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RESUME

La RNase P est impliquée dans la maturation des ARNt en libérant I’extrémité 5’ leader de leurs
précurseurs. Jusqu’a trés récemment il était admis que cette enzyme soit universellement conservée en
tant que complexe ribonucléoprotéique dont I’ARN, un ribozyme, possede I’activité catalytique.
L’activité RNase P existe chez les plantes dans les trois compartiments possédant une expression
génétique. Cependant les génes codant les composants de la RNase P ribonucléoprotéique ne sont pas
présents dans le génome des plantes.

La rupture avec le modéle établi est venue avec I’identification d’une RNase P uniquement protéique
dans les mitochondries humaines et chez les plantes. Ces protéines ont été nommées au laboratoire
PRORP (pour « Proteinaceous RNase P »). Elles sont caractérisées par la présence de motifs PPR qui
pourraient étre impliqués dans la liaison a I’ARN et d’un domaine métallonucléase NYN slrement
impliqué dans I’activité catalytique de la protéine. Chez Arabidopsis, trois paralogues ont été localisés
soit dans les organelles (PRORP1), soit dans le noyau (PRORP2 et 3).

Des tests d’activité in vitro montrent que chaque protéine PRORP posséde seule une activité RNase P.
L’étude de lignées ADN-T a montré que la fonction des protéines PRORP est essentielle et la fonction
des protéines nucléaires PRORP2 et 3 est redondante.

L’hypothese est que les protéines PRORP soient entierement responsables de I’activité RNase P chez
les plantes, i.e. qu’elles aient complétement remplacés les ribonucléoprotéines pour I’activité RNase P.
Cependant, la RNase MRP, une autre ribonucléoprotéine impliquée dans la maturation des ARNT, est
présente dans le noyau des cellules de plante. Chez les animaux et les levures, cette enzyme contient
des sous-unités également associées a la RNase P ribonucléoprotéique. Ainsi nous ne pouvions
exclure que la RNase MRP ait acquis au cours de I’évolution I’activité RNase P chez les plantes. Pour
répondre a ces questions nous avons construit des lignées de dérégulation de PRORP1, PRORP2/3 et
de sous unités de la RNase MRP. Nous avons trouvé que les protéines PRORP sont bien impliquées

dans I’activité RNase P alors que la RNase MRP n’est pas impliquée dans la maturation des ARNL.

Ces résultats suggerent que les protéines PRORP seraient bien les seules enzymes impliquées dans la
maturation de I’extrémité 5’ des ARNt chez Arabidopsis. De plus I’analyse des lignées de
dérégulation montre que les protéines PRORP possédent une diversité de substrat. Ainsi, en plus de la
maturation des ARNt, PRORP1 est impliquée dans la maturation d> ARNm mitochondriaux en
réalisant une coupure endonucléolytique au niveau d’une structure ARNt-like, tandis que PRORP2 et
3 interviennent indirectement dans la maturation de snoARN en clivant les transcrits nucléaires

dicistroniques ARNt-snoARN.






ABREVIATIONS

ABAD

AcSG
ADN
ADNc
ADN-T
AGO
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ARN
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Asn
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A. thaliana
ATP
atp 6
BET
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CaCl2
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acide ribonucléique
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ARN ribosomique

ARN de transfert
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Arabidopsis thaliana
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Curie
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tryptophane
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de sodium
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protein

micro-farad
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glucosamine-6P synthase
Glutamine

Glycine

heure

acide chlorhydrique
histidine

Hyponastic leaves
Isoleucine

isopropyl B-D-1-
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kb, Mb
KCI
KH,PO,

KO

L, ml, ul

LB

Lys

M, mM, pM

mA
MES

Met-e
MgCl,
miARN
min

MOPS

MRPP
MS
Mth

NaCl
nadl, ND1

NAD(P)H

NCQH PO4
ndhD

NEP
NH,Ac
Ni-NTA
No-0
NOR
nt

NYN

kilobase, megabase
chlorure de potassium

phosphate de potassium
monobasique

knock out

litre, millilitre, microlitre
Luria Broth

Lysine

molaire, millimolaire,
micromolaire

milliampére

2-(N-Morpholino)ethanesulfonic
acid

Méthionine élongateur
chlorure de magnésium
microARN

minute

3-(N-morpholino)propanesulfonic
acid

Mitochondrial RNase P Protein
Murashige et Skoog

Methanothermobacter
thermoautotrophicus

chlorure de sodium

NADH dehydrogenase subunit 1
(sous-unité du complexe | de la
chaine respiratoire)

nicotinamide adenine dinucleotide
(phosphate)

sodium phosphate dibasique

sous-unité D de la NAD(P)H
déshydrogénase

nuclear-encoded polymérase
acétate d’ammonium

nickel nitrilotriacetic acid
Néssen-0

nucleolus organizer région
nucléotide

N4BP1, YacP-like Nuclease

ORF
OTP43

PBS
PCR
PDS
PEG-CMS

PEP
Phe
PLS

PNK
pol
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PPR
PPR E
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PPR P

open reading frame

organelle transcript processing
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phosphate buffered saline
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aminés
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PPR-like motif PPR canonique de
35 acides aminés

pre-tmRNA transfer-messenger RNA precursor
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PRORP
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PVP40

gRT-PCR
région C
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proteinaceous RNase P

Planctomycetes, Verrucomicrobia,

Chlamydiae
polyvinylpyrrolidone 40
quantitative real-time PCR

C pour catalytic ; région
responsable de 'activité
catalytique

S pour specificity ; région portant
le site de liaison au substrat

Restaurateur de fertilité
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RNase
RNase P
RNase MRP

RNP
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RpoTm

RpoTmp

RpoTp

RPP
RPR
Rpr2p

RT-PCR
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RNA-induced silencing complex
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RNA processing factor
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RNase P protein
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cerevisiae)

reverse transcriptase polymerase
chain reaction

Svedberg
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SDS-PAGE
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small interfering RNA
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protein

small nucleolar RNA
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tetratricopeptide repat
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ultraviolet
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1 INTRODUCTION

Le sujet de ma thése est I’étude de la RNase P nucléaire et organellaire chez les plantes. Dans

ces organismes, I’activité RNase P est portée par un nouveau type de RNase P purement

protéique, qui appartient a la famille des protéines a "pentatricopeptide repeat” (PPR).

Apres quelques généralités sur les mécanismes d’expression génétique dans les différents

compartiments ou I’activité RNase P a lieu, je présenterai une introduction décrivant I’état des

connaissances sur les protéines PPR en général ainsi que sur les RNase P et leur distribution en

tant que ribonucléoprotéine ou protéine.

1.1

LES COMPARTIMENTS PRESENTANT UNE EXPRESSION
GENETIQUE CHEZ LES PLANTES

Les plantes sont des organismes autotrophes, dont les cellules possedent un noyau et deux
organites semi-autonomes, grace a la présence de leur propre génome, la mitochondrie et le

chloroplaste.

ORIGINE ET EVOLUTION

La formation du noyau est le prélude de la formation des eucaryotes, cependant cette
étape est encore mal connue et actuellement quatre théories essayent de répondre a son
origine.

La premiére énonce une endosymbiose entre une Archaea méthanogénique et une
myxobactérie (Lopez-Garcia and Moreira, 2006). Elle s’appuie sur une analyse des
génomes eucaryotiques montrant la présence de génes d’origine bactérienne et archéal
dans le génome nucléaire.

Cependant cette hypothese est en contradiction avec les observations faites sur Gemmata
obscuriglobus (Fuerst, 2005). Dans ces bactéries, le cytoplasme est divisé en plusieurs
compartiments possedant une ou plusieurs membranes. Le nucleoide est entouré de deux
membranes et posséde une structure proche du noyau des eucaryotes (Fuerst, 2005).

Une autre théorie, qui reste tres controversée, propose la présence persistante de virus
dans un mycoplasme méthanogénique qui « phagocyterait » des bactéries (Bell, 2001).

Cette triple association aurait évolué pour former le noyau, les bactéries « phagocytées »
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La formation du noyau, qui ferait intervenir une archeae, est une étape encore mal connue.

Deux étapes d’endosymbiose sont & l'origine de la formation des organelles. Lors de la premiére
endosymbiose, un eucaryote unicellulaire (proto-eucaryote) a incorporé une o -protéobactérie. La symbiose
entre ces deux organismes a conduit & la formation d’une proto-mitochondrie ayant évoluée en une
mitochondrie. La seconde endosymbiose, concernant un eucaryote issu de la premiére endosymbiose et une
cyanobactérie, a formé un plaste. Cet événement a conduit & la séparation entre d’une part les plantes
terrestres et les algues, possédant les deux organelles, et d’autre part les animaux et les champignons ayant

uniquement les mitochondries.



fournissant I’ATP, les lipides, les acides aminés et les nucléotides et les virus des
fonctions spécifiques aux cellules eucaryotiques comme le capping des ARNm ou la
séparation entre transcription et traduction.

Enfin une derniere hypothese (Forterre, 2011) reprend les trois théories et considere la
formation d’un symbionte entre une thaumarchaeon et une bactérie du super-
embranchement PVC (Planctomycetes, Verrucomicrobia et Chlamydiae) suivie d’une

invasion virale.

La mitochondrie et le chloroplaste ont évolué par des étapes d’endosymbiose (figure 1). Il
y a environ 1.5 milliards d’années une cellule eucaryote primitive a incorporé une o-
protéobactérie (Gray, 1999). Cette endosymbiose primaire, & I’origine de la mitochondrie,
a engendré le premier eucaryote unicellulaire hétérotrophe. Une endosymbiose secondaire
entre un eucaryote et une cyanobactérie a eu lieu il y a 1.6 a 1 milliards d’années (Raven
and Allen, 2003). Cet événement, conduisant a la formation des plastes, est a I’origine du

régne végétal.

Au cours de I’évolution un transfert massif de génes a eu lieu entre ces deux symbiontes
et le noyau de la cellule hote (Timmis et al., 2004), permettant le contréle des organelles
par leur hote et la protection de leur génome contre les radicaux libres (Allen and Raven,
1996). Ainsi 18 % des génes nucléaires d’A. thaliana semblent étre issus d’une
cyanobactérie donc du proto-plaste (Martin et al., 2002). Les protéines, issues de ces
génes nucléaires et essentielles aux fonctions organellaires, sont synthétisées dans le
cytosol et importées dans les mitochondries ou les chloroplastes par deux systémes
d’importation indépendants. Cependant, dans certains cas, des protéines synthétisées par
un méme géne et possédant des séquences de double adressage peuvent étre importées aux
deux organites, comme par exemple I’aminoacyl ARNt synthétase (Duchene et al., 2005).
On peut noter qu’un transfert inverse de géne a aussi eu lieu au cours de I’évolution dans
la mitochondrie. En effet 4 % du génome mitochondrial serait représenté par des

seéquences résiduelles de rétrotransposons d’origine nucléaire (Unseld et al., 1997).

LES GENOMES NUCLEAIRES ET ORGANELLAIRES

La taille des génomes nucléaires végétaux sont trés variables et peuvent aller jusqu’a une

taille de 16000 Mb pour Triticum aestivum, alors que le génome d’A. thaliana ne






représente que 125 Mb a 157 Mb (Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Bennett et al.,
2003). Ce dernier est constitué de cing chromosomes, possédant 24 grands segments
dupliqués de 100 kb ou plus représentant 58 % du génome (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000). lls seraient issus d’événements de duplication totale ou partielle du
génome au cours de I’évolution (Simillion et al., 2002). Le génome nucléaire renferme un
peu plus de 25000 génes avec une densité variant entre 1 a 38 genes par 100 kb
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). En plus des ARNm a I’origine de protéines
cytosoliques, membranaires et organellaires, le génome d’Arabidopsis code pour de
nombreux ARN non codant. Par exemple, 599 ARNt nucléaires et 24 ARNt dérivant des
organites (23 mitochondriaux et 1 plastidial) (Michaud et al., 2011) sont synthétisés a
partir du génome nucléaire. C’est le chromosome 1 qui posséde une grande partie de ces
génes qui sont divisés en deux groupes, I’un est constitué d’une répétition de 27 ARNt™™
et le second de 27 répétitions en tandem des génes ARNt™ ARNt™" ARNt**" (Theologis
et al., 2000). Les ARNt importés dans la mitochondrie sont codés en grande partie par le
chromosome 2 qui posséde 270 kb du génome mitochondrial, soit 75 % (Lin et al., 1999;
Michaud et al., 2011). Chez les plantes les ARNt peuvent étre transcrits sous la forme
d’un précurseur dicistronique ARNt-snoARN, comme par exemple chez le riz certains
ARNtM"® ou chez Arabidopsis certains ARNt®Y (Michaud et al., 2011). Les snoARN,
présents sur ces transcrits dicistroniques, font uniquement partie de la famille des snoARN
a boite C/D (Kruszka et al., 2003). Les génes codant pour les ARN ribosomaux (ARNTF)
sont présents dans les organisateurs du nucléole (NORs). Ils sont codés sous la forme d’un
précurseur, I’ARNr 35S, qui va subir différents événements de maturation afin de donner
les ARNr 258, 18S et 5.8S (Copenhaver and Pikaard, 1996). Les ARNr 5S sont codés par
des séquences répétées présententes dans les régions centromériques des chromosomes 3,
4 et 5 (Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Vaillant et al., 2007)}. Le génome nucléaire
code également pour des molécules d’ARN simple brin, de 20 a 25 nucléotides, appelées
microARN (miARN). lls interviennent dans le développement (Zhu et al., 2011) et
différents mécanismes biologiques (Chen et al., 2011) ou de stress (lyer et al., 2012). Pour
cela il régule I’expression de genes cibles en recrutant la machinerie du silencing
renfermant en particulier les protéines Dicer-like (DCL) et Argonautes (AGO) (Fang and
Spector, 2007).

Chez les plantes, le génome mitochondrial a une taille comprise entre 180 et 2400 kb.
Chez Arabidopsis, ce génome circulaire de 367 kb code pour 57 génes, soit en moyenne
un gene tous les 8 kb (Unseld et al., 1997). Il est donc environ deux fois moins dense que

le génome nucléaire. Ainsi, 62 % du génome mitochondrial est composé de régions a






fonction inconnue et pourrait servir de région tampon permettant au génome de subir des
mutations en particulier par recombinaison. L’ADN mitochondrial possede 4 % de
séquences répétées non recombinantes présentant 90 % d’homologie et deux séquences
répétées et recombinantes de 6.5 kb et de 4.2 kb conduisant a la formation de deux
molécules circulaires de 233 kb et 134 kb. Trois ARNr (18S, 26S et 5S) et 22 ARNt
mitochondriaux participent a la synthese de 38 protéines. Cependant le nombre d’ARNt
mitochondriaux n’est pas suffisant pour la lecture de tous les codons. Pour suppléer a ce
défaut, les ARNt codant pour six acides aminés manquant sont codés par le génome
nucléaire et importés par les mitochondries (Salinas et al., 2008).

Le génome chloroplastique d’Arabidopsis thaliana est plus petit que le mitochondrial
(Sato et al., 1999). Il est circulaire et posséde une taille de 155 kb. Il est séparé en deux
parties (84 kb et 18 kb) par la présence d’une paire de séquences répétées et inversées de
27 kb. Ce génome possede 132 génes dont certains sont dupliqués et code pour 79
protéines, les ARNr (16S, 23S, 4.5S, 5S), présents dans les zones répétées et inversées, et
pour 30 ARNt représentant 20 acides aminés. Les génes sont organisés sous la forme de

13 clusters, correspondant a deux ou plusieurs genes adjacents.

FONCTIONS DU NOYAU ET DES ORGANITES

L’enveloppe nucléaire régule la transcription en activant certains facteurs de transcription
en réponse a des stress (Seo et al., 2008). De plus, elle sépare la transcription et la
traduction. Avant d’étre exportés dans le cytoplasme, les ARN vont subir différentes
modifications post-transcriptionnelles, telles que I’ajout de coiffe et de queue polyA,
I’épissage et le clivage des ARN. Un ARN exporté dans le cytoplasme et ne possédant pas
ces modifications, ne sera pas pris en charge par la machinerie traductionnelle et sera
dégradé (Fasken and Corbett, 2005).

Les deux symbiotes vont fournir des fonctions supplémentaires a la cellule. Grace a la
mitochondrie les cellules vont pouvoir synthétiser leur propre énergie. La mitochondrie
renferme le cycle de Krebs permettant la synthese du NADH, nécessaire a la
phosphorylation oxydative conduisant a la synthese d’ATP. Cela permettra la création
d’eucaryotes multicellulaires, dans lesquels une seconde fonction est devenue importante
pour la différenciation ou la défense de la cellule lors d’une infection, i.e. la mort

cellulaire programmeée (Scott and Logan, 2008). On la retrouve aussi impliquée dans les
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voies de signalisation gréce a la régulation de la concentration en calcium (Logan and
Knight, 2003).

Les chloroplastes vont transformer les organismes hétérotrophes en autotrophes, grace a la
photosynthése qui est divisée en deux étapes. La premiére phase fait intervenir les
photosystemes permettant la synthese de molécule de NADPH et d’ATP. Ces molécules
vont étre prises en charge par le cycle de Calvin pour fixer le carbone du CO, afin de

former des molécules organiques.

L"EXPRESSION DES GENOMES
CHEZ LA PLANTE ET SA REGULATION

L’EXPRESSION DU GENOME NUCLEAIRE DE PLANTE
LA TRANSCRIPTION ET LA REGULATION DE L'EXPRESSION DES GENES

Dans le génome nucléaire de plante, il existe une transcription monocistronique ou
polycistronique. Elle nécessite cing ARN polymérase (pol), qui interviennent dans la
transcription par exemple des ARNm (pol 1), ARNr (pol I et 111), ARNt (pol IlI),
miARN (pol I1) et siARN (pol 1V et pol V). Ce mécanisme nécessite la présence de
séquence consensus en amont du site d’initiation de la transcription. Ainsi on retrouve
la boite TATA dans la majorité des genes codant pour des protéines. Elle est située a
environ 30 paires de bases du site d’initiation et est le lieu de fixation de I’ARN pol II.
Généralement deux boites supplémentaires (une boite CAT et un domaine riche en
GC) sont présentes entre les positions -40 et -200 afin de réguler la transcription. En
amont de cette région d’autres éléments, appelés activateurs ou blogueurs, peuvent
moduler la transcription, en recrutant des protéines, appelées facteurs de transcription,
augmentant ou diminuant la transcription (Deppmann et al., 2006).

Au contraire I’activité de I’ARN polymérase | nécessite la présence de deux éléments,
un core dont sa présence est indispensable pour avoir une transcription in vitro et une
upstream control element (UCE) (Moss et al., 2007). En ce qui concerne la
transcription des ARNt et de I’ARNr 5S, I’ARN pol 11l reconnait des promoteurs
intragéniques (Bogenhagen et al., 1980; Sakonju et al., 1980; Galli et al., 1981; Sharp
etal., 1981).

En plus des facteurs de transcription, des modifications épigénétiques peuvent

intervenir afin de réguler I’expression d’un géne. Elles peuvent se faire a deux niveaux,






soit sur les protéines associées a I’ADN, les histones, soit directement sur la molécule
d’ADN.

Les histones subissent des modifications post-traductionnelles (acétylations,
méthylations ou réactions inverses) qui permettent de condenser ou décondenser la
chromatine (Berr et al., 2011). Ainsi ils vont soit relacher la molécule d’ADN et donc
libérer I’acces aux facteurs de transcription ou au contraire restreindre I’accés en
condensant I’ADN. L’ADN subit également des méthylations qui vont diminuer
I’expression des génes touchés. Chez les plantes cette méthylation est di a des siARN
dérivés de miARN (Chellappan et al., 2010; Wu et al., 2010).

Les miARN régulent également I’expression des genes en recrutant la machinerie de
silencing qui va soit dégrader le transcrit cible (Ronemus et al., 2006), soit inhiber la

traduction de ce transcrit (Brodersen et al., 2008).

MODIFICATIONS POST-TRANSCRIPTIONNELLES

Il existe un grand nombre de mécanismes post-transcriptionnels essentiels a
I’expression génétique. Parmi eux, on peut citer des modifications impliquées dans les
processus de maturation et de stabilitt des ARN comme les modifications des
extrémités 5’ et 3’ (clivage endonucléolytique, coiffe en 5°, queue polyA en 3”) ou

encore I’épissage.

L’AJOUT D'UNE COIFFE EN &’

L’ajout d’une coiffe en 5’ spécifique au noyau est nécessaire a I’export des ARNm
en se liant au cap-binding complex (Nojima et al., 2007), a leur stabilité en les
protégeant contre I’action des 5’-exonuclease (Shimotohno et al., 1977) et a leur
traduction en interagissant avec le facteur d’initiation elF4E qui recrute
indirectement le ribosome (Mitchell et al., 2010).

Cette modification de I’extrémité 5’ de I’ARNm néosynthétisé fait intervenir trois
étapes successives. Une ARN triphosphatase supprime un phosphate a I’extrémité
5’, permettant I’ajout par la guanylyltranférase d’un résidu guanosine. Ce résidu
sera ensuite méthylé en position 7 par une méthyltransferase (Banerjee, 1980) afin

d’obtenir une extrémité 5° 7mGpppN.
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Figure 2 : MECANISMES D’EPISSAGE DES ARNM ET DES ARNT NUCLEAIRES DE PLANTES (Cech, 1990)

U'épissage des ARNm fait intervenir un résidu adénylique (A). Une transestérification entre cette adénosine et
un groupement guanylique présent sur le site de branchement de l'intron libérera le premier exon (A2).
Uextrémité 3’ de 'intron est ensuite libérée, puis les deux exons sont assemblés par hydrolyse d’une molécule
d’ATP (A3). Toutes les étapes sont réalisées par des complexes ribonucleoprotéiques (snRNP) associés & des
facteurs protéiques.

U'épissage des ARNt (B) fait intervenir une endonucléase qui va libérer I'intron (B2). Les deux exons sont
associés par une ligase puis le 2'P présent & la jonction va étre supprimé par une phosphatase (B3).



L’/AJOUT D'UNE QUEUE POLY A

Chez les eucaryotes, comme la coiffe, la queue polyA est nécessaire au maintien de
I’intégrité de I’ARNm (Moore and Proudfoot, 2009). La polyadénylation consiste
en I’addition d’une queue polyA en I’extrémité 3’ du transcrit néo-synthétisé. Cette
modification est réalisée par la poly(A) polymérase canonique qui ajoute des
adénosines monophosphates en utilisant comme substrat I’ATP (Edmonds and
Abrams, 1960; Chen et al., 2010). Des protéines se liant a la queue polyA, les
PABP (poly A binding protein), interviennent dans I’export, la stabilité et la
traduction des ARNm polyadénylés (Kuhn and Wahle, 2004) (Huang and
Carmichael, 1996).

Cependant il existe un phénomene inverse dans le noyau des eucaryotes. En effet la
polyadénylation de certains ARN par une polyA polymérase non canonique va les

orienter vers la dégradation via I’exosome (Schmid and Jensen, 2008).

EPISSAGE

Dans le noyau des cellules végétales, I’épissage des ARNm concerne les introns
splicéosome-dépendant (figure 2A). Ce mécanisme fait intervenir le splicéosome
qui est constitué de cing petits complexes nucléoprotéiques appelés snRNP (small
nuclear ribonucleoprotein), associés a plusieurs facteurs protéiques. Il se déroule en
trois étapes. Une transestérification libere I’extrémité 5’ de I’intron qui se lie a une
adénosine présente sur le site de branchement de I’intron créant une forme
intermédiaire de lasso. L’extrémité 3’ est ensuite clivé et les exons libérés sont
ligués par hydrolyse de I’ATP (Lorkovic et al., 2000).

