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RESUME

L’ARNtrn est responsable chez les bactéries de la libération des ribosornes bloqués (par

exemple, par la présence d’un ARNm sans codon stop) durant la traduction. La libération

de ces ribosomes est accompagnée de la dégradation spécifique des protéines en cours de

synthèse sur ces ribosomes. La découverte des ARNtm bactériens deux-morceaux a

conduit à l’identification du premier ARNtm mitochondrial chez le jakobide

Recïinomonas americana. Cet ARNtm semble être dépourvu du domaine structural

responsable chez les ARNtm bactériens de diriger les polypeptides présents sur les

ribosomes bloqués vers la dégradation. Cette évolution structurale particulière amène

plusieurs questions concernant le rôle cellulaire de cet ARNtm dérivé. Ce projet de

recherche a donc pour but la caractérisation structurale et fonctionnelle des ARNtm

mitochondriaux de jakobides. Ce mémoire est divisé en trois chapitres. Le premier

chapitre se veut un résumé de la littérature concernant la structure et les fonctions des

ARNtm bactériens. Le deuxième chapitre est écrit sous la forme d’un article scientifique

et résume les principaux résultats obtenus au cours de ce projet de maîtrise. Finalement,

le troisième et dernier chapitre est une discussion générale de l’évolution structurale et

fonctionnelle des ARNtm mitochondriaux de jakobides.

Mots clés: ARNtm, jakobide, traduction mitochondriale, évolution structurale
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ABSTRACT

Bacterial tmRNAs are involved in resolving stalled translation complexes (for example,

stalled by mRNAs without in-frame stop codon) and in signalling nascent polypeptides

for specific degradation. The discovery of two-piece bacterial tmRNAs lias led to the

identification of tlie first mitochondrial tmRNA in the jakobid-like flagellate

Reclinomonas americana. Tlie tmRNA of R. americana seems to lack the domain of

bacterial tmRNAs involved in signalling nascent polypeptides for degradation. This

observation generates numerous questions conceming the possible role of this variant

tmRNA in the mitochondria of R. americana. Accordingly, tlie goal of this research

project was to characterize structurally and fonctionaÏly tlie mitochondrial tmRNAs of

jakobides. This master’s thesis is divided in tliree chapters. The first cliapter is a generaf

introduction on the structure and function of bacterial trnRNAs. The second chapter is a

scientific article tliat shows the major results obtained on this research project. The third

chapter is a discussion on tlie structural and functional evolution ofjakobid mitochondrial

tmRNAs.

Key Words: tmRNA, jakobid, mitochondrial translation, structural evolution
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L’ARNtm (ARN transfert-messager), connu également sous le nom de SsrA et ARN

lOSa, a été identifié pour la première fois chez Escherichia cou par B.K. Ray et D.

Apirion [Ray et Apirion, 1979]. Depuis les dix dernières années, plusieurs résultats

expérimentaux ont permis d’améliorer notre connaissance de la structure primaire,

secondaire, et tertiaire de cette molécule, et d’identifier les fonctions principales de cet

ARN chez les bactéries. L’ARNtm permet aux bactéries (1) de libérer les ribosomes

bloqués durant la traduction et (2) de se débarrasser spécifiquement des protéines qui

étaient en cours de synthèse préalablement au blocage de la traduction.

La découverte du premier ARNtm mitochondrial chez le protiste flagellé

Reclinomonas americana a généré beaucoup de questions concernant le rôle dans la

mitochondrie de cette molécule hautement dérivée comparativement à ses homologues

bactériens. L’introduction de ce mémoire a pour but de résumer les principales

découvertes concernant l’ARNtm afin de mieux comprendre les objectifs et les

hypothèses derrière le projet de caractérisation structurale et fonctionnelle des ARNtm

mitochondriaux de jakobides.

1.1 Structure des ARNtm bactériens

1.1.1 Historique de la découverte de 1’ARNtm et identification chez cette molécule

d’un domaine ressemblant à un ARNt

L’ARNtm a été découvert pour la première fois en 1979 chez E. cou et nommé

par rapport à son coefficient de sédimentation (ARN lOSa) {Ray et Apirion, 1979]. Un
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autre ARN, l’ARN 10$b, a été identifié en même temps que l’ARNtm [Subbaro et

Apirion, 1989] et caractérisé plus tard comme étant la sous-unité catalytique de la RNase

P. En se basant sur l’incapacité de réduire l’ARNtm à une taille comparable à un ARNt

en utilisant un extrait cellulaire contenant les enzymes de maturation des ARNt, et sur

l’absence significative de liaison de la molécule avec les ribosomes bactériens (un

résultat qui sera contredit plus tard), les auteurs de ce premier article sur l’ARNtm ont

affirmé que cet ARN ne pouvait être un ARNt ou un ARNm. Les études futures ont

montré qu’ils avaient à la fois tort et raison en énonçant cette hypothèse quant à la nature

de l’ARN qu’ils venaient d’isoler.

Chez E. cou, le gène codant I’ARNtm (ssrA) est monocistronique et contient son

propre promoteur et terminateur de transcription. La taille de 1’ARNtrn mature de E. cou

est de 363 nt. Un précurseur de cette molécule contenant environ 100 nt de plus à

l’extrémité 3’ a été identifié [Chauhan et Apirion, 1989]. Il a été démontré que te

précurseur de l’ARNtm de E. cou est synthétisé avec 7 nt de plus à l’extrémité 5’

[Komine et aÏ., 1994].

Le premier résultat significatif pour la compréhension ultérieure du rôle

biologique de l’ARNtm est venu des études de modélisation de la structure secondaire de

l’ARNtm. Premièrement, il a été trouvé que l’ARNtm de Mycobacterium tuberculis

possédait un élément de structure similaire au bras TWC des ARNt tTyagi et Kinger,

1992]. Ensuite, des chercheurs ont montré que les ARNtm de E. cou, li tubercu lis et

Alcaligenes eutrophus pouvait être modélisés de façon à former, aux extrémités 5’ et 3’,

un domaine équivalent à un demi-ARNt (Figure 1.1) et consistant en un bras accepteur et

un bras TWC [Komine et al., 1994].
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Figure Li: Modélisation du domaine équivalent à un demi-ARNt de 1’ARNtm.
Le domaine ARNt de l’ARNtm de E. cou est formé à partir des 7 premiers nucléotides en
5’ et des 2$ derniers nucléotides en 3’. Ce domaine est dit équivalent à un demi-ARNt à
cause de la présence des éléments de structure secondaire similaires au bras accepteur et
au bras T’PC des ARNt. La paire de bases G.U nécessaire pour l’aminoacylation des

avec l’acide aminé alanine est encadrée. La queue CCA est présente à
l’extrémité 3’ de 1’ARNtm. Les substitutions nucléotidiques retrouvées chez les ARNtm
de Mycobacterium tuberculis et AÏcaÏigenes eutrophus sont indiquées en bleu et en rouge,
respectivement. Cette figure est basée sur une figure tirée de Komine et al., 1994.
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1.1.2 Identification des éléments de structure primaire et secondaire de l’ARNtm

La modélisation, à partir du gène ssrA, du domaine ressemblant à un ARNt

(drARNt) de l’ARNtm de E. cou a permis de constater la présence de la queue

nucléotidique CCA à l’extrémité 3’ de la molécule (f igure 1.1). Cette queue CCA est

conservée chez tous les ARNt connus. Elle est soit encodée dans les gènes (quelques

bactéries) ou ajoutée post-transcriptionnellement (eucaryotes, plusieurs bactéries et

quelques archeabactéries) [Schuirer et al., 2001].

Le drARNt de l’ARNtm de E. cou possède, au niveau de la troisième position du

bras accepteur, la paire de base G.U. De plus, la base discriminante (base azotée située

sur le dernier nucléotide avant la queue CCA) est l’adénine chez l’ARNtm de E. cou.

Ces deux déterminants moléculaires sont connus comme étant responsables de la

spécificité de l’aminoacylation des ARNtAIa avec l’acide aminé alanine.

La boucle du bras TWC identifié chez l’ARNtm de E. cou contient la séquence

consensus UUCRANY. Cette séquence est conservée chez la plupart des ARNt [F elden

et al., 199$]. L’analyse de tous les ARNtm identifiés jusqu’à ce jour (276 séquences

d’ARNtm provenant d’espèces différentes sont présentes dans la base de données «The

tmRNA Website» [Williams 2002a] en date du 23/06/03) permet de constater la quasi-

ubiquité des éléments décrits précédemment chez tous les ARNtm.

L’étude de la structure secondaire de l’ARNt de E. cou révèle toutefois des

différences entre le drARNt de 1’ARNtm et les ARNt (Figure 1.2). Tout d’abord, la tige-

boucle appelé bras D chez les ARNt est remplacée chez les ARNtm par une simple

boucle sans hélice. La différence la plus marquée se situe toutefois au niveau de la
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Figure 1.2: Structure primaire et secondaire de 1’ARNtm de Escherichia cou.
L’ARNtm de E. cou est composé de 12 hélices (P1-P12) et de 4 pseudo-nœuds (P1-P4).
On peut voir qu’au niveau du drARNt, il n’y a pas d’hélice dans la région équivalente au
bras D des ARNt. Cette figure a été tirée du tmRNA Website {Williams, 2002a].
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région connue comme étant le bras anticodon des ARNt. Chez les ARNt, ce bras contient

habituellement une courte hélice (ex. 6 pb chez la plupart des ARNt mitochondriaux

[Steinberg et aÏ., 1997]) suivie d’une boucle comprenant l’anticodon. Chez les ARNtm,

ce bras anticodon est remplacé par une longue boucle de plus de 300 nt en moyenne qui

contient plusieurs hélices et pseudo-nœuds. Une étude réalisée à partir de l’alignement

de 50 séquences d’ARNtm bactériens a permis d’identifier la présence de 12 hélices et 4

pseudo-nœuds chez les ARNtm [Zwieb et al., 1999]. Par la suite, il a été démontré que le

nombre de ces éléments de structure secondaire pouvait parfois varier chez certaines

espèces (ex: 5 pseudo-nœuds chez certains ARNtm cyanobactériens). Des études ont

montré que seul le pseudo-nœud 1 (W1, voir Figure 1.2) est essentiel pour la fonction de

1’ARNtm [Nameki et al., 2000]. Le rôle de ces pseudo-nœuds pour la fonction des

ARNtm est inconnu.

1.1.3 Maturation des ARNtm bactériens

Comme il a été mentionné auparavant, les ARNtm bactériens sont synthétisés

sous la forme d’un précurseur. Ce précurseur doit être modifié par des enzymes de

maturation car il contient, tout comme les précurseurs des ARNt, des extensions

nucléotidiques aux extrémités 5’ et 3’. 11 a été montré, par l’utilisation d’une souche

mutée de E. cou contenant une RNase P thermosensible, que la maturation de l’extrémité

5’ de l’ARNtm nécessitait l’action de ce ribozyme [Komine et al., 1994]. La RNase P

génère l’extrémité 5’ mature des ARNt provenant des trois domaines de la vie (bactéries,

archaebactéries et eucaryotes) [Schiirer et aÏ., 2001]. Les enzymes impliqués dans la
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maturation de l’extrémité 3’ de l’ARNtm de E. cou sont les mêmes que ceux

responsables du même processus pour les ARNt: les endonucléases RNase III [Srivastava

et aÏ., 1990, Srivastava et al., 1992] et RNase E [Lin-Chao et al., 1999] et les

exonucléases RNase T et RNase PH [Li et aÏ., 1998]. La RNase E semble être capable dc

générer dans certains cas l’extrémité 3’ mature de I’ARNtm de E. cou par une seule

coupure endonucléotidique {Lin-Chao et al., 1999].

La queue CCA située à l’extrémité 3’ des ARNt est nécessaire pour leur

aminoacylation. Cette queue CCA est presque toujours encodée dans les gènes ssrA

bactériens. Une exception a été reportée pour le gène ssrA de BacilÏus subtiÏis.

Cependant, puisqu’il a été démontré que l’ARNtm mature de cette bactérie possède la

queue CCA à l’extrémité 3’, ceci signifie que la queue CCA est ajoutée post

transcriptionnellement sur cet ARNtm. L’enzyme responsable de cette modification est

probablement un orthologue de la ATP(CTP):tRNA nucléotidyltransférase, l’enzyme

responsable de l’ajout post-transcriptionnel de la queue CCA en 3’ sur les ARNt des

eukaryotes, plusieurs bactéries et certaines archébactéries [Schûrer et aÏ., 2001].

D’autres modifications post-transcriptionnelles ont été mises en évidence pour

l’ARNtm de E. cou. La boucle présente dans le bras TWC est modifiée de 341-

UUCAACU-347 à 341-m5UWCAACU-347 [Felden et al., 1998]. Les modifications aux

positions 341 et 342 sont également retrouvées universellement chez les ARNt aux

positions équivalentes.

