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LA POLYADENYLATION DES ARN MESSAGERS

Résumé ;

La polyadénylation ou instaiiation d’un segmeni poly(A) sur un ARNm est une opération clé
| de la maturation de cet ARN réalisée selon un protocole précis qui met en jeu de nombreux
facteurs cis (¢léments internes de I’ARN) et trans (protéines de fonctions et tailles variées).
La polyadénylation semble impliquée dans la régulation de I’expression de certains génes en
facilitant leur passage du noyau vers le cytoplasme et/ou en augmentant leur stabilité,

Mots-ciés :
polyadénylation, ARN messagers, expression génique

Abstract :

|Polyadenylaiion or addition of a poly(A) tail on mRNAs 1s a key operation of their maturation
realised through a precise protocol that mvoives a set of cis-acting elements (internal
sequences of RNA) and trans-acting elements (proteins of various function and weight).
Polyadenylation seems to take part in certain genes regulation by enhancing their ability to
pass through the nuclear membrane and/or increasing their stability.
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INTRODUCTION

La polyadénylation ou instaliation d”un segment poly(A) dans un ARN messager
est une opération ¢ié de la maturation de cet ARN ; elie est effectuée dans le noyau
selon un protocole précis. 11 existe cependant quelques exceptions : la maturation des
messagers aboutissant a la synthése des histones dans ies celiules ammales ou la
production de certaines protéines virales {ces cas particuliers ne seront pas traités dans
ce rapport). De récents progrés ont €i€ réalisés . on sait aujourd’hui que ia
polyadénylation est réalisée par un systéme complexe qui reconnait un site spécifique
ou site poly(A) sur I’ARN et effectue différentes opérations.

Une mise au point sur le sysieme de polyadénylation (ie mécanisme et les divers
facteurs impliqués) chez les eucaryotes (mammiferes et levures) et les procaryotes
(bactéries) permetira dans une seconde partie de déterminer si la polyadénylation peut
dans certains cas réguier i’ expression des genes.

Je remercie Monsieur Jean Pelmont, professeur de biochimie a ’universii¢
A

Joseph Fourier de Grenoble, qui m’a proposé ce sujet.

Es



i. PREMIERE PARTIE : METHODOLOGIE




i1 RECHERCHE MANUELLE

Le suet de ma recherche bibliographie se rapporie au domaine de a biologie
moléeulaire. Les bases €lani inierrogées dans la plupart des cas en anglats, il éiail imporiani
dans un premier iemps de déierminer la ierminologie exacie des motis-ciés a uiiliser en langue
anglaise. Pour cela, un diciionnaire bilingue {rangais/anglais a servi de base pour iraduire ies
différenis iermes importanits du sujet pus, afin d’utiliser les termes periinenis lors de la
recherche (sur CDrom ou en ligne), les thesaurus de Mediine ¢f Embase se soni avérés
indispensable au choix des descripieurs,

i.2 RECHERCHE SUR CDROM

il esi preferable de réaliser une recherche sur CDrom avant Pinterrogaiion en ligne.
En effei, 11 est ainsi possible de iesier et éveniueliemeni de modifier la siraiégie de recherche,
de verifier la periinence des mois-clés et de compiéier avec ies ihesaurus si nécessaire. Ces
opéraiions ¢lani assez longues a réaliser, 1'utilisation des CDrom éviie de se soucier de la
durée et done du codii de 1inierrogaiion.

Il y a cependani quelques inconvéments : ies bases de donnees sur CDrom ne sont
pas remises a jour sysiématiquement comme ¢est le cas pour les bases en ligne. De plus, si
on esi amene a inierroger plusieurs bases sur CDrom, 1i n’esi pas possibie de réahiser un
dédoubionnage auiomatique : il faut e faire manueliement et cela prend beaucoup de iemps.

Par le theme de ma recherche, J at €ié amenée a choisir plusieurs CDrom concernani
des bases de donnges du domaine biomeédical qui sont réumes sous un acces umgue el
simpiific : WinSPIRS, doni {'inierface esi €diice par SilverPlatiers. L utilisaiion des CDrom a
¢i¢ possibie grace a 'URFIST.

Pour obienir des références récenies, seuls les CDrom édiiés en 1997 oni éi¢
consuiies.

1.2.1 Biosiy (Bivivgical Absiracisj

Cetie base couvre principalement le domaine des sciences de la vie. Les références
sont disponibles avec un résume d’auieur (elies peuvent €ire wssues des 0060 pérniodiques,
monographies, brevets, rapports... qui sont exploiies pour I’ alimentaiion de celle base).

Les termes d’inlerrogaiion ayant ¢i¢ déterminés par 1 uitlisailon du thesaurus MeSH de
Mediine , la question suivanie 4 €i¢ posée

POLYADENYLATION AND MESSENGER RNA
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Elie conduwii a Iobieniion de 70 réferences dont 43 qui sont ini€ressanices.

1.2.2 Embase (Excerpiu Medicaj

Celie base est suriout orieniée vers la medecine humaine mais pas uniquemeni. Elie
couvre environ 2900 périodiques sur 110 pays. La plupari des ariicies soni rédigés en anglais
s E R TR ATEVERTNYT & LTy

(75 %o). Le ihesaurus de celie base, EMTREE, a une siruciure similaire a celie du MeSH. Les
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uesuipwurb ¢lant les mémes, micrrogaimn 4 ponc sur des lermes wcnhqueb a ceux uiihisés
pour Biosis. Sur ies 90 références obienues, 45 ont éi¢ séleciionnées.

