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Résumé

Les végétaux en tant qu’organismes sont souvent confrontés a des conditions
environnementales changeantes. Lorsqu’ils sont soumis a un stress, ces derniers passent d'un
mode « croissance » a un mode « survie » grace a une reprogrammation rapide de l'expression
de leurs génes. Ce processus repose sur des mécanismes moléculaires complexes qui se
déroulent a différentes échelles (ADN, ARN, protéine). Au cours de ces 8 dernic¢res années, je
me suis plus particuliérement intéressé au role de la régulation post- transcriptionnelle des
ARN messagers dans ce processus chez la plante modele, Arabidopsis thaliana. Cette
régulation peut affecter dans le cytoplasme la stabilité des ARN messagers, leur traduction ou
encore leur stockage.

Aprés une introduction sur le contrdle de la traduction et sur la stabilité des ARN
messagers chez les eucaryotes, j’exposerai dans ce manuscrit mes travaux antérieurs depuis
mon premier postdoctorat jusqu’a aujourd’hui. Ma premiére activité postdoctorale (LGDP,
Perpignan) a permis de mettre en évidence I’importance de la dégradation active des ARN
messagers en réponse au stress thermique chez Arabidopsis (Merret et al., 2013). Cette
dégradation est mise en place par 1’exoribonucléase XRN4 sur environ 4500 transcrits codant
les facteurs de I’activité cellulaire basale. Par ailleurs, nous avons montré qu’une partie de
cette dégradation se met en place directement sur les polysomes. Cette dégradation dite co-
traductionnelle est induite suite a un ralentissement des ribosomes sur des transcrits codant
des peptides hydrophobes (Merret ef al., 2015). Elle permet ainsi une dégradation rapide des
ARN messagers et évite I’agrégation de protéines hydrophobes au cours du stress. Ma
seconde activité postdoctorale (ABRC, Taiwan) a révélé I’importance du stockage de certains
ARN messagers au cours du stress thermique chez Arabidopsis. Lors du retour a la condition
normale, ces ARNm stockés sont libérés par la chaperonne HSP101 et permettent une reprise
efficace de la traduction (Merret et al., 2017).

Depuis mon recrutement en tant que chargé de recherche (CRCN, CNRS) en 2015, je
poursuis mon activité de recherche au sein de 1’équipe du Dr. Cécile Bousquet-Antonelli au
Laboratoire Génome et Développement des Plantes a Perpignan. Je terminerai donc ce
manuscrit en présentant le projet de recherche que je développe actuellement et les
orientations que je veux y apporter au cours de ces prochaines années. Ce projet de recherche
s’oriente sur une analyse intégrée des mécanismes qui contrdlent a la fois la traduction et la
dégradation des ARN messagers au cours du développement de la plante et en réponse a une

contrainte environnementale.
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Figure 1 : Représentation schématique des mécanismes généraux de dégradation des
transcrits chez la levure (Adapté de Norbury, 2013). Un ARN messager en cours de
traduction est circulaire de part I’interaction entre les poly(A) binding protein (PABP) et le
complexe de coiffe, elF4F. L'entrée en dégradation démarre par une déadénylation lente
provoquée par PAN2/PAN3 puis rapide par le complexe CCR4/NOT. Aprés déadénylation,
I'ARN rentre dans un processus de dégradation 3'-5' facilité par l'exosome ou dans un
processus de dégradation 5'-3' via XRNI1 aprés recrutement du complexe LSM/Pat et

decapping. L'ARN peut aussi étre dégradé de manicere déadénylation-indépendante par une

coupure endonucléolytique par exemple.



IV- Travaux de recherche antérieurs

Au cours de mon parcours, j’ai effectué¢ une thése a 'INRA de Nancy sur les bases
moléculaires du controle de la croissance de la racine du peuplier sous déficit hydrique. Ce travail a
notamment montré 1’importance de prendre en compte la dynamique de la croissance cellulaire dans
I’analyse de I’expression des geénes (Merret et al., 2010). Je ne détaillerai pas dans ce manuscrit les
travaux menés dans le cadre de ma theése, malgré ’'importance que je leur accorde dans mon
parcours. Je vais décrire ci-dessous mes travaux de recherche a partir de mon premier post-doctorat
réalisé sur le métabolisme des ARN messagers en réponse au stress thermique chez Arabidopsis
thaliana. Ce projet a été le point de départ des travaux de recherche qui ont suivi, et que je mene

actuellement.

IV-1- Introduction générale : cycle de vie des ARN messagers

Tout ARN messager présente a chacune de ses extrémités des structures qui le protégent de
la dégradation en méme tant qu’elles stimulent sa traduction, respectivement en 5' la coiffe et en 3'
la queue poly(A). Néanmoins, tout ARN messager a une durée de vie fixée et peut subir un
processus de dégradation cytoplasmique (Figure 1). Ce processus débute par la réduction de la
queue poly(A) appelée déadénylation qui est une étape limitante se déroulant en deux phases. La
premiére phase de mise en place par le complexe PAN2-PAN3 est un processus lent et distributif.
Puis, la queue poly(A) est dégradée de maniere rapide et processive par le complexe CCR4-CAFI1-
NOT jusqu’a une taille minimale (autour de 10 a 15 A) qui déclenche le processus de dégradation
du messager (Brook and Gray, 2012 ; Eulalio et al, 2007a ; Parker, 2012). Suite a leur
déadénylation, les ARN messagers peuvent &tre dégradés du coté 3' aussi bien que du coté 5'. La
dégradation 3’-5’ est catalysée par un complexe nommé I’exosome compos¢ de 9 sous-unités qui
forment une structure en anneau (Lange and Gagliardi, 2010 ; Lykke-Andersen ef al., 2011). La
dégradation 5°-3” est catalysée par I’exoribonucléase XRN1 (ou XRN4, 'homologue chez
Arabidopsis thaliana). Cette dégradation ne peut se faire qu'en 'absence de coiffe. Une étape de
retrait de la coiffe (ou decapping) est donc nécessaire. Le déclenchement du decapping est amorcé
par le recrutement du complexe LSM-PAT1 qui vient se fixer sur la queue poly(A) et inhibe
l'activité 3' au profit de l'activité 5'. Les protéines DHH1, SCD6 (/DCP5/LSM14) et PAT1 agissent
comme répresseurs de la traduction. Le decapping est majoritairement catalysé par le complexe
DCP1/DCP2/HEDLS ou DCPI est le cofacteur et DCP2, la sous-unité catalytique (Franks and
Lykke-Andersen, 2008 ; Parker, 2012). La protéine HEDLS est nécessaire a la mise en place et a la
stabilit¢ de I’interaction DCP1-DCP2. Cette voie de dégradation est appelée dégradation

déadénylation-dépendante. Mais des voies alternatives de dégradations déadénylation-indépendante
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peuvent survenir comme a I’issu de coupures endonucléolytique par exemple.