Les précurseurs des ARNtV®® et ARNt™ nucléaires possédent un intron dans la
boucle anti-codon (figure 2B). Leur épissage requiert la présence de trois enzymes :
une endonucléase pour le clivage de I’intron au niveau des deux sites d’épissage,
une ARN ligase pour reformer les deux extrémités de I’ARNt et une 2’-
phosphotransferase pour supprimer le 2’ phosphate présent a la jonction d’épissage
(Abelson et al., 1998).
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Figure 3 : ETAPES DE MATURATION DES ARNR NUCLEAIRES CHEZ S. cerevisi (Lygerou et al. 1994)

UARN polymérase | synthétise le pre-ARNr 35S (A). (B) Il va subir trois étapes de maturation successives
correspondant a des clivages endonucléolytiques en AO dans le 5’ ETS, en Al en 5" du 18S et en A2 divisant
le preARNr en deux intermédiaires de maturation (ARNr 20S et 27SA). ULARNr 20S subit une coupure
endonucléotidique a l'origine de I’ARNr 18S. UARNr 27SA peut étre maturé par deux voies alternatives. Le
27SA peut subir une coupure endonucléolytique au site A3 par la RNase MRP avant d’étre digéré par une
exonucléase jusqu’au site B1(S). Cet intermédiaire 27B(S) est ensuite maturé afin de donner I’ARNr 5.85(S) et
25S. U'autre voie alternative consiste a un clivage endonucléolytique au site B1(L), puis & une maturation finale
afin d’obtenir I’ARNr 5.85(L) et 258S.



COUPURE ENDONUCLEOLYTIQUE

Chez les eucaryotes, de nombreuses endonucléases interviennent dans la maturation
des ARN. On citera par exemple la RNase MRP (mitochondrial RNA processing)
qui est présente dans le noyau et la mitochondrie chez les mammiferes et la levure
(Kiss et al., 1992; Reilly and Schmitt, 1995), alors qu’elle est détectée uniquement
dans le noyau chez les plantes (Kiss et al., 1992). Elle intervient dans la maturation
des ARNr cytosolique qui sont transcrits sous la forme d’un précurseur
polycistronique 35S qui renferme les ARNr 18S, 5.8S et 25S (figure 3). Les pré-
ARNTr 18S et 5.8S ainsi que 5.8S et 25S sont séparés par I’ITS1 (internal transcribed
spacer) et I'ITS2. L’ITS1 renferme le site de A3 qui subit un clivage
endonucléolytique par la RNase MRP chez la levure (Allmang et al., 1996). Chez
les plantes, le site de clivage de la RNase MRP n’a pas été identifié. Cependant elle
cosédimenterait, dans des extraits de feuilles de tabac avec les précurseurs
ribosomaux (Kiss et al., 1992).

Des coupures endonucléolytiques sont également nécessaires pour la maturation des
miARN. Ces molécules sont synthétisées sous la forme d’un transcrit primaire
(primiARN) en tige boucle qui sera protégé par des protéines de coiffe (Kim et al.,
2008). Le primiARN sera clivé par un complexe constitué de deux protéines :
DCL1 un homologue de la protéine Dicer humaine qui a une activité endonucléase
(Kurihara and Watanabe, 2004) et HYL1 nécessaire a une activité efficace de DCL1
(Kurihara et al., 2006; Szarzynska et al., 2009). DCL1 va réaliser deux clivages
endonucléolytique de I’ARN double brin, un premier en amont du pri-miARN et un
second au niveau de la boucle afin d’obtenir un miARN mature (Kurihara and
Watanabe, 2004).

Apres son export vers le cytosol, le miARN va étre incorporé dans le complexe
RISC (RNA-induced silencing complex) et va servir de patron lors de la
reconnaissance des ARNm cibles. Ces derniers seront alors clivés par la protéine
AGO1 (Vaucheret et al., 2004).

1.2.2 L’EXPRESSION DES GENOMES ORGANELLAIRES DE PLANTE

1.2.2.1

LA TRANSCRIPTION

Dans les mitochondries, la transcription est réalisée par des ARN polymérases de type

phagique synthétisées par le noyau : les NEP (nuclear-encoded polymerase) (figure 4).
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Figure 4 : MACHINERIE TRANSCRIPTIONNELLE DANS LES ORGANELLES D’A. THALIANA (Liere et al., 2011)

Le génome nucléaire code pour trois ARN polymerases de type phagique, qui sont importées soit dans le
chloroplaste (RpoTp), soit dans la mitochondrie (RpoTm), soit doublement localisées (RpoTmp). Le
chloroplaste code pour une ARN polymerase de type eubactérienne. Une transcription spécifique par la PEP
nécessite la présence de facteurs sigma, codés par le génome nucléaire.



1.2.2.2

Trois génes nucléaires codent pour ces ARN polymérases chez Arabidopsis, qui seront
adressées a la mitochondrie RpoTm, au chloroplaste RpoTp ou doublement adressées
RpoTmp (Chang et al., 1999; Hedtke et al., 2000). Alors que RpoTm intervient dans la
transcription de la plupart des genes mitochondriaux (Kuhn et al., 2007), la fonction de
RpoTmp reste incomprise malgré le fait qu’il a été montré récemment qu’elle
intervient dans la transcription de certains génes mitochondriaux (Kuhn et al., 2009).
Pour reconnaitre la séquence promotrice ces polymérases nécessitent la présence de
facteurs supplémentaires dans les mitochondries de levures et de vertébrés (Tracy and
Stern, 1995) (Shutt et al., 2010). Ces promoteurs sont distribués de maniére homogéne,
peut-étre pour éviter une diminution de la transcription en raison du grand nombre de
recombinaisons. Ainsi I’ensemble du génome est transcrit et la régulation se fait
majoritairement au niveau post-transcriptionnel (Holec et al., 2006).

Dans le chloroplaste, la situation est différente (figure 4). En plus des NEP importées a
partir du cytosol, le génome chloroplastique code pour une ARN polymérase de type
eubactérienne, la PEP (plastid-encoded polymerase) (Sato et al., 1999). La
reconnaissance des promoteurs par la PEP se fait de maniére spécifique par
I’intervention de facteurs sigma codés par le noyau (Nagashima et al., 2004b;
Nagashima et al., 2004a; Ishizaki et al., 2005). Ces promoteurs de type bactérien
possédent deux séquences conservées TATAAT et TTGACA respectivement en
position -10 et -35 (Weihe, 2004). L’expression des facteurs sigma, régulant la
transcription, est différente en fonction du cycle circadien (Ichikawa et al., 2008) du
développement (Kasai et al., 2004) ou du tissu (Isono et al., 1997a; Isono et al.,
1997b). La régulation de I’expression des genes se fait aussi au niveau traductionnel, la
lumiére étant un des signaux majeurs de contrdle de I’expression (Marin-Navarro et al.,
2007).

MODIFICATIONS POST-TRANSCRIPTIONNELLES

Comme les ARN nucléaires, les ARN organellaires de plantes subissent un grand
nombre de modifications post-transcriptionnnelles, dont la plupart leur sont
spécifiques, dans leur rdle ou leur mécanisme. On se concentrera sur I’édition,

I’épissage, I’ajout de queue polyA et certaines coupures endonucléolytiques.
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Figure 5 : UEDITION DE 'ARN DANS LES ORGANELLES DE PLANTE (Gualberto et al., 1989)
A. L'édition de I’ARN consiste en des modifications de cytidines en uridines & des positions précises des
transcrits.
B. Mise en évidence d’'un site d’édition de I’ARN. La séquence nucléotidique d’un géne (ADN) est

comparée a la séquence nucléotidique de I’ADN complémentaire obtenue & partir du transcrit de ce
géne (ADNc). Les triangles noirs montrent la différence de séquence (C dans I’ADN et T dans
I’ADNc). Ceci indique la modification d’un codon CGA en codon UGA au niveau de I’ARN.
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L'EDITION DES ARN

Le terme d’édition a été employé pour la premiere fois chez le trypanosome pour
désigner des insertions et plus rarement des délétions d’uridine dans des ARNm
mitochondriaux (Benne, 1994). Cette appellation a ensuite été reprise dans le cas
des plantes terrestres pour décrire le mécanisme de déamination de cytidines (C) en
uridines (U) (figure 5) et plus rarement une conversion inverse d’U en C (Gualberto
et al., 1989), (Pring et al., 1993), (Covello and Gray, 1989), (Gualberto et al., 1990).
Les sites d’édition sont beaucoup plus fréquents dans le transcriptome
mitochondrial (400 a 500 sites) (Unseld et al., 1997; Giege and Brennicke, 1999)
que dans le transcriptome chloroplastique (34 sites) (Chateigner-Boutin and Small,
2007).

Ce mécanisme peut étre considéré comme correcteur de mutations. En effet celui-ci
peut restaurer un codon d’initiation ou de terminaison (Chaudhuri et al., 1995), est
nécessaire a I’épissage de certains introns (Castandet et al., 2010) ou a la maturation
en 5’ et 3 des ARNt (Marechal-Drouard et al., 1996), mais surtout permet de
recouvrer des codons codant pour des acides aminés conserves dans les protéines
respectives (Hiesel et al., 1989). Ainsi, il permet la traduction correcte des ARNm
et est nécessaire pour obtenir des protéines fonctionnelles.

Le mécanisme en lui-méme reste obscur. Un complexe est recruté et activé grace a
la présence de séquence cis intervenant dans la trans-activation d’éléments en trans.
Jusqu’a récemment, seule une hélicase a ARN avait était proposée comme élément
de ce mécanisme (Takenaka and Brennicke, 2003). Cependant un grand nombre de
travaux montre maintenant I’implication des protéines PPR dans ce mécanisme

(voir ci-dessous).

L’EPISSAGE DES ARN

Dans les organelles de plantes, I’épissage concerne des introns de groupe | et Il
(figure 6). Les introns du groupe | sont présents principalement dans les
chloroplastes. En effet dans le génome mitochondrial tous les introns sont de groupe
Il a I’exception d’un seul intron de groupe | présent dans le géne cox1 de certaines
plantes (Cho et al., 1998). Cependant il n’y a pas de corrélation phylogénétique. Cet
intron serait en effet issu d’un transfert génétique horizontal. Les introns de type Il

sont présents en trés grand nombre dans les organelles des plantes terrestres. Ils sont
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Figure 6 : MECANISMES D’EPISSAGE DANS LES ORGANELLES DE PLANTES (Cech, 1990)

l'épissage en cis consiste en |"épissage d’un intron séparant deux exons sur une méme molécule d’ARN. Cet
épissage fait intervenir un résidu adénylique (A1) dans le cas des introns de type Il ou guanylique pour les
introns de type |. Une transestérification entre cette adénosine et un groupement guanylique présent en
amont de I'intron libérera le premier exon (A2). Une aftaque nucléophile suivra permettant la fusion des deux
exons (A3). En absence du résidu adénylique (B1), une molécule d'H,O peut jouer le méme réle que le
groupement adénylique libérant le premier exon (B2). 'étape suivante sera comme dans le premier cas (A)
une attaque nucléophile entre les deux exons (B3).

L'épissage en trans permet de réunir des exons présents sur des molécules d’ARN différentes. ARNm mature
est obtenu & partir de trois précurseurs, via deux épissages en cis et deux en trans (C).
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constitués de six domaines leur conférant une structure secondaire conservée,
facilitant I’épissage. La différence entre ces deux groupes réside principalement
dans le mécanisme d’épissage, constitué de deux étapes (Cech, 1990). Dans les
introns de groupe |1, la premiére étape fait intervenir un site de branchement interne
a I’intron possédant un résidu adénylique.

La transestérification, entre le 2’H de I’adénosine et le 5°P d’un résidu guanylique
situé au niveau de I’extrémité 5’ de I’intron, formera une liaison phosphodiester. La
deuxiéme étape consiste en une attaque nucléophile entre les deux exons, libérant le
3’0OH de I’intron. En absence de site de branchement, I’hydrolyse par une molécule
d’H0 libére le premier exon (figure 6B). Dans les introns du groupe I, I’adénosine
sera remplacée par une guanosine ou un nucléotide guanylique (figure 6A) (Cech,
1990).

Chez certaines bactéries et champignons, des introns autocatalytiques codent pour
des maturases nécessaires a leur épissage. De telles maturases sont aussi trouvées
dans les introns de groupe Il chez les plantes. Cependant, des études sur
Chlamydomonas reinhardtii et Arabidopsis montrent que les protéines nécessaires a
I’épissage de ces introns dans les organelles, comme par exemple les protéines PPR
(voir-ci dessous), sont codées par le génome nucléaire (Herrin and Nickelsen,
2004).

LES EXTREMITES DES TRANSCRITS

Contrairement au noyau, dans les organelles aucune coiffe n’est ajoutée afin de
préserver les ARN contre la dégradation. A I’inverse les ARN codant et non codant
peuvent étre polyadénylés, cependant les acteurs ne sont pas encore identifiés. Dans
les organelles, la queue polyA est un signal qui oriente les ARN vers la dégradation
par la polynucléotide phosphorylase (Walter et al., 2002; Holec et al., 2006;
Schuster and Stern, 2009).

Dans le chloroplaste, les transcrits néosynthétisés, n’étant pas protégés en 5’ et 3’,
subissent une dégradation par des endo- et exonucléases (Drager et al., 1999). Afin
de protéger ces deux extrémités et d’augmenter la stabilité des transcrits, des

protéines s’associent aux deux extrémités du transcrit (Pfalz et al., 2009).
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Figure 7 : LA MATURATION DE ’ARNT (Hopper and Phizicky, 2003)

Les transcrits primaires possédent des extrémités 5" et 3’ devant étre maturées. La RNase P va cliver en 5 la
séquence nucléotidique tandis que la RNase Z la clive en 3’. Un groupement CCA sera ensuite ajouté gréce
une activité nucléotidyl transférase. Dans certains cas des cytidines seront éditées en uridines.

Figure 8 : PREDICTION DE STRUCTURE ET D’ORGANISATION DES MOTIFS PPR (Gutmann et al., 2012b)

Les 35 acides aminés constituant les motifs PPR présentent une séquence primaire trés dégénérée.
Toutefois, des prédictions de structure proposent qu’ils puissent s’organiser de maniére & former deux
hélices a. Les bars en gris indiquent chaque motif PPR.

Une succession de motifs PPR conduirait & une super-hélice formant un tunnel chargé positivement qui
serait une plate-forme d'interaction pour les ARN.



1.2.2.2.4 LES COUPURES ENDONUCLEOLYTIQUES

1.3

Dans les chloroplastes deux endonucléases, RNase E et la RNase J, interviennent
dans la maturation des extrémités 5’ des ARN (Schein et al., 2008; Sharwood et al.,
2011). La RNase J a une activité exo et endonuclease, et intervient dans la
maturation des ARNm polycistroniques (Sharwood et al., 2011). Une dérégulation
de I’expression de la RNase J conduit & une suraccumulation d’ARN antisens, qui a
un effet délétére sur I’expression des génes chloroplastiques.

Dans les organelles ainsi que dans le noyau, les précurseurs d’ARNt vont subir une
activité de type RNase Z préalable a I’ajout du CCA (figure 7) (Kunzmann et al.,
1998). Cette activité endonucléase est précédée par une autre en 5’ de type RNase
P. Il a été montré in vivo que des structures ressemblant a des ARNt (t-elements)
dans les précurseurs d’ARNm mitochondriaux étaient clivées par une activité de
type RNase Z ou RNase P (Forner et al., 2007). Au niveau nucléaire, les précurseurs
dicistronique ARNt®Y-snoR43 peuvent étre clivés in vitro par la RNase Z.
Cependant, cela nécessite la maturation au préalable de I’ARNt®Y en 5” (Kruszka et
al., 2003).

LES PROTEINES A "PENTATRICOPEPTIDE REPEAT"

Bien que les mécanismes intervenant dans la maturation des transcrits issus du génome des
organites de plantes soient largement connus dans leur principe, les acteurs eux,
demeuraient dans I’ensemble inconnus. En 2000, le séquencage du génome d’A. thaliana a
permis de caractériser une nouvelle classe de protéine : les protéines a pentatricopeptide
repeat (PPR) (Aubourg et al., 2000; Small and Peeters, 2000), dont un nombre croissant
d’étude montre leur implication dans les modifications post-transcrptionnelles.

Les proteéines PPR comprennent une succession de 2 & 26 motifs PPR répétés en tandem,
avec 12 motifs en moyenne. Le motif PPR classique est constitué de 35 acides aminés ayant
une séquence primaire trés dégénérée. Elle ne comprend que trés peu de résidus conservés,
qui sont surtout des tyrosines. Ce motif ressemble aux motifs TPR (tetratricopeptide repat)
(Small and Peeters, 2000) qui sont impliqués dans les interactions protéine-protéine (Blatch
and Lassle, 1999). La plupart des protéines PPR posséde une séquence d’adressage vers les
organites (Small and Peeters, 2000). Le motif PPR pourrait former deux hélices alpha anti-
paralléle (figure 8) (Small and Peeters, 2000). La succession des motifs PPR formerait une

super-hélice. Les tyrosines conservées pourraient étre impliquées dans un empaquetage
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Figure 9 : LES DIFFERENTES CLASSES DE PROTEINES PPR (Lurin et al., 2004).

Les protéines PPR sont formées de motifs PPR possédant une séquence de 35 acides aminés dégénérée. Ces
motifs sont appelés PPR P Il existe des variantes de tels motifs : les motifs PPR L (35 & 36 acides aminés) et les
PPR S (31 acides aminés). Ces motifs permettent de classer les protéines PPR en deux sous-familles :
possédant uniquement des motifs PPR P et PLS possédant les trois motifs. Cette seconde sous-famille peut
&tre divisée en sous-groupes. lls dépendront de la présence en 3’ de motifs supplémentaires : E, E+ et DYW.
Ainsi on aura les sous-groupes PLS, ne possédant pas de motif additionnel, le sous-groupe E avec un motif
E, le sous-groupe E+ avec les motifs E et E+, et enfin le sous-groupe DYW avec les motifs E, E+ et DYW. Le

nombre des motifs PPR est variable et les motifs additionnels sont fronqués pour certaines protéines.

D’autres protéines, possédant un faible nombre de motifs PPR en N-terminal et un domaine catalytique en C-

terminal, ne peuvent étre classées dans les deux premiéres catégories.



inter hélice. L’intérieur de la super-hélice pourrait former un tunnel chargé positivement,

qui pourrait étre une plateforme d’interaction avec I’ARN (Small and Peeters, 2000).

LES DIFFERENTES CLASSES DE PROTEINES PPR

Le motif PPR canonique, constitué de 35 acide aminés et nommé PPR P, posséde deux
variantes : PPR-like S (Short) et PPR-like L (Long) constitué respectivement de 31 et de
35 a 36 acides aminés (Lurin et al., 2004). Les protéines PPR peuvent étre divisées en
deux sous-familles chez Arabidopsis. La sous-famille P possédant uniquement le motif P
répété en tandem et la sous-famille PLS ayant le long de ses protéines une répétition du
triple motif P-L-S (figure 9).

La sous-famille PLS peut étre subdivisée en sous-groupes grace a la présence de trois
motifs additionnels : E (91 acides aminés en moyenne), E+ (33) et DYW (106). Le motif
DYW est caractérisé par la présence d’un motif HXEx,CxxC (Salone et al., 2007). Ainsi il
existe quatre sous-groupes : PLS (sans motif supplémentaire), E (avec le motif E), E+
(avec les motifs E-E+) et DYW (avec les motifs E-E+-DYW).

Récemment, des protéines & motif PPR ont été identifiées mais ne pouvant étre classées
dans les groupes définis ci-dessus (Lurin et al., 2004). Elles possédent en N-terminal des
motifs PPR et en C-terminal un domaine catalytique, ne correspondant pas a celui des
protéines du sous-groupe DYW. On retrouve par exemple dans cette sous-famille I’ARN
polymérase mitochondriale de levure et humaine (Lipinski et al., 2011; Rackham and

Filipovska, 2011) ainsi que les protéines PRORP (voir ci-dessous) (Gobert et al., 2010).

DISTRIBUTION DES PROTEINES PPR DANS LE VIVANT

Chez les procaryotes, les protéines PPR sont absentes a I’exception de Ralstonia
solanacearum (Salanoubat et al., 2002), un parasite de plante. Cette présence est
certainement dd & un transfert génétique horizontal (Lurin et al., 2004). Au contraire, elles
sont présentes dans tous les eucaryotes mais en nombre tres variable (figure 10).

Elles sont présentes en petit nombre chez les animaux, les champignons et les protistes,
mais présentes en tres grand nombre chez les plantes terrestres. En effet elles sont par
exemple au nombre de 7 chez I’humain (Rackham and Filipovska, 2011), environ 30 chez
Trypanosoma brucei (Mingler et al., 2006; Pusnik et al., 2007) et 15 chez Saccharomyces

cerevisiae (Lipinski et al., 2011), ainsi que 455 chez Arabidopsis thaliana et 470 chez
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Figure 10 : REPARTITION DES PROTEINES PPR DANS LE MONDE VIVANT (Lurin, et al., 2004).

Alors que les génes codant pour les protéines PPR sont absents chez les procaryotes (il existe cependant
quelques exceptions d0 & un transfert génétique horizontal) et en faible quantité chez les animaux, les
champignons et les algues (une dizaine), ils sont présents par centaines chez les plantes terrestres.

Organisme Nombre
de génes
PPR
Ralstonia solanacearum 1
Homo sapiens 7
Chlamydomonas reinhardlii 10
Saccharomyces cerevisae 15
Trypanosoma brucei 30
Arabidopsis thaliana 455
Oryza sativa 470

Tableau 1 : COMPARAISON DU NOMBRE
DE GENES CODANT POUR DES PROTEINES
PPR DANS LE MONDE VIVANT



Oryza sativa (O'Toole et al., 2008) (tableau 1). On notera aussi que la sous-famille PLS
est uniquement trouvée chez les plantes terrestres.

Les genes codant pour les protéines PPR sont répartis de maniére homogene sur les
chromosomes chez Arabidopsis. Leur expression est faible : les protéines PPR P sont peu
exprimées et les PPR PLS le sont encore moins (Lurin et al., 2004). 80% des ORFs
possédent un seul exon et 13% un intron. Elles possedent au niveau N terminal, dans 70%
des cas, un peptide signal dont on prédit un adressage soit vers les mitochondries (75%)

soit vers les chloroplastes (25%).

L'IMPLICATION DES PROTEINES PPR DANS LES MECANISMES POST-
TRANSCRIPTIONNELS

Dans les plantes la diversité des protéines PPR se traduit également par une diversité de
fonction. En effet ces protéines sont impliquées dans la transcription, la stabilité des ARN
et leur dégradation, I’édition, I’épissage, les coupures endonucléolytiques et la traduction.
On détaillera en particulier les protéines PPR impliquées dans les modifications post-

transcriptionnelles, i.e. I’édition, I’épissage et les coupures endonucléolytiques.

L'EDITION DE L’ARN

Les protéines impliquées dans I’édition font partie de la sous-famille PLS. Cependant il
existe une exception pour la protéine PPR596 (At1g80270), impliquée dans I’édition
partielle de rps3 dans les mitochondries d’A. thaliana (Doniwa et al., 2010).

Ces protéines PPR possedent un domaine N-terminal composé de motifs PPR qui
seraient impliqués dans la reconnaissance a I’ARN. On peut citer pour exemple les
protéines CRR4 (At2g45350) (Kotera et al., 2005; Okuda et al., 2006) et CRR21
(At5¢g55740) (Okuda et al., 2007), faisant partie du sous-groupe E+. Elles ont été
identifiées par un crible génétique visant a identifier des mutants d’activité du
complexe NA(P)DH déshydrogénase du chloroplaste. CRR4 et CRR21 sont
impliquées dans la maturation de ndhD en éditant respectivement le premier et le
second site d’edition de ndhD. Elles se lient avec 25 nucléotides en amont et 10 en aval
du premier site d’édition de ndhD, permettant une reconnaissance spécifique du site

d’édition.