Chez les ARNt canoniques, les nucléotides W55 et C56 (correspondant aux

nucléotides 342 et 343 de l’ARNtrn de E. cou) interagissent avec les nucléotides G18 et

G19 présent dans la boucle du bras D afin de stabiliser la structure tertiaires de ces
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molécules. Il a été avancé que les nucléotides G13 et G14, présents dans la boucle de

I’ARNtm de E. cou correspondant au bras D des ARNt, pourraient jouer le même rôle et

interagir avec les nucléotides W342 et C343 afin de stabiliser la structure tertiaire de la

molécule [Felden et al., 1998 et Barends et al., 2002]. Les nucléotides G13 et G14 sont

conservés chez presque tous les ARNtm. Il a été montré expérimentalement que la

présence des nucléotides modifiés augmentait la stabilité de la branche acceptrice (bras

accepteur + bras TWC) [Felden et al., 1998]. De plus, la fonctionnalité de SmpB, une

protéine liant l’ARNtm et essentielle à l’action cellulaire de ce dernier, dépend de la

présence de ces nucléotides modifiés [Barends et al., 2002].

1.1.4 Découverte des ARNtm deux-morceaux chez les a-protéobactéries

Un gène codant pour l’ARNtm a été identifié chez toutes les bactéries pour

lesquelles une recherche a été effectuée. Un gène ssrA n’a encore jamais été identifié

chez une archeabactérie. L’importance de Y’ARNtm pour les bactéries est démontrée par

la présence du gène encodant cette molécule chez Mycoplasma genitalium, un organisme

dont le génome contient au total moins de 500 gènes.

A un certain moment, on a cru que cette molécule était absente chez les a

protéobactéries [Felden et al., 1999]. La découverte chez ce taxon bactérien d’une

nouvelle classe d’ARNtm (ARNtm deux-morceaux (Figure 1.3)) a permis d’éliminer les

doutes concernant l’universalité de cette molécule chez les bactéries [Keiler et al., 2000].

Les ARNtrn deux-morceaux sont le résultat d’un réarrangement génétique qui a conduit à

la permutation circularisée du gène ssrA chez un ancêtre commun aux a-protéobactéries
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actuelles. Le mécanisme biologique proposé habituellement pour expliquer l’apparition

de gène permuté est la duplication génique suivie par la dégénération des segments

extérieurs (figure 1.4). Il a été montré cependant que ce modèle simplifié n’était pas

toujours suffisant pour expliquer l’architecture de tous les ARNtm deux-morceaux

identifiés [Williams, 2002b]. Puisque des ARNtm deux-morceaux ont été également

identifiés chez certaines cyanobactéries, ceci signifie qu’au moins deux événements de

permutation circularisée de gènes ssrA ont eu lieu dans des branches évolutives

bactériennes indépendantes.

Ces ARNtm sont appelés deux-morceaux puisque durant la maturation, il y a

excision de la région appelée segment intervenant (voir Figure 1.4), ce qui génère des

ARNtm composés de deux ARN retenus ensembles uniquement par des ponts hydrogènes

établis au niveau des hélices Pi et P2 (figure 1.5). Les ARNtm possédant la

configuration habituelle (ex: ARNtm de E. cou) sont appelés ARNtm standards ou un

morceau afin de les différencier des ARNtm deux-morceaux. Les études fonctionnelles

réalisées sur les ARNtrn deux-morceaux ont montré que ceux-ci pouvaient effectuer les

mêmes fonctions que les ARNtm standards [Keiler et al., 2000].
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1.2 Les fonctions des ARNtm bactériens

1.2.1 Résultats expérimentaux ayant contribué à l’identification des fonctions des

ARNtm bactériens

Plusieurs résultats expérimentaux ont contribué à l’identification des fonctions

cellulaires des ARNtm. De tous ces résultats, certains d’entre eux ont été

particulièrement révélateurs.

Tout d’abord, il a été montré, in vitro et in vivo, que l’ARNtm bactérien de E. cou

pouvait, tout comme les ARNt’, être aminoacylé avec l’acide aminé alanine [Komine et

al., 1994]. Ce résultat était prévisible dès le moment où les chercheurs se sont aperçus

que tous les ARNtm bactériens identifiés contenaient un drARNt. De plus, la nature de

l’acide aminé chargé sur les ARNtm était également prévisible, étant donné la

conservation chez tous les ARNtm des deux déterminants moléculaires permettant

l’aminoacylation des ARNtAIa avec l’alanine (la paire de base G.U située en troisième

position dans le bras accepteur et l’adénine en position équivalente à la base

discriminante).

Un autre résultat déterminant fut la découverte de l’association in vivo de

l’ARNtm avec les ribosomes 70S [Ushida et al., 1994, Komine et al., 1996]. Ce résultat

a été obtenu en observant la co-sédimentation de ces deux entités sur un gradient de

sucrose.

Ensuite, des chercheurs ont réalisé que lorsque l’interleukine 6 murine était sur

exprimée chez E. cou, une petite proportion de la population cellulaire de cette protéine
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était composé de protéines tronquées [Tu et al., 1995]. Le séquençage partiel de ces

protéines a permis de révéler qu’elles étaient toutes tronquées à des endroits différents à

l’extrémité C-terminale et qu’un peptide non codé par le gène et ayant la séquence

(AANDENYALAA) était toujours présent à cette extrémité. Il a été ensuite trouvé que le

cadre de lecture codant pour les dix derniers acides aminés de ce peptide signal était

présent dans le gène codant pour I’ARNtrn de E. cou.

Lorsque le peptide signal codé par 1’ARNtm est présent en C-terminal d’une

protéine, celle-ci devient sensible à la dégradation par la Tsp [Keiler et Sauer, 1996a]. La

Isp est une protéase qui reconnaît et coupe les protéines périplasmiques ayant deux ou

trois résidus hydrophobes à l’extrémité C-terminale. Il a été montré également que les

protéines cytoplasmiques ayant le peptide signal à l’extrémité C-terminale étaient

sensibles à la dégradation par les protéases C1pXP, C1pAP et ftsH (HflB) [Keiler et ciL,

1996b, Gottersman et aï., 199$, Herman et al., 199$]. Le peptide signal codé par

l’ARNtm est ajouté à l’extrémité C-terminale d’une protéine lorsque son ARNm

correspondant ne contient pas de codon stop. Ceci a été démontré in vivo chez E. cou en

plaçant un terminateur de transcription à l’intérieur d’un gène rapporteur et en observant

la dégradation spécifique et rapide de la protéine codée par ce gène [Keiler et al., 1996].

1.2.2 Elaboration du modèle de trans-traduction

Afin d’expliquer tous ces résultats, un modèle d’action de I’ARNtm appelé trans

traduction a été élaboré (f igure 1.6) [Keiler et aï., 1996]. (1) Le ribosome, ayant atteint le
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dernier codon d’un ARNm sans codon stop, reste bloqué et signale l’entrée de l’ARNtm,

chargé préalablement avec l’acide aminé alanine, au niveau du site A du ribosome. (2)

La protéine en cours de traduction est transférée, à partir de l’ARNt présent au site P, sur

le résidu alanine de l’ARNtm. Cette étape explique la présence du premier résidu du

peptide signal (alanine) puisqu’il n’est pas encodé par l’ARNtrn. (3) L’ARNm sans

codon stop est ensuite éjecté du ribosome et remplacé par le cadre de lecture codant pour

le peptide signal de l’ARNtm (cette étape pourrait se faire avant ou en même temps que

l’étape 2). (4) La traduction reprend en utilisant l’ARNtm comme matrice et se termine

normalement à cause de la présence d’un codon stop à la fin du cadre de lecture codant

pour le peptide signal. La protéine chimérique est ensuite relâchée du ribosome et

reconnue par les protéases.

1.2.3 Situations physiologiques nécessitant l’action de l’ARNtm chez les bactéries

Les ARNm sans codon stop ont été les premiers composants cellulaires identifiés comme

étant capable de déclencher l’action de l’ARNtm [Keiler et al., 1996b]. La présence

d’ARNm endogènes sans codon stop chez les bactéries peut être expliquée par de

nombreuses situations. La dégradation partielle des ARNm bactériens par les

endonucléases et les 3’—+5’ exoribonucléases pourrait expliquer l’absence de codon stop

chez les ARNm. Il est connu que l’action continue de ces nucléases a comme

conséquence que la demi-vie moyenne des ARNm bactériens est seulement de 2-3

minutes [Ehretsmann et aL, 1992]. La génération d’ARNm sans codon stop peut

également se produire lors de l’arrêt prématuré de la transcription. Il a été trouvé que la
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liaison du répresseur lad à l’opérateur de l’opéron lac induisait la terminaison prématurée

de la transcription du gène codant pour ce même répresseur et le relâchement d’ARNm

sans codon stop dans le cytoplasme [Abo et al., 2000]. finalement, il a été démontré

récemment que la toxine Re1E pouvait stimuler la coupure des ARNm en cours de

synthèse au site A du ribosome. Cette protéine régulatrice joue un rôle dans l’adaptation

des bactéries à un milieu de culture pauvre en nutriments [Pedersen et al., 2003].

Il a été démontré que plusieurs situations responsables du ralentissement de la

traduction pouvaient contribuer à l’action de l’ARNtm. Premièrement, la présence d’un

bloc de 2-4 codons rares (ou l’absence au niveau du cytoplasme des ARNt

correspondants) sur un ARNm possédant un codon stop est suffisante pour déclencher le

mécanisme de trans-traduction [Roche et Sauer, 1999]. Un autre événement pouvant

conduire à l’action de l’ARNtm est la présence d’une séquence stop faible sur un ARNm

[Collier et aÏ., 2002, Roche et Sauer, 2001, Hayes et al., 2001]. L’efficacité de

terminaison de la traduction dépend du codon stop (ex. UGA est généralement moins

efficace que UAA ou UAG) et de la nature de la base azotée située en 3’ du codon stop

[Kopelowitz et al., 1992, Poole et al., 1995, Pavlov et al., 1998]. Finalement, la nature

des acides aminés présents à l’extrémité C-terminale de la protéine en cours de synthèse

est un autre déterminant pouvant déclencher l’action de l’ARNtm [Hayes et aÏ., 2002,

Sunohara et al., 2002].
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1.2.4 Identification de protéines impliquées dans le mécanisme de traits-traduction

Plusieurs protéines jouent un rôle au niveau du mécanisme de trans-traduction.

SrnpB est une protéine d’environ 160 acides aminés qui est retrouvé chez toutes les

bactéries. Cette protéine lie spécifiquement et avec une grande affinité l’ARNtm. Sans

la présence de cette protéine, l’ARNtm ne peut se lier au ribosome in vivo [Karzai et al.,

1999]. De plus, cette protéine augmente l’efficacité de chargement avec l’alanine de

l’ARNtm de E. cou in vitro [Shirnizu et Ueda, 2002]. Le rôle de cette protéine dans le

mécanisme de trans-traduction n’est pas encore très bien défini. Il a été dernièrement

montré qu’elle se liait au drARNt de l’ARNtm [Barends et ai., 2001, Hanawa-Suetsugu et

al., 2002, Valle et aÏ., 2003] et qu’elle permettait de faire le pont entre l’ARNtm et la

sous-unité 50S du ribosome tValle et al., 2003].

Le facteur d’élongation de la traduction EF-Tu est une autre protéine qui se lie à

l’ARNtm [Zrevera et aÏ., 2001]. Comme potir les ARNt, cette protéine interagit avec la

branche acceptrice des ARNtm et forme un complexe ternaire ARNtrn.EF-TU.GIP

[Barends et al., 2000, Valle et al., 2003].

Il a été montré que la protéine Si pouvait également se lier à l’ARNtm,

possiblement en interagissant avec les différents pseudo-nœuds [Wower et aÏ., 2000,

Karzai et Sauer, 2001 et Bordeau et Felden, 2002]. Des évidences expérimentales

suggèrent que plus d’une protéine Si peuvent se lier à l’ARNtm en même temps

[Bordeau et Felden, 2002]. La présence de cette protéine semble essentielle pour la

liaison de l’ARNtm au ribosome {Wower et al., 2000]. Selon les évidences biochimiques

obtenues, cette protéine s erait capable de dérouler les régions hélicoïdales des ARNm.
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Cette action pourrait ainsi faciliter l’élongation de la traduction [Bear et al., 19761. Des

études structurales cryo-EM de ribosomes complexés avec l’ARNtm et ses composants

protéiques laissent croire que la protéine $1 pourrait avoir le même rôle pour l’ARNtm,

c’est-à-dire préparer celui-ci à agir comme ARNm en déroulant les régions hautement

structurées (pseudo-nœuds et hélices) de cette molécule [Valle et aÏ., 20031.

1.2.5 Fonctions associées à l’ARNtm: libération des ribosomes bloqués et contrôle de

la qualité de traduction

L’ARNtrn n’est pas une molécule essentielle pour la croissance de E. cou. La

délétion du gène encodant l’ARNtm entraîne toutefois plusieurs phénotypes chez E. cou:

faible croissance à des températures élevées, mobilité réduite, récupération plus lente

après un manque de produits carbonés, augmentation de l’activité de certaines protéases

et de protéines liant l’ADN et impossibilité de faire pousser le phage hybride ?JrnrnP22.

Des études réalisées par Withey et Friedman ont démontré que ce dernier

phénotype pouvait être complémenté par la présence d’un gène muté encodant l’ARNtm

[Withey et Friedman, 1999]. La mutation se situe au niveau du cadre de lecture encodant

le peptide signal. La séquence du peptide signal est modifiée et n’est plus reconnue par

les protéases. Ceci signifie que les protéines chimériques produites durant la trans

traduction ne sont plus dégradées spécifiquement. L’intérêt de ce résultat vient du fait

que le même phénotype (impossibilité de faire pousser le phage hybride XimmP22) ne

peut être complérnenté par la présence d’un ARNtm muté de façon à ne plus pouvoir être
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chargé avec l’alanine. Le chargement de l’alanine sur l’ARNtm est la première étape du

mécanisme de trans-traduction.

