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C//Lapi[m j :
INTRODUCTION

Chez les Procaryotes comme chez les Eucaryotes, la stabilit¢ des ARN messagers
(ARNm) est un important facteur d'expression différentielle des genes (Belasco and
Higgins, 1988). En effet, le taux de protéines données dans une cellule est dépendant de la
quantit¢ d'ARNm correspondant. La demi-vie spécifique d'un messager varie de 30
secondes a 20 minutes. Chez Escherichia coli, elle est en moyenne de 2 a 3 minutes
(Regnier and Arraiano, 2000). L’abondance d'un ARNm dépend de deux processus : la
syntheése du messager et sa dégradation. Or, la dégradation est le principal mécanisme de
régulation post-transcriptionnelle. Plus que le maintien d’une quantité constante de
messager, cette régulation permettrait une modification rapide du profil d’expression
génique de la bactérie en réponse a des variations environnementales spécifiques (Bernstein
et al., 2002). Elle contribue également a une différence d'expression de genes cotranscrits
comme les geénes polycistroniques (Baga et al., 1988). De nombreuses études réalisées au
cours de ces trente derniéres années ont permis d’identifier les principaux facteurs
protéiques impliqués dans ce processus subtil. La découverte d’une collaboration étroite
entre une endoribonucléase et une exoribonucléase, les deux catégories d’enzymes de la
dégradation, au sein d’'un méme complexe a permis de mieux comprendre les différents
mécanismes mis en jeux dans la dégradation compléte d’'un ARNm. En plus de la RNase E
et de la PNPase, ce complexe, appelé le dégradosome, est composé de deux autres
protéines : RhIB et I’Enolase.

La premicere partie du chapitre II « Résultats et Discussion » est consacrée a 1’étude de
ces deux composants du dégradosome. Dans un premier temps, les études sur RhIB portent
sur la caractérisation et la spécificité de son interaction avec la RNase E. Les travaux
menés ensuite sur I’Enolase tentent de déterminer le role encore inconnu de cette enzyme
glycolytique au sein du complexe.

La seconde partie du chapitre II concerne la RNase E et plus particulierement la

modulation de son activité par sa phosphorylation par une kinase du bactériophage T7.

-10 -
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L’objectif est de cartographier les résidus phosphorylés afin de déterminer les mécanismes
impliqués dans la régulation de la RNase E et de mieux appréhender ainsi les relations
structures/fonctions avec ses partenaires.

Quant au chapitre I, il sert d’introduction aux différents travaux traités ci-apres. Cette
synthése bibliographique est un résumé des principales données scientifiques accumulées
au cours de ces derniéres années concernant la dégradation des ARNm chez E. coli. Les
différentes protéines et les mécanismes impliqués dans ce processus y sont présentés, plus

particuliérement I’endoribonucléase E (RNase E) qui joue un réle central dans la cellule.

I - La dégradation des ARNm chez E. coli : Généralités

La dégradation des ARNm est un processus complexe qui fait intervenir de nombreux
partenaires. Elle est assurée principalement par l'activit¢ combinée de deux types
d'enzymes de fonctions complémentaires : les endonucléases et les exonucléases

(Ehretsmann et al., 1992a, b; Nierlich and Murakawa, 1996).

I -1 - Les endoribonucléases

Les endonucléases clivent les molécules d' ARNm au niveau de liaisons phosphodiesters
internes. Ce clivage intramoléculaire est a 1'origine d'une dégradation dans le sens 5'-3' par
morcellement des molécules cibles (Cannistraro et al., 1986; Kano and Imamoto, 1979).
Parmi les endonucléases identifiées chez E. coli, deux sont impliquées directement dans la

dégradation des ARNm : la ribonucléase III (RNase III) et I’endoribonucléase E (RNase E).
A) La RNase 111

Le géne rnc codant la RNase III est situ¢ a 58,2 minutes du chromosome d’E. coli. 11 est

transcrit sous la forme d’un polycistron contenant également les geénes era et recO codant

respectivement une protéine de liaison au GTP et une protéine impliquée dans la réparation

de ’ADN. La RNase III est une endoribonucléase spécifique des ARN double brins. Elle se

-11 -
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compose de deux domaines qui fonctionnent de maniere indépendante. Le domaine amino-
terminal porte D’activité catalytique et semble étre le déterminant majoritaire de la
spécificité du substrat. Le domaine carboxy-terminal contient le site de fixation a I’ARN. Il
contribue a la sélection du site de clivage et facilite la fixation du substrat (Conrad et al.,
2001; Sun et al., 2001). Bien qu’il ne semble pas y avoir de séquences spécifiques de
clivage, I’enzyme serait sensible a la présence de déterminants négatifs tels que des
appariements de type Watson-Crick a des positions précises (Zhang and Nicholson, 1997).
Active sous forme homodimérique, une seule unité catalytique au sein du dimére est
suffisante pour assurer un clivage efficace (Conrad ef al, 2002; Robertson and Dunn,
1975).

La RNase III est impliquée dans la modulation de I’expression de nombreux genes
phagiques et cellulaires (Nicholson, 1999). Elle intervient principalement dans la
maturation des précurseurs des ARN ribosomiques en maturant les ARNr 23S et 16S a
partir du précurseur 30S (Gegenheimer and Apirion, 1981). Elle est également impliquée
dans sa propre régulation puisqu’elle initie la dégradation de son messager apres clivage de
celui-ci au niveau d’une structure secondaire située dans son extrémité 5° (Bardwell ef al.,
1989). La coupure de ’ARNm entraine sa dégradation compléte en supprimant la tige-
boucle fournissant ainsi une extrémité 5’ accessible a la RNase E.

Bien que le géne rnc ne soit pas essentiel, un mutant de la RNase III présente une
croissance ralentie. En effet, I'absence de cet enzyme entrainerait un défaut de la sous-unité
ribosomale 50S et donc une synthese protéique altérée (Apirion and Gitelman, 1980; King
et al., 1984). 11 est intéressant de noter que la RNase III intervient dans la régulation de
I’expression d’un autre enzyme impliqué dans la dégradation des ARNm. En effet, elle
initie la dégradation du messager pmp codant I’exoribonucléase PNPase (cf. § I-

2B)(Hajnsdorf et al., 1994).

La RNase III joue un réle dans le processus de dégradation des ARNm en clivant les
messagers au niveau de structures secondaires, facteurs inhibiteurs des autres nucléases.
Cette protéine n’est cependant pas 1I’enzyme clé de ce processus. La dégradation de la
majorité¢ des messagers de la cellule est initiée par la deuxiéme endoribonucléase majeure

chez E. coli : 1a RNase E.

-12 -
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B) LaRNase E

La RNase E est codée par le géne rne localisé a 24,58 minutes du chromosome d’E. coli.
Cette endonucléase de 1061 acides aminés se divise en deux domaines fonctionnels (cf.
§I1I-2). La premicre moiti¢ de la protéine constitue le domaine amino-terminal (NTH). 1l
porte I’activité catalytique qui clive spécifiquement I'ARN simple brin (Ehretsmann et al.,
1992b). La deuxiéme moiti¢ de la protéine contient, entre autres, les sites d’interaction avec
les autres composants du dégradosome. Impliquée dans de nombreux processus cellulaires
(cf. §III-3), elle joue un rdéle important dans la dégradation des ARNm. A partir des
données accumulées au cours de ces vingt dernieres années, il est établi que la dégradation
de la plupart des ARNm est initiée par le clivage endonucléolityque de la RNase E
(Kushner, 2002; Regnier and Arraiano, 2000).

Bien qu’elle soit capable de couper des ARNm aux extrémités triphosphorylées, le
substrat préférentiel de la RNase E est une extrémité 5° monophosphorylée simple brin
(Mackie, 1998). La reconnaissance de cette extrémité est indépendante du domaine
carboxy-terminal de la protéine (Jiang ef al., 2000). La comparaison de séquences des sites
de clivages présents dans les différents substrats de la RNase E n’a pas mis en évidence de
séquences spécifiquement reconnues par 1’enzyme. Une simple région riche en nucléotides
A/U suffit a définir un site potentiel, quel que soit ’agencement des bases (Lin-Chao et al.,
1994; McDowall et al., 1994). La présence d’un G en position -2 par rapport a la coupure
semble favoriser I’efficacité du clivage alors qu'un U en position -5 aurait I’effet inverse
(Kaberdin, 2003; Redko et al., 2003). L’activité¢ de la RNase E est modulée par la présence
de structures secondaires stables en amont ou en aval de la région du site du clivage. Leur
role serait de maintenir le site principal de clivage dans une région simple brin et de limiter
I’acceés a la RNase E a d’autres sites secondaires potentiels (Coburn and Mackie, 1999;
Mackie et al., 1997). Le fait que la RNase E soit capable d’initier, méme a faible efficacité,
la dégradation de molécules dont les extrémités sont triphosphorylées ou séquestrées dans
des structures secondaires suggere deux mécanismes d’action différents (cf. figure 1). Un
premier modele appelé « tethering » implique que la RNase E agisse sous forme d’un
dimere. Selon ce modéle, le site de reconnaissance d’une des deux sous-unités du dimeére

fixe I’extrémité 5’ triphosphorylée simple brin de ’ARNm au niveau du phosphate pendant

- 13-
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Figure 1: Mécanismes d’action de la RNase E. (A) Modéle « 5° tethering ».
L’extrémité triphosphorylée de I’ARNm est reconnue par une sous-unité (1)
d’un dimére de RNase E qui fixe le substrat pendant que la deuxiéme sous-
unit¢ (2) le coupe au niveau du site de clivage. L’extrémité 5’
monophosphorylée est alors retenue pour que la premicre sous-unité puisse
cliver un second site plus en aval. (B) Mod¢le de I’entrée interne. Lorsque
I’extrémité 5° du messager est sous la forme double brin ou qu’il y a une
structure secondaire génant la RNase E, celle-ci est capable de reconnaitre
directement les sites de clivages et les éléments environnants modulateurs
(comme une tige-boucle). (NB: La RNase E est représentée ici associée aux
protéines du dégradosome; figure adaptée a partir de Marchand et al., 2001 et
Baker and Mackie, 2003).

-14-



CZ&P[[}”Q /: j%?/?();b Z//ijO%

que la deuxiéme sous-unité coupe le substrat au niveau du site spécifique de clivage. La
coupure génere une extrémité 5° monophosphorylée qui constitue un substrat privilégié
pour la RNase E. La fixation de cette nouvelle extrémité permet a la premiére sous-unité
d’atteindre un nouveau site de clivage situé plus en aval.

Le deuxiéme modele propose une reconnaissance de I’ARNm par ’'un des domaines
catalytiques du dimere directement au niveau de séquences internes proches du site de
clivage. Celui-ci serait coupé par le deuxieme domaine catalytique. Ce modéle d’ « entrée
interne » permet & la RNase E de cliver des substrats malgré la présence de structures
stabilisatrices ou ’absence de nucléotides non appariés en 5’(Baker and Mackie, 2003;
Bouvet and Belasco, 1992; Joyce and Dreyfus, 1998). La reconnaissance d’une extrémité
5’ ainsi que les modéeles d’action proposés suggerent une directionnalité 5°-3 de la RNase
E, ce qui est en accord avec le fait que les ARNm peuvent étre dégradés avant la fin de leur
synthese (Schlessinger et al., 1977). Cependant, cette propriété ne semble pas acquise. En
effet, des travaux récents montrent que lorsque deux sites de clivage se suivent, le clivage
du site situé en 5’ requiert au préalable celui du site en position 3’. La réciproque n’étant
pas vraie, ces résultats suggérent que la RNase E posséde une directionnalité intrinséque
3’-5’. Cependant, il est important de noter que ces expériences ont été réalisées in vitro sur
de petits oligonucléotides et avec une RNase E dépourvue de son domaine carboxy-
terminal. Il n’est donc pas évident que cette observation soit vraie pour un ARNm entier ou
en cours de traduction. La possibilité que la RNase E agisse selon les deux directions reste
envisagée. Le choix de celle-ci pourrait dépendre de la position des sites de clivage sur

I’ARNm (5’-UTR, séquence codante ou 3’-UTR)(Feng et al., 2002).

C) La RNase G : une endonucléase minoritaire

La protéine RNase G est codée par le géne rng anciennement appelé cafA et localisé a
73,2 minutes du chromosome d’E. coli. Cette endoribonucléase, non essentielle pour la
cellule, présente une forte homologie avec le domaine amino-terminale de la RNase E.
Probablement active sous forme dimérique (Briant ez al., 2003), la RNase G coupe I’ARN
simple brin au niveau de régions riches en A/U et son activité est dépendante d’une

extrémité 5° monophosphorylée non appariée (Tock et al., 2000). Elle est impliquée dans la
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maturation de I’ARN ribosomique 16S en collaboration avec la RNase E et participe
¢galement a la dégradation de certains ARNm. Le premier exemple décrit est celui de
I’ARNm adhE codant une alcool déshydrogénase (Umitsuki et al., 2001). La demi-vie de
ce messager dans une souche rng” est augmentée d’un facteur 2,5 alors qu’aucun effet n’est
observé sur la stabilité d’autres messagers. Une étude plus globale de ’expression des
genes par la technique des puces a ADN a permis d’identifier seulement 11 génes dont
I’expression est spécifiquement controlée par la RNase G. Parmi eux, on note la présence
du geéne eno codant I’Enolase (enzyme de la glycolyse et composant du dégradosome , cf. §
II-2Ba), et le gene rng lui-méme (Lee et al., 2002). Ceci peut laisser penser a un
mécanisme d’autorégulation comme celui observé pour la RNase E (cf. § 11I-4Ba). Des
expériences de complémentation montrent que la surexpression de la RNase G restaure
partiellement la croissance d’une souche ams dont 1’activité RNase E est abolie (Deana and
Belasco, 2004; Wachi et al., 1997). Des études ont montré que la croissance d’une telle
souche pouvait étre efficacement compensée grace a une augmentation de la quantité de
RNase G (x50) dans la cellule (Lee et al., 2002). Cependant, il semble que cette
compensation efficace soit due a la présence d’une extension non naturelle a I’extrémité
amino-terminale de la protéine RNase G surexprimée (Deana and Belasco, 2004). Les
auteurs suggerent que la présence d’extension amino- ou carboxy-terminale de la protéine
altére ou diminue la spécificité de la RNase G. Celle-ci devient alors capable de couper des
ARN normalement clivés par la RNase E. La protéine RNase G semble in vivo participer
de facon mineure a la maturation de I’ARN ribosomique 5S bien que des expériences in
vitro montrent que la protéine purifiée ne clive pas I’ARN 9S précurseur (Ow ef al., 2003).
La RNase G n’est en revanche pas capable de restaurer un défaut de maturation de I’ARN
M1 dans une souche dont I’activité de la RNase E est abolie, ni celui de la maturation des
ARN de transfert. Ces deux processus nécessitent la présence de la RNase E dans la cellule.
Ces deux endoribonucléases qui partagent des propriétés similaires semblent donc jouer des

roles différents dans la cellule.
Le chemin de dégradation endonucléolytique est principalement assuré par les

endoribonucléases RNase III et RNase E (cf. figure 2). L’action combinée de ces deux

enzymes de dégradation génére des fragments d’ARNm dépourvus d’éléments
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Figure 2: La dégradation des ARNm chez E. coli (d’aprés Ow et al., 2003); (A) Initiation
de la dégradation par la RNase E. Le premier clivage constitue 1’étape limitante du
processus du fait de la nature triphosphorylée de I’extrémité 5° de ’ARNm. Les
intermédiaires générés ne posseédent qu’un phosphate en 5°. Ils sont alors
rapidement clivés par la RNase E et/ou la RNase G. Les morceaux d’ARN sont
ensuite pris en charge par la voie exonucléolytique ou la PNPase, la RNase II et
I’oligoribonucléase dégradent leur substrat en mononucléotides. La synthése de
queue polyA par la PAP I est parfois nécessaire si les fragments contiennent des
structures secondaires stables. (B) L’initiation de la dégradation peut parfois étre
initiée par la RNase III. Le clivage au niveau de séquences appariées €limine des
structures secondaires inhibitrices et génére des fragments aux extrémités 5’
monophosphorylées. Ces fragments sont ensuite dégradés par la RNase E et/ou la
RNase G puis rejoignent la voie exonucléolytique. (C) Dégradation indépendante
de la RNase E. Le clivage endonucléolytique, s’il y en a un, est assuré par la RNase
G. Le messager peut étre entierement dégradé par la voie exonucléolytique
impliquant le processus de polyadénylation.
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stabilisateurs. Les extrémités 5° issues des coupures endogénes sont monophosphorylées et
les extrémités 3’-OH dépourvues de structures secondaires. La dégradation de ces
morceaux d’ARNm peut alors se poursuivre via la voie exonucléolytique jusqu’a la

compléte disparition de la molécule de départ.