1.3.3.2

Ces protéines PPR possedent egalement un domaine C-terminal composé soit du motif
E-E+ seul (sous-groupe E+) soit des motifs E-E+ et DYW (sous-groupe DYW). Les
protéines PPR-DYW pourraient porter I’activité de déamination des C en U. En effet le
DYW posséde un motif HXEx,CxxC, présentant une identité de séquence avec le site
actif des cytidines désaminases (Salone et al., 2007). Au contraire les protéines PPR-E
agiraient dans ce mécanisme post-transcriptionnel en recrutant le complexe d’édition,
par I’intermédiaire de leur domaine C-terminal. En effet ce domaine, présentant une
forte similitude, peut étre interverti (Okuda et al., 2007) et les protéines chimériques

qui en résultent gardent leur spécificité d’activité.

L"EPISSAGE

La mutation d’un géne codant pour une protéine PPR peut aussi affecter I’épissage de
I’ARN. Le géne mitochondrial nadl code pour la sous-unité ND1 du complexe | de la
chaine respiratoire. Le transcrit est constitué de 5 exons et le premier intron est
supprimé par un épissage en trans. Une mutation du gene OTP43 (Atlg74900) codant
pour une protéine PPR mitochondriale, se traduit par une impossibilité de germination
des graines en raison d’une absence d’épissage du premier intron du transcrit nadl (de
Longevialle et al., 2007).

La reconnaissance protéine / intron peut se faire directement avec les introns
intervenant dans I’épissage en trans. Cela a été montré pour la protéine PPR4
(Schmitz-Linneweber et al., 2006) qui est localisée dans le chloroplaste et constituée
de 16 motifs PPR. La mutation du gene de PPR4 se traduit par I’absence d’épissage
des transcrits du gene rps12. Afin de confirmer la cible, une étude par RIP-chip a été
réalisée. Dans cette technique, les ARN qui coimmunoprécipitent avec la protéine cible
sont identifiés par hybridation sur des microarrays (Keene et al., 2006). La protéine a
été détectée comme se liant a deux séquences de rps12, correspondant au méme intron
des deux ARN épissés en trans. rps12 code pour la protéine ribosomale S12 présente
dans la sous-unité ribosomale 30S. Chez E. coli, S12 est essentielle a la viabilité
cellulaire, car elle interagit avec la tige-boucle de I’ARNr 16S. L’absence de la
protéine S12 pourrait donc provoquer une déficience en ARNr 16S dans les
chloroplastes d’A. thaliana, celui-ci ne pouvant plus étre stabilisé. Ainsi, cela
expliquerait comment un défaut d’épissage des transcrits de rpsl2 provoque un
disfonctionnement dans la traduction chloroplastique (Schmitz-Linneweber et al.,
2006).






1.3.3.3

La majorité des protéines PPR impliquées dans I’épissage font partie de la sous-famille
P. Dans le cas des protéines du groupe PLS, les domaines E et DYW ne sont pas
nécessaires a I’épissage. Cela a été montré pour la protéine PPR-DYW PpPPR_43
codée par le génome de Physcomitrella patens (Ichinose et al., 2012). L’épissage du
troisieme intron de cox1 a pu étre restauré aprés complémentation du mutant KO avec

une construction codant pour une protéine tronquée au niveau des motifs E et DYW.

LES COUPURES ENDONUCLEOLYTIQUES

Chez les plantes la modification des extrémités 5’ et 3° des ARNm mitochondriaux est
nécessaire a I’obtention d’ARNmM mature (Forner et al., 2007). Chez Arabidopsis trois
protéines PPR-P (RPF1 (Atlg12700), RPF2 (Atlg62670) et RPF3 (At1g62930)) ont
été identifiées comme impliquées de maniere spécifique dans la maturation des
extrémités 5’ de certains ARNm mitochondriaux (Jonietz et al., 2010; Holzle et al.,
2011; Jonietz et al., 2011). Les genes de ces protéines sont regroupés sur un locus
codant pour des restaurateurs de fertilité¢ (Rf) dans la stérilité male cytoplasmique
(CMS). Ces protéines interviennent en général dans la stabilisation des ARN, leur
maturation et leur traduction, afin de synthétiser des protéines fonctionnelles
nécessaires a I’obtention d’un pollen fertile.

Chez le riz, le locus Rf code pour la protéine RF1a qui va restaurer la fertilité male
cytoplasmique en bloguant la synthése de ORF79 (Wang et al., 2006). Le gene orf79
est présent dans un opéron contenant une répétition du géne atp6 (B-atp6). RF1la agit
par des coupures endonucléolytiques sur le transcrit dicistronique B-atp6-orf79 en trois
régions différentes possédant chacune plusieurs sites de clivage.

Ainsi il apparalt que les protéines PPR sont bien des acteurs majeurs de I’expression
génétique dans les organelles. Toutefois, dans certains cas, leur fonction affecte aussi

I’expression génétique dans le noyau (Cooper et al., 2006; Hammani et al., 2011).

1.4 LES RIBOZYMES ET RIBONUCLEOPROTEINES (RNP)

L hypothése du monde & ARN repose sur la découverte de molécules d’ARN capables de
s’autorépliquer et d’avoir une activité catalytique. La complexité du métabolisme cellulaire
aurait poussé a la création des protéines et de I’ADN pour le stockage de I’information

génétique, c’est le monde actuel dans lequel il existe des reliques de ce monde a ARN : les






ribozymes. Pour leur activité, ces ribozymes nécessitent souvent la présence d’ions divalent
qui sont généralement des ions Mg2+ (Steitz and Steitz, 1993; Cochrane et al., 2007; Lee et
al., 2008).

LES VIRUS ET VIROIDES

Le ribozyme a téte de marteau a été caractérisé chez des virus et viroides qui affectent
aussi bien les procaryotes que les eucaryotes (Perreault et al., 2011). Ces virus se
répliquent selon la technique du cercle roulant synthétisant des intermédiaires
multimériques qui seront clivés en monomeres avant d’étre circularisés (Symons, 1997).
Afin d’obtenir des monomeéres de méme longueur, le clivage autocatalytique de I’ARN
monobrin est réalisé par une structure interne au virus le ribozyme a téte de marteau
(Doudna, 1998). Ce ribozyme est constitué d’environ 50 nt avec un core central, trés
conserveé, d’ou partent trois petites hélices (Scott et al., 1995; Doudna, 1998).

D’autres ribozymes possedent le méme mode d’action que le ribozyme a téte de marteau,
comme par exemple le ribozyme en épingle a cheveux, spécifique aux virus satellites a
ARN de plante. Le site actif du ribozyme est constitué de deux hélices irréguliéres, dont
I’une possede le site de clivage (Rupert and Ferre-D'Amare, 2001). Contrairement aux
autres ribozymes, son activité ne nécessite pas la présence d’un métal, laissant penser
qu’il possede un mode d’action différent des autres ribozymes présents dans les virus
(Hampel and Cowan, 1997; Nesbitt et al., 1997).

BACTERIES

Chez les bactéries Gram+, le transcrit de la glucosamine-6-phosophate synthase (gImS)
possede dans la région 5 non-transcrite un ribozyme qui joue le role de riboswitch. La
glucosamine-6-phosphate, qui est le produit de la GImS, se lie au ribozyme (Cochrane et
al., 2007). Cette reconnaissance conduit a un auto-clivage du ribozyme (Winkler et al.,

2004), orientant le transcrit vers une dégradation intra-cellulaire (Collins et al., 2007).






1.4.3 EUCARYOTES

L’une des ribonucléoprotéines communes aux procaryotes et aux eucaryotes est le
ribosome. Il intervient dans la traduction en catalysant la formation d’une protéine & partir
d’un ARNm. Pour cela il utilise comme matrice I’ARNm, et il ajoute un acide aminé
délivré par un ARNL & la protéine en cours de formation par une réaction de type peptidyl-
transferase.

Le ribosome est constitué de deux sous-unités: une petite et une grande, dont la
composition varie entre les procaryotes et les eucaryotes. Les mitochondries et les
chloroplastes possédent des ribosomes trés proches des ribosomes bactériens. La grande
sous-unité possede trois sites de fixation a I’ARNLt : le site A (aminoacyl) qui est le site de
reconnaissance codon et anti-codon, le site P (peptidyl) qui lie I’ARNt possédant le
peptide en cours de formation et le site E (exit) qui est le site de sortie de I’ARN.

Chez les eucaryotes, la petite sous-unité 40S est constituée d’un ARNr (18S) et de 33
protéines (Ben-Shem et al., 2011), tandis que chez les procaryotes la petite sous-unité 30S
est constituée de 21 protéines et d’un ARNr (16S). Les sites A, P et E sont présents a
I’interface de la sous-unité. C’est le cas aussi pour ’ARNmM au niveau des sites A et P
avant de traverser la sous-unité (Yusupova et al., 2001). Chez les bactéries, I’ARNr 16S
intervient dans la reconnaissance codon-anti-codon grace a une interaction avec I’anti-
codon et le site A (Yoshizawa et al., 1999; Ogle et al., 2001). De plus un changement de
conformation de cet ARN est nécessaire a une initiation de la transcription fidéle (Qin et
al., 2012).

Chez les eucaryotes, la grande sous-unité 60S du ribosome est constituée de trois ARNr
(5.8S, 5S et 28S / 25S) et de 46-47 protéines. Chez les procaryotes la sous-unité 50S
posséde 33 protéines et deux ARNTr (5S et 23S). On retrouve les sites A, P et E ainsi que
le site "peptidyl-transferase” qui est le lieu de catalyse de la liaison peptidique. La chaine
néo-synthétisée progressera ensuite a travers un tunnel. Il est intéressant de noter que chez
la bactérie, le site de transfert de I’acide aminé a la molécule en cours de synthese est

composé uniquement des ARNr (Rodnina et al., 2007).

Contrairement au virus la grande majorité des ribozymes présents chez les eucaryotes
nécessite la présence de protéines pour avoir une activité in vivo, comme par exemple
dans le cas des introns de groupe | et Il (voir précédemment). Cependant il existe une
exception chez Neurospora. Le plasmide Varkud, un type de rétroélément (Kuiper and
Lambowitz, 1988), code pour I’ARN satellite Varkud. Cet ARN est capable de s’auto-

cliver par une réaction semblable a celle des ribozymes de virus. Toutefois, la région
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autocatalytique possede une séquence et une structure secondaire différentes des
ribozymes nucléolytiques (Beattie et al., 1995). L’interaction entre le ribozyme et le
substrat se fera essentiellement par la structure tertiaire, comme dans le cas de la RNase P
(Lilley, 2004).

RNASE P

La ribonucléase P (RNase P) intervient dans la maturation des ARNt en libérant I’extrémité
5’ des précurseurs d’ARNt, par une coupure endonucléolytique (Altman et al., 1993). Elle
est impliquée également dans la maturation d’autres substrats, qui varient suivant les
especes (voir ci-dessous).

La RNase P est universellement conservée a I’exception de certaines Archaea ou elle est
absente (Randau et al., 2008). Classiquement, la RNase P est une RNP qui possede un
ARN, portant I’activité catalytique (Guerrier-Takada et al., 1983), en association avec une
ou plusieurs protéines (Lai et al., 2010a). Chez les procaryotes la RNase P est une RNP
(Kouzuma et al., 2003; Kazantsev and Pace, 2006; Lai et al., 2012b). Chez les eucaryotes,
I’activité RNase P est réalisée soit par une RNP, comme dans le noyau et les mitochondries
de la levure (Dang and Martin, 1993; Kachouri et al., 2005) ou dans le noyau des animaux

(Jarrous and Altman, 2001), soit par des enzymes uniquement protéiques (voir-ci-dessous).

FONCTION DE LA RNASE P
MECANISME CINETIQUE DANS LA RNP

Le clivage par la RNase P conduit a la formation d’un fragment d’ARN possédant en
3’ un groupement phosphate, cependant il existe quelques exceptions chez
Halobacterium volcanii ou chez les vertébrés supérieurs (Gupta, 1984; Lee et al.,
1987) ou I’ARN est transcrit sans sequence 5’ leader et possede une extrémité 5’
triphosphate.

Cette activité nécessite la présence de Mg qui se fixera sur un boucle interne de la
région core du ribozyme (Kufel and Kirsebom, 1998). Il peut étre remplacé par le Mn?*
ou le Ca?*, mais cela conduit & une diminution de I’activité et de la spécificité (Smith et
al., 1992; Brannvall and Kirsebom, 1999).






DIVERSITE DE SUBSTRAT POUR LA RNASE P

La RNase P semble étre essentielle a toutes les cellules, puisqu’elle est présente dans
Mycoplasma genitalium, qui posséde le génome bactérien le plus compact (Fraser et
al., 1995). Sa fonction serait d’autant plus importante qu’elle intervient dans la
maturation d’un grand nombre de substrats différents chez les bactéries.

Ainsi, en plus de la maturation des précurseurs d’ARNt, la RNase P bactérienne
intervient dans la maturation de I’ARNr 4.5 S (Peck-Miller and Altman, 1991),
d’ARNm polycistronique comme [’opéron histidine (Alifano et al., 1994; Li and
Altman, 2003), de certains riboswitch dont celui du coenzyme B12 (Altman et al.,
2005), de I’ARN antisens C4 des bactériophages P1 et P7 au niveau d’une structure en
ARNTt-like présentant une boucle D et T courte (Hartmann et al., 1995) et du 10Sa, un
petit ARN stable présentant uniquement une boucle T (Komine et al., 1994). Cette
diversité de substrat chez les bactéries a été confirmée in vivo en réprimant
I’expression du géne rpnB codant pour le ribozyme de la RNase P de Synechocystis
6803 (Tous et al., 2001).

Le ribozyme de la RNase P d’E. coli est également capable de cliver des ARN
eucaryotiques, comme le 2S ARNr de la Drosophila melanogaster (Hori et al., 2000b,
a), le pre-tmRNA de la cyanelle maturé ou non en 3’ (Gimple and Schon, 2001) et un

riboswitch arginine putatif chez Aspergillus nidulans (Altman et al., 2005).

Chez les eucaryotes, les seules études ont été menées jusqu’a présent sur la RNase P de
S. cerevisiae, qui a été caractérisée comme clivant le précurseur des ARNr de fagon
discréte au niveau de plusieurs sites différents (Chamberlain et al., 1996). Cependant
une approche globale visant & déterminer le spectre de substrat de la RNase P de levure
a permis d’isoler de nouveaux candidats comme par exemple certains SnoARN a boite
C/D (Coughlin et al., 2008). Aprés une purification par affinité de la RNase P, une
analyse par genome-wide microarray a permis d’isoler des substrats potentiels. Ces
cibles ont été analysées par northern blot en comparant I’ARN d’une levure sauvage
avec celui de mutant thermosensible pour deux sous-unités protéiques de la RNase P
(Coughlin et al., 2008).

Cette diversité de substrat est concordante avec I’analyse du substrat minimal a partir
d’ARNt. Ainsi la RNase P bactérienne reconnait le bras accepteur et la tige-boucle T
des ARNt (McClain et al., 1987), alors que la nucléaire humaine requiert, en plus, 7

nucléotides s’hybridant sur le bras accepteur (Yuan and Altman, 1995).
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Figure 11 : STRUCTURE CRISTALLOGRAPHIQUE DE LA RNASE P RNP DE 7. MARITIMA ASSOCIEE A UN ARNT (Reifer
etal., 2010)

La RNase P bactérienne est constituée d’un complexe ribonucléoprotéique dont I’ARN est un ribozyme. Ce
dernier est constitué d’'un domaine S (bleu clair) impliqué dans la reconnaissance du substrat et d’un
domaine C (bleu foncé) impliqué dans 'activité catalytique de I'enzyme. UARN est associé & une petite sous-
unité protéique (vert) assistant, in vivo, le clivage de I’ARNt précurseur (rouge) en se fixant sur I’extrémité 5
leader.

En gris sont représentés les nucléotides additionnels nécessaires a la cristallisation du complexe.



1.5.2 PRESENCE DANS LES DIFFERENTS PHYLA

1.5.2.1
1.5.2.1.1

PROCARYOTES

BACTERIES

La RNase P a longtemps été considérée comme une ribonucléoprotéine universelle
qui serait I’un des derniers reliquats du monde a ARN et qui aurait déja été présente
dans le dernier ancétre commun (Joyce, 1989). L’holoenzyme de la RNase P est
constituée d’un ARN et d’une petite sous-unité protéique (figure 11).

La composante ARN (RPR) est codée par le géne rpnB et a une longueur de 338 a
444 nucléotides (Brown and Pace, 1992). Elle peut étre divisée en deux groupes en
fonction de leur structure secondaire : le type A (Ancestral) ayant pour représentant
E. coli et le type B (Bacillus subtilus) (figure 12). Une troisieme forme, type C,
retrouvée chez Thermomicrobium roseum, une bactérie verte non-sulfureuse, serait
issue d’une évolution convergente avec le type B (Haas and Brown, 1998).

Les variations entre les différentes especes résident au niveau de quatre domaines
structuraux périphériques par rapport a une structure de base appelée core (Brown et
al., 1991). Cette structure, composée de 263 nt (Waugh et al., 1989), posséde deux
régions : la région S (Specificity) porte le site de liaison reconnaissant la tige-boucle
T (Hardt et al., 1995) et le CCA terminal qui est transcrit chez les bactéries
(Guerrier-Takada et al., 1984; Harris et al.,, 2001) et la région C (catalytic)
responsable de I’activité (Harris and Pace, 1995).

Les RPR bactériennes divergent aussi par leur biosynthése. Ainsi chez E. coli, le
ribozyme est synthétisé sous la forme d’un précurseur dont son extrémité 3’ est
maturée par un clivage endonucléolytique par la RNase E (Lundberg and Altman,
1995) avant de subir une digestion exonucléase par la RNase T (Li et al., 1998). Au
contraire chez B. subtilis, les extrémités 5° et 3’ du précurseur sont maturées de

facon autolytique (Loria and Pan, 2000).

In vitro, I’ARN de la RNase P d’E. coli et de B. subtilis peut cliver, seul, les ARNt
précurseurs en présence d’une forte concentration saline (Guerrier-Takada et al.,
1983). Cependant, in vivo ou en présence d’une faible concentration en sel, le
ribozyme ne peut fonctionner sans la présence d’une petite sous-unité protéique
(RPP) (Schedl and Primakoff, 1973; Guerrier-Takada et al., 1983). Cette protéine
d’environ 120 acides aminés est codée par le géne rnpA. Sa séquence est trés peu

conservée entre les différentes espéces, cependant certains acides aminés sont

21



o
>

3 |\i
UCCACUUUGACUGGCU
UUCGGCCCA

Type A : Escherichia coli

Ap cGAU et e
Vg &P Ca o8B\ ¢
A A Chtceu
g% L6
GU’A A %
c=8: g
) G
G A
-G A &
utge*ld o
G3 -G G A
Ag A R G AAA
Aoy @8N Cy
UG._C A
CCGCUGACALC

uhy
Cc,

G A
s £ e
GG-.CGG'CJ.U(?C‘:}‘\GCAA ucuc ceaeCCse quu“é’
~cheg coilile
A~F e% ceuc AGAG GCCCGGA GCCG)
cG <€ A G A
AC:GG a A A C ACG
ol G GUCCCGGAGG
cu c lleoo |
Tt CCAGCGAACCA
% i
a AGC', ca
o Gg “Gc
Fa i Gc A
G b AG
A
AAGCACCAG g
tocaladlis U
G Gc-g
U-A
G-C
G-C
c-6G
5 G-C
AUACCGGGCAGG-CUAGAR
3 P11 181011 C
UCGCUAUGGCUCGCLJC &

UUCGGCUCAA

Type C : Thermomicrobium roseum

a A
c-c
G-C
c-¢
cey?
G-C
AU-A
GC*GPH
C-G
GeUA
C-GA
aC-CGg
AA UG
c A
G A
A A
G G
A GGU’PIJ
G !/ Bcge
A cg/ /feBu
[+ G “ACA / A
A ¢ “%c. a
AogcAl <6 GAG
56 S e % , Ca
Q‘uG'“A Gc/’ s
CAG:CAA c”.G,
c UG, -
& R As & ~uaP10 AC,GG
Y TTT <. P 2@ AU,
GGGGG ,fccc Ps P15 4" s P16 A &
\ - FCCGGAB CAAGGCC
cOUG LT T .0 SGeYe GGPU
& a8 ccuc UCGG CCcAAGU ‘ihce
= - G G Cayl ¢
C-g c c Uge Ve ¢
e U ef—_ U
AA c Us
\ ¢ GAGCCAGUGAS,
c 1T T Twel_
e Aucccsupcl(ssuuA
A G
A A
G u
G P6
s P33 _ a A
GGGGGAGACG gcecascac A
S ah e e ] UP4
ucuccucuec uecuchcceﬁ—g
\ G-C
P2A-U
c-G
. P1 A-U
ARGCUGACCAG-Cga
RN Ceac

G

Re
U A
UA ACGAR Ec \C\'G\U,R
lé UG A & U\C\\ &
A C/,G[c u A AG
N T
0, % Mo uTane s
Aanhe CU ASLE G
G, Ay e G CGCA
A
G-~ U
G C. 7 AA
ACAGGCUGA GG\ cA
(Lo 7B Lar10
UUCUGACGf %Uf’7
9 reg P5 PISAAAU
&~cG 4 AGCGAGAAACCC
o A-C UGE S T u
q'c T cdele 566
AGE u AU-A G & AygS ACBG ,
c s"e-c U A PI51 '
U G =528 A Accuucuu U
A a‘c u © tiitiie g
Cugh c-g- ,C GGAAGAG, - K
c-¢ Vg
buoouoal ?\GAAUGGCA
AC;@G_,-—-*'A AUG !
A G p cuy c
G A 18 GAUG
G u I
N 3 A A GG\'GA
ghavcusyas G Bc
Tiie A P4 & ool
u LJAGACGLJCG u ._L’NG GUU
b g
u
P2 u
5 P1 2
GUUCUUAACGUUCGG-C
H

3
UUCACCAGAUUGCAAGAC‘;\

Type B : Bacillus subtilis

Figure 12 : REPRESENTATION
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BACTERIENNE (Brown, 1999)

Chez les bactéries, les ARN de
la RNase P peuvent étre
regroupés en trois types
différents en fonction de leur
structure secondaire : A, B et
C. Le type A est représenté par
I’ARN de la RNase P d'E. coli,
le type B par I’ARN de la
RNase P de B. subtilis et le
type C par I’ARN de la RNase
P de T roseum.



conservés formant le motif KX,;sAX;RNX,(K/R)RX,(R/K) (Kirsebom and Vioque,
1995; Gopalan et al., 1997). Malgré leur faible homologie de seéquence, les sous-
unités protéiques de E. coli et B. subtilis peuvent étre échangées pour la maturation
des précurseurs d’ARNt (Guerrier-Takada et al., 1983). Par contre la maturation
d’autres substrats, comme I’ARNr 4.5S d’E. coli, ne pourra se faire que si le
ribozyme de la RNase P d’E. coli est en présence de sa propre sous-unité protéique
(Guerrier-Takada et al., 1983).

RPP est essentielle pour la stabilité et I’interaction avec le substrat. En effet, la
présence de la sous-unité protéique augmente par un facteur de 10* I’activité du
ribozyme de B. subtilis (Kurz et al., 1998) en augmentant I’interaction avec la
séquence 5’ leader (Crary et al., 1998) et en réduisant celle avec les ARNt matures
en 5’ (Tallsjo and Kirsebom, 1993). Une mutation de certains résidus hydrophobes
ou basiques, va diminuer ou rendre inactif I’action du ribozyme et va diminuer son
spectre d’action (Gopalan et al., 1997). Ceci peut s’expliquer par I’analyse de la
structure tridimensionnelle de la RNase P ; la sous-unité protéique présente un
sillon central qui interagit directement avec I’ARNt précurseur, le plagant a
proximité du site actif du ribozyme (Niranjanakumari et al., 1998). Cette structure
est aussi présente au niveau de la protéine ribosomale S5 et du facteur d’élongation
G de la translocase ribosomale (Stams et al., 1998). La sous-unité protéique de la
RNase P et la protéine ribosomale S5 pourraient donc toutes dériver d’un ancétre
commun présent dans la machinerie traductionnelle primordiale.

