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LA POLYADENYLATION PES ARN MESSAGERS 

Resttgrf.: 

La polyaUcnylation ou inslallation d'un segmeni poly(A) sur uii ARNin esl une operation cle 
de ia maturation de cet ARN r6alis6e selon un protocole pr6cis qui met en jeu de nombreux 
facteurs cis (elements interaes de FARN) et trans (proteines de fonctions et tailles variees). 
La polyadenylation semble impliquee dans la rcgulation de Vcxpression de ccrtains genes en 
facilitant leur passage du noyau vers !e cytoplasme etbu en augmentant leur stabilite. 

Mots-cies: 
polyadenylation, ARN messagers» expression genique 

Ahstract: 

Polyadeiiylalion or addition of a poly(A) ta.il 011 mRNAs is a key operation of their rnaturalion 
realised through a precise protocol that mvolves a set of cis-acting elements (mternal 
sequences of RNA) aad trans-acting elements (proteins of various function and weight). 
Polyadenylation seems to take part in certain genes regulation hy enhancing their ahility to 
pass through the nuclear membrane andzor increasing their stabiiity. 

Kevwords : 
polyadenylation, messenger RNA, gene expression 
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INTRODUCTION 

La polyadenylation ou installation d'un segment poly(A) dans un ARN messager 
est une operation eie de la maturation de eet AKN, elle est eneetuee dans le noyau 
selon un protoeole preeis. II existe eependant quelques exeeptions : la maturation des 
messagers aboutissant a la synthese des histones dans les eellules animales ou la 
production de eertaines proteines virales (ees eas partieuliers ne seront pas traites uans 
ce rapport). De recents progres ont ete realises: on sait aujourd'hui que ia 
polyadenylation est realisee par un systeme complexe qui reconnait un site specifique 
ou site poiy(A) sur I'ARN et efYeetue differentes operations. 

Une mise au point sur le systeme de polyadenylation (le meeanisme et les divers 
facteurs impliques) chez les eucaryotes (mammiferes et levures) et les proearyotes 
(bacteries) permettra dans une seconde partie de deterininer si la polyadenyiation peut 
uans certains cas reguler Vexpression des genes. 

Je remercie Monsieur Jean Pelmont, professeur de biochimie a l'universite 
Joseph Fourier de Grenoble, qui m'a propose ce sujet. 
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i. PREMIERE PARTIE: METH0D0L06IE 
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1.1 RECHERCBE MANUELLE 

Le sujcl de ma reoherche bibiiugraphie se rapporle au domaine de la biologie 
rnoleuulaire. Les bases elani intenogees dans la plupari des eas en anglais, il eiaii imporiani 
dans un pieinier ieinps de deteimiiier la ieiminuiogie exaeie des muis-eies a utiiiser en iangue 
angiaise. Puur eeia, un diuliunnaire biiingue franvais/angiais a servi de base puur iraduire ies 
dilTerenis ierines imporianis du sujel puis, aiin u'uiiiiser les lermes perlinents lurs de la 
reuherehe (sur CDrurn ou en iigne), ies ihesaurus de Medline el Ernbase se sont averes 
inuispensabie au ehoix des deseripteurs. 

1.2 RECHERCHE SDR CDROM 

II esi preferabie de reaiiser une reeiierehe sui CDrum avani Finterrogatiun en iigne. 
En efiet, il est ainsi possibie de tesier ei evenlueileinenl de modifier ia strategie de reeiiereiie, 
de veiifier ia pertinenee des mols-eles ei de eoinpieler avee les ihesaurus si neeessaire. Ces 
uperaiiuns etant assez iungues a realiser, l'utiiisatiuri des CDrom evile de se suueier de ia 
duree ei done du eoui de 1'inlerrogaiioii. 

II y a eependant quelques meunvenients: les bases ue donnees sur CDrom ne sont 
pas reinises a jour sysieinatiqueineiit euinine e'est le eas pour les bases en ligne. De plus, si 
un esl arnene a interruger plusieurs bases sur CDioin, ii ifesl pas possibie de reaiiser un 
dedoublonnage automatique : il faui le faiie manueileineni ei eeia prenu beaueuup de iemps. 

Pai le theine de ina reeherehe, j'ai ete amenee a ehuisir plusieurs CDrum euneernant 
des bases de dunnees du dumaine biomedieai qui soni reunies sous un aeees unique el 
simplifie : WinSPIRS, dont 1'inierfaee esl euitee par SilverPlalters. L'uiilisaiion des CDioin a 
eie possible graee a 1'URFIST. 

Pour obtenir des lefeiences ieeenies, seuls les CDruin edites en 1997 uni ele 
eunsultes. 

1.2.1 Biosis (Biuiugical Absiructs) 

Cetie base uouvie piineipaleinent le uoinaine des seienees de la vie. Les references 
soni disponibles avec un resume d'auieur (elles peuvent etre issues des 9000 periodiques, 
muiiugraphies, brevels, rapporls... qui sont exploites poui 1'alimentaiion de cette base). 

Les termes d'inieriugaiiuu ayani ete delerrnines par 1'utilisaiiun du ihesaurus MeSH de 
Medline , la quesiiun suivante a eie pusee : 

POLYADENYLATION AND MESSENGER RNA 
Elle eunduii a 1'ubieniiun de 70 references duni 43 qui suut interessanles. 

1.2.2 Embuse (Excerplu Medicu) 

Ceite base esi suiiuut urieniee vers ia medecine humaine inais pas uniquement. Elle 
cuuvre environ 2900 peiiodiques sur 110 pays. La plupaii des aitieles sorit rediges en anglais 
(75 %). Le ihesaurus de cette base, EMTREE, a une slructure sirniiaire a celle uu MeSH. Les 
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descripleurs etant ies niernes, 1'inlerrogalion a porte sur des lerrnes identiques a ueux ulilises 
pour Biusis. Sur ies 90 referenues oblenues, 45 oni eie seleeliorinees. 

1.2.3 Medline 

Celte base de donnees couvre prinuipaleinent le dornaine des sciences biomedicales. 
Elle contierii uniquernerit des references d'ariides de revues (3600 periodiques de 70 pays). 
Mediine permel d'acceder a un resurne d'auleur de Farticle (qui est reuige en anglais). 