I - 2 - Les exonucléases

La dégradation par les exonucléases se fait par digestion de I'ARNm de maniére
processive, libérant ainsi des produits mononucléotidiques. Alors que deux types
d’exonucléases ont été caractérisés chez les Eucaryotes, aucune exonucléase dégradant
I’ARN a polarité 5'-3' n'a été identifiée chez les procaryotes (Beelman and Parker, 1995;
Deutscher and Li, 2001). Parmi les huit exonucléases 3'-5' présentes chez E. coli, on
distingue essentiellement la RNase II et la Polynucléotide Phosphorylase (PNPase) qui sont
impliquées dans la dégradation des ARNm.

A) La RNase II

Le géne rnb codant I’exoribonucléase II est localis¢ a 29 minutes du chromosome d’E.
coli. Ce geéne est transcrit a partir de deux promoteurs P1 et P2. Ce dernier génére pres de
75% des transcrits rnb de la cellule en présence d’un cofacteur qui semble requis pour
I’initiation de la transcription (Zilhao et al., 1996). La RNase II est une protéine de 72,5
KDa qui dégrade les ARNm de maniére processive en libérant des nucléotides
monophosphates (Coburn and Mackie, 1996a). Cette activité hydrolytique est dépendante
du magnésium et est stimulée par la présence de cations monovalents. La fixation de
I’ARN par I’enzyme se fait au niveau de son site d’interaction S1 présent dans le domaine
carboxy-terminal de la protéine (Bycroft et al., 1997). Ce motif extrémement conservé dans
les protéines fixant I’ARN est homologue a celui de la protéine ribosomale S1. Il est
¢galement présent dans la RNase E et la PNPase. La RNase II est impliquée dans les étapes
finales de maturation des extrémités 3’ des ARN de transfert. Elle intervient également

dans la maturation de ’ARNr 5S. Sa fonction premiére au sein de la cellule reste la
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dégradation des ARNm. Elle représente 90% de D’activité exoribonucléique totale d’un
extrait cellulaire (Deutscher and Reuven, 1991).

L’expression de la RNase II est modulée en fonction des conditions de croissance de la
bactérie. Cette régulation est dépendante du gene gmr dont la séquence codante est située
en aval du géne rnb lui-méme. La protéine Gmr, par un mécanisme encore inconnu, agit
sur la stabilité de la protéine RNase II (Cairrao et al., 2001). L’expression de la RNase II
est également controlée au niveau de la stabilité de son messager. Cette régulation post-
transcriptionnelle fait également intervenir deux autres enzymes de la dégradation : la
RNase E et, de maniére indirecte, la RNase III. Elle est étroitement liée avec celle du
messager codant la deuxiéme exonucléase majeure chez E. coli, la PNPase (Zilhao et al.,

1995; Zilhao et al., 1996).

B) La Polynucléotide Phosphorylase

La PNPase est une exonucléase de type phosphorolytique qui génere des
mononucléotides diphosphates a partir d’une extrémité 3’-OH simple brin d’'un ARNm
(Coburn and Mackie, 1996b). Bien qu’elle soit également impliquée dans le contrdle de la
qualité¢ des ARNt et ARNr, son réle majeur dans la cellule est la dégradation des ARNm
(Donovan and Kushner, 1986). Active sous la forme d’un homotrimére, chacune des trois
sous-unités qui la constituent a un poids moléculaire de 77 KDa. Cet homotrimére forme un
pore par lequel I’ARN serait susceptible de passer (Symmons et al., 2002).

La PNPase est codée par le géne pnp localisé a 71 minutes du chromosome d’E. coli. Ce
geéne est transcrit a partir de deux promoteurs. Le premier est situé juste en amont de la
séquence codante et génere un transcrit unique pnp. Le second est le promoteur du geéne
rpsO donnant un ARNm polycistronique 7psO-pnp (Portier and Regnier, 1984). Les deux
séquences codantes du polycistron sont s€¢parées apres le clivage de celui-ci par la RNase
IIT au niveau d’une structure secondaire présente dans la région intergénique du messager.
Les deux transcrits pnp et rpsO sont alors traduits et dégradés indépendamment. La PNPase
participe au contrdle de son expression en dégradant son propre messager. Une
accumulation du messager pnp dans une souche rnc” montre que cette dégradation dépend

du clivage initial de ’ARNm par la RNase III (Robert-Le Meur and Portier, 1992). Ce
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Figure 3 : Modéle de régulation de la stabilité du messager pnp ( Jarrige et al.,
2001). L’extrémité 5’-UTR du messager pnp est fortement structurée (1).
La dégradation de cet ARN est initiée par le clivage de la séquence
appariée par la RNase III (2). Le clivage asymétrique génére une
extrémité 3’ sortante accessible a la PNPase (3-4). La PNPase digere
alors son propre messager (5) et libére un fragment aux extrémités 5’ et
3’ favorable a une dégradation rapide(6).
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Figure 4 : La dégradation des structures secondaires. La présence de structures
secondaires tels que les terminateurs de transcription Rho-indépendants ou
les séquences REP constituent de véritables barrieres contre les
exonucléases. La PolyA polymérase I (PAP I) synthétise des queues
polyA en 3’ des messagers. Ces extensions permettent I’ancrage de la
PNPase et de la RNase II. La PNPase est capable de dégrader ces
structures secondaires apres plusieurs cycles de polyadénylation. Apres
chaque cycle, un petit bout de la structure est éliminé jusqu’a la
disparition totale de la s€quence appariée. La RNase II en revanche reste
bloquée en aval de cette structure. La dégradation des séquences REP
passe également par une voie indépendante de la polyadenylation. C’est
I’hélicase @ ARN RhIB qui, en présence d’ATP, déroule les structures et
fournit a la PNPase un substrat simple brin.
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clivage permet de supprimer la structure en tige-boucle responsable de la stabilit¢ du
messager en formant un duplexe ARN-ARN présentant une extrémité 3’-OH sortante.
Cette extrémité servirait alors d’ancrage a la PNPase qui dégraderait le premier brin du
duplex (cf. figure 3)(Jarrige et al., 2001). Comme pour la RNase III et la RNase E,

I’expression de la PNPase dépend d’un processus d’autorégulation.

C) La RNase II et la PNPase : un comportement différent

La RNase II et la PNPase sont les deux enzymes majeurs de la dégradation
exonucléolytique des ARNm chez E. coli. L’inactivation d’un seul de ces enzymes entraine
une modification de 46,4 % du niveau global des ARNm de la cellule (Mohanty and
Kushner, 2003). En revanche, dans un mutant »nb” pnp’, on observe une augmentation de la
stabilité des ARNm associée a une Iétalité des cellules (Donovan and Kushner, 1986). Ces
résultats suggerent que les deux exonucléases, non essentielles dans les conditions
normales de croissance, sont impliquées dans un méme processus et qu’elles agissent de
maniére redondante. Bien que ces deux enzymes possédent des activités différentes, la
présence d’une extrémité 3°-OH d’une longueur minimale de six nucléotides non appariés
est requise pour amorcer la dégradation du substrat (Coburn and Mackie, 1996b; Spickler
and Mackie, 2000). Diverses études biochimiques ont montré que ’activité de ces deux
enzymes ¢tait partiellement ou complétement inhibée par la présence de structures
secondaires tels que des terminateurs de transcription de type Rho-indépendant ou des
séquences REP (McLaren et al., 1991; Newbury et al., 1987). Le comportement de ces
deux enzymes n’est cependant pas le méme face aux structures rencontrées. Alors que la
RNase II est totalement bloquée par la présence d’une tige-boucle, la PNPase est capable
de franchir des structures secondaires plus ou moins stables selon la taille et la séquence
appariée (Braun et al., 1996; Guarneros and Portier, 1990; Spickler and Mackie, 2000). Le
franchissement de telles structures est favorisé par la PolyA polymérase 1 (PAP I) (cf.
figure 4). Cette enzyme synthétise principalement des queues polyA aux extrémités 3’ des
produits de dégradation de la voie endonucléolytique. Cette polyadénylation aurait pour but
de fournir a la PNPase et a la RNase II une extrémité 3’ suffisamment longue pour leur

ancrage au substrat. Plusieurs cycles de polyadénylation permettent la dégradation
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progressive par la PNPase d’une structure secondaire, méme trés stable. La PNPase est
¢galement capable de franchir de telles structures grace a un deuxiéme enzyme : I’hélicase
a ARN RhIB (cf. § 1I-2Bb).

Enfin, la RNase II comme la PNPase ne sont pas capables de dégrader des substrats
inférieurs a une dizaine de nucléotides. Ces oligomeres ainsi libérés par les exonucléases
sont alors pris en charge par ’oligoribonucléase pour une digestion compléte du substrat.
L’oligoribonucléase est essentielle a la survie de la bactérie ce qui suggeére que la présence
de petits morceaux d’ARN non fonctionnels peut étre délétere pour la cellule (Ghosh and

Deutscher, 1999; Yu and Deutscher, 1995).

Les études menées chez les bactéries et particuliérement chez E. coli ont permis de
dégager un schéma général des mécanismes mis en jeu au cours de la dégradation des
ARNm et d’en identifier les nombreux partenaires protéiques. Parmi eux, on retrouve
I’endoribonucléase et I’exoribonucléase les plus importantes de ce processus cellulaire
associées au sein d’un unique complexe protéique: le dégradosome d’E. coli. La
découverte d’un tel complexe renforce 1’idée d’une étroite collaboration entre ces deux

types d’enzymes aux mécanismes d’action complémentaires.

IT - Les enzymes de la dégradation regroupées au sein d’un méme

complexe : le dégradosome

IT - 1 - La découverte du dégradosome

L’existence d’un complexe protéique contenant a la fois une endoribonucléase et une
exoribonucléase a été mise en évidence en paralléle par deux équipes de recherche. La
premiere recherchait une activité de fixation de I’ARN associée a la PNPase tandis que la
deuxiéme réalisait une purification native de la RNase E, extrémement sensible a la
protéolyse (Carpousis et al., 1994; Py et al., 1994). Ces deux approches biochimiques ont
révélé que la RNase E et la PNPase appartiennent a un méme complexe protéique
contenant deux autres protéines majeures. Le séquencage de leur extrémité amino-

terminale a permis d’identifier I’hélicase 8 ARN RhIB et I’enzyme glycolytique Enolase
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(Miczak et al., 1996; Py et al., 1996). Ce complexe multiprotéique a été nommé le
dégradosome.

Des expériences de co-localisation des protéines aprés un marquage par des anticorps
couplés a des billes d’or montrent que la RNase E, la PNPase, RhIB et I’Enolase co-
localisent toutes a la membrane interne de la cellule. La délétion du domaine carboxy-
terminal de la RNase E, plateforme du dégradosome, entraine une diffusion de RhiB dans
le cytoplasme. Ces expériences semblent étre la preuve que le dégradosome existe in vivo

(Liou et al., 2001).

II - 2 - L organisation du complexe et roles des protéines associées

A) Les interactions protéines-protéines au sein du dégradosome

La RNase E constitue le cceur structural du dégradosome. La délétion de la moitié¢
carboxy-terminale de la RNase E se traduit par la perte compléte des interactions avec les
autres protéines du dégradosome. L’ensemble des interactions protéine-protéine se situe
donc dans le domaine carboxy-terminal qui constitue la base de I’assemblage du complexe.
Des ¢tudes biochimiques ainsi que des expériences de double hybride chez la Levure ont
été réalisées a partir de peptides tronqués de la RNase E. Ces études ont permis de délimiter
les régions d’interaction entre 1’endoribonucléase et les autres protéines du dégradosome
(cf. figure 5)(Callaghan et al., 2004; Vanzo et al., 1998). La protéine RhIB interagit avec la
RNase E au niveau des résidus 734 a 738. Cette région est constituée des acides aminés
SVAEE nécessaires a cette interaction. Les données présentées dans ’article I du chapitre
IT « Résultats et Discussion » montrent que I’arginine en position 730 est également requise
pour la fixation spécifique de RhIB (Khemici et al., 2004).

Proche de ce site de liaison se trouve celui de I’Enolase. La région minimale nécessaire
a la présence de I’Enolase complexée au CTH de la RNase E est comprise entre les résidus
839 et 845. Aucune protéine Enolase n’a été observée in vitro dans un complexe formé par
RhIB et le CTH de méme qu’un complexe CTH-Enolase ne semble pas fixer d’hélicase. Il
semble que la fixation simultanée de ces deux protéines au CTH soit difficile voire

impossible. Ces résultats peuvent s’expliquer par un encombrement allostérique entre les
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Figure 5: L’organisation du dégradosome. La moiti¢ carboxy-terminale de la
RNase E constitue [’échafaudage du dégradosome. Les sites
d’interactions entre la RNase E et les autres composants du complexe
ont ét¢ déduits d’aprés Vanzo et al., 1998 et Callaghan et al., 2004.
Les acides aminés du CTH impliqués dans I’interaction avec RhIB
ont été soulignés.
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deux protéines di a la proximité de leur site d’interaction. Lors de la purification partielle
de la RNase E, ces deux protéines sont pourtant toujours présentes simultanément. Leur co-
purification avec la RNase E peut étre due a I’existence de deux sous-complexes contenant
chacun une seule des deux protéines. La RNase E étant capable de former des dimeres et
des tétrameres, ces deux protéines peuvent coexister au sein d’un dimere en se fixant
chacune sur un domaine carboxy-terminal différent (Callaghan et al., 2003; Callaghan et
al., 2004).

Enfin, la région acide a I’extrémité carboxy-terminale du CTH de la RNase E contient
les résidus impliqués dans I’interaction avec la PNPase. La présence des acides aminés
1021 a 1045 suffisent a la formation du complexe PNPase-CTH.

Aucune interaction entre I’Enolase et la PNPase ou RhIB n’a été mise en évidence. En
revanche, RhIB interagit physiquement avec la PNPase via son domaine carboxy-terminal

(Liou et al., 2002).

B) Les protéines majeures du dégradosome

a) L ’Enolase

L’Enolase est une protéine de 48 KDa codée par le geéne eno situé¢ a 62,6 minutes du
chromosome d’E. coli. Elle joue un rdle majeur dans le métabolisme énergétique de la
cellule puisqu’elle intervient dans la voie de la glycolyse. Cette voie permet de produire des
intermédiaires métaboliques a partir du glucose. Ces métabolites sont utilisés pour la
synthese des constituants cellulaires comme les phospholipides des membranes. Le chemin
de la glycolyse permet également de générer du pyruvate, principale molécule qui alimente
le cycle de Krebs. C’est a partir du cycle de Krebs que 1’ensemble des précurseurs des
acides aminés est synthétisé. En absence de glucose, la bactérie est capable d’utiliser

d’autres sources de carbone comme le glycérol (cf. figure 6).
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Figure 6 : La glycolyse chez E. coli. Le glucose est phosphorylé lors de son internalisation
par les systemes de transporteurs PTS. Le glucose-P entre alors dans la voie de la
glycolyse pour donner du pyruvate. Le pyruvate alimente le cycle de Krebs qui
fournit les précurseurs nécessaires a la synthése des acides aminés et des
constituants membranaires. En absence du geéne eno codant I’Enolase, la glycolyse
est bloquée au niveau de la réaction encadrée. La conversion du lactate présent dans
le milieu en pyruvate permet au cycle de Krebs de fonctionner. Les réactions en
amont du blocage de la glycolyse sont possibles par la conversion du glycérol en
dihydroxyacétone-P. Ce métabolite est également requis pour la synthése des
constituants membranaires cellulaires tels que les phospholipides.
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L’Enolase catalyse la réaction suivante de maniére réversible :

H20
Glycérate -2 phosphate < > Phosphoenol pyruvate

H20

La caractérisation de mutants de la glycolyse montre que la croissance d’une bactérie

eno” nécessite la présence simultanée dans le milieu de succinate (ou de lactacte) comme
source de carbone et de glycérol. La présence du glucose dans ces conditions est toxique
pour la cellule (Irani and Maitra, 1974; Irani and Maitra, 1977).
L’Enolase a été identifiée comme un composant majeur du dégradosome (Carpousis et al.,
1994; Miczak et al., 1996; Py et al., 1996). Ceci suggere que cet enzyme du métabolisme
joue également un role dans le processus de dégradation des ARNm. L’absence de cette
protéine au sein d’un dégradosome minimal fonctionnel in vitro suggére toutefois que ce
role n’est pas crucial. Le role de I’Enolase dans la dégradation des ARNm est jusqu’a
présent encore inconnu. L hypothése que 1I’Enolase puisse étre un lien entre la dégradation
des ARNm et le métabolisme semble la plus logique. La possibilité qu’elle soit capable de
lier I’ARN suggere qu’elle pourrait diriger le dégradosome vers des ARNm spécifiques (al-
Giery and Brewer, 1992; Kuhnel and Luisi, 2001). Par ailleurs, le site d’interaction entre
RhIB et la RNase E étant localisé dans une région proche de celui de I’Enolase, il a été
proposé que cette derniere puisse avoir un réle allostérique modifiant les interactions de la
RNase E avec les autres composants du dégradosome(Callaghan et al., 2004). Enfin, un
role uniquement structural n’est pas exclu.