Un résultat équivalent a été obtenu en effectuant des travaux chez la bactérie N.

gonorrhoeae. Chez cette bactérie, l’ARNtm est une molécule essentielle. La délétion du

gène encodant l’ARNtm entraîne la mort cellulaire de la bactérie. Toutefois, la présence

d’un ARNtm muté n’encodant plus un peptide reconnu par les protéases est suffisante

pour complémenter la perte de l’ARNtm sauvage et permettre à la bactérie de survivre

[Withey et frïedman, 1999].

Ces résultats démontrent l’importance des premières étapes de l’action de

l’ARNtm. Ces étapes conduisent à la libération des ribosomes bloqués par des ARNm

problématiques, indépendamment de la signalisation des protéines chimériques vers les

protéases. L’ARNtrn a donc deux rôles indépendants liés par le même mécanisme chez

les bactéries, soit la libération des ribosomes bloqués et la dégradation des protéines en

cours de synthèse. De ces deux rôles, celui permettant la libération des ribosomes

bloqués serait le plus important {Withey et friedman, 1999].

1.3 Identification des ARNtm plastidiques

1.3.1 Structure des ARNtm plastidiques

Il y a plusieurs évidences concernant l’hypothèse d’une origine cyanobactérienne

pour les plastides. De plus, la plupart de ces évidences convergent vers l’idée que tous



22

les plastides actuels dériveraient d’une seule cyanobactérie [Palmer et Deiwiche, 1998 et

Tumer et al., 1999].

La majorité des ARNtm cyanobactériens identifiés possèdent la configuration un-

morceau (voir section 1.1.4). Une lignée cyanobactérienne possède toutefois des ARNtm

deux-morceux. Les ARNtm cyanobactériens un-morceau sont structuralement différents

des autres ARNtm bactériens un-morceau puisqu’ils possèdent un pseudo-nœud et une

hélice supplémentaires situés après le cadre de lecture codant pour le peptide signal

(Figure 1.7).

Des gènes codant pour l’ARNtm ont été identifiés dans plusieurs génomes

plastidiques. Ces ARNtm sont tous de configuration standard (voir section 1.1.4). Ils

possèdent le domaine ressemblant à un ARNt et le cadre de lecture codant pour le peptide

signal. Toutefois, ils semblent être dépourvus, d’après les alignements effectués, de tous

les pseudo-nœuds situés habituellement après le cadre de lecture chez les ARNtm

bactériens (Figure 1.8). Les analyses statistiques montrent que la région comprenant ces

pseudo-nœuds est extrêmement réduite par rapport aux ARNtm bactériens [K.P.

Williams, communication personnelle].

1.3.2 Distribution des ARNtm plastidiques

Des gènes codant pour l’ARNtm ont été identifiés dans les génomes plastidiques

des trois grandes branches plastidiques: les plastides verts, les plastides rouges et les

Glaucocystophytes. Cependant, un gène ssrA n’a pas été identifié dans tous les génomes
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plastidiques analysés, ce qui laisse croire que le gène plastidique codant pour l’ARNtm

aurait été probablement perdu chez certains organismes au cours de l’évolution.

1.4 Découverte de 1’ARNtm mitocliondrial de Rectinornonas antericana

1.4.1 Structure de 1’ARNtm mitochondrial de R. americaita

Un gène circulairement permuté codant pour un ARNtm deux-morceaux

hautement dérivé a été identifié dans le génome mitochondrial du jakobide Reclinomonas

americana [Keiler et al., 2000]. Les jakobides sont un groupe de protistes flagellés

caractérisés entre autre par la présence de mitochondries ayant conservé beaucoup de

traits ancestraux. Parmi tous ces traits, le nombre et l’identité des gènes codés dans le

génome mitochondrial de R. americana sont sans précédent relativement aux autres

mitochondries analysées et provenant de toutes les branches évolutives [Lang et al.,

1997].

L’ARNtm mitochondrial identifié chez R. americana est caractérisé par l’absence

de pseudo-nœuds et du cadre de lecture codant pour le peptide signal (Figure 1.9). Ce

résultat a conduit les chercheurs à émettre l’hypothèse que le rôle mitochondrial de cet

ARNtm ne pourrait inclure l’activité de signalisation vers les protéases [Keiler et al.,

2000]. Toutefois, la conservation du drARNt et des déterminants moléculaires

permettant le chargement de l’alanine laisse croire à une fonction mitochondriale pour cet
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Figure L9: Modélisation de la structure secondaire de l’ARNtm mitochondrial de
Rectinornonas arnericana
L’ARNtm mitochondrial de R. americana est de configuration deux-morceaux. Les
déterminants moléculaires (en rouge) pour le chargement de l’alanine sont présents chez
cette molécule. Les pseudo-nœuds et le cadre de lecture codant pour le peptide signal
sont absents chez ces ARNtm. La queue CCA nécessaire pour l’aminoacylation des
ARNt et des ARNtm n’est pas codée dans le gène mitochondrial ssrA.
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ARNtm qui pourrait ressembler à la fonction de libération des ribosomes bloqués par les

ARNtm bactériens.

1.5 Objectifs et hypothèses du projet de recherche

Ce projet de recherche a pour but la caratérisation struturale et fonctionnelle des

ARNtm mitochondriaux de jakobides. La divergence structurale identifiée chez

l’ARNtm de R. arnericana génère plusieurs questions concernant la fonctionnalité de

cette molécule au niveau de la mitochondrie. Est-ce que I’ARNtm de R. arnericana a

développé une nouvelle fonction spécifique à la présence de la molécule dans les

mitochondries? Est-ce que la molécule est responsable dans les mitochondries des

jakobides du recyclage des ribosomes bloqués comme ses homologues bactériens? Étant

donné l’absence d’un cadre de lecture codant pour le peptide signal, il est évident que

l’activité associée à cet élément, c’est-à-dire la signalisation vers les protéases des

protéines présentes sur les ribosomes bloqués, est disparue ou a été remplacée par un

autre mécanisme.

L’approche expérimentale utilisée pour tenter de répondre à ces questions sera

basée en grande partie sur les expériences effectuées pour caractériser structurellement et

fonctionnellement les ARNtrn bactériens. L’identification de plusieurs séquences

mitochondriales de jakobides encodant lARNtm permettra une analyse comparative

phylogénétique qui aidera à déterminer plus précisément les différents éléments

structuraux et fonctionnels des ARNtm mitochondriaux. Ces nouvelles séquences seront
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identifiées par le séquençage exhaustif de génomes mitochondriaux de jakobides. Pour

effectuer la caractérisation structurale des ARNtm mitochondriaux, on effectura des

expérience de buvardage Northern et d’extension d’amorce. Ces expériences sont

couramment utilisées pour déterminer la taille et l’extrémité 5’ des ARN, respectivement.

Les modifications post-transcriptionnelles permettant aux ARNtm bactériens d’être actifs

seront vérifiées pour les ARNtm mitochondriaux par RT-PCR, clonage et séquençage.

Finalement, les expériences visant à déterminer leur rôle cellulaire se baseront sur la mise

en évidence des actions connues des ARNtrn dans les bactéries (ex.: liaison de la

molécules aux ribosomes et aminoacylation avec l’alanine) et sur des essais de

complémentarité chez E. cou.
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11.1 Abstract

It lias been postulated that a highiy reduced form of transfer messenger RNA (tmRNA), a RNA

molecule involved in the rescue of eubacterial ribosomes stalled by mRNAs without stop codons,

is also present in the mitochondrion of the jakobid RecÏinoinonas americana. Here we show that

genes encoding both one-piece and two-piece tmRNAs are present in six different jakobid

mitochondrial DNAs. Mitochondrial tmRNAs have retained the highly conserved tRNA-like

domain, but they apparently lack the mRNA-like region universally present in ail eubacterial

tmRNAs. Comparative analysis of jakobid mitochondrial genornes shows that a potential

mRNA-like region in R. americana (oif64) is flot only Iocated at distant genomic positions in

other jakobids, but that this ORF is instead a tatA homologue. Through Northem hybridization

we confirm the postulated reduced size of both, a one-piece tmRNA in Jakoba tibera, and a two

piece trnRNA in Seculamonas ecuadoriensis. The J. libera tmRNA is post-transcriptionally

modified by addition of a 3’ CCA tau, processed in vitro by RNase P RNA, and specifically

charged with alanine in vitro by alanyl-tRNA synthetase. Our resuits strongly support the

functionality of these reduced mitochondrial tmRNAs.
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11.2 Introduction

Genes encoding transfer-messenger RNAs (ssrA) are found in eubacterial and chloroplast

genomes (Williams, 2002a). Two functions are associated to tmRNAs: reactivation of ribosornal

translation complexes that are blocked by mRNAs without in-frarne stop codons (e.g., partially

degraded mRNAs), and signalisation of the polypeptides for proteolysis (for a review, see

(Karzai et al., 2000)). AccordingÏy, bacterial tmRNAs are composed of two distinct structural

elernents: (i) a t L AM11ike domain responsible for the entry of the alanine-charged tmRNA to

the A site of a stalled ribosome; and (ii) an mRNA-like region, which codes for a hydrophobic

signal peptide that is added to the end of the polypeptide once the stalled ribosome lias switched

from the original mRNA to the tmRNA reading frame (Keiler et al., 1996). When the ribosome

reaches the stop codon of the tmRNA reading frame, translation is terminated as usual, the

polypeptide is released, and subsequently degraded by specific pfoteases that recognize the C-

terminal signal peptide (referred to as “tag” in the following).

It was previously thouglit that a-Proteobacteria was the only group of eubacteria lacking

an ssrA gene (felden et al., 1999). However, the universality of tmRNAs in eubacteria lias been

established with the identification of circularly permuted ssrA genes that code for two-piece

tmRNAs in a-Proteobacteria (Keiler et al., 2000). These variant tmRNAs, also present through

an independent gene permutation event in a specific group of Cyanobacteria (Keiler et al., 2000;

Gaudin et al., 2002), have been given the attribute ‘two-piece’ (as opposed to standard or ‘one

piece’ tmRNAs) since they are composed oftwo distinct RNA molecules: (i) the ‘coding RNA’,

which contains the tag reading frame plus one part of the tRNA-like sequence, and (ii) the
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acceptor RNA, which carnes the other part of the tRNA-like structure that will have the alanine

moiety attached at its 3’ end (see Fig. 2A, R. prowazekii tmRNA).

The discovery of two-piece ssrA genes in a-Proteobacteria, the closest known bacterial

relatives of mitochondria, was immediateÏy followed by the identification of a likewise circularly

permuted ssrA gene in the mitochondrial genome of the jakobid-like flagellate Reclinomonas

americana (strain ATCC 50394) (Keiler et al., 2000). Jakobid-like flagellates are a group of free

living, bacterivorous protists (O?Kelly, 1993). In taxonomic terrns, they are subdivided into two

families based on morphological and ultrastructural data: the Malawimonadidae

(malawirnonads), and the Jakobidae (jakobids, also known as ‘core jakobids’) (OKe11y et al.,

1999). As we will show, mitochondrial tmRNA genes are only found in the jakobid farnily,

including the genera Jakoba, Reclinomonas, Histiona and Seculamonas. Jakobid ceils have a

single mitochondrion, and the most gene-rich and bacterial-like mitochondrial DNA of ah

eukaryotic ceils ((Lang et al., 1997); B.f. Lang and G. Burger, unpublished resuits).

The tmRNA homologue encoded by the mitochondrial ssrA gene of R. arnericana lias the

typical tRNA-hike domain, but it appears to have Iost the mRNA-like region since a typical tag

reading frame has flot been found (Keiler et al., 2000). Loss of structural elements characteristic

of eubacterial tmRNAs has been observed in other endosymbiont tmRNAs (K.P. Williams,

unpublished resuits), but the tmRNA of R. americana would be the only one to lack a tag reading

frarne. In the mitochondrial genome of R. americana, the sequence coding for the tRNAta1ike

domain is imrnediately followed by an open reading frame encoding a potential, cuffently

unidentified protein of 64 amino acids preceded by a canonical Shine-Dalgarno sequence. By

comparison with the genetic structure of two-piece eubacterial tmRNA genes, the mRNA-like
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region of R. americana tmRNA should be encoded in the region of the mtDNA sequence

corresponding to orf64.

Comparative analysis with other jakobid mitochondrial tmRNAs (mt-trnRNAs) would

greatly help to define the conserved structural elements that might be important for the ceilular

role of these molecules, and to verify the possible genetic iink between ssrA and oij64. To

address these issues, we have identified five new jakobid mt-tmRNAs (in two additional R.

arnericana strains, Histiona aroides, Seculamonas ecuadoriensis and Jakoba libera).

Comparative and Northem blot analyses confirm that ail jakobid mitochondrial tmRNAs have

lost the mRNA-like region. We further show that I libera tmRNA is expressed at the RNA

level, processed and post-transcriptionaily modified, and therefore potentially charged with

alanine in vivo. Recognition and modification of this tmRNA in vitro by enzymes that interact

with eubacterial tmRNAs is also demonstrated. The function of these highly derived tmRNAs is

discussed.
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11.3 Material and methods

Sequences

Mitochondrial tmRNA sequences were identified in ongoing jakobid sequencing projects of the

Organelle Genome Megasequencing Project. Jakoba Ïibera ceils were grown at 25°C in F/2

medium, ail other jakobids were grown at 25°C in WCL medium

(http ://megasun.bch.umontreal.ca/People/lang/FMGP/methods/).