Le ihesaurus MeSH in'a permis ue veiifier les descripleuis einployes pour 
rinterrogaiiun. La question pusee eiaii donc la ineine que puur les deux bases precedentes. 
Elle cunduii a Voblenlivn de 104 references uuni seules 45 paraisseni eire directernenl liees 
au sujet de recherche. 

Le resultat global de cette recherche sur CDium a perinis de selectioriner des texies 
qui discuteni ues aspecls generaux de la polyadenylalion ; sui Ies 264 references iniiiaies 
repariies entre les irois bases, 133 curicernani ie sujei de fayon plus precise uni ete 
seleciionriees. Apres un examen atientif de toutes les references, il s'avere qu'eiles 
comporteni de noinbreux doubtons et seules 90 soni des exempiaires uniques. 

II esi a noier que bien qu'ayanl elTecluer une lirnilalion dans le iernps en inierrogeani 
les CDroin de 1997, j'ai obtenu des references anierieures a cetie uaie, ce qui pose le 
prubleme ue la inise a juur. 

1.3 KECHERCHEENLIGNE 

Elle se faii sur le serveur Dialug, qui esi accessible a un iarif preferentiel depuis 
VENSSIB. Ce serveur iegruupe de numbreuses bases de dunnees dans iuus les dumaines. 11 
esi gere par la sociele Knight-Ridder. 
Deux inierrogaiions onl eie realisees : 

• la pieiniere pour veriEer que ues bases ielies que Pascai (144 : base scieniifique 
inuliidiscipiinaire couvranl 8500 periodiques (93% des references) et des theses, des 
conferences, des brevets...) ei SciSearcri (uase couvrani les uomaines science, iechnologie 
et bioinedecine) iVappurtent pas d'elemenls nuuveaux pour ia recherche. 
Le ciuiseinent des ueux quesiiuns suivantes 
1 .(POLYADENYLATION)/DE,TI AND PY-1997 
2. (MESSENGER( W)RN A)/DE,TI AND PY-1997 
a permis de iruuver 6 references daris Pascal (ei aucune uans SciSearch) ei luutes soni des 
duubluns aux references ubienues lurs de la rechercrie sur CDrum. 

• la secunde pour explorer un poini plus speuifique du sujel: le role joue par la 
pvlyadenylalivn des messagers dans la regulaiion de Vexpressivn des genes. 
En utilisanl les uescripteurs ueja connus ei ccux qui oni pu etre reperes grace aux 
references precedentes, une interrogation en plusieurs eiapes a ele realisee sur les trois 
bases suivantes : Biosis (55), Ernbase (72) ei Meuiirie (155). 
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Le croisement des deux questions suivantes 
1. (POL YADENYL AT10N)/DE,T1 AND PY-1997 
2.(MESSENGER(N)RNA)/DE,TI AND PY 1997 

a permis d'oblenir 144 references uont 100 sont uniques (apres dedoublormage 
automatique). Ce resultai a ete croise avec une question portant sur les termes suivants ; 
(GENE(N)EXPRESSION). Ceci a aboulit a Foblention de 28 relerences (7 d'entre elles 
sei vironl a la reuaclion de la synthese). 

Les bases en iigne etanl rnises a jour regulierement (quotidiennemerit pour Medhne, 
hebdornadaireriienl pour Embase el mensuellement pour Biosis) contraiiement aux CDrom, 
toutes les refeiences obtenues oni eiTectivemenl ete publiees en 1997. II n'a cependant pas ele 
possible de recuperer par cet inlerrnediaire des ariicles de 1998. 

1.4 INTERNET 

Des moieurs de recherche generaux ayani une couveriure interriationale tels que Aita 
Vista, Excile, Hoi Boi ou Lycos onl perrnis d'obienir queiques resulials. 
Ces resultats se piesenieni sous ueux formes ; 

• des references a des ariicles de revues 
• des adresses ue siies Iriternei qui corresponueni ie plus souveni a des universiies ou des 
iaboratoires qui effecluent ou oni elTcctue ues iravaux sur ie sujei, et qui renvoierii a ues 
resumes d"articies 

II faul noter que les dormees concernani ces articles ne soril pas toujours tres compieies ; la 
daie des iravaux (ou date ue pubiicalion) n'esl pas forcemeni mentionnee, de meme que ia 
bibiiograpriie n'esi pus ioujours presenlc ou se lirnite a quelques references. 

1.Pour Alia Visla les deux equations d'interrogaiion suivantes ont ete utiiisees : 
• polyadenyiation NEAR« messenger RNA » AND maiuraiion 
qui a perrnis d'o'otenir 4 references doni une seuie inieressanie 
• rnessenger NEAR (rna or RNA) AND rnaluratiori 
qui a perrnis d'obtenir 30 references uorit une inieressanle 

2. Excite a trouve deux adresses de sites Iniernet (mcniionnees dans la bibiiographie et 
valides a la uate des recherches) qui soni liees au sujel de ia recherehe (NB ; seul le 
deuxierne siie permettra de recuperer le docuinent primaire). 
3. L'interrogaliori de Hot Bot a aboutii a la seleclion d'une seuie reference panni ies 45 
proposees et qui avait d'aiiieurs deja ete proposee par le precedent rnoieur (NB ; ia source 
du documeni prirriaire est rnerilionriee). 
4. Le rnoteui Lycos a quani a iui permis de trouver 5 sites doni esi seul est reelleineni iie au 
sujei mais qui n'indique pas d'ou provient le document uonl ori obtieni le iesurrie. 

De maniere generale, les resuitais obtenus via Internet el ces moteurs de recherche 
soni assez peu perlinento (5 refciences seulerneni sui une centaine examinees). De pius, ii 
ifest pas possible de lirniier ies recherches dans le ieinps (uontrairement a 1'interrogaiion en 
iigne ou sur CDroin) mais, Fulilisation dTniemet pour ia rnise en iigne des travaux de 
ciiercheurs est encore assez peu repandue. Ainsi, ies refeiences obtenues sont relativerrieni 
iecenies (1991 pour ies plus anciennes). 