Une partie des travaux de recherche réalisés au cours de ma thése a été consacrée a la
détermination du réle de I’Enolase au sein du dégradosome. Les résultats de ces travaux

sont présentés dans la premiere partie du chapitre II.
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b) Les protéines RhIB et PNPase collaborent de maniere étroite

La protéine RhIB, codée par le géne non essentiel 74/B (Khemici and Carpousis, 2004),
est une hélicase a ARN appartenant a la famille des hélicases a motif DEAD (pour Asp-
Glu-Ala- Asp)(Kalman et al., 1991). Ce motif, extrémement conservé au sein des protéines
de cette famille, est requis pour 1'hydrolyse de I'ATP nécessaire a leur activité hélicasique
(Pause et al., 1993). Prés de 80% des protéines RhIB de la cellule semble complexé au
CTH de la RNase E in vivo (Liou et al., 2001). De plus, ’activité de RhIB est fortement
stimulée par son interaction avec la région centrale de la RNase E, et ce indépendamment
de I’activité catalytique de cette derniere (Coburn et al., 1999; Py et al., 1996; Vanzo et al.,
1998). Ceci suggere que RhIB n’est active qu’au sein du dégradosome. Cependant, cette
hypothése est remise en question par des expériences in vitro qui montrent que RhIB
pourrait dérouler des structures secondaires en absence de tout autre partenaire protéique
(Liou et al., 2002). L’étroite collaboration de RhIB et de la PNPase a été clairement mise
en évidence par des expériences in vitro réalisées, entre autres, a partir de dégradosomes
reconstitués. Ces expériences montrent que la dégradation exonucléolytique d’un ARN
contenant une structure secondaire stable n’est possible qu’en la présence simultanée
d’ATP et de ces deux protéines complexées (Coburn ef al., 1999) ou non a la RNase E
(Liou et al., 2002). Le role de RhIB serait alors de dérouler ces structures secondaires qui
bloquent la dégradation 3°-5’ du substrat par la PNPase. Des études récentes réalisées sur
plusieurs ARNm contenant des structures secondaires de type REP confirment ce mode¢le et
montre pour la premicre fois le role de RhIB in vivo (Khemici and Carpousis, 2004). Ces
travaux mettent en évidence deux voies de dégradation exonucléolytique par la PNPase.
L’une est dépendante de RhIB, tandis que 1’autre nécessite la présence de la polyA
polymérase I. Une troisiéme voie de dégradation semble également impliquée dans la
dégradation des séquences REP. Cette voie polyA dépendante fait intervenir une nucléase
qui n’est ni la PNPase, ni la RNase II (Khemici and Carpousis, 2004). Une étude récente
montre qu’il s’agit de la RNase R, une exonucléase de la méme famille que la RNase II

(Cheng and Deutscher, 2005)
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C) Les protéines minoritaires du complexe

a) La polyphosphate kinase PPK

La polyphosphate kinase a été identifiée comme un composant a part entiere du
dégradosome (Blum et al., 1997; Carpousis et al., 1994; Py et al., 1994). Cet enzyme
posséde une activité de polymérisation du phosphate en catalysant la réaction réversible

suivante (Ahn and Kornberg, 1990) :

nATP _>< nADP + poly(P,)

Aucune modification de la stabilité¢ globale des ARNm n’a été observée dans une souche
délétée pour le geéne codant PPK. En revanche, une augmentation de la demi-vie du
messager ompA, substrat de la RNase E, semble indiquer que cette protéine non essentielle
jouerait un role modéré dans la dégradation de certains ARNm. Les extrémités 5° des
ARNmM étant pour la plupart triphosphorylées et le substrat préférentiel de la RNase E étant
une extrémité 5’ ne possédant qu'un phosphate, I’hypothése que PPK puisse modifier la
nature de ’extrémité 5° des ARNm a ¢été proposée. Bien que PPK soit capable de fixer
I’ARN, aucune modification des extrémités 5’ et 3’ n’a cependant été observée. Il
semblerait que PPK joue plutot un réle dans la régulation de I’activité du dégradosome en
maintenant celui-ci dans un microenvironnement énergétique favorable. Cette hypothése
découle de plusieurs observations : i) PPK est capable de dégrader le polyphosphate en
présence d’ADP, ii) le polyphosphate inhibe I’activité du dégradosome, iii) la PNPase est
inhibée en présence d’ADP, iiii) ’activité de RhIB dépend de la présence d’ATP (Blum et
al., 1997).

b) Les protéines chaperonnes DnaK et GroEL

Les protéines DnaK et GroEL sont les deux protéines chaperonnes majeures du systéme
de protection induit lors d’un choc thermique élevé (Lund, 2001). La protéine DnaK joue
un role pléiotropique dans la cellule. Elle intervient notamment dans la modulation de

I’expression du facteur de transcription sigma 32 (Bukau, 1993). La protéine GroEL,
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essentielle pour la survie de la bactérie, est impliquée dans le processus de repliement et
d’assemblage des protéines (Fayet et al., 1989; Martin et al., 1993). Ces deux protéines ont
¢été identifiées comme des composants minoritaires du dégradosome. Cependant, leur rdle
au sein du dégradosome n’est pas ¢élucidé (Carpousis et al., 1994; Miczak et al., 1996).
Seules les co-purifications réalisées a partir de cellules exprimant une RNase E
thermosensible contiennent la protéine GroEL. Cette observation supporte [’hypothése que

ces protéines ne co-purifieraient qu’avec des complexes altérés ou en cours d’assemblage.

IT - 3 - Le role du dégradosome

A travers les études menées au cours de ces dix derniéres années, le role précis du
dégradosome n’est pas complétement défini. Des données biologiques et biochimiques
montrent clairement que ce complexe multi-enzymatique joue un role non négligeable dans
la dégradation des ARNm. Egalement impliqué dans la dégradation des ARN
ribosomiques, il n’est cependant pas nécessaire a leur maturation (Bessarab et al., 1998;
Coburn et al., 1999; Lopez et al., 1999). L’hypothése proposée quant au rdéle du
dégradosome est que celui-ci permettrait la dégradation rapide et efficace des ARN. Cette
hypothése est confortée par le fait que la stabilité globale chimique et fonctionnelle des
ARNm est doublée en absence du CTH de la RNase E et que I’absence de chacune des trois
autres protéines du complexe entraine une stabilit¢ globale ou spécifique de messagers
(Bernstein et al., 2004; Lopez et al., 1999). Deux mod¢les d’action du dégradosome sont
proposés. Le premier repose sur le modele « 5’ tethering » suggéré pour la RNase E (cf. §
I-1B). Le dégradosome fixe I’extrémité 5° de I’ARNm par une sous-unité RNase E. Le
clivage de celui-ci par la deuxiéme sous-unité libére alors une extrémité 3’-OH libre pour
la PNPase du complexe. Le fragment généré est alors complétement dégradé grace au
concours de RhIB et de la PolyA polymérase I (cf. figure 7A). Le deuxieéme modele
suggere que I’ARNm est fixé au dégradosome a la fois par son extrémité 5’ via la RNase E
et son extrémité 3’ par la PNPase. L’ARN serait simultanément dégradé par ses deux
extrémités (cf. figure 7B). La pseudocircularisation du substrat suppose le blocage des
ribosomes en cours de traduction. Ce modele s’appliquerait préférentiellement a des

ARNm peu ou pas traduits. Ces deux modéles ne sont pas exclusifs.
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Le fait que le domaine amino-terminal de la RNase E soit nécessaire et suffisant pour la
survie de la bactérie montre que la présence du dégradosome dans la cellule n’est pas
primordiale. En revanche, il semble que la possession d’un tel complexe de dégradation
présente un avantage sélectif. En effet, la croissance d’une souche codant une RNase E
dépourvue de son domaine carboxy-terminal est largement défavorisée par rapport a celle
d’une souche sauvage (Leroy et al., 2002). La conservation de tels complexes chez les

procaryotes ainsi que chez des organismes eucaryotes conforte cette hypothése.

IT - 4 - L’existence de complexes de dégradation autres que le dégradosome

d’E. coli

A) Des complexes bactériens comme le dégradosome

Il semble que des complexes de type dégradosome soient conservés chez certaines
bactéries. C’est le cas de Rhodobacter capsulatus chez qui un complexe similaire a été mis
en évidence (Jager et al., 2001). Ce complexe purifi¢ selon le protocole mis au point pour
la purification du dégradosome d’E. coli (Carpousis et al., 2001) contient au moins quatre
protéines. Le séquencage des extrémités amino-terminales de ces protéines a permis
d’identifier une RNase E avec les mémes caractéristiques que celle d’E. coli. En plus d’une
endoribonucléase, ce complexe contient une hélicase a ARN de type boite DEAD dont
I’activité au sein du complexe est dépendante de I’ATP. Le facteur de transcription Rho est
¢galement un composant du dégradosome de R. capsulatus. Sa steechiométrie au sein du
complexe semble étre régulée au cours de la croissance en fonction de la quantité
d’oxygene dans le milieu (Jager et al., 2004). Enfin, la quatriéme protéine n’a pu étre
identifiée. Le début de la séquence protéique présente des similitudes avec celle de
I’Enolase d’E. coli mais ne correspond pas a I’Enolase de R. capsulatus. Une deuxiéme
hélicase homologue a RhIB semble appartenir au complexe, cependant I’absence de cette
protéine lors de co-immunoprécipitation suggere que les interactions avec les autres
protéines sont plus faibles. L’association d’une activité exonucléolytique au complexe
purifié montre une possible interaction avec une protéine homologue a la PNPase. Cette

hypothése est confortée par le fait que cette protéine est reconnue par des anticorps
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Figure 8 : Structures primaires des RNase E d’E. coli et de S. coelicolor. Le
domaine catalytique conservé entre les deux protéines est représenté
par le rectangle noir. Les zones grises, a rayures verticales et
horizontales figurent les régions acides, riches en arginines et riches
en lysines, respectivement. Les régions soulignées sont riches en
prolines. Les doubles fleches délimitent les domaines nécessaires
pour I’interaction entre la RNase E et la PNPase de S. coelicolor
(Lee and Cohen, 2003).
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spécifiques de la PNPase d’E. coli. Toutefois, si une PNPase est associé¢e au complexe, elle
ne semble pas €tre un composant majoritaire, contrairement a celle du dégradosome d’E.
coli.

Un deuxieme complexe de type dégradosome a été mis en €vidence par des expériences
de co-immunopurifications et de gradient de glycérol chez Pseudomonas syringae. Ce
complexe contient en plus d’une RNase E, la RNase R et deux hélicases 8 ARN (SrmB et
RhIE)(Purusharth et al., 2005).

La présence d’une activit¢ endonucléolytique de type RNase E a été mise en évidence
chez Streptomyces coelicolor et Streptomyces lividans (Hagege and Cohen, 1997). Le
séquencage complet du génome de S. coelicolor a permis d’identifier un cadre ouvert de
lecture codant une protéine de 1034 acides aminés. Des expériences in vitro ont montré que
cette protéine clive les ARN substrats de la RNase E d’E. coli de manicre similaire. De
plus, le défaut de croissance d’une souche E. coli rne est supprimé par la surexpression de
cette protéine. Ces résultats suggerent que le geéne, appelé rns, code une endonucléase de
type RNase E. Cette protéine est nommée RNase ES, pour Streptomyces. La comparaison
de la séquence protéique avec celle de la RNase E d’E. coli montre 36% d’identité et 58%
de similarit¢ avec la région amino-terminale catalytique de celle-ci. Des régions
homologues a celles impliquées dans les interactions protéine-protéine du dégradosome
sont également présentes mais 1’organisation de ces régions est différente. Les régions
riches en résidus arginines et prolines sont réparties de part et d’autre de ce qui semble étre
le domaine catalytique de la protéine RNase ES (cf. figure 8)(Lee and Cohen, 2003). La
présence de ces sites potentiels d’interaction suggere 1’existence d’un possible complexe
protéique comme le dégradosome. Cette hypothése est confortée par le fait que la RNase
ES est capable d’interagir physiquement avec un homologue de la PNPase. Toutefois, les
interactions entre ces deux protéines ont été réalisées in vitro avec des protéines

surexprimées. L’existence d’un tel complexe in vivo reste a démontrer.

B) Des complexes eucaryotes de type « exosome »

Bien que des protéines homologues a la RNase E d’E. coli semblent exister chez les
Eucaryotes et les Archae, il semble que la dégradation des ARNm soit essentiellement

médiée par des exonucléases (Franzetti ef al., 1997; Tourriere ef al., 2002).
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Des complexes de dégradation, appelés exosomes, ont ét¢ mis en évidence chez la levure
Saccharomyces cerevisiae. Le coeur du complexe est constitué de six exoribonucléases
apparentées a la famille des RNases PH et dont la structure est similaire a celle du trimére
de PNPase présent dans le dégradosome d’E. coli (cf. figure 9). Quatre autres exonucléases
présentent une activit¢ hydrolytique homologue a celle de la RNase II. En plus des
exoribonucléases, 1’exosome est associé¢ a des protéines partenaires comme des hélicases
d’ARN. La Levure possede deux exosomes localisés soit dans le cytoplasme, soit dans le
noyau. La principale différence entre les deux complexes réside au niveau des protéines
associées et de la présence d’une exonucléase supplémentaire dans I’exosome nucléaire.
L’exosome cytoplasmique est impliqué dans la dégradation des ARNm (Anderson and
Parker, 1998; Mitchell and Tollervey, 2000). L’exosome nucléaire participe a la maturation
des ARNr et des petits ARNsn et ARNsno mais également a la dégradation des ARNm
défectueux avant leur export vers le cytoplasme.(Allmang et al., 1999a; Allmang et al.,
2000; Bousquet-Antonelli et al., 2000; Mitchell et al., 1997).

L’association d’une exonucléase 3’-5 de type RNase II et d’une hélicase a ARN a
¢galement ¢ét¢ identifiée dans les mitochondries de levure. Ce complexe appelé mtEXO est
impliqué dans la dégradation des introns ainsi que celle des ARNm et ARNr
mitochondriaux. Le mtEXO n’est pas impliqué dans la maturation ni la dégradation des
ARNt (Dziembowski et al., 1998; Dziembowski et al., 2003; Margossian et al., 1996; Min
and Zassenhaus, 1993).

Des complexes homologues a 1’exosome de la levure semblent étre conservés chez les
organismes eucaryotes inférieurs et supérieurs (cf. Tableau 1). C’est le cas de 1’eucaryote
primitif Trypanosoma brucei chez qui un complexe a été identifié (Estevez et al., 2001). Ce
complexe, plus simple, ne contient que cinq protéines, toutes essentielles pour la cellule, et
dont l’activité exonucléolytique 3’- 5’ a été¢ démontrée. Cet exosome semble avoir un
mécanisme d’action similaire a son homologue chez la levure. L activité exonucléolytique
3’-5> d’un complexe homologue a également ét¢ démontrée in vitro chez la Drosophile
(Andrulis et al., 2002).

Par recherche d’homologie de séquences, pres de 11 composants susceptibles d’étre des
composants d’un exosome humain ont été répertoriés. Parmi eux, sept sont capables

d’interagir entre eux pour former un complexe et six présentent in vitro une réelle activité
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PNPase d’E. coli exosome de S. cerevisiae

Figure 9 :(A) Motifs PH catalytiques de la PNPase d’E. coli et les deux motifs de
liaison a ’ARN KH et S1. (B)Homologie de structure entre le coeur de
I’exosome de la levure et le trimeére de PNPase d’E. coli ou chacune des trois
sous-unités s’assemble en un anneau hexamérique (Symmons et al., 2002;
Aloy et al.,2002).

Motifs A
S. cerevisiae homologues | Drosophila Homme T. brucei y Archae
> thaliana
chez E. coli
Rrp44 RNase Il dDisp3 hDisp3 TbRrp44 - -
(pas
complexée)
Rrp6 RNase D dRrp6 PM-Scl TbRrp6 - -
(nucléaire) 100
Mtr3 RNase PH dMtr3 hMtr3 - - prédite
Rrp42 RNase PH dRrp42 hRrp42 - - Rrp42
Rrp4 S1etKH dRrp4 dRrp4 TbRrp4 AtRrp4 Rrp4
Rrp41 RNase PH dSki6 hRrp41 Rrp41A AtRrp41 Rrp41
Rrp41B
(pas
complexées)
Rrp46 RNase PH dRrp46 hRrp46 - - prédite
Rrp40 S1 dRrp40 hRrp40 Rrp40 - prédite
(pas
complexée)
Cs14 S1 dCs14 hCs14 TbCs14 - Cs14
Rrp45 RNase PH dRrp45 PM-Scl 75 TbRrp45 - prédite
(pas
complexée)
Rrp43 RNase PH - - - - prédite
- - - - Protéine non - -
identifiée
Mtr4 Hélicase prédite
Ski2 DEAD prédite
Ski3-Ski8 Helicase DNAG
DEAD (hélicase??)

Tableau 1 : Exosomes et protéines homologues identifiés ou prédits chez différents
organismes

-37-




CZ&P[[}”Q /: j%?/?();b Z//C)jj()y//

exonucléolytique 3’-5" (Allmang et al., 1999b; Brouwer et al., 2001; Raijmakers et al.,
2002).