Dans le cytoplasme les ARNm sont soit en traduction active, soit non traduits et stockés, soit
en cours de dégradation (Eulalio et al., 2007a ; Garneau et al., 2007 ; Parker and Sheth, 2007,
Hubstenberger et al., 2017 ; Standart and Weil, 2018). Ces trois états forment un équilibre
dynamique (Figure 2) dont I’altération constitue un moyen rapide et précis de régulation de
I’expression génique en réponse a divers stimuli tels que les états développementaux, I’avancement
du cycle cellulaire ou les conditions physiologiques exogenes (situations de stress notamment). En
situation de stress, la cellule et I’organisme tout entier passent d’un mode croissance a un mode de
survie. Ceci a pour conséquence une reprogrammation massive de I’expression génique notamment
via des mécanismes d’inhibition de la transcription et I’activation de geénes spécifiques d’adaptation,
mais également via une forte réduction de I’activité traductionnelle (Holcik and Sonenberg, 2005) et
donc la libération d’une quantité importante d' ARNm sous forme inactifs de mRNP (messenger
RiboNucleoProtein). Ces ARN messagers peuvent s’agréger dans le cytoplasme sous forme de foci
dont la formation se manifeste dés les premicres étapes du stress. Ces foci sont de deux types bien
distincts, les p-bodies (PB) et les stress granules (SG). Alors que les p-bodies regroupent les
¢léments de la machinerie de dégradation, les granules de stress contiennent en particulier les
complexes liés a la traduction. Le role précis de ces agrégats en situation de stress est encore mal
connu. Il a été proposé que les granules de stress pourraient remplir une fonction de triage des ARN
messagers en vue d’un retour vers la traduction et que les p-bodies joueraient un role dans leur
dégradation. Alors que les granules de stress sont spécifiquement formés en réponse a stress, les p-
bodies sont présents en condition normale. Il a été proposé que dans cette condition, les p-bodies

serviraient de lieux de stockage (Hubstenberger et al., 2017 ; Standart and Weil, 2018).

Chez Arabidopsis thaliana, certains acteurs de la dégradation des ARN messagers sont
connus. On retrouve chez les plantes, comme chez les animaux plusieurs déadénylases de type
CCR4, CAF et PAN. L'activit¢ de decapping est assurée par 1’holoenzyme DCP1/DCP2. Le
decapping semble assurer un caractere essentiel et vital chez Arabidopsis thaliana car les mutants
nuls respectifs pour DCP1 et DCP2 sont létaux. Des résultats suggerent par ailleurs que la protéine
DCP1 peut étre modifiée post-traductionnellement en réponse aux conditions environnementales
(Goeres et al., 2007 ; Iwasaki et al., 2007 ; Xu and Chua, 2012 ; Xu et al., 2006). Seuls deux
activateurs du decapping ont été identifiés chez Arabidopsis, le facteur VARICOSE (VCS) qui
forme un complexe avec DCP1/DCP2 et stimule son activité in vitro (Goeres et al., 2007 ; Xu et al.,
2006) et la protéine DCP5 qui est nécessaire au decapping in vivo. DCP5 est I’homologue de
LSM14 chez ’'Homme, Scd6 chez la levure et est impliquée dans I’inhibition de la traduction

nécessaire a la mise en place du decapping. In vitro, DCP5 est antagoniste a la traduction. (Xu and
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Figure 3 : Représentation schématique du mécanisme de dégradation co-traductionnelle. Apres
retrait de la coiffe, ’exoribonucléase suit le déplacement du ribosome codon par codon jusqu’a
atteindre le codon stop en site A qui initie la terminaison. Les approches de dégradome consistent
donc a capturer ces intermédiaires de dégradation 5°P et de les séquencer depuis leur extrémité 5°.
Un ribosome occupe une couverture de 30 nucléotides sur le transcrit. La distance entre I’extrémité

5’ de ’intermédiaire et le site A du ribosome est de 17 nucléotides.



Chua, 2009). En terme d'exoribonucléase 5'-3', il existe trois homologues des protéines XRN chez
Arabidopsis, respectivement XRN2, XRN3 et XRN4. La protéine XRN4 qui est cytoplasmique
semble étre 1’homologue fonctionnel de la protéine XRN1 de levure, alors qu’XRN2 et XRN3
tiennent des roles nucléaires (Gy et al., 2007 ; Zakrzewska-Placzek et al., 2010). La protéine XRN4
est impliquée dans le turnover des ARNm présentant une extrémité 5° monophosphate libérée
(Souret et al., 2004). Etrangement, XRN4 semble avoir peu de cibles en conditions normales,
puisque son inactivation n'affecte la stabilité que de quelques transcrits, mais ces résultats n'ont pour
l'instant ét¢ démontré que sur des fractions polyA™ d'ARN messagers, i.e. des ARNm purifiés sur
une colonne oligo(dT25) (Rymarquis et al., 2011 ; Souret et al., 2004 ; Gutierrez et al., 2002). La
localisation subcellulaire de toutes ces protéines suite a un stress commence a étre abordée.
L'existence de p-bodies et de stress granules a été montrée sous diverses conditions de stress comme
le stress thermique, le stress salin ou encore 1’hypoxie (Weber et al., 2008, Gutierrez-Beltran et al.,
2015 ; Sorenson and Bailey-Serres, 2014). Ces données suggerent I’existence des p-bodies et des
granules de stress chez la plante mais les mécanismes qui gouvernent leurs formations ainsi que

leurs compositions restent fragmentaires.

En plus des voies de dégradation classiques, des travaux récents proposent aussi 1’existence
d’une voie de dégradation 5°-3” dite co-traductionnelle. L existence de cette voie a tout d’abord été
suggérée chez la levure par I'utilisation de geénes rapporteurs (Hu et al., 2009). L’accumulation de
transcrits décapés dans les polysomes laissait suggérer I’existence d’une telle voie. Ce n’est que trés
récemment que le role « genome-wide » de cette voie a pu étre mis en évidence a la fois chez la
levure et chez Arabidopsis par des approches de dégradome qui consistent a capturer les
intermédiaires de dégradation (ARNm décappés présentant une extrémité 5° monophosphate)
(Pelechano et al., 2015 ; Yu et al., 2016). Cette dégradation est catalysée par XRN1 chez la levure
et XRN4 chez Arabidopsis (Figure 3). Il s’agit d’un processus répandu et conservé affectant la
plupart des génes, ou la dégradation 5°-3° du transcrit suit le dernier ribosome en cours
d’élongation, produisant une empreinte in vivo du ribosome. En séquengant depuis 1’extrémité 5’
des intermédiaires de dégradation, il est alors possible d’obtenir une mesure « genome-wide » de la
dynamique des ribosomes (Figure 3). En effet, un ralentissement du ribosome a une position
particuliere produira une accumulation d’intermédiaires de dégradation. Ainsi, par ces approches, il
a été possible chez la levure et Arabidopsis d’identifier des pauses générales a la terminaison de
traduction (UAA, UAG, UGA) (Pelechano et al., 2015 ; Yu et al., 2016). Par ailleurs, chez la
levure, une pause supplémentaire a été détectée sur les codons associés a la proline (CGA) et a
I’arginine CCG). La pause au codon CGA est li¢e a la rareté de ce codon et la pause au codon CCG
est expliquée par un appariement de type « wooble » (Pelechano et al., 2015). En condition de stress

oxydatif, des pauses d’¢longation du ribosome sont aussi observées sur tous les codons acide






aspartique (GAU, GAC) et sérine (UCU, UCC, AGU, AGC) (Pelechano et al., 2015). Tous les
transcrits subissent cette voie dégradation mais avec des amplitudes différentes en fonction des
roles biologiques. En effet chez la levure, les transcrits codant la machinerie de traduction sont peu
affectés par ce mécanisme alors que les transcrits associés aux mécanismes de transcription sont
fortement dégradés par cette voie (Pelechano et al., 2015). Chez Arabidopsis, ces mémes transcrits
sont aussi cibles de cette dégradation (Yu et al., 2016). Il semblerait qu’il existe une corrélation
négative entre efficacité de traduction d’un transcrit et son taux de dégradation co-traductionnelle.
A I’heure actuelle, peu d’acteurs impliqués dans cette voie de dégradation ont ét¢ identifiés. Chez la
levure, RNY1, une RNase de type T2 impliquée dans le clivage des ARNt, a ét¢é montré comme
requise dans les pauses spécifiques liées au stress oxydatif (Pelechano et al., 2015). Les auteurs
suggerent alors que RNY1 et/ou les fragments d’ARNt issus de son action sont requis dans le
controle de I’¢longation des ribosomes en réponse au stress oxydatif. Chez Arabidopsis, CBP80, la
plus grande sous-unité du complexe nucléaire de fixation a la coiffe, a ét¢ montrée comme étant

impliquée dans la régulation de la dégradation co-traductionnelle (Yu et al., 2016).