Contrairement a I’expression de la RPR, la régulation de la RPP pourrait se faire au
niveau de la transcription. En effet, RPP est cotranscrit avec la sous-unité
ribosomale L34 (Panagiotidis et al., 1992). Cependant le rapport entre les deux
protéines varie de 60 a 100 fois. Ceci pourrait étre di a la présence de deux
transcrits, le long transcrit contenant I’ARN codant pour la RPP n’étant pas I’espece
prédominante. Cette différence pourrait s’expliquer par la présence d’un hairpin
entre les deux ORF, bloquant la transcription du gene RPP (Panagiotidis et al.,
1992).

ARCHAEA

Les Archaea posseédent une forme intermédiaire de la RNase P, avec un ARN
similaire a celui des bactéries, associé a quatre sous-unités protéiques semblables a

celles des eucaryotes. La plupart des Archaea possédent un ARN similaire a celui
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Chez les Archaea, les ARN de
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du type A présent dans les bactéries et serait ainsi la forme ancestrale des RPR des
Archaea. Cependant il existe des variations avec la forme A bactérienne. Ainsi la
séquence L15, fortement conservée chez les bactéries et intervenant dans la
reconnaissance du 3° NCCA du précurseur des ARNL et dans la liaison au métal, est
tres variable chez les Archaea (Kufel and Kirsebom, 1998; Harris et al., 2001).

Il existe deux formes supplémentaires du ribozyme, le type M
(Methanocaldococcus jannaschii) et le type T (Thermoproteaceae), qui sont des
formes réduites de I’ARN ancestral sur lesquelles des éléments essentiels sont
manquants (figure 13). Ainsi I’ARN de type M ne posséde pas la séquence L15
ainsi que celle intervenant dans la reconnaissance avec la tige-boucle T (Harris et
al., 2001). Le type T quant a lui présente une forme minimale de I’ARN avec un
domaine S presque totalement absent (Lai et al., 2012b).

L absence de ces éléments essentiels pour le ribozyme expliquerait la présence d’un
plus grand nombre de protéines par rapport a la RNase P de type bactérienne. Elles
sont au nombre de quatre (Mthllp, Mth687p, Mth688p et Mth1618p) ou plus et
possédent une similarité de séquence avec des sous-unités protéiques de la RNase P
nucléaire de S. cerevisaea (Pop4p, Pop5p, Rpplp et Rpr2p) (Hall and Brown,
2002). Malgré tout, le ribozyme posséde seul, une activité catalytique en présence
d’une concentration trés élevée en sel (Pannucci et al., 1999). Les quatre sous-unités
protéiques sont présentes sous forme d’un complexe binaire (Kikovska et al., 2007).
La protéine Pop4p est conservée chez I’ensemble des archaea et des eucaryotes. Son
géne, comme chez les bactéries, est étroitement lié & celui des protéines
ribosomales. En effet, il est localisé dans I’opéron codant pour les protéine

ribosomales (Hartmann and Hartmann, 2003).

Il est intéressant de noter que chez Nanoarchaeum equitans, la RNase P est absente
(Randau et al., 2008). Ceci est en désaccord avec la théorie soutenant que la RNase
P soit conservée a travers I’ensemble du vivant. Le promoteur du géne codant pour
les ARNt est situé juste en amont de la position +1 de I’ARNt. Ainsi un ARNt est
synthétisé sans séquence leader et I’ARNt mature possede une terminaison 5’

triphosphate.
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1.5.2.2

1.5.2.2.1

1.5.2.2.1.1

EUCARYOTES

Chez les eucaryotes, la situation est beaucoup plus complexe avec deux compartiments
supplémentaires contenant une activité RNase P (la mitochondrie et le chloroplaste) et

la présence, suivant les especes, de deux types de RNase P (RNP ou protéique).

RNP NUCLEAIRE

Chez les levures et les animaux, la RNP nucléaire est de type bactérien. Elle est
constituée d’un ARN ayant une homologie de séquence avec I’ARN de la RNase P

bactérienne associé avec une dizaine de sous-unité proteique.

LEVURE

Chez la levure, la RNase P nucléaire possede neuf sous-unités protéiques
(Poplp, Rpplp, Pop3p, Pop4p, Pop5p, Pop6p, Pop7p, Pop8p et Rpr2p) associées
a ’ARN RPR1 (Lygerou et al., 1994; Chu et al., 1997; Dichtl and Tollervey,
1997; Stolc and Altman, 1997; Chamberlain et al., 1998; Stolc et al., 1998). Elle
possede deux sites de reconnaissance au substrat, interagissant avec I’ARNt et le
3’ trailer (Ziehler et al., 2000).

Dans le noyau des eucaryotes un autre complexe ribonucleoprotéique, la RNase
MRP, a évolué en paralléle a la RNase P. Chez la levure, elle posséde huit sous-
unités communes, bien que le ribozyme de la RNase MRP diverge avec celui de
la RNase P. Chez la RNase P une sous-unité protéique est spécifique (Rpr2p)
(Chamberlain et al., 1998), tandis que chez la RNase MRP il y en a deux (Snm1p
(Schmitt and Clayton, 1994) et Rmp1p (Salinas et al., 2005)).

RPR1 est synthétisée sous la forme d’un précurseur possédant un 5’ leader de 84
nt et un 3’ trailer de 34 nt (Lee et al., 1991), qui vont étre supprimés au cours de
I’assemblage de la RNase P donnant un ARN de 369 nt (figure 14). En effet des
mutations dans RPR1, dans la région impliquée dans la liaison aux sous-unités
protéiques, conduisent & un défaut de maturation du ribozyme (Ziehler et al.,
2001), contrairement a des mutations dans des acides aminés conservés du
domaine catalytique (Pagan-Ramos et al., 1996b, a). De plus une suppression de

certaines sous-unités protéiques (a I’exception de Pop3p et Rpr2p), comme

24



u
Ul
c_ g
8735,
The
GU/AU
A Mo
At
C Gecu
% cu cg
P U, s
G G,-
A
G AU
A AT A
G A U
AA
197 1Plegg
uUCugy, )
u Ccpa
A 150
c
C_ 20 c
/ G
Gy A
. G
cu gt u®u
A G‘su “Gcc"ac
c e 200
AC AU
. f"ue c;ﬁ
UCGGUGG."U %'”"u
u u N c
A* AL A A
AUA A ule%y G H
G u G 5,6
s w0 & usiAe 6§ A
fid v 6 N u U A
A CAGGU m_gC, gY i u "’UAG_ u
6 ge U [ &S s M8 gat
\Choglh GUCCA Go™ A A ¢e
Aucl T Y G u A uc%e S-6
uheecette W AA s h c. A
A c -
Coh AgachA NN 6 3
4 Ay
Agg-gclU
s Ul :
A”\ A s €
¢ TR
UGGAACAGUGG ~ 6
rrrrrrrieel (4
AcCUUGUGGUC a
¢ ) A
360
¢ G -340
c
c

Saccharomyces cerevisiae

CAc'UCAGACUUAR

Homo sapiens

Figure 14 : REPRESENTATION DE LA STRUCTURE SECONDAIRE DES ARN DE LA RNASE P RNP PRESENTS DANS LE

NOYAU DES EUCARYOTES

LUARN de la RNase P des champignons est représenté par celui de S. cerevisiae et celui des animaux est

représenté par celui de H. sapiens (Brown, 1999).
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1.522.1.2

Poplp ou Pop4p, conduit a une diminution de I’assemblage de la RNase P et a
une diminution de la forme mature de RPR1 (Chu et al., 1997; Srisawat et al.,
2002).

In vitro, seulement sept des sous-unités protéiques sont nécessaires a I’activité
d’une pre-RNase P (Srisawat et al., 2002). Poplp et Pop4p sont les seules sous-
unités qui interagissent de maniere spécifique avec la sous-unité ARN (Houser-
Scott et al., 2002). Pop3p, absente de ce core, possede une propriété de liaison a
I’ARN et pourrait jouer un réle dans la reconnaissance des différents substrats
(Brusca et al.,, 2001). Rpr2p, également absente de ce core et présente
uniquement dans la RNase P, interagit de maniére forte avec elle-méme et avec
Pop4p (Houser-Scott et al., 2002). La méme interaction est observée pour
Snmlp, une protéine similaire a Rpr2p, présente uniquement dans la RNase
MRP (Houser-Scott et al., 2002). Cette observation confirme une origine

commune de ces deux ribonucléoprotéines.

ANIMAUX

En accord avec la sortie du monde ARN et avec les observations dans le noyau
de la levure, le ribozyme de la RNase P (figure 14) aurait perdu au fur et a
mesure de I’évolution son activité au profit de protéines accessoires, nécessaires
a I’activité de la RNP. Cependant I’activité catalytique de I’ARN de la RNase P
nucléaire humaine est conservée dans le temps (Kikovska et al., 2007). En effet
in vitro ’ARN de la RNase P humaine (ARN H1) comme celui de Giardia
lamblia, un eucaryote inférieur, peut cliver, seul, quatre précurseurs d’ARNt
différents et une boucle en épingle a cheveux. Cependant I’affinité et le taux de
clivage sont diminués. Comme dans le cas de la RNase P bactérienne, le
ribozyme posséde un core, mais il ne contient pas les éléments intervenant dans
la catalyse et la structure tertiaire de I’ARN (Marquez et al., 2006). Cependant il
est capable de se lier & I’ARN méme en absence de protéines (Marquez et al.,
2006).

Dans les cellules HelLa, 10 protéines, possédant des activités soit de liaison a
I’ARN, soit d’ATPase hélicase, sont associées a I’ARN H1 (Jarrous and Reiner,
2007) : Rpp14, Rpp20, Rpp21, Rpp25, Rpp29, Rpp30, Rpp38, Rpp40, hPopl et

hPop5. Des homologues de la plupart des sous-unités protéiques sont
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Figure 15 : REPRESENTATION DE LA STRUCTURE SECONDAIRE DES ARN DE LA RNAsE P RNP MITOCHONDRIALE

LUARN de la RNase P des mitochondries de R. americana est un exemple d’ARN trés proche de celui de la
RNase P de type bactérien (Brown, 1999). Au contraire I’ARN de la RNase P mitochondriale de S. cerevisiae
a fortement divergé par rapport & celui des bactéries (Seif et al., 2003).
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observables chez les autres métazoans (Hartmann and Hartmann, 2003).

Cependant, contrairement a la levure, hPopl ne se lie pas a I’ARN HL1.

RNP MITOCHONDRIALE

Dans les mitochondries possédant une RNP, la situation est beaucoup plus
complexe que dans le noyau avec deux types de RNase P ayant ou non une

homologie avec la RNase P bactérienne.

Le génome mitochondrial de Reclinomonas americana code pour un RPR qui
possede une structure proche de celle des bactéries (figure 15) (Lang et al., 1997) et
la RNase P mitochondriale d’Aspergillus nidulans contient sept protéines associees
aun ARN (Lee et al., 1996).

Chez la levure, la RNase P est constituée d’un ARN (figure 15), qui a
considérablement divergé par rapport a celui des bactéries (Seif et al., 2003),
associé a une sous-unité protéique, qui ne possede pas d’homologie avec celle de la
RNase P bactérienne (Lai et al., 2010a). Le gene nucléaire RPM2 code pour la sous-
unité protéique de 105 kDa (Morales et al., 1992) qui intervient dans I’activité
RNase P dans les mitochondries (Dang and Martin, 1993). Cette protéine serait
aussi un activateur de la transcription de certaines protéines comme des composants
de I’appareil d’import mitochondrial (Stribinskis et al., 2005) et serait impliquée
dans le stockage et le renouvellement des ARN dans les P bodies (Stribinskis and
Ramos, 2007). Rpm1r, la sous-unité ribonucléique constituant la RNase P, est codée
par le génome mitochondrial (Hollingsworth and Martin, 1986). Le précurseur
Rpmir est cotranscrit avec I’ARNt™" et ARNt™™ et sa maturation demande la
présence de sa forme mature (Stribinskis et al., 1996) et de Rpm2p (Stribinskis et
al., 2001).

RNASE P PROTEIQUE
ANIMAUX

Dans les mitochondries humaines la question de la nature de la RNase P est

restée longtemps en suspens. Des études ont suggéré que la RNase P
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Figure 16 : LA RNASE P PROTEIQUE

La RNase P mitochondriale humaine est constituée de trois sous-unités (A) : une ARNt méthyltransférase
(MRPP1), une « short chain dehydrogenase/reductase » (MRPP2) et une protéine PPR (MRPP3) (Holzmann et
al., 2008). MRPP3, contrairement & MRPP1 et MRPP2, est conservée dans de nombreux organismes. On
refrouve ainsi trois orthologues chez Arabidopsis thaliana, nommés PRORP. (B) Ces protéines comprennent
dans leur partie N terminale trois motifs PPR (rouge) ayant certainement un réle dans la reconnaissance des
ARN et 3 motifs (orange) ayant une structure secondaire en double hélice et qui pourraient étre des motifs
PPR non canoniques. En C terminal un motif métallonucléase (vert) pourrait étre impliqué dans |'activité
endonucléolytique de la RNase P et un motif CxxC dans la liaison & un cofacteur métallique. Entre les deux
domaines, un motif riche en glycine (noir) pourrait conférer une flexibilité & la protéine.
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mitochondriale humaine contenait un ARN identique au ribozyme de la RNase P
nucléaire humaine (Doersen et al., 1985; Puranam and Attardi, 2001). La RNase
P a finalement été caractérisée comme une entité strictement protéique
(Holzmann et al., 2008). En effet elle est constituée de trois protéines, nommées
Mitochondrial RNase P Proteins 1, 2 et 3 (MRPP1-3) (figure 16). Ces protéines,
qui n’ont aucune homologie de séquence avec celles de la RNase P de type
ribonculéoprotéique, sont nécessaires et suffisantes pour donner au complexe
une activité de type RNase P (Holzmann et al., 2008). Comme les autres RNase
P son activité nécessite du Mg?* (Rossmanith and Karwan, 1998) et le clivage
des précurseurs d’ARNTt résulte en la formation d’un fragment 3’ possédant un
résidu phosphate (Holzmann et al., 2008).

MRPP1 est I’'une des homologues de la protéine de levure Trm10p (Holzmann et
al., 2008). Chez la levure c’est une ARNt m'G methyltransferase responsable de
la modification de I’ARNt & la position 9 (Jackman et al., 2003). Cette protéine
pourrait donc jouer un rdle dans la liaison a I’ARN.

MRPP2 est une déshydrogénase 17B-hydroxystéroide de type 10 qui est
essentielle pour le métabolisme de I’isoleucine et des acides gras a chaine
ramifiée. Elle est aussi connue sous le nom d’ABAD pour la déshydrogénase
amyloid-p liant I’alcool et est liée a la maladie d’Alzheimer (Holzmann and
Rossmanith, 2009; Chen and Yan, 2010). Cependant I’activité déshydrogénase
ne semble pas étre nécessaire a la fonction de la RNase P. Toutefois MRPP2
possede un domaine Rossmann fold et pourrait donc étre aussi impliquée dans la
liaison a I’ARN (Holzmann et al., 2008).

MRPP3 possede en N-terminal des motifs PPR et pourrait donc étre impliquée
comme les deux autres dans la liaison & I’ARN. De plus, au niveau C-terminal,
elle posséde un domaine métallonucléase "NYN" (Anantharaman and Aravind,
2006) fortement conservé entre les différentes espéces et posséderait donc

I’activité catalytique de I’enzyme (Holzmann et al., 2008).

PLANTES

Un homologue du ribozyme bactérien est présent dans le génome du cyanelle
Cyanophora paradoxa (Shevelev et al., 1995) et du chloroplaste d’algues rouges
comme Cyanidioschyzon merolae (Ohta et al., 2003) et d’algue verte comme

Nephroselmis olivacea (Turmel et al., 1999). Chez Daucus carrota il semble
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exister une activitt RNase P dans chaque compartiment possédant une
expression genetique (Franklin et al., 1995). Les études préliminaires menées sur
le noyau et la mitochondrie semblent étre en adéquation avec cette hypothése,
puisqu’elles définissent la RNase P comme une ribonucléoprotéine
(Marchfelder, 1995; Schon, 1995).

Cependant les génes, codant pour I’ARN et les sous-unités protéiques
spécifiques de la RNase P de type bactérienne présente chez la levure et les
animaux, sont absents des génomes végétaux (Hartmann and Hartmann, 2003).
De plus, des études menees durant les années 1990 sur les chloroplastes
d’épinard semblent montrer que la RNase P chloroplastique ne possede pas
d’ARN. En effet, aprés séparation par un gradient de densité au CsCl, I’activité
est présente dans la fraction de protéines chloroplastiques total (Wang et al.,
1988). De plus apres un traitement a la nucléase micrococcal, I’activité de la
RNase P chloroplastique est toujours présente, alors qu’elle est inactivée pour
I’enzyme d’E. coli (Wang et al., 1988). Enfin, la RNase P chloroplastique de
I’épinard semble avoir un mécanisme d’action différent de celui de la RNase P
(Thomas et al., 2000). Cependant, jusqu’a récemment, la RNase P n’avait jamais
été identifiée au niveau moléculaire dans les plantes.

Un examen de banque de données suggére que MRPP3 soit la seule des trois
protéines de la RNase P mitochondriale humaine a étre conservée dans d’autres
especes. Trois orthologues de cette protéine sont trouvés chez A. thaliana (figure
16).
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2 OBJECTIFS DE MA THESE

Au début de ma thése, aucune protéine ou RNP ayant une activité RNase P n’avait été
identifiée au niveau moléculaire chez les plantes.

En nous appuyant sur les travaux menés sur la RNase P mitochondriale humaine (Holzmann et
al., 2008), nous avons pu identifier trois candidats potentiels pour I’activité RNase P chez A.
thaliana, que nous avons nommé PRORP (PROteinaceous RNase P).

Tout d’abord, nous avons donc décidé de réaliser des études fonctionnelles de ces protéines in
vitro, grace a des tests d’activité avec des protéines PRORP recombinantes. En complément,
nous avons voulu caractériser leur fonction in vivo. Pour cela nous nous sommes appuyés sur
des lignées de mutants d’insertion ADN-T et des lignés de dérégulation par la technique du
VIGS (Virus Induced Gene Silencing). Cependant la RNase MRP, une ribonucléoprotéine qui
possede des sous-unités communes a RNase P chez les animaux et la levure, est présente dans
le noyau. Donc on ne peut pas exclure I’hypothése selon laquelle, en absence de RNase P
ribonucléoprotéique, la RNase MRP ait acquis au cours de I’évolution I’activité RNase P chez
les plantes. Cette hypothése a été également étudiée avec des lignés de dérégulation par la
technique du VIGS (Virus Induced Gene Silencing).

Par ces approches nous avons voulu voir si les plantes utilisent uniquement les protéines
PRORP pour I’activité RNase P, a la fois dans le noyau et les organelles. Si c’est le cas, les
plantes seraient les premiers exemples d’organismes dont I’activité RNase P serait entiérement

réalisée par des protéines dans les trois compartiments possédant une expression génétique.

29






3 MATERIELS ET METHODES

3.1
3.1.1

MATERIELS

SOUCHES BACTERIENNES

Les souches BL21, DH5a et TOP10 d'E. coli ont été utilisées. La souche BL21 contient le
géne codant pour I’ARN polymérase T7 sous le contr6le du promoteur lacUV5. Les
souches DH5a et TOP10 présentent une mutation pour endAl, inactivant l'activité
endonucléase intracellulaire, et pour recA éliminant les recombinaisons homologues.
Génotype des souches bactériennes :

BL21(DE3) : F- ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3)

DH5a : F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+)
phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

TOP10: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAlaraD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Les souches C58C1 et GVV3101 d’Agrobacterium ont été utilisées durant cette these.

PLANTES

Les mutants d'insertion d’A. thaliana ont été mis en croissance a 23°C et un cycle diurne
de 16 h. lls sont issus des collections de GABI (noté GK et d’écotype Col-0), RIKEN
(noté RATM, d’écotype No-0), SALK (noté SALK, d’écotype Col-0) et Versailles (noté
EHQ d’écotype Ws-4).

At2932230 : prorpl-1: GK_385G09 et prorpl-2 : SALK_092567

At2916650 : prorp2 : EHQ_F435C08, RATM11-1141-1_G

At4g921900 : prorp3 : SALK_126397

At1g59760 : un mutant ADN-T mtr4 a été fourni par Heike Lange (Lange et al., 2011)
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3.1.3 PLASMIDES

pBAD27
Ce plasmide possede un ADN-T ayant une cassette de clonage juste en aval du promoteur

fort 35S. Il a aussi une résistance au BASTA dans les plantes.

PER8

Ce vecteur possede un promoteur inductible a I’cestradiol qui est utilisé ici pour
I’expression des miARN aprés transformation stable de I’ADN-T dans le génome de
plante Col-0 sauvage d’Arabidopsis thaliana. Il posséde également une résistance a

I’hygromycine.

pET28

Ce plasmide est un vecteur d'expression des protéines chez E. coli. Un systeme de
régulation par I’opéron lactose contréle I'expression de la protéine d'intérét fusionnée en
N-terminal a une étiquette de 6 histidines. Dans ce systeme, le niveau bas d’expression

peut étre maintenu par un ajout de glucose dans le milieu de culture.

pGEM-Teasy
Ce plasmide posséde a ces extrémités 3’ un T sortant. Il est donc facile d’utilisation pour
des clonages a partir de produit PCR issu d’une ADN polymérase qui ajoute un nucléotide

a I’extrémité 3’. Ce vecteur est utilisé pour le clonage des produits de cRT-PCR.

pTRV1

Ce vecteur possede I’ADNc de I’ARN1 du virus TRV (Tobacco Rattle Virus), i.e. il code
pour une ARN polymérase ARN dépendante, une hélicase, une protéine de mouvement et
un faible suppresseur de silencing permettant au virus d’atteindre la partie
méristématique. 1l est utilisé dans le cadre de la technique VIGS (Virus Induced Gene

Silencing) en association avec le plasmide pTRV2.

pTRV?2

Ce plasmide renferme I’ADNc de I’ARN2 du TRV. Cet ARN code pour la protéine de
manteau et pour deux protéines non-structurelles impliquées dans la transmission de
plante & plante par le nématode. Dans le cas du vecteur pTRV2, les deux genes codant

pour les protéines non essentielles ont été remplacés par une cassette de clonage. Elle est
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utilisée pour cloner une séquence de 400 & 600 nucléotides correspondant au gene cible a

déréguler.

puUC19
Ce vecteur est utilisé ici pour le clonage et I’expression des transcrits précurseurs. |l est

présent en grand nombre de copies et a été maintenu dans des souches de cellules TOP10.

3.1.4 AMORCES NUCLEOTIDIQUES

Les amorces sont synthétisees par Sigma-Genosys et par Eurofins. Elles sont utilisées
pour la mutagenése des génes codant pour les protéines PRORP, I’amplification par PCR
des substrats a cloner, I’analyse par PCR et par séquencage des plasmides présents dans
les clones obtenus et des mutants ADN-T de plante, la cRT-PCR, la qRT-PCR et la

réalisation des sondes pour I’étude par northern blot.