Enfin, I’existence d’un complexe de dégradation dans le régne des Archae a été
suggérée suite a une ¢tude génomique basée sur la comparaison de différents génomes
séquencés (Koonin et al, 2001). Cette étude montre qu’il existe potentiellement des
protéines orthologues aux sous-unités protéiques de 1’exosome de la Levure. Toutes les
catégories d’enzyme retrouvées au sein d’un tel complexe ont été prédites, comme des
protéines de type RNase PH susceptibles de porter une activité exonucléolytique 3°-5°, des
protéines contenant des motif S1 et KH capables de fixer ’ARN ou encore une activité
hélicasique. Dernierement, les preuves expérimentales montrent que seules quatre protéines
orthologues ont été co-purifiées au sein d’un méme complexe chez Sulfolobus solfataricus.
Aucune ne porte d’activité hélicasique (Evguenieva-Hackenburg et al., 2003). Ces données
suggerent un mécanisme de dégradation des ARNm par voie exonucléolytique proche de

celui des eucaryotes inférieurs.

Il apparait a travers toutes ces données que I’existence de complexes protéiques
associant des enzymes de la dégradation des ARN ait été conservée au cours de 1’évolution.
Cependant, on note que la différence principale entre les cellules eucaryotes et procaryotes
réside dans la présence ou non d’une endoribonucléase au sein des complexes. Cette
différence est probablement due a I’importance d’un tel enzyme dans la stratégie de
dégradation appliquée chez ces organismes. En effet, I’intervention d’un enzyme « RNase
E-like » chez les Eucaryotes semble étre mineure alors qu’elle est primordiale chez les

bactéries comme E. coli.
IIT - La RNase E : une enzyme centrale pour la cellule

III - 1 - Identification

La RNase E est une endoribonucléase spécifique des molécules d’ARN simple brin.
D’abord identifiée au cours de I’é¢tude d’un mutant thermosensible associ¢ a une
stabilisation chimique des ARN (Ono and Kuwano, 1979), elle a été décrite comme

responsable de la maturation de I’ARN ribosomique (ARNr) 9S en 5S (Apirion and Lassar,
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1978). Ces deux ¢tudes ont été réalisées a partir de deux mutants thermosensibles
indépendants qui sont le mutant ams-1 et rne-3071, respectivement. Des études ultérieures
ont cependant montré que ces deux mutations associées a ces phénotypes différents étaient
localisées dans un seul et méme geéne : le géne rne, situé a 24,58 minutes du chromosome

d’E. coli (Babitzke and Kushner, 1991; Mudd et al., 1990).

I - 2 - La RNase E est une protéine a domaines multifonctionnels

La RNase E est une protéine de 1061 acides aminés d’un poids moléculaire de 118 KDa.
Elle peut étre divisée en deux domaines fonctionnels différents : le domaine amino-

terminal et le domaine carboxy-terminal.

A) Le domaine NTH

Le domaine amino-terminal de la protéine (NTH) constitu¢ des 500 premiers acides
aminés est nécessaire et suffisant pour la viabilit¢ de la cellule et porte 1’activité
endonucléolytique (McDowall and Cohen, 1996; Taraseviciene et al., 1995). La région
comprise entre les résidus 35 et 119 contient un motif S1 trés conservé chez les protéines
qui fixent I’ARN simple brin (Bycroft ef al., 1997). Ce motif S1 est requis pour 1’activité
de clivage du substrat et pour I’autorégulation de la RNase E (Diwa et al., 2002; Jain and
Belasco, 1995). Probablement active sous forme dimérique, des études biochimiques et
structurales du domaine NTH de la RNase E montrent que celui-ci est capable de
s’assembler en diméres et homotétrameres (Callaghan et al., 2003; Carpousis et al., 1994;
Mackie et al., 1997; Vanzo et al., 1998). La formation de ces complexes se ferait par le
motif S1. Deux mod¢les sont proposés : le premier serait la tétramerisation de la RNase E
au niveau d’un site hypothétique du motif S1 comprenant les résidus 37 et 60 (cf. figure
10A). Le deuxieme propose que le cceur du tétramére soit formé par les domaines
catalytiques de deux dimeéres de NTH (cf. figure 10B)(Schubert et al., 2004). Il est
intéressant de noter que les mutants thermosensibles ams-1 et rne3071 cités dans le

paragraphe précédent portent tous deux des mutations au niveau du domaine S1. Schubert
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Figure 10 : Modé¢les de tétraméres de RNase E. Le domaine amino-terminal du
NTH qui contient le motif S1 est représenté par un cylindre. La région
d’interaction avec I’ARN est figurée par le carré grisé. Le domaine
catalytique du NTH est représenté par un oval (CD). Dans le mod¢le A, le
ceeur du tétramere est formé par 1’association de deux dimeres de NTH au
niveau d’un site hypothétique de liaison au niveau du motif S1. Dans le
modele B, la tétramerisation se fait au niveau des domaines catalytiques
des diméres de NTH (Schubert et al., 2004).
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et ses collaborateurs suggérent que ces mutations entrainent une perte totale de la structure

et de la fonction de ce domaine.

B) Le domaine carboxy-terminal de la RNase E

Le domaine carboxy-terminal (CTH) de la RNase E peut lui-méme étre divisé en deux
sous domaines (cf. figure 11). La région comprise entre les acides aminés 500 et 800 est
riche en résidus prolines et arginines. La présence de ces acides aminés fortement chargés
positivement est probablement responsable de la migration aberrante de la protéine a un
poids apparent de 180 KDa sur un gel SDS-page. Ce domaine central de la RNase E
contient deux régions riches en arginines appelées RBD (RNA Binding Protein) et AR2
(Arginin region 2). Ces deux régions sont capables de fixer I’ARN in vitro (Cormack et al.,
1993; Leroy et al., 2002; McDowall and Cohen, 1996; Taraseviciene et al., 1995). Bien
que ces domaines de fixation a I’ARN ne soient pas indispensables a I’activité de la RNase
E, ils joueraient le role de facteurs de processivité de la RNase E en facilitant les coupures
endonucléolytiques successives. En effet, I’efficacité de clivage du précurseur 9S dépend
de la présence du site RBD (Kaberdin et al., 2000).

Enfin, le domaine du CTH compris entre les résidus 700 et 1061 constitue la base de
I’échafaudage du dégradosome. Il contient I’ensemble de sites d’interaction protéine-
protéine du complexe, notamment le domaine de fixation a la PNPase extrémement acide
(Dop).

L’ensemble du domaine CTH est important pour la régulation de I’activité de la RNase
E. En effet, la région centrale possede des ¢léments régulateurs positifs du processus
d’autorégulation alors que le domaine acide semble jouer un role négatif (Leroy et al.,

2002).

C) Le CTH : une protéine intrinsequement instructurée
De par sa composition et sa structure primaire, il a été suggéré que la RNase E
appartient a la classe des protéines intrinsequement instructurées (IUP) (Tompa, 2002). En

effet, plusieurs caractéristiques de ces protéines sont attribuées au CTH de la RNase E

comme i) la faible complexité de sa composition en acides aminés, ii) la présence de
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Figure 11 : Structure primaire de la RNase E.
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régions hautement chargées, iii) la prédominance de résidus prolines inhibiteurs de
structures secondaires rigides, iiii) la forte sensibilité a la protéolyse (Callaghan et al.,
2004). De plus, la délétion d’un site d’interaction pour I’'un des composants du complexe
ne modifie pas les interactions avec les autres composants (Vanzo et al., 1998). Ceci est
compatible avec I’idée que le CTH de la RNase E ne possede pas de structure protéique
globulaire. Enfin, les protéines IUP ont le plus souvent un role clé dans la régulation de
processus cellulaires. Le paragraphe qui suit suggere que la RNase E partage aussi cette

propriété.

[T - 3 - La RNase E participe a de nombreux processus cellulaires
A) La dégradation des messagers : quelques exemples d’ARNm spécifiques

a) La dégradation en fonction des conditions de croissance

Comme on a pu le voir précédemment, la RNase E est un enzyme clé de la dégradation
des ARNm chez E. coli en intervenant dans I’étape initiale du processus. Des études
menées sur des ARNm spécifiques ont pu mettre en évidence un lien direct entre
I’expression génique et la stabilité du messager en fonction des conditions de croissance de
la bactérie. C’est le cas du géne ompA qui code la protéine majoritaire de la membrane
externe d’E. coli. Ce messager trés stable grice a son extrémité 5’ non traduite est
fortement déstabilisé en condition de croissance lente (Georgellis et al., 1992). La stabilité
de ce messager dépend donc de la présence de cet élément cis de I’ARN. Elle est également
dépendante du facteur trans HfQ (Vytvytska et al., 1998). En effet, dans des conditions de
croissance ralentie, la fixation de cette protéine dans la région 5’ de ’ARNm ompA est
augmentée. Il y aurait alors compétition entre ce facteur et les ribosomes au niveau de
I’accés @ ’ARNm. La diminution de la traduction du messager favoriserait ainsi sa
dégradation (Vytvytska et al., 2000).

La stabilité du messager ompA est également régulée en fonction de la température. La
dégradation de I’ARNm ompA est en effet plus rapide a 37°C qu’a 28°C. Cette dégradation
est initiée par un clivage endonucléolityque de la RNase E dans sa partie 5’-UTR fortement

structurée. Les auteurs suggerent que la température entraine une modification
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conformationnelle de I’extrémité rendant alors I’ARNm plus susceptible aux coupures de la

RNase E (Afonyushkin et al., 2003).

b) L’expression différentielle de genes polycistroniques

Chez E. coli, de nombreux génes sont organisés en opéron et transcrits sous forme
d’ARNm précurseurs polycistroniques. C’est le cas par exemple de I’opéron pap qui code
plusieurs protéines impliquées dans la synthese du pili de la bactérie. Les cistrons papB et
papA sont transcrits a partir d’un seul promoteur générant un ARNm précurseur
polycistronique papBA. Le précurseur est maturé par la RNase E qui clive ’ARNm dans la
région intercistronique (Nilsson and Uhlin, 1991). Cette maturation a pour conséquence la
dégradation rapide du cistron papB qui correspond au fragment 5’ ainsi généré.
Parallélement, le produit du clivage correspondant au fragment 3’ est fortement stabilisé.
La RNase E a donc ici deux effets opposés : la stabilisation de papA et la dégradation
rapide de papB. 11 en résulte une quantité de protéine PapA largement supérieure a celle de

PapB (Baga et al., 1988).

¢) Le controle du métabolisme cellulaire

La RNase E est étroitement liée avec le métabolisme cellulaire. Elle est impliquée par
exemple dans la dégradation du messager spécifique ptsG. Le geéne ptsG code un récepteur
membranaire qui intervient dans le transfert de phosphate du phosphoenol pyruvate (PEP)
au glucose (Postma et al., 1993). Celui-ci, une fois phosphorylé, peut entrer dans la voie de
la glycolyse (Saier ef al., 1996). L’expression du géne ptsG est fortement diminuée lors du
blocage de la glycolyse. Cette diminution d’expression est due a la dégradation accélérée
du messager ptsG par la RNase E (Kimata et al., 2001). C’est I’accumulation des
intermédiaires de la glycolyse, le glucose 6-phosphate et le fructose 6-phosphate qui
déclenche cette dégradation rapide (Morita et al., 2003). L’action de ces molécules sur la
RNase E reste cependant inconnue. En plus du contrdéle du métabolisme, les auteurs
suggerent que la RNase E exercerait aussi un contrdle sur 1’intégrit¢ du génome de la
cellule. En effet, il semble qu’une concentration trop €élevée de glucose-6P et fructose-6P
augmente le taux de mutation sur le génome bactérien (Lee and Cerami, 1987; Levi and

Werman, 2001).
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d) Le repliement des protéines

La RNase E est indirectement liée au processus de modifications post-traductionnelles
des protéines puisqu’elle intervient dans la modulation de I’expression du geéne dsbC. Ce
géne code une isomérase responsable de la formation des ponts disulfures présents dans les
protéines chez E. coli, notamment celles sécrétées dans le périplasme (Zhan et al., 2004).
Sur huit mutants présentant un phénotype de surexpression de DsbC, sept se sont avérés
étre des mutants du gene rne entrainant une augmentation de la stabilité du messager dsbC.
L’implication directe de la RNase E dans la dégradation de ce messager a ét¢ montrée in

vitro et in vivo (Lee et al., 2003).

B) La maturation et la dégradation des ARNr

Chez E. coli, les ARN ribosomiques sont transcrits sous forme d’un seul polycistron
précurseur : I’ARN 30S (Gegenheimer and Apirion, 1981). La maturation de cet ARN par
la RNase III permet de générer les précurseurs des ARNr 23S et 16S. En association avec
la RNase P, elle libére également I’ARN 9S, précurseur de ’ARNr 5S. La RNase E est
impliquée dans la maturation de I’ARN 5S. Le clivage de I’ARNr 9S par la RNase E donne
le précurseur p5S qui sera finalement maturé entre autre par la RNase T. La RNase E est
¢galement impliquée dans la maturation de I'extrémité 5° de I’ARNr 16S (Ghora and
Apirion, 1978). La découverte de fragments d’ARNr 23S et 16S dans des fractions
purifiées de dégradosome montre que ce complexe, et donc la RNase E, participe

¢galement a la dégradation de ces ARNr (Bessarab et al., 1998).

C) La maturation des ARN de transfert

La RNase E joue un rdle essentiel dans D’initiation de la maturation des ARN de
transfert (Li and Deutscher, 2002; Ow and Kushner, 2002). La fonctionnalit¢ des ARNt,
nécessaires a la synthése des protéines, dépend de la maturation de leurs extrémités 5’ par
clivages endonucléolytiques générés par I’endonucléase RNase P et de la maturation des

extrémités 3’ obtenues par les exonucléases 3°-5°. Les ARNt étant synthétisés sous forme
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de précurseurs polycistroniques ou monocistroniques, les coupures endogénes générées par
la RNase E permettent de séparer les polycistrons en transcrits individuels. Ces clivages
permettent, d’une part, de rendre accessibles les extrémités 3° des ARN aux exonucléases
en supprimant les structures secondaires inhibitrices et, d’autre part, [’obtention
d’extrémités 5’ accessibles au deuxieéme enzyme clé de ce processus, la RNase P. Il est
intéressant de noter que ’ARN M1, constituant catalytique de la RNase P, est lui-méme
maturé¢ par la RNase E (Sim et al., 2002).

Ow et ses collaborateurs (2002) suggérent que le caractére essentiel de la RNase E pour
la viabilité de la cellule est attribué¢ a cette fonction de maturation des ARNt. Cependant,
cette hypothese est remise en cause par des travaux récents qui montrent que la viabilité
d’une souche déficiente pour I’activité RNase E peut étre restaurée par la surexpression de
la RNase G alors que cette derni¢re n’intervient pas dans la maturation des ARNt (Deana

and Belasco, 2004)

D) La surveillance des peptides synthétisés et de I’intégrité des messagers

La présence de molécules d’ARNm qui ne possédent pas de codon stop conduit a la
synthese de peptides tronqués dans la cellule. Chez E. coli, de tels peptides sont étiquetés
en leur extrémité carboxy-terminale par un court peptide « tag » et rapidement envoyés
dans le chemin de dégradation (Keiler et al., 1996). Ce court peptide « tag » est codé par
I’ARN ssr4 (Oh et al., 1990). Cet ARN est également appelé ARNtm du fait de la dualité
de ces activités d’ARNt et d’ARNm. Synthétis€ sous forme d’un précurseur de 457
nucléotides, il est maturé en 5’ par la RNase P et en 3” par les exoribonucléases T et PH (Li
et al., 1998). Cependant, Lin-Chao et a/ (1999) ont montré que la RNase E est requise pour
la formation de I’extrémité 3’-CAA nécessaire pour un ARNtm fonctionnel. La RNase E
est donc étroitement liée au processus de surveillance de la synthése des peptides. Apres la
fusion entre le peptide tronqué et le tag, les ribosomes bloqués sur le messager sont libérés.
L’ARNm devient alors accessible aux exonucléases et peut étre dégradé complétement. En
maturant I’ARNtm, la RNase E permet I’aboutissement de la dégradation de peptides

tronqués générés par sa propre activité endonucléolytique.
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E) La dégradation d’ARN régulateurs

L’exemple le mieux décrit dans la littérature est celui de la dégradation de I’ARN I
(pour revue : (Jung and Lee, 1995)). L’ARN I est un ARN non codant impliqué dans la
régulation négative du nombre de copies du plasmide ColEI d’E. coli. L’initiation de la
réplication du plasmide ColEI dépend de I’ARN II qui en s’appariant a ’origine du
plasmide, permet 1’ancrage de I’ADN polymérase I. L’ARN I est un ARN antisens de
I’ARN II. La formation d’un hybride entre ’ARN I et ’ARN II inhibe ainsi ’initiation de
la réplication du plasmide. La RNase E clive I’extrémité 5° de I’ARN 1. Celui-ci n’est alors
plus capable de s’apparier avec I’ARN II et est rapidement envoyé dans le chemin de
dégradation (Lin-Chao and Cohen, 1991; Tomcsanyi and Apirion, 1985). La RNase E
participe donc a la régulation de la réplication du plasmide ColEI. Elle est également
impliquée dans la régulation de transfert de plasmide de type F en dégradant I’ARN finP
(Jerome et al., 1999). Cet ARN antisens régule négativement la transcription de 1’opéron de

transfert du plasmide (Wagner and Simons, 1994).