Purification of small mitochondrial RNAs

Mitochondrial DNA and RNA from jakobids were extracted from partially purified mitochondria

obtained after breaking the celis with glass beads. Mitochondria were separated from the ceil

debris by differential centrifugations and lysed by incubation with 1% SDS and 100 ig/ml of

Proteinase K for 1 hour at 25°C. The mitochondrial fraction was placed over a 30% glycerol

solution and the small mitochondrial RNAs (including tRNAs, tmRNA and 5S rRNA) were

separated from the large RNAs and DNA by ultracentrifugation (240,000 g, 3 hours, 10°C).

SmalI mitochondrial RNAs were collected from the upper part of the glycerol solution and

precipitated twice with 95% ethanol/0.5 M ammonium acetate, washed with 80% ethanol and

stored at -70°C in DEPC-treated water.

Northern blot analysis and primer extension assay

The oligonucleotide (5’-TACTGCCCATGGTTTTATCTA) used for the Northem blot analyses

and primer extension assays was 5’-labeled with (‘j-32P)-ATP (Perkin-Elmer) and 14

Polynucleotide Kinase (USB). For Northem blot analyses, 500 ng of small mitochondrial RNAs



36

of I libera were separated on a 10-12% polyacrylamide/8M urea gel. The separated RNAs were

electro-blotted onto a Hybond-N membrane (Amersham Pharmacia Biotech). Pre-Hybridzation

was performed in 1 mM EDIA, 6X SSPE, 0.2% SDS, 7.5X Denhardt’s reagent for 2 hours, and

hybridization in 6X $$PE overnight. The membrane was washed twice for 10 min at room

temperature in 6X SSPE, 15 min at hybridization temperature in 6X SSPE, and 10 min at

hybridization temperature in 6X SSPE. The membrane was exposed ovemight at -70°C. For the

primer extension assay, cDNA synthesis and preparation of the DNA ladder was perforrned as

described (Sambrook et al., 1989). The cDNAs and the DNA ladder were migrated on a 5%

polyaciylamide/8 M urea gel.

RNA circularization and RT-PCR

Circularization of mitochondrial RNAs, ami cDNAs synthesis was based on the protocol of

Yokobori and Pbo (Yokobori & Pibo, 1995). The oligonucleotide used for cDNA synthesis

of I libera RNAs was 5’-GGATTACTTAAATATCTAAACTAA, and cDNAs were PCR

amplifled with the additional primer 5’-GCTTAGATAAAACCATGGGCAGTA. The resulting

PCR fragment of appropriate size was purified on an agarose gel, cloned into the EcoRV

restriction site of the phagemid pFBS (3.F. Lang, unpublished), and sequenced by the dideoxy

chain-termination method.

In vitro RNase P RNA processing assay

The ssrA genes ofI Ïibera and R. americana 50394 was PCR-amplified with oligonucleotides to

produce DNA fragments that were used to generate precursor mt-tmRNAs. For I Ïibera, two

different pre-tmRNAs were synthesized (for details, see the RNA structures in Fig. 4). They both
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have a wild-type 5’ sequence extension, and (j) a wild-type 3’ sequence extension or (ii) a 3’

CCA tau that is required for more efficient processing by E. cou RNase P (Liu & Altman, 1996).

The run-off transcription reaction was performed as described (Yuan et al., 1992). The precursor

tmRNAs were purified on a 10% polyacrylamide/8M urea gel and quantified in a liquid

scintillation counter.

The expression plasmid carrying the E. cou RNase P RNA gene (kindly provided by

Sidney Altman) was used for run-off transcription. The resulting RNA was purified on a G50

column, precipitated twice with 95% ethanol/0.5 M ammonium acetate, washed with 80%

ethanol, and stored in DEPC-treated water at -80°C. for the essays, the RNA was first activated

by heating the sample to 65°C for 5 minutes, and cooling it slowly to room temperature in a

buffer containing 10 mM Tris-HC1, pH 7.5, 10 mM MgC12, 100 mM NH4CI. 1000 cpm of

tmRNA substrates were incubated at 37°C in a 10 mM Tris-HCÏ, pH 7.5, 100 mM MgC12, 100

mM NH4C1, 4% PEG, buffer; in the presence of different RNase P RNA concentrations (10 iiM,

20 nM or 100 nM). The total volume ofthe reaction was 10 d. Afier one hour, 10 pi ofloading

buffer was added, and the sample was heated at 75°C for 2 minutes before loading on a 8%

polyacrylamide/8M urea gel.

In vitro aminoacylation assay

Oligonucleotides were designed to PCR-amplify the mitochondrial ssrA gene of J. libera, and

tRNA(Ala) and tRNA(Cys) genes from E. cou. for amplification ofthe I libera ssrA sequence,

the oligonucleotide was designed such that the amplified sequence would include a (non

encoded) 3’ CCA tau. The PCR fragments were cloned into the EcoR5 restriction site of the

phagemid pFBS, the plasmids were sequenced, digested with MvaI, and run-off transcription
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reaction performed as described (Yuan et al., 1992). The resulting RNAs were purified on a

denaturing 15% polyacrylamide/$M urea gel, and quantified by spectrophotometry.

The partial purification of E. cou alanyl-tRNA synthase, and the aminoacylation reactions

were performed as described (Komine et al., 1994), with slight modifications. 1.5 g of wet

weight E. cou celis were collected from an ovemight culture and sonicated. The enzyme was

partially purified from an S 100 extract by ion-exchange chromatography (on DEAE-Amersham

Pharmacia Biotech). The fraction containing the enzyme was desalted, concentrated to 200 tl

and partially purified from smaller proteins by using Arnicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units,

Membrane NMWL 100 000 (Millipore). Glycerol was added to the enzyme solution to reach a

final concentration of 50%, and stored at -20°C. For the aminoacylation reactions, the RNAs

were activated in water by heating for 5 min at 90°C, followed by rapid cooling on ice-cold

water.



39

11.4 Resuits

One-piece and two-piece tmRNA genes in jakobid mitochondrial genomes

Sequencing ofjakobid mitochondriai DNAs (mtDNAs) has permitted the identification of five

new mitochondriai ssrA genes (Fig. 1). Like in R. arnericana (strain ATCC 50394), these new

ssrA genes encode two-piece mt-tmRNAs, except for J. libera, which bas a one-piece

conformation.

Figure 1 shows the predicted secondary structures of ail known mt-tmRNAs. The one

piece configuration of the I libera molecule allows a precise prediction of both, the processing

sites and the size of this RNA molecule (102 nt, including the post-transcriptionally added 3’

CCA tait; f ig. 1). The two-piece mt-tmRNAs are expected to require a total of four RNA

processing steps; two, likeiy mediated by RNase P and a 3’ tRNA-iike processing activities, to

remove the intervening sequence (thus generating the two distinct RNAs of the two-piece

tmRNAs); and two mechanisticaiiy undefined steps at the two opposite RNA termini. A size

prediction of these trnRNAs requires additional data from RNA mapping experiments.

The tRNA’-1ike domains of ail mt-tmRNAs display the canonical features of the

corresponding domains of eubacterial tmRNAs, most notably, a series of G residues at the 5’

end, a G.U base-pair at the third position of the acceptor stem, and an A residue at the

discriminator position (Williams, 2002a). Only the rnt-tmRNA of S. ectiadoriensis lacks the

universal G.U base pair at the third position of the acceptor stem. Other features shared between

the tRNAAta1ike domains of eubacterial and mitochondrial tmRNAs are the absence of a D stem,

and the presence of a short (3 nt) variable ioop. Like in the tmRNAs of their a-proteobacterial

relatives (Fig. 2A, R. prowazekii tmRNA), the mt-tmRNA sequences deviate in the TWC loop
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Figure 11.1: Predicted secondary structure of the tRNAAhI_like domains of jakobid
mitochondrial tmRNAs.
Ail of the tmRNAs prescnted, except J. libera tmRNA, are in the two-piece conformation. The
conservation of the primary structure between ail mitochondrial tmRNAs (blue) and between the
three R. ainericana tmRNAs (blue and red) is shown. Straight unes separate the regions
(intervening sequences, two-piece tmRNAs) that are expected to be cut during the processing of
mt-tmRNAs. The mature 5’ and 3’ ends Ïocated below the tRNAaiike domain are stili
unknown for two-piece mt-tmRNAs. Therefore, this region is represented by curved unes. The 5’
end of S. ecuadoriensis tmREA shown here corresponds to the first nucieotide after the stop
codon ofthe gene (rps2) located immediately upstream ofthe ssrA gene. The 3’ CCA tau is not
encoded in the mitochondrial tmRNA genes and is therefore predicted to be post
transcriptionally added.
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from the conserved UUCRANY motif that is otherwise most common in both tRNAs and

tmRNAs (Feiden et al., 199$). In addition, the residues G18 and A19 ofmt-tmRNAs (refeffing to

the I libera tmRNA numbering, Fig. 1) are universaliy conserved in ail eubacterial tmRNAs

(Williams, 2002a). A mutation in this motif lias been shown to inhibit the binding in vitro of the

SmpB protein to E. cou tmRNA (Hanawa-Suetsugu et al., 2002). SmpB binding is essentiai for

the activity of eubacterial tmRNAs (Karzai et al., 1999).

Jakobid mt-tmRNAs have lost the mRNA-like region of eubacterial tmRNAs

The small, one-piece J. libera rnt-tmRNA clearly does not include the mRNA-like region that is

present in ail eubacterial and plastid tmRNAs. However, it remains to be shown for two-piece

mt-tmRNAs whether or flot an mRNA-like region is encoded downstream of the tRNAb1ike

domain.

In the mitochondrial genome of ail three R. arnericana strains, a functionalty unassigned

ORF (o,f64) follows the 3’ end ofthe tRNA-iike domain. A short AU-rich segment (50 nt in

R. arnericana 50394 trnRNA) separates the predicted Shine-Dalgamo sequence preceding orf64

and the tRNAM1like domain (see Fig. 2A, R. americana 50394 tmRNA). For R. arnericana

tmRNAs to have a mRNA-like domain, orf64 would have to be geneticaily included, either

partially or completely, into a two-piece mt-tmRNA gene based on the genetic structure of two

piece eubacterial tmRNAs. Our analyses of the mitochondrial gene organisation of jakobid

species with two-piece tmRNAs show that H. aro ides lias an oif64 homologue located

immediately downstream of its ssrA gene (Fig. 23). However, the orJ64 homologue in S.

ecuadoriensis is located upstream of the ssrA gene, and a rps2 gene (ribosomai smaii subunit

protein 2) is located between the oij64 homologue and the ssrA gene, making it highly unlikely
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14 Rickettsia prmvueIii Reclinoinonus
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Figure 11.2: Verification of the potential genetic link between ssrA and orf64.
(A) Based on the structure of eubacterial two-piece tmRNAs (e.g. R. prowazekii tmRNA), the
mRNA-Yike region of R. americana mt-tmRNAs (e.g., R. arnericana 50394) should be present in
the mtDNA sequence assigned to the functionally uncharacterized oif64. SD: Predicted Shine
Dalgamo sequence of orf64. (3) The presence of an orf64 homologue immediately downstrearn
of the ssrA gene is conserved between R. arnericana and H. aroides. However, this
mitochondrial gene organisation is different in S. ecudoriensis since orf64 is upstream of ssrA
and separated from it by ips2 (ribosomal small subunit protein 2). The mitochondrial gene
organisation in S. ecuadoriensis does not support the hypothesis that oif64 is a part ofjakobid
ssrA genes.
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that orf64 encodes an mRNA-iike region. To further demonstrate the genetic independence of

ssrA and orf64, we have searched the 0rf64 amino acids sequence against public databases, and

conclude that it does not have any similarity to known mRNA-like regions of tums, but instead

codes for a TatA homologue. Tat proteins are implicated in the twin-arginine protein

transiocation pathway that requires both the TatA and TatC proteins for activity (Wu et al.,

2000). tatC genes (also known as muB) have been identified in ail jakobid mtDNAs (B.F. Lang

and G. Burger, unpublished resuits), which is in une with our finding that orf64 is a tatA

homologue.

A comparison of ail rnt-tmRNA sequences shows that the conservation of the primary

structure is restricted to the tRNAAlike domain (see color coding in Fig. 1), implying that the

5’ and 3’ termini of the mature two-piece mt-tmRNAs might be directly adjacent to the regions

of primary sequence similarity. Resuits from Northem blot analyses for S. ecuadoriensis mt

tmRNA validate this assumption, through identification oftwo small RNAs of30 nt and 40 nt,

corresponding to the coding RNA and the acceptor RNA, respectively (data flot shown). These

resuits confirm the small size of the two-piece mt-tmRNAs of S. ecuadoriensis, and the absence

of an mRNA-like domain.

J. tibera mt-tmRNA is processed at the expected nucleotide positions

To determine if mt-tmRNAs are processed at the expected nucleotide positions (see straight unes

in Fig. 1), we have chosen the experimentally simplest one-piece mt-tmRNA of J. Ïibera as a

model. A stable mt-tmRNA transcript of --100 nt was identified in I Ïibera by Northern blot

analysis (Fig. 3A). This size is consistent with the expected size of an mt-tmRNA that is
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processed at the 5’ and 3’ ends to generate a mature tRNA-1ike domain (F ig. 1). A more

precise primer extension assay has confirmed the expected, exact 5’ processing site of J. libera

mt-tmRNA (Fig. 33).