1.2.3 Mediine

Cetie base de données couvre principaiement le domaine des sciences biomédicales.
Elie contieni umquemeni des références d’articles de revues (3600 périodiques de 70 pays).
Medline permet d’accéder a un résumé d’auieur de Particle (qui est rédigé en anglais).

Le ihesaurus MeSH m’a permis de vénfier les descripieurs employés pour
Pinterrogation. La quesiion posée élaii done la méme que pour les deux bases précédenies.
Elle conduit a I'obieniion de 104 références doni seules 45 paraissent étre directement lides
au sujet de recherche,

Le résuliat global de ceiie recherche sur CDrom a permis de sélectionner des iexies
qui discuieni des aspects généraux de la polyadénylation : sur les 264 références initiales
répariies enire les (rois bases, 133 concernant ie sujei de fagon plus précise oni éié
sélectionnées. Aprés un examen aiieniif de touies les références, 1l s’aveére qu’elies
comporieni de nombreux doubions ei seules 90 soni des exemplaires uniques.

il est & noier que bien qu’ayani effectuer une limitation dans le temps en interrogeant
ies CDrom de 1997, ja1 obienu des réiérences aniéricures a ceite daie, ce qui pose le
probléme de la mise a jour.

i.3 RECHERCHE EN LIGNE

Elle se fuii sur e serveur Dialog, qui est accessible & un tanif préférentiel depuis
P’ENSSIB. Ce serveur regroupe de nombreuses bases de données dans tous les domaines. 1
est géré par ia sociéie Kmghi-Ridder.

Deux mierrogations ont ¢i€ realisées :
® la premiere pour vérifier que des bases ielles que Pascal (144 . base scientifique
muliidiscipiinaire couvrant 8500 périodiques (93% des références) et des theses, des
coniérences, des brevels...) ei SciSearch (base couvrant ies domaines science, technoiogie
el biomédecing) n’apporient pas d’éléments nouveaux pour la recherche.
Le croisemeni des deux quesiions suivanies
1. (POLYADENYLATION)YDE,TT AND PY—1997
2.(MESSENGER(W)RNA)YDE,TI AND PY—1997
a permis de irouver 6 références dans Pascal (et aucune dans SciSearch) et touies sont des
doublons aux références obienues lors de la recherche sur CDrom.

e ju seconde pour explorer un poini plus spécifique du sujei: le rOle joué par la
polyadénylation des messagers dans la régulation de Uexpression des génes,

En uitlisani les descripieurs déja connus et ceux qui oni pu &ire repérés grice aux
références précedenies, une mierrogation en plusicurs élapes a ¢ié réalisée sur ies irois

ol oY Fiw 1o 2\

bases suivanies : Biosis (55), Embase (72) et Medline (155).
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Le croisement des deux quesiions suivanies

1.(POLYADENYLATION)DE,TI AND PY-1957

2.(MESSENGER(N)RNA)/DE,TT1 AND PY-1597
a permis d’oblenir 144 références dont 100 sont umques (aprés dédoublonnage
automaiique). Ce résuliat a €i€ croisé avec une quesiion poriani sur les lermes suivanis
(GENE(N)EXPRESSION). Ceci a abouiii a P’obiention de 28 reférences (7 d’enire elies
servironi a la rédaction de la synihese).

Les bases en ligne ¢lant mises a jour régulicremeni {quoiidiennemeni pour Mediine,
hebdomadairement pour Embase et mensueliemeni pour Biosis) conirairemeni aux CDrom,
iouies les références obienues oni effeciivement i€ publices en 1997, 1l n’a cependant pas €i¢
pussibie de récuperer par cel intiermeédiaire des ariicles de 1998,

i.4 INTERNET

Des moieurs de recherche généraux ayani une couveriure iniernationale iels que Alia
Vista, Excite, Hot Boi ou Lycos ont permis d’obiemr quelques résuliais.
Ces résuliais se présenieni sous deux formes :
e des références a des ariicies de revues
e des adresses de sites Iniernet qui correspondent le plus souveni a des umversiies ou des
laboraioires qui effectuent ou oni effeciue des iravaux sur le sujet, ei qui renvoient a des
resumes &’ ariicles
Il faui noier que ies données concernant ces ariicies ne soni pas (oujours ires compieies © la
dale des travaux (ou daie de publicaiion) n’est pas forcémeni mentionnée, de méme que la
bibliographie n’est pas ioujours présente ou se limile a quelques références.
1.Pour Alia Visia les deux €quaiions d’interrogaiion suivanics oni €i€ uitlisées :
» polyadénylation NEAR« messenger RINA » AND maturation
qui 4 permis d’obienir 4 réicrences doni une seuie ini€ressanic
e messenger NEAR (rna or RNA) AND maiuraiion
qui a permis d’obienir 30 rélérences doni une inicressanic
2. Exciie a trouvé deux adresses de sites Iniemnei (mentionnées dans la bibliographie ci
valides a la dale des recherches) qui soni liées au sujel de fa recherche (NB : seul e
deuxieme stie permeiira de récupérer le document primaire).
3. L’interrogation de Hot Bot a aboutil a la sélection d’une seule référence parmi ies 45
proposées et qui avait d’ailieurs déja ¢ié proposée par le précédeni moicur (NB : Ia source
du document primaire esi meniionnee).
4. Le moleur Lycos a quani a lul permis de irouver 5 siies doni esi seul esi réellement hie au
sujet mais qui n’'indique pas d’ou provient le document doni on obiieni ie résume.

De maniére générale, les résuliats obicnus via Iniemnei ei ces moieurs de recherche
soni assez peu pertinents (5 références seulemeni sur une ceniaine examinées). De pius, il
n’est pas possible de limiier ies recherches dans le iemps (conirairement 4 Pinierrogation en
ligne ou sur CDrom) mais, "utilisation d’Iniernei pour la mise en ligne des iravaux de
chercheurs est encore assez peu répandue. Ainsi, Ies références obienues soni relaiivement
récenies (1991 pour es plus anciennes).