Un autre moieur de recherche rrioins general et plus axe sur ies sciences, Uncover, a 
eie utiiise : 4 referenees d'ariicles oni ete seleciionnees mais iouies sont anterieures a 1993. 
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Le principai ineonvenieiiL dlnieriiel esi le iemps neeessaire aux reuheruiies ; il a failu 
beauuuup de paiienue pour fmaiemenl ublenir peu de resultais, meme si ue sysieme permet de 
ineitre en uuniaul les diiTererns uoniinenis. L'uiiiisaiiun ue uei uuiil esi dunu mai aisee puur 
qui n'en a pas l"habiiude. 11 seinble qu'une gianue praiique ues rriuleuis de reuherulie 
(nuLainineni une ineiileure uurinaissanue des inudaiiies d'inlerrugaiiun) suii neuessaire pour 
ublenir des resuliais inieressanis. De memc, il esi piefeiaule d'uiiliser Iniemei en ayani une 
bunne maiiri.se du sujei de rnaniere a puuvuir irier les nurnbreuses repunses qui apparaisseni. 

1.5 8ECHERCHES COMPLEMENTABRES 

1.5.1 Bibliographies des publkaliom 

Puur demarrer ma reuheruhe, je uispusais d'une referenue de base uunnee par mun 
uomrnandiiaire (uelle-ui esi par ailleurs apparue en teie des resuliais ubtenus par Dialug uar 
elle esi Ires reuenle (fin de Fannee 1997) ). Auuune des referenues bibiiugrapniques de uei 
ariiuie n'a retenu niun atteniiun ; elles elaieril puur la plupari ires generales ei, n'ayani a faire 
qu'un rappei des riieuanismes de puiyadenyiaiiun, je ne les ai pas seleuliuniiees. 

De rneine, 1'etude des bibliugiaphies des autres referenues ubienues (tiavail lung ei 
diffiuile) a appurie peu d'eiemenis nuuveaux ; les ariiules etaieni suii anteiieurs a la periuue 
uunsideree (1997) suii ils uunuernaieni des uas pariiuuliers du sujet. 

1.5.2 Current Cottiettis 

Les Curreni Conienis suni utilises pour Iruuver les rcferenues des publiuaiiuns les pius 
reuenies ei qui ne soni pas enuuie uiassees dans les bases de duimees (ii faui uumpter en 
rnuyenne iruis rnuis apres la pubiiuatiun de 1'artiuie). 

II s'agit d'urie revue hebuuinadaire euilee par I'Instilule of Scientifie Infurrnaiiun (ISI) 
situe aux EiaLs-Unis. Elle regiuupe les surninaires ues periudiques uans 7 duinaines ; 

1. Physiuai, uherriical and earth suiences 
2. Souial and behaviuurai sciences 
3. Agriculiure, biulugy and envirunmenlal sciences 
4. Life sciences 
5. Engineering, compuiing and iechnulugy 
6. Ciinical inedecine (avec une pariie cominune a Life sciences) 
7. Aris and humanities 

11 aurait ele inieiessant de pouvoir cunsulier ies Current Cunients inais, je n'en ai 
maiheureusement pas eui le iemps. 
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1.6 RESULTATS-DOCUMENTS PRIMAIBES 

Rappel ues resullats ublerius ; 
• CDrorn ; 90 ieferertues 
• Dialog ; 28 referenues 
• Interriel; 5 reieienues 

Parrni les i 18 referenves obtenues graue a Futilisation de Dialog et des CDrom, 80 oni 
ele retenues pour la redaution de la bibliographie (il faut noter que les referenues trouvees 
graue a ues deux rnethodes sorit pour la piupart des doubions) mais, seuies 9 d'entre eiies ont 
servi a Veiaboraiion de ia synthese. 

D'apres les resuitats obtenus, ii apparaii que la base la plus inleressanle soit Embase ; 
u'esl elle qui a permis de rapatrier le pius de uonnees. 

EB ue qui uonuerrie Internet, il existe uertaiiieineni de nombreuses possibiiites, liees a 
la muitilude de sites disponibles inais, l'obtention de resuitats ne peut etre possible sans une 
rneiileure uonnaissanue des rnoleurs de reuiieruhe et une giande disponibiiite pour exploiter le 
r&seau. 

Pour la reuheruhe des douuments primaires, 1'utilisation du CDrom « Myriade » a 
perrnis de ioualiser les periodiques dans lesquels se trouvent des arliuies interessants. 

Les referenues seleutioruiees pour la redautioii de la synthese se trouvaient toutes a 
Lyon (Bibiiotheques Uriiversiiaires Suienue el Medeuine). 

Estimation du uout; 
Seion les outiis utilises, le temps uonsaure a ia reulieruiie ifest pas le rnerne ; 

•CDrom 
- bases de uonnees ; environ 1 heure 
- Myriade ; environ 30 ininuies 

•Diaiog ; 40 minutes soit un cout de 13.63$ 
•Internet; environ 7 iieures 
•uoiieute des douuments primaires ; 5 heures (budgel photouopies de 50 frarius 
environ) 
•ieulure, iraduuiion, analyse des douumenis ; 40 heures 

Ce rfesl pas ia reuheruhe elle-meme qui prend le pius de temps mais, tout ue qui 
uonuerne le travail neuessaiie apres uette reuheruhe u'est a dire la uolieuie des douuments 
primaires et 1'analyse de ueux-ui. 
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2.1 INTRODUCTION 

Les trmisviils priirmires (ou pre ARN messagers) u'une celiule euvaryole subissent 
divers slades de maluralivn pour devenir des ARN inessagers (ARNm) lulaieriierit 
fvnulivnnels. Uii de ces evenemeiits est ia furmatiuii de Fexlremiie 3' qui se pruduit en deux 
etapes elroiiement iiees, necessitanl un echantiiiun cumpiexe de facleurs cis el trans et au 
cuuis de iaqueiie le pre ARNm reyuit une riuuveiie extreinite 3' qui esl quasiment luujuurs 
une queue puiy(A). 

Dans une prermere reactiun, le pre ARNrn est ciive dans le nuyau, au niveau d'un site 
de pulyadenylaliun uu sile puly(A). Dans une secunde etape, etiuilemeiit cuuplee, se pruduil 
la reactiun de poiyadenylaliun qui curisiste a i'auditiun de queiques 200 residus adenusine sur 
le pruuuil de ciivage amunt alurs que dans le ineme ternps, ie fragmenl avai est rapidemenl 
degrade. 

