’une feuille répondent
differemment a I'inhibition de la protéine RB.

Enfin, pour expliquer I'effet inhibiteur de I'association CLINK-RB sur la fonction de
la protéine, plusieurs hypothéses peuvent étre avancées. Tout d’abord, I'association entre les
deux protéines ce fait entre le domaine LXCXE de la protéine CLINK et le domaine « pocket »
de RB. En effet, la protéine CLINK mutée pour ce domaine est incapable d’avoir un effet sur
la fonction de RB (Figure 1 publication n°1). Or c’est le domaine « pocket » de RB qui assure
la liaison avec les facteurs E2F. Il semble donc probable que la liaison RB-CLINK empéche
I'interaction avec les facteurs E2F en occupant le domaine « pocket » de RB. D’autre part, la
présence sur la protéine CLINK d’'un domaine de liaison a la protéine SKP1 laisse supposer
un lien entre CLINK et le protéasome. En effet, SKP1 est protéine qui intervient dans le
processus d’ubiquitinilation des protéines avant leur dégradation par le protéasome (Ho et al.
2006). On peut donc imaginer que la liaison CLINK-RB permettrait d’entrainer la destruction
de la protéine RB par cette voie de dégradation. Pour vérifier cette hypothése il serait
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intéressant de suivre I'accumulation de la protéine RB dans des cellules exprimant la protéine
CLINK.

Notre étude sur I'impact de l'infection virale et en particulier de I'expression de la
protéine CLINK sur la physiologie de la cellule végétale a permis de mettre en évidence un
certain nombre de caractéristiques communes avec les animaux mais aussi certaines
différences. Tout d’abord, comme chez les mammiferes, I'inhibition de la fonction RB dans la
cellule conduit a I'activation du cycle cellulaire. Cela indique que la protéine RB joue un réle
central dans le processus de régulation de la division de la cellule végétale. Cependant,
l'inhibition de RB n’a pas conduit a une modification de I'accumulation des transcrits pol Il
ce qui suggere que la protéine RB des plantes n’est peut-étre pas impliquée dans la régulation

de la croissance cellulaire contrairement a son homologue mammifere.

Il. Le réle des SINE dans la physiologie de la cellule végétale.

Chez 'homme, la transcription du SINE Alu est activée a la suite de certain stress
comme linfection virale ou le choc thermique (cf. paragraphe VII de la synthese
bibliographique). Le transcrit Alu est alors capable de lier la protéine kinase PKR, ce qui a
pour conséquence linhibition de son activité. La reconnaissance du transcrit Alu par la PKR
se fait au niveau de son domaine de liaison a I’ARN double brin. En effet, le transcrit Alu
possedent une structure secondaire constituées de nombreux segments d’appariement double
brin (Sinnettet al. 1991). La PKR est une des kinases responsable de la phosphorylation du
facteur d'initiation de la traduction elF2inez les animaux (cf. paragraphe 1.2 de la syethes
bibliographique). Sa phosphorylation par la PKR conduit a la diminution générale de la
traduction dans la cellule. Ainsi, le SINE Alu est capable d’intervenir dans la régulation d’un
processus clef de la cellule tel que le mécanisme de traduction.

Le but de notre analyse a été de voir si un tel mécanisme de contréle par les SINE est

conservé dans une cellule végétale. Avant cela, nous avons commencé par caractériser la voie
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de contréle de la traduction par elF2hez les plantes puis nous avons étudié I'analgse d
limpact d’'un élément SINE sur cette voie.

I1.1. Il n'existe gu’'une seul kinase d'elk2lans le monde végétale : GCN2

Dans un premier temps, nous avons cherché a identifier 'ensemble des kinases
d’elF20 présentes chez le riz et chembidopsis thaliana. A I'aide du programme BLAST,
nous avons recherché dans le génomAraiidopsis des génes codant des protéines
présentant des similarités de séquence avec le consensus du domaine kinage CitiE2
étude bioinformatique couplée a une analyse phylogénique nous a permis d’identifier deux
protéines dArabidopsis (GCN2 et la kinase Weel-like) possédant un domaine kinase
significativement proche des domaines présents chez les protéines kinases de mammiferes
(Figures S1 et S2 de la seconde publication). Cependant, seule la protéine GCN2 posséde
'ensemble des caractéristiques d’'une véritable kinase dig|piZsence de certains résidus
clefs, insert dans le domaine kinase).

Méme si notre analyse semble indiquer que chez les monocotylédons et les
dicotylédons GCN2 est la seul kinase d’elFplusieurs études ont décrit I'existence d’'une
activité de type PKR chez les plantes (Langlahdl 1995; Langlanet al. 1996; Hiddingaet
al. 1988; Changt al 1999). Ces études réalisées chez le blé et le tabac montrent en effet que
le facteur elF2oest phosphorylé a la suite d’'une infection viraly, notre étude chez
Arabidopsis semble indiquer que GCN2 est probablement la seule kinase d’'dlFs2uait

donc intéressant d’étudier un éventuel réle de GCN2 dans la réponse au stress viral.

11.2. Réqulation de I'activité de GCN2 chez les plantes.

Notre analyse de GCN2 chézabidopsisa permis de montrer que la protéine GCN2
est bien une kinase d’elF2Z€omme pour ses homologues mammiferes et de lesaore,
activation a lieu a la suite d’une carence en purine et en acides aminés. Chez les mammiferes,
la carence en un seul type d’acides aminés conduit a I'activation de GCN2 (cf. paragraphe II.1
de la synthése bibliographique). Les végétaux sont des organismes autotrophes, c'est-a-dire

gu'ils produisent leur propre matiére organique a partir de carbonedeClatmosphére) et
143






Discussion

d’azote inorganique (nitrates du sol oy dmosphérique). Ainsi, la carence en un seul type
d’acide aminé n’est possible chez la plante que par l'utilisation d’inhibiteur des voies de
synthese des acides aminés. En effet, c’est une diminution de I'apport global en carbone et/ou
azote qui conduit a un ralentissement général de la synthése de I'ensemble des acides aminés.
Les premiers résultats obtenus par la technique de purification TAP tag semblent indiquer que
GCN2 est capable d'interagir avec I'’ARNt valine (Figure 46). Plus généralement, nous avons
montré que la carence en acides aminés branchés ou aromatiques conduit a l'activation de
GCN2 (Figure 1 seconde publication). Ainsi, il semble que dans le monde végétal, la kinase
GCN2 a conservé sa capacité de reconnaissance de I'ensemble des acides aminés. Cette
activation par les ARNt conduit a la phosphorylation d’ellE2 qui provoque la diminution

de linitiation de la traduction dans la cellule (Figure 6 de la seconde publication). Ce
mécanisme de contrdle par elF2 est d’ailleurs essentiel pour la survie de la plante en condition

de stress (Figure 5 de la seconde publication)

Il apparait également que des stimuli spécifiques aux plantes semblent aussi étre
capables d’activer la protéine GCN2. En effet, la blessure et I'application de certaines
hormones (acide jasmonique, acide salicylique et éthylene) conduisent aussi a la
phosphorylation d’elF2gpar GCN2 (Figure S4 seconde publication). Ces honamcsont
connues pour étre produites en réponse a de nombreux stress biotiques et abiotiques tel que
lattaque par des insectes ou des pathogenes, des changements de condition du milieu
extérieur ou des blessures. Il semble donc que, contrairement aux mammiferes qui ont en leur
possession quatre kinases d'elFZpondant a des stress qui leurs sont spécifigess,
plantes, qui ne possedent que la kinase GCN2, ont diversifié les stimuli capable d’activer cette
protéine.