MUTAGENESE DE DEUX ASPARTATES EN DEUX ALANINES (474-475 POUR PRORP1 ET 422-423 POUR

PRORP2 ET 3)
prorp1 F CCCTCCTGGCTCAAACGCTGCTTGGTATTGGCTTTACG
prorpT R CGTAAAGCCAATACCAAGCAGCGTTTGAGCCAGGAGGG
prorp2 F CTCCACCAGGTTCCAATGCTGCTTGGTATTGGCTGTATGC
prorp2 R GCATACAGCCAATACCAAGCAGCATTGGAACCTGGTGGAG
prorp3_F CTCCACCAGGTTCCAATGCTGCTTGGTATTGGCTCTACGC
prorp3 R GCGTAGAGCCAATACCAAGCAGCATTGGAACCTGGTGGAG

CLONAGE

TEST DACTIVITE IN VITRO

orf138 F TAAAGGATCCGAATTGTAATACGACTCACTATAGCGTAGTTAATTACCTCGGACGTACCCATGG
orf138 R TAAAGAATTCGAAAGGGTAGCCTTTTGTCACGAGCTG

nadé F TAAAGGATCCGAATTGTAATACGACTCACTATAGACGAAATGCTATTGATTTTAGGAGGACTATAATG
nadé R TAAAGAATTCCAACAGACAAGATCAGATCGTAGAATAGAGAAGG

ARNYPCUC  F TAAAGGATCCGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAAGCAGAGCAACAAAGTCG

ARNYPCUS n R TAAAGAATTCAAAAAAACGCCGTTGCCG

ARN{EM(CUC) f F TAAAGGATCCGAATTGTAATACGACTCACTATAGGCAACAGCTATAGCAAAAAGG
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ARNIEICUS) n R

TAAAGAATTCAAAAAAAGAGGTTCTACCGAG

prorp2 F TAAACCATGGGAGCTGCTTCTGATCAACACCG

prorp2 R TAAACTCGAGAGGAATCTTCCCATTACTCTTAGGT
prorp3_F TAAACCATGGGAGCTGGTACTGATAACCGCCG

prorp3 R TAAACTCGAGTGAACTCTGCCTTGTAATGCAC

VIGS

POP1 F TAATCTAGATCTGAGCGTTTGAACAAGGA

POP1 R TAACTCGAGGCCTGAGAAACTGGTGGTTC

POP4 F TAAAGGATCCGGCATCACAGAAGGATTCAA

POP4 R TAAACTCGAGCTCTTGAAATAAACTTGTCCCCAT
PRORP1 F TAAGGATCCAAATCGACTTTTGATATGATTGAGG
PRORP1T R TAACTCGAGATCATCGTTTGAGCCAGGAG

PRORP2 F TAATCTAGATGAATCTGTGATGAAGGAACTTTA
PRORP2 R TAACTCGAGTGTCTGCTAATACACATCCAAGTT

PDS F TAAGAATTCCTTCCGTAGTGCTCCTCGTC

PDS R TAATCTAGACCATGTCAGCATCTCGTTGT

miARN

Aé miR-| GATACATTATAATGGTACTGGGTTCTCTCTTTTGTATTCC
A6 miR-Il GAACCCAGTACCATTATAATGTATCAAAGAGAATCAATGA
A6 miR*lll GAACACAGTACCATTTTAATGTTTCACAGGTCGTGATATG
Ab miR*IV GAAACATTAAAATGGTACTGTGTTCTACATATATATTCCT

A29 miR-| GATTTTACACGACTCTTGTGGAGTCTCTCTTTTGTATTCC
A29 miR-II GACTCCACAAGAGTCGTGTAAAATCAAAGAGAATCAATGA
A29 miR*lll GACTACACAAGAGTCCTGTAAATTCACAGGTCGTGATATG
A29 miR*IV GAATTTACAGGACTCTTGTGTAGTCTACATATATATTCCT
B44 miR-I GATACTAACGCAGCCAACACATATCTCTCTTTTGTATTCC
B44 miR-Il GATATGTGTTGGCTGCGTTAGTATCAAAGAGAATCAATGA
B44 miR*Ill GATACGTGTTGGCTGGGTTAGTTTCACAGGTCGTGATATG
B44 miR*IV GAAACTAACCCAGCCAACACGTATCTACATATATATTCCT
B45 miR-I GATACTAACGCAGCCAACACAATTCTCTCTTTTGTATTCC
B45 miR-Il GAATTGTGTTGGCTGCGTTAGTATCAAAGAGAATCAATGA
B45 miR*Ill GAATCGTGTTGGCTGGGTTAGTTTCACAGGTCGTGATATG
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B45 miR*IV

GAAACTAACCCAGCCAACACGATTCTACATATATATTCCT

Oligo A

CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC

Oligo B

GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG

CONTROLE PAR PCR

PLASMIDE
promoteurT/7 F TAATACGACTCACTATAGGG
promoteurSP6 F | ATTTAGGTGACACTATAG
M13 F GTAAAACGACGGCCAGT
M13 R CAGGAAACAGCTATGAC
EYFP-F R GCTGAACTTGTGGCCGTTTA
pTRV2.1 F TGTTTTTATGTTCAGGCGG
pTRV2.1T R GACTTACCGATCAATCAAGATC
pTRV2.2 F TTACTCAAGGAAGCACGATG
pTRV2.2 R GAACCTAAAACTTCAGACACGG
pER8 F CATTTGGAGAGGACACGCTGAAG
pER8 R ACGTTGTCGAAACCGATGATACGG
pET28 R GCTAGTTATTGCTCAGCGG
ZYGOTIE

LB4 (Versailles)

CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT

Lbal (SALK)

TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

LB1a (GABI)

GGGCTACACTGAATTGGTAGCTC

RB4 (Versailles)

TCACGGGTTGGGGTTTCTACAGGAC

RBa (SALK) TAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATC
RB2 (SALK) AATAGCCTCTCCACCCAAGC
RB1a (GABI) ACAGTGGTCCCAAAGATGGA
prorp1-1_F CTTTCCACCTTGGGAAGAAAC
prorpT-1 R GCCCTTTTTGGTTTCTGTAGG
prorpl1-2 F GGTCTATAAGACGTTGCAGCG
prorp1-2 R ACCTGCAAACATTGAATCCAG
prorp2 F TTCATAGTCATGGCATTAGCTT
prorp2 R TTTTCGCATGAGACCGGGAAA
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prorp3_F

ACACAGCCTAAGAATCGGGTC

prorp3 R

AGCCGGAGCATAAGTTCTCA

INTERNE AUX GENES prorp

306.P2/3int-F_seq

GAGGCTGAAAAGGGTTAT

306.P2/3int-R_seq

TATAGCTTCGTAATCTCCATG

306.PTint-F_seq

GCTTAGTAGGGGTTTTGATA

306.P1int-R_seq

TTAGCCTTGACTTCTCTTTC

P2/3front RV

GACTTATCCCCGAACTAACCATAC

P2dif F GGCATCTGTTACTTCAGTGGCTA
P2dif R TTTTCGCATGAGACCGGGAAA
P3dif F ATCATCTGTCACTGCAGTTGCAC
P3dif R TCTTGACTCGTGATTGGAACG
cRT-PCR

ARNP(CUS  F GTGACCCGGGTTCGATCC

ARNFCU n R

GGGAATACTTACCACTATACTACAACG

ARN{CN(CUG) 1y F | CAGTAACCCGAGTTCAATTCTC
ARN{EMCUC) n R | TCCAATGTCCTAACCGCTAGA
q-RTPCR
PRORP1 _F CCAAGGTGGAAAGAGAAGCA
PRORPT R ATGCCAGGTTCCATCTTCAG
PRORP2_F GCACCAGCTTATTGAGTTCATGTA
PRORP2 R GAAAAGTTCAGTCCCTTATTATAGAACC
POP1 F TCCAGAAGACCTTACATCCTGC
POP1 R CAGCAACGTTTTTAACCTCAGC
POP4 F CCGTCCATCTTTGATTCGTC
POP4 R TTTGCAACAGCAAGCCTTC
EXP1_F GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC
EXP1 R GGTCCGACATACCCATGATCC
SAND F AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT
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SAND R

TGATTGCATATCTTTATCGCCATC

TIP41 F GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA
TIP41 R TCAACTGGATACCCTTTCGCA
EXP2 F TTGAAAATTGGAGTACCGTACCAA
EXP2 R TCCCTCGTATACATCTGGCCA

NORTHERN BLOT

VIGS

ARNfPhe(GAA) P

CCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATC

ARNf”e(GAU) p

GCGCGCTCTACCACTGAGC

ARN;YelGAC) P

TGACACTCTACCGCTGAGTTATATCC

ARN#eCCU CAATGCCTTAAGCCACTCAGC
ARNY O m CCAATGCTCTACCAACTGAGC
ARN{CICUC) GGTCCCACCGAGACTTGAAC

ARNYP(CUS) 1y GGGAATACTTACCACTATACTACAACG
ARNACA GTCATGCCCGATAACCACTC
ARNHHCUY) TTGCGCTCTACCAACTGAGCT
ARNYn(CWY) CTAGAGAAAGGGGTCGAACC
ARN{(CUCI CAGGTCCCCACGGCCACAAC
miARN

306Aénorth ACCCAGTACCATTATAATGTA
306A29%north CTCCACAAGAGTCGTGTAAAA
306B44north TATGTGTTGGCTGCGTTAGTA
306B45north ATTGTGTTGGCTGCGTTAGTA
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3.1.5

PLASMIDES DISPONIBLES

Le clone d’expression des protéines (pBad-PRORP1) utilis¢ comme substrat pour la
mutagenése ainsi que les clones utilisés pour la localisation cellulaire (PART7-PRORP1-
EYFP, pART7-PRORP2-EYFP et pART7-PRORP3-EYFP) ont été préalablement
obtenus au laboratoire par Anthony Gobert.

Un plasmide renfermant la séquence du t-element de 1’orf138 de B. napus a été fourni par
Francoise Budar (INRA de Versailles). Il correspond & la sequence comprise entre les
nucléotides 910 et 1101 en aval de I’ATG de I’orf138.

3.2 METHODES

3.2.1
3.2.1.1

ADN
AMPLIFICATION PAR PCR

La technique de réaction de polymérisation en chaine (PCR) repose sur I'amplification
exponentielle d'une séquence d'ADN présente entre deux amorces spécifiques au brin
matriciel. Pour cela, trois phases répétées sont nécessaires : la dénaturation de I'ADN,
I'nybridation des amorces puis I'élongation par une ADN polymérase ADN dépendante
thermorésistante.

Pour une telle réaction, le volume réactionnel sera composé de tampon de PCR 1x,
200 uM de chaque dNTP, 1 U d'’ADN polymérase ADN dépendante, 5 pmol de chaque
amorce, 2.5 mM MgClI; et d'une quantité appropriée d'/ADN matrice ou de bactéries
dans le cas de PCR sur colonie.

Il existe plusieurs types d’ADN polymérase ADN dépendante utilisées suivant
I’expérience proposée. Pour le clonage et la mutagenese, une enzyme a haut degré de
fidélité sera privilégiée comme la Phusion (Pyrococcus-like : clontech) ou la GoTaq
(Promega). Elle posséde une activité exonucléase 3'-5' qui implique une activité de
relecture. Au contraire pour le génotypage et I’analyse de colonie bactérienne une Taq
ADN polymérase thermorésistance (de Thermophilus aquaticus) sera utilisée.

La PCR débutera par une étape de dénaturation de 3 & 5 min & 95°C afin de casser la
paroi bactérienne et de dénaturer la matrice. S'en suivra un cycle répété 35 fois et
comprenant les trois phases décrites précédemment : 30 sec a 95°C, 30 sec a la
température d'hybridation des amorces (5°C en dessous de la température de fusion des

amorces), puis 1 min/kb d’ADN matriciel a amplifier & 72°C, la température d'activité
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3.2.1.2

3.2.1.3

de I’ADN polymérase thermorésistante. Une phase d’élongation finale de 5 min a 72°C

fera suite aux 35 cycles, afin de terminer I’élongation de tous les brins.

Tampon de PCR 10x : 20 mM tris-HCI pH 8.3 ; 50 mM KCI ; 2 mM MgCl;

ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE

Cette technique permet de séparer des molécules d'ADN selon leur taille. Une solution
d'ADN associée a du tampon de charge 1x, sera chargée sur un gel d'agarose (0.8 &
2% (p/v) dans du tampon TAE 0.5x) auquel 0.5 ug/ml de bromure d'éthidium a été
incorporé.

L'électrophorése est effectuée dans du tampon TAE 0.5x sous un voltage de 100 V. Le
bromure d'éthidium, s'intercalant entre les bases, permet d’observer aux ultraviolets les
molécules d'ADN.

Gel d'agarose a x % : X % (p/v) d'agarose ; TAE 0.5x

Tampon de charge 10x : 50 % (v/v) glycérol ; 0.1 M EDTA ; 0.1 % (p/v) SDS ;
0.05 % (p/v) bleu de bromophénol ; 0.05 % (p/v) xylene cyanol

Tampon TAE 1x : 40 mM Tris-acétate pH 8.0 ; 1 mM EDTA

DIGESTION ET LIGATION DE FRAGMENTS D’ADN

Digestion
Les digestions des fragments d’ADN par des enzymes de restriction sont réalisees

selon les conditions du fournisseur.

Ligation

Une pmol d'insert et 0.1 pmol de vecteur sont mises en présence dans un volume
réactionnel de 10 ul présentant I’ADN ligase du phage T4 (1 U/ug de vecteur), 1 mM
ATP et 1x tampon ligase (fourni par Fermentas). La réaction a lieu pendant 1 h a

température ambiante ou 16 h & 15°C.
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Figure 17 : PRINCIPE DU CLONAGE DES MIARN ARTIFICIELS (http://wmd2.weigelworld.org/cgi-bin/mirnatools.pl)

Le miARN artificiel contenant la séquence d’intérét est obtenu par quatre PCR successives. Les PCR a, b et ¢
consistent en une mutagenése du miR319a présent dans le plasmide pRS300. Les amorces |, Il, Ill et IV sont
choisies avec le programme wmd2 et les amorces A et B ont comme séquence celle du plasmide.



3.2.14

3.2.1.5

CONSTRUCTION AMIARN

La séquence du amiARN (miARN artificiel) a été choisie grace au logiciel WMD2
(http://lwmd2.weigelworld.org/cgi-bin/mirnatools.pl) tout en tenant compte des regles
suivantes :

position 1 : U

position 2 a 12 : 1 mésappariement au maximum avec ARNm

position 10 et 11 : pas de mésappariement avec I’ARNm

position 10 : A

extrémité 3’ : 1 & 3 mésappariements avec I’ARNm

Dans un premier temps, trois mutagenéses par PCR sont réalisées a partir du miR319a
présent sur le plasmide pRS300 (figure 17). On amplifiera séparément le bras 5’ (A-
IV), la boucle (I11-11) et le bras 3’ (1-B) afin de remplacer le miR319a par le pre-
amiARN.

Dans un second temps, les trois fragments PCR sont fusionnés en un fragment PCR,
grace a une PCR ayant pour matrice les trois fragments et pour amorce les
oligonucléotides A et B.

Le fragment obtenu est dans un premier temps cloné dans le vecteur pGEM-Teasy,
permettant le séquencage des constructions et facilitant le second clonage dans le

vecteur pERS.

TRANSFORMATION DE BACTERIES PAR ELECTROPORATION

40 pl de bactéries électrocompétentes sont mises en présence de 50 a 200 ng d'/ADN
plasmidique représentant un volume de 1 pl. Ce mélange transféré dans une cuve
d'électroporation va subir une décharge électrique (200 Q ; 2,5 kV ; 25 uF), permettant
a I'ADN de traverser la paroi bactérienne transitoirement déstabilisee.

Apres électroporation, 400 ul de milieu LB sont ajoutés au mélange qui est incubé 1 h
a 37°C sous agitation. Aprés cette période nécessaire a la régénération de la paroi
bactérienne et a I'expression du géne de sélection, 200 ul de la solution sont étalés sur

une boite de Pétri contenant du milieu LB auquel est associé I'antibiotique approprié.

Milieu LB : 1 % (p/v) de bacto-tryptone, 0.5 % (p/v) d'extrait de levure, 0.5 % (p/v) de
NaCl, pH ajusté a 7.2 (ajouter 1 % (p/v) d'agar pour obtenir du milieu LB solide).

39



3.2.1.6

3.2.1.7

3.2.1.8

3.2.1.9

TRANSFORMATION DES BACTERIES PAR CHOC THERMIQUE

50 pl de bactéries thermocompétentes sont mises en présence de 15 ng a 1 pg de
plasmide ou de ligation puis incubées pendant 30 min dans de la glace. Ce mélange va
ensuite subir un choc thermique durant 30 sec a 42°C permettant 1’entrée du plasmide
dans les bactéries, avant d’étre replacé sur la glace durant 2 min.

400 pl de milieu LB sont ajoutés au mélange qui sera incubé 1 h, délai nécessaire pour
la régénération des membranes et a la premicre division cellulaire. 100 a 200 pl seront
ensuite étalés sur boite de Pétri contenant du milieu LB agar en présence de

I’antibiotique approprié.

Milieu LB : 1 % (p/v) de bacto-tryptone, 0.5 % (p/v) d'extrait de levure, 0.5 % (p/v) de
NaCl, pH ajusté a 7.2 (ajouter 1 % (p/v) d'agar pour obtenir du milieu LB solide).

PREPARATION D'ADN PLASMIDIQUE PAR LYSE ALCALINE

Elle a été effectuée selon les méthodes standards (Sambrook and Russell, 2001).

SEQUENCAGE D'ADN

Les réactions de séquencage sont réalisées par M. Alioua (service de séquencage de
I'IBMP). Cette technique utilise une PCR asymétrique basée sur la méthode de Sanger
(Sanger et al., 1977). Les acides nucléiques sont ensuite séparés par électrophorése

capillaire a 1'aide d'un appareil "Applied Biosystems 3100" (Perkin Elmer).

EXTRACTION DE LADN TOTAL DE FEUILLE D’ARABIDOPSIS

Méthode 1 suivie par une PCR avec des amorces de haute affinité

Cette technique commence par la lyse des cellules par l'intermédiaire d'un broyage du
matériel végétal. Pour cela 100 mg de feuilles sont mis en présence de billes de verre et
de 400 ul de tampon d'extraction sans SDS afin de lyser les tissus avec l'agitateur-
broyeur Precellys (3 cycles de broyage de 30 s a 25000 g). 10 mM de SDS sont ensuite
ajoutés a l'extrait obtenu. Ce détergent permettra de dénaturer les protéines et d'éviter

que les membranes ne s'agrégent avec 'ADN. Aprés 30 min d'incubation a température
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ambiante, les membranes sont culottées par une centrifugation de 1 min & 16000 g. Le
surnageant est mis en présence de 300 ul d'isopropanol afin de précipiter 'ADN. Aprés
un temps d'incubation de 2 min a tempeérature ambiante, les tubes sont centrifugés a
16000 g pendant 10 min. Le surnageant éliminé puis le culot séché, le culot d’ADN est
repris dans 100 ul d'H,0.

Tampon d’extraction : 200mM Tris-HCI pH 7.5, 250mM NaCl, 25 mM EDTA,
10mM SDS

Méthode 2 suivie par une PCR avec des amorces de faible affinité

Deux feuilles de 1 cm sont mises en présence de billes de verre et de 500 ul de tampon
d’extraction. Le matériel végétal est ensuite broyé a I’agitateur-broyeur Precellys (2
cycles de broyage de 30 s a 25000 g avec une pose de 30 sec). 4 mM de SDS sont
ensuite ajoutés au broyat obtenu. Ce détergent permettra de dénaturer les protéines et
d'éviter que les membranes ne s'agregent avec I'ADN. Aprés 15 min d’incubation a
température ambiante, les membranes sont culottées par une centrifugation de 10 min a
16000 g et a 20°C. Au surnageant est ajouté 1.5 M d’acétate de potassium pH 8 afin de
précipiter le SDS et les protéines associées. Apres avoir délicatement homogénéisé la
solution, le SDS et les protéines sont culottées par une centrifugation de 15 min a
16000 g et & 4°C. Au surnageant est ajouté 0.7 V d’isopropanol afin de précipiter
I’ADN. Aprés un temps d’incubation de 15 min & -20°C, I’ADN est culotté par une
centrifugation de 15 min a 16000 g et a 4°C. Une fois le surnageant éliminé, I’ADN est
repris dans 50 ul de R40.

Tampon d’extraction : 0.1 M Tris-HCI ph8, 0.05 M EDTA, 0.5 M NaCl, 1 % (p/v)
PVP40
R40 : 10 mM Tris/HCI pH8, 1 mM EDTA, 40 pg/ml de RNase A

MUTAGENESE DIRIGEE

La mutagenése dirigée est réalisée avec le kit "QuikChange Il Site-directed
Mutagenesis Kit" (Stratagene) (figure 18). Elle consiste en une synthese par PCR de
deux brins complets de plasmide a I'aide de deux amorces complémentaires portant la
mutation & introduire. Les cycles suivants vont permettre la formation de brin d'ADN

linéaire complémentaire au brin parental circulaire. Les produits obtenus seront digérés
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Figure 18 : PRINCIPE DE LA MUTAGENESE DIRIGEE ("QUIKCHANGE Il SITE-DIRECTED MUTAGENESIS KIT" ).

En bleu sont représentés les plasmides parentaux purifiés & partir de bactéries et en orange les plasmides
néosynthétisés. Une étape de digestion par I'enzyme Dpnl est réalisée. Elle a pour but de dégrader les brins
parentaux méthylés dans les bactéries. Les brins néosynthétisés portant la mutation sont transformés dans E.
coli. Ces brins linéaires sont recircularisés par le systtme de réparation bactérien de I’ADN.



par I'enzyme de restriction Dpnl qui ne clive que les brins d'ADN méthylés. Les
molécules plasmidiques initiales, extraites de bactéries, possédent de telles
modifications, ce qui n’est pas le cas des molécules synthétisées in vitro. Les plasmides
non digérés possédant la mutation seront transformés dans E. coli. Ils seront
circularises in vivo grace aux mécanismes de réparation de I’ADN des bactéries.

Le milieu réactionnel de 50 pl a été réalise en prenant 30 ng de I'ADN plasmidique
codant pour le géne a modifier, 1 pl de dNTP du mix fourni par le kit, 0.5 ul de chaque
amorces (62.5 ng), 5 ul de tampon de PCR 10x et 2.5 U de PfuUltra HF ADN
polymeérase (Pyrococcus furiosus).

Les cycles de PCR ont été programmés comme suit :

premiére étape de 30 sec a 95°C

un cycle répété 15 fois de 30 sec & 95°C, 1 min &4 55°C, 6 min 30 & 68°C.

Par la suite, 5 U de Dpnl sont ajoutés au milieu de PCR puis le mélange est incubé 1h a
37°C afin de digérer les brins parentaux non mutés. Les brins néosynthétisés contenant

la mutation seront circularisés in vivo aprés transformation dans E. coli.

3.2.2 ARN

3.2.2.1

EXTRACTION D'ARN TOTAL DE PLANTE

RNeasy Plant Mini kit

L’extraction est realisée selon le protocole du fournisseur (Invitrogen).

Extraction au trizol

Le matériel végétal congelé est broyé dans un mortier reposant dans de I’azote liquide.
A 150 mg de broyat obtenu est ajouté 1.5 ml de réactif Trizol, qui va permettre de
dénaturer les protéines, les séparant des acides nucléiques. Aprés homogénéisation, le
mélange est laissé 5 min & température ambiante. 0.2 V de chloroforme est ensuite
ajouté, permettant de séparer les solvants présents dans le Trizol en deux phases, une
phase aqueuse contenant les ARN, une phase organique renfermant les protéines et
entre, une interphase, contenant I’ADN. Ce mélange est incubé a température ambiante
pendant 5 min, puis les ARN sont séparés des protéines et des ADN par une
centrifugation & 16000 g et a 4°C pendant 15 min. A la phase aqueuse est ensuite

ajouté 0.5 V d’isopropanol, afin de précipiter les ARN. Aprés 10 min a température
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3.2.2.3

ambiante, les ARN sont culottés par une centrifugation de 5 min a 16000 g et a 4°C. Le

culot est ensuite lavé a 1’éthanol 70 % et repris dans 20 a 50 pl d’H,O.