Les reactiuns qui se pruduisenl ciiez ies prucaryutes sunt, curmne nuus ie verruns pius 
iuin, des reactiuns quasirnent sirniiaires a ceiies ubseivees ciiez ies eucaryutes. 

2.2 LA IK)LYADEN YLATION CH.EZ LES EUCARYO'1'ES 

2.2.1 Lmnummiferes 

Chez ies mammiferes, ie facteur specifique du ciivage et de la poiyadenylalion 
(CPSF1) est un 6$6ment cie de ce processus. 11 est necessaire dans les deux etapes : CPSF est 
un complexe prot6ique multimerique qui se iie a la sequence consensus hexanucleotide 
AAUAAA. situce en amont du site de clivage. grace a sa pius grande sous-unite. Cette liaison 
se produit en eooperation avec !e facteur de stimulation du clivage (CstF2) qui reconnait une 
sequence riche en U ou GU (rnoins bien definie) en aval du site de clivage, grace a sa sous-
unite de 64 kDa. De plus, la reaction ue clivage requiert la presence de l'enzyme 
poiy(A)poiymerase (ou PAP) ainsi que deux facteurs de ciivage, CFIm3 et CFilm. 

Apres cette etape, la queue poly(A) est ajoutee par la PAP selon un processus qui 
necessite CPSF et une proteine de liaison au poly(A) (ou PABII4). 

Ainsi, d'apres Bever et ai. (8), il existe chez ies mammiferes au moins 6 facteurs trans 
impfiques dans la formation de i'extr6mite 3'. 

On suppose que la reconnaissan.ce de ia sequence AAUAAA par CPSF est la premicre 
etape de fvrmalivn du curnplexe de clivage/pulyadenylaiiun ; ce curnpiexe inilial est ensuile 
siabilise par la liaison subsequenle de CstF a l'element aval (la capauile de Fenzyme a utiliser 
ce sile puly(A) esl liee a la stabilite du cuinplexe lernaire ainsi defini). CFIrn, CFlIm el PAP 
se lienl alurs puur furmer urr curnplexe actif. 

L'eleinenl aval est reference curmne elemenl ricrie en U uu GU car il cumpurte ue 
nornbreux residus uracile el guanine mais, les sequences qui functiunnenl eri lant qu'elemeiil 
aval dans les dilferents genes etudies monlrenl une grande variabilite. Cependanl, il a ete 
demuntre que !a distance eritre ces sequerices aval et le signal cunsensus AAUAAA est 
critique ; le fait de decaler cel eiernenl vers 1'aval abuiil le clivage en merne lerrips qu'il 
mudifie le site de ciivage. Ces scquences riches en GU sembienl dunc etre chuisies 

1 CPSF - Oeavage and Polyadenylafiori Speeifieity Faetor 
2 €stF : Oeavage stimulation Faclor 
3 CF : Oeavage Factor 
4 PAB : Poly(A) Binding Protein 

1?  



pr6ferentiellement par rapport a une interaction ARN-CstF. 11 est a noter que dans la plupart 
des cas, Felement aval se trouve dans la region 3' non traduite des genes. 

Chen et al. (10) ont determine les principaux elements du signal de polyadenylation 
chez les mammiferes. 

AAUAAA A>U>C»G RICHE EN GU 
Consensus Region de clivage Element aval 

5' | -6 1 11 1 -——13 1 10 a 30- 1 5—— 13' 

Fisure 1. Les relaticms fonctionmlles entre les principam 
eliments cis du signal de polyadenylation des mammiferes. 

La figure 1 montre la sequence preferentielle pour la selection du site de clivage et de 
polyadenylation. Les chiffres indiques au bas du schema sont les longueurs des differents 
elements en nucleotides. 

2.2.2 Les levures 

Chez la levure, Fetude exhaustive des sequences necessaires a la formation de 
Fextremite 3' a aboutit a Fidentification de 2 eMments essentiels qui sont tous deux situes en 
amont du site de clivage ; 

- un « dlement de positionnement», proche du site de clivage (le plus souvent la 
sequence AAUAAA) 
- un « element efficace » distant 
In vitro, les reactions de formation de Fextremite 3' necessitent 4 facteurs trans : le 

clivage requiert les facteurs de clivage CFI et CFIl alors que la polyadenylation se produit 
quand CFI, la poly(A)polymerase (Paplp) et le facteur de polyadenylation I (PFI5) sont 
combines. 

Dans un modele d'assemblage du complexe de clivage/polyadenylation propose par 
Preker et al. (52), Fenzyme Paplp liee au pre ARNm par au moins deux evenements de 
reconnaissance differents. Premierement, une liaison directe de PFl-Paplp a « Felement 
efficace » du fragment amont de clivage et deuxiemement, une sous-unite de PFl agit comme 
pont entre Paplp et CFI qui se lie au pre ARNm, probablement au niveau de « Felement de 
positionnement». 

La reconnaissance specifique du site correct de polyadenylation serait ainsi transmise 
par Fassemblage d'un reseau complexe d'interactions ARN-Proteines et Proteines-Proteines, 
comme le montre la figure 2. 

II semble qu'une sous-unite de CFI possede une activite qui lui permette de controler 
la longueur de la queue poly(A) synthetisee par le complexe PFl-Paplp. 

5 PF ; Polyadenylation Factor 
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Fiuure 2. Represeniaium schewtaiique du cumplexe de 
polyudenyiattun de la levure 

2.2.3 Homotogtes et dijfirences chez ies eucaiyotes 

Les analyses failes par Preker el al, (52) rnonlreiil qu'il exisle de nombreuses 
homologies enUe les fauleurs traiis qui soni impliques dans la formaliori de Pexirerniie 3' 
vhez les levures el les rnarnrniferes. En effei, il semble que CPSF (mammifere) el PFI (levure) 
aieni des foneiions sirnilaires dans les deux organismes : ceiie hypoihese esi renforeee pai les 
hornoiogies de sequenves qui exisleni enlre les diverses sous-uniie des ueux eornposanis. De 
irieme, des siiniliiudes oni pu eire observees pour les facieurs CFI (levure) ei CsiF 
(marnmifere) , que ce soil au niveau de leurs fonciioris ou de leurs sequences. 