Additional evidence that mt-tmRNAs are functional in mitochondria cornes from the

analysis of the 3’ CCA tau, which is essential for the arninoacylation of both tRNAs and

trnRNAs. Whiie it is encoded in the tRNA genes of some bacteria, it is post-transcriptionally

added by a specific nucleotidyl transferase (CCase) to most bacteriai, and to ail mitochondrial

and eukaryotic cytopiasmic tRNAs (e.g., (Chen & Martin, 1988; Joyce & Gray, 1989; Tornita et

al., 1996; Laforest et ai., 1997; Schurer et ai., 2001)). As expected, the tRNA and tmRNA genes

in the jakobid mitochondrial genomes lack the 3’ CCA tau. Ligation ofthe 5’ and 3’ ends ofthe

mt-trnRNA of I libera, followed by RT-PCR and sequencing, bas reveaied the addition of the

CCA tau for this mt-tmRNA (Fig. 3C). This confirms the 5’ end processing of I libera rnt

tmRNA, precisely at the predicted nucleotide position, plus the recognition of this RNA by a

CCase-iike enzyme.

RNase P RNA processes precursor tmRNAs of J tibera and R. ainericana 50394

One-piece bacterial precursor tmRNAs fold into tRNA-like structures that are recognized and

processed by the ribonucleoprotein RNase P, to generate the mature 5’ end in the tRNA’-Iike

domain (Komine et al., 1994). In order to verify if RNase P processes precursor mt-tmRNAs, we

have performed an in vitro RNA processing assay using the RNase P RNA of E. cou, which is

known to cieave pre-tRNAs in vitro in the absence of a protein component (Guerrier-Takada &

Altman, 1984). For the assay, precursors of the one-piece I tibera trnRNA and two-piece R.

americana 50394 were synthesized in vitro. Since the significance ofbase-pairing between
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Figure 11.3: Characterization of the mature structure of J tibera tmRNA.
(A) A I libera tmRNA transcript has been detected by Northem blot analysis. The size of thïs
transcript estimated from the RNA ladder (Ambion) is —100 nt, which is consistent with its
expected size (102 nt) if it is processed like the bacterial tmRNAs. (3) A primer extension assay
shows the 5’ end of the mature mitochondrial tmRNA. The resuit obtained in the next
experiment demonstrated that the upper band is an artefact caused by the reverse transcriptase.
(C) Ligation of the acceptor stem region of the I tibera mt-tmRNA, followed by RT-PCR and
sequencing, reveal the presence of the non-encoded CCA tau, and confirrns the nature of the
mature 5’ end identified with the primer extension assay.
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leader and trailer sequences of the I Ïibera pre-tmRNA is unknown, two different I Ïibera RNA

molecules were synthesized in vitro. One construct contains a 5’ wild-type sequence extension

and a CCA tau, while another one contains both the 5’ and 3’ extensions conesponding to the

wild-type sequence (Fig. 4). The experimental resuits indicate that the enzyme cleaves

specifically ail three pre-tmRNA constructs. As expected for the activity of an E. cou RNase P

RNA, the pre-tmRNA with the CCA tau was processed more efficiently than one lacking this

element ((Guerrier-Takada & Altman, 1984; Guerrier-Takada et aI., 1984); Fig. 4A,B).

These resuits strongly suggest that the mt-tmRNAs efficiently fold into tRNA-like

structures. In vivo, they are likely processed at the 5’ end by the mitochondrial RNase P, whose

RNA subunit is mtDNA-encoded in ail jakobids.

J. tibera tmRNA ïs aminoacylated witli alanine itt vitro

Another enzyme known to modify eubacterial tmRNAs is alanyl-tRNA synthetase. This enzyme

is responsible for the alanylation of these molecules (Komine et aÏ., 1994), a process stimulated

by the presence of the tRNAAa identity elernent (G.U bp at die third position of the acceptor arm

and A as the unpaired discriminator base preceding the CCA tau) in ail known eubacterial

tmRNAs (Williams, 2002b). Because these identity elements are also present in the mt-tmRNA

ofI libera, an aminoacylation assay was performed to verify its alanine-charging ability in vitro

using die partially purified E. cou alanyl-tRNA synthetase. The mt-tmRNA of I libera was

indeed specifically aminoacylated with alanine in vitro (Fig. 5). However, the efficiency of its

aminoacylation, determined by comparison ofthe aminoacylation plateau, was lower (20-30% of

the tRNAMa level, depending on the preparation) compared to E. cou tRNA’.
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a band (red arrow) doser to the bottom of the gel.
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11.5 Discussion

The initial suggestion by Keiler et aï. that the mt-tmRNA of R. americana might flot contain an

mRNA-iike region, was based on the lack of similarity to other tmRNAs outside of the tRNA

like dornain (Keiler et al., 2000). An open reading frame (orf64) that is located immediately

downstream of the tRNA’’-tike domain was tentatively excluded as a candidate mRNA-like

region, because oif64 would start with a potential Shine-Dalgarno sequence upstream of a

presumed initiation codon. Yet, in the absence of more information on the function of orf64, and

the lack of evidence that the initiation codon was correctly inferred, the possibility remained that

this open reading frarne encodes a highly derived variant of an mRNA-like region. Here we

provide severat unes of evidence to show that structural similarity between mt-tmRNAs and

eubacterial tmRNAs is indeed restricted to the tRNAAalike domain as suggested by Keiler et al.

The existence of a one-piece mt-tmRNA in I libera likely results from a secondary,

circular permutation event of an originally permuted ssrA gene, because all known a

Proteobacteria (and by inference, the mitochondrial ancestor) contain two-piece tmRNAs. A

secondary reanangement of an ssrA gene, from a permuted to a standard confoniation, has neyer

been observed before. Structural characterization of the mt-tmRNA of J. Ïibera has revealed that

it is composed in vivo of a single RNA molecule, which is modified post-transcriptionally by the

addition of a CCA tail. This strongly suggests that this, and by inference ail mitochondrial

tmRNAs, are aminoacylated with aianine in vivo. Only the S. ecuadoriensis rnt-tmRNA would

Ïack the distinctive G.U bp at the third position of the acceptor arrn, an element that serves as a

major molecular determinant for the alanylation of tmRNAs (Komine et al., 1994). Since two

mtDNA-encoded tRNAs are edited at their 3’ end in S. ecuadoriensis (J. Leigh and B.F. Lang,
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unpublished resuits), it would be possible that the G-C base pair present at the third position of

the acceptor stem is edited to G.U, although this type of editing usually restores Watson-Crick

base pairs rather than eliminating them.

The functionality of mt-tmRNAs is supported by the in vitro aminoacylation of I Ïibera

mt-tmRNA. In our assay, the efflciency of aminoacylation of the mt-tmRNA is significantly

lower compared to E. cou tRNAA
. However, similar resuits have been obtained in other in vitro

aminoacylation assays of bacterial tmRNAs, when compared to tRNAAIa (Komine et al., 1994;

Ushida et al., 1994; Barends et ai., 2000). It is known that the binding of the SmpB protein

specifically increases the arninoacylation of E. cou tmRNA in vitro (Felden et al., 1998; Barends

et al., 2001). The crystal structure of the tRNAAalike domain of E. cou tmRNA in complex with

SmpB shows that this protein makes contact with highly conserved nucleotides located in the

variable ioop and 3’ end of the D-loop (Gutmann et al., 2003). The conservation of these

nucleotides in the mt-tmRNAs (i.e. G18, A19 and A73, referring to J. libera numbering) could be

an indication that SmpB is also needed for their celiular rote. We have failed to identify a gene

encoding a SmpB homologue in completely sequenced jakobid mitochondrial genomes. The

resuits from the Protist EST Program (http ://rnegasun.bch.umontreal.ca/ pepdb/pepmain.html)

will heip to determine if such a gene is encoded injakobid nuclear genomes.

The in vitro alanytation ofthe I libera mt-tmRNA suggests thatjakobid tmRNAs interact

in vivo with mitochondrial ribosomes. The lack of an mRNA-like region implies that they cannot

tag a protein for degradation by switching to an internai reading frame. However, they might

have conserved, with some mechanistic modifications, the ability to liberate stalled ribosomes. In

bacteria, this activity has been proposed to be more important than peptide tagging for

degradation (Withey & Friedman, 1999). Recruitment of release factors by mitochondrial
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tmRNAs lias been suggested as a possible mechanistic alternative to switching to the tmRNA

reading frame in order to frec stalled ribosomes (Keiler et al., 2000). We have attempted to

verify if J. libera mt-tmRNA liberates stalled ribosomes by expressing it from a Iow-copy

plasmid in E. cou X90 ssrAl::cat. This E. cou strain was also transformed with a high-copy

plasmid producing a specific mRNA lacking an in-frame stop codon (Keiler et al., 1996). If the

I Ïibera mt-tmRNA liberated the stalled ribosomes through a transpeptidation reaction in E. cou,

we might expect to detect a single-alanine tagged reporter protein. However, mass

spectrophotometry of the purified protein that was encoded by an mRNA without a stop codon

has flot revealed an alanine tagging (data not shown). $ince it lias been shown that this reporter

protein tagged with alanine is quite stable upon overproduction in E. cou X91 (Williams et al.,

1999), we can eliminate the possibility that addition of a single alanine by the mt-tmRNA lias

resulted in protein degradation.

One explanation for the lack of an alanine addition in our reporter system is a sornewhat

impaired processing of the precursor mt-tmRNA that was expressed in E. cou, as determined by

Northem hybridization (data not shown). An alternative interpretation is that mt-tmRNAs have

lost the potential of adding an alanine in a transpeptidation reaction, both in the heterologous E.

cou system, and in jakobid mitochondria. In fact, alanylation as a mechanism of targeting

proteins for degradation can probably be excluded because some jakobid mitochondrial genes are

predicted to code for proteins with alanine as their last C-terminal amino acid residue. for

example, from the 61 protein-coding genes in the I Ïibera mitochondrial genome, three (cox3,

nad] and atp]) are predicted to code for proteins with a C-terminal alanine residue. This

observation virtually exciudes that a single C-terminal alanine, added to a polypeptide by a mt

tmRNA, would serve as a signal for its degradation. Why then do we find a tRNA’’ identity
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element (most notably, a G.U bp at the third position of the acceptor arm) in most mt-tmRNAs?

Alanylation might be important only to help protect mt-tmRNAs from degradation and to deliver

them to the mitochondrial ribosomes.

Also in mitochondria of other eukaryotes, there is no known sequence motif that can

trigger protein degradation (Kaser & Langer, 2000). Quality control of mitochondriat proteins

seems to be dependent only on the folding state of the proteins; non-assembled or inconectly

folded polypeptides are selectively removed by ATP-dependent proteases in the various

mitochondrial subcompartments (Wagner et al., 1994; Pearce & Sherman, 1995; SavePev et al.,

1998). An efficient sensor system for such misfolded proteins in jakobid mitochondria might be

sufficient to also degrade ail partially synthesized proteins freed from stalled ribosomes by the

action of mt-tmRNAs. In support of this hypothesis, it has been shown in S. cerevisiae that the

mitochondrial inner membrane protease ni -AAA can carry out proteolysis of partially

synthesized mitochondrial translation products (Pajic et al., 1994). Efficient proteolysis in

jakobid mitochondria might thus explain the absence ofthe mRNA-like region in mt-tmRNAs.
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111.1 Hypothèses concernant l’évolution des gènes ssrA mitochondriaux

chez les eucaryotes

L’analyse du contenu génétique des génomes mitochondriaux provenant de toutes

les grandes branches évolutives révèle que les jakobides sont les seuls eucaryotes dont les

génomes mitochondriaux possèdent un gène ssrA. Ceci n’est pas une particularité de ce

gène puisque les jakobides ont de loin, comparativement aux autres mitochondries

analysées, les mitochondries les plus complexes génétiquement [Lang et al., 1997]. A

partir de cette observation, on peut énoncer au moins deux hypothèses concernant

l’évolution des gènes ssrA mitochondriaux. Premièrement, l’absence d’un gène ssrA

mitochondrial chez la plupart des eucaryotes pourrait être liée à la diminution au cours de

l’évolution de la complexité génétique des différents génomes mitochondriaux (Figure

111.1) [Gray et al., 1999]. Etant donné le rôle joué par 1’ARNtm au niveau de la

traduction, on peut supposer que la réduction de la quantité de gènes codés dans les

mitochondries a entraîné la simplification du processus de traduction mitochondriale et

par conséquent, l’élimination de l’avantage évolutif apporté par la possession des

mécanismes ancestraux utilisés pour résoudre certains problèmes pouvant survenir durant

la traduction bactérienne. Chez les jakobides, étant donné le grand nombre de gènes

encore présents dans les mitochondries, l’ARNtm aurait été conservé. Pour cette

hypothèse, on suppose évidemment que les ARNtm mitochondriaux ont un rôle similaire

à celui de leurs homologues bactériens. Le gène ssrA aurait donc été simplement éliminé

chez la plupart des eucaryotes à l’exception des jakobides, et certains eucaryotes dont le

génome plastidique possède encore le gène d’origine cyanobactérienne (voir section 1.3).
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cob

Figure 111.1: Comparaison de la complexité génétique entre trois génomes
mitochondriaux. Saccharomyces cerevisiae (Fungi), Homo sapiens (Métazoaire) et
Reclinomonas americana (Protiste).
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A l’opposé de cette hypothèse, il faut aussi considérer la possibilité que le gène

ssrA mitochondrial n’a pas été éliminé durant l’évolution des différents génomes

mitochondriaux mais plutôt, comme beaucoup d’autres gènes, transféré de la

mitochondrie vers le noyau. Après transcription dans le noyau, l’ARNtm serait

simplement exporté du cytoplasme vers la mitochondrie. A cet effet, il est connu que

certaines mitochondries ont besoin d’importer des ARNt afin de pouvoir effectuer la

traduction des protéines codées dans l’ADN mitochondrial [Dictrich et aÏ., 1992, Lyc et

aÏ., 1993]. La ressemblance structurale entre les ARNt et les ARNtm mitochondriaux de

jakobides laisse croire que s’il y avait effectivement importation d’ARNtm vers les

mitochondries, le mécanisme d’importation pourrait être sensiblement le même que celui

utilisé par les ARNt. On pourrait s’attendre à ce que l’identification d’un ARNtm codé

dans le génome nucléaire d’un eucaryote soit une tâche plutôt difficile étant donné la

diversité structurale inhérente à cette molécule et la taille de ces génomes. Par exemple,

il serait facile de confondre une séquence codant pour un ARNtm avec un pseudo-gène

qui aurait auparavant codé pour un ARNt. Ceci expliquerait pourquoi un gène codant

pour un homologue de 1’ARNtm n’a jamais été trouvé dans un génome nucléaire.