TRANSCRIPTION /N VITRO

Le plasmide servant de matrice a la transcription in vitro comprend le promoteur de la
T7 ARN polymerase. Ce plasmide est tout d’abord digéré par un enzyme de restriction

a la position précise correspondant a la fin du transcrit que I’on veut obtenir.

RiboMAX™ (Promega)

Pour la transcription, le volume réactionnel de 10 pl est constitu¢ de 150 a 200 ng
d’ADN plasmidique, 7.5 mM de rNTP, 1 pl du mélange enzymatique contenant I’ARN
polymérase ADN dépendant du phage T7 (fourni par RiboMAX™ Large Scale,
Promega) et le tampon de I’ARN polymérase 1x. Apres 4 h d’incubation a 37°C, 1 U
de DNase RQ! (fourni par RiboMAX™ Large Scale, Promega) est ajoutée afin de
digérer I’ADN plasmidique pendant 15 min a 37°C. Afin de purifier ’ARN obtenu,
deux extractions au phénol-chloroforme sont effectuées selon les méthodes standards

(Sambrook and Russell, 2001).

TranscriptAid™ (Fermentas)

La transcription est réalisée dans un volume réactionnel de 10 pl composé de tampon
"TranscriptAid" 1x, 10 mM rNTP, 1 pg de matrice et 1 pl de "TranscriptAid™
Enzyme Mix", contenant I’ARN polymérase ADN dépendant du phage T7. Aprés 6 h
d’incubation a 37°C, la matrice est digérée par 1 U de DNase I (fourni par
TranscriptAid™, Fermentas). Afin de purifier PARN obtenu, deux extractions au
phénol-chloroforme sont effectuées selon les méthodes standards (Sambrook and

Russell, 2001).

MARQUAGE EN 5' DE LARN PAR LA POLYNUCLEOTIDYLE KINASE

Cette technique consiste a échanger un phosphate a I’extrémité 5° du transcrit par un

phosphate radioactif.

Déphosphorylation des transcrits
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3.2.2.5

Le volume réactionnel comporte 150 a 200 ng de transcrits, 20 U de RNaseOUT
(Invitrogen) pour éviter une dégradation de I’ARN, 1 U de phosphatase alkaline
(FastAP : fermentas) et son tampon 1x.

La réaction est incubée pendant 30 min a 37°C.

Les ARN déphosphorylés sont ensuite purifiés par deux extractions au
phénol/chloroforme suivi de deux extractions au chloroforme, puis précipités a

I’éthanol.

Phosphorylation radioactive

Elle est réalisée par la polynucleotidyl kinase (PNK) qui ajoute un phosphate en 5'
d'une molécule d’ARN déphosphorylée a partir d’une molécule d’ATP comportant un
32p en position y. Le volume réactionnel est constitué de 100 & 150 ng de transcrit, 4 U
de RNaseOUT, 50 uCi *P ATP, 1 U de PNK et le tampon A 1x de la PNK

(Fermentas). La réaction est effectuée pendant 1 h a 37°C.

ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE

Le gel utilisé pour analyser les ARN est un gel de polyacrylamide dénaturant (8 % a
17 %). Aprés dépot des échantillons associes a du tampon de charge 1x, la migration
est réalisée dans du tampon TBE 1x a 200 V pour un gel 8 % et 350 V pour un gel 17

%, sous un ampérage constant de 25 mA.

Gel d'acrylamide dénaturant & x % pour ARN : x % acrylamide/bisacrylamide
19/1, 7 Murée, 1x TBE

Tampon TBE 10x : 900 mM Tris, 25 mM EDTA, 900 mM borate

Tampon de charge 2x : 95 % (v/v) formamide, 20 mM EDTA, 0.05 % (p/v) bleu de
bromophénol, 0.05 % (p/v) xylene cyanol

ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE

Le gel utilisé pour séparer les ARN de grande taille est un gel d’agarose dénaturant
1,2 %. Apres dépdt des échantillons additionnés & du tampon de charge, la migration

est exécutée dans du tampon de migration a 100 V.
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Gel d’agarose dénaturant & x % pour ARN : x % : X % (p/v) d'agarose, 1x MOPS
pH 7, 5 % (v/v) formaldéhyde

Tampon de charge : 50 % (v/v) formamide, 20 % (v/v) formaldéhyde, 1x MOPS, 10
% (v/v) glycérol, 0.0025 % (p/v) BET, 0.01 % (p/v) bleu de bromophénol

Tampon de migration : 1x MOPS pH 7, 5 % (v/v) formaldéhyde

ANALYSE DE TYPE "NORTHERN BLOT"

Electrotransfert des ARN sur membrane

Les ARN séparés sur un gel acrylamide 7 % urée, sont électrotransférés sur une

membrane de nylon chargée positivement (Hybond™

-N+, 0.45 um, Amersham). Il est
réalisé a I’aide d’un appareil de transfert liquide en présence de tampon TAE 0.25x,
pendant 45 min a 500 mA. La fixation des acides nucléiques sur la membrane est
effectuée par un pontage covalent aux UV, grace a I’appareil pour réticulation

Stratalinker 2400 (Stratagene).

Transfert des ARN par capillarité

Les ARN séparés sur gel d’agarose dénaturant, sont transférés par capillarité sur une
membrane de nylon chargée positivement (Hybond™-N+, 0.45 um, Amersham). Cette
diffusion est réalisée durant 18 h, grace a du tampon 10x SSC. La fixation des acides
nucléiques sur la membrane est effectuée par un pontage covalent aux UV gréace a

I’appareil pour réticulation Stratalinker 2400 (Stratagene).

Préparation de la sonde

Le marquage en 5’ des sondes est réalisé dans un volume réactionnel de 10 pl,
comprenant du tampon kinase A 1x, 20 pM oligonucléotide (Sigma et Eurofins), 25
uCi 3P yATP et 10 U PNK (Fermentas). La réaction a lieu durant 1 h & 37°C. 50 pl
d’H,O sont ajoutés avant de séparer la sonde des nucléotides non incorporés par

filtration sur gel de type G50.

Hybridation de type northern
La membrane est incubée 14 h a 45°C dans le tampon d’hybridation en présence de
la sonde radiomarquée. Aprés 2 lavages de 10 min avec du SSC 2x et un lavage avec

une solution SSC 2x, 0.1 % SDS, la membrane est exposée sur une plaque
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3.2.2.38

3229

radiosensible phosphorescente. Le signal obtenu est ensuite observé par le

phosphorimager FLA-7000.

Tampon TAE : 40 mM Tris-acétate pH 8.0 ; 1| mM EDTA
20x SSC : 3 M chlorure de sodium, 300 mM citrate de trisodium, pH 7 ajusté a I’HCl
Tampon d’hybridation : 5x SSC, 0.1 % (p/v) SDS

PURIFICATION DES TRANSCRITS EXTRAITS SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE

Les transcrits sont séparés par électrophorése sur un gel de polyacrylamide. Les bandes
correspondant aux transcrits d'intérét sont coupées et les ARN sont élués pendant 16 h
a température ambiante, en présence d'un tampon d'élution avant d’étre précipités a

I’éthanol.

Tampon d’élution : 0.5 M NH4Ac, 0.1 % (p/v) SDS, 5 mM EDTA

RT-PCR POUR L'OBTENTION D’ADNC TOTAL

Cette technique consiste a synthétiser des brins d'ADN complémentaire (ADNc) aux
ARN. Ces ADNCc seront obtenus grace a une ADN polymérase ARN dépendante.

Pour I’obtention d’ADNc représentant les ARN totaux, le volume réactionnel initial de
13 pl contient (concentrations ajustées pour un volume réactionnel de 20 pl) 1.25 uM
d'oligo(dT),0, 0.5 mM dNTP, 0.5 ng/ul random primer et 1 ug d'ARN. La solution est
incubée 5 min a 65°C, puis 5 min dans la glace. Puis sont ajoutés 5 mM DTT, Ix
tampon "First-Strand", 40 U RNaseOUT (Invitrogen), 200 U SuperScript III RT
(Invitrogen) pour un volume final de 20 pl. Le milieu réactionnel est alors incubé 5
min a 25°C, 1 h a 50°C puis lI'enzyme est inactivée 15 min a 70°C. 1 pl d’ADNc

obtenu est utilisé¢ pour 1’amplification par PCR.

CRT-PCR

Cette technique est divisée en trois étapes: une circularisation de 1’ARN, une

rétrotranscription et une PCR.
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La circularisation est réalisée dans un volume réactionnel de 25 ul comprenant 500 ng
a 1.5 pg d’ARN, de 5 U T4 RNA ligase (New England Biolabs), 20 U RNaseOUT
(Invitrogen). Cette réaction est réalisée 1 h & 37°C puis I’enzyme est inactivée 15 min &
65°C.

L’ARN circularisé est utilisé comme matrice pour la rétrotranscription spécifique. Le
volume réactionnel de 13 pl comporte 2 pmol d’amorce géne-spécifique, 0.5 mM
dNTP (concentration dans 20 ul) et 10 ul d’ARN circularisé. La solution est incubée 5
min a 65°C, puis 5 min dans la glace. Puis sont ajoutés 5 mM DTT, 1x tampon "First-
Strand”, 40 U RNaseOUT (Invitrogen), 200 U SuperScript Il RT (Invitrogen) pour
un volume final de 20 pl. Le milieu réactionnel est alors incubé 1 h & 52°C, puis
I’enzyme est inactivée 15 min a 70°C.

1 ul de I’ADNCc obtenu est utilisé comme matrice pour I’amplification par PCR.

QRT-PCR

Cette technique consiste a mesurer I’expression d’un gene, i.e. & mesurer la quantité
d’un ARN cible par I’intermédiaire d’un ADNCc (voir précédemment pour la synthése
des ADNCc totaux). Le volume réactionnel de 10 pl comporte 1x SYBR Green | Master,
0.25 uM d’amorces sens et antisens et 1 ul d’ADNc. Un triplicat technique est realisé
pour chaque triplicat biologigue.

La qRT-PCR est réalisée par le LightCycler 180 Real-Time PCR System (Roche). La
PCR commence par une dénaturation initiale de 5 min & 95°C, suivie de 40 cycles a
95°C de 10 sec, a 60°C de 15 sec et a 72°C de 15 sec. A chaque cycle la quantité de
produit est mesurée, permettant de mesurer le Ct (crossing threshold), qui est le point
pour lequel le signal fluorescent est significativement supérieur au bruit de fond. Il
apparait au début de la phase exponentielle.

A la fin des cycles d’amplification, une courbe de fusion est obtenue en chauffant les
produits PCR de 55 & 95°C, permettant ainsi de vérifier qu’il n’y a qu’un amplifia.

Les résultats obtenus sont normalisés en utilisant des génes représentant des controles
endogeénes et analysés en utilisant les programmes geNorm et NormFinder. L’efficacité
de PCR est calculée par le programme LinRegPCR. Les coefficients de corrélation
obtenus pour chaque paire de primer excedent 0.99. Une fois les efficacités

déterminées la quantité d’ADN est obtenue par la formule suivante :

ACt référence ACt cible
Eréfe’rence / Ecible .
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3.2.3 PROTEINES

3.2.3.1

EXPRESSION DANS E. COL/ET PURIFICATION

Preculture

L’expression de protéines nécessaires aux tests d’activité in vitro est réalisée dans les
souches d’E. coli BL21(DE3), transformées par une construction ou le géne d'intérét
est cloné dans le vecteur pET28 (Novagen). Une préculture de 14 h a 37°C est réalisée
dans 10 ml de LB, 1 % glucose (afin d’éviter I’expression de la protéine
recombinante) et 50 pg/ml kanamycine. La préculture est ensuite stockée a 4°C

afin de ralentir la croissance bactérienne et d’éviter d’avoir une préculture trop dense.

Induction

2.5 ml de préculture sont utilisés pour ensemencer 200 ml de milieu LB, 1 % glucose
et 50 pg/ml kanamycine, qui seront mis en culture pendant 6 h a 37°C. Les bactéries
sont ensuite sédimentées par une centrifugation a 5000 g et 4°C pendant 15 min. Les
bactéries sont lavées avec 20 ml de milieu LB, puis centrifugées pendant 5 min a 5000
g et 4°C. Le culot est ensuite repris dans 200 ml de milieu LB, 50 pg/ml kanamycine et

ImM IPTG. L’induction a lieu pendant 14 h a 17°C sous agitation.

Lyse des cellules

Les bactéries ayant surproduit la protéine d’intérét sont centrifugées 15 min a 5000 g et
4°C. Le culot est remis en suspension dans 50 ml de PBS 1x. Les bactéries sont a
nouveau sédimentées par une centrifugation de 15 min a 5000 g et 4°C. Cette étape est
répétée une seconde fois. Le culot est ensuite remis en suspension dans 15 ml de
LBpeT, puis les cellules sont culottées dans les mémes conditions de centrifugation.
Les cellules sont reprises dans 5.5 ml de LB2yeT, avant d’étre lysées par trois cycles de

dépression de 800 bar avec une presse de type "French".

Purification des protéines

Le surnageant est filtré & 0.2 pum, puis le pH est ajusté a 7.8. A ce pH, Ihistidine est
chargée négativement et peut étre fixée par des métaux comme le Ni**. Les ARN sont
supprimés en présence de 10 ug/ml de RNase A (50 U/ml). L’extrait protéique est
ensuite mis en présence de 200 ul de billes de Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid
resin) (Qiagen). L’ensemble est incubé pendant 16 heures a 4°C sur un agitateur

rotatif, puis transféré dans une colonne, préalablement équilibrée avec 1 ml de LB2yer.
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La colonne est alors rincée avec 5 ml de WB1per, puis 5 ml de WB2pet. Les protéines
fixées sur les billes de Ni-NTA sont ensuite éluées avec 4 ml de EL1,et et 4 ml de
EszET.

Pour PRORP1 seconde purification avec colonne échangeuse de cations HiTrap SP
HQ

La colonne HiTrap SP HQ (Amersham) est équilibrée avec 10 V de ELs. L’élution
EL1per, diluée avec 2 V de ELis, est chargée sur la colonne. La colonne est rincée

avec 5V de ELjqo, puis les protéines sont éluées avec 5 V de EL 7s0.

PBS 10x : 1,36 M NaCl ; 26,8 mM KCI ; 85 mM Na;HPO,; 14 mM KH,PO4

LBper : 20 mM MOPS pH 7.8, 500 mM NacCl, 15 % (v/v) glycérol

LB2per : dans LBper, 0.2 mM DTT, 1/175 protease inhibitor, 50 mM imidazole
WB1per: 20 mM MOPS pH 7.8, 150 mM NaCl, 15 % (v/v) glycérol, 50 mM
imidazole

WB2per: 20 mM MOPS pH 7.8, 250 mM NaCl, 15 % (v/v) glycérol, 75 mM
imidazole

EL1per: 20 mM MOPS pH 7.4, 250 mM NaCl, 15 % (v/v) glycérol, 200 mM
imidazole

EL2per: 20 mM MOPS pH 7.4, 250 mM NaCl, 15 % (v/v) glycérol, 500 mM
imidazole

ELso : 20 mM MOPS pH 7.4, 50 mM NaCl, 15 % (v/v) glycérol

EL 100 : 20 mM MOPS pH 7.4, 100 mM NacCl, 15 % (v/v) glycérol

EL 150 : 20 mM MOPS pH 7.4, 150 mM NacCl, 15 % (v/v) glycérol

EL 750 : 20 mM MOPS pH 7.4, 750 mM NacCl, 15 % (v/v) glycérol

DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE BRADFORD

Le dosage des protéines a eté realisé soit par Bradford, soit & I’aide d’un NanoDrop
1000 (Thermo scientific).

La technique de Bradford permet de mesurer la quantité de protéines dans une solution.
Elle repose sur un dosage colorimétrique se traduisant par un changement

d’absorbance a 595 nm.
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3.2.3.3

3.2.3.4

On ajoute 900 ul de réactif de Bradford & 100 pl de solution de protéines et
I’absorbance a 595 nm est mesurée. La comparaison avec une gamme étalon a base de

BSA permet de déterminer la quantité de protéines dans la solution.

Réactif de Bradford : 0.01% (p/v) bleu de Coomasie G-250, 4.7 % (v/v) éthanol,
8.5 % (v/v) acide orthophosphorique

ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN CONDITIONS
DENATURANTES (SDS-PAGE)

Les protéines obtenues sont analysées par SDS-PAGE. Cette technique permet de
séparer les protéines selon leur taille. Les protéines dans du tampon de charge 1x
migrent, sous ampeérage constant de 25 mA, sur un gel divisé en deux parties : un gel
de concentration et un gel de séparation (8 a 12 %). La migration s’effectue dans du
tampon Laemmli 1x. A la fin de la migration, le gel peut étre coloré ou transféré sur

membrane.

Tampon de charge x2 : 100 mM Tris-HCI pH 6.8 ; 2 % (p/v) SDS ; 10 % (v/v)
glycérol ; 3 % (v/v) B-mercaptoéthanol ; 0,1 % (p/v) bleu de bromophénol

Gel de concentration : 5 % acrylamide/bisacrylamide 37.5/1 ; 0,125 M Tris-HCI
pH6.8 ; 0,1% (p/v) SDS; 0,1 % (v/v) APS ; 0,01 % TEMED

Gel de séparation a x % : x % acrylamide/bisacrylamide 37.5/1 ; 0.375 M Tris-HCI
pH 8.8 ;0.1 % (p/v) SDS ; 0,1 % (v/v) APS ; 0,01 % TEMED

Tampon Laemmli 10x : 250 mM Tris HCI pH 8.3 ; 2 M glycine ; 1 % (p/v) SDS

COLORATION DU GEL DE POLYACRYLAMIDE

Le gel est incubé dans une solution de 12 % (v/v) TCA pendant 30 min, afin de fixer
les protéines. Apreés cela le gel est coloré grace a une solution de coloration pendant

une nuit, puis est décoloré pendant 20 min dans une solution de 25 % (v/v) méthanol.

Solution de coloration des gels : 3 % (v/v) acide orthophosphorique, 6 % (p/v) sulfate

d'ammonium, 0.1 % (v/v) Coomassie G250
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3.2.3.5

3.2.3.6

TRANSFERT DES PROTEINES SUR MEMBRANE

Transfert semi-sec

Les protéines, séparées sur SDS-PAGE, sont électrotransférées sur une membrane
hydrophobe de PVDF (Immobilon-P, 0.45 pum, Millipore). Ceci est réalisé dans un
appareil de transfert semi sec (TRANS-BLOT SDr, BIO-RAD) en présence de tampon
de transfert semi-sec, pendant 1 h & 25 V et 70 mA. La membrane peut étre ensuite
colorée dans une solution de coloration de membrane, puis lavée avec une solution

de décoloration de membrane.

Transfert liquide

Les protéines, séparées sur SDS-PAGE, sont électrotransférées sur une membrane
hydrophobe de PVDF (Immobilon-P, 0.45 pum, Millipore). Ceci est réalisé dans un
appareil de transfert liquide (Mini Trans-Blot® Cell, BIO-RAD) en présence de
tampon de transfert liquide, pendant 1 h, a 260 mA et a 4°C. La membrane peut étre
ensuite colorée dans une solution de coloration de membrane, puis lavée avec une

solution de décoloration de membrane.

Tampon de transfert semi-sec : 38 mM glycine, 48 mM Tris base, 3.74 % (v/v) SDS
Tampon de transfert liquide : 25 mM Tris, 192 mM glycine, 15 % méthanol
Solution de coloration de membrane : 0.1 % (p/v) bleu de Coomassie, 50 % (v/v)
méthanol, 7 % (v/v) acide acétique

Solution de décoloration des membranes : 50 % (v/v) méthanol, 7 % (v/v) acide

acétique

IMMUNODETECTION DE TYPE WESTERN

Les sites de fixation aspécifique de la membrane sont bloqués par une solution de
PBS-Tween et 5 % (m/v) de lait. La membrane est ensuite incubée 1 h avec des
anticorps monoclonaux de souris orientés contre I’étiquette histidine de la protéine de
fusion, utilisés & une dilution au 1/ 5000 dans du PBS-Tween et 2 % (m/v) de lait.
Apres trois lavages de 5 min avec du PBS-Tween, la membrane est incubée 30 min
avec un anticorps anti-immunoglobuline de souris couplé a la peroxydase et dilué au
1/5000 dans du PBS-Tween. La membrane est lavée trois fois avant I’ajout de 10

ul/lcm? de substrat de la peroxydase ("Enhanced Chemical Luminscence". Amersham
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3.2.3.7

Phamacia Biotech). La protéine d’intérét est révélée grace a 1’activité de la peroxydase

qui produit une émission lumineuse impressionnant un film photographique.

PBS-Tween : PBS 1x, 0.2 % (v/v) Tween 20

TEST D’ACTIVITE

Deux types de test d’activité ont été réalisés : un radioactif afin de détecter 1’extrémité
5’ libérée et un non radioactif pour observer I’ARNt mature. Aprés le test d’activité,
les protéines sont supprimées par une réaction au phénol-chloroforme (Sambrook and
Russell, 2001), puis les ARN sont déposés sur un gel 8 % acrylamide, 7 % urée, 1x

TBE et visualisés par bromure d’éthidium ou radiographie.

Test d’activité en présence d’ARNt radiomarqués

La réaction est réalisée dans 10 pl avec 100 ng de protéines recombinantes purifi¢es
(voir section 3.2.3.1.) et 100 ng d’ARN radiomarqué en 5°, dans un tampon contenant

20 mM Tris HCI pH 8, 30 mM KCl, 4.5 mM MgCl,, 20 ug/ml BSA et 2 mM DTT. La

réaction est réalisée durant 15 min a 20°C.

Test d’activité en présence d’ARNt non radiomarqués

100 ng de protéines recombinantes purifiées (voir section 3.2.3.1.) est mis en présence
de 1 ug d’ARN. La réaction a lieu pendant 15 min a température ambiante dans 20

mM Tris HCI pH 8, 30 mM KCl, 4.5 mM MgCl,, 20 ug/ml BSA et 2 mM DTT.

3.2.4 PLANTES

3.2.4.1

EXPRESSION TRANSITOIRE DANS DES PROTOPLASTES ISSUS DE CELLULES
MESOPHYLLE D’A. THALIANA

Préparation des protoplastes
Des feuilles d’A. thaliana sont sectionnées en fines bandelettes dans un tampon de
plasmolyse avant d’étre infiltrées sous vide par une solution enzymatique pendant 5

min. Aprés 3 h d’incubation a 23°C, les protoplastes sont filtrés a travers une
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membrane en nylon puis dilués dans 0.5 V de CaCl, 200 mM. Les protoplastes sont
sédimentés par une centrifugation de 2 min a 100 g. lls sont ensuite lavés avec 10 mL
de solution W5. Aprés une centrifugation de 1 min & 100 g, les protoplastes purifiés
sont & nouveau resuspendus dans la solution W5, puis incubés dans la glace pendant

30 min.

Tampon de plasmolyse : 500 mM mannitol, 10 mM CacCl,, 10 mM MES-KOH pH
5.6

Solution enzymatique : 1 % cellulase, 0.3 % macerase, 0.4 M mannitol ; 20 mM KClI,
20 mM MS-KOH. 10 min & 55°C. 10 mM CacCl,, 0.1 % BSA

Solution W5: 125 mM CaCl,, 154 mM NaCl, 2 mM MES-KOH pH 5.6, 5 mM
glucose, 5 mM KCI.

Transformation des protoplastes

Les protoplastes sont sédimentés par une centrifugation de 1 min a 100 pg, puis
resuspendus dans la solution mannitol-MgCl,. 100 pul de la suspension de protoplaste
est transfectée par 10 ug d'ADN en présence de 110 ul de PEG-CMS. Aprés une
incubation de 30 min & 23°C, la solution de transfection est diluée progressivement par
3.7 ml de solution W5. Aprés une centrifugation de 2 min & 100 g, le culot est
resuspendu avec 3 ml de milieu de culture pour protoplastes. Aprés une nouvelle
centrifugation de 2 min & 100 g, les protoplastes sont repris dans 1 ml de milieu de
culture pour protoplastes. Cette solution est ensuite transférée dans une boite de Pétri
de 60 mm de diametre. Les protoplastes sont mis en culture 24 a 48 h a 23°C dans le

noir.