Ainsi, les difierenis facieurs ue ceiie eiape de inaiuraiion des ARNm seinbleni eire 
conserves enlre levures el rnammiferes (qui appariienneni rappeions le aux eucaryoies), 
rneine si le ioie de chaque coinpose rfesi pas absolurrieni ideniique uans les ueux cas (par 
exemple, aiors que CslF pariicipe seuierneni a la reaciion de clivage, CFI esl essenliei pour 
les deux phases ue clivage ei ue polyadenylaiion). Mais, les discordances apparenies enire les 
hoiriologies de sequences et de foncliorr peuvenl elte en pariie expiiquees pat le fait que 
Pinventaire des facleurs n'est pas ioujours complei ei aussi parce que les mecanismes 
rnoleculaires detailles de Paction de ces facteurs proieiques dans les reactions ne sonl pas 
ioujouis bien connus. 

2.3 POLYADENYLATION CHEZ LES PROCARYOTES 

Chez les bacleries, les ARNm sonl accessibles par ia machineric de synthese ues 
proteines aussilot apres leur transcription de PADN. Parce que ia iiaduciion est 
essentielieinenl cotranscriptionnelle, les ARNm bacteriens sont uiilises ires rapidement et tres 
efficaceinent, iis ont de pius une uemi-vie relalivement coui te (Sarkar(57)). 

La longueur de ia queue poiy(A) de ces ARNin varie de. 14 a 60 nucleotides ei, 
contraiiement aux eucaryotes, seuls 2 a 50% des ARNiri bacteriens sont polyauenyles. 

11 n'a pas ete possible de defmir un consensus unique pour le site de poiyauenylalion 
(Sarkar(57)), ainsi, il existe 6 ciasses differenies de siie poiy(A). Ceci suggere que la 
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polyadenylation ehez les bacleries peul se produire ue fayon indisuriminee quasiment a ioules 
les exlremites 3' non proLegees des ARNm, sans tenir uomple de ia sequenue ou des 
sUuulures seuondaires des ARN. 

De plus, les' eiudes de N. Sarkar oni rnontre que plusieurs poIy(A)polymerases 
difierenies soiii ulilisees pour la reaulion de polyadenyiaiion, derivani de geries non lies, mais 
la reaulion se derouie ioujours seion le meine piouessus : 

ARN + nATP —> ARN(A)n + nPPi 

La polyadenylaiion a sans uoule plusieurs roies uhez les prouaryoies ; 
• la reguialion de Vexpression du piasrniue par un ARN aniisens. 
Le nombre de uopies du piasinide bauierien esl uorilroie par un meuanisme qui irnpiique un 
ARN antisens (RNA.I6): la poiyadenylation de cet ARN inactive ie rdle inhibiteur de la 
r6plication du plasmide par RNAI (peut-etre en induisant un changement de structure 
secondaire) et faeilite sa degradation par Vexonuciease 3'. 
• ie contrdie de la demi-vie des ARNm. 
Les reactions de polyadenylation et de degradation par rexonuclease sont des processus 
uompelitifs ; ia poiyadenyiaiion va deslabiiiser ies ARNm ayani des struuiures ierininaies en 
« epingie a cneveux » (iis seroni aiors pius sensibles a la degradaiion) ei eile peul siabiiiser 
ies ARN rfayanl pas ues siruuiures. 
II esi donu probabie que ia polyadenylaiion ues ARNm joue un roie important dans rinitiation 
de ia degradation par 1'exonuulease. 
• ia Iraduution des ARNrn. 
La proLeine S1 semble assouiee in vivo aveu la queue poly(A) de VARNm baulerien ; il esL 
possibie que ueiie assouiaiion joue un roie uans la stimuialion de Finiiiaiiori de la iraduuiiori. 

6  R N A I  :  Ribo Nucieio Acid Tnverse 



2.4 TABLEAU DE COMPARAISON 

Les differeiiles donnees menlioraiees dans les paragraphes preeedenls permetlent 
d'eUiblir un iableau pour recapiluler les piineipales caraeleristiques de la polyadenylation 
ehez les euearyoles el les pruearyutes. 

Procaryotes Eucaryotes 
Longueur du poty(A) 14-60 nucleotides 80-200 nucleotides 
Proportion d'ARNm 
polyadenyles 2-50 % 100 % 

Site de polvadenylation sans distinction au niveau des 
extremites 3' scccssibles 

en aval de la sequence 
consensus AAO.AAA 

Poly(A)polymerase plusieurs enzymes codees par 
des genes diiTerents 

isotormes d'une enzyme 
(meme gene) 

Fonctions 
• stahilite des ARNm 

• traduction 

• replication du plasmide 

- destabilisation des ARNm 
avec une structure terminale 

cn epingle 
- possible stabiiisation des 

ARNm sans structure 
rdle possible par la liaison de 
la prot6ine S1 au ribosome 

30S 
d^gradation de 

VARNm antisens inhibiteur 

stabilisation des ARNm sans ' 
structure terminale en epingle 

interaction de PAB sans doute 
impliquee daiis la liaison de 
FARNm au ribosome 40 S 

D'apres Sarkar (57), il esl probable que la funcliun iniliaie de la pulyadenytaliun elait 
de juuer un rule darvs la rnachinerie d'assemblage des rnacrurnulecules. 

La deeuuverle d'huinulugies de sequenees erilre la piincipaie puly(A)puiyinerase et 
1'ARNt nucleuliuy 1 bansfeiase de E. coli d'une parl el enlre la puIy(A)polymerase 
eucaryulique el 1'ARNl nucieulidyllransferase des archeubacleiies u'aulie parl, laisse 
supposer que Vaddiliuii posl iranscriptiunrieile u'un residu adenylate ierminal a 1'ARNi pour 
le rendre funcliunnel esl sans duuie le ruie ancestral de ia pulyadenviaiiun. 