Le lien entre ces hormones de stress et l'activation de GCN2 reste cependant a étre
identifié. Il serait d’abord intéressant de voir I'impact des ces hormones sur l'activité d’'une
protéine GCN2 mutée au niveau de son domaine de liaison a 'ARNt. En effet, a ce jour, seule
la liaison entre une molécule d’ARNt au niveau de ce domaine est capable d'activer la
fonction kinase de la protéine chez la levure et chez les mammiferes.

La similitude dans la cinétique de réponse entre la blessure et I'incubation avec le
méthyl jasmonate semble indiquer que ces deux stimuli sont étroitement associés dans le

mécanisme d’activation de GCN2. Il est diailleurs établi qu’'une blessure conduit a la
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production d’acide jasmonique au niveau des tissus vasculaires (Bowles 1997). Les UV,
I'H,O, et I'éthylene sont également capables d’induire la production d’acide jasmonate.
D’autre part, la blessure conduit a I'activation de genes de la voie de biosynthese des acides
aminés (Dyeret al. 1989). Enfin, il est intéressant de noter qu’une étude a montré que, a la
suite d’'une infection bactérienne, certains génes intervenant dans la synthése du tryptophane
étaient activés (Zhao and Last 1996). Cette activation est dépendante de la présence d’acide
salicylique, ce qui semble indiquer un lien entre la synthése en acides aminés et la production
de ces hormones de stress. Cependant méme si ces hormones interagissent avec la biosynthése
des acides aminés, I'induction rapide (en moins de 30 min) de GCN2 par le méthyl jasmonate
suggere l'existence d’'un mécanisme d’induction plus rapide (Figure S4, seconde publication).
En effet, I'ajout des inhibiteurs de la voie de synthése des acides aminés comme le
chlorsulfuron ou le glyphosate requiert un temps d’incubation de plusieurs heures (4 heures
minimum) avant de voir une augmentation du niveau de phosphorylation d’dlFR2agit
probablement du temps nécessaire pour épuiser le stock en acides aminés a l'intérieur de la
cellule. La rapidité de réponse a ces hormones suggére donc que si l'activation de GCN2
passe par I'accumulation d’ARNt dans la cellule, I'effet ne se fait pas sur la voie de
biosynthese des acides aminés. D’autre part, on sait que rapidement apres sa production,
'acide jasmonique se conjugue avec un acide aminé et c’'est cette forme conjuguée qui
intervient dans la défense contre les pathogenes (Howe and Jander 2008). Il semble donc
envisageable que la production d’acide jasmonate a la suite d’un stress comme la blessure
utilise rapidement le stock d’acides aminés présent dans la cellule via ce mécanisme de
conjugaison ce qui conduit a 'accumulation d’ARNt libre lesquels vont venir activer GCN2.

Il serait intéressant de regarder si la réponse a ces différentes hormones conduit a une
activation systémique de GCN2. En effet, a la suite d’'une blessure localisée par exemple au
niveau d’'une feuille, la production locale d’hormone de stress conduit a la mise en place
d’'une réponse systémique chez la plante. Au cours de notre analyse, la blessure que nous
avons réalisée n’a touché qu’un nombre relativement limité de cellules par rapport a la plante
prise dans son ensemble. Or, notre analyse a la suite de la blessure a porté sur la plante entiere
et montre une forte phosphorylation d’e#-Zela suggere que la blessure induit une réponse
générale chez la plante. Pour vérifier cette hypothése, il serait intéressant de blesser une
feuille et de réaliser I'analyse du niveau de phosphorylation diedb2une autre feuille de la

méme plante.
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Des analyses portant sur I'impact de GCN2 sur la réponse au stress causé par des
insectes herbivores sont en cours. Pour cela, nous avons émis I'hypothése que GCN2 pouvait
étre un atout dans la réponse a ce type de stress. En effet, une plante blessée par un insecte
produit un certain nombre de métabolites secondaires toxiques ou répulsifs ce qui permet une
protection contre les insectes (Howe and Jander 2008). Pour mettre en évidence cela, des
plantes sauvages et des plantes mutantes pour GCN2 vont étre mises en contact avec un
insecte herbivorePieris rapaeet I'analyse du poids de linsecte va permettre de voir si

'absence de GCN2 conduit a une diminution des défenses de la plante.

Les végétaux sont des organismes immobiles, fixés au sol par I'intermédiaire de leurs
racines, ils sont donc beaucoup plus sujets aux variations des conditions de leur
environnement. Notre étude a montré que GCN2 est également activé a la suite d’'un choc au
froid et par I'ajout de cadmium dans le milieu.

En ce qui concerne l'activation de GCN2 a la suite d’'un passage a 4°C, il est d’abord
envisageable que la diminution de la température dans la cellule a des conséquences sur la
biosynthese des acides aminés et/ou sur le phénomene d’aminoacylation. Il serait intéressant
de voir si le choc thermique active toujours une protéine GCN2 mutée au niveau de son
domaine de liaison aux ARNt. Alternativement, on pourrait utiliser la protéine GCN2 taggée
avec le TAP tag afin de vérifier si des ARNt libres peuvent étre co-purifié avec GCN2 a la
suite d’'un passage a 4°C. D’autre part, le froid conduit également a l'activation de la
production de I'acide abscissique ce qui permet de relier ce type de stress avec les hormones
végétales (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 1996) (Xiehgal. 2002). Une autre
hypothése que I'on pourrait avancer au sujet de I'activation de GCN2 a la suite d’'un choc
thermique est que chez les plantes, comme chez la levure, I'activité de la kinase est en partie
contrblée par des chaperonnes (HSP70 et HSP90 chez la levure). Ainsi un passage au froid
pourrait étre responsable de la modification des protéines HSP associés a GCN2 ce qui aurait
pour conséquence l'activation de la kinase. Il faut tout de méme noter que 'augmentation de
température ne semble pas conduire a I'activation de GCN2 chez la plante (résultat non

présente)

Nous avons mis en évidence que la présence de cadmium dans le milieu avait pour

conséquence l'activation de GCN2 chsabidopsis(Figure 44). Chez la levure, I'activation
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de GCN2 par le cadmium semble étre la conséquence du stress oxydatif causé par
'accumulation de ce métal lourd. Or nous avons également testé lI'impact A& kBdr
l'activité de GCN2 et aucune phosphorylation d’elRF2a pu étre observée en présence de
cette molécule (Figure 3 de la seconde publication). Cela suggere que chez les plantes, GCN2
ne serait pas activée a la suite d’'un stress oxydatif et que 'effet du cadmium passerait par un

mécanisme qui restant encore a déterminer.