IV-2- Régulation post-transcriptionnelle des ARN messagers en réponse au stress thermique

chez Arabidopsis

A- Mise en évidence d’un mécanisme actif de dégradation des ARN messagers en réponse au

stress thermique chez Arabidopsis (Postdoctorat n°1 LGDP)

Contexte :

1l est maintenant accepté qu'en situation de stress thermique, un des éléments clés de
l'acclimatation est une étape de reprogrammation de [’expression des gemes. Face a un stress
thermique, l'expression de quelques centaines de genes est stimulée. Ces genes codent des protéines
de type HSP (Heat Shock Proteins) ou bien des facteurs de transcription et jouent un role dans les
mécanismes de tolérance au stress. Mais en paralléle, pres de 25 % du transcriptome est réprimé
face au stress (Larkindale and Vierling, 2008). Ce mécanisme de répression est mal compris a ce
Jjour. Il peut étre I’ceuvre d'une répression massive de la transcription de transcrits non essentiels a
la survie de la plante ou a une dégradation rapide des transcrits ou la combinaison des deux
phénomeénes. A mon arrivée en postdoctorat, des travaux préliminaires tendaient a montrer que la
protéine LARPI, une protéine de liaison a I’ARN impliquée dans le métabolisme des ARN
messagers, suite a un choc thermique était relocalisée sous la forme d’agrégats subcytoplasmiques
apparentés a des stress granules. J'ai poursuivi au cours de mon postdoctorat, ces travaux autour

de la fonction de la protéine LARPI dans la réponse au stress thermique.

Résultats :

Pour appréhender la fonction de cette protéine en situation de stress thermique, nous avons
conduit par une analyse de transcriptomique globale (RNA sequencing), une analyse du taux de
transcrits qui s’accumulent en plantules (plantes entieres de 21 jours) sauvages (Col0) ou mutantes
pour LARP1 cultivées in vitro en conditions normales (20°C) ou suite a un stress thermique de 30
minutes a 38°C. Nous avons comparé le rapport de la quantité¢ de chaque transcrit a 38°C a sa
quantité a 20°C. En condition sauvage, le stress thermique induit la sous-accumulation de prés de
4500 transcrits. Dans le mutant /arpl, ces mémes transcrits semblent étre accumulés de la méme
manicre. La protéine LARP1 ne semble pas avoir d'impact qualitatif sur la sous-accumulation de
ces transcrits. En revanche, pour la grande majorité de ces transcrits, la sous-accumulation est
moins importante dans le mutant /arp/ que dans le fond sauvage. Ces résultats suggérent un impact
quantitatif de la mutation /arpl sur la sous-accumulation des transcrits en situation de stress
thermique.

Par des approches de double hybride et d'immunoprécipitation, nous avons montré que la

protéine LARP1 est capable de se fixer in vitro et in planta & XRN4 (homologue d'XRN1 de
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levure), enzyme impliquée dans la dégradation 5'-3' des ARN messagers. L’interaction LARP1-
XRN4 nous a conduit a tester I’implication de cette derniere dans la sous-accumulation des
transcrits a 38°C. Nous avons donc testé la quantit¢ a 1’équilibre des ARNm dans un mutant
d’inactivation de XRN4 (xrn4.5) en situation normale ou en réponse a un choc thermique. Les
analyses de PCR quantitative montrent que dans la lignée xrn4.5, pour plus de 20 transcrits testés, le
rapport entre la quantité de transcrits a 38°C par rapport a celle a 20°C est toujours plus importante
qu'en condition sauvage. Ce rapport est soit équivalent a celui déterminé pour le mutant larp! soit
supérieur a ce dernier. Ces résultats suggerent que les protéines XRN4 et dans une moindre mesure
LARPI, sont impliquées dans les mécanismes de régulation négatifs d’accumulation des ARNm a
38°C. De part la nature enzymatique d'’XRN4, nous avons cherché a savoir si ce phénomene de
sous-accumulation en stress thermique est li¢ a un mécanisme de dégradation massive des transcrits.
Par des mesures de 2 vie sur des ARN messagers spécifiques, nous montrons d'une part que le
stress thermique induit une dégradation plus rapide des ARN messagers et d'autre part que le
protéine XRN4 et dans une moindre mesure la protéine LARPI jouent un rdle dans cette
dégradation. Ces résultats suggerent que les protéines LARP1 et XRN4 sont impliquées dans la
dégradation rapide d’un large groupe de transcrits suite a un choc thermique, et que peut étre au

moins en partie cette dégradation repose sur I’interaction mise en place entre LARP1 et XRN4.

Ces premiers résultats ont ainsi permis de démontrer |'importance d’une dégradation active
des transcrits pour la réponse au stress. Nous proposons [’existence d’une voie de dégradation
déclenchée par le stress thermique que nous avons appelé HSMD pour Heat Stress Mediated Decay
catalysée par XRN4 et dont la protéine LARPI serait un cofacteur.
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Figure 4. Exemple d’un profil polysomal de plantules d’ Arabidopsis en condition
normale de croissance (20°C) ou aprés 30 minutes a 38°C (issu de Merret et al.,

2015). Le phénoméne de “ribosome pausing” induit par le stress thermique est

représenté dans 1’encart.



B- Role de la dégradation co-traductionnelle dans le métabolisme des ARNm au cours du

stress thermique (Postdoctorat n°1 LGDP)

Contexte :

Nos précédents travaux ont permis de proposer l'existence d'une dégradation massive des
ARN messagers au cours du stress thermique dont l'acteur principal semble étre l'exoribonucléase
5-3", XRN4. Nous avons de plus proposé qu'une voie de dégradation co-traductionnelle pourrait
aussi se mettre en place au cours de ce stress. Afin d'approfondir ce mécanisme, nous avons initié
une collaboration étroite avec le Professeur Pamela Green a l'Université de Delaware (USA). Je
me suis attaché a décortiquer ce mécanisme de dégradation co-traductionnelle au cours du stress

thermique.