111.2 Structure des ARNtm mitocliondriaux matures

L’identification de plusieurs autres ARNtm mitochondriaux a permis de confirmer

l’élimination chez ces molécules du domaine ARNm associé aux ARNtm bactériens. Il y

a eu perte au cours de l’évolution du cadre de lecture codant pour le peptide signal chez
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les homologues mitochondriaux des ARNtm bactériens. Ceci est particulièrement

évident lorsque l’on observe l’ARNtm mitochondrial un-morceau de I Ïibera.

Dans le cas des ARNtm mitochondriaux deux-morceaux, il reste encore à

cartographier précisément les extrémités 5’ et 3’ de ces ARNtm afin de connaître leur

structure mature. La figure 111.2 montre la structure de l’ARNtm mitochondrial deux-

morceaux de R. arnericana 50394 modélisée d’après la séquence génomique (figure tirée

du tmRNA Website: Williams, 2002a). Sur cette figure, on peut observer une longue

hélice sortant du drARNt de 1’ARNtm et qui pourrait représenter un équivalent de l’hélice

P2 des ARNtm bactériens (voir Figure 1.7). Toutefois, plusieurs évidences suggèrent que

cette longue hélice ne fait pas partie intégralement de la structure mature de l’ARNtm de

R. americana ou d’un autre ARNtm deux-morceaux de jakobide.

Premièrement, les résultats de buvardage Northern mentionnés dans l’article

indiquent que 1’ARNtrn mitochondrial deux-morceaux de S. ecuadoriensis est

extrêmement réduit. Il est mentionné que les ARE codant et accepteur (voir Figure 11.2)

de l’AREtm de S. ecuadoriensis ont une taille de ‘--30 nt et ‘—40 nt, respectivement. De

plus, un ARN codant de ‘-‘-30 nt a également été identifié par buvardage Northern pour

l’ARNtm R. ainericana 50394. Ces ARN sont trop petits pour pouvoir former une hélice

P2 complète.

Deuxièmement, il a été possible de cartographier par extension d’amorce une

extrémité 5’ présente dans cette hélice chez l’ARNtm deux-morceaux de R. ainericana

50394 (Figure 111.2). La localisation de cette extrémité 5’ semble correspondre

approximativement à la même localisation que l’extrémité 5’ (indiquée sur la figure 11.1)

chez l’ARNtm mitochondrial deux-morceaux de S. ecuadoriensis. Si cette extrémité est
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Figure 111.2: Cartographie par extension d’amorce de l’extrémité 5’ située dans
l’hélice équivalente à l’hélice P2 pour l’ARNtm mitochondrial de R. americaita.
Les lignes 1 et 2 indiquent la position sur 1’ARNtm des signaux obtenus sur le gel. Ce
résultat indique que la longue hélice (en rose) n’est pas présente intégralement au niveau
de la structure mature de l’ARNtm mitochondrial de R. americana.
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effectivement une extrémité 5’ mature de 1’ARNtm de R. americana, cela signifie que

l’hélice P2 montrée à la figure 111.2 (en rose) n’est pas intégralement comprise dans la

structure mature de l’ARNtm.

La convergence de ces deux évidences tend à confirmer la réduction extrême,

chez les ARNtrn mitochondriaux deux-morceaux matures, de la taille de hélice

équivalente à l’hélice P2 des ARNtm bactériens. Ces évidences font en sorte de

rapprocher structuralement ces ARNtm à l’ARNtm mitochondrial de I libera.

111.3 Hypothèses concernant le rôle des ARNtm dans les mitochondries

des jakobides

La caractérisation structurale de l’ARNtm mitochondrial mature de J. libera a

révélé la présence des modifications post-transcriptionnelles attendues afin que cet

ARNtm puisse être aminoacylé in vivo avec l’alanine. La capacité de cette molécule à

être aminoacylée avec l’alanine a été démontrée in vitro (voir Chapitre II: section 11.4).

Si les ARNtm mitochondriaux de jakobides sont effectivement aminoacylés avec

l’alanine dans les mitochondries, on peut assumer que leur fonction cellulaire est

probablement liée à la traduction mitochondriale.

Etant donné l’absence d’anticodon chez les ARNtm mitochondriaux, on peut

aisément éliminer la possibilité qu’ils soient impliqués dans la reconnaissance de codons

comme les ARNt. L’hypothèse la plus raisonnable serait que les ARNtm mitochondriaux

auraient une fonction semblable à celle effectuée par les ARNtm bactériens, c’est-à-dire

la libération de ribosomes bloqués au cours de la traduction. Les ARNtm mitochondriaux
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pourraient reconnaître, comme leurs homologues bactériens, un ribosome bloqué en cours

de synthèse et s’y insérer afin de le désengager de l’ARNm et du polypeptide. Il est

toutefois difficile d’imaginer le mécanisme moléculaire par lequel les ARNtm

mitochondriaux pourraient libérer les ribosomes bloqués. Contrairement aux ARNtm

bactériens, ils ne contiennent pas de cadre de lecture ouvert se terminant par un codon

stop, un élément moléculaire nécessaire pour la terminaison normale de la traduction.

Il est évident que la signalisation classique caractérisée par l’ajout d’un peptide

signal codé par l’ARNtm n’est pas une fonction possible pour les ARNtm

mitochondriaux. Cette fonction propre aux ARNtm bactériens et plastidiques a

probablement été éliminée au cours de l’évolution des ARNtm mitochondriaux. Selon les

études de Withey et Friedman, le rôle le plus important des ARNtm bactériens serait leur

capacité à désengager les ribosomes bloqués, une fonction qui ne nécessite pas une

séquence codant pour un peptide signal d’après les études effectuées chez Neisseria

gonorrhoeae [Withey et Friedman, 1999].

Le contrôle de qualité des protéines dans les mitochondries semble dépendre

uniquement de la conformation des protéines [Kiser et Langer, 2000]. Il est connu que

les protéases mitochondriales dégradent les protéines mitochondriales mal repliées

[Savel’ev et al., 199$], les sous-unités protéiques n’étant pas associées avec leur(s)

partenaire(s) d’interaction [Savel’ev et al., 1998] et les protéines incomplètes résultant de

la traduction mitochondriale [Pajic et al., 1994]. Cette dernière observation est

particulièrement intéressante car elle permettrait d’expliquer pourquoi la fonction de

signalisation des ARNtm bactériens aurait été perdue chez un ancêtre des ARNtm

mitochondriaux de jakobides. En effet, si les protéases mitochondriales des jakobides
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peuvent efficacement reconnaître et se débarrasser des protéines partiellement

synthétisées (probablement parce qu’elles sont mal repliées) durant la traduction

mitochondriale, la fonction de signalisation vers les protéases de l’ARNtm devient alors

inutile et peut possiblement être éliminée sans conséquence pour la maintenance de

l’intégrité mitochondriale.

111.4 Essais fonctionnels de l’ARNtm de J. tibera chez E. cou X91 (ssrA)

111.4.1 Introduction

La caractérisation structurale de l’ARNtm mitochondrial mature de I Ïibera a

permis de confirmer la présence d’un drARNt mature équivalent au même domaine chez

les ARNtm bactériens. L’ARNtm de I tibera possède donc tous les éléments structuraux

essentiels pour être théoriquement reconnu et aminoacylé avec l’alanine in vivo.

Afin d’identifier un rôle biologique pour les ARNtm mitochondriaux, nous avons

tenté plusieurs essais fonctionnels avec l’ARNtm mitochondrial de I libera exprimé chez

une souche ssrA de E. cou. Il est évident que faire des inférences sur le rôle des ARNtm

de jakobides en utilisant un système bactérien n’est pas la solution idéale. Cette

démarche est toutefois justifiée par l’impossibilité d’utiliser les outils de la génétique

directement dans les mitochondries des jakobides. La seule option à notre disposition est

le système génétique bactérien où les expériences pour tester les fonctions des ARNtm

sont déjà développées [Williams et aÏ., 1999, Karzai et aï., 1999].
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Deux raisons justifient la décision d’utiliser l’ARNtm de I libera et non pas un

autre ARNtm mitochondrial pour ces essais. Premièrement, l’ARNtm mitociondrial de

I libera est le seul ARNtm mitochondrial dont la structure mature a été caractérisée

expérimentalement (voir Chapitre II). Les extrémités 5’ et 3’ de la molécule sont

cartographiées, l’ajout post-transcriptionnel de la queue CCA a été vérifié et la molécule

est reconnue et modifiée in vitro par deux enzymes impliquées dans l’activation des

ARNtm bactériens. Deuxièmement, le système bactérien utilisé (E. cou) possède un

ARNtm un-morceau. L’ARNtm de I libera est le seul ARNtm mitochondrial un-

morceau identifié à ce jour.

Nous avons effectué trois essais fonctionnels différents chez E. cou X91. Chez

cette souche de E. cou, le gène ssrA a été remplacé par le gène de résistance à

l’antibiotique chloramphénicol [Keiler et aÏ., 1996]. Le but de ces essais était de mettre

en évidence une fonction particulière de l’ARNtm mitochondrial chez E. cou. D’un point

de vue technique, ces essais ont en commun la co-transformation de E. cou X91 avec (1)

un plasmide d’expression (à faible copie ou en multicopie) codant pour l’ARNtm de J.

libera (ou l’ARNtm de E. cou qui sert comme contrôle positif) précédé et suivi,

respectivement, du promoteur et du terminateur de transcription sauvage de l’ARNtm de

E. cou, et (2) un autre plasmide contenant les éléments génétiques nécessaires à la

détection d’une fonction particulière de 1’ARNtm mitochondrial.
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111.4.2 Essai de signalisation des protéines pour la dégradation

Ce premier essai avait pour but de vérifier si l’ARNtm mitochondrial possède la

fonction de signalisation pour la dégradation des protéines partiellement synthétisées à

partir d’ARNm sans codon stop. L’hypothèse est que l’ajout au cours de la traduction de

un ou plusieurs acides aminés alanine par l’ARNtm mitochondrial sur ces protéines serait

suffisant pour les libérer des ribosomes bloqués par la présence d’ARNm sans codon stop

et les dirigerr vers les protéases cellulaires. Chez les bactéries, la reconnaissance par les

protéases du peptide signal codé et ajouté par les ARNtm est due à sa nature hydrophobe.

Par exemple, le changement des deux derniers acides aminés alanine du peptide signal de

l’ARNtm de E. cou pour deux acide aspartique n’affecte pas l’ajout du peptide signal lors

de la trans-traduction. Cependant, cela a pour effet d’augmenter considérablement la

demi-vie des protéines chimériques possédant le peptide signal modifié comparativement

aux protéines chimériques possédant le peptide signal sauvage (Karzai et aÏ., 1999).

L’ajout par l’ARNtm mitochondrial d’une ou plusieurs alanine (un acide aminé

hydrophobe) pourrait donc permettre un marquage équivalent à celui effectué par les

ARNtm bactériens.

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons co-transformé E. cou X91 avec deux

plasmides (Figure III.3A). Le premier plasmide est un plasmide à faible copie contenant

le gène codant pour l’ARNtm mitochondrial. Le deuxième plasmide est le plasmide

rapporteur. Ce plasmide contient le gène du répresseur Arc et le gène de résistance à la

kanamycine. La transcription du gène de résistance à la kanamycine est dépendante de
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Figure 11L3: Système utilisé pour vérifier l’action potentielle de l’ARNtm
mitochondrial dans la dégradation des protéines partiellement synthétisées (A) et
résultats de l’expérience (B).
Le fonctionnement de cet essai est décrit à la section 111.3.2. Cet essai démontre que
l’ARNtm mitochondrial (pXXT) ne peut pas diriger les répresseurs Arc partiels pour la
dégradation chez E. cou, ce qui a comme conséquence d’empêcher la transcription du
gène de résistance à la kanamycine et la survie des cellules sur un milieu contenant cet
anbiotique. A l’opposé, l’expression de l’ARNtm sauvage (pAAT; contrôle positif) de E.
cou permet la dégradation des répresseurs partiels et la survie des cellules. POT; plasmide
d’expression sans un gène codant pour un ARNtm (contrôle négatif). +, croissance; -,

absence de croissance.