La RNase E joue un réle central dans la cellule puisqu’elle intervient directement ou
indirectement dans de nombreux processus clés cellulaires. Ce rdle central en fait une
protéine primordiale. Il parait donc évident que la quantité d’un tel enzyme dans la cellule
doit étre finement controlée et nécessite plusieurs niveaux de régulation d’expression afin

de préserver une activité endonucléolytique essentielle.
IIT - 4 - Larégulation de la RNase E

A) Une régulation transcriptionnelle

Des analyses par extension d’amorce a partir de I’extrémité 5’-UTR du messager rne ont
mis en évidence I’existence de trois promoteurs p1, p2 et p3 (Ow et al., 2002). Bien que ces
trois promoteurs soient fonctionnels in vivo, 95% des transcrits rne sont produits a partir du
promoteur pl. Des délétions partielles des promoteurs p2 ou p3 entrainent une diminution
de Dlefficacité¢ de transcription du promoteur pl. Deux hypothéses sont proposées pour

expliquer ce phénomene. La premicre est que I’initiation de la transcription des deux
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promoteurs en amont de pl pourrait améliorer celle du promoteur pl. La seconde
hypothese serait que les séquences des promoteurs p2 et p3 soient des éléments cis
activateurs directement reconnus par I’ARN polymérase. Il serait alors intéressant de
comparer 1’affinit¢ de la polymérase ainsi que le profil d’interaction de celle-ci avec les
différents promoteurs. Bien que la présence des trois promoteurs apparaisse nécessaire pour
une transcription optimale du gene rme, les mécanismes de cette régulation restent a
¢lucider. La présence des trois promoteurs est également requise pour qu’un deuxiéme
niveau de régulation de la RNase E puisse s’effectuer : I’autorégulation de la RNase E au

niveau post-transcriptionnelle.

B) Une régulation post-transcriptionnelle
a) L’autorégulation de la RNase E

(o) Les mécanismes et les éléments requis

La RNase E est capable de réguler son taux de messagers dans la cellule par un
phénomene d’autorégulation. En effet, une stabilisation du messager rne dans une souche
contenant une RNase E thermosensible est observée a température non permissive (Mudd
and Higgins, 1993). Des expériences in vitro et in vivo ont permis d’établir le lien direct
entre cette déstabilisation et le clivage par la RNase E de ’ARNm rne dans son extrémité
5’-UTR. En effet, la fusion entre le 5’-UTR du messager rne et un ARNm hétérologue
suffit a déstabiliser ce dernier (Jain and Belasco, 1995; Mudd and Higgins, 1993). Une
étude phylogénétique intéressante a permis de mettre en évidence les éléments du 5’-UTR
impliqués dans ce processus (Diwa et al., 2000). Par comparaison de séquences, la
recherche de structures secondaires potentielles a révélé 1’existence d’une extrémité 5°-
UTR tres structurée et trés conservée chez des bactéries plus ou moins proches d’E. coli.
On distingue trois structures en tige-boucle hpl, hp2 et hp3 dont la dernic¢re contient elle-
méme quatre tiges-boucles. Chacune de ces structures est séparée par une région simple
brin notée ssl, ss2 et ss3. En procédant par délétions partielles de un ou plusieurs de ces
¢léments, seules les structures hp2 et hp3 se sont avérées nécessaires pour 1’autorégulation

du messager. La structure hp2 semble cependant étre plus importante que hp3. Une étude
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Figure 12 : Autorégulation de la RNase E. (A) Structure
secondaire de la région 5’ non traduite du messager rne.
La présence de la boucle apicale ainsi que les 8
nucléotides non appariés de la tige de hp2 sont requis
pour le clivage du messager rne par la RNase E. (B) La
structure hp2 reconnue par I’enzyme lui servirait de
point d’ancrage pour le clivage du site localisé en aval

(Diwa et al., 2002).

-49-



CZ&P[[}”Q /: j%?/?();b Z//C)jj()y//

complémentaire sur la structure de hp2 montre que la présence d’une boucle au sommet,
indépendamment de sa séquence est requise pour la reconnaissance par la RNase E. La
présence de la boucle interne formée par 8 nucléotides non appariés est également
primordiale (cf. figure 12A). La modification compléte de la séquence nucléotidique de la
tige n’affecte pas I’autorégulation. Ceci suggere que la tige ne joue pas un role important et
ne sert qu’a rendre les boucles interne et apicale accessibles a la RNase E (Diwa and
Belasco, 2002). Les structures hp2 et hp3 interviennent de maniére indépendante dans
I’autorégulation du messager rne. Les auteurs proposent deux mécanismes différents pour
expliquer cela: la structure hp3 qui contient un site potentiel de clivage servirait
directement de cible a la RNase E. La dégradation du messager serait alors initiée apres
clivage dans cette structure. La structure hp2 en revanche, servirait d’entrée interne a la
RNase E en lui présentant ainsi un point d’ancrage sur le substrat. La tige-boucle faciliterait
ainsi I’acces de la RNase E aux sites de clivage présents en aval sur le messager (cf. figure

12B)

(B) Les conséquences d’une telle régulation

Ce processus d’autorégulation permet de maintenir une quantité constante de RNase E
dans la cellule. De nombreux travaux montrent que cette quantité est étroitement liée avec
I’activité de I’enzyme (Jain and Belasco, 1995; Leroy et al., 2002; Sousa et al., 2001). Une
fusion transcriptionnelle entre un promoteur inductible et le messager rne délété de sa
partie 5’-UTR a permis de s’affranchir de cette autorégulation. Ainsi, il a pu étre montré
que le messager rne est stabilisé en présence d’une quantité de RNase E inférieure a celle
d’une souche E. coli sauvage (Jain et al., 2002; Sousa et al., 2001). Cette stabilisation
permet alors la synthése de nouvelles protéines RNase E jusqu’a obtenir une quantité
suffisante pour assurer la viabilité¢ de la cellule. Le messager rne est alors de nouveau clivé
et dégradé. La stabilisation du messager rne n’est donc que transitoire. Du fait de sa
sensibilité vis-a-vis de 1’activité de la RNase E, il semble que ce soit le messager rne qui
serve de senseur d’activit¢ RNase E cellulaire.

Ces études ont également pu mettre en évidence que la protéine RNase E est présente en
large exces dans la cellule puisqu’il ne suffit que de 10 a 15% de la quantité normale de

RNase E pour maintenir une croissance de la cellule. La surexpression de la RNase E ne
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semble pas avoir d’incidence sur la viabilité¢ de la cellule. En effet, ’augmentation d’un
facteur 2,5 de la quantit¢ de RNase E ne modifie pas la croissance cellulaire et n’induit
qu’une faible accélération dans la dégradation des messagers (Sousa et al., 2001). En
revanche, une quantité insuffisante de RNase E conduit a un grave défaut de ségrégation du

chromosome et a la filamentation des cellules (Leroy ef al., 2002).

b) La traduction influence la stabilité des messagers

Chez les Procaryotes, 1’absence de membrane nucléaire permet le couplage entre la
transcription d’'un ARNm et sa traduction. Plusieurs études ont montré que la traduction
simultanée joue un role sur la stabilité du messager en cours de transcription. Schneider et
ses collaborateurs ont montré que le clivage endonucléolytique du messager lac est inhibé
en présence de molécules qui bloquent la progression des ribosomes sur I’ARNm alors
qu’il est augmenté lorsque I’initiation de la traduction est inhibée (Schneider et al., 1978).
Ces résultats suggerent que les ribosomes jouent un role dans la stabilité des messagers en
les protégeant des attaques des nucléases. Cette hypothése a largement été renforcée par les
travaux réalisés par Marc Dreyfus et ses collaborateurs grace a un systéme expérimental
qui permet le découplage entre la transcription et la traduction d’un messager rapporteur
lacZ. Ce découplage est obtenu lors de la transcription du géne par la polymérase du
bactériophage T7. Cette polymérase étant huit fois plus rapide que I’ARN polymérase
endogéne d’E. coli (Iost et al., 1992) et la vitesse de traduction restant inchangée, il en
résulte un messager dépourvu de ribosomes en son extrémité 5° qui devient alors plus
sensible a la RNase E. Ce systéme a permis de montrer une corrélation entre I’efficacité
d’une séquence RBS (Ribosome Binding Site) placée en amont de la séquence codante du
gene rapporteur et la stabilité du messager. Plus la séquence RBS sera forte, plus le
messager est stabilisé et réciproquement (lost and Dreyfus, 1995). La comparaison de la
stabilité¢ de différents messagers transcrits par la polymérase T7 montre que tous ne sont
pas stabilisés de la méme maniére. Ainsi, la stabilité des messagers dépend a la fois de leur
traduction mais également de leur susceptibilité aux nucléases, notamment la RNase E

(Lopez et al., 1994).
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Le messager codant I’ARNt threonyl synthétase est un autre exemple montrant que la
stabilit¢ dépend de la traduction du messager. La traduction de ce messager est régulée par
le répresseur ThrS qui se fixe spécifiquement a la région 5’-UTR de I’ARN proche du site
de fixation des ribosomes. Le mod¢ele de régulation propose 1’existence d’une compétition
entre les ribosomes et le répresseur pour ’ARNm. Lorsque le ribosome se fixe sur
I’ARNm, celui-ci subit un changement de conformation empéchant alors toute fixation de
ThrS. Seuls les ribosomes se fixent ensuite, aboutissant a la traduction compléte du
messager et prolongeant la demi-vie du messager en le protégeant des coupures
endonucléolytiques. En revanche, si le répresseur ThrS se fixe en premier, les ribosomes
n’ont aucun acces a ’ARNm. Celui-ci est alors dépourvu de ribosomes et est dégradé
rapidement par la RNase E et la PNPase (Nogueira et al., 2001).

A travers ces exemples, il apparait évident que la traduction d’un messager influe sur sa
stabilité. La stabilit¢ du messager rne serait, elle aussi, dépendante de la traduction. Il est
suggéré une compétition entre les ribosomes et la RNase E au niveau de I’extrémité
5’UTR. Ainsi, lorsque la quantité¢ de RNase E est insuffisante dans la cellule, le messager
rne est facilement accessible aux ribosomes. Cet ARNm est alors stabilisé, d’une part, par
le manque d’activité endonucléolytique dans la cellule et, d’autre part, par une traduction
accrue. Lorsque la quantité de RNase E redevient suffisante, I’équilibre entre ribosomes et
RNase E est déplacé en faveur de I’endoribonucléase qui initie alors la dégradation du
messager. Ce modele est en accord avec 1’observation de la stabilité transitoire du messager
rne en conditions d’activité endonucléolytique limitante (Komarova et al., 2005; Sousa et

al., 2001).

L’autorégulation est le processus connu le plus efficace qui permet 1’adaptation du
niveau d’activité endoribonucléique essentiel en fonction des besoins de la cellule.
Cependant, il a été récemment proposer un nouveau systéme de régulation de 1’activité de
la RNase E. Cette régulation implique pour la premicre fois un facteur agissant directement

en trans sur I’activité de la RNase E.
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C) Une régulation post-traductionnelle : le facteur trans RraA

C’est au cours d’une recherche de geénes impliqués dans 1’augmentation des activités
isomérases responsables de la formation des ponts disulfures des protéines chez E. coli que
Lee et al., (2003) ont mis en évidence 1’existence d’un gene dont la surexpression modifie
celle de la protéine DsbC. Ce gene initialement nommé menG a été rebaptisé rrad
(regulator of ribonuclease activity A) suite aux résultats des travaux qui ont suivi. On a vu
précédemment que la dégradation du messager codant cette protéine est directement initiée
par son clivage par la RNase E (cf. § III-3Ad). De plus, la surexpression d’un facteur 5 de
DsbC correspond a la stabilité de son messager. Ces observations ont conduit les auteurs a
s’intéresser aux effets de la surexpression de rrad sur ’activité de la RNase E. Des
expériences in vivo montrent que 1’activité de la RNase E est diminuée lors de la
surexpression de rrad a partir d’un promoteur inductible. Cette baisse d’activité est
corrélée a I’augmentation de la quantité de RNase E dans la cellule, phénomene di a son
autorégulation (cf. paragraphe précédent). Il semble que I’activité catalytique de la RNase
E soit directement inhibée par le facteur RraA, et ce indépendamment de sa fixation au
substrat. Aucune évidence n’a été établie quant a I’interaction du domaine NTH de la
RNase E et RraA. Cependant, ’observation d’une inhibition de I’activité de la RNase E,
meéme réduite, en absence du domaine CTH suggere que RraA agit via le domaine amino-
terminal de la RNase E. La présence de I’extrémité carboxy-terminale (CTH) de la RNase
E n’est donc pas requise cependant, elle semble jouer un réle dans 1’efficacité de cette
inhibition. Deux hypothéses sont alors proposées : la premiere impliquerait la présence
d’au moins deux sites de fixation de RraA sur la RNase E. L’un des sites se situerait dans la
moitié amino-terminale et le deuxiéme dans la moitié carboxy-terminale. Ce dernier
jouerait alors un role positif sur la fixation de RraA. La deuxiéme hypothese, privilégiée
par les auteurs, serait que la RNase E possede une conformation favorable a son interaction
avec RraA. L’absence du domaine CTH modifierait cette conformation et réduirait alors
I’affinité entre les deux protéines.

Enfin I’idée que la protéine RraA soit un réel régulateur de 1’activité de la RNase E est

confortée par des analyses du transcriptome. Celles-ci montrent une étroite corrélation
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entre la stabilisation/déstabilisation de certains messagers en absence de RNase E et dont
I’abondance est accrue/diminuée lors de la surexpression de RraA. Cependant, toutes les
expériences ont été réalisées en condition de surexpression de la protéine RraA. Il reste a
déterminer s’il existe des conditions de croissance ou la quantit¢ de RraA est
physiologiquement suffisante pour diminuer 1’activité endoribonucléolytique. La délétion
du géne rrad n’entraine aucune perte de viabilit¢é de la souche. Seule I’abondance de
quelques messagers (80) est modifiée d’un facteur 2 dans ce mutant, ce qui est compatible
avec 1’idée que I’absence de RraA léve une inhibition d’activit¢ endoribonucléique
effective.

Il est intéressant de noter la présence de geénes homologues a rrad chez d’autres
protéobactéries, Archae ou plantes possédant aussi des génes codant des protéines
homologues a la RNase E d’E. coli (Monzingo et al., 2003). La protéine RraA d’E. Coli
étant capable d’inhiber I’activité endonucléolytique de la RNase E de S. coelicolor, on peut
penser & une conservation du mécanisme de modulation de D’activit¢ de la RNase E
parallélement a la conservation de cette derni¢re au cours de 1’évolution.

La cristallisation du facteur RraA a permis de déterminer la structure tridimensionnelle
d’un trimere de RraA. La formation d’un pore au centre du trimére semble comparable a
celui d’un trimére de PNPase. Sa nature structurale et électrostatique écarte cependant
I’hypothése d’un rdle dans la fixation de I’ARN. Cette étude n’a pas permis d’établir un
role distinct de RraA dans la cellule ni de mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans I’inhibition de la RNase E. Une homologie avec la structure de I’enzyme I du systéme
phosphotransférase PEP-sucres n’exclut pas la possibilité d’une interaction entre RraA et
I’Enolase au niveau de son site de fixation au PEP. L’Enolase étant un composant majeur
du dégradosome, on peut imaginer une possible interaction de RraA avec la RNase E via

cette protéine.

On a vu précédemment que 1’activité de la RNase E était modulée par le phénomene
d’autorégulation. Cette régulation implique des éléments cis contenus dans son domaine
carboxy-terminal. Les études réalisées sur RraA suggerent une inhibition de la RNase E

nécessitant le CTH de celle-ci. Le domaine CTH est également la cible d’un deuxiéme
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mode de régulation par un facteur franms: la phosphorylation par la protéine PK du

bactériophage T7.

IV - .La phosphorylation de la RNase E par la protéine PK du
bactériophage T7

IV - 1 - Le bactériophage T7

Le bactériophage T7 est un virus de la bactérie E. coli qui infecte aussi bien les souches
de type K que celles de type B et C. Il est constitué d’une capside icosaédrique de 50 nm de
diamétre et d’'une queue non contractile de 20 nm de long qui permet son adsorption au
niveau de lipopolysaccharides de la membrane externe de la bactérie hote. La capside
contient le génome du virus qui se présente sous la forme d’un ADN double brin linéaire
d’environ 40.000 paires de bases. Il code une trentaine de protéines dont les geénes sont
divisés en trois classes définies selon ’ordre de leur expression au cours de la phase
d’infection (cf. figure 13). Les génes de classe I sont localisés a gauche du génome et
représente 19% de I’ADN viral. Ils sont exprimés de maniere précoce au cours des huit
minutes qui suivent le début de I’infection a 30°C. Leur transcription est assurée par I’ARN
polymérase endogene de la cellule infectée. Les produits des génes précoces ont pour but
de préparer un environnement optimal dans la cellule hote pour une infection et une
multiplication efficace du bactériophage. C’est au cours de cette phase précoce que le
bactériophage neutralise les systemes de modification/restriction de I’ADN et détourne le
métabolisme de 1’hote en faveur de sa propre expression génique.