Résultats :

Au cours du stress thermique, nous avons montré que 4500 ARN messagers subissaient une
dégradation massive catalysée par l'activit¢ 5'-3' d'XRN4. Néanmoins, notre analyse reposait
uniquement sur une validation Q-PCR et des mesures de demi-vies sur quelques transcrits. Afin de
renforcer notre mod¢le, nous avons initi¢ de nouvelles analyses de séquencage massif sur le mutant
nul xrn4 afin de confirmer cette analyse a 1'échelle du génome. De plus, afin d'étudier en détails les
mécanismes de dégradation co-traductionnelle, nous avons en parallele initi¢ un séquengage massif
sur des ARN polysomaux. Nous avons ainsi comparé 1’accumulation des transcrits au cours du
stress thermique a la fois sur un échantillon d'ARN totaux et sur un échantillon d'ARN polysomaux
et étudié la contribution d'XRN4 sur ces deux populations. Ces analyses ont permis de montrer que
certains transcrits étaient spécifiquement ciblés par XRN4 au niveau des polysomes. Par la suite, je
me suis attaché a comprendre pourquoi et comment certains transcrits pouvaient étre uniquement
cibles d'XRN4 au niveau des polysomes et quel pouvait étre le role de cette dégradation co-
traductionnelle au cours du stress thermique.

Le stress thermique et d'autres stress abiotiques sont connus chez les plantes et chez d'autres
eucaryotes pour inhiber la traduction de manicre globale (Munoz and Castellano, 2012 ; Holcik et
al., 2005). Ainsi, certains stress sont connus pour induire une diminution des polysomes et une
augmentation simultanée des monosomes (80S) et des sous-unités ribosomiques libres (Figure 4).
Ce phénotype est proportionnel a la durée et I’intensité du stress : plus I'exposition au stress est
longue, plus le profil polysomal est modifié. Les stress thermique et protéotoxique ont dans les
cellules animales un impact plus élaboré sur la traduction car ils induisent un mécanisme de
piégeage du ribosome ou l'élongation est temporairement ralentie sur les premiers 200-240
nucléotides des séquences codantes (Liu ef al., 2013 ; Shalgi ef al., 2013). Ce phénomene, appelé

« Ribosome Pausing », peut étre directement visualisé sur un profil polysomal avec le niveau des
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fractions polysomales légeres (les quatre premiers pics de polyribosomes qui correspondent a des
ARNm chargés de deux a cinq ribosomes) qui augmentent tandis que les niveaux de fractions
polysomales lourdes ont tendance a diminuer (Figure 4). Nous avons montré que ce phénomene se
mettait aussi en place chez Arabidopsis et qu’il était I'élément déclencheur de la dégradation co-

traductionnelle.

En conclusion, ces travaux nous ont permis d’observer la mise en place d’un phénomene
rapide et massif de dégradation de plusieurs milliers d’ARN messagers suite a un stress thermique.
Ce mécanisme de déstabilisation rapide implique la fonction de la protéine XRN4 et se met en place
a la fois au niveau du cytoplasme mais aussi directement au niveau des polysomes. Nos résultats
montrent que la dégradation co-traductionnelle se met en place suite a un ralentissement des
ribosomes et mettent en exergue un nouveau niveau de régulation face au stress chez les plantes, ou

le ribosome jouerait un role central dans le devenir d'un ARN messager.
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C- Role du stockage des ARN messagers pour la reprise de la traduction apres un événement

de stress thermique (Postdoctorat n°2 ABRC, Taiwan)

Contexte

Lors de mon second postdoctorat réalisé dans [’équipe du Dr. YY. Charng a Taiwan (ABRC,
Academia Sinica), je me suis intéressé au role d’HSP101, une protéine chaperonne de réponse au
stress, dans les mécanismes de récupération apres un stress thermique. Son homologue, Hspl04p
chez la levure, est impliqué dans la dissociation des granules de stress apres un stress thermique
pour permettre une reprise rapide de la traduction. Néanmoins, les ARN messagers stockés et
replacés en traduction apres le stress n’avaient pas été identifiés. Dans cette optique, nous avons
cherché dans un 1° temps a savoir si HSP101 était impliquée dans les mémes fonctions
qu’Hspl04p et dans un 2" temps a identifier les transcrits stockés au cours du stress et leur réle

dans la reprise de la traduction.

Résultats

Afin de mettre en évidence le role d’HSP101 dans la reprise de traduction, une analyse de
profil de polysomes a été menée en condition normale (22°C), aprés 1h de stress thermique a 37°C
et apres 2h de récupération a 22°C en utilisant la lignée sauvage Col0 ainsi que la lignée mutant
nulle Asp101. Que ce soit a 22°C ou apres 1h a 37°C, aucune différence significative n’est observée
au niveau du profil des polysomes entre ColO et Aspl0I. En revanche, aprés 2h de récupération,
I’accumulation des polysomes est significativement plus faible dans le mutant Asp/0/ comparé a
Col0. Cette différence apparait également au niveau des granules de stress. En utilisant une lignée
rapportrice pour les granules de stress (GFP-PABP2) introgressée dans un fond ColO ou Aspl01,
nous montrons que la dissociation des granules de stress est plus lente dans un mutant Asp/01. Ces
résultats coincident avec les données publiées chez la levure pour le mutant hspl04 (Cherkasov et
al., 2013). Pour comprendre le role des ARN messagers stockés au cours du stress dans la reprise de
traduction, nous avons alors cherché a les identifier par des approches de séquengage. Une approche
de RNAseq a donc été entreprise sur les deux génotypes en condition normale (22°C), apres 1h de
stress thermique a 37°C et apres 2h de récupération a 22°C a la fois sur des ARN totaux et des ARN
polysomaux. Par analyse bioinformatique, nous avons ainsi pu identifier les ARN messagers retirés
de la traduction et stockés au cours du stress puis identifier ceux repartant en traduction au cours de
la récupération. Une analyse GO a permis de mettre en évidence que les transcrits codant les
protéines ribosomales étaient préférentiellement stockés au cours du stress et rapidement remis en

traduction lors de la récupération de maniére HSP101-dépendante.

14






Maturation
des ARNr

Vv

Maturation
des ARNr

Condition normale

Dissociation © @ Traduction®

Stress thermique

des polysomes

LARP1

Dégradation cytosolique Dégradation co-traductionnelle

O
o € AA ¢’ ‘%__ AAAAAA

XRN4

XRN4

Stockages des ARNm codant les protéines ribosomales

AAAAAA

. O— AAAAAA
o—

AAAAAA

1 Granules de stress

HSP101

des ARNr

Récupération

Maturation

Production de nouvelles protéines ribosomales

/

Production de nouveaux ribosomes

v

Reprise efficace de la traduction

Figure 5 : Schéma récapitulatif des travaux présentés. Suite a une inhibition de traduction induite

par le stress thermique et une dissociation des polysomes, des voies de dégradation cytosolique et co-

traductionnelle se mettent en place catalysée par I’exoribonucléase XRN4. Ces voies affectent environ

4500 transcrits codant des génes de ménage. En parallele a cette dégradation active, un stockage de

transcrits codant les protéines ribosomales se met en place dans les granules de stress. Le stress

thermique est aussi connu pour bloquer la maturation des ARN ribosomiques (ARNr). Nous proposons

alors qu’en récupération la traduction des protéines ribosomales ainsi que la maturation des ARNr sont

un moyen efficace de synchroniser la biogénése de nouveaux ribosomes et de permettre une reprise

efficace de la traduction apres 1’événement de stress. Compilation des données issues de Merret ef al.,

2013; 2015 et 2017.