II esl pussible d'imagirier eomraeni, a partir de ee ruie uans la synihese de 
macrumulccuies, la polyadenylaiiun a pu evuluer vers des funcliuns regulalrices ielles quc le 
cunlrole de la slabilile des ARNiri ou des ARN qui rnodulerit la replicaliun ue 1'ADN... 

2.5 LA REGULATION DE L'EXPRESSION DES GENES 

La pluparl des ARNrn eucaryoles subisseni ia polyadenylaiiori dans le noyau des 
cellules (rnais, ll existe aussi des elemerik de polyadcnylalion cyloplasmiques). 

Les expenrneniaiiori rnenecs par K. Bechler (7) moriireni que FARNm sans aucune 
modificalion peul eiie iraduii dans le noyau ei dans le cylopiasrne. Cepenuani, Vaddilion de ia 
queue poly(A) a rextrernile 3' augriienie le niveau d'expression ; ceci peui probablement eire 
explique par le fait que la polyadenylation joueraii un role proieeleur eonlre la uegradation 
exonucieolyiique et assurcraii unc pius grande stabiliie de 1'ARNrn. 
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D'auire part, la polyadenylation ainsi que le « vapping » (inaluration de 1'extrerniie 5') 
semblent etre nevessaires pour le iranspori des ARNrri du noyau vers le uyioplasrne (K. 
Bechler(7) et N. Sarkai(57)) ei servent de signal pour Finiiiaiion de la biosyniliese des 
proteines. 

Cornrne il ne sernble pas y avoir de rneuanisme general pour expliquer le role de la 
polyadenylaiion dans la regulation de Fexpression des genes, seule 1'etude de quelques uas 
permeiira de rnieux uornprendre Fimporianue de ue prouessus. 

2.5.1 L 'immunoglobuline M (Igim) 

Les IgM inlerviennent dans la prerniere phase de la reponse imrriunilaire; qu'elies 
soient uiruulanies ou liees a la rnembrarie, eiies uonsiituenl la premiere ligrie de ueferise de 
i'organisme avarii le uhangeineni d'isoiype (ei la seureiion ues aniiuoips speuifiques) ei soni 
donu uruuiales. 

Le gene de flgM uomporle deux siies poly(A) ; un perrneilaiil la seureiion des Iglvl ei 
le seuond abouiissani a une IgM membrariaiie. L'uiilisaiion du siie permeiianl la seereiion des 
IgM semble elre regulee au uours de la differenuiaiion des ueliules B : la difiereriuialion est 
donu regulee par la modulation de Pauiivite de la polyaderiylalion au niveau de ue siie. 

La reuormaissanue du siie poIy(A) par le uorriplexe de ulivage/polyadenylaiion 
implique un reseau rnuliiple d'inierauiions entre de nombreux elemenis de sequenue 
(elcmenis cis) el difierenis uornposanis de la machineiie de formaiion de "exiremiie 3' 
(elemenis trans) ainsi que des interactions enire les uomposants eux-rnernes. La limitaiion de 
1'un de ces elernents trans, lois de iesis in viira, abouiit a la dependance vis a vis de ce 
coinpose (Phillips ei al. (50)) : ii est possible que la regulaiion se produise sirnplerneni par la 
modulatiori de fabondance des facieurs de clivage/polyaderiylalion. Cependani, la siruuiure 
des elemenis du subsiral ARN jouera aussi un role dans la deiermmation de ueite dependance. 

II esi donc irnporlani de comprendre le role des diffeienis cis et irans irnpliques , la 
sequence hexanucieoiide consensus AAuAAA du site poIy(A) esi cornprise dans une 
sequence riche en AU. De plus, il existe deux regions riche en GU, de 8 ei 11 nucieoiiues de 
long, qui sont localisees respectivemeni 21 el 58 nucieolides en aval ue sequence consensus. 
Par comparaison avec des subsirais iypes, les uisiances eiilre ie siie hexanucleoiide ei ces 
deux sequences rie sernbleni pas opiirnales : 1'un eianl irop eioigne ei 1'auire trop proche du 
consensus. 

PMIMps et al. (50) ont montre que les deux regions riches en GU ainsi que 
fhexanucleolide consensus contribuent a la siabiliie du complexe primaire d'iniiiaiion (furme 
par rinleraciion de CPSF avec AAUAAA ei de CsiF avec les elernenls riches en GU ; il 
sernble qu'uite seule inolecule de chaque facieur soil mise en jeu). Suiie a ces 
experirneniatioiis, il a eie propose que la naiure rnuiiiproleique de CstF module 1'alEniie de 
liaison de CsiF au cours des difierenles eiapes de la difieienciaiion. Le iaux de CsiF dans la 
cellule seinble pouvoir, dans uri sysieme reconsliiue in vilro, reguler 1'eIEcaciie de la 
polyadenylaiion au niveau du siie poly(A) qui perrnei la secrelion des IgM. 

Des cornparaisons ue sequences reveieni que : 
• la presence des deux eleinents avai a proximiie du site poly(A) perineiiani la 
secreliori des IgM difiere des aulres sites poly(A)« secreieurs » des Ig 
• la presence de la regiori riche en AU (adjacenie au consensus hexanucleoiide) esi 
conservee au niveau des sites poly(A) « seureieurs » d'IgM 

On suppose que ueiie double siruuiuie en aval uu siie poly(A) apporie une fiexibilile 
qui devrait perrneiire une adaptaiion aux uhangenieiits des uondiiions de forrnaiion du 
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uumplexe de ulivage/polyaderiylaliun (strueiure et abundanee des fauleuis de ue uumpiexe 
nuLarnmenl) au euurs de la regulaliun. ue remuauiie de la puiyadenylaiiun. 

2.5.2 Caenmkabdiiis eiegam 

Les uonlroles iraduuiiunnels suni esseniieis puur de riurnbreuses deuisiuns liees au 
develuppement, Puur beaucoug) d'organismes, des elements uis reguiateurs siiues dans ia 
rtgion 31 non traduite (3'UTR') des genes gouvernent des 6vinements majeurs tels que la 
formation de I'axe embryogenique, 1'expression des ARNm maternels ou la determination du 
sexe. 