Un auire moteur de recherche moins général et plus axe sur ies sciences, Uncover, a
é1¢ utilisé : 4 références d’ariicies ont éié sélectionnées mais iouies soni anicneures a 1993.

o]



Le principal inconvement d’Internet est ie temps nécessdire aux recherches : il a fallu
beaucoup de paitence pour finalement obienir peu de résuitais, méme si ce sysieme permet de
metire en coniact les difiérenis continenis. L ulilisation de cet ouiil esi donc mal aisée pour
qui w'en a pas i"habiiude. Il semble qu’une grande praiique des moicurs de recherche
{noiammeni une metlieure connaissance des modalités d’inierrogaiion) soii nécessaire pour
obienir des resuliais micressanis. De méme, 11 esi préférable d’utiliser Internet en ayani une
bonne maiirise du sujel de maniere a pouvolr irier ies nombreuses 1¢ponses Gul apparaissent.

1.5 RECHERCHES COMPLEMENTAIRES

o

1.5.1 Bibliographies des publicaiions

Pour démarrer ma recherche, je disposais d’une référence de base donnee par mon
commandiiaire {celle-ci esi par ailieurs apparue en téie des reésuliats obienus par Dialog car
elic est tres récenie (in de Vannée 1997) ). Aucune des références bibliographiques de cet
articie n’a refenu mon atiention : elles €laient pour la plupari ires généraies ei, n’ayani a faire
qu’un rappel des mécamsmes de polyadeénylation, je ne les ai pas séieciionneées.

De méme, I’éiude des bibliographies des auires références obienues (iravail long et
difficile) a apporié peu d’éiéments nouveaux : Ies articles élaient soii aniéricurs a fa période
consideree (1997) soii ils concernaient des cas pariiculiers du sujel.

1.5.2 Curreni Conienis

Les Current Conients soni uiilisés pour irouver les références des publicaiions les plus
récentes el qui ne sont pas encore classées dans les bases de données (ii faui compier en
moyenne irols mois apres la publicaiion de ariicie).

Ii s’agit d’une revue hebdomadaire édiiée par lnstiiuie of Scientific Information (IST)
situé aux Biats-Ums. Elie regroupe les sommaires des periodiques dans 7 domaines :

. Physical, chermical and earih sciences

. Social and behavioural sciences

. Agniculture, biology and environmenial sciences

. Lafe sciences

. Engineering, compuiing and iechnology

. Chinical medecine (avee une pariie commune a Life sciences)
. Aris and humanities

i IR AWV R =N VR B W

11 aurail ¢ié iniéressani de pouvoir consulier les Curreni Conients mais, je n'en a
malheurcusement pas eut le iemps.



1.6 RESULTATS-DOCUMENTS PRIMAIRES

Rappel des résuliais obienus
e CDrom : 90 reférences
e Dialog : 28 références
e Iniernet : 5 reférences
Parmi les 118 références obienues grace a 1 uiilisaiion de Dialog et des CDrom, 80 ont
i€ reienues pour la rédaciion de la bibliographie (il faui noier que les références trouvées
grace a ces deux meihodes soni pour la plupari des doublons) mais, seules 9 d’enire elles ont
servi a 1’¢laboraiion de ia synihése.

D’apres les résuliais obienus, 11 apparali que la base la plus iniéressante soil Embase :
¢’est elle qui a permis de rapairier ie pius de données.

En ce qui concerne Iniernet, 1l exisie certainement de nombreuses possibiliiés, lides a
la muliliude de sites disponibles mais, Pobiention de résultais ne peut éire possible sans une
meilleure connaissance des moteurs de recherche et une grande disponibilité pour exploiier le
réseau.

Pour la recherche des documenis primaires, {"uitlisation du CDrom « Myriade » a
permis de localiser les péniodiques dans lesquels se irouvent des articles iniéressants.

Les références sélecuionnées pour la rédaciion de la synihése se irouvaient itouies a
Lyon {Bibliotheques Umversiiaires Science et Médecing).

Estimation du coi ;
Selon les ouils uitlises, le iemps consacré a la recherche n’esi pas le méme :
«CDroin
- bases de données : environ 1 heure
- Myriade : environ 30 minuies
eDialog : 40 minutes soit un colit de 13.633
elnicrnet : environ 7 heures
ecoliecic des documenis primaires © 5 heures (budgei phoiocopies de 50 francs
environ)
sicciure, traduciion, analyse des documenis : 40 heures

Ce n’est pas la recherche elie-méme qui prend le pius de temps mais, iout ce qui
concerne le travail néeessaire apres celie recherche ¢est a dire la collecie des documenis
primaires et analyse de ceux-ci.

-k
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2. DEUXIEME PARTIE : SYNTHESE |




2.1 INTRODUCTION

Les iranscrits primaires (ou pré ARN messagers) d’une cellule eucaryoie subissent
divers siades de maturaiion pour devenir des ARN messagers (ARNm) ioialement
fonctionnels. Un de ces événements est la formaiion de Pexirémité 3” qui se produil en deux
€lapes €irotiemeni hides, nécesstiani un échaniilion complexe de facieurs cis el trans et au
cours de laqueile ie pre ARNm regoii une nouveliie exirémiié 3° qui est quasimeni oujours
une queue poly(A).