D- Conclusion et modéle de travail

L’ensemble des trois travaux présentés a permis de démontrer 1I’importance de la régulation
post-transcriptionnelle des ARN messagers en réponse au stress thermique chez Arabidopsis
(Figure 5). Nous démontrons notamment qu’une voie active de dégradation des ARN messagers est
mise en place sur des transcrits codants des fonctions de ménage. Cette dégradation catalysée par
XRN4 est déclenchée soit dans le cytoplasme soit au niveau des polysomes apres un ralentissement
des ribosomes. En parall¢le a de cette dégradation active, les ARN messagers codant les protéines
ribosomales sont stockés dans des granules de stress. Au cours de la récupération, leur libération est
facilitée par la chaperonne HSP101. Nous proposons que ce stockage soit un moyen rapide de
relancer la production de ribosomes au moment de la récupération pour faciliter la reprise de la

traduction.

Néanmoins, certaines questions subsistent et font partie de mes projets de recherche actuels.
Les mécanismes régulant la dégradation co-traductionnelle sont encore mal connus. Il apparait que
la dégradation co-traductionnelle soit intimement liée a la traduction mais les mécanismes
gouvernant ce lien sont a I’heure actuelle peu documentés. Dans mon 1° projet, je propose
d’analyser finement les déterminants en cis et en frans qui gouvernent cette voie. Dans mon 2°m¢
projet, je cherche a mieux comprendre comment les ARN messagers codant les protéines
ribosomales sont co-régulés et adressés aux granules de stress notamment via I’étude de la fonction

de la protéine LARP1 dans le contrdle de leur traduction.
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IV-5- Caractérisation d’ECT2 comme lecteur de méthylation m®A chez Arabidopsis thaliana
(CR CNRS 2015-présent)

Contexte

Ce travail fait partie intégrante de la these de Jérémy Scutenaire que j’'ai co-encadré
(Soutenu le 14 décembre 2017). Lors de [’étude la fonction de la protéine LARPI initiée dans
[’équipe, un crible double hybride avait éte réalisé. Il a permis de mettre en évidence une
interaction entre LARPI et la protéine ECT2. Les protéines ECT partagent un domaine YTH, fixant
la modification m°A des ARN messagers (Berlivet et al., 2019 pour revue). Cette modification joue
un role crucial dans la reproduction, la croissance ou encore le développement en contrélant
[’expression des genes au niveau post-transcriptionnel (Berlivet et al., 2019 pour revue). Comme
nous avions mis en évidence le role de la protéine LARPI dans le mécanisme d’HSMD (Merret et
al., 2013b), nous avons supposé que les marques de méthylation m6A pouvaient étre un
dénominateur commun permettant la reconnaissance des transcrits a dégrader. Néanmoins, il
existait peu de travaux sur ces protéines chez Arabidopsis. La theése de Jérémy a donc consisté a

caracteriser et analyser la fonction d’ECT2 chez Arabidopsis thaliana (Scutenaire, 2017).

Résultats

Comme il existait peu de données sur ces protéines, la premicre partie du travail a consisté a
réaliser une analyse évolutive. Elle a ainsi permis de mettre en évidence que 13 protéines a domaine
YTH existent chez Arabidopsis et qu’elles se répartissent en 4 classes distinctes. Par la suite, nous
avons cherché a déterminer la fonction d’ECT2. Des analyses in vivo ont permis de démontrer
qu’ECT2 est bien un lecteur de méthylation m®A et que son domaine YTH est requis pour sa
fixation au motif. La localisation subcellulaire d’ECT2 a révélé que la protéine s’accumule dans des
granules de stress suite @ un choc thermique laissant suggérer un rdle dans le contrdle du devenir
des ARN messagers. Enfin, une analyse phénotypique a permis de révéler I’implication d’ECT2
dans le développement des trichomes. En effet, le mutant ect2 présente un défaut de branchement
des trichomes laissant suggérer un lien avec le contrdle du cycle cellulaire. Néanmoins a ce jour, sa

fonction claire dans ce processus n’est pas définie et reste en cours d’investigation.

Ce projet est actuellement financé par une ANR portée par Cécile et développé par d’autres

membres du laboratoire.
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V- Projets de recherche actuels

Le projet de recherche que je souhaite développer s’articule en 2 parties :

(1) Analyse de l’interconnexion entre la traduction et la dégradation des ARN messagers au

cours du développement d’Arabidopsis thaliana. Cette partie s’appuie largement sur nos
résultats obtenus sur le role de la dégradation co-traductionnelle en réponse au stress
thermique (Merret et al., 2015). C’est un projet en phase d’exploitation, pour lequel des
données préliminaires sont déja disponibles. Ces données préliminaires ont pu étre obtenues
grace a un financement (15K€) du Labex TULIP et font 1’objet d’une lettre d’intention
ANR2019 JCJC (ANR Intertwined) en cours d’évaluation.

(i1) Role de la protéine LARP1 dans le controle de la traduction. Cette partie s’appuie sur les

compétences de 1’équipe dans 1’analyse des protéines LARP et sur les résultats obtenus sur
le stockage des ARN messagers (Merret et al, 2017). C’est un projet en cours de
développement par Cécile Bousquet-Antonelli et moi-méme avec 1’aide d’un étudiant en
Master 2, Vichet BE, actuellement en stage dans 1’équipe. Ce projet fait aussi partie d’un
plus vaste projet dont une lettre d’intention ANR2019 a été déposée (Projet ANR PRCE
Atractor) cordonné par Christian Meyer (IJPB Versailles), partenaires : Cécile Bousquet-
Antonelli (LGDP Perpignan) ; Lyubov Ryabova (IBMP Strasbourg) ; Christophe Robaglia
(LGBP Marseille).

17






V-1- Analyse de I’interconnexion entre la traduction et la dégradation des ARN messagers au

cours du développement d’Arabidopsis thaliana (Projet n°1)

Contexte :

Tout au long de sa vie, un ARN messager est en perpétuelle balance entre traduction,
stockage et dégradation. Néanmoins, nos connaissances actuelles sur les mécanismes gouvernant
cet equilibre sont limitées chez les organismes multicellulaires, spécifiquement au cours du
deéveloppement. L’objectif de ce projet est donc de mieux comprendre comment cet équilibre est
régulé au cours du développement afin de maintenir une expression fine et précise des genes. Pour
répondre a cet objectif, le projet propose d’analyser le role de la dégradation co-traductionnelle
dans cet équilibre. Cette voie de dégradation a été initialement décrite chez la levure a [’aide de
genes rapporteurs (Hu et al., 2009) puis son effet massif sur le transcriptome a ensuite été decrit
chez la levure et chez Arabidopsis (Pelachano et al., 2015 ; Yu et al, 2016). Ce mécanisme est
catalysé par le méme exoribonucléase (XRN1/XRN4) chez les deux organismes (Pelachano et al.,
2015 ; Yu et al., 2016). La conservation de cette voie suggere qu’elle joue un role biologique
important mais dont les fonctions claires ne sont a [’heure actuelle pas documentées. L’ hypothése
serait que cette voie de dégradation puisque couplée a la traduction pourrait servir de rhéostat
pour controler finement la production de protéines soit au cours de phases développementales clés
soit en réponse a des contraintes biotiques ou abiotiques. Le but de ce projet est donc de
comprendre le role de la dégradation co-traductionnelle dans |’homéostasie de la traduction en
utilisant le développement de [’arabette comme modele d’étude.