A

B

Concentration de kanamycïne dans le milieu de culture (p.g/ml)
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l’absence significative dans la cellule du répresseur Arc. Ceci implique que la croissance

de E. cou X91 sur un milieu contenant de la kanamycine dépend de la dégradation

cellulaire du répresseur Arc si la synthèse de celui-ci est induite. Dans cet essai, la

transcription du gène codant pour le répresseur Arc est induite par la présence dans le

milieu de culture de l’IPTG. Un terminateur de transcription a été placé à l’intérieur de

ce gène proche de son extrémité 3’. Ceci fait en sorte que les ARNm produits encodant

le répresseur Arc ne possèdent pas de codon stop. La traduction de ces ARNm sans

codon stop aura comme conséquence de bloquer les ribosomes et d’induire, s’il y a lieu,

l’action de l’ARNtm. Si la cellule ne contient pas d’ARNtm pouvant libérer ces

ribosomes et signaler les répresseurs Arc vers les protéases, une quantité suffisante de

répresseurs Arc partiels sera libérée des ribosomes et ces protéines empêcheront la

transcription du gène de résistance à la kanamycine. Toutefois, si la cellule contient un

ARNtm capable de reconnaître les ribosomes contenant les ARNm sans codons stop et

modifier les répresseurs Arc en cours de synthèse de façon à les diriger vers les protéases,

la transcription du gène de résistance à la kanamycine se fera et la cellule pourra survivre

sur un milieu contenant l’antibiotique.

Les résultats obtenus pour cet essai montrent que s’il y a effectivement ajout par

l’ARNtm mitochondrial de une ou plusieurs alanine sur les répresseurs Arc en cours de

synthèses, ceux-ci ne sont pas modifiés de façon à être dirigés vers les protéases

cellulaires. Ceci est démontré par l’absence de croissance de E. cou X91 sur un milieu

contenant la kanamycine (f igure III.3B). La diminution de la concentration de

kanamycine dans le milieu de culture n’a pas changé le résultat obtenu. A l’opposé,

l’expression de l’ARNtm sauvage de E. cou (contrôle positif) au lieu de l’ARNtm
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mitochondrial permet la survie des cellules, ce qui démontre l’efficacité du système pour

vérifier le rôle des ARNtm dans la dégradation des protéines codées par des ARNm

tronqués (Figure III.3B).

111.4.3 Essai pour vérifier la libération de ribosomes bloqués

Le but de cet essai était de vérifier si l’ARNtm mitochondrial était capable de

reconnaître un ribosome bloqué par un ARNm sans codon stop et de le libérer sans

nécessairement diriger la protéine partiellement synthétisée vers les protéases cellulaires.

Comme l’essai fonctionnel précédent l’a démontré, l’ARNtm mitochondrial semble

incapable de modifier une protéine en cours de synthèse de façon à la rendre plus sensible

à la dégradation par les protéases. Ceci ne veut toutefois pas dire que l’ARNtm

mitochondrial ne peut reconnaître un ribosome bloqué par un ARNm sans codon stop et

le libérer en ajoutant un (libération après l’arrivée d’un seul ARNtm au ribosome bloqué)

ou plusieurs (libération après l’arrivée successive d’un nombre X d’ARNtm au ribosome

bloqué) résidus d’alanine. Les ribosomes bloqués seraient ainsi libérés sans que les

protéines partielles soient modifiées de façon à être reconnues par les protéases. Cette

hypothèse est supportée par l’observation que la fonction principale des ARNtm

bactériens n’est pas de diriger des protéines vers les protéases mais de libérer des

ribosomes bloqués [Withey et Friedman, 1999]. La perte du domaine codant pour le

peptide signal chez les ARNtm mitochondriaux serait expliquée par l’inutilité de diriger

vers les protéases les protéines libérées par l’action de l’ARNtm dans les mitochondries

des jakobides.
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Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons co-transformé E. cou X91 avec un

plasmide à faible copie contenant le gène codant pour l’ARNtrn mitochondrial et un

plasmide en multicopie contenant un gène codant pour une protéine rapporteuse. Un

terminateur de transcription a été inséré dans ce gène avant le codon stop, ce qui permet

de générer des ARNm sans codon stop. Si l’ARNtm mitochondrial est capable de

reconnaître les ribosomes bloqués par ces ARNm et les libérer par l’ajout d’acide(s)

aminé(s) alanine, on devrait observer, après purification par immuno-précipitation des

protéines codées par ces ARNm et modifiés par l’ARNtm mitochondrial, un ou plusieurs

résidus alanines à l’extrémité C-terminale de ces protéines.

L’analyse par spectrométrie de masse des protéines purifiées a révélé l’absence de

résidu alanine en C-terminal (résultat non montré). Ce résultat suggère fortement que

l’ARNtm ne reconnaît pas les ribosomes bloqués chez E. cou X91. S’il peut reconnaître

les ribosornes bloqués et les libérer, ceci se fait sans réaction de transpeptidation puisque

il a été impossible de détecter la présence de résidu alanine sur les protéines rapporteuses.

Les résultats de l’essai précédent (absence d’activité de signalisation vers la dégradation

pour 1’ARNtm mitochondrial) ne permettent pas d’émettre l’hypothèse que les protéines

marquées par l’ajout d’acide(s) aminé(s) alanine sont dégradées spécifiquement, ce qui

empêcherait leur purification et leur détection. Le contrôle positif de cette expérience

était l’ARNtm de E. cou modifié (remplacement dans le peptide signal des deux derniers

acides aminés AA par DD) de façon à ce que le peptide signal qui est ajouté lors de la

trans-traduction ne soit plus reconnu par les protéases. L’utilisation de l’ARNtm-DD

permet d’observer l’action de l’ARNtm dans la libération des ribosomes par

l’accumulation des protéines modifiées avec le peptide signal. L’analyse par
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spectrométrie de masse des protéines purifiées lorsque l’ARNtm-DD est exprimé à la

place de 1’ARNtm mitochondrial confirme l’ajout du peptide signal modifié et l’efficacité

du système.

111.4.4 Essai de compétition entre I’ARNtm de J. tibera et I’ARNtm de E. cou

Un troisième et dernier essai a été tenté afin de mettre en évidence une fonction

possible de l’ARNtm mitochondrial chez E. cou X91. Cet essai est basé sur l’observation

que l’expression du drARNt de l’ARNtm de E. cou (la partie centrale du gène ssrA de E.

cou comprenant les pseudo-noeuds et le cadre de lecture encodant le peptide signal est

enlevée) est suffisante pour empêcher l’action de l’ARNtm de E. cou (K.P. Williams,

communication personnelle). Les raisons les plus plausibles pour expliquer l’inhibition

de l’ARNtm sont que (1) le drARNt est en compétition avec I’ARNtm pour des facteurs

protéiques essentiels (ex. SmpB) et/ou (2) le drARNt occupe tous les ribosomes bloqués

et empêche l’entrée de l’ARNtm au site A de ces ribosomes. Etant donné que les ARNtm

mitochondriaux sont composés presque uniquement du drARNt, nous avons pensé qu’ils

pourraient également avoir un effet inhibiteur sur l’action de l’ARNtm de E. cou.

L’essai nécessite la co-transformation de E. cou X91 avec deux plasmides. Le

premier plasmide est un plasmide en multicopie responsable de l’expression de l’ARNtrn

mitochondrial de I libera. Le deuxième plasmide est un plasmide à faible copie qui

contient un gène générant des ARNm sans codon stop et le gène codant pour l’ARNtm

DD (voir section précédente) de E. cou, S’il n’y a pas d’inhibition de l’action de

l’ARNtm-DD, on devrait voir deux bandes après buvardage Western des protéines
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rapporteuses purifiées et ayant migré sur gel. Une bande correspondant aux protéines

rapporteuses synthétisées jusqu’au dernier codon des ARNm sans codon stop (« run-off

translation product ») et une autre bande correspondant aux protéines rapporteuses

modifiées par l’ajout du peptide signal lors de la trans-traduction. S’il y a inhibition de

l’action de 1’ARNtm-DD, l’intensité de cette dernière bande devrait diminuée

relativement à l’autre bande.

Les résultats de cette expérience (Figure 111.4) montrent que l’ARNtm

mitochondrial n’inhibe pas l’action de 1’ARNtm-DD. A l’opposé, l’expression du

drARNt de l’ARNtm de E. cou (contrôle positif) est suffisante pour empêcher l’action de

l’ARNtm-DD. Ceci est démontré par la présence d’une bande plus intense correspondant

aux protéines rapporteuses modifiées par l’ajout du peptide signal à l’extrémité C-

terminale de ces protéines.

111.4.5 Discussion concernant les essais fonctionnels

Les trois essais fonctionnels effectués chez E. cou n’ont pas permis

l’identification d’un rôle particulier pour l’ARNtm mitochondrial de I Ïibera. Afin de

comprendre pourquoi I’ARNtm mitochondrial est inactif dans nos essais, nous avons fait

un buvardage Northern à partir de l’ARN total extrait d’une culture de E. cou X91

transformé avec un plasmide à faible copie contenant soit le gène de l’ARNtm

mitochondrial I libera, soit le gène de l’ARNtm-DD de E. cou. Cette expérience avait

pour but d’examiner l’expression et la maturation de l’ARNtm mitochondrial chez E. cou

X91. Le résultat de cette expérience (Figure 111.5) démontre clairement que la fonne
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— protéines rapporteuses marquées
avec le pe ptide signal
protéines rapporteuses non-
marquées (“run-off’)

Figure 111.4: Résultat de l’essai de compétition entre I’ARNtm mitochondrial de J
tibera et 1’ARNtm-DD de E. cou.
Le fonctionnement de cet essai est décrit à la section 111.3.4. La première colonne
représente le résultat lorsque qu’il n’y a pas d’ARN exprimé à partir du plasmide. Il ne
peut donc y avoir d’inhibition de 1’ARNtm-DD et en conséquence, on voit le rapport
normal de protéines rapporteuses marquées/protéines rapporteuses non-marquées (PRM/
PRNM). La deuxième colonne représente le résultat lorsque le drARNt de l’ARNtm de
E. cou est exprimé. La diminution du rapport PRM/PRNM confirme l’effet inhibiteur de
cette molécule sur l’action de l’ARNtm-DD en diminuant le nombre de protéines
rapporteuses marquées. Le résultat de la troisième colonne indique un rapport
PRIvI/PRNM semblable à celui obtenu lorsqu’il n’y a pas d’ARN exprimé, ce qui indique
que l’ARNtm mitochondrial n’inhibe pas l’action de l’ARNtm-DD.
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.4— tmRNA E cou (363 nt)

4 tmRNA (unprocessed)J. lîhera (163 nt)

ia nt
.4— tmRNA J. libera (102 nt)

4 tRNA cysteine E coh (76 nt)

figure 111.5: Buvardage Northern pour vérifier la synthèse et la maturation de
I’ARNtm mitochondrial de J libera exprimé chez E. cou X91.
Les deux colonnes correspondent au buvardage Northem de l’ARN total extrait à partir
d’une culture stationnaire de E. cou X91 contenant (colonne de gauche) le plasmide
pXXT (plasmide d’expression de 1’ARNtm mitochondrial de I Ïibera) ou (colonne de
droite) le plasmide pDDT (plasmide d’expression de l’ARNtm-DD de E. colt,). Les
résultats de cette expérience montrent que la majorité des ARNtm mitochondriaux (bande
intense) ne sont pas correctement maturés chez E. cou X91. La taille de ces molécules est
estimée à 163 nt, ce qui est 51 nt de plus que le produit mature attendu et qui est présent
au niveau cellulaire mais en faible quantité. A l’opposé, 1’ARNtm-DD exprimé à partir
du même plasmide que l’ARNtm mitochondrial semble être présent uniquement sous
forme mature d’après la taille de l’ARN détecté. L’hybridation de l’ARNt cystéine de E.
cou a servi à contrôler la quantité d’ARN total d éposé dans chaque puit. L a position
correspondant sur la membrane correspondant à 120 nt a été déterminée à partir de
l’hybridation de I’ARNr 5S de E. cou).

n
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mature de l’ARNtm mitochondrial représente une petite fraction seulement de la quantité

totale d’ARNtm mitochondriaux exprimés. D’après la taille observée des pré-ARNtm

mitochondriaux (163 nt), il est possible de constater que la maturation de l’extrémité 3’

de 1’ARNtm mitochondrial n’est pas effectuée efficacement chez E. cou. Après la

transcription, l’extrémité 5’ non-mature de I’ARNtm mitochondrial contient seulement 10

nt devant être excisés. La différence (51 nt) entre la taille des ARNtm mature (102 nt) et

la taille estimée des pré-ARNtm (163 nt) ne peut être expliquée uniquement par un

problème au niveau de la maturation à l’extrémité 5’. On ne peut toutefois exclure la

possibilité que la maturation à cette extrémité soit aussi altérée.