Dans une premiere réaciion, le pré ARNm est chivé dans le noyau, au niveau d’un siie
de polyadénylaiion ou siie poly(A). Dans une seconde éiape, éiroitement couplée, se produii
la réaciion de polyadenylaiion qui consisie a 1"addiiion de quelques 200 résidus adénosine sur
le produii de clivage amont alors que dans e méme temps, le ragment aval esi rapidement
dégradé.

Les réaciions qui se produiseni chez fes procaryoies sont, comme nous le verrons plus
loin, des réactions quasimeni similaires a celles observées chez les eucaryoies.

2.2 LA POLYADENYLATION CHEZ LES EUCARYOTES
2.2.1 Les mammiferes

Chez les mammiferes, le facieur spécifique du clivage et de la polyadénylation
(CPSF") est un élément clé de ce processus. 11 est nécessaire dans les deux étapes : CPSF est
un complexe protéique multimérique qui se lie a la séquence consensus hexanucléotide
AAUAAA, située en amont du site de clivage, grice 4 sa plus grande sous-unité. Cette liaison
se produit en coopération avec le facteur de stimulation du clivage (CstF?) qui reconnait une
séquence riche en U ou QU (moins bien définie) en aval du site de clivage, grice & sa sous-
umi¢ de 64 kDa. De plus, la réaciion de chivage requieri la présence de 1'enzyme
poly(A)polymérase (ou PAP) ainsi que deux facteurs de clivage, CFIm’ et CFIIm.

Aprés cette étape, la queue poly(A) est ajoutée par la PAP selon un processus qui
nécessite CPSF et une protéine de Haison au poly(A) (ou PABIT).

Ainsi, d’apres Beyer et al. (8), 1] existe chez les mammiferes au moins 6 facteurs trans
impliqués dans la formation de "extrémité 3’

On suppose que la reconnaissance de la séquence AAUAAA par CPSF esi la premiere
¢lape de formaiion du complexe de clivage/polyadénylation : ce compiexe initial est ensuiie
stabilis¢ par ia liaison subséquenie de CsiF a 1’élément aval (la capacii€é de Penzyme a utiliser
ce siie poly(A) est liée a la stabilii¢ du complexe iernaire ainsi défini). CFim, CFlIm ¢t PAP
se hient alors pour former un complexe aciif.

L’¢éiémeni aval est référence comme éiémeni riche en U ou GU car 1 comporie de
nombreux résidus uracile el guanine mais, les séquences qui fonciionnenti en iani qu’élément
aval dans les différents génes éiudiés monirent une grande variabiliié. Cependani, 1l a éte
démonir¢ que la distance enire ces sequences aval et ie signal consensus AAUAAA est
critique : le fait de décaler cei ¢lémeni vers Paval abolii le clivage en méme temps qu'il
modifie e siie de clivage. Ces séquences niches en GU sembleni done éire choisies

! CPSF - Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor
2 CstF - Cleavage stirmilation Factor

* CF : Cleavage Factor

* PAB : Poly(A) Binding Protein



préférentiellement par rapport & une interaction ARN-CstF. Il est a noter que dans la plupart
des cas, I’élément aval se trouve dans la région 3° non traduite des génes.

Chen et al.‘(IO) ont déterminé les principaux €éléments du signal de polyadénylation
chez les mammiferes.

| AAUAAA A>U>C>>G RICHE EN GU |
Consensus Région de clivage Elément aval
0 [—— 11 l 13 ST, T) M P——

Figure 1. Les relations fonctionnelles entre les principaux
éléments cis du signal de polyadénylation des mammiféres.

La figure 1 montre la séquence préférentielle pour la sélection du site de clivage et de
polyadénylation. Les chiffres indiqués au bas du schéma sont les longueurs des différents
¢léments en nucléotides.

2.2.2 Les levures

Chez la levure, ’étude exhaustive des séquences nécessaires a la formation de
PPextrémité 3 a aboutit 4 I’identification de 2 éléments essentiels qui sont tous deux situés en
amont du site de clivage :

- un « élément de positionnement », proche du site de clivage (le plus souvent la

séquence AAUAAA)

- un « élément efficace » distant

In vitro, les réactions de formation de 'extrémité 3’ nécessitent 4 facteurs trans : le
clivage requiert les facteurs de clivage CFI et CFII alors que la polyadénylation se produit
quand CFl, la poly(A)polymérase (Paplp) et le facteur de polyadénylation I (PFP’) sont
combings.

Dans un modéle d’assemblage du complexe de clivage/polyadénylation proposé par
Preker et al. (52), I’enzyme Paplp liée au pré ARNm par au moins deux événements de
reconnaissance différents. Premiérement, une laison directe de PFI-Paplp a «1’élément
efficace » du fragment amont de clivage et deuxiemement, une sous-unité de PFI agit comme
pont entre Paplp et CFI qui se lie au pré ARNm, probablement au niveau de « I’élément de
positionnement ».

La reconnaissance spécifique du site correct de polyadénylation serait ainsi transmise
par I’assemblage d’un réseau complexe d’interactions ARN-Protéines et Protéines-Protéines,
comme le montre la figure 2.

Il semble qu’une sous-unité de CFI posséde une activité qui lui permette de controler
la longueur de la queue poly(A) synthétisée par le complexe PFI-Paplp.

* PF : Polyadenylation Factor
13



CFIA

Figure 2. Représeniaiion schémuiique du complexe de
polyadénylaiion de la levure

2.2.3 Homologies ¢i différences chez les eucaryoies

Les analyses faites par Preker et al. (52) montrent qu’il exisic de nombreuses
homologies entre les facieurs irans qui soni impliques dans ia {ormaiion de Pexirémii¢ 3°
chez les levures et les mammiferes. En effet, if sembie que CPSF (mammifere) i PFI (levure)
alent des {onciions similaires dans les deux orgamsmes © ceiie hypothese esi renforcée par les
homologies de séquences qui exisient enire les diverses sous-unii€ des deux composants. De
méme, des simiiiiudes oni pu €ire observées pour les facieurs CF1 (levure) et CsiF
{mammuifere) , que ce soii au miveau de leurs fonciions ou de leurs séquences.