L’activation éventuelle de GCN2 a la suite d’'une infection virale reste une voie
d’étude intéressante. En effet, I'activation de la phosphorylation diedFfa suite d’'une
infection virale chez certaines espéces laisse supposer que GCN2 pourrait avoir un role a
jouer dans ce mécanisme. Nous sommes actuellement en train de tester I'impact de certains
virus sur le mutant GCN2 pour voir si 'absence de cette protéine peut constituer un avantage

pour le virus au cours de I'infection.

11.3. La phosphophorylation d’elF2et la traduction des UORF chez la plante.

Chez la levure et les mammiféres, 'augmentation spécifique de la traduction des
facteurs GCN4 et ATF4 suite a la phosphorylation d’elFuintervenir la présence uORF
au niveau des régions 5 UTR de leurs transcrits (cf. paragraphe 1.7 de la synthése
bibliographique). En effet, lorsqu’elF2est phosphorylé, la réinitiation de la traduction
devient moins efficace. Nous avons donc essayé de voir si cette propriété était conservée chez
les plantes. Pour cela, nous avons réalisé des expressions transitoires de genes comportant des
UORF au niveau de leurs 5 UTR dans des conditions ou edphosphorylée. Les résultats
obtenus ne permettent pas de conclure sur un éventuel effet de I'activation de GCN2 sur la
traduction des génes possédant des UORF (Figure 48). Le principal probleme inhérent a cette
analyse est le caractere transitoire qui nécessite la co-transformation d’'un autre plasmide
rapporteur afin de normaliser les valeurs obtenues. Or, il parait clair que le plasmide
rapporteur voit son activité modulée en fonction des stress appliqués. Une solution pour
résoudre ce probleme serait d’établir des lignés stables de plantes exprimant la construction
utilisée. Cela permettrait de doser simplement la quantité totale de protéine contenue dans

I'extrait avant de réaliser le test biochimique qui permet de quantifier I'activité traductionnelle
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du rapporteur. D’autre part, notre premiére analyse a été réalisée sur des protoplastes ce qui
rendait impossible la vérification du niveau de phosphorylation d’elf2ast d’ailleurs
possible que la méthode méme d’obtention des protoplastes soit un stress suffisant pour

induire I'activation de GCN2.

Il.4. Recherche d’un homologue de GCN4 dans le monde végétal.

Chez la levure et les mammiféres, la phosphorylation d’etfewluit a la traduction
spécifique d’un facteur de transcription appartenant a la famille bZIP (GCN4 chez la levure et
ATF4 chez les mammiferes). Chézabidopsis thaliana, aucun homologue de ces facteurs
n'a été mis en évidence. Cependant il existe chez les plantes un grand nombre de facteurs
bZIP. Parmi eux, les facteurs bZIP appartenant a la classe S semblent étre particulierement
intéressants. En effet, ces facteurs présentent un certain nombre de caractéristiques qui
laissent supposer un role éventuel dans la voie d’activation de GCN2 (cf. paragraphe 1.6 de
la synthese bibliographique). Tout d’abord, la majorité des ces facteurs présentent des UORF
au niveau de leur région 5’UTR. Ensuite, I'activité de facteurs de transcription de certains de
ces bZIP a été associée au controle de génes intervenant dans la biosynthese des acides
aminés. Par exemple, le facteur bZIP11 appartient a cette classe S. L’apport en sucrose
contréle la traduction de son ARNm et la présence des uORF au niveau de son transcrit est
essentiel dans ce mécanisme de régulation (Hanson et al. 2008). D’ailleurs des genes
intervenant dans la biosynthése des acides aminés sont la cible de ce facteur bZIP11. Il serait
donc intéressant d’étudier la régulation de la traduction de ce facteur en fonction du niveau

de phosphorylation d’elF2a

[I.5. Conservation de la régulation générale des génes de biosynthése des acides

aminés.

Notre analyse par Northern blot de 'accumulation de certains genes intervenant dans
les voies de biosynthéses des acides aminés semble confirmer qu’'un mécanisme de régulation
général est conservé chez les plantes (Figure 49). En effet, la carence d’'un type d’acide aminé

entraine l'activation de genes intervenant dans la biosynthese d’acides aminés de voies
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différentes. Cependant, les résultats que nous avons obtenus ne semblent pas indiquer que
cette réponse soit dépendante de GCN2 comme c’est le cas chez la levure et chez les
mammiféres. Il est tout de méme possible que nous n'ayons pas choisis les génes controlés
par le facteur bZIP dont la traduction est activée a la suite de la phosphorylatiom.dAg1R2

de mettre en évidence les genes contrblés par cette voie, il pourrait étre intéressant de réaliser
une étude de la transcription a grande échelle grace a la technique du micro array. Il serait
alors nécessaire de réaliser cette étude a la fois sur des plantes sauvages et sur des plantes
mutantes pour GCN2 dans des conditions ou exophosphorylée. L'irradiation par des
rayonnements UV d'une part et la carence en acide aminés d’autre part permettrait de
discriminer les genes répondant spécifiguement a la phosphorylation d’dé2genes

régulés par ces stress mais via des mécanismes différents.

11.6. Impact des éléments SINE sur I'activité de GCN2.

Chez les animaux, la PKR, une des kinases d’ed-@ne activité qui peut étre régulée
par la présence de transcrits du SINE Alu. En effet, a la suite d’'un stress, certains éléments
Alu voient leurs transcriptions déréprimées (cf. paragraphe VII de la synthese
bibliographique). Les transcrits Alu vont alors étre reconnus par la PKR ce qui a pour
conséquence d’activer l'activité kinase de la protéine et donc d’inhiber la traduction. Dans le
régne végétal, il semble qu’une seule protéine kinase d'edéi2présente, il s'agit de GCN2.
Ainsi, nous avons voulu déterminer si l'activité kinase de cette protéine était elle aussi
modulée en présence de transcrits SINE. Contrairement aux études menees avec des cellules
animales, nous ne disposons pas de conditions pour lesquelles la transcription des SINE
endogenes drabidopsisest dérégulée. Cependant, nous avons a notre disposition une lignée
de plante transgénique exprimant le SINE SBBdssica napusCe systeme d’expression
hétérologue nous permet d’avoir une expression importante d'un SINE de plante dans des
cellules dArabidopsis L'étude de [lactivité kinase de GCN2 dans ce contexte de
surexpression de SB1 semble indiquer que la présence de transcrit SINE ralentit I'activation
de GCN2 a la suite d’'une carence en acides aminés (Figure 47). Nous pouvons envisager que
les transcrits SB1 sont capables de rentrer en compétition avec les ARNt libres pour la