Ce résultat pounait expliquer pourquoi les essais n’ont pas permis l’identification

d’une fonction particulière pour l’ARNtm mitochondrial. Il est évident que si les

extrémités 5’ et 3’ de l’ARNtm mitochondrial exprimé chez E. cou ne peuvent être

correctement générées par les enzymes impliquées dans la maturation, l’ARNtm ne sera

pas chargé avec l’acide aminé alanine et ne pourra se lier aux ribosomes bactériens. La

faible concentration intracellulaire d ‘ ARNtm mitochondriaux matures pourrait donc

expliqué en partie pourquoi nos essais n’ont pas permis d’identifier une activité pour cette

molécule chez E. cou. Ces résultats semblent démontrer que E. cou n’est pas un système

génétique pouvant être utilisé pour tester les fonctions des ARNtm mitochondriaux.
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111.5 Présence d’un gène mitochondrïal bi-fonctionnel encodant un

ARNtm et un ARNtSet chez Jakoba bahamensis?

Nous avons essayé d’identifier un gène ssrA mitochondrial chez le protiste Jakoba

bahamensis. Les analyses phylogénétiques et le séquençage complet de son génome

mitochondrial révèlent que J. bahamensis est un membre des jakobides et qu’il possède la

même complexité génétique mitochondriale que les autres jakobides. En utilisant

RNAMOT, nous avons réussi à identifier chez J. bahamensis une séquence

mitochondriale qui pourrait coder pour un ARN possédant les éléments de structures

minimaux associés aux ARNtm mitochondriaux. Ces éléments sont: (1) un drARNt

contenant un bras accepteur de 7 pb et un bras T’PC contenant une tige-boucle canonique,

(2) une paire de base G.U en troisième position dans le bras accepteur et (3) adénine en

position correspondant à la base discriminante. La séquence génomique mitochondriale

qui coderait pour cet ARNtm chevauche presque complètement la séquence codant pour

lARNtSet (gcu). En fait, seulement les 6 premiers nucléotides de cet ARNtm lui seraient

spécifiques. Le reste de la séquence coderait soit pour la suite de l’ARNtm, soit pour

lAPNtt (gcu) (Figure 111.6).

On peut imaginer un modèle moléculaire qui permettrait Pexpression dans la

mitochondrie de I bahamensis de ces deux ARN fonctionnellement différents à partir

d’un seul gène. Un seul transcrit serait suffisant pour générer les 2 types d’ARN.

L’identité fonctionnelle de ce transcrit serait déterminée simplement par son repliement.

Il pourrait se replier soit en ARNtm, soit en ARNt (gcu) (Figure III.6A). Après le
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Figure 111.6: Modèle pour la synthèse de deux ARN (ARNtmJARNt)
(A) Dans le modèle du gène bi-fonctionnel, un seul transcrit est nécessaire pour générer
l’ARNtm et lARNtse1(gcu). La sélection entre les deux ARN se fait au niveau du
repliement du transcrit. La maturation de l’extrémité 5’ par la RNase P vient par la suite
sceller le destin fonctionnel de l’ARN replié. (B) La conservation de l’ordre des gènes
mitochondriaux supporte l’hypothèse du gène bi-fonctionnel. Dans les génomes
mitochondriaux des jakobides I tibera et S. ecuadoriensis, le gène ssrA est précédé du
gène rps2 et suivi du gène trn$. Puisque l’hypothétique gène bi-fonctionnel est
également précédé du gène rps2 dans le génome mitochondrial du jakobide I
bahamensis, ceci indique que l’ordre des gènes est conservé. Ceci permet d’émettre
l’hypothèse qu’un seul événement génomique aurait pu donner naissance au gène bi-
fonctionnel. Cet événement aurait été la délétion de la séquence comprise entre les 6
premiers nucléotides du gène ssrA et le début du gène trnS chez un ancêtre de I

ARNtm (98 nt)

bahamensis.
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repliement, la RNase P viendrait générer l’extrémité 5’ mature et ainsi sceller le destin

fonctionnel de l’ARN replié (Figure III.6A).

La conservation de l’ordre des gènes mitochondriaux chez les jakobides supporte

l’hypothèse de bi-fonctionnalité pour ce gène. Les gènes ssrA mitochondriaux de S.

ecudoriensis et I libera sont situés entre le gène rps2 (en amont) codant pour une

protéine ribosomale et le gène trnS (gcu) (en aval) codant pour l’ARNt (gcu). Chez J.

baïtamensis, le gène mitochondrial potentiellement bi-fonctionnel est immédiatement

précédé dans le génome du gène ips2. L’apparition du gène bi-fonctionnel pourrait donc

être expliqué par un seul événement génomique survenu chez un ancêtre de J.

bahamensis (Figure III.6B). Cet événement serait la délétion de la séquence comprise

entre les premiers nucléotides du gène ssrA et l’extrémité 5’ de lARNtSet (gcu).

La paire de base G.U dans le bras accepteur et l’adénine comme base

discriminante sont des évidences solides en faveur de la bi-fonctionnalité de ce gène. Ces

éléments moléculaires serviraient pour I’aminoacylation de l’ARNtm de I bahamensis

avec l’alanine, un événement caractéristique à tous les ARNtm connus.

Si le gène codait seulement pour un ARNt5, il serait difficile d’expliquer la

présence de l’adénine comme base discriminante. Chez les 7 autres ARNt5 encodés

dans les mitochondries des jakobides I libera, J. bahainensis, S. ecuadoriensis et R.

arnericana, on ne retrouve que G ou U comme base discriminante. Une guanine est

souvent présente comme base discriminante chez les ARNtSet des bactéries et des

eucaryotes inférieurs puisqu’elle sert d’anti-déterminant pour les isoaccepteurs sérine

[Lenhard et al., 1998]. Ceci signifie que la guanine ne contribue pas à la sérylation des

ARNtSCt par la seryl-tRNA synthetase mais empêche le chargement d’autres acides
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aminés sur les isoaccepteurs sérine [Asahara et aÏ., 1994]. Par exemple, la guanine est la

base azotée la plus défavorisée comme base discriminante par la leucyl-tRNA synthétase

[Asahara et al., 1993] et la tyrosyl-tRNA synthetase [Himeno et aÏ., 1990]. Ces deux

enzymes catalysent le chargement des isoaccepteurs leucine et tyrosine qui sont, avec les

isoaccepteurs sérine, les ARNt de classe II (long bras variable). La nature de cette base

joue un rôle clé dans la discrimination entre ces trois isoaccepteurs. Puisque le long bras

variable commun à ces trois isoaccepteurs est un élément servant à la reconnaissance de

ces ARNt par leur synthétases respectives [Lenhard et al., 1998], ceci les rend plus aptes

à être chargés avec l’acide aminé correspondant à un autre ARNt de classe II.

L’adénine comme base discriminante est un déterminant de l’aminoacylation des

isoaccepteurs leucine et tyrosine de E. cou, S. cerevisiae [Giégé et al., 1998] et

probablement aussi des jakobides étant donné la conservation stricte de l’adénine à cette

position. En conséquence, pourquoi l’ARNt (gcu) mitochondrial de I baharnensis

aurait-il une adénine comme base discriminante? Ne devrait-il pas avoir à cette position,

comme chez les ARNtSe1 bactériens, les ARNtset des eucaryotes inférieurs et les autres

ARNt5 de jakobides, une base azotée autre que I’adénine et qui aurait le rôle d’anti-

déterminant pour contribuer à empêcher la misacylation de cet isoaccepteur sérine avec la

leucine ou la tyrosine? Ceci pourrait s’expliquer par l’hypothèse du gène bi-fonctionnel

où la présence de l’adénine contribuerait au chargement de l’alanine sur l’ARN replié en

ARNtm sans toutefois être suffisante pour rendre l’ARN replié en ARNt’ sensible à la

misacylation par la Ieucyl-tRNA synthétase ou la tyrosyl-tRNA synthétase dans la

mitochondrie de I bahamensis.
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111.6 Perspectives

L’impossibilité d’effectuer des essais fonctionnels chez E. cou rendra difficile les

études visant à identifier un rôle pour les ARNtm mitochondriaux. Ceci est encore plus

vrai lorsqu’on ajoute à cela notre incapacité au moment présent de faire des expériences

génétiques directement dans les mitochondries des jakobides.

Afin de faire des déductions sur la fonction des ARNtm mitochondriaux, on devra

continuer à procéder par analyse comparative-phylogénétique, c’ est-à-dire identifier de

nouveaux ARNtm mitochondriaux, mettre en évidence les éléments moléculaires

conservés et les comparer entre eux et avec ceux retrouvés chez les ARNtm bactériens. Il

faudra aussi tenter de cartographier les extrémités 5’ et 3’ des ARNtm mitochondriaux

deux-morceaux afin de connaître la structure mature de ces ARNtm. Des expériences

dans ce sens ont été effectuées lors de ce projet de maîtrise avec toutefois très peu de

succès.

Il y a des expériences et des découvertes qui pourront, dans un délai raisonnable,

contribuer à notre compréhension du rôle cellulaire des ARNtm mitochondriaux. Par

exemple, le premier homologue eucaryotique de la protéine SmpB (voir section 1.2.4) a

récemment été identifié dans le génome nucléaire du diatome Thalassiosira pseudonana

(K.P. Williams, communication personnelle). Cette protéine possède les signaux

peptidiques nécessaires à son exportation vers le plastide où l’ARNtm est encodé. La co

localisation chez cet organisme de l’ARNtm et de la protéine SmpB, bien que codés dans

des compartiments cellulaires différents, suggère que la protéine aurait la même fonction

que ses homologues bactériens. Puisque les ARNtm mitochondriaux possèdent un
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drARNt similaire à celui des ARNtm bactériens et plastidiques (SmpB lie le drARNt des

ARNtm bactériens), on peut s’attendre, si les ARNtm de jakobides interagissent avec les

ribosomes mitochondriaux, à trouver un gène encodant la protéine SmpB dans le noyau

des jakobides étant donné son absence dans les génomes mitochondriaux. Le projet PEP

(http ://megasun.bch .umontreal . ca/pepdb/pep_main.html), établi en partie à l’Université

de Montréal, permettra entre autre le séquençage des régions exprimées (EST et ADNc)

du génome nucléaire des jakobides. Les résultats qui seront obtenus aideront à résoudre

la question, à savoir si un homologue de cette protéine est effectivement encodé chez les

jakobides. La découverte d’un gène SmpB chez les jakobides contribuerait à supporter

l’hypothèse que les ARNtm mitochondriaux sont impliqués dans un mécanisme

biologique lié à la traduction et possiblement équivalent à celui impliquant les ARNtm

chez les bactéries.

Afin de vérifier directement l’interaction possible entre les ribosomes

mitochondriaux et les ARNtm des jakobides, nous effectuerons prochainement dans notre

laboratoire des expériences de co-sédimentation de ces deux entités sur un gradient de

sucrose. Ces expériences ont été préalablement effectuées pour mettre en évidence

l’interaction entre les ARNtm bactériens et les ribosornes [Komine et al., 1996].

111.7 Conclusion

Ce projet de recherche a permis d’obtenir de nombreux résultats sur les ARNtm

mitochondriaux de jakobides. Premièrement, 5 nouveaux ARNtm ont été identifiés chez

les jakobides S. ecudoriensis, H. amides et I libera, R. americana $3 et R. americana $4.
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L’ARNtm de I libera à la particularité d’être de configuration standard, ce qui indique

que pour la première fois, un événement de circularisation permuté s’est produit afin de

ramener un gène ssrA permuté vers la configuration standard.

Un autre ARNtm a été potentiellement identifié chez le jakobide I bahamensis.

Toutefois, étant donné qu’il devrait être transcrit à partir d’un gène qui code certainement

pour un ARNtSet, la confirmation de son existence devra attendre les résultats

expérimentaux. Si le modèle du gène bi-fonctionnel devait être démontré

expérimentalement, cela montrerait encore une fois la formidable capacité des ARNtm à

évoluer structuralement. Pour des exemples de cette capacité, on n’a qu’à penser aux

ARNtm bactériens deux-morceaux, aux ARNtm plastidiques et évidemment, aux ARNtm

mitochondriaux identifiés lors de ce projet de recherche.

La caractérisation structurale des ARNtm mitochondriaux de jakobides a permis

de confirmer l’élimination chez ces molécules du segment comprenant le cadre de lecture

ouvert et les pseudo-nœuds. Cela indique que l’activité de signalisation par l’ajout d’un

peptide signal a été perdue au cours de l’évolution de ces molécules dans les

mitochondries des jakobides. Les expériences effectuées pour l’ARNtrn de I Ïibera ont

confirmé que cet ARNtm était effectivement exprimé, qu’il possédait sous sa forme

mature une taille de 102 nt et qu’il était modifié par l’ajout de la queue CCA nécessaire

pour l’aminoacylation de tous les ARNt/ARNtm connus. De plus, le fait qu’il est

reconnu par la RNAse P RNA et l’alanyl-tRNA synthétase in vitro suggère que l’ARNtm

de I libera se replie in vivo de façon à exhiber un domaine ressemblant à un demi-ARNt.

Ces informations suggèrent fortement que les ARNtm mitochondriaux sont

aminoacylés dans les mitochondries des jakobides. S’ils sont effectivement aminoacylés,



84

leur rôle est probablement lié à la traduction mitochondriale. Ces suggestions ne

permettent toutefois pas d’identifier avec certitude le rôle de ces molécules chez les

jakobides. La dérivation structurale importante de ces molécules fait en sorte qu’il est

difficile d’utiliser nos connaissances sur les ARNtm bactériens pour faire des hypothèses

sur le rôle cellulaire des ARNtm mitochondriaux.
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