Ainsi, les différenis facicurs de cetie élape de maturaiion des ARNm sembient éire
conserves entre levures ei mammiferes {qui appariienneni rappelons le aux eucaryoies),
méme si ie 10le de chaque composé n’est pas absolumeni ideniique dans les deux cas (par
exemple, alors que CsiF participe seulement a la réaction de clivage, CF1 esi essenitel pour
ies deux phases de clivage et de polyadénylation). Mais, les discordances apparenies enire les
homologies de séquences et de {onciion peuvent €ire en pariie expliquées par le fai que
{’inventaire des facleurs n’esi pas foujours compiei ei aussi parce que les meécamsmes
moléculaires détaillés de Paction de ces facieurs proi€iques dans les réactions ne soni pas
ioujours bien connus.

2.3 POLYADENYLATION CHEZ LES PROCARYOTES

Chez les baciéries, les ARNm sont accessibies par la machinerie de synihése des
proiéines aussiibt aprés leur transcripiion de 'ADN. Parce que la  iraduction est
essenticllement cotranscriptionnelie, les ARNm baciériens soni uiilisés ires rapidement et irés
efficacement, ils oni de plus une demi-vie relativemeni courie (Sarkar(57)).

La longueur de la queue poly(A) de ces ARNm varie de. 14 4 60 nuciéoudes et,
conirairementi aux eucaryoies, seuls 2 & 50% des ARNm baci€riens soni polyadényiés.

1l n’a pas éi€ possible de définir un consensus unique pour e siie de polyadénylaiion
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(Sarkar(57)) ; ainsi, il existe & classes différenies de siic poly(A). Ceci suggere que la
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polyadénylaiion chez les baciénies peut se produire de fagon indiscriminée quasiment a (ouies
les exirémiiés 3’ non proiégées des ARNm, sans ienir compie de la séquence ou des
struciures secondaires des ARN.

De plus, les ¢iudes de N. Sarkar ont moniré que plusieurs poly(A)polymérases
différenies sont utilisées pour la réaction de polyadénylation, dérivant de génes non liés, mais
la réaciion se déroule ivujours selon e méme processus :

ARN + nATP — ARN{A)n + nPPi

La polyadenylaiion a sans douie plusieurs 10les chez ies procaryoies

e ia régulation de I"expression du plasmide par un ARN antisens.

Le nombre de copies du plasmide baciérien est conirble par un mécanisme qui implique un
ARN antisens (RNAI®): la polyadénylation de cet ARN inactive le role inhibiteur de la
réplication du plasmide par RNAI (peut-étre en induisant un changement de structure
secondaire) et facilite sa dégradation par I exonucléase 37

e le conir8le de la demi-vie des ARNm.

Les réactions de polyadényiation et de dégradation par I’exonuciéase sont des processus
competiiifs | la polyadénylation va désiabiliser les ARNm ayani des siructures ierminales en
« epingle a cheveux » (ils seroni alors pius sensibles 4 la dégradaiion) et elle peul siabiliser
les ARN n’ayani pas ces siructures.

il est done probabie que 1a polyadénylaiion des ARNm joue un rdle imporiani dans 1’iniiaiion
de la dégradaiion par 1’ exonucléase.

* {4 iraduciion des ARNm.

La proiéine S1 sembie associée in vivo avec la queue poly(Aj de PARNm bacténen : il est
pussibie que ceiie associaiion joue un 16le dans la siimulation de initiation de la traduction.

¢ RNAT * Ribo Nucleic Acid Tnverse



2.4 TABLEAU DE COMPARAISON

Les différenies données mentionnées dans les paragraphes précédenis permetient
d’¢lablir un iableau pour récapituier les principaies caraciénsuiques de la polyadénylation
chez les eucaryoies et les procaryoices.

Procaryotes Eucaryotes
Longueur du poly(A) 14-60 nucléotides 80-200 nucléotides
Proportion d’ARNm
poiyadényiés 2-50 % 100 %
Site de polyadénylation sans distinction au niveau des en aval de la séquence
‘ extrémités 3 accessibles consensus AAUAAA
Poly(A)polymérase plusieurs enzymes codées par isoformes d’une enzyme
des génes différents (méme geéne)
Fonctions
o stahilité des ARNm - déstabilisation des ARNm
avec une structure terminale | stabilisation des ARNm sans
en ¢pingle structure terminale en Epingle
- possibie stabiiisation des
ARNm sans structure
s traduction role possible par la liaison de | interaction de PAB sans doute
la protéine S1 au ribosome | impliquée dans la liaison de
308 I’ARNm au ribosome 408
¢ répiication du piasmide dégradation de
I”ARNm antisens inhibiteur

D’aprés Sarkar (57), il est probabie que 1a fonciion imuale de la polyadénylation élaii
de jouer un réle dans la machinerie d’assembliage des macromoiéceules.

La découverie d’homologies de séquences enire la principale poly(Ajpolymérase et
PARNi nuciéotidyliransiérase de £. cofi d'une pari ei enire la  poly(A)polymérase
eucaryolique et "ARNi nuciéouidyliransférase des archéobacieries d’auire pari, laisse
supposer que 'addition posi iranscripiionnelie d’un résidu adénylaie terminai a 1" ARNi pour
ie rendre fonciionnel est sans douie Ie rOle ancesiral de 1a polyadénylaiion.