fixation au niveau du domaine HisRS de GCN2. Alternativement, il est possible que I'effet
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des SINE sur GCN2 se fasse de maniére indirecte. En effet, nous avons vu que SB1 est
capable d’interagir et de moduler I'activité de protéines possédant un domaine de liaison aux
ARN doubles brin (cf. paragraphe VII de la synthese bibliographique). On peut penser que
certaines de ces protéines sont capables de venir réguler l'activité de GCN2 lorsqu’elles sont
associées avec un ARN SINE. Enfin il est envisageable que la réaction différentielle de C3118
au chlorsulfuron provient d’'un apport moins important de la molécule causé par la forte
diminution de la taille des racines observée chez les plantes surexprimant le SINE. Les
rayonnements UV semblent d’ailleurs activer GCN2 de maniére identique chez les plantes
C3I118 et chez les plantes sauvages. Pour vérifier I'effet direct du SINE sur I'activité de
GCNZ2, il serait souhaitable de transformer une lignée C3I18 avec le gene codant pour la
protéine GCN2 étiquetée avec le TAP tag. Cela permettra de voir si SB1 peut étre co-purifié
avec GCN2, ce qui constituera une évidence du role du SINE dans la régulation de la kinase

chez les plantes.
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|. Matériel végétal.

I.1. Plantes gcn2 mutantes.

Les plantes mutantes pour le gene gcn2 (écotype Landsberg, Ler) ont été obtenues
auprés au RIKEN Genomic Science Center. L’élément d’insertion DS est présenté dans la
seconde publication (Figure S3). Les graines ont été semg#ro sur un milieu solide MS
(Murashige and Shoog ; Sigma) contenant 8 g d'agar par litre, supplémenté avec du
saccharose (30g/litre) et ajusté a pH 5,7. Le milieu contient de la kanamycine (50 pg/ml) qui

est le marqueur de sélection porté par I'élément.

1.2. Construction des plantes gcn2 mut x GCN2 et gcn2 mut X GCN2-TAP.

Les lignées de plantes mutante®mdbidopsisexprimant la protéine GCN2 ou la
protéine GCN2 taguées TAP tag sont dérivées de la lignée mutante gcn2. Ces lignées de
plantes ont été produites en utilisant la transformatiorAganbacterium tumefacien®our
cela, le plasmide portant la construction d’intérét est introduit par électroporation dans la
souche dAgrabocteriumC58C1. L'agrobactérie ainsi obtenue est cultivée dans 5 ml de
milieu 2YT (pré-culture) supplémenté en antibiotique (rifampicine 5 mg/l et hygromycine 50
mg/l). Aprés 24 heures de pré-culture, 2 ml de la préculture sont incubés dans 200 ml de
milieu 2YT+ 2 ml de MgS® 1M+ hygromycine (50 mg/l). 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 centrifugée (4000 g, 10 minutes) et le culot est repris dans 100 ml
de milieu d’infiltration. Les transformationsAl’ thaliana, écotype Columbiapnt faites sur
des plantes adultes par la méthode dite du « floral dip » (Bechtold and Pelletier 1998). Les
inflorescences des plantes sont alors trempées pendant 5 secondes dans le milieu d'infiltration
qui contient les agrobactéries. Les plantes sont laissées dans la serre jusqu’a obtention de

graines.
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Figure 51: Structure du T-DNA présent dans les lignées
Clink et Clink mutant.

Dans la protéine mutante, le site LXCXE est muté en un site LXRxA
qui ne permet plus l'interaction avec la protéine Rb.
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[.2.1) Les plantes C3118.

La lignée C3118 a été mise au point au laboratoire par Thierry Pélissier (Pdaltssier
al., 2004). Brievement, des plantes sauvages d’écotype Columbia ont été transformées avec
un trangéne portant le locus na7 du SINE SB1Bdassica napusL’accumulation des
différentes formes du transcrit SINE a été confirmé par Northern blot et montre que la lignée

C3118 exprime SB1 de maniere substantielle.

1.2.2) Plantes infectées par le virus FBNYV (Faba Bean Necrotic Yellow Virus).

Des plantes d'Arabidopsis thaliana d'écotype Columbia au stade rosette (environ 15
jours) sont mises en contact avec un pucefphid crassivora) porteur du virus. La lignée
établie qui a été utilisée posséde un locus SINE apporté par transgénése. Il s'agit du locus na7
du SINE S1 deBrassica napudcf paragraphe précédent). L'introduction du virus se fait
simplement par les blessures infligées par le puceron et le virus peut alors se répliquer et
s'accumuler dans tout I'organisme. L'infection virale provoque notamment chez la plante un
certain niveau de nanisme.

Apres une période d'incubation de 9 jours, les insectes sont éliminés. 18 jours apres
l'infection (DPI) les plantes entieres sont congelées individuellement dans de I'azote liquide et
stockées a -80°C. Les plantes ont été traitées a I'Institut des Sciences du Végétale (CNRS, Gif
sur Yvette. France). Le lot de plantes 18 DPI possede un taux d'infection attendu de 90%
environ. Pour chacune de ces expériences, des plantes contrbéles ont été mises en contact avec

des pucerons sains (non porteur du virus) et traitées de maniére similaire.

[.2.3) Plantes transgéniques CLINK et conditions d'induction.

Les plantes érabidopsis thaliangécotype Columbia) a notre disposition possedent
le transgéne présenté en Figure 51. Le promoteur 35S permet d'induire une expression
constitutive d'un récepteur nucléaire recombinant possédant un domaine Gal 4 de liaison a

I'ADN associé a un domaine activateur VP16. La fonction transactivatrice du récepteur est
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activée uniguement lorsque le ligand (un glucocorticoide) est fixé au domaine récepteur des
glucocorticoides. Ainsi, en présence de dexaméthasone, un glucocorticoide synthétique, le
récepteur va permettre la transactivation de I'expression du gene codant pour la protéine
CLINK. Deux types de lignées avaient été établies au laboratoire : des plantes exprimant la
protéine CLINK native et d'autres exprimant une forme mutante de la protéine au niveau du
site de liaison potentiel a la protéine RB.

Apres sélection de certaines lignées transformées, des graines (génération T3) sont
seméesn vitro sur un milieu solide MS contenant de I'hygromycine (20 pg/ml) qui est le
marqueur de sélection porté par le transgene. Aprés 15 jours a 23°C en chambre climatique
les plantules sont repiquées sur terreau et sont transférées a la serre.

Les expériences d'induction du transgéne ont été réalisées en incubant les feuilles de
ces plantes dans des tubes Falcon contenant une solution aqueuse de dexaméthasone
(concentration finale : 15 uM, par dilution d'une solution mére obtenue par dissolution du
dexaméthasone dans de I'éthanol absolu). D'autres feuilles ont été incubées dans une solution
contréle contenant uniguement le méme volume d'éthanol. Les feuilles sont incubées pendant
0, 2, 5, 24 ou 48 heures, et I'incubation est immédiatement suivie par I'extraction de leur
ARN.