Les génes de la classe II sont exprimés 6 a 15 minutes apres le début de ’infection et les
geénes de la classe III aprés 8 minutes jusqu’a la lyse de la cellule. Ces deux classes de
geénes tardifs sont transcrites par I’ARN polymérase du bactériophage codée par le gene
précoce noté genel. Cette polymérase, spécifique des promoteurs pT7, ne reconnait pas les
promoteurs des geénes bactériens, ni les terminateurs de transcription et est insensible a
I’action du facteur Rho endogéne. Les genes de la classe II codent, entre autres, des
protéines impliquées dans la dégradation de I’ADN bactérien et dans la réplication du
génome phagique. La classe III regroupe I’ensemble des geénes codant les protéines

nécessaires a la synthése et ’assemblage des capsides et autres constituants des nouveaux
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Figure 13 : Organisation du génome du bactériophage T7 (Kriiger and Schroeder, 1981)

-56-



/i@ JOE——
AL, ®OOO S Y2
ﬁ,\\* WA//
@45 .’ /v

S Yor
v 90 0 ®
® i

Polymérase T7

= -0 ___

Figure 14 : Le cycle d’infection du bactériophage T7. Apres adsorption du phage a la
bactérie (1), ’ADN viral est internalisé de maniere active dans la cellule (2). L’expression
des geénes de la classe I par la polymérase endogéne prépare un environnement
intracellulaire favorable a 1’infection et permet la synthese de la polymérase T7 (3). La
polymérase T7 transcrit les genes de la classe I (4) dont les produits protéiques
permettront la réplication de I’ADN viral (5) et la dégradation de I’ADN bactérien (6).
L’expression des génes de classe I et II est alors inhibée (7) en faveur de celle des genes de
classe III (8) qui codent les constituants des nouveaux virions (9). Ces virions sont alors
relargués dans le milieux a la fin du cycle aprés la lyse de la membrane bactérienne (10).
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virions. Enfin, les 200 a 400 nouveaux virions produits apreés un cycle d’infection sont
relargués dans le milieu apres la lyse de la cellule hote.

L’expression du génome du bactériophage se fait donc de manicre séquentielle. Les
genes précoces sont nécessaires a 1’expression des genes tardifs. Les génes de la classe 11
permettent la syntheése de génomes pour les nouveaux virions. Ces nouveaux génomes sont
alors internalisés dans les capsides codées par les génes de la classe III. L expression de ces
genes est favorisée par 1’arrét de 1’expression des geénes de classes I et 11, di a des facteurs
inhibiteurs de la polymérase endogéne et de T7 codés par des geénes de la classe II (cf.

figure 14).

Les geénes de la classe I ont pour role de préparer le milieu intracellulaire a I’infection.
Cela suppose que certains produits de ces génes sont capables de modifier des fonctions
cellulaires de 1’hote en faveur du bactériophage. Parmi ces genes se trouve le gene 0.7 qui

code la protéine kinase PK.

IV - 2 - La protéine PK et son rdle lors de I’infection

A) Caractérisation de la protéine

La protéine PK codée par le gene 0.7 du bactériophage T7 est une protéine kinase qui
phosphoryle spécifiquement les résidus sérines et thréonines (Rahmsdorf et al., 1974; Zillig
et al., 1975). Son activité phosphotransférase est localisée dans les deux premiers tiers de la
protéine (Michalewicz and Nicholson, 1992). Les études biochimiques réalisées sur cette
protéine montrent que son activit¢ AMPc-indépendante est optimale a pH neutre et a une
température inférieure a 37°C. Les conditions de réaction nécessitent une faible force
ionique, et la présence d’ion magnésium. Une étude cinétique de ’activité kinase de PK
montre qu’elle est active dés les trois a quatre minutes qui suivent I’infection bactérienne.
Le maximum est atteint aprés six minutes pour disparaitre rapidement ensuite. Cette perte
d’activité est corrélée a 1’apparition d’une forme phosphorylée de la protéine. Ainsi, la
protéine PK s’auto-inhibe en s’autophosphorylant (Pai et al., 1975; Zillig et al., 1975). La

substitution de la glycine en position 76 par une phénylalanine abolit cette activité kinase.
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La protéine n’est plus capable de s’autophosphoryler ni de transférer a partir de ’ATP les

phosphates aux protéines cibles (Marchand et al., 2001b).

B) Le role de PK

Des expériences de marquage des protéines in vivo avec du phosphate radioactif ont
permis d’estimer la quantité de protéines phosphorylées par la protéine PK au cours de
I’infection. D’abord estimé a une quarantaine puis a 10, il semble que le nombre de
protéines phosphorylées spécifiquement en présence de PK soit finalement de 90
(Robertson and Nicholson, 1990; Zillig et al., 1975). La difficulté rencontrée pour
identifier ces protéines semble due a la présence d’activités kinases endogenes et de
protéines déja phosphorylées chez E. coli (Cortay et al., 1986; Cozzone, 1988; Stock et al.,
1989). Parmi les protéines cibles de PK, la plus grosse des protéines identifiées (165 KDa)
est la sous-unité B’ de ’ARN polymérase d’E. coli qui est phosphorylée au niveau de

résidus thréonine (Zillig et al., 1975).

a) Le contréle transcriptionnel des genes précoces

La transcription des génes précoces ainsi que celle des geénes de la cellule hote sont
inhibées au cours de I’infection par le bactériophage. Ce contrdle transcriptionnel passe par
I’inactivation de I’ARN polymérase endogeéne qui débute dés les cinq premicres minutes
apres le début de I’infection pour étre totale aprés dix minutes (Hesselbach and Nakada,
1977a). Deux génes du bactériophage T7 sont impliqués dans ce contrdle. Le gene 2 code
une protéine de 7 KDa, nommée protéine I, qui inhibe I’initiation de la transcription en se
fixant sur ’ARN polymérase. L’holoenzyme est alors incapable d’interagir avec les
promoteurs des génes (Hesselbach and Nakada, 1975, 1977b). Le deuxiéme gene est le
gene (.7 codant la protéine PK. L’expression des geénes d’une souche infectée par un
bactériophage muté pour ces deux geénes reste inchangée méme vingt minutes apres
I’infection. L’inactivation de la polymérase endogeéne est corrélée a la synthése protéique
de PK. L hypothese que cette inactivation passe par la phosphorylation de la sous-unité 3’
de la polymérase a été écartée par des résultats montrant un découplage entre 1’activité

kinase de PK et sa capacité a inhiber ’ARN polymérase de E. coli (Michalewicz and
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Nicholson, 1992). Il semble que les déterminants protéiques impliqués dans 1’inactivation
de la polymérase se situent dans les 30 derniers acides aminés de la protéine. Ceci est
confort¢ par le fait que I’expression d’une PK entiére n’a jamais pu étre obtenue
contrairement a celle d’une PK tronquée pour cette région, ce qui suggere un effet toxique
de celle-ci pour la cellule (Michalewicz and Nicholson, 1992).

Le gene 0.7 n’est pas essentiel a la multiplication du phage dans des conditions de
croissance optimale telles que celles utilisées dans les laboratoires. En revanche, la protéine
PK devient nécessaire dans des conditions sub-optimales comme un milieu minimal ou une
température élevée. L absence de la protéine PK entraine une diminution de la quantité de
virions relargués a la fin du cycle d’infection. Ces observations ont conduit & I’hypothése
que PK aide a la propagation des virus. Cependant, les mécanismes d’un tel réle de PK ne
sont pas éclaircis (Hirsch-Kauffmann et al., 1975).

Bien que I’implication de la protéine PK dans le contrdle transcriptionnel des geénes
transcrits par I’ARN polymérase endogene soit évidente, les conséquences de la
phosphorylation de la sous-unit¢ B’ ainsi que les mécanismes d’inactivation de la

transcription restent a ¢lucider.

b) La maturation des ARNm du bactériophage

La protéine PK phosphoryle la RNase III exclusivement sur des résidus sérines (Mayer
and Schweiger, 1983). Les sérines 195 et 198 sont localisées dans le domaine de liaison a
I’ARN dsRBD. D’autres cibles ont été localisées dans le domaine amino-terminal mais ne
sont pas encore identifiées (Nicholson, 1999). La phosphorylation entraine une
augmentation de I’activit¢ de I’endoribonucléase d’un facteur 4 (Mayer and Schweiger,
1983). On a vu dans les pages précédentes que la RNase III est impliquée dans la
maturation des ARNr ainsi que dans la dégradation de certains ARNm d’E. coli. Elle est
¢galement impliquée dans la maturation des ARNm du bactériophage T7 transcrits sous
forme de polycistrons (cf. figure 15)(Kruger and Schroeder, 1981). La maturation des
transcrits n’est cependant pas nécessaire a leur traduction, du moins dans les conditions
optimales de croissance. L’expression des génes T7 semble étre la méme dans une souche
exprimant ou non la RNase III, a I’exception de celle du géne 3 (Dunn and Studier, 1975).

Ce gene code pour une protéine impliquée dans la neutralisation du systéme de restriction
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Figure 15 : Maturation des ARNm des génes précoces. Les génes précoces sont transcrits
sous forme d’un messager polycistronique. Le clivage du transcrit unique par la
RNase III génére deux ARNm matures monocistoniques et trois ARNm matures

polycystroniques (Kriiger and Schroeder, 1981).
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Figure 16 : Le clivage par la RNase III d’un seul brin au niveau de
séquences appariées dans les ARNm T7 entraine la
séquestration des extrémités 3’ des messagers qui sont
protégés des exoribonucléases bactériennes

alors
(Panayotatos and Truong, 1985).
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de la bactérie hote (Bandyopadhyay et al., 1985). Sa présence est donc primordiale pour
I’intégrité de I’ADN viral au cours du cycle d’infection. Le clivage des ARNm T7 par la
RNase III au niveau de séquences appariées génere des structures secondaires aux
extrémités 3’ des ARNm matures. La présence de telles structures pourrait alors protéger
les ARNm des exoribonucléases bactériennes (cf. figure 16) (Panayotatos and Truong,
1985). Enfin, la découverte de queues polyA aux extrémités 3’ des ARNm T7 maturés
conforte I’hypothése que la maturation joue un role dans la stabilité¢ de ces messagers. Ces
extensions 3’ ne sont pas constituées exclusivement d’adénosine. La présence des trois
autres nucléotides a hauteur de 33% inhibe probablement 1’activité exoribonucléique de la
cellule héte (Johnson et al., 1998). Ceci expliquerait le role stabilisateur de ces queues
« polyA », opposé a celui observé pour les queues polyA présentes aux extrémités 3° des

messagers endogenes d’E. coli.

Ainsi, en phosphorylant la RNase III, la protéine PK favorise 1’expression des génes du
bactériophage. L’activation de la RNase III est maximale 8 a 10 minutes aprés le début de
I’infection, ce qui suggeére que cet enzyme est requis pour la phase précoce du

développement phagique mais aussi pour la phase tardive.

¢) Le controle traductionnel

La synthese des protéines codées par les génes bactériens est inhibée dés cinq minutes
aprés le début de I’infection de la cellule par le bactériophage T7. Ceci suggére que le
controle traductionnel des geénes est assuré par une protéine du phage codée par un geéne
précoce (Schweiger ef al., 1972). Des études ont montré la présence d’une protéine qui co-
purifie avec les ribosomes uniquement dans des cellules infectées par le bactériophage T7.
Cette protéine inhibe I’initiation de la traduction des messagers bactériens tout en
permettant la synthése des protéines phagiques. Les auteurs ont alors suggéré que ce
répresseur agit au niveau du facteur d’initiation de la traduction IF3 (Herrlich ef al., 1974).
Le facteur IF3 ainsi que les facteurs d’initiation IF2 et IF1, le facteur d’élongation EF-G et
deux protéines de la sous-unité ribosomale 30S (les protéines S1 et S6) sont phosphorylées
par la protéine PK (Robertson and Nicholson, 1992; Robertson et al., 1994). De plus, des

¢tudes antérieures montrent que 1’activité traductionnelle de ribosomes isolés de cellules

-62 -



CZ&P[[}”Q /: j%?/?();b Z//ijO%

infectées est supérieure a celle de ribosomes issus de cellules non infectées (Yamada and
Nakada, 1976). Ces résultats suggerent que la phosphorylation de la machinerie de
traduction de 1’hote par PK favoriserait I’expression des génes phagiques au détriment des
genes bactériens. Les mécanismes d’un tel controle de la traduction ne sont pas établis. La
reconnaissance spécifique des séquences de traduction T7 pourrait étre favorisée par la
phosphorylation des protéines ribosomales S1 et S6. La phosphorylation des facteurs
d’initiation et d’¢longation servirait & maintenir un systéme de traduction stable et efficace

jusqu’a la fin du cycle lytique.

En plus des protéines de 1’hote, PK phosphoryle également des protéines codées par le
bactériophage lui-méme. C’est le cas de la protéine PK qui par autophosphorylation semble
réguler négativement son activité. La polymérase T7 semble également étre la cible de PK
(These d’Isabelle Marchand, 2000). La phosphorylation de cette protéine augmenterait son
affinit¢ pour les promoteurs T7 des genes tardifs. Ceci expliquerait le réle de PK dans
I’expression des protéines tardives en fin de cycle lytique (Gomez and Nualart, 1977;
Hirsch-Kauffmann et al., 1975). Cette hypothése est confortée par des expériences qui
montrent que ’expression du gemne (.7 placé en aval d’un promoteur et d’une région
d’initiation de traduction (TIR) d’un gene tardif est fortement stimulée. Cette stimulation,
due a D’activité phosphotransférase de PK, est observée au niveau transcriptionnel mais
¢galement post-transcriptionnel. Ces résultats ont poussé les auteurs a s’intéresser a 1’effet
éventuel de PK sur la RNase E, endoribonucléase majeure de la dégradation des ARNm

chez E. coli.

IV - 3 - La protéine PK et la RNase E

Les ARNm T7 posseédent une demi-vie de I’ordre de 20 minutes, ce qui est 10 fois
supérieur a celle des transcrits de la cellule hote (Summers, 1970). Cette observation ainsi
que les résultats décrits précédemment suggerent une altération de la machinerie de
dégradation des ARNm par la protéine PK au cours de I’infection virale. Des études
récentes montrent que la RNase E est phosphorylée lors de I’expression de la protéine

kinase a partir d’un vecteur (Marchand et al., 2001a). Cette phosphorylation induit une

-63 -



CZ&P[[}”Q /: j%?/?();b Z//C)jj()y//

diminution de P’activité de la RNase E qui se traduit par I’augmentation de la stabilité
d’ARNm rapporteurs sensibles aux attaques endonucléolytiques. L’effet de cette
phosphorylation n’est cependant pas la méme en fonction des ARNm substrats testés, ce
qui suggere que ’inhibition de la RNase E n’est que partielle. L’activité résiduelle serait
alors suffisante pour le clivage de messagers préférentiels dits « bons substrats » de la
RNase E. L’absence de phosphorylation d’une protéine RNase E tronquée de sa moitié¢
carboxy-terminale montre que la cible de PK est le domaine CTH de 1’endoribonucléase.
La cible de PK pourrait alors étre le dégradosome d’autant que RhlB, un autre composant
du complexe, est également phosphorylé par PK (Marchand et al., 2001a). Les mécanismes

impliqués dans la diminution de I’activité de la RNase E ne sont pas élucidés.

Les protéines phosphorylées par PK ne sont pas encore toutes connues. Toutefois, les
protéines cibles identifiées interviennent a chaque étape clé de I’expression génique : la
transcription, la traduction, et la stabilit¢ des messagers. La phosphorylation de 1’ensemble
de ces protéines suggere un role global de PK dans la mise en place d’une expression des

genes en faveur du bactériophage T7 au cours de I’infection.

Une partie des travaux de recherche réalisés au cours de ma these s’inscrit dans la suite
directe de 1’étude menée sur la phosphorylation de la RNase E par PK. L’objectif est de
cartographier les résidus du CTH phosphorylés par PK afin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans I’inhibition de la RNase E. Les résultats sont présentés dans la

derniére partie du chapitre II.

V - Conclusion

Les nombreuses études réalisées sur la dégradation des ARNm chez E. coli ont permis
d’identifier un grand nombre de partenaires protéiques et ribonucléiques. La mise en
¢vidence de plusieurs chemins de dégradation complémentaires en fait un processus
complexe qui n’est pas encore enti¢rement compris. La différence de comportement des
enzymes et substrats au cours d’études biochimiques ou biologiques rend parfois les

interprétations difficiles. Bien qu’un schéma global puisse étre dessiné, il semble que le
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processus ne soit pas généralisable pour tous les messagers cellulaires. Plusieurs facteurs
interviennent comme la présence de sites de clivage endonucléolytique, la spécificité et la
localisation de ces sites sur I’ARNm, I’efficacité de traduction du messager ou encore la
présence de structures secondaires plus ou moins stables dans le messager.