Chez C. siegans, le gene tra-2 est responsable de Is determination du sexe: si ii 
fonctionne normalement, i! aboutit a ia generation de nernatodes femelles et sa regulation 
negative aboutit au deveioppemerii des maies et riennaphrodites. 

La traduction de ce gene est regulee par deux eMments de 28 nucteotides (DRE8) 
localises dans la region 3'UTR; ils lient un facteur appele DRF9. Recemmeat, Jan et al. (21) 
ont montre que les DRE controlent la longueur de la queue polv(A). Ces donnees suggdrent 
que la traduction de tra-2 est rigulee par inhibiiion de la polyadenylation: ils ent travaille sur 
Fhypothese que la liaison de DRF aux DRE reprime la traduction et ainsi inhibe le 
developpement des nernatodes femelies. 

Jan ei at. (21) onl egaiernent montre que les DRE de tra-2 font probabienrent pariie 
d'une famille d*eleinenis regulateurs hautement uonser ves qui peuveut conlroler la traduciion 
u'autres ARNm dans de nombreux organismes ; Voncogerie hurnairi GLI est regule de fayon 
iraduciionnelle par des elernenls sirnilaires aux DRE, idern pour C. briggsae. Ces uecouveries 
suggereni que le conirole iraduciiortnel esi conserve et present nori seulement chez les 
nemaiodes mais aussi chez les niarrimiferes. 

La regulation de la Iraduciiorr par des eiernents de la region 3*UTR est donc 
irnporianle pour le cornruie de 1'aciivite des genes de nombreux organismes. A ce jour, il y a 
peu d'inforrnation sur la tnariiere doni soni conserves les differenis controles 3'UTR. 

2.5.3 Micanisme dyendacytose 

Les ovocytes (celluies de la lignee germinale fernelle rVayani pas encore subil la 
meiose) des insecies sonl haulemenl specialises dans renuocytose, via des recepieurs, de 
pr6curseurs des prottines du jaune d oeuf. La chatne lourde de la clathrine (CHC10) est le 
principai element structural des vesicules formees: 3 CHC se combinent avec 3 chaines 
legeres (CLCn) pour creer un squelette hexamerique. 11 est a noter que la clathrine est 
exprim6e de fagon ubiquitaire dans toutes !es ceilules eucaryotes analysees jusqu'a 
aujourd'hui, des protozoaires aux metazoaires. 

Kokoza ei al. (26) orrt utilise cornrne modele d'etude le processus d'enuocytose des 
ovocytes en developpement uu moustique responsable ue la ftevre jaune, Aedes aegypii. Les 
resultais obtenus montrent que ie gerie chc est regule aux niveaux transciiptionnei ei posi 
transcriplionriel ; la cornbiriaison de Vepissage differeniiei ei de ia poiyadenylaiiort alierriative 

7 3'IJTR : V IMransMed Region 
8 DRR * Dowi\ Regnlating Eiemenf 
9 DRF : Down Regulating Factor 
10 CHC : Clathrin HcavyChain 
11 CLC ; Clalhrin Light Cbain 
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coriduil a robientiun de 3 iransuriis CHC nialures disiincls qui rnuntrenl une expressiori 
speviHque en furiciiun des iissus, du siade de developpemeni ci du sexe. 

Lc gene chc de A. aegypii s'ciend sur cnviron 45 kb , il esi cornpxise de sepi exons 
donl cinq codeni la proleine. La scquence codanle ue ce gene esi haulerneril conservcc, que ce 
soil au riiveau des nucleoiidcs ou des acides amiries. 

Le clonage des ADNc (amplltl6s par RT PCRi2) a permis d5identifler deux classes 
d'ARNm qui different par la taille de leur 3'UTR : 

• vm classe possedant une longiie region 3'UTR de 1.4 kb 
• une classe possedant une courte region 3'UTR de 0.35 kb 

La polyadenyiatiori ailcrnative esi probabiemeni lc meuanisnie qui pcrmel de generer dcs 
ARNrn de iaiiles differenles: deux signaux poleniiels de poiyadenylalion oni ele 
ideniifies (AAUAAA ei AAUAUA). De pius, dcs anaiyscs par Noriherri biol oni monirc qu'ii 
cxisle 2 typcs dc Irariscrils CHC dans les lissus de A. aegypii; un ARNrn « ovarien » de 6.5 
kb, dctcclc seulemenl dans les ovaires des femeiles pendant ies periodes de previleiiogenese 
el de viieilogenesc cl un ARNrri « sornalique » dc 7.5 kb presenl uans lcs iissus somaliques 
(e'est a dire non differeneies) des femelles ei dans tous ies tissus des males. L'utilisalion 
ailernaiive ue ces signaux esi sans douie ia raison ue Fobteniion de deux irariscr ils dilferents 
dans ies iissus sornaliques ei les lissus reproductils fernelles. 

L'cpissage difierciiiiel de 1'extremile 5' et la polyadenylalion ailernative de 
I'exlremite 3' soni cornbincs pour produire irois iypes de transcrils inaiures uu gene chc dans 
ies differenis iissus de A. aegypii; 1 H 

• CHCa-O' transcnt ovanen traduit par un promoteur distant 
• CHCb-O14 transcrit ovarien traduit par un promoteur proximal 
• CHCb-S15 transcrit somatique traduit par un promoteur proxima! 

fcxprcssion dcs gcncs cucaryotcs cst particiicmcnt rcguicc par lc taux dc dcgradation 
des ARNm, qui esi en general fonclion des sequences rcguiati ices contenues dans ia regiorr 
3'UTR. La iongue region 3'UTR du transcrii CHCb-S coritient pius de scquenccs consensus 
potentieiies qui causenl ia degradatiori des ARNm que rferi eorilieririenl ies regions 3'UTR 
ptus courtes des transcrils CHCa-0 ei CHCb-O. Ccs donnees suggerenl que les irariscrits 
ovariens de CHC soril plus siabies que ies iransciits somaliques. Uue ieiie stabiiiie faciliierail 
i'aecuiriuialion dc l'ARNm CHC dans ies ovocytes en developpeinciil, perrrieitaru ainsi une 
granuc produciion de clathrine pendani ia viteliogencse au cours de iaqueiie se produit 
1'endocyosc d'une quantiie massive viieliogeriine. 