Il. Conditions de stress utilisées.

Pour I'analyse de I'impact du cadmium sur la phosphorylation d’el&&s. plantules
sauvages de 10 jours ont été transférées dans un milieu MS liquide contenant du CdCI2 a la
concentration finale de 200 uM pendant 24H.

Pour I'analyse de la phosphorylation d’elF8ans un contexte de surexpression du
SINE SB1, des plantes sauvages d’écotype Columbia ou des plantes C3118 de 10 jours ont été
transférées dans un milieu liquide contenant 0,6 uM final de Chlorsulfuron pendant les temps
d’incubation indiqués. Parallélement, des plantules ont été irradiées par des rayonnements UV
(50 mJ/nd) & I'aide d’un Crosslinker (BioRad).

Pour I'analyse par Northern blot du mutant gcn2, des plantules sauvages et mutantes
ont été traitées avec du chlorsulfuron ou par les UV comme précédemment ou avec un

homologue de la purine: le 8-aza-Adénine (azA) a une concentration finale de 50 pg/mL.
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[1l. Extraction d'’ADN génomique

Deux feuilles de jeunes plantules (1 a 2 mois) sont broyées dans 500 pl de tampon
d'extraction (Annexe 1). Les échantillons sont homogénéisés avec 500 pl de phénol/CIA, puis
centrifugés 15 minutes a 4000 rpm. La phase supérieure est récupérée, puis I'ADN est
précipité avec 0,7 volume d'isopropanol pendant 10 minutes a température ambiante, suivi
d'une centrifugation de 15 minutes a 13000 rpm. Le culot d’ADN est lavé deux fois a I'éthanol
70%, puis séché. Il est ensuite repris dans 250 pl de tampon TE IX (Annexe 1) contenant de la
RNase A a 10 pg/ml. Aprés une incubation de 25 minutes a 37°C, la RNase A est éliminée
par une extraction phénolique. L'ADN est précipité de facon standard (ajout de 0.02 volume
de NaCl 5M et de 2,5 volumes d'éthanol 100%), centrifugé a 13000 rpm, puis lavé a I'éthanol
70% et repris dans 50 pl d'eau.

V. PCR

0,1 pg d'ADN sont utilisés pour chaque réaction de PCR. L'enzyme Goldstar est
utilisée selon les conditions préconisées par le fournisseur (Eurogentec), avec une température
d'annealing de 2 degrés inférieur a la plus basse Tm des amorces employées. Les amorces

utilisées sont indiguées en annexe 5.

V. Extraction d'ARN totaux

50 a 100 mg de feuilles sont homogénéisés dans un tube eppendorf avec du sable et
500 pl de tampon guanidine (Annexe 2). 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
acétiqgue 1M et 0,7 volume d'éthanol 100%. Apres 30 minutes de centrifugation a 10000 rpm
et a 4°C, le culot est lavé avec | ml d'éthanol 70%, puis repris dans 30 ul d'eau traitée au
DEPC.
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VI. Hybridation northern

VI.1. Détection d'’ARN en gel Mops-agarose

Apres dénaturation 10 minutes a 65°C dans le tampon de charge, 5 pg d'’ARN (pour la
partie | des résultats) ou 25 pg (pour la partie Il des résultats) sont séparés par migration dans
un gel MOPS-agarose, sur la nuit a 50 V. Ensuite, le gel est rincé 2 fois 15 minutes dans un
grand volume d'eau et equilibré dans du SSC 20X. Les ARN sont transférés sur une
membrane Hybond-N+ (GE Heathcare) par capillarité avec du SSC 20X, puis fixés par
exposition aux UV dans un crosslinker (Bio-Rad). Aprés une étape de pré-hybridation d'au
moins 2 heures a 42°C, la membrane est hybridée sur la nuit a 42°C avec une sonde marquée
a 1a*?P-dCTP préparée & l'aide du kit Megaprime (GE Heathcare) suivant les conditions du
fournisseur. La membrane est rincée dans une solution 1X SSC-1% SDS 15 minutes a 42°C et
15 minutes a 65°C, puis deux fois 15 minutes dans une solution 0.1X SSC1% SDS a 65°C.
Les signaux obtenus apres exposition ont été dosés a l'aide d'un phosphoimager (BioRad). Les

différentes solutions employées dans ces expériences sont détaillées dans lI'annexe 2.

VI.2. Détection d'ARN de bas poids moléculaire en gel polyacrylamide (PAA)

Apres dénaturation dans 1,5 volume de tampon de charge, 6 pg d'’ARN sont séparés
par migration dans un gel PAA 7% (19/1 Acryl/Bis-Acrylamide), 7,5M urée, TBE 1X
pendant 4 heures & 570 V et avec du TBE 1X comme tampon de migration. Aprés séparation,
les ARN sont transférés sur une membrane Hybond-XL (GE Heathcare) par transfert
électrigue dans du TBE 1X, puis fixés par exposition aux UV. La synthése de la sonde et les
conditions d'hybridation utilisées sont les mémes que pour la détection des ARN séparés en
gel MOPS-agarose. Les différentes solutions employées dans ces expériences sont détaillées

dans l'annexe 2.
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VIl. RT-PCR des éléments SINE endogénes

3 ug d'ARN sont traités avec 3 pl de DNase | (10 p/pl ; Roche) pendant 25 minutes a
25°C dans un volume de 100 pl d'eau traitée au DEPC. L'ARN est ensuite purifié par une
extraction phénol-CIA puis précipité. L'ARN est resuspendu dans 10 ul d'eau traitée au DEPC
et apres dosage, 500 ng de cet ARN est reverse transcrit en présence d'hexanucléotides et de
20 unités d'Expand Reverse Transcriptase dans un volume final de 20 pl et suivant les
conditions du fournisseur (Batsckeal.). Suite a la reverse transcription, 1 pl de la réaction

est utilisé pour I'amplification PCR comme décrit dans le paragraphe IV.

VIIl. Western blot.

L’extraction protéique est réalisée de la maniere suivante : 3 plantules sont broyées
dans du tampon Laemmli 1X (BioRad) supplémenté avec du cocktail phosphatase PhosStop
et du cocktail inhibiteur de protéase Complete (Batsche, Desroches, Bilodeau, Gauthier and
Drouin) selon les conditions du fournisseur. Le broyat est ensuite incubé 5 min a 95°C puis
centrifugé 10 min a 10 000G. La concentration en protéines du surnageant est dosé a I'aide du
kit RC/DC Protein Assay (Biorad). 35 ug de protéines sont ensuite utilisé pour la séparation
sur gel de polyacrylamide 10%. Aprés transfert semi sec (BioRad) pendant 45 min a 20 V, la
membrane de nitrocellulose est saturée dans du TBS 1X BSA 5%. L'ensemble des
incubations a ensuite été réalisé dans du TBS 1X BSA 1%.