Il est possible d’imaginer commeni, a pariir de ce r0le dans la synihese de
macromolécules, ia polyadénylaiion a pu évoluer vers des fonctions régulairices ielies que ie
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conirdle de la stabilité des ARNm ou des ARN qui moduient a réplication de I’ADN...

2.5 LA REGULATION DE L’EXPRESSION DES GENES

La plupart des ARNm cucaryoies subisseni la polyadényiation dans le noyau des
cellules (mais, 1l exisie aussi des ¢lémenis de polyadénylaiion cyioplasmiques).

Les expérimeniaiion menées par K. Bechler (7) monirent que PARNm sans aucune
modification peut éire iraduit dans i¢ noyau et dans le cyiopiasme. Cependani, 1"addition de ia
queue poly(A) a Uexirémiié 3 augmenie Ie niveau d’expression : cect peui probabiement &ire
expliqué par i¢ fail que ia polyadénylaiion jouerail un role proiecieur conire la dégradation
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exonucléolytique et assureraii une pius grande siabiliié de I’ ARNm.
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D’autre part, la polyadénylation ainsi que le « capping » (maturaiion de exirémiié 57)
st

sembleni €ire nécessaires pour le transport des ARNm du noyau vers le cytoplasme (K.
Bechier(7) ei N. Sarkar(57)) et servent de signal pour Pinitiation de la biosynihése des
proiéines.

Comme 1l ne semble pas y avoir de mécanisme général pour expliquer e role de la
polyadénylaiion dans la régulation de I'expression des génes, seule 1"¢iude de quelques cas
permetira de micux comprendre ' imporiance de ce processus.

2.5.1 L’immunogiobuiine M (Ighij

Les IgM iniervienneni dans la premucre phase de la réponse immuniiaire : qu’elies
soient circulanies ou li€es a la membrane, elies constituent la premiere ligne de défense de
P’organisme avani le changemeni d’isoiype (e la séeréiion des aniicorps spécifiques) et soni
done cruciaies.

Le gene de 'IgM comporie deux siies poly(A) : un permeitant la sécrétion des IgM et
le second abouiissant & une IgM membranaire. L’ uiilisation du site permeiiant ia sécréiion des
IgM sembie &ire régulée au cours de la différenciation des celluies B : la différenciation est
donc réguice par la modulation de aciiviié de la polyadényiation au niveau de ce siie.

La reconnaissance du siie poly(A) par le complexe de clivage/polyadénylaiion
mnplique un réseau muliiple d’inieractions enire de nombreux €léments de séquence
{¢iémenis cis) et différents composanis de la machinenie de formaiion de exirémii¢ 3
{¢iéments irans) ainsi que des interactions enire les composants eux-mémes. La fimitation de
Pun de ces €léments irans, iors de iesis in viiro, abouiit a la dépendance vis a vis de ce
compose (Phullips et al. (50)) : 11 est possibie que la régulaiion se produise simplement par la
moduiation de "abondance des facieurs de clivage/polyadényiaiton. Cependani, la siruciure
des €iémenis du subsirat ARN jouera aussi un rdie dans la déierminaiion de ceiie dépendance.

I esit donc imporiani de comprendre e rOle des différenis cis el irans mmphqués ; ia
séquence hexanuciéoiide consensus AAUAAA du siie poly(A) est comprise dans une
séquence riche en AU. De plus, 11 exisie deux régions riche en GU, de 8 et 11 nucicoiides de
long, qui soni localisées respecitvemeni 21 et 58 nucicotides en aval de séquence consensus.
Par comparaison avec des subsirais types, les disiances enire le siie hexanucléoiide ei ces
deux seéquences ne sembient pas opiimales © un €lani trop éloigné et auire trop proche du
Consensus.

Phillips et al. (50) ont montré que les deux régions riches en GU ainsi que
P’hexanucléoiide consensus coniribueni a la stabilité du compliexe primaire d’initiaiton (formé
par 'inieraciion de CPSF avec AAUAAA el de CsiF avece les élémenis niches en GU : i
semble qu'une seule molécule de chaque facieur soil mise en jeu). Suile a ces
expérimentations, i1 a €i¢ proposé que la nature muliiproidique de CstF module aflinii¢ de
haison de CsiF au cours des différenies élapes de la différenciaiion. Le taux de CsiF dans la
ceilule semble pouvoir, dans un sysieme reconstiiu€ in viiro, réguler eiflicaciié de la
polyadénylaiion au miveau du stie poly(A) qui permei la sécréiion des igM.

Des comparaisons de séquences réveieni que

e la présence des deux €iémenis aval a proximiié du siie poly(A) permeiiani la
sécretion des IgM differe des auires sites poly(A) « sécréieurs » des g

e la présence de la région riche en AU (adjacenic au consensus hexanucicoiide) esi
conservee au niveau des siies poly(A) « séeréicurs » d'IgM

On suppose que cetie double siruciure en aval du siie poly(A) apporie une flexibiliié
qui devrail permeiire une adapiaiion aux changemenis des condiitons de formaiion du
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compiexe de clivage/polyadénylation (siructure et abondance des facteurs de ce complexe
notammmenti) au cours de la régulation de Pefficaciié de ia polyadénylation.

Lo 2 -4

2.5.2 Caenorhabdiiis elegans

Les conirdles iraduciionnels sont essentiels pour de nombreuses décisions lides au
developpement. Pour bcaucuug d’organismes, des €lémenis cis régulaicurs situés dans la
région 3° non traduite (3’UTR’) des génes gouvernent des événements majeurs tels que Ia
formation de I’axe embryogénique, ’expression des ARNm maternels ou la détermination du
sexe.