2.5.4 Expression des gitnes de 1'Miimvirus 

La principale umte de tardive de transcription (ML'1'U16) de 1'adenoviras est un 
modele d e  r e g u l a t i o n  d e  1 ' e x p r e s s i o n  d e s  g e n e s  a u  n i v e a u  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  l ' e x t r e m i t e  3 ' ;  
sa longyeur est de 25 kb et. elle contient cinq sites poly(A) differents (mjmemtes L1 a 15), 
Chacun de ces sites est associe a piusieurs accepteurs potentiels d'epissage. 

Pendant la phase tardive de 1'infection par I'adenovirus, les cinq poiy(A) sont utilises 
en combinaison avec les differents siies d*epissage pour uonduire a la formaiion d'au moins 
45 ARNrn rnaiures distiricts. Par contre, lors dc la priasc prccoce, la poiyadenyiaiion se 

12 RT PCR : Reverse Transcripfase Polymwrase Chain Reaefion 
13 CHCa-O • CHC.a Ovarian 
14 CHCh-O : CHCb Ovarian 
15 CHCb-S : CHCh Somatic 
16 MTLU ; Multiple Transcription Late Unit 
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produil seuleinenl au riiveau des trois premiers sites et, la gnuide majurite des transuiits 
stables sont ubtenus a partir du site puIy(A) Ll, 

Piesuuti et ai. (53) unt iiiuntre que les ARNin issus de L1 surit dnq a dix fois plus 
aburidants que ueux issus du siie avai L3. Ceui laisse supposer que des fauteurs uellulaires 
plutut que des fauteurs viraux sunt resporisables de Futilisation preferentielle du sile L1 ; des 
eludes in vivo unt perinis d'observer que des eleinenls uis, fianquants le site L1 uoniribuent a 
sa dorninalion lors de la phase preuoue de Vinfeution. 

L'utilisatiun de virus reuombinants uoriiciiani ie tandem de site poly(A) L1 ei L3 ou un 
seul ue ues sites (Presuott et al.(53)) a abuutit a plusieurs uunuiusiuns : 

• quand il est seui, le poly(A) Li est un substrat ARN faible puur la rnauhinerie de 
pulyadenyiatiun 
• en presenue de L3, le site poly(A) L1 est uapabie d'inhiber Fauuurnulation 
d'ARNm stables produit a partir de L3 
•uette inhibiiion ne neuessiie pas ia forrnatiun du uurnplexe de 
uiivage/pulvaderiyiatiun au niveau ue L1 
• en depit de uette inMbilion, le site aval L3 est biulogiquerneni autif (indicalion 
dunnee par le fort taux de terniinaisun de la transuription resuiiant de ia uurisiruuliun 
uuriieriani L1/L3) 
• un eieinent uis en amunt uu siie Ll est necessaire pour ueite repressiun 

11 a ele monlre que uette inhibition n'est pas uniquement due au fait que le site L1 
etant le plus en ainoni, ii esi le premier expose aux fauteurs de uiivage/pulyadenylatiun. II 
semble que deux eiernents uis en amunl de L1 aienl aussi un effet sur ia domination ue ue site 
poly(A): ues elemenis uonlribuent a 1'effiuauite de uiivage au niveau du site L1 et, iis peuvent 
etie uonsideres uuinine une partie du signai qui empeuhe ies ARNrn nurr issus de la 
puiyadenyiatiun au site L1 ue devenir des ARNm uyiupiasiniques siables. 

Cependant, les rneuanismes qui permetteni aux elements de seleution de L1 u'inhiber 
le transport des ARNin el/ou de fauiliier leur degiadaiion rie sont pas enuore bieri uonnus. 11 
eri esl ue menie pour les meuanisrnes permeltant de passer uutre uetie seleutiun luts de la 
phase tardive de 1'irifeuiiun par 1'adenuvirus. 

ZS.S Expresskm desgems : cmclusim 

Capping, epissage et pulyadenylatiun sunt ues eiapes ubligatuires de la maturatiun des 
ARNtn et sunt prubablement neuessaires puur ie transport efiiuaue ue ues transurits du nuyau 
vers le uyiuplasrne. De rneme que les sequenues en aval du site poly(A) sunt tres rapidement 
uegradees, les transurits prirriaiies dunt les reauiiuns de uiivage/puiyaderiyiaiiun ne se suni pas 
deruuiees uorreulemenl soril rapiuement degrades. 

Bien qu'il ne soit pas possible de definir un mecanisme general de reguiaiion des 
genes par la polyadenylation, Vetude de differents exemples a monlre que dans lous ies uas, il 
est fait usage d'une poiyadenylation aiiernative pour favoiiset l'expiession de uertains 
Iransurits ARN. Les ineuanisines qui peimetleni de seleuiionner les transuriis primaires ne 
sunt pas enuure tres bien uumpris. 



2.6 CONCLUSION 

Que ce soil uhez les piouaryoies (bauieries...) ou uliez les euuaryoies (mammiferes» 
levures...), la polyadenylation semble elre un phenomene Ires uonserve, bien que les iaux ue 
polyaueriylaiion observes pour ues deux grandes farnilles diffeieni. 

Les nicuauisrries de foniiaiion du uoriiplexe de ulivage/polyadenylaiion soni 
maintenanl assez bien uarauierises, nuiamineni graue aux icuenis iravaux de Preker ei al. (52) 
airisi que ueux de Beyer et al. (8) en ue qui uonueine les euuaryoies ei les iravaux de N. Sarkar 
(57) sur les prouaryotes. II en de meriie pour les differenis fauleurs irnpliques dans ues ueux 
reautions. 

L'etude de plusieurs exemples a permis de deinoniier le role imporiani joue par le 
poiyadenylaiion dans Vexpressiun des genes via diflerenles fonuiions ; 

• fauiliiation du passage des ARNin du noyau vers le uytoplasme 
• stabiiisaiioii ues ARNin vis a vis uu ulivage par Vexonuulease 3' ubez les 
eucaryotes 
• probable impliuaiion de la proteine PAB dans la liaison de VARNin aveu le 
ribosoine 40 S uhez les euuaryotes (pruieine S1 el ribosome 30 S pour les 
prouaryotes) 
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