Les conditions d’hybridation et les anticorps utilisés dans 'immunodectection d’elF2a
et de la tubuline sont indiqués dans la seconde publication.

Pour la détection de la protéine GCN2-CTAP, I'anticorps Péroxydase anti-péroxydase
(PAP, SIGMA P-2026) est utilisé a une dilution au 1/5000.

IX. Préparation et transformation transitoire de protoplastes dArabidopsis

Des feuilles de rosettes de plantes de 3 semaines environ ont été découpées en fines

lamelles a I'aide d’'une lame de rasoir. Les lamelles sont ensuite incubées dans une solution

157






Matériels et méthodes

enzymatique (préparer un mélange : 1% cellulase, 1,25 %0 macérozyme, 400 mM mannitol,
20 mM KCI, 20 mM MES-KOH pH 5,8 ; chauffer 10 minutes a 55°C puis ajouter 10 mM
CaCb, 0,1% BSA ; stériliser par filtration) et incubées 2 heures sous vide a température
ambiante. La suspension de protoplastes est passée sur un filtre de nylon (35-75 microns) pour
éliminer les feuilles qui n'ont pas été digérées. Les protoplastes sont culottés en centrifugeant
1 min a 100 g (accélération et freinage minimums), puis lavés une fois dans 30 mL de
solution W5 (154 mM NacCl, 125 mM CaCb mM KCI, 5mM Glucose, 0,03% MES, ajuster

le pH a 5.8 avec une solution de KOH 1 M). Les protoplastes sont finalement repris dans du
W5 & une concentration d’environ 1 x°Ifrotoplastes par mL (approximativement 5 mL de

WS5 pour 25 mL de cellules en suspension).

Pour une transformation transitoire, les protoplastes sont incubés 30 minutes sur de la
glace, puis repris dans une solution de MaMg (15mM Mg@0 mM Mannitol et 5 mM
Mes-KOH pH 5,8), & une concentration d’environ 1 % i®toplastes par mL. 10 ug d’ADN
plasmidique (1 pg/pL) sont mélangés avec 100 pL de la suspension de protoplastes, puis a
1 volume (110 pL) de solution 40% PEG (pour 10 mL : 4g de PEG4000 (#81240, Fluka),
2,5 mL de Mannitol 800 mM, 1 mL de CaQM et 3 mL d’HO). La suspension est incubée
30 minutes a température ambiante, puis diluée dans 4 volumes de solution W5 (mélanger trés
doucement). Les protoplastes sont ensuite culottés par centrifugation, 5 minutes a 80 g, et le
surnageant écarté. Les protoplastes sont finalement repris dans 1 mL de W5 et incubés sur la

nuit a 23°C, dans I'obscurité

X. TEST LUCIFERASE

Le systeme Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) permet d’analyser
l'activité de 2 rapporteurs de maniere quasiment concomitante. En effet les activités des
luciférases de type Firefly et Renilla sont mesurés séquentiellement a partir du méme
échantillon selon les conditions préconisées par le fournisseur. La luciférase Firefly est
mesurée en premier par I'ajout du premier réactif (Luciferase Assay Reagent Il) qui génére un
premier signal lumineux. Aprés quantification par un luminometre, la premiere réaction est

stoppée et la réaction faisant intervenir la Renilla luciferase est initiée simultanément par
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I'ajout du réactif « Stop & Glo » dans I'échantillon. Le second signal lumineux est alors

mesuré.

XI. PURIFICATION TAP TAG

Les plantes sont d’abord récoltées puis placées dans 2 volumes de tampon PBS 1X a
4°C contenant 1% de formaldéhyde (v/v). Le mélange est ensuite placé sous une cloche a vide
pendant 30 min. La réaction de crosslink est ensuite stoppée par addition de glycine pH7 a
une concentration finale de 0.25M. Apres 2 lavages avec du PBS 1X (centrifugation 4 min a
3009), les plantules sont congelées dans I'azote liquide et broyées au mortier. La poudre
obtenue est reprise dans 3 volumes de tampon avec inhibiteurs (Annexe 4) puis centrifugée 30
min a 4180 g a 4°C. Le surnageant obtenu est mis en contact avec 200 ul de résine IgG
sépharose 6 Fast Flow préalablement équilibré dans du tampon avec inhibiteur sous agitation
douce pendant 2H a 4°C. Aprés une centrifugation 3 min a 150g, la résine est rincée 5 fois
avec 1 mL de tampon sans inhibiteur (Annexe 4). La résine et ensuite reprise dans 1 mL de
tampon TEV (Annexe 4) contenant 2 unités de TEV protéase et laissée sous agitation 2H a
18°C. L’éluat de la digestion est récupéré par étape de centrifugation de 3 min a 150g. Apres
3 ringcages avec du tampon TEV, I'ensemble des éluats obtenus est mélangé avec 3 volumes
de tampon CAM (Annexe 4) et 50 pl de résines calmoduline. Aprés 3H a 4°C sous agitation
lente, la résine est rincée 3 fois avec 1 mL de tampon CAM. Enfin, I'élution est réalisé avec 5

fois 1 volume de tampon élution CAM (Annexe 4).

Avant 'extraction des ARN, le crosslink est reversé par ajout de SDS (1% final) a
I'éluat et incubation a 70°C pendant 45 min. L'ARN est ensuite 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 acétigue 1M et 0,7 volume d'éthanol 100%. Aprés 30 minutes de
centrifugation a 10000 rpm et a 4°C, le culot est lavé avec | ml d'éthanol 70%, puis repris dans
30 pl d'eau traitée au DEPC. Les ARN précipités a partir d’extraits natifs ou apres purification
TAP tag de la protéine taguées TAP sont d’abord traités avec le kit "DNA-free" (Ambion),
suivant le protocole "Rigorous DNase treatment” du fabricant. Une partie des ARN)(1/5

est rétrotranscrite a l'aide de I"expand reverse transcriptase" (Batsche, Desroches, Bilodeau,
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Gauthier and Drouin) et d’amorces aléatoires (hexanucléotides). Les ADNc ainsi obtenus sont
ensuite amplifiés par PCR a l'aide d'un couple d’amorces spécifigues de I’ARNt Valine
(Annexe 5).
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Annexe 1 : Solution Stock-extraction ADN.

Tampon d’extraction d’ADN génomique.

Solution stock 2X : Tampon d’extraction :

5M NacCl 12 ml Solution stock 2X 25 mL
1M Tris pH 7.5 10 mL 12M Urée 10 mL
0.5M EDTA 8 mL Phénol 2.5 mL
49 sarkosyl 1 0) 2.5mL
20% SDS 5SmL

H>O g.s.p. 100 mL

Tampon TE 10X (Tris EDTA)
Tris-HCI pH 7.4 100mM
EDTA pH8.0 10mM

Stériliser a I'autoclave.
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Annexe 2 : Solution Stock-extraction ADN.