. .
Chez C. elegans, le pene tra-2 est responsable de la détermination du sexe: si il
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fonctionne normalement, il aboutit 4 la génération de nématodes femelles et sa €guiation

négailve aboulii au développemeni des méaies ei hermaphrodiies.

La traduction de ce géne est réguiée par deux éléments de 28 nucléotides (DRE)
localisés dans la région 3°UTR ; ils lient un facteur appelé DRF’. Récemment, Jan et al. (21)
ont montré que les DRE contrdlent la longueur de la queue poly(A). Ces données suggérent
que la traduction de tra-2 est régulée par inhibition de la polyadénylation : ils ont travaillé sur
Phypothése que la liaison de DRT aux DRE réprime la traduction et ainsi inhibe le
développemeni des nématodes femelies.

Jan et al. (21) oni €galement moniré que les DRE de ira-2 {oni probabiemeni pariie
une famille d’élémenis régulaicurs hauiement conservés qui peuvent conirdler la traduction
autres ARNm dans de nombreux orgamsmes : 'oncogene hurmain GLI est réguié de fagon
traductionnelie par des ¢léments similaires aux DRE, idem pour C. briggsae. Ces découveries
suggéreni que le conirdle traductionnel esi conservé et préseni non seulemeni chez les
némaiodes mais aussi chez ies mammiferes.
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La régulaiion de la traduciion par des ¢iémenis de la région 3°UTR est donc
&

I
importanie pour ie conirdle de aciiviié des génes de nombreux organismes. A ce jour, il y a
peu d’informaiion sur la maniere dont soni conserves les différenis conirdles 3°U

=

2.5.3 Miécanisme d’endocyiose

Les ovovyies (celiules de la lignée germinaie femelle n’ayani pas encore subit la
méiose) des mnsecies sont hauiement spécialisés dans ’endocyiose, via des récepieurs, de
précurseurs des protéines du jaune d’oeuf. La chaine lourde de Ia clathrine (CHC™) est Ie
principal élément structural des vésicules formées: 3 CHC se combinent avec 3 chaines
légeres ( cLcth pour créer un squelette hexamérique. Tl est & noter que la clathrine est
exprimée de fagon ubiquitaire dans toutes les cellules eucaryotes analysées jusqu'a
aujourd’hui, des protozoaires aux métazoaires.

Kokoza et al. (26) oni uiithsé comme modéie d’élude ie processus d’endocylose  des
ovocyies en développement du moustique responsable de la fievie jaune, dedes aegypii. Les
résuliais obicnus monirent que le géne che est régulé aux niveaux transcripiionnel et posi
iranscriptionneld : la combinaison de 1épissage différeniiel et de la polyadénylaiion aliemative

"3IFTR : 3’ Untranslated Region
$ DRE - Down Regulating Flement
° DRF : Down Regulating Factor
19 CHC : Clathrin Heavy Chain

"W CLC : Clathrin Light Chain
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conduit a I"obiention de 3 transcriis CHC maitures distincis qui monireni une expression
spécifique en fonction des tissus, du siade de développement et du sexe.

Le gene che de A. aegypii s’¢iend sur environ 45 kb ; 1i est composé de sepi exons
dont cing codent la proiéine. La séquence codanie de ce géne est hauiement conservée, que ce
solt au miveau des nuciéoiides ou des acides aminés.

Le clonage des ADNc (amplifiés par RT PCR'?) a permis d’identifier deux classes
d’ARNm qui différent par 1a taille de leur 3’UTR :

e une classe possédant une longue région 3°UTR de 1.4 kb

= une classe possédant une courte région 3’UTR de 0.35 kb
La polyadénylaiion aliernaiive esi probablement le mécanisme qui permet de générer des
ARNm de tailies différenies : deux signaux poienticls de polyadénylation oni éié
ideniifies (AAUAAA ¢t AAUAUA). De plus, des analyses par Norihern biot ont moniré qu’il
exisie 2 types de transcrits CHC dans les tissus de A. vegypii - un ARNm « ovarien » de 6.5
kb, déiecié seulement dans les ovaires des femelies pendant les périodes de préviieliogénése
et de viiellogénese et un ARNm « somalique » de 7.5 kb présent dans les tissus somatiques
{C’est a dire non différenciés) des femelles et dans tous les tissus des maéles. L’utilisaiion
alternative de ces signaux est sans douie 1a raison de 1’obieniion de deux (ranscriis différents
dans les ussus somaiiques et les tissus reproduciifs femelies.

L¢pissage différeniiel de Dexirémiié 5° et la polyadénylation aliernative de
Pexirémii¢ 3° soni combinés pour produire irois types de transcrits matures du géne che dans
les différents ussus de 4. aegypii :

e CHCa-O" transcrit ovarien traduit par un promoteur distant
e CHCb-O'* transcrit ovarien traduit par un promoteur proximal
e CHCb-S" transcrit somatigue traduit par un promoteur proximal

L’cxpression des géncs cucaryotes cst particliement régulde par Ic taux de dégradation
des ARNm, qui est en général fonciion des séquences régulairices conienues dans a région
3’UTR. La longue région 3’UTR du iranscrii CHCO-S contient plus de séquences consensus
poienticiies qui causent ia dégradaiion des ARNm que n’en contiennent les régions 3°UTR
plus couries des transcriis CHCa-O et CHCb-O. Ces données suggérent que les iranscriis
ovariens de CHC sonti plus siables que les transcriis somatiques. Une ielie siabilité faciliterait
PPaccumulaiion de PARNm CHC dans Ies ovocyies en développement, permeiiant ainsi une
grande produciion de claihrine pendant la viiellogénese au cours de laquelle se produii
Pendocyose d’une quaniiie massive vitellogénine.