En combinant des approches de séquencage massif et de modélisation, je propose
d’analyser les mécanismes qui gouvernent la dégradation co-traductionnelle et de quelle maniere
ce mécanisme contribue a la régulation de la traduction au cours du développement et a sa
reprogrammation en réponse a des signaux développementaux. Pour atteindre ces objectifs,

plusieurs questions seront adressées :

- Quelle est la dynamique de la dégradation co-traductionnelle au cours du développement ?

- Quels sont les composants clés qui gouvernent la dégradation co-traductionnelle au cours

du développement ?

- Dans quelle mesure la modulation de la dégradation co-traductionnelle peut-elle impacter

Defficacité de traduction des transcrits ?
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Figure 6 : Analyse de I’accumulation d’XRN4 au niveau des polysomes au cours de
développement de la plantule. Analyse du profil des polysomes sur gradient de
saccharose au stades 3 jours (A), 7 jours (B), 15 jours (C) et 25 jours (D).
L’accumulation d’XRN4 a ¢été analysée par western blot apres fractionnement.
L’anticorps anti-RPL13 est utilis¢ comme contrdle de charge des polysomes. Le méme

équivalent biomasse (200 mg) a été utilisé pour chaque condition. I : Input.



Afin d’analyser la dynamique de la dégradation co-traductionnelle, il est nécessaire de
pouvoir déterminer précisément le dégradome, c’est-a-dire de capturer de manicre globale les
intermédiaires de dégradation 5’monophosphate d’Arabidopsis. Plusieurs techniques permettent la
capture de ces intermédiaires comme le 5°’PSeq (Pelechano et al., 2015), le PARE (Parallel Analysis
of RNA Ends, Germann et al., 2009) ou encore le GMUCT (Genome-Wide Mapping of Uncapped
Transcripts, Willmann et al., 2014). Ces différentes études ont révélé que bien que la distribution
des intermédiaires de dégradation 5°P soit aléatoire sur les 5’ et 3’UTR, cette distribution suit une
périodicité de 3 nucléotides dans les régions codantes ainsi qu’une accumulation a 17 nucléotides
avant le codon stop (Figure 3). Cette distribution s’explique par la protection des fragments par le
ribosome, I’exoribonucléase XRN1/XRN4 suit le déplacement du ribosome codon par codon
jusqu’a atteindre le codon stop (Figure 3). L’accumulation de fragments 17 nucléotides avant ce
codon correspond exactement a la position du ribosome sur le codon placé sur le site A (Figure 3).
L’étape de terminaison de traduction étant une étape plus lente que 1’élongation, I’accumulation de
ces reads est alors observable. Ainsi, ces approches de dégradome permettent de révéler la
dynamique des ribosomes et notamment des pauses a des codons spécifiques.

A D’inverse des autres techniques, le GMUCT permet une capture rapide et peu colteuse des
intermédiaires de dégradation. Briévement, apres extraction d’ARN total, les ARNm polyadénylés
décappés sont liés a un adaptateur ARN en extrémité 5°. Les ARNm sont alors reverse-transcrits a
I’aide d’un hexanucléotide fusionné a un adaptateur 3°. Une amplification est alors réalisée a I’aide
d’oligonucléotides ancrés sur les adaptateurs 5’ et 3’. Les banques ainsi obtenues sont alors
séquencées depuis 'extrémité 5°. En 2018, j’ai obtenu un financement du Labex TULIP afin de
mettre au point la technique au laboratoire et de ’appliquer a I’étude de la dégradation co-
traductionnelle au cours du développement (XRNDEV, 15k€, PI).

A- Analyse de la dynamique de la dégradation co-traductionnelle au cours du

développement

Afin de déterminer les stades développementaux a analyser, ’accumulation d’XRN4 au
niveau des polysomes a été déterminée par gradient de saccharose (Figure 6). Les analyses ont
permis de montrer qu’aux stades plantules, I’accumulation d’XRN4 est fortement dynamique
laissant suggérer que I’activité de dégradation co-traductionnelle 1’est tout autant. A 3 jours, XRN4
est majoritairement exclue des polysomes alors que le niveau des polysomes est trés important. Et
inversement, au stade 25 jours, XRN4 est majoritairement accumulée dans les polysomes alors que
la quantité de polysomes est faible. Il semblerait donc qu’au cours du développement, il y ait une
corrélation négative entre activité de dégradation co-traductionnelle et activité traductionnelle. Nous

avons donc décidé de focaliser notre analyse sur ces stades (3 jours, 7 jours, 15 jours et 25 jours)
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Figure 7 : Accumulation des intermédiaires de dégradation 5’P autour du codon stop selon
le stade développemental. Un pic d’accumulation 17 nt en aval du codon stop est observé ainsi
qu’un second pic a 47 nt. Chaque tracé est issu de deux répétitions biologiques. Une illustration
des deux types d’accumulation possibles est représentée. Stade 3 jours : tracé bleu. Stade 7 jours

: tracé rouge. Stade 15 jours : tracé vert. Stade 25 jours : tracé mauve.



afin d’étudier la dynamique de la dégradation co-traductionnelle.

L’approche GMUCT a ét¢é initiée sur ces quatre stades. Nous avons dans un premier temps
cherché a déterminer ’accumulation des intermédiaires de dégradation 17 nucléotides avant le
codon stop. Quelque soit le stade analysé, le pic d’accumulation est détecté (Figure 7). Néanmoins,
son amplitude varie selon les stades développementaux. L’amplitude maximale est détectée au stade
15 jours. Cette premicre analyse nous conforte dans 1’idée que la dégradation co-traductionnelle est
dynamique au cours du développement. Nous sommes actuellement en train d’identifier pour
chaque stade développemental les transcrits ciblés par cette dégradation et de suive la dynamique de

leur dégradation.

B- Analyse des déterminants cis et trans gouvernant la dégradation co-traductionnelle au

cours du développement

Dans cette partie du projet, deux axes seront développés. Il s’agira d’une part de déterminer
le réle de ’optimalité des codons dans la régulation de la dégradation co-traductionnelle et d’autre
part d’étudier la régulation de la machinerie de dégradation co-traductionnelle au cours du

développement.

a) Role de I’optimalité¢ des codons dans la modulation de la dégradation co-

traductionnelle = déterminant cis

Les mécanismes couplant la traduction et la dégradation restent peu compris a ce jour. Des
données récentes chez la levure suggerent que 1’optimalité des codons pourrait gouverner la demi-
vie des ARN messagers (Presnyak et al, 2015). Le terme « optimalit¢é des codons» décrit
I’efficacité de décodage des différents codons et dépend notamment de la disponibilité du ou des
ARNt correspondants. Des codons optimaux vont favoriser I’élongation du ribosome et permettre
une traduction active alors que des codons non-optimaux vont ralentir 1’¢longation du ribosome et
induire la dégradation du transcrit. Ces résultats indiquent que 1’optimalité des codons, en influant
sur la vitesse de traduction, gouverne la durée de vie des ARN messagers. Ainsi I’optimalité des
codons pourrait représenter un mécanisme général agissant simultanément sur la stabilité des ARN
messagers et leur taux de traduction pour réguler finalement I’expression des genes. L’optimalité
des codons a maintenant ét¢ mise en évidence chez un grand nombre d’organismes tels que la
drosophile, le poisson-zeébre ou encore la souris (Burrow et al., 2018 ; Mishima and Tomari, 2016 ;
Bazzini et al., 2016). Néanmoins, son existence chez la plante reste encore a documenter. De plus,
la régulation moléculaire de ce mécanisme et son évolution au cours du développement d’un