Tampon Guanidine

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

Ajuster le pH & 7.0 avec HCI

Ajouter du BMercaptoéthanol & 50mM final avant utilisation.

Tampon de charge ARN gel MOPS-agarose

Tampon de charge glycérol Tampon de charge ARN

Glycérol 5mL Formamide 500 pL
EDTA 0.5M 20 pL Formaldéhyde 37% 175 pL
Xyléne Cyanol 2.5% 1mL Tampon MOPS 10X 100 pL
Bleu de Bromophénol 2.5% 1 mL Tampon de charge glycérol 220 pL
H.0 2.98 mL Bromure d’éthidium (10mg/mL) 5 puL

Gel MOPS-Agarose (300mL)

Agarose 349
MOPS10X 30 mL
H.0 254.8 mL

Faire fondre le gel, laisser refroidir au bain marie a 55°C, puis ajouter 15.24 mL de

Formaldéhyde et couler le gel.
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Tampon d’hybridation ARN

SSC 20X 125 mL
Formamide 250 mL
SDS 20% 50 mL

Denhardt’s 50X 5 mL
Sperme de saumon 5 mL
(12.5 mg/mL)

Tampon SSC 20X

NacCl 179.3g
Citrate de Sodium  88.2¢g
H.O gsp 1L
Ajuster le pH & 7.0 avec HCI

Stériliser a I'autoclave.

Gel 7% Acryl/Bis-Acrylamide (19/1)

Acryl 40% 17.5mL

Urée 509

TBE 10X 10 mL

H>0 gsp 100 mL
Polymérisation du gel par ajout de :
APS 10% imL

TEMED 80 puL

Tampon MOPS 10X

MOPS 200 mM
Acétate de Sodium 50 mM
EDTA 10 mM

Ajuster le pH a 7.0 avec NaOH et filtrer

sur membrane 0.22 pum.

Tampon TBE 10X

Tris-Base 108g
Acide Borigue 55¢

EDTA 7.5¢9

20 gsp 10 mL

Stériliser a I'autoclave.

Tampon de charge gel PAA

Formamide 100% 9.8 mL
EDTA 0.5M, pH 8.0 40 pL
Xyléne Cyanol 2.5% 0.1 mL

Bleu de Bromophénol 2.5% 0.1 mL

2OH gsp 10 mL
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Annexe 3: Solution transformation plantes.

2YT

Tryptone 169
Yeast Extract 10g
NaCl 549

H20 gsp 1 litre
Ajuster le pH a 7 avec NaOH
Autoclaver
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Milieu d'infiltration (100 mL)

Sucrose 59

MgellM 10 ml

HO g.s.p. 100 mL

Juste avant d'infiltrer les plantes, ajouter
50 ul de Silwet.
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Annexe 4: Solution purification TAP tag.

(D’apres Rohila et al 2004)

Tampon avec inhibiteur

(Final)
Tris pH 8 20 mM
NaCl 150 mM
IGEPAL 0.1%
EDTA 2.5 mM
DTT 1mM
Benzamidine 2 mM
PMSF 1 mM
Leupeptine 10 uM
DCI 10 pM
Glycérol 1%

Cocktail inhibiteur 1 %
Sigma

Tampon avec inhibiteur

(Final)
Tris pH 8 20 mM
NacCl 150 mM
IGEPAL 0.1%
EDTA 2.5 mM
DTT 1mM
Tampon TEV

(Final)
Tampon TEV 1X
DTT 1mM
E64 1 mM

Tampon CAM

DTT

Tris pH 8
NaCl

Acétate de MY

Imidazole
Cagl
IGEPAL

(Final)
1mM
10 mM
150 mM

1mM
1mM

2 mM
0.1%

Tampon d’élution CAM

DTT

Tris pH 8
NacCl
Acétate de Mg
Imidazole
EGTA
IGEPAL
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Annexe 5. Liste des amorces utilisées pour

cette étude.

Tableau 1 :liste des amorces utilisées pour la détection de I’ADN viral.

l!\lom de Séquence
amorce
Rep2 DT tcggcaagttatatgctgg
Rep2 Rev agcaagggatcacatgacg
Rep2 Int Rev actcccatggaccttcaag
CLINK DT aaagtcgacccatctccttc
CLINK Rev acttgaaacttgatattagcag
CLINK Int Rev atgggtctgaaatatttctctc

Tableau 2 : liste des amorces utilisées pour la fabrication des sondes utilisées dans les

Northern blot.

l!\lom de Séquence Gene
amorce
G6P DT gtctcattcacttggaaagaatc AT3G49360
G6P Rev gcgtagatgttttcagctgg AT3G49360
ChsS DT cctcatctccaagaagattgtg AT5G13930
ChS Rev tgatgtcattcaagacccatag AT5G13930
PP2A DT gcgaagaatacgcagaatcc AT1G13320
PP2A Rev cagatagttggtatcaggacac AT1G13320
BaaT DT gctgttagggcaaaggagc AT3G49360
BaaT Rev gagaactctccatcaatctta AT3G49360
ProDH DT ctttgaattttatggcaaccc AT3G30775
ProDH Rev cgtccataagtttagagctc AT3G30775
HDH DT caatcgccgactttagactc AT5G63890
HDH Rev catacgcaacatcaaacgcttc AT5G63890
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LOX DT gtattgtagagagtccttgtcg AT3G45140
LOX Rev ctcgcactcgtacttctcatc AT3G45140
ASA DT cttcctctatgaacgtagcg AT5G05730
ASA Rev gcctccttgtactcttcge AT5G05730
ASB DT gttttggggaagagtcgtag AT1G24807
ASB Rev ttctgctttccacttttcacaa AT1G24807
PAT DT gatttggtttaaggcgctttg AT5G17990
PAT Rev gtttgagatgtttatccaagaatc AT5G17990
TSA DT gatggaagagcaagtcagaag AT3G54640
TSA Rev gtggcttgagtcacagtaac AT3G54640

GS DT gttacaaacaccaaactctcct AT5G35630
GS Rev gggcttcagcctcaagagtt AT5G35630

Tableau 3 : liste des amorces utilisées dans la détection de '’ARNt valine co-purifié avec

GCN2 TAP tag.