2.5.4 Expression des génes de ['adénovirus

La principale unit¢ de tardive de transcription (MLTU™) de I’adénovirus est un
modele de régulation de ’expression des génes au niveau de la formation de Uextrémité 3 ;
sa longueur est de 25 kb et, elle contient cing sites poly(A) différents (numérotés 1.1 2 1.5).
Chacun de ces sites est associé & plusieurs accepteurs potentiels d’épissage.

Pendant la phase tardive de "infection par 1"adénovirus, les cing poly(A) sont utilisés
en combinaison avee les différenis siies d’épissage pour conduire a la formation d’au moins
45 ARNm matures distincts. Par conire, lors de la phase précoce, la polyadénylation se

"2 RT PCR - Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
B CHCa-0O - CHCa Ovarian

Y CHCH-O - CHCh Ovarian

> CHCB-S : CHCh Somatic

1S MTLU : Multiple Transcription Late Unit



produii seulemeni au miveau des irols premiers siles el, la grande majoriié des iranscrits
stabies sont obienus a partir du siie poly(A) L1.

Prescott et al. (53) oni monir¢ que les ARNm issus de L1 soni cing a dix fois plus
abondanis que ceux ssus du site aval L3, Ceci laisse supposer que des facteurs cellulaires
pluidi que des facieurs viraux soni responsables de 1 uiilisation préféreniietle du siie L1 : des
€tudes in vivo oni permis d’observer que des €iéments cis, flanquanis le site L1 contribuent a
sa domination lors de la phase précoce de infection.

L utilisation de virus recombinanis conicnant le tandem de siie poly{(A) L1 ¢t L3 ou un
seul de ces siies (Prescott et al.(53)) a abouiii a plusicurs conclusions

e quand i est seul, e poly(A) L1 est un subsirat ARN faible pour ia machinerie de
polyadénylation

® cn présence de L3, le siie poly(A) L
d’ARNm siables produit a partir de L3
eceiic  1nfubiiion ne  nécessiie  pas  la formation  du  complexe  de
clivage/polyadénylaiion au niveau de L1

e c¢n dépii de ceiie inhibiiton, e siie aval L3 est biologiquement actif (indicaiion
donnée par ie fori laux de ierminaison de la iranscripiion résultani de ia consiruciion
conienani L1/13)

e un ¢i¢menti ¢is en amoni du site L1 esi nécessaire pour ceiie répression

11 & €i¢ monire que ceite mhibition n'esi pas uniquemeni due au fait que e site L1
¢lani le plus en amoni, 11 esi ie premier exposé aux facieurs de clivage/polyadénylaiion. i
semble que deux eléments cis en amont de L1 ateni aussi un efiet sur la domination de ce siie
poiy(A) : ces éiémenis coniribueni a Peflicaciié de clivage au niveau du siie L1 et, ils peuveni
éire considérés comme une pariic du signal qui empéche les ARNm non issus de la
polyadénylaiion au stie L1 de devenir des ARNm cyioplasmiques siables.

Cependant, les mécamsmes qui permetient aux éiéments de sélecuion de L1 d’inhiber
le transpori des ARNm ei/ou de faciliier leur dégradation ne soni pas encore bien connus. Ii
en est de méme pour les mecanismes permeilani de passer outre celie sélecuon lors de la
phase tardive de infeciion par 1" adénovirus.
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I esi capabie d’mhiber "accumulaiion

2.5.5 Expression des génes : conclusion

Capping, ¢pissage el polyadénylaiion soni des élapes obligatoires de la maiuration des
ARNm e¢i sont probablement nécessaires pour ie iransport efficace de ces transcriis du noyau
vers ie cyioplasme. De meéme que ies séquences en aval du siie poly(A) soni ires rapidemeni
deégradées, les transcrits primaires dont les réactions de clivage/polyadénylation ne se soni pas
dérouices correciemeni soni rapidement dégrades.

Bien qu’il ne soii pas possible de definir un mecamsime genéral de régulation des
genes par la polyadénylation, 1’éiude de différenis exemples 4 monire que dans tous les cas, 1l
est faii usage d’une polyadénylaiton alicrnaiive pour favoriser Pexpression de ceriains
iranscriis ARN. Les mécanismes qui permeiieni de sélectionner les iranscriis primaires ne
soni pas encore ires bien compris.
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2.6 CONCLUSION

Que ce soli chez les procaryoies (baciéries...) ou chez les eucaryoies (mammiferes,
levures...), la polyadénylation semble €ire un phénomene irés conservé, bien que les taux de
polyadénylation observés pour ces deux grandes fumilles différent.

Les meécanismes de formation du compiexe de  clivage/polyadénylation  sont
mainienani assez bien caraciérisés, notammeni grace aux récenis iravaux de Preker ei al. (52)
ainsi que ceux de Beyer et al. (8) en ce qui concerne Ies eucaryoies et les iravaux de N. Sarkar
{(57) sur les procaryoies. II en de méme pour les différents facieurs impliqués dans ces deux
réactions.

L’étude de plusicurs exemples a permis de démonirer le réle imporiant joué par le
poiyadénylation dans "expression des genes via différenies fonciions :

e {uciliiation du passage des ARNm du noyau vers e cytoplasme

*» stabilisaiion des ARNm vis & vis du clivage par Pexonuciéase 37 chez les
eucaryotes

» probable implicaiion de la proidine PAB dans la haison de PARNm avec le
nbosome 40 S chez les eucaryoies (proidine S1 et ribosome 30 S pour les
procaryoics)

~
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