organisme restent inconnues.
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L’objectif ici est de déterminer dans quelle mesure 1’optimalité des codons est régulée au
cours du développement et quel impact cela peut avoir sur I’efficacité de traduction et la
dégradation co-traductionnelle. Comme 1’approche GMUCT permet de mettre en évidence des
ralentissements des ribosomes, il s’agira de chercher dans quelle mesure des pauses a des codons
spécifiques apparaissent au cours du développement. L’analyse de [’accumulation des
intermédiaires de dégradation a pour le moment permis de mettre en évidence un deuxiéme pic
d’accumulation 47 nucléotides avant le codon stop pour les stades 7 jours et 15 jours (Figure 7). La
distance entre les deux pics est d’exactement de 30 nucléotides, ce qui correspond a
I’encombrement d’un ribosome. Ce résultat laisse donc suggérer un ralentissement de 1’¢longation a
une position encore non définie qui induit une accumulation d’intermédiaires de dégradation
présentant deux ribosomes. Une recherche bioinformatique d’accumulation d’intermédiaires de
dégradation 17 nucléotides avant chaque codon est en cours afin de savoir si ce second pic est
associé a une pause sur un ou plusieurs codons spécifiques.

L’optimalité d’un codon dépend de la disponibilité des ARNt qui peuvent le reconnaitre.
Ainsi un moyen efficace de réguler I’optimalité des codons est de jouer sur ’abondance des ARNL.
En pratique, le nombre de copies de génes codant des ARNt est encore utilisé¢ pour approximer leur
abondance, cependant cet indicateur ne refléte pas la réelle disponibilité des ARNt engagés dans les
polysomes. Afin de pallier cette approximation, il s’agira ici de déterminer la dynamique du pool de
ARNt engagés dans les polysomes au cours du développement et de le corréler a I’efficacité de
traduction des transcrits. La stratégie expérimentale repose sur 1’utilisation du Ribo-tRNAseq,
technique récemment développée chez la levure (Chen and Tanaka, 2018). Cette approche permet
simultanément de déterminer la répartition des ribosomes le long des transcrits et la nature et la
quantité des ARNt associés. Elle fournira ainsi un moyen efficace d’analyser 1’évolution du pool de
ARNL associé aux ribosomes au cours du développement et permettra de déterminer si des pauses
de ribosomes a des codons spécifiques sont associées a certains déficits en ARNt. Cette analyse
détaillée permettra ainsi de corréler efficacité de traduction, dégradation co-traductionnelle et
disponibilité en ARNt.

b) Régulation de la machinerie de dégradation co-traductionnelle au cours du

développement = déterminant trans

Un autre moyen de réguler la dégradation co-traductionnelle au cours du développement
repose sur le controle de la disponibilité et 1’activité des acteurs protéiques impliqués dans ce
processus. Bien que la dégradation co-traductionnelle soit maintenant documentée chez plusieurs
organismes, peu de facteurs impliqués dans ce processus ont été identifiés et rien n’est connu sur

leur régulation au cours du développement. Nous savons d’ores-et-déja que 1’association d’XRN4

21






aux polysomes est fortement régulée au cours du développement de la plantule (Figure 6). Parmi les
acteurs déja identifiés, une DEAD-Box protéine, Dhhlp, a récemment été montrée comme un
facteur clé reliant I'optimalité des codons a la dégradation des transcrits chez la levure
(Radhakrishnan et al., 2016). 1l existe chez Arabidopsis, trois homologues a cette protéine (DHHI1,
DHH2 et DHH3). 1l s’agira ici de déterminer si les profils d’accumulation de ces protéines dans les
polysomes suivent celui d’XRN4 afin de déterminer si une ou plusieurs DHH pourraient étre
impliquées dans la modulation du mécanisme de dégradation co-traductionnelle. S’il s’aveére que
cela est le cas, une nouvelle approche de GMUCT sera réalisée sur la lignée mutante dhh
correspondante. L’autre candidat a tester est DCP1. DCP1 est un cofacteur de decapping dont
’activité est régulée par phosphorylation (Xu and Chua, 2012). Nous disposons au laboratoire d’un
anticorps capable de reconnaitre les formes phosphorylées et non phosphorylées de DCPI1. La
régulation de DCP1 pourra alors étre testée dans les polysomes au cours du développement. Par la
suite, I’étude sera élargie a d’autres acteurs possibles de la dégradation des ARNm comme les
protéines PAT1 ou encore LSM. D’autres candidats intéressants sont les RNase impliquées dans le
clivage des ARNt. Chez la levure, il a été suggéré que RNY 1, une RNase de type T2 était impliquée
dans des pauses de ribosomes a des codons spécifiques (Pelechano et al., 2015). La production de
tRF (fragments dérivés d’ARNt) pourrait étre un autre moyen de réguler la dégradation co-
traductionnelle comme suggéré chez la levure. En effet, les tRF sont connus pour réguler la
traduction (Lalande et al., in prep ; Megel et al., 2015 pour revue). Néanmoins, leur role précis a ce

jour reste méconnu.

C- Contribution de la dégradation co-traductionnelle dans ’efficacité de la traduction

Il est maintenant admis que la dégradation co-traductionnelle fait partie intégrante des
mécanismes qui peuvent controler I’efficacité de traduction d’un transcrit. Néanmoins, les calculs
d’efficacité de traduction ne prennent pas en compte que dans les polysomes, un transcrit peut aussi
subir de la dégradation. L’objectif de cette partie consiste a développer une approche mathématique
de modélisation pour prendre en compte la part de la dégradation co-traductionnelle dans
I’efficacité de traduction. Cette approche nécessite des compétences en modélisation et en biologie
théorique, c’est pourquoi j’ai développé une collaboration avec 1’équipe de Biologie Théorique
dirigée par Sébastien Gourbiére au laboratoire afin de développer ce projet. Il s’agira de développer
un modele mathématique basé sur des équations différentielles afin de tester ’'impact de la
dégradation co-traductionnelle dans ’efficacité traductionnelle. Il s’agira de simuler des variations
de taux de dégradation et tester leurs impacts sur I’efficacité de traduction des transcrits. Le mod¢le

pourra étre par la suite complexifié pour tester I’implication du pool d’ARNt sur ces variations.
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In fine, ce projet permettra de mieux comprendre les mécanismes qui controlent la
régulation de la dégradation co-traductionnelle ainsi que son implication dans la régulation de la
traduction. 1l apportera des éléments clés pour comprendre comment [’interconnexion entre
traduction et dégradation des ARN messagers est régulée au cours du développement pour
maintenir une expression fine des genes. Au-dela, il permettra aussi d’identifier de nouveaux genes
impliqués dans le développement d’Arabidopsis et/ou de déterminer une couche supplémentaire
dans la régulation de [’expression des genes impliqués dans le développement. Ces éléments
pourront alors étre appliqués a d’autres conditions ou cette interconnexion est importante comme

la réponse au stress.
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Figure 8 : Modéle proposé pour I’action de la protéine LARP1 sur le contréle de la
traduction des ARN messagers 5°TOP (issu de Philippe et al, 2018). Lorsque le
complexe mTORCI1 est inactif, la forme non phosphorylée de LARP1 est capable de se
fixer a la coiffe et aux séquences 5’TOP. LARPI rentre alors en compétition avec le facteur

d’initiation eiF4E pour réprimer la traduction de ces transcrits.