Le dégradosome d’E. coli constitue un bon modele d’étude de complexes
multienzymatiques qu’on retrouve des Archae jusqu’aux Eucaryotes supérieurs. La
compréhension de la dégradation des ARNm chez E .coli permet de mieux appréhender ce
processus chez les autres organismes plus complexes tels que les mammiféres, dont

I’homme.
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Ce deuxieme chapitre présente les résultats des travaux réalisés au cours de ma thése. Il se
divise en deux grandes parties. La premicre concerne I’étude fonctionnelle du dégradosome
d’E. coli et s’intéresse particulicrement a deux protéines du complexe : RhiB et I’Enolase.

La deuxieme partie traite du processus de régulation de la RNase E par phosphorylation par la

kinase PK du bactériophage T7.

I - Iere PARTIE : ETUDE FONCTIONNELLE DU DEGRADOSOME

I-1-Etude de la protéine RhIB : interaction des hélicases DEAD avec la
RNase E

A) Introduction et résumé de 1’article I

La protéine RhIB est une hélicase a ARN de type DEAD-box qui appartient a la sous-
famille SF2. Chez E. coli, il existe quatre autres hélicases de ce type. La protéine DeaD ou
CsdA est induite lors de choc thermique a basse température (Jones et al., 1996) et est
impliquée, comme 1’hélicase SrmB, dans la biogenése de la sous-unité¢ 50S des ribosomes.
Ces deux hélicases possedent des fonctions redondantes (Charollais et al., 2003; Charollais et
al., 2004). DpbA est I’hélicase la plus étudiée biochimiquement. Comme toutes ces hélicases,
elle possede une activité hélicasique dépendante de la présence d’ATP et d’ARN. L’activité
de DpbA dépend cependant de I’ARN spécifique 23S, et plus précisément de sa structure en
tige boucle 92 (Diges and Uhlenbeck, 2001). Enfin, la cinquiéme hélicase RhIE est trés peu

étudiée jusqu’a aujourd’hui. Toutes ces protéines se caractérisent par la présence de sept
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Figure 17 : Motifs conservés chez les hélicases d’ARN a boite DEAD.
protéiques des motifs conservés des hélicases d’ARN a boites DEAD de la sous-
famille SF2. (B) Séquences protéiques des motifs de RhIB. Les motifs I et II sont
impliqués respectivement dans la liaison et dans 1’hydrolyse de I’ATP. Les motifs
Ia, Ib, IV et V sont probablement impliqués dans la liaison du substrat. Le motif
IIT et IV sont associés a la modification conformationnelle de la protéine induite
par ’hydrolyse de I’ATP et nécessaire a 1’activité hélicasique (de la Cruz, 1999;

Tanner and Linder, 2001).
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motifs hautement conservés dont le motif DEAD nécessaire a I’hydrolyse de I’ATP (cf. figure
17) (de la Cruz et al., 1999; Jones et al., 1996). En plus de ces motifs homologues, ces
hélicases possédent des extensions amino ou carboxy-terminales dont les séquences divergent
fortement. Il est suggéré que ces extensions sont impliquées dans la reconnaissance spécifique
du substrat par la protéine.

La délétion du gene codant RhIB n’étant pas létale pour la cellule et les homologies
séquentielles et fonctionnelles avec les autres hélicases de type DEAD ont conduit a
I’hypothése d’une redondance entre RhIB et une ou plusieurs de ces hélicases dans le
dégradosome.

Les études menées sur RhIB et présentées dans 1’article I mettent en évidence in vitro une
interaction directe entre la RNase E et les hélicases RhIE et SrmB dans la région contenant le
site d’interaction avec RhIB. Une cartographie plus précise de cette région montre qu’il existe
deux sites d’interaction distincts : le premier est spécifique a RhIB et nécessite 1’acide aminé
A730 et le second ou se fixent les autres hélicases. Des mesures d’activité de dégradation de
mini dégradosomes contenant soit RhIB soit RhIE montrent que cette derniére est

fonctionnellement capable de remplacer in vitro RhiB au sein du complexe.
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The RNase E of Escherichia coli has at least two binding sites for DEAD-box RNA
helicases : functional replacement of RhiB by RhIE

Vanessa Khemici, Isabelle Toesca, Leonora Poljak, Nathalie F. Vanzo and Agammemnon J.

Carpousis
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The RNase E of Escherichia coli has at least two binding
sites for DEAD-box RNA helicases: functional

replacement of RhiB by RhIE

Vanessa Khemici,* Isabelle Toesca,* Leonora Poljak,
Nathalie F. Vanzo' and Agamemnon J. Carpousis*
Laboratoire de Microbiologie et Génétique Moléculaires,
UMR 5100, Centre National de la Recherche Scientifique
(CNRS) et Université Paul Sabatier, 118 route de
Narbonne, 31062 Toulouse, France.

Summary

The non-catalytic region of Escherichia coli RNase E
contains a protein scaffold that binds to the other
components of the RNA degradosome. Alanine scan-
ning yielded a mutation, R730A, that disrupts the
interaction between RNase E and the DEAD-box RNA
helicase, RhIB. We show that three other DEAD-box
helicases, SrmB, RhIE and CsdA also bind to RNase
E in vitro. Their binding differs from that of RhIB
because it is not affected by the R730A mutation.
Furthermore, the deletion of residues 791-843, which
does not affect RhIB binding, disrupts the binding of
SrmB, RhIE and CsdA. Therefore, RNase E has at least
two RNA helicase binding sites. Reconstitution of a
complex containing the protein scaffold of RNase E,
PNPase and RhIE shows that RhIE can furnish an
ATP-dependent activity that facilitates the degrada-
tion of structured RNA by PNPase. Thus, RhIE can
replace the function of RhIB in vitro. The results in the
accompanying article show that CsdA can also
replace RhIB in vitro. Thus, RhiB, RhIE and CsdA are
interchangeable in in vitro RNA degradation assays.

Introduction

Instability is an intrinsic property of mRNA permitting a
rapid response to changes in the programme of transcrip-
tion. Furthermore, in some cases, gene expression can
be controlled post-transcriptionally at the level of mMRNA
degradation. In Escherichia coli, the overall pathway for
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mRNA degradation is well established (Coburn and
Mackie, 1999; Grunberg-Manago, 1999) although much
remains to be learned about its control in conditions of
stress or shock. The ribonuclease E (RNase E) of E. coli
is an essential enzyme involved in the maturation of trans-
fer and ribosomal RNA, and the degradation of mRNA
(Kushner, 2002). RNase E, which is an endo-ribonuclease,
initiates MRNA decay by cutting messages into fragments.
It is part of the RNA degradosome, a ribonucleolytic mul-
tienzyme complex (Carpousis et al., 1994; Py et al., 1994).
The other integral components of the degradosome are
an RNA helicase (RhiIB), the glycolytic enzyme enolase,
and polynucleotide phosphorylase (PNPase) (Miczak
etal.,, 1996; Py et al., 1996). PNPase is a member of the
ubiquitous RNase PH family of 3’5" RNA-degrading
enzymes (Zuo and Deutscher, 2001; Symmons et al.,
2002). In E. coli, PNPase is one of the enzymes involved
in the degradation of mMRNA fragments produced by
RNase E. Thus, the RNA degradosome associates a ribo-
nuclease that fragments mRNA with a ribonuclease that
degrades these fragments to nucleotides.

RhIB is a member of the DEAD-box family of RNA
helicases (Kalman et al., 1991; de la Cruz etal., 1999;
Tanner and Linder, 2001). Experiments in vitro and in vivo
have shown that RhIB facilitates the degradation of struc-
tured RNA by PNPase and that this activity requires the
integrity of the RNA degradosome (Py et al., 1996; Vanzo
et al., 1998; Coburn et al., 1999; Khemici and Carpousis,
2004). Other ribonucleolytic complexes with 3—5" RNA
degrading activity, such as the eukaryotic exosome and
yeast mtEXO complex, also have associated factors that
are related to the DEAD-box proteins (Margossian and
Butow, 1996; de la Cruz et al., 1998; Jacobs et al., 1998;
Dziembowski and Stepien, 2001). In the case of the yeast
mtEXO complex, the DExH-box protein, Suv3p, is
required for the exonucleolytic degradation of mitochon-
drial group | RNA introns.

RNase E is a complex multidomain protein with an N-
terminal catalytic domain and a large non-catalytic region
containing RNA binding sites and the protein scaffold
upon which the other components of the degradosome
assemble (Taraseviciene etal.,, 1995; McDowall and
Cohen, 1996; Kaberdin et al., 1998; Vanzo et al., 1998).
Mutant E. coli strains that express RNase E lacking the



non-catalytic region are viable although the defective
RNase E protein is overexpressed, mRNA decay is
slowed and the strains are less fit than wild-type in growth
competition experiments (Kido et al., 1996; Vanzo et al.,
1998; Lopez etal, 1999; Ow et al., 2000; Leroy et al.,
2002; Bernstein et al., 2004). In the work described here,
we performed alanine scanning in a region of RNase E
previously shown to interact with RhIB. A mutation,
R730A, that disrupts RhIB binding was isolated and char-
acterized. During this study, we discovered that RhIE,
SrmB and CsdA, three other DEAD-box proteins in E. coli,
could also bind to RNase E, but at a different site from the
RhIB binding site. A complex containing the protein scaf-
fold of RNase E, PNPase and RhIE can be reconstituted
and purified in vitro. This complex degrades a highly struc-
tured mRNA fragment, containing REP sequences from
the malE-malF intergenic region, in an ATP-dependent
reaction thus demonstrating the functional replacement of
RhIB by RhIE.

Results
The R730A mutation disrupts RhIB binding

By a combination of deletion and two hybrid analyses, we
previously mapped a small region in RNase E that is
necessary for RhIB binding (Vanzo etal, 1998). Our
results indicated that the binding site should contain the
residues SVAEE (734-738) although it seemed likely that
upstream amino acids (729-733) would also be important
(Fig. 1). To better define the RhIB binding site, we used
the RneHC2 polypeptide corresponding to residues 628—
843 of RNase E, which is sufficient for RhIB binding in
vitro (Vanzo et al., 1998). Figure 1 A shows the amino acid
sequence from residues 721-740 of RNase E with the
SVAEE sequence underlined. We selected five residues
and replaced them, one by one, with alanine (asterisks).
The interaction of the mutant polypeptides with RhIB was
tested by Far Western blotting. Of the five RneHC2 vari-
ants, only RneHC2(R730A) failed to bind RhIB (data not
shown). As a further test, we examined the activation of
the RNA-dependent ATPase of RhIB, which by itself has
little activity (Vanzo etal., 1998). Figure 1B shows the
ATPase activity of RhIB as a function of the concentration
of RneHC2 or variant polypeptide. In this assay,
RneHC2(R730A) is defective in stimulating RNA-
dependent ATPase activity whereas the other variants are
fully active. In previous work with RneHC2, assuming that
the activation of RhIB involves a simple binding reaction,
we estimated a dissociation constant of 50 nM in a reac-
tion with 1:1 stoichiometry for the RneHC2-RhIB inter-
action (Vanzo et al., 1998). Visual inspection of the plot in
Fig. 1B shows that at least fivefold more RneHC2(R730A)
is needed to activate RhiIB to comparable levels, consistent
with the loss of binding by Far Western blotting.

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 54, 1422—1430
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Fig. 1. A. The RhIB helicase binding site of RNase E. Residues
721-740 of RNase E. The underlined SVAEE sequence was shown
previously to be important for RhIB binding (see text). Five mutants
were constructed in which the amino acids marked with an asterisk
were replaced one by one with alanine.

B. RNA-dependent ATPase activity. The RneHC2 polypeptide and its
derivatives were overexpressed and partially purified as described in
the Experimental procedures. ATP hydrolysis was measured as
described except that the yeast RNA was increased to 250 ug ml™
(Py et al., 1996). In a 50 pl reaction, the ATPase activity of RhIB
(0.2 ug, 80 nM) was measured in the presence of increasing concen-
trations of RneHC2 or mutant protein (0-0.2 pug, 0-170 nM). An initial
rate of ATP hydrolysis, from a single time point (30 min, 37°C), was
used to determine the specific activity (i.e. normalized to 1 mg of
RhIB). The solid line shows the activation of RhIB by wild-type
RneHC2 (M) or the K728A (<), Y731A (x), E737A (O) and E738A
(O) proteins. The dashed line shows the activation of RhIB by the
R730A (@) mutant protein.

SrmB, RhIE and CsdA interact with RNase E

Because the DEAD-box proteins in E. coli contain a highly
conserved core of about 400 residues, we asked if binding
to RNase E was a general property of these proteins or
a specific characteristic of RhIB. Three DEAD-box pro-
teins, SrmB, RhIE and CsdA, were tested. CsdA, previ-
ously known as DeaD, was renamed to indicate that it is
induced by cold shock (Jones et al., 1996). For Far West-
ern blotting, the DEAD-box proteins were lightly overex-
pressed in E. coli (1-2% of total protein), protein extracts
were separated by SDS-PAGE, blotted, renatured and
probed with RNase E in solution (Fig. 2). RhIB is included
as a control. In lane 1, as expected, an interaction
between RhIB on the blot and RNase E in solution was
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Fig. 2. Far Western blot. Protein extracts prepared from BL21(DE3)
harbouring pET11 derivatives, in which RhIB, SrmB, RhIE or CsdA
were expressed during a brief induction, separated by SDS-PAGE
(7.5% polyacrylamide) and blotted. The filter was incubated with
RNase E, washed and then analysed using antibodies against RNase
E and an ECL detection kit (Amersham). The position of each heli-
case, determined by Ponceau red staining of the blot, is indicated by
the arrowheads. The position of molecular mass markers is indicated
to the right.

detected. We also detected interactions with SrmB, RhIE
and CsdA (lanes 2—4). Control blots made in parallel, but
incubated without RNase E, gave no detectable signal
(data not shown). In a different experiment, RneHC2 was
also shown to interact with the DEAD-box proteins (data
not shown). It is also possible to detect an interaction by
blotting RneHC2 and probing with the DEAD-box proteins
in solution (see below). By comparison to RhIB, SrmB and
RhIE, the interaction with CsdA is weak, but we have
reproducibly detected a signal under the conditions
employed in this experiment. Furthermore, in the next
section, we show that CsdA in solution can efficiently bind
to RneHC2 on a filter. Thus, the central region of RNase
E, which was previously shown to interact with RhIB and
enolase, can also bind to SrmB, RhIE and CsdA.

The binding of SrmB, RhIE and CsdA is not disrupted by
the R730A mutation

We analysed the binding of SrmB, RhIE and CsdA to
RneHC2(R730A) by Far Western blotting (Fig. 3). In this
experiment, different amounts of RneHC2 or the R730A

variant on the filter were tested for an interaction with
RhIB, SrmB, RhIE or CsdA in solution. The signal requires
RneHC2 on the filter (lane 1). Other controls have shown
that the antibodies against the DEAD-box proteins do not
cross-react with each other or with RneHC2, and that the
signal in the Far Western blot depends on the presence
of the DEAD-box proteins in solution (data not shown). As
expected, there is no detectable binding of RhIB to
RneHC2(R730A). However, the other DEAD-box proteins
interact. This result shows that the binding of SrmB, RhIE
and CsdA is not disrupted by the R730A amino acid
change.

The RneHBS polypeptide binds RhIB but not SrmB,
RhIE or CsdA

To further delimit the RhIB binding site, flanking segments
of the RneHC2 polypeptide were deleted. RneHC2 and
three of its derivatives are shown schematically in Fig. 4A.
The arginine-rich RNA binding domain (RBD) or a second
arginine-rich region (AR2) has been deleted in
RneHC2(ARBD) and RneHC2(AAR2) respectively. In the
smallest polypeptide, RneHBS, both regions have been
deleted. Figure 4B shows a Far Western experiment in
which total protein extracts containing overexpressed
RneHC2 or its derivatives were separated, blotted, rena-
tured and then incubated with RhIB or RhIE in solution.
The position of RneHC2 and its derivatives (indicated to
the right) was determined by Ponceau S staining. These
blots were heavily overexposed to maximize the detection
of protein—protein interactions. The background signals
are probably because of traces of RhIB or RhIE bound

Far Western blot
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Fig. 3. Far Western blot. Protein extracts prepared from BL21(DE3)
harbouring pET11 derivatives, in which RneHC2 (lanes 2-5) or
RneHC2(R730A) (lanes 6-9) were lightly overexpressed (1-2% of the
total protein), separated by SDS-PAGE (7.5% polyacrylamide) and
blotted. The lanes in each set are a twofold serial dilution. Lane 1 is
a negative control using protein extracted from BL21(DE3) harbouring
pET11a. The filters were incubated with partially purified RhiB, SrmB,
RhIE or CsdA, washed and then developed with antibodies specific
to each protein and an ECL detection kit (Amersham).