Solution mannitol MgCl, : 0.4 M mannitol, 15 mM MgCl;, 5 mM MES-KOH pH 5.6.
Solution PEG-CMS : 50 % (p/v) PEG4000 (Fluka 95904), 0.25 M mannitol, 0.125 M
Ca(NOs3),

Milieu de culture pour protoplastes (pH 5.8) : 0.245 % (p/v) MS salts +
vitamines (Duchefar Biochemie), 350 mM mannitol, 50 mM glucose, 3 mM CacCl2,

2.5 % (p/v) chloramphénicol.
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3.2.4.2

3.24.3

VIRUS INDUCED GENE SILENCING MIGS)

Un protocole de VIGS optimisé pour Arabidopsis a été utilisé ici (Burch-Smith et al.,
2006). La construction pTRVI1, portant les génes essentiels au virus TRV, est
transformée dans la souche d’agrobactéries C58C1 et les constructions pTRV2,
possédant la séquence d’intérét a déréguler, dans la souche d’agrobactéries GV3101.
Les agrobactéries sont mises en préculture dans 1 ml de LB en présence de 50 pg/ml
kanamycine et 50 pg/ml rifampicine pendant 24 h a 28°C a 200 rpm. La préculture est
ensuite utilisée pour ensemencer le milieu de culture et mise en culture pendant 15 h a
28°C sous agitation a 200 rpm. Les agrobactéries sont culottées durant 10 min a 4000
rpm et a température ambiante. Elles sont ensuite lavées dans 10 ml d’eau miliQ, puis
sédimentées dans les mémes conditions, les agrobactéries sont resuspendues dans 5 ml
de milieu d’infiltration. Le volume est ajusté afin d’obtenir une DOggy de 1. Les
souches d’agrobactéries C58C1 et GV3101 sont mélangées volume & volume pour
chacune des constructions, puis la suspension bactérienne est incubée a température
ambiante pendant 1 h. Les plantes d’Arabidopsis sont agroinfiltrées avec cette
solution au stade 2 a 4 feuilles.
Deux contrdles sont réalisés :
- un contrdle négatif en présence du vecteur vide afin de vérifier que 1’effet observé
est di a la construction d’intérét
- un contrdle positif en présence d’une construction ciblant I’ARNm de la phytoéne
désaturase pour vérifier 1’efficacité de 1’agroinfiltration en observant 1’apparition

de zones blanches caractéristiques de la dérégulation de la phytoéne désaturase.

Milieu de culture : LB, 50 pg/ml kanamycine, 50 pg/ml rifampicine, AcSG 20 uM
Milieu d’infiltration : MES 10 mM, MgCl, 10mM et AcSG 150 uM

TRANSFORMATION DE PLANTE PAR FLORALDIP

Une préculture est réalisée pendant 10 h a 28°C et 200 rpm dans 3 ml de LB avec les
antibiotiques appropriés. La préculture est utilisée pour ensemencer 150 ml de LB avec
antibiotiques qui sont mis en culture pendant 20 h a 28°C et 200 rpm.

Les bactéries sont sédimentées par une centrifugation de 10 min a 5000 rpm. Le culot

est ensuite resuspendu dans le milieu d’infiltration. Les hampes florales des plantes a
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3.2.4.4

agroinfiltrer sont trempées 30 sec dans la solution bactérienne, puis les plantes sont

mises au noir pendant 48 h.

Milieu d’infiltration : %2 MS medium (MO255 avec vitamines et MES (Duchefa)),
5 % (p/v) sucrose, 0.5 ml/L Silvet L-77, 200 uM AcSG

STERILISATION DES GRAINES

Cette technique fait intervenir deux étapes de stérilisation. Lors de la premiére étape, 4
V d’éthanol 96 % sont ajoutés aux graines a stériliser. Les graines sont ensuite mises
sous agitation pendant 1 min puis culottées par une centrifugation de 5 sec a 1000 g.
Afin de réaliser la deuxiéme étape de stérilisation, les graines sont reprises dans 6 V
d’1/3 Javel. Aprés une agitation de 5 min, les graines sont culottées par une
centrifugation dans les mémes conditions.

Elles sont ensuite lavées avec 5 V d’H,0, puis mises sous agitation pendant 5 sec avant
d’étre culottées par une centrifugation dans les mémes conditions. Cette étape est

répétée 5 fois.

3.2.5 MICROSCOPIE

3.2.5.1

OBSERVATION AU MICROSCOPE CONFOCAL DES PROTOPLASTES
TRANSFORMES AFIN DE DETERMINER LA LOCALISATION DES PROTEINES DE
FUSION PRORP-EYFP

Les protoplastes sont visualisés au microscope confocal (Zeiss LSM510). Les
fluorochromes sont excités a l’aide du laser argon 488 (E-YFP, mitotracker,
chlorophylles) ou d’une source UV (DAPI), aprés sélection de la longueur d’onde
d’excitation. L'émission de fluorescence spécifique des différents fluorochromes est
filtrée afin d'isoler la lumiére émise. La fluorescence du mitotracker ou du DAPI ainsi
que ’autofluorescence de la chlorophylle permettront de déterminer la localisation des

protéines de fusion en superposant les images obtenues pour les différents signaux.
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3.2.5.2  OBSERVATION AU STEREOMICROSCOPE

L’observation des siliques a €été réalisée grace a un stéréomicroscope (SZ2-1LST,

Olympus).
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4 RESULTATS

4.1 LOCALISATION DES PROTEINES PRORP ET FONCTION DE
PRORP1

4.1.1 PREAMBULE

La RNase P intervient dans la maturation des ARNt en clivant I’extrémité 5’ leader des
ARNTt précurseurs. Jusqu’a trés récemment cette enzyme était considérée comme étant
universellement soutenue par un complexe ribonucléoprotéique dont I’ARN, un ribozyme,
porte I’activité catalytique (Lai et al., 2012a).

Chez les plantes, I’activité RNase P est présente dans les trois compartiments possédant
une expression génétique, i.e. les chloroplastes, les mitochondries et le noyau
(Marchfelder, 1995; Schon, 1995). Des études préliminaires, dans les années 1990 ont
suggeéré que I’activité RNase P dans les plastes d’épinard requiert uniqguement la présence
de protéine et ne contient pas d’ARN (Thomas et al., 2000). Cependant aucun candidat
n’a été identifié au niveau moléculaire. Ces résultats, allant & I’encontre du dogme établi
de la conservation universelle de la RNase P ribonucléoprotéique, ont été recus avec
scepticisme.

Ce dogme a été contredit avec la caractérisation de la RNase P mitochondriale humaine
(Holzmann et al., 2008). Cette enzyme est composée uniquement de trois protéines,
nommé MRPP1 (Mitochondrial RNase P Protein 1), MRPP2 et MRPP3. La présence de

ces trois protéines est indispensable pour reconstituer une activité RNase P in vitro.

4.1.2 PUBLICATION 1 : A SINGLE ARABIDOPSIS ORGANELLAR PROTEIN HAS
RNAsSe P ACTIVITY

Nous avons recherché la présence d’orthologue des protéines MRPP chez A. thaliana par
des analyses bioinformatiques. Trois orthologues d’une seule des trois protéines, MRPP3,
ont pu étre identifiés. Ces orthologues, nommés au laboratoire PRORP (pour
PROteinaceous RNase P), sont localisés expérimentalement dans les organites (PRORP1)
et le noyau (PRORP2 et 3). Les protéines PRORP possedent en N-terminal des motifs
PPR qui pourraient étre impliqués dans la liaison a I’ARN et en C-terminal un domaine de
type métallonucléase qui pourrait étre responsable de I’activité catalytique de ces

protéines.
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Dans ce travail nous nous sommes ensuite focalisés sur la fonction de la protéine
PRORP1, la seule protéine PRORP organellaire. Dans le cas de la RNase P
mitochondriale humaine, la présence des trois protéines MRPP est nécessaire pour une
activité in vitro. Au contraire, la protéine PRORP1 recombinante, seule, catalyse in vitro
la maturation des précurseurs d’ARNt chloroplastiques et mitochondriaux en clivant au
niveau du site canonique de la RNase P. De plus, elle clive des "t-elements"” qui sont des
structures ressemblant & des ARNt présents sur certains précurseurs d’ARNmM
mitochondriaux. Enfin les résultats in vitro ont permis d’identifier par mutagenése deux
acides amineés, présents dans le domaine métallonucléase, comme essentiels a I’activité de
la protéine.

In vivo PRORP1 posséderait également une activitt RNase P. En effet la protéine
PRORPL1 est capable de complémenter une lignée E. coli dérégulée pour I’ARN de la
RNase P bactérienne. Ainsi nous avons proposé que PRORP1 soit seule responsable de
I’activité RNase P dans les organites de plantes. Si tel est le cas alors la fonction de
PRORP1 devrait étre essentielle. Cette hypothése a été confirmée par une étude de deux
mutants d’insertion ADN-T dans le géne prorpl.

Cette premiere étude établit qu’une protéine seule, peut avoir une activité RNase P. Elle
constitue ainsi une avancée importante pour la recherche sur les RNase P. Toutefois les
conclusions présentées ici ont été basées uniquement sur des analyses in vitro et des
complémentations bactériennes.

L’étude de la fonction "in planta” des protéines PRORP fait I’objet du deuxiéme chapitre.

Pour cette étude, mon implication personnelle a plus particulierement porté sur :
- la purification des protéines PRORP1
- le clonage, la transcription in vitro des t-element et I’étude de leur clivage
- la préparation des protoplastes en vue de la localisation des protéines PRORP par
microscopie confocale

- lasélection par génotypage des mutants ADN-T
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The ubiquitous endonuclease RNase P is responsible for the 5" maturation of tRNA precursors.
Until the discovery of human mitochondrial RNase P, these enzymes had typically been found
to be ribonucleoproteins, the catalytic activity of which is associated with the RNA
component. Here we show that, in Arabidopsis thaliana mitochondria and plastids, a single
protein called ‘proteinaceous RNase P’ (PRORP1) can perform the endonucleolytic maturation
of tRNA precursors that defines RNase P activity. In addition, PRORP1 is able to cleave
tRNA-like structures involved in the maturation of plant mitochondrial mRNAs. Finally, we
show that Arabidopsis PRORP1 can replace the bacterial ribonucleoprotein RNase P in
Escherichia coli cells. PRORP2 and PRORP3, two paralogs of PRORP1, are both localized in

the nucleus.






4.2 FONCTION /N VITRO DES PROTEINES PRORP NUCLEAIRES ET

4.2.1

4.2.2

IN PLANTA DES TROIS PROTEINES PRORP

PREAMBULE

Aucun ARN et aucune sous-unité spécifique de la RNase P ribonucléoprotéique n’a éte
identifié dans les génomes des plantes (Hartmann and Hartmann, 2003). Ceci a suggéré
qu’un autre type de RNase P puisse étre présent chez les plantes. Chez Arabidopsis, nous
avons identifié trois protéines qui sont des candidats pour I’activité RNase P. Nous avons
montré que la protéine PRORP1, la seule des trois protéines PRORP localisée dans les
organites, posséde in vitro une activité RNase P (Gobert et al., 2010). Nous avons donc
cherché a savoir si les deux protéines nucléaires PRORP2 et 3 étaient impliquées dans
I’activité RNase P nucléaire. Cependant une autre enzyme ribonucléoprotéique, la RNase
MRP, impliquée dans la maturation des ARN ribosomiques se trouve dans le noyau des
plantes. Elle présente chez les animaux des sous-unités communes & la RNase P. Ainsi,
nous ne pouvions exclure que la RNase MRP ait pu acquérir chez les plantes I’activité
RNase P dans le noyau. Nous avons donc aussi étudié la RNase MRP chez les plantes

pour chercher a savoir si elle était impliquée ou non dans la maturation des ARNT.

PUBLICATION 2 : PRORP PROTEINS SUPPORT RNASE P ACTIVITY IN
BOTH ORGANELLES AND THE NUCLEUS IN ARABIDOPSIS

Les protéines PRORP2 et PRORP3, localisées dans le noyau, présentent une forte
similarité de séquence. Leur fonction est redondante comme le montre la présence de
plantes homozygotes dans les lignées mutantes ADN-T prorp2 et prorp3. De plus cette
fonction reste essentielle a la cellule. En effet aucune plante double mutante homozygote
pour prorp2 prorp3 n’a été isolée.

Les protéines PRORP2 et PRORP3 sont des paralogues de PRORP1, ainsi nous avons
prédit qu’a I’égal de PRORP1, elles seules posséderaient également [I’activité
endonucléolytique caractérisant la RNase P. Cette hypothese a été confirmée in vitro en
testant I’activité des protéines recombinantes en présence d’ARNt nucléaires.

La stratégie de dérégulation par la technique VIGS a permis de confirmer la fonction des
protéines PRORP in planta et d’identifier d’autres substrats que les ARNt pour ces
enzymes. Ainsi, in vivo, PRORP1 est impliquée dans la maturation des ARNY,
chloroplastiques et mitochondriaux, et de certains ARNm mitochondriaux en clivant au

niveau des t-elements. PRORP2 et PRORP3 sont impliquées dans la maturation des ARNt
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nucléaires et, indirectement, dans celle de certains snoARN. En effet il existe chez
Arabidopsis un précurseur dicistronique ARNtY-snoR43. Le clivage en 5’ de I’ARNt®Y
par la protéine PRORP2 ou PRORP3 est nécessaire pour avoir un clivage par la RNase Z
entre I’ARNt et le snoARN.

Des lignées de dérégulation ont été aussi utilisées pour vérifier que I’activité de la RNase
MRP est liée a la maturation des ARNr et non a celle des ARNt. Pour cela nous avons
réalisé et étudié deux lignés de dérégulation contre les protéines POP1 et POP4, deux
sous-unités essentielles a la RNase P et la RNase MRP chez la levure.

Ainsi nos résultats montrent que les plantes représentent le premier exemple d’organismes
décrits comme ayant une activité RNase P réalisée uniquement par des protéines et ne

nécessitant pas d’enzyme RNP pour cette activité.

L’étude des protéines PRORP2 et PRORP3 a constitué le cceur de ma these. Durant ce
travail j’ai étudié in vitro la fonction des deux protéines nucléaires, qui a été complété par
une analyse de cinétique de clivage réalisée par Anthony Gobert. J’ai poursuivi I’étude in
vivo au niveau des trois protéines, en utilisant les mutants ADN-T et en développant et

analysant des lignées de dérégulation par VIGS.
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RNase P is an essential enzyme that cleaves the 5’ leader sequence of tRNA precursors. RNase
Ps were believed until now to occur universally as ribonucleoproteins in organisms performing
RNase P activity. Here we find that protein-only RNase P enzymes called PRORP (for
proteinaceous RNase P) support RNase P activity in vivo in both organelles and the nucleus in
Arabidopsis. Beyond tRNA, PRORP proteins are involved in the maturation of small nucleolar
RNA (snoRNA) and mRNA. Finally, ribonucleoprotein RNase MRP is not involved in tRNA
maturation in plants. Altogether, our results indicate that ribonucleoprotein enzymes have been

entirely replaced by proteins for RNase P activity in plants.






4.3 AUTRES OUTILS DEVELOPPES LORS DES TRAVAUX DE THESE

Les résultats présentés dans ces deux derniéeres publications portent sur I’activité RNase P
ouvrant des perspectives intéressantes pour la compréhension de I’évolution du monde aux
ARN putatif au monde actuel. Toutefois certaines questions fondamentales restent ouvertes.
Le premier axe d’étude est la compréhension de I’histoire évolutive des protéines PRORP,
leur distribution chez les eucaryotes et par le méme biais leur absence chez certains
eucaryotes. Un des éléments de réponse pourrait étre apporté par I’étude des substrats.

En effet, un défi majeur consistera a déterminer I’ensemble du spectre de substrat des
protéines PRORP au niveau du transcriptome entier

Un autre aspect tres important consistera a comparer le mode d’action des protéines
PRORP avec celui des RNase P RNP. Ce dernier point donnera srement des indices
déterminants pour la compréhension de I’évolution et la diversification de I’action de la
RNase P dans le vivant.

Des travaux complémentaires, non publiés, réalisés lors de ma thése et décrits ci-dessous

ont consisté a développer des outils qui pourraient aider a répondre a ces questions.

4.3.1  OUTILS POUR L'IDENTIFICATION DES SUBSTRATS PRORP
4.3.1.1 VIGS

Nous avons vu que les protéines PRORP intervenaient dans la maturation des ARNt et
d’ARNm mitochondriaux. Cependant chez certaines espéces, il existe un spectre de
substrat beaucoup plus large, comme par exemple chez les bactéries, ou la RNase P est
impliquée dans la maturation de I’ARNr 4.5 S, de certains riboswitchs, ou encore
d’ARNt-like présents sur certains bactériophages. Il est donc possible qu’il existe une
situation similaire chez les plantes.

Cette analyse pourra par exemple étre réalisée par séquencage a haut débit de type
RNA seq, en comparant les plantes sauvages avec les lignées de dérégulation. Nous
disposons d’une lignée de dérégulation pour la protéine PRORP1 et pour les deux
protéines nucléaires PRORP2 et 3, grace a la technique du VIGS.

Cependant I’impact de la dérégulation de PRORP2 dans les lignées ADN-T prorp3,
conduit a un faible effet sur les ARNt. Au contraire, il est possible qu’une dérégulation
de I’expression de PRORP3 dans un mutant prorp2 KO conduit a un effet moléculaire
plus fort. Cette hypothése va étre testée avec un vecteur viral ciblant PRORP3 sur deux

lignées ADN-T prorp2 d’écotypes différents.
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Figure 1,9 : ACCUMULATION DE PRECURSEURS D’ARNT CHLOROPLASTIQUES DANS LES PLANTES SUREXPRIMANT
LA PROTEINE PRORP1

PRORP1 est dérégulée par VIGS par surexpression. Pour cela des plantes sauvages colO ont été infectées soit
par le vecteur viral vide (VC1), soit par le vecteur viral ciblant PRORP1 (VP1), conduisant & une diminution de
I"accumulation de PRORP1 (Gutmann et al., 2012a). En paralléle des plantes sauvages colO ont été
transformées de maniére stable soit par le géne codant pour la protéine PRORP1 en fusion & I’'E-YFP sous la
dépendance du promoteur fort 35S (SP1), soit par I'E-YFP seule sous la dépendance du promoteur fort 35S
(SC1).

Uimpact de cette dérégulation sur I’ARNtVeGAC) chloroplastique est analysé par northern blot avec une sonde

spécifique & "ARNYIGAC) | e niveau de chargement est vérifié grace & I’ARNr cytosolique 5S.



4.3.1.2

4.3.1.3

LIGNEES DE SUREXPRESSION

Une lignée surexpresseur prorpl est a I’étude au laboratoire. Elle résulte d’une
transformation stable de plante A. thaliana sauvage Col-0 par un ADN-T possédant le
géne codant pour la protéine de fusion PRORP1-EYFP sous la dépendance du
promoteur fort 35S. Anthony Gobert a observé par western blot que certaines plantes
surexprimaient la protéine PRORP1, tandis que cette derniére était fortement diminuée
chez certaines plantes résultant probablement d’événements de silencing (Napoli et al.,
1990). De telles plantes représenteraient donc une stratégie alternative a I’utilisation de
la technique du VIGS.

Jai alors analysé par northern blot I’impact de cette dérégulation sur I’ ARNtV#(CAC)
chloroplastique (figure 19). Comme pour les lignées VIGS, une dérégulation de la
protéine PRORP1 conduit & une diminution de la maturation de I’ ARNt"2/(GAC),

Des lignées surexpresseurs pour les deux protéines nucléaires sont en cours de

développement au laboratoire.

LIGNEES MIARN

Une autre stratégie alternative aux lignées de dérégulation par VIGS est I’utilisation
des amiARN (miARN artificiels). Dans cette stratégie, j’ai choisi 4 séquences de 21 nt
qui sont soit complémentaires & PRORP1 (A6 et A29), soit complémentaires a
PRORP2 et PRORP3 (B44 et B45). L’ADN codant pour ces amiARN a été cloné sous
la dépendance d’un promoteur inductible a I’cestradiol et transformé de maniére stable
dans des plantes sauvage d’A. thaliana Col-O0.

Les premiers résultats montrent que contrairement aux lignés VIGS, I’induction du
amiARN a I’cestradiol pendant 7 jours ne conduit pas a un phénotype macroscopique.
Cependant I’expression des amiARN au niveau moléculaire et la dérégulation des
ARNmM des genes prorp n’ont pas encore été étudiées. L évaluation de ces lignées de

dérégulation se poursuit au laboratoire.

4.3.2 OUTIL POUR L'IDENTIFICATION DU MODE D’ACTION DES PROTEINES

PRORP

La comparaison de tous les substrats pourra aider a la compréhension du mode de

reconnaissance des protéines PRORP. Nous avons vu précédemment qu’elles étaient
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impliquées dans la maturation des ARNt. Cependant, elles pourraient étre également
impliquées dans la maturation des ARN SINE. La séquence de ces ARN dérive de celle
des ARNt mais ces ARN ont perdu la structure tridimensionnelle en tréfle.

Par ailleurs, une collection de protéines PRORP de séquence mutée est en cours de
développement au laboratoire. De méme, nous construisons une collection de substrats
ARN mutés. Ces outils aideront a la détermination du mode d’action des protéines
PRORP.

Durant ma these j’ai aussi participé, en collaboration avec Laurence Drouard, a
I’élaboration d’une banque informatique regroupant la séquence des ARNt, des ARN
SINE et des pseudogénes de cing plantes a fleur (Arabidopsis thaliana, Medicago
truncatula, Populus trichocarpa, Oryza sativa, Brachypordium distachyon) et d’une algue
verte (Chlamydomonas reinhardtii). Je me suis plus particulierement concentré sur
I’annotation des ARNt de Populus trichocarpa (http://plantrna.ibmp.cnrs.fr/) (manuscrit

en cours de préparation, voir en annexe le résumeé).
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5 DISCUSSION

5.1
5.1.1

LA VIE SANS RNASE P RIBONUCLEOPROTEIQUE

LES PROTEINES PRORP ONT UNE ACTIVITE RNASE P

La RNase P est une endonucléase qui intervient dans la maturation de I’extrémité 5’ des
ARNL précurseurs. 1l 'y a environ 30 ans Sidney Altman a décrit la RNase P d’E. coli
comme possédant un ARN responsable de I’activité catalytique de I’enzyme (Guerrier-
Takada et al., 1983). Cette découverte, associée a I’étude de I’épissage de I’ARN chez
Tetrahymena (Cech et al., 1981), a conduit & I’obtention du prix Nobel de chimie en 1989
par Altman et Cech. La RNase P a ensuite rapidement été identifiée comme un complexe
ribonucléoprotéique chez différents procaryotes et de nombreux eucaryotes a I’exception
notamment des mitochondries chez les animaux et également des organites et du noyau
chez les végétaux. En 2008, la RNase P mitochondriale humaine a été caractérisée au
niveau moléculaire comme un complexe composé uniquement de trois protéines qui sont
essentielles, in vitro, a I’activité catalytique du complexe (Holzmann et al., 2008).