V-2- Role de la protéine LARP1 d’Arabidopsis dans le contréle de la traduction (Projet n°2)

Contexte :

Les protéines a motif LA constituent une grande famille eucaryote de protéines de liaison a
I’ARN qui selon la sous-famille dans laquelle elles se classent interviennent dans la biologie des
ARN codants ou non codants. Les travaux que nous avons effectués depuis ces dernieres années
nous ont permis de mettre en évidence que certaines des protéines a motifs LA d’Arabidopsis
interviennent dans le controle du métabolisme des ARNm (Merret et al., 2013a ; Merret et al.,
2013b). La sous-famille LARPI a éte étudiée chez de nombreux organismes comme le ver, la
drosophile, I’homme ou encore la souris. Les données publiées suggerent qu’elles sont impliquées
dans des mécanismes de controle de la stabilité et/ou de la traduction d’ARNm influencant selon les
organismes la méiose male (Blagden et al., 2009 ; Ichihara et al., 2007), l'oogenese et la
détermination sexuelle (Nykamp et al., 2008 ; Zanetti et al., 2012 ; Zanin et al., 2010), la mitose
(Burrows et al., 2010 ; Blagden et al. 2009), la survie et la migration cellulaire (Burrows et al.,
2010). Néanmoins, sa fonction moléculaire dans le controle de la traduction reste encore tres
débattue. Le modeéle actuel serait que la protéine LARPI pourrait étre a la fois un activateur ou un
répresseur de traduction en fonction des conditions et de son statut de phosphorylation (Figure 7).
Chez les mammiferes, il apparait que LARPI peut étre phosphorylée par le complexe kinase
mTORCI (Hong et al., 2017). En condition phosphorylée, LARPI jouerait un role d’activateur de
traduction. A l’inverse, en condition non phosphorylée, LARPI jouerait un role d’inhibiteur de
traduction. Il apparait que cette protéine régule préférentiellement des transcrits présentant en leur
extrémité 5’ une séquence TOP (pour terminal oligopyrimide sequence) présente sur les transcrits
codant la machinerie de traduction (protéines ribosomales et facteurs d’initiation). En condition
non phosphorylée, la protéine LARPI se fixe via son domaine DM15 sur cette séquence TOP mais
aussi au m7Gppp pour rentrer en compétition avec le facteur d’initiation elF4E et ainsi inhiber la
traduction de ces transcrits (Figure 7). Néanmoins, la présence de formes phosphorylées et non-
phosphorylées rend difficile les analyses et les interprétations.

Chez Arabidopsis, peu d’informations existent sur la protéine LARPI. Ce projet vise a
mieux comprendre le role de LARPI dans le contrdle de la traduction et son lien avec le complexe
mTORCI chez Arabidopsis. 1l s’agira ici de déterminer si LARPI peut étre phosphorylée chez
Arabidopsis et quelles sont ses cibles directes. Ce sujet est actuellement en cours de développement

par un étudiant en Master 2 que je co-encadre avec Cécile Bousquet-Antonelli.
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Résultats et approches choisies

Chez les mammiferes, il est suggéré que la protéine LARP1 régule la traduction des
transcrits codant la machinerie de traduction via la reconnaissance du motif 5’TOP. Chez
Arabidopsis, aucun motif 5’TOP n’a été caractérisé. Uniquement la présence de motifs « 5’TOP-
like » a été suggérée (Dobrenel et al., 2016). Nous pouvons donc se demander par quel mécanisme,
LARPI1 chez Arabidopsis régule ces transcrits. Nous avons dans un premier temps initi¢é une
collaboration avec Maria Conte (King College, London) spécialiste dans la structure des protéines
LARP. Des analyses in vitro nous ont permis de montrer que le domaine DM15 de la protéine
LARP1 d’Arabidopsis est capable de se fixer au m7Gppp mais aussi a une séquence 5’TOP de type
mammifére. En revanche, aucune interaction n’a été identifiée avec une séquence 5’TOP-like. La
caractéristique des séquences 5’TOP est de systématiquement débuter par une cytosine (C)
immédiatement apres la coiffe suivie d’une séquence riche en pyrimidine. La présence d’un C en +1
de transcription pourrait étre alors le déterminant commun permettant la fixation de LARP1 a ces
transcrits et non la séquence 5’TOP en tant que telle. Une caractérisation précise des sites
d’initiation de transcription est donc nécessaire. Nous avons entrepris une approche « genome-
wide » basée sur le séquencage de cDNA pleines longueurs afin d’identifier précisément les +1 de
transcription des transcrits d’Arabidopsis. En parallele, une approche de RIPseq (RNA
ImmunoPrecipitation Sequencing) a I’aide d’une lignée GFP-LARPI1 est aussi en cours afin de
déterminer les cibles directes de la protéine LARPI1. In fine, les données de ces deux approches
seront croisées afin de déterminer s’il existe un dénominateur commun entre les cibles ARN de
LARPI et les sites d’initiation de transcription. Elles permettront de mieux comprendre comment
LARP1 contréle la traduction de ses cibles chez Arabidopsis.

En parallele a ces approches « genome-wide », nous développons actuellement des tests de
phosphorylation de LARP1 en modulant I’activité du complexe mTORC1 in planta via ’utilisation
d’un inhibiteur chimique (Dobrenel et al., 2016). Si le role du complexe mTORCI1 dans la
phosphorylation de LARP1 est confirmé, de nouvelles approches de RIP seront menés afin de
déterminer le role de la phosphorylation dans sa fixation aux cibles ARN.

Enfin, ces données seront transposées au stress thermique. En effet, nous avons démontré
que les ARN messagers codant les protéines ribosomes sont stockés pour la grande majorité d’entre
eux dans les granules de stress (Merret et al., 2017) laissant suggérer un mécanisme de co-
régulation. Par ailleurs, la protéine LARP1 est relocalisée dans ces granules en condition de stress
(Merret et al., 2013). Nous explorerons alors 1’hypothese que la protéine LARP1 puisse participer a

I’adressage de ces ARN messagers aux granules de stress.
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VI- Autre activité liée a 1a recherche

Depuis Octobre 2017, I'université de Perpignan via sa plateforme Bio-Environnement a fait
I’acquisition de deux séquenceurs a haut débit (un MiSeq et un NexSeq 550). Cette acquisition a
permis 1’ouverture en Janvier 2018 d’un plateau génomique offrant des prestations de séquencages
a haut débit aux laboratoires du site mais aussi a des laboratoires extérieurs.

Depuis son ouverture, je suis co-responsable de cette plateforme avec ma collége Eve
Toulza (MCF, IHPE, Perpignan). Nous encadrons une équipe de deux techniciens en charge de la
préparation des échantillons et du séquengage. En 2018, nous avons réalisé plus de 40 projets issus
de demandes internes et externes. Le plateau propose aujourd’hui des prestations de type RNAseq,
DNAseq, CHIPseq ou encore de Metabarcoding. Le plateau est aussi ouvert au développement de

nouvelles approches en lien avec les problématiques scientifiques des laboratoires du site.
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