Nom de A
I Ségquence
amorce
Valine DT gotttcgtggtgtagttgg
Valine Rev cccgggttcgaaccggag
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Annexe 6:Séguence de la région 5’UTR ¢
genes ETT et Ml

A ETT

A AN AL AL L CAdABAT CLAAL COCALCIAAT QI CICTCICn Coasnoacanas

gtiiaaaagocacaccaciCacaicagicaccagqacgiagiagagagcctcactigitgoa

JagagcactfagtacigiictgttEct et gatacSEct ot oot ot ot Sl t LaaTAl

Litiktctccacggcttasagactcactcatcactgigrtactacktctcictictititgge
tgaqaggotaassgechtgeagqasactoctotgagetteetttottbicketottataatan
agoeicttatckttakctctgbbiickotcbiotbbaatgggiggtttaatogatstgancghyg

atgagacggaggangacqiancgcaancgeasatacegtoticagottetgygtetgtet
citortacktogicticticagottctigigtcigtggigticttocgaattcigotiggigqagg
ggtitgtttggagctgtggoatgottgigotggacoccttatctocbctaccalaaagagga
agostigigtigtatttcoctcagggacati tggaacaageccoogat teotcogoogoga
tttacgggotecctectcacgtigttotgiegtattctegatgttanget tcasgtatgytas
ctasctototottdotitotatttt gttt tgttttgtettoticatttadgtedtotos
trtgototrasagragagagatatgggtttbgtbotgtbttbrtgattobtbgat bbb be
astcgtttgittggtgaatotgagtigggttttocgatacaagtatggagattbgigoci bt
gtttattgaatigttigagacasacqaatitatgtigogagassagitocirt et tgote
catttgoatitotictogtggeattttgatgacgaatact tgaaatocecatiaat tat et
toagttttttictitgatgalsatgaattitgatttcanagtitogoctitigotocatitty
atgqacaattgatttcagaacaaticaattcectgtanaggtttaaact tEELEEQEEQLED
tgaggattaatasacaasalgtgogagattttgatttogtagyoagagacgastacagakg
asgittakgobcasgtototottottoctgagtoagaggty

8 MP

atccggaaccaaaguaaﬂaaactgtgtggtttcntgntggcacctttgg:ttctcttcttc
attgaagggtcgaatttggtctgagaaaaga tgga aaagaga a
gagccccacaagagagacAtgettgtctgtgtagtcocctattttgtAtgttctttaatcte

tcccactctgtttttgtcAtgtgtaagggttttgtccttcgattttggagtcttctttaac
caaaaaaaaacagattccAtgaaAtggetttgtctttaattcctctggtttgtcctggatt
tatcttcttgtagectctttgctcaatagagetctttttgtctettettgtattaaataaa
ataaantgaagacttagtaaagaaaaagnaaaactcttgggtcttgctggggcctngttag
tgttgagtgtgggagagacaaaacggnacattﬂaaaaatctctctgtatgatggcttcatt
gtcttgtgttgaagacaagatgaaaacaagttgtttggttaatggtggaggaactataaca

acaacaacatctcaatctaccttgettgaagagatgaagctgttgaaagaccagtcaggtt
ttcatcttcttctttctcaagatttttattaaaaaagttacctttttaagaataaactgtg
ataacaaaaggtttcataatttatgctaatgacatttagaaattttgttactttccectaa
aaatgcgattttgaacatttttcaggtacaagaaagccggtaataaactcggagctatgge
acgcttgtgeaggeectttggtgtgtetoccctcaagttgggagettagtgtattacticte
acaaggqtcatagcgagcaggttgctg —_=
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Résumé

Chez les mammiféres, I’infection par I’adénovirus conduit & I’activation de la transcription de certains
éléments SINE Alu. Il s’agit d’un mécanisme conservé car il est observé avec d’autres familles de virus.
Adénovirus code pour une protéine, E1A qui est capable d’interagir avec la protéine Rétinoblastome (RB). Cette
interaction provoque I’inactivation de RB ce qui provoque probablement I’activation transcriptionelle des
éléments Alu. Ainsi, chez les mammiféres, certaines protéines virales agissent négativement sur RB ce qui a
pour conséquence de déréguler le cycle cellulaire, la transcription pol 11l de maniére générale et la transcription
des éléments SINE en particulier. Chez les plantes, I’activation de la transcription des éléments SINE & la suite
d’un stress comme I’infection virale reste & démontrer. Cependant, le virus FBNYV posséde au sein de son
génome une protéine, CLINK, qui est entre autre constituée d’un domaine de liaison & RB similaire & celui
retrouvé chez E1A d’adénovirus. La premiére étape de ce travail de thése a porté sur I’analyse de la protéine
CLINK et plus particulierement I’effet de cette protéine sur le cycle cellulaire, sur la transcription pol Il en
général et sur la transcription des SINE endogenes de plantes.

La seconde partie de cette étude porte sur la fonction des éléments SINE de plantes au sein de la cellule.
Chez les mammiféres, I’élément SINE Alu est capable de jouer un rdle dans la physiologie de la cellule en
réponse a certains stress. En effet, la transcription de ces éléments est activée a la suite d’une infection par
certaines familles de virus. Les transcrits ainsi produits sont alors capables d’interagir avec la protéine PKR, une
kinase d’elF2a. Ainsi, les éléments SINE sont capables d’intervenir dans des processus clefs de la cellule comme
le mécanisme de régulation de la traduction. La seule kinase d’elF2a identifiée chez les plantes est la protéine
GCN2. Ainsi, nous avons choisit de caractériser la fonction de cette protéine chez Arabidopsis. Nous avons
déterminé les mécanismes de régulation de la protéine en mettant en évidence certains inducteurs spécifiques aux
plantes. Ce travail a permis de montrer I'importance de la protéine pour la plante et de découvrir des fonctions
potentielles de la protéine dans des voies de stress typiques des végétaux. Enfin, I’impact des SINE de plantes
sur I’activité de GCN2 a été analysé.

Abstract

In mammals cells, adenovirus infection induces transcription of individual Alu loci. This mechanism is
well-conserved and observed with other virus families. Adenovirus encodes a protein, E1A, capable of
interacting with the retinoblastoma protein (RB). This interaction inactivates RB which probably leads to the
transcriptional inactivation of Alu elements. Thus, in mammals, viral proteins can negatively regulate Rb and
cause cell cycle deregulation, general pol 1l transcription and particularly SINE transcription. In plants, SINE
transcriptional activation following viral stress is still to demonstrate. However, the FBNYV virus genome
encodes a protein, CLINK, which contains a RB binding domain also found in the adenovirus protein E1A. The
first step of this work was to analyze the CLINK protein and more precisely the impact of this protein on cell
cycle deregulation, on general pol 111 transcription and particularly on endogenous plant SINE transcription.

The second part of this study focuses on SINE elements functions within the cell. In mammals, SINE
element Alu has been shown to modulate the cell physiology in response to stresses. Indeed, transcription of
those elements is activated following some viral infections. Those transcripts are able to interact with the PKR
protein, an elF2a kinase. Thus, SINE elements are capable to modulate cellular functions such as translation
regulation. Only one elF2a kinase has been identified in plants: the GCN2 protein. Thus, we characterized the
function of this protein in Arabidopsis. We shown mechanisms that regulate the protein function and also found
some plant-specific inductors. This study has shown that GCN2 is important in plants and that this protein
intervenes in some plant-specific stress pathway. Finally, SINE impact on GCN2 activity has been study in
plants.

Mots-clés:

SINE, Rb, cycle cellulaire, GCN2, elF2 alpha, régulation de la traduction, stress, Arabisopsis
thaliana
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