Chez les plantes aucune sous-unité protéique et aucun ARN de la RNase P RNP n’est
codé par le génome nucléaire ou organellaire. Cependant trois orthologues pour I’une des
trois protéines de la RNase P mitochondriale humaine sont codés par le génome nucléaire.
I1s sont localisés soit dans le noyau (PRORP2 et 3) soit dans les organelles (PRORP1).
Lors de ma thése, j’ai réalisé une étude fonctionnelle des trois orthologues. Pour cela, je
me suis appuyeé sur des tests d’activité in vitro ainsi que sur des études in vivo de lignées
ADN-T et de lignées de dérégulation. Les résultats ont permis d’identifier, pour la
premiere fois, les composants au niveau moléculaire de la RNase P chez les plantes. De
plus, contrairement a la RNase P mitochondriale humaine, les protéines PRORP possedent

seules I’activité RNase P.

LES PROTEINES PRORP SONT ESSENTIELLES

Si la protéine PRORP1 posséde seule I’activité RNase P dans les mitochondries et les
chloroplastes, on s’attend a ce que sa fonction soit essentielle. Cette hypothése est
confirmée par les résultats obtenus in vivo sur des lignées de plantes mutantes. Le

caractere essentiel de prorpl s’explique de toute maniére par I’activité de type RNase P de
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PRORP1. En effet, sans cette activité, la maturation des ARNt mitochondriaux et
chloroplastiques ne peut étre compléte et des ARNt fonctionnels nécessaires a la
traduction ne sont plus produits. Or une absence de traduction mitochondriale et
chloroplastique résultent en une absence de mécanisme indispensable a la cellule tel que
la phosphorylation oxydative ou la photosynthese.

De plus une mutation du géne prorpl conduit a une létalité embryonnaire au stade
globulaire. Les gamétes sont donc viables ainsi que I’embryon durant les premiéres
divisions cellulaires. Ce constat irait a priori a I’encontre du caractére essentiel de
PRORP1. Cependant il pourrait s’expliquer par la stabilit¢ des ARNt. Il est possible
qu’une quantité suffisante d’ARNTt ait pu étre synthétisée avant les premiéres étapes de la
méiose. De plus on ne peut pas exclure que PRORP1 ait une demi-vie suffisamment
longue pour étre encore présente dans les cellules lors des premieres étapes de

I’embyogenése.

Les protéines PRORP2 et 3 sont toutes deux localisées dans le noyau et présentent une
forte similarité de séquence (77% d’identité des acides amineés), il n’est donc pas étonnant
que leurs fonctions soient redondantes. Cette hypothése a été confirmée par les lignées
ADN-T mutantes. De plus le croisement des lignées homozygotes pour ces deux génes a
confirmé le caractére essentiel de la fonction portée par ces deux protéines PRORP

nucléaires.

LES PROTEINES PRORP SONT SEULES RESPONSABLES
DE L'ACTIVITE RNASe P

Chez la levure et les animaux, la RNase P posséde certaines sous-unités communes avec
la RNase MRP. Il a donc été suggéré que la RNase MRP ait pu acquérir au cours de
I’évolution I’activité RNase P (Krehan et al., 2012). Les résultats que j’ai obtenus avec les
lignées de dérégulation dirigées contre POP1 et POP4 réfutent cette hypothése, en
montrant que la RNase MRP intervient dans la maturation des ARNr et non des ARNt. De
plus elle semble suggérer que la RNase MRP clive au site A3 qui correspond au site
canonique de clivage de la RNase MRP chez la levure et les animaux.

Ainsi les protéines PRORP seraient seules responsables de I’activité RNase P chez les
plantes. Ce qui implique que A. thaliana serait le premier organisme décrit comme ne

possédant pas de ribozymes pour I’activité RNase P.

65






5.2 PRORP REFLETE-T-ELLE UNE DIVERSITE DE MODE D’ACTION

5.2.1

5.2.2

PARMI LES PROTEINES PPR ¢

UNE NOUVELLE CATEGORIE DE PROTEINES PPR

La famillle des protéines PPR est divisée en deux grandes sous-familles, la sous-famille P
présente chez tous les eucaryotes et la sous-famille PLS uniquement présente chez les
plantes. Cette derniere famille se distingue de la sous-famille PLS par la présence en C-
terminal de motifs autres que les motifs PPR (Lurin et al., 2004). L expansion de ces deux
familles se serait faite par des duplications soit des bloc P, soit des bloc PLS (Rivals et al.,
2006).

Ces duplications auraient pu avoir lieu dans des genes codant par exemple pour des
nucléases ou des polymérases, conduisant a une protéine de fusion, constituée en N-
terminal de motifs PPR et en C-terminal d’un domaine catalytique. Ces caractéristiques
correspondent aux protéines PRORP ou & I’ARN polymerase mitochondriale chez les
levures et les animaux. Contrairement aux sous-famille P et PLS, ces protéines présentent
peu de motifs PPR, ou des motifs PPR non canoniques, qui ne sont pas forcément répétés
en tandem. Ainsi I’ensemble des motifs PPR ne formeraient pas une super-hélice et leur
mode de reconnaissance de I’ARN pourrait diverger des protéines PPR canoniques P et
PLS.

MODE DE RECONNAISSANCE DES ARN PAR PRORP

Les protéines PPR sont impliquées dans la maturation ou la stabilit¢ des ARNm. Elles
peuvent reconnaitre les structures secondaires présentes au niveau de ces ARN. Ainsi la
protéine PPR10 présente dans les chloroplastes du mais va reconnaitre 17 nt présents en
partie dans une tige boucle. Cette reconnaissance, nécessaire a la stabilité et a la
traduction des protéines PPR, est analogue a celui du motif Puf, i.e. 1 nt pour 1 motif PPR
(Prikryl et al., 2011).

Cependant les études menées in vitro suggerent que les protéines PPR canoniques aient
une plus grande affinité pour I’ARN simple brin par rapport a I’ARN double brin (Lurin et
al., 2004). La protéine PPR5 comprenant 10 motifs PPR reconnait I’intron de groupe Il de
I’ARN truG UCC non épissé (Williams-Carrier et al., 2008). La sequence de
reconnaissance est constituée d’un 51-mer, dont la partie centrale forme une tige boucle.

La boucle, contrairement a la tige, n’est pas importante pour la reconnaissance. Ainsi, Si
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5.2.3

I’on assume que cette protéine PPR ne peut reconnaitre une séquence plus longue que 40
nt, il est probable que la protéine recouvre la séquence simple brin de I’ARN en sautant la

tige boucle.

Les résultats de clivage in vitro, qui montrent que PRORP est capable de cliver tout ARNt
de structure canonique, laissent supposer que les protéines PRORP pourraient reconnaitre
la structure et non la séquence de I’ARN. Ainsi PRORP pourrait peut-étre reconnaitre
I’ARN sous forme double brin.

Cependant les ARNt possédent une structure secondaire constituée de tige-boucle. Les
boucles constituées d’ARN simple brin pourraient former une plate-forme d’interaction
pour les motifs PPR. Une étude cristallographique du complexe ARNt-PRORP, menée en
collaboration avec I’équipe de Claude Sauter (IBMC-CNRS Strasbourg - UPR 9002),

devrait permettre de comprendre comment la reconnaissance PRORP/ARN a lieu.

SUBSTRAT MINIMAL

L’étude du mode de reconnaissance des protéines PRORP est aussi intéressante a étudier
dans le contexte de I’évolution de I’activité RNase P. Est-il possible que la protéine PPR
PRORP et la RNase P RNP partagent des similarités de mode de reconnaissance de
I’ARN ? Cela nous amenerait a penser que la protéine PRORP ait pu évoluer pour mimer
la RNP. Pour répondre a cette question, la détermination du substrat minimal de PRORP
sera importante.

Les tests d'activité in vitro ont montré que PRORP1 était capable de cliver les t-elements
de nad6 et d’orf138. Une étude complémentaire a été réalisée sur le t-element de ccmC de
71 nt dont les boucles et les tiges D et anticodon sont absentes (résultat non publié).
Aucune activité n’est observée in vitro pour PRORP1 en présence de ce t-element. Ainsi
PRORP1 ne clive pas, ou du moins in vitro, un t-element dont la structure s’éloigne
beaucoup d’un ARNt canonique. Par contre, pour le t-element de nad6, un clivage est
observé. Ceci suggeére qu’au moins la tige boucle de I’anticodon n’est pas essentielle a la
reconnaissance par PRORPL.

L’importance des boucles D et T¥C pourrait s’expliquer par la présence de positions
conservées qui seront reconnues par les motifs PPR des protéines PRORP. Ce type de
reconnaissance est observé pour la RNase P de type bactérien. En effet les positions G19

et C56, présentent respectivement dans les boucles D et T¥C, interagissent avec I’ARN
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Figure 20 : DIVERSITE DE LA RNASE P DANS LE VIVANT (Goldfarb et al., 2012)

Uarbre phylogénétique représente les trois domaines du vivant, i.e. les bactéries, les archaea et les
eucaryotes. En rouge est représenté I’ARN de la RNase P de types RNP et en bleu les protéines composant
soit la RNase P RNP soit la RNase P protéique. Les fléches en orange représentent |’évolution de la RNase P
Le rectangle de droite représente les différents modéles pour I'activité RNase P chez les eucaryotes.

Le ratio ARN:protéine est représenté pour chaque cas dans la légende.



de la RNase P RNP (Reiter et al., 2010). De méme chez les plantes les positions G19 et

C56 sont conserveées et pourraient étre nécessaires a la reconnaissance par la RNase P.

5.3 L'EVOLUTION DES RNASE P

5.3.1

LA PERTE DU RIBOZYME DE LA RNASE P

Chez les eucaryotes, I’activitt RNase P est realisée soit par une RNP, soit par un
complexe protéique (figure 20). La RNase P ribonucléoprotéique, dérivant du monde
putatif a8 ARN, est apparue longtemps avant la formation des eucaryotes. Ainsi le génome
procaryotique code pour I’ARN et les sous-unités protéiques de la RNase P. La
mitochondrie, qui dérive de I’endosymbiose d’une a-protéobactérie, posséde elle aussi
une RNP chez la levure, le génome mitochondrial codant pour le ribozyme et le génome
nucléaire pour I’unique sous-unité protéique. Dans le noyau des animaux et des levures, le
ribozyme de la RNase P a évolué et nécessite la présence d’environ 10 protéines
supplémentaires pour son activité.

Contrairement a la RNP, la RNase P protéique est uniquement présente chez les
eucaryotes, aussi bien dans le monde végétal qu’animal et serait donc apparue tdt dans

I’histoire évolutive des eucaryotes.

La levure, les animaux et les plantes pourraient représenter trois étapes de la transition
d’une activité RNase P de type ribonucléoprotéique vers une activité RNase P de type
protéique. Cette transition pourrait s’expliquer par deux hypotheses.

Nous avons vu précédemment que le ribozyme de la RNase P mitochondriale de la levure
était codé par le génome mitochondrial. Il est possible que ce géne ait disparu aprés une
recombinaison du génome mitochondrial ou aprés un transfert du géne dans le génome
nucléaire. Une nucléase présente dans le protéome mitochondrial aurait alors remplacé
I’activite de cette enzyme.

Il serait aussi possible que les deux enzymes aient coexisté dans le méme compartiment et
que la protéine PRORP ou un complexe renfermant la protéine PRORP ait fourni un
avantage sélectif par rapport au ribozyme. La RNase P ribonucléoprotéique aurait alors
soit disparue comme dans le cas des végétaux, soit évoluée afin de fournir une autre
fonction a la mitochondrie. Ce serait peut étre le cas chez les animaux, dont I’ARN de la

RNase P pourrait étre importé dans les mitochondries (Doersen et al., 1985) (Puranam and
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5.3.2

Attardi, 2001). Cependant la présence méme de ce ribozyme dans les mitochondries reste

controversée (Rossmanith, 2012).

Comme pour la RNase P de type RNP, la RNase P de type protéique aurait évolué en
s’associant a d’autres protéines. Cette évolution est visible dans les mitochondries
humaines avec la formation d’un complexe de trois protéines, probablement nécessaires a
la reconnaissance des ARNt non canoniques codés par le génome mitochondrial. Chez les
plantes une telle association n’est pas nécessaire pour la maturation des ARNt qui sont
tous de type canonique. Cependant on ne peut exclure que la protéine PRORP de plante

ne s’associe a d’autres protéines pour la reconnaissance d’autres substrats.

ARABIDOPSIS EST-ELLE UNE EXCEPTION
CHEZ LES PLANTES TERRESTRES 2

Les résultats de localisation montrent que la protéine PRORP1 est organellaire alors que
les protéines PRORP2 et 3 sont nucléaires. La colocalisation de PRORP2 et 3 peut porter
a interrogation. La présence de plantes homozygotes prorp2 et prorp3 pour I’insertion
ADN-T ainsi que I’absence de différence de phénotype entre les plantes KO et les plantes
sauvages semblent suggérer que les deux protéines nucléaires ne présentent pas une
différence d’expression entre les différents organes et les différents moments du
développement. Cependant les deux protéines pourraient étre exprimées différemment
dans les cellules ou présenter une différence d’activité durant le cycle circadien.

Il est possible que I’activité des protéines PRORP nucléaires soit redondante pour des
substrats essentiels, comme les ARNt, alors que I’activité de PRORP2 et 3 pourrait

présenter des spécificités pour d’autres substrats non essentiels.

Cependant il est plus vraisemblable qu’Arabidopsis représente une exception chez les
plantes. En effet les études phylogénétiques réalisées au laboratoire montrent que, dans les
especes n’appartenant pas aux Brassicaceae, les protéines PRORP2 et PRORP3 sont plus
éloignées et présentent des séquences d’adressage vers des compartiments différents. Par
exemple, des études menées au laboratoire ont montré que la protéine PRORP2 de
Brachypodium distachyon est localisée dans les chloroplatstes. Ainsi chez les plantes, il y
a toujours trois protéines PRORP dont, dans la plupart des cas, une serait nucléaire et

deux organellaires.
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5.3.3 DIVERSITE DE L'EVOLUTION DE LA RNASE P ¢

5.4

Les etudes menées jusqu’a présent montrent que différentes évolutions ont permis de
maintenir I’activité RNase P chez les eucaryotes.

Chez les plantes et dans les mitochondries des animaux, le ribozyme de la RNase P a été
remplacé par la protéine PRORP qui posséde I’activité RNase P grace a son domaine
métallonucléase et qui pourrait reconnaitre le substrat grace aux motifs PPR (Holzmann et
al., 2008; Gobert et al., 2010).

Chez les archaea et dans le noyau des levures et des animaux I’ARN de la RNase P a
perdu des domaines essentiels & son activité comme ceux impliqués dans la
reconnaissance du substrat (Ellis and Brown, 2009). Cette perte a été suppléée par la
formation d’un complexe comprenant plusieurs sous-unités protéiques.

Dans les mitochondries de levure, la RNase P ne posséde pas les caractéristiques de la
RNase P de type bactérien. Bien que la RNase P soit constituée, comme chez les
bactéries, d’un ribozyme associé a une sous-unité protéique, I’ARN de la RNase P a
fortement divergé par rapport a celui de la bactérie (Seif et al., 2003). De plus, la seule
sous-unité protéique associée au ribozyme n’a aucune homologie de séquence avec celle
de la RNase P bactérienne (Lai et al., 2010a).

Dans les mitochondries d’un grand nombre de champignons non ascomycétes, les acteurs
de I’activité RNase P n’ont pas encore été identifiés. Or le ribozyme de la RNase P est
absent et le génome nucléaire ne code pas pour des protéines PRORP. Il est possible que
I’ARN de la RNase P ait divergé a tel point qu’on ne puisse I’identifier. Cependant on ne
peut pas exclure qu’un autre type de RNase P, RNP ou protéique, complétement différent

de ceux déja identifiés, existe aussi.

INTEGRATION DE LA FONCTION DES PROTEINES PRORP AVEC
D’AUTRES MECANISMES D’EXPRESSION GENETIQUE

L'activitt RNase P est indispensable pour la maturation des ARNt. Cependant d'autres
enzymes, comme la RNase Z, les enzymes de modification de I’ARN, et la CCase,
interviennent aussi dans cette maturation. De plus, certaines modifications sont
indispensables pour que d’autres soient réalisées. Chez les plantes, c'est par exemple le cas
de I'édition des précurseurs d ARNt™™ et ARNt™ dans les mitochondries de méléze (Fey et
al., 2002). En effet, une absence d'édition empéche le repliement structural des ARNT,

préalable & la maturation des extrémités 5' et 3'. On peut citer également la maturation du

70






transcrit dicistronique ARNt®Y-snoR43, dont la coupure endonucléolytique par la RNase Z
entre I’ARNL et le sSnoARN requiert la maturation préalable par la RNase P (Kruszka et al.,
2003; Gutmann et al., 2012a).

Ainsi les enzymes de maturation pourraient former des complexes nécessaires a la
coordination des différentes activités. Les protéines PRORP, qui possédent une activité
RNase P, pourraient ainsi faire partie d’un ou plusieurs complexes de maturation des ARNt
et/ou des ARNm.

Un tel complexe a déja été identifié dans les mitochondries de levure. En effet un
supercomplexe, stable, a été isolé dans les mitochondries. Il comprend des sous-unités
protéiques de la RNase P, de la RNase Z et du dégradosome des ARN, ainsi que I’ARN de
la RNase P et les ARNr de la petite et de la grande sous-unité du ribosome (Daoud et al.,
2012).

Un autre résultat va dans le sens de cette hypothése dans le noyau des plantes, dont
I’activité RNase P coimmunoprécipite avec la protéine POP1, une sous-unité de la RNase
MRP (Krehan et al., 2012).

De méme chez les plantes, PRORP et d’autres protéines impliquées dans I’expression
génétique sont trouvées dans une fraction enrichie en nucléoide de chloroplaste de mais
(Majeran et al., 2012). De plus les protéines PRORP1 sont regroupées en grande quantité
dans différentes zones des chloroplastes (Gobert et al., 2010). Ainsi ces protéines pourraient
étre localisées dans des zones particuliéres regroupant les différentes machineries
impliquées dans I’expression des génomes. Cependant ces observations ont été réalisees
avec des protoplastes transformés de maniére transitoire, sous le contrdle de promoteurs
forts. 1l se pourrait donc que les localisations observées ne reflétent pas entierement la

situation in vivo.

Afin de rechercher la présence de protéines PRORP dans des complexes dans les différents
compartiments des cellules végétales, il serait intéressant d'identifier les protéines
interagissant avec les protéines PRORP. Cette identification pourrait se faire par
immunoprécipitation des complexes putatifs en utilisant les anticorps spécifiques
disponibles et en identifiant les composants des complexes par spectrométrie de masse. Des
méthodes génétiques dans la levure peuvent étre aussi utilisées, telles que le double-hybride
ou la technique du split-ubiquitin afin d’identifier des interactants membranaires. Les outils
permettant I’identification des partenaires protéiques sont en cours de développement.

Cependant, des resultats préliminaires suggerent déja que la protéine PRORP1 serait en
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effet associée avec d’autres protéines impliquées dans I’expression génétique dans les

organelles de plante.

La découverte des acteurs moléculaires de I’activité RNase P dans les cellules des plantes
terrestres représente une avancée intéressante pour la compréhension de I’évolution des
systemes d’expression génétique. En effet la comparaison du modéle Arabidopsis, utilisant
uniquement des protéines pour I’activité RNase P, avec des modeles possédant soit
uniquement des RNP (e.g. S. cerevisiae) soit des RNP ou des protéines (e.g. H. sapiens)
aidera & comprendre comment la transition s’est faite entre le monde prébiotique 8 ARN et

le monde actuel.
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PlantRNA database (http://plantrna.ibmp.cnrs.fr/) compiles transfer RNA (tRNA) gene
sequences retrieved from fully annotated plant nuclear, plastidial and mitochondrial genomes.
The set of annotated tRNA gene sequences has been manually curated for maximum quality
and confidence. The novelty of this database resides in the inclusion of biological information
relevant to the function of all the tRNAs entered in the library. This includes 5°- and 3’-
flanking sequences, A and B box sequences, region of transcription initiation and poly(T)
transcription termination stretches, tRNA intron sequences, aminoacyl-tRNA synthetases and
enzymes responsible for tRNA maturation and modification. Finally, data on mitochondrial
import of nuclear-encoded tRNAs as well as the bibliome for the respective tRNAs and tRNA-
binding proteins are also included. The current annotation concerns complete genomes from
11 organisms: five flowering plants (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Populus trichocarpa,
Medicago truncatula and Brachypodium distachyon), a moss (Physcomitrella patens), two
green algae (Chlamydomonas reinhardtii and Ostreococcus tauri), one glaucophyte
(Cyanophora paradoxa), one brown alga (Ectocarpus siliculosus) and a pennate diatom
(Phaeodactylum tricornutum). The database will be regularly updated and implemented with
new plant genome annotations so as to provide extensive information on tRNA biology to the

research community.
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Abstract

The structure of mitochondrial genomes has greatly diverged throughout evolution. They can
be very compact in metazoans, whereas they are much larger with considerably lower gene
density in higher plants. These changes in structure have occurred in conjunction with the
evolution of specific gene expression processes. For example, splicing and RNA editing are
typical in plants but never found in animal mitochondria. Most of the organelle-specific gene
expression processes rely on the function of nuclear-encoded proteins that do not originate
from the organelle bacterial ancestor but have rather evolved during eukaryote history. It has
become increasingly evident that pentatricopeptide repeat (PPR) proteins play a major role in
mitochondrial gene expression processes. Similar to the mitochondrial genome structure, the
number and diversity of PPR proteins have greatly varied during eukaryote evolution. There
are, e.g. 80 times more PPR genes in higher plants than in animal genomes. This
diversification correlates with the evolution of specific gene expression processes. For
instance, the occurrence of PPR genes containing an additional DYW domain, which was
proposed to support RNA editing activity, correlates precisely with the occurrence of RNA

editing in the respective eukaryote phyla.
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N, . P8 Etude d’un nouveau type de RNase P |bmp
>4 spécifique des eucaryotes
chez Arabidopsis thaliana

Résumeé

La RNase P est impliquée dans la maturation des ARNt en libérant I’extrémité 5° leader des précurseurs
d’ARNt. Jusqu’a récemment, il était admis que cette enzyme soit universellement conservée en tant que
complexe ribonucléoprotéique. La rupture avec le modele établi est venue avec I’identification d’une RNase P
uniquement protéique dans les mitochondries humaines et chez les plantes. Ces protéines, nommées PRORP
(PROteinaceous RNase P), présentent trois paralogues chez Arabidopsis, qui sont localisés soit dans les
organelles (PRORP1), soit dans le noyau (PRORP2 et 3). Des tests d’activité in vitro montrent que les
protéines PRORP possédent seules une activité RNase P. L’étude de lignées ADN-T indique que la fonction
des protéines PRORP est essentielle et la fonction de PRORP2 et 3 est redondante. L’analyse des lignées de
dérégulation montre que les protéines PRORP possédent une diversité de substrat et que la RNase MRP, une
autre ribonucléoprotéine, n’est pas impliquée dans la maturation des ARNt. Ainsi les protéines PRORP

seraient bien les seules enzymes impliquées dans la maturation de I’extrémité 5” des ARNt chez Arabidopsis.

Mots clés : plante, RNase P, pentatricopeptide repeat, domaine NYN, maturation des ARNt, endonucléase

Résumeé en anglais

RNase P is involved in the maturation of tRNA precursors by cleaving their 5’ leader sequences. Until recently
this enzyme was considered to be universally occurring as a ribonucleoprotein complex. The breakthrough
from the existing model came with the identification of protein-only RNase P in human mitochondria as well
as in plants. These proteins that we called PRORP (PROteinaceous RNase P) have three paralogs in
Arabidopsis, which are localised in organelles (PRORP1) and nuclei (PRORP2 and 3). We have shown that
PRORP proteins have RNase P activity in vitro as single proteins. In vivo the functions of PRORP proteins are
essential and the function of PROPR2 and 3 are redundant. PRORP down-regulation mutants, show that
PRORP proteins have a variety of other substrates and RNase MRP, another ribonucleoprotein, is not involved
in the tRNA maturation. Results show that PRORP proteins would be the only enzymes responsible for RNase

P activity in Arabidopsis.
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