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 54, 1422—1430
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non-specifically to proteins in the extracts. RhIB interacts
with RneHC2 and its derivatives showing that the flanking
sequences are not important for RhIB binding and that
smallest polypeptide contains an intact RhIB binding site.
We have thus named this polypeptide RneHBS (helicase
binding site). The results with RneHBS are consistent with
a recent analysis showing that residues 684—784 are suf-
ficient for RhIB binding in vivo (Liou et al., 2002). In a test
of the activation of RhIB as described above (Fig. 1B),
RneHBS was equivalent to RneHC2 (Fig. 4C). Therefore,
RneHBS is fully competent in stimulating the RNA-

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 54, 1422—1430
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Fig. 4. Analysis of truncated forms of RneHC2.

A. Schematic diagram of polypeptides derived from RNase E. The
RneHC2 polypeptide, and the RBD and AR2 RNA binding regions
have been described previously (Taraseviciene et al., 1995; McDowall
and Cohen, 1996; Vanzo et al., 1998; Leroy et al., 2002). The dashed
vertical lines indicate the positions of the end-points of the polypep-
tides. The asterisk indicates the position of the R730A change that
disrupts the interaction with RhIB (see text).

B. Far Western blotting performed as described in Fig. 3. Filters with
RneHC2 and its derivatives were incubated with RhIB (left panel) or
RhIE (right panel), washed and then developed with an ECL detection
kit (Amersham) using antibodies specific to each protein. The position
of the Rne polypeptides, and the 45 and 33 kDa markers is indicated
to the right. In each panel: lanes 1 and 2, RneHC2; lanes 3 and 4,
RneHC2(AAR2); lane 5, RneHC2(ARBD); lanes 6 and 7, RneHBS.
Lanes 1-2, 3—4 and 6-7 are duplicates of the same protein extract.
C. RNA-dependent ATPase activity as a function of the concentration
of RneHC2 ([J) or Rne HBS (M). Reactions, containing 200 nM RhIB
and 0-500 nM RneHC2 or RneHBS were performed as described in
Fig. 1 except that the yeast RNA was 150 pug ml™". The variation in
the maximum level of ATPase hydrolysis between the experiments in
Figs 1 and 4 is probably because of different preparations of RhiB
used in each experiment.

dependent ATPase activity of RhIB. Note that in Fig. 4B,
RhIE does not interact with RneHBS or RneHC2(AAR2).
These results show that residues 791-843 are important
for the interaction with RhIE. The same result was
obtained when the RneHC2 derivatives were tested with
SrmB and CsdA (data not shown). Thus, the binding of
SrmB, RhIE and CsdA depends on contacts with RNase
E that lie outside of the region sufficient for RhIB binding.

Reconstitution of a mini-degradosome containing RhIE

Because the above experiments suggest a physical inter-
action of RNase E with SrmB, RhIE and CsdA, we wanted
to ask if these helicases could participate in the degrada-
tion of structured RNA by a complex containing RNase E
and PNPase. We developed a protocol for reconstituting
a subcomplex of the RNA degradosome that contains
RhIB, PNPase and the RNase E protein scaffold. Briefly,
the RneCTH polypeptide is an N-terminal HIS-tagged ver-
sion of RNase E in which the catalytic domain (residues
27-497) has been deleted. After absorption to Ni-NTA
resin under denaturing conditions, the protein was
washed and the denaturing buffer was then replaced by
a non-denaturing buffer. PNPase and RhIB were added
under native conditions; the complex was washed and
then eluted. Figure 5A, lane 1 shows an SDS-PAGE of the
eluate containing RneCTH, PNPase and RhIB. A recon-
stitution in which RhIB was replaced by RhIE is shown in
lane 2. These results suggest that, like RhIB, RhIE can
interact physically in a complex containing RNase E and
PNPase. In a mock reconstitution without the RneCTH,
PNPase did not bind to the Ni-NTA resin (data not shown).
Thus, its presence depends on RneCTH. However, some
RhIB (or RhIE) was detected in the eluates suggesting a
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non-specific interaction of the helicases with the resin.
Therefore, the presence of RhIE in the eluate cannot be
taken as strong evidence for a physical interaction.
Regardless of these considerations, the protocol yields
material sufficiently pure to test if there is a functional
interaction between RhIE and a complex containing the
protein scaffold of RNase E and PNPase.

Figure 5B shows the degradation of an mRNA fragment
from the malE—malF intergenic region of E. coli. This
mRNA fragment, which is highly structured because of the
presence of multiple REP (repeated extragenic palin-

Fig. 5. Reconstitution of a mini-degradosome containing RhIE (A).
SYPRO orange-stained SDS-PAGE of a complex reconstituted with
the CTH of RNase E, PNPase and RhIB (lane 1) or RhIE (lane 2). A
radiolabelled RNA substrate from the intergenic region of the E. coli
malE—malF genes was digested with the complex containing RhiB
(B) or RhIE (C). The reactions, in which the PNPase and the RNA
substrate were present at 20 nM each, were performed in the
absence or presence of ATP as described previously (Py et al., 1996).
The products were separated by denaturing polyacrylamide gel elec-
trophoresis (6%, 29:1, 0.5x TBE, 8 M urea). The arrow to the left of
each panel indicates the position of the major pause product, which
corresponds to the arrest of degradation just downstream of a stable
double-stranded RNA structure formed by the interaction of the two
REP sequences (see Py et al., 1996 and references therein). In each
time course (-) is a sample without enzyme that was incubated for
30 min; (0) is an aliquot of the reaction taken just before the addition
of enzyme. The right lane in each panel is a radiolabelled DNA ladder,
prepared by phosphorylating Haelll + Tagl fragments of pBR322
(Appligene) and denaturing before electrophoresis.

drome) sequences, is known to impede degradation by
PNPase in vitro and in vivo (Py et al., 1996; Coburn et al.,
1999; Khemici and Carpousis, 2004). The principal inter-
mediate in its decay, marked by the arrow to the left,
corresponds to a product in which PNPase pauses at the
base of an extended double-stranded RNA structure. In
the presence of ATP, this intermediate is degraded
whereas in its absence it persists for up to 60 min. Previ-
ous work has shown that PNPase by itself is not stimu-
lated by ATP, and that the stimulation depends on ATP
hydrolysis and the binding of both PNPase and RhIB to
the protein scaffold of RNase E (Py et al., 1996; Coburn
etal.,, 1999; Khemici and Carpousis, 2004). In Fig.5C,
degradation by the complex containing RhIE is compara-
ble to the complex containing RhIB (Fig. 5B). The degra-
dation of the decay intermediate in the presence of ATP
has been observed reproducibly with complexes contain-
ing RhIE, prepared in two independent reconstitutions.
These results show that RhIE can facilitate RNA degrada-
tion by PNPase in an ATP-stimulated reaction.

Discussion

Escherichia coli encodes five DEAD-box RNA helicases.
DbpA has been shown to be activated by its interaction
with the peptidyltransferase centre of the 23S ribosomal
RNA. It has thus been suggested that it might act during
ribosome biogenesis (Fuller-Pace et al., 1993; Diges and
Uhlenbeck, 2001). SrmB and CsdA, also known as DeaD,
were identified as suppressors of defects in ribosome
assembly suggesting that they too could have a role in
ribosome biogenesis (Nishi etal, 1988; Toone et al.,
1991; Moll etal., 2002). Indeed, it has recently been
shown that a strain with a knockout of the gene encoding
SrmB is cold sensitive and the assembly of the 50S ribo-
somal subunit is defective (Charollais etal., 2003). A
strain with a disruption of the rhlIE gene, which was iden-
tified by its homology with the other DEAD-box genes
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(Kalman et al., 1991), is viable (Ohmori, 1994). To date,
no phenotype has been associated with the absence of
RhIE. The role of DbpA, SrmB and CsdA in ribosome
biogenesis is reminiscent of the situation in Saccharomy-
ces cerevisiae where 13 out of 27 DEAD-box helicases
have been implicated in this process (de la Cruz et al.,
1999). Nevertheless, there is evidence suggesting that
SrmB, RhIE and CsdA could have other functions. The
overexpression of SrmB and CsdA has been shown to
stabilize mRNA (lost and Dreyfus, 1994). CsdA is a cold
shock protein (Jones et al., 1996) and it has been impli-
cated in facilitating the translation of structured mRNA (Lu
etal.,, 1999). SrmB, RhIE and CsdA also interact with E.
coli poly(A) polymerase (Raynal and Carpousis, 1999).
In this work, we have presented in vitro evidence that
SrmB, RhIE and CsdA can bind to RNase E at a site that
is different from the RhIB binding site. RneHC2 and
RneHC2(ARBD) corresponding, respectively, to residues
628—843 and 694—-843 of RNase E bind to RhIB, SrmB,
RhIE and CsdA whereas RneHC2(AAR2) and RneHBS
corresponding, respectively, to residues 628-790 and
694—790 bind only to RhIB. A mutation changing an argi-
nine at residue 730 to alanine disrupts RhIB binding with-
out affecting the binding of the other DEAD-box proteins.
Taken together, these results show that RNase E has at
least two binding sites for the DEAD-box proteins: one that
is RhIB-specific, containing an important contact at resi-
due 730 and at least one additional site requiring contacts
between residues 791 and 843. Our results do not
address the question of whether the sites for binding RhiB
and a second helicase are independent or overlapping.
Furthermore, although it seems likely that a single site
interacts with SrmB, RhIE or CsdA, our results do not
exclude the possibility of multiple sites each with specific-
ity for one of the helicases. These issues could be
addressed by a more detailed mapping of the sites as well
as experiments in which the binding of two different heli-
cases to the same molecule of RNase E is examined.
We have reconstituted a ‘mini-degradosome’ containing
the protein scaffold of RNase E, PNPase and RhIB or
RhIE. As expected, the mini-degradosome containing
RhIB exhibits ATP-stimulated degradation of a structured
mRNA fragment. Comparable results were obtained with
a complex containing RhIE thus demonstrating the func-
tional replacement of RhIB by RhIE. Attempts to reconsti-
tute SrmB into a complex failed suggesting that, under
these conditions, its interaction with RNase E is weaker
than RhIB. We were unable to reconstitute a complex with
CsdA because of solubility problems. In the accompany-
ing article (Prud’homme-Généreux et al.), the functional
replacement of RhIB by CsdA is demonstrated. Thus,
three DEAD-box proteins, RhIB, RhIE and CsdA, are inter-
changeable in the in vitro degradation of a structured
mRNA fragment containing REP sequences from the
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malE-malF intergenic region. The accompanying article
(Prud’homme-Généreux et al.) shows that CsdA associ-
ates with RNase E upon cold shock, demonstrating for the
first time in vivo the interaction of a DEAD-box RNA heli-
case other than RhIB with the RNase E of E. coli. An
RNase E-based degradosome identified in Rhodobacter
capsulatus is associated with two DEAD-box proteins
(Jager etal, 2001) and the accompanying article sug-
gests that the E. coli cold shock degradosome contains
RhIB and CsdA. Thus, the capacity to bind multiple DEAD-
box RNA helicases could be a general feature of an
RNase E-based degradosome.

RhIB is the only E. coli DEAD-box helicase presently
known to have a clear role in the degradation of RNA in
vivo (Khemici and Carpousis, 2004). In a ArhIB strain and
its isogenic wild-type control, we have not been able to
detect SrmB, RhIE or CsdA by immunoprecipitation of
the degradosome during exponential growth in rich
medium at 37°C, even when the helicases were overex-
pressed at the level of a few thousand molecules per cell
(unpubl. results). Thus, the recruitment of CsdA to the
degradosome appears to depend on physiological condi-
tions and this could also be the case for SrmB and RhIE.
The restriction of CsdA binding to RNase E during expo-
nential growth could result from simple competition by
substrates such as preribosomal particles. However,
models that are more complicated can be envisioned.
For example, the binding of enolase, which is present in
the RNA degradosome in stochiometric amounts,
requires contacts located between residues 739 and 845
of RNase E (Vanzo et al., 1998). Thus, it could interfere
with the interaction between RNase E and RNA heli-
cases other than RhIB. An important conclusion from the
above considerations is that the composition of the E.
coli degradosome appears to depend on physiological
conditions. Determining the parameters that affect degra-
dosome composition and understanding how these
changes influence its function are obvious goals for
future studies.

Experimental procedures

Standard techniques in genetics and molecular biology have
been described (Miller, 1972; Sambrook and Russell, 2001).

Mutagenesis and plasmid constructions

Base substitutions to create an alanine codon were gener-
ated using a U.S.E. Mutagenesis Kit (Pharmacia). The sub-
strate plasmid, pUC-RneHC2, was constructed by replacing
the BamHI-Ndel fragment of pUC18 with the BamHI-Ndel
fragment from pET11-RneHC2 (Vanzo et al., 1998). Muta-
tions were confirmed by DNA sequencing. The BamHI-Ndel
fragment was then reintroduced into pET15a.

The pET11a-derived vectors for expression of RhiB, RhIE,
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SrmB, CsdA, PNPase and RneHC2 were previously
described (Py et al., 1996; Coburn and Mackie, 1998; Vanzo
et al,, 1998; Raynal and Carpousis, 1999). To produce His-
tagged proteins for antibody production, the genes encoding
RhIB, RhIE and CsdA were transferred from the pET11a
vector to pET15a.

The construction of the plasmids for expressing
RneHC2(ARBD), RneHC2(AAR2) and RneHBS was as fol-
lows. Briefly, the corresponding regions in the pUC-RneHC2
plasmid (see above) were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) and then blunt end ligated to pSK (Strat-
agene) digested with EcoRV. When necessary, BamHI or
Ndel sites were added with the PCR primer. The Ndel-BamHI
fragments were excised and ligated to the pET11a vector
(Novagen) digested by the same enzymes. In all constructs,
the polypeptides have a carboxyl terminal fusion with the C-
terminal end of bacteriophage T7 gene10, which is encoded
by the pET vector.

The His-tagged RneCTH polypeptide was expressed from
pET15 (Novagen). Briefly, pET15-rne was constructed clon-
ing the Ndel-Apol fragment from pET11-rne (Vanzo et al.,
1998) into pET15a digested with Ndel and EcoRI. pET15-
rneCTH, was constructed by deleting the region correspond-
ing to residues 27-497 of RNase E. Thus, the RneCTH
polypeptide contains the His-tag from pET15, the first 26
amino acids of RNase E and amino acids 498-1061 of
RNase E.

Protein expression, preparation of extracts and Far
Western blotting

Proteins were expressed in BL21(DE3) (Novagen). For Far
Western blotting, short inductions were employed (20—
30 min) to limit the level of expression (1-2% of the total
protein). Total extracts for blotting were prepared by boiling
cells in SDS-PAGE loading buffer. To obtain partially purified
proteins for ATPase assays and as probes for Far Western
blots, after a long induction (2 h), small-scale extracts were
prepared as described (Carpousis et al., 2001). Ammonium
sulphate pellets were suspended in buffer BG* with 300 mM
NaCl. Protein concentrations were determined by Lowry
assay using a BSA standard. These partially purified proteins
are essentially free of ribosomes and nucleic acids. The
purity of the proteins was estimated as a percentage of total
protein by SYPRO orange (Interchim) staining of SDS-PAGE
(12% polyacrylamide) and quantification using a Molecular
Dynamics Fluorlmager. All the proteins were 40-50% pure
(RneHC2 and its derivatives; RhIB, RhIE and SrmB) except
for CdsA, which was somewhat less enriched (20-40%). In
the results described here, the quantity of protein indicated
is the total protein determined by Lowry assay corrected for
the purity of the preparation.

Far Western blotting was performed as described (Vanzo
etal., 1998) using Hybond C Extra (Amersham). Partially
purified protein (30 pg) was incubated with the blots. Antibod-
ies against RNase E and SrmB were described previously
(Vanzo et al., 1998; Raynal and Carpousis, 1999). Antibodies
against RhIB, CsdA and RhIE were raised in rabbits (Euro-
Gentec) using N-terminal HIS-tagged proteins purified on Ni-
NTA spin columns under denaturing conditions (Qiagen, 8 M
urea).

Reconstitution of mini-degradosomes and RNA
degradation assays

ASP-60 fractions containing overexpressed RhIB, RhIE or
PNPase were prepared from 200 ml of cultures as described
(Carpousis et al., 2001). pET15-RneCTH in BL21(DE3) was
induced at an ODgy of 0.4 with 1 mM IPTG and then incu-
bated for 2 h at 37°C. A cleared lysate, from 50 ml of culture,
was prepared in Buffer B according to the manufacturer’s
instructions (Qiagen). These steps, which are under denatur-
ing conditions with 8 M urea, were performed at room tem-
perature. Approximately 100 ul of cleared lysate containing
about 200 ng RneCTH was diluted to 600 pl in Buffer B and
passed three times over a Ni-NTA spin column (Qiagen). The
column was washed with 600 ul Buffer C (Qiagen), equili-
brated with 10 mM Tris, pH 7.5, 500 mM NacCl, 5% glycerol;
0.1% Genapol X-080, 0.1 mg mI™" acetylated BSA, 0.1 mM
EDTA, 0.1mM DTT, 1mM PMSF, 2pugml™ aprotinin,
0.8 ug mI™" pepstatin, 0.8 ug mi™" leupeptin (Buffer 1), trans-
ferred to 4°C and then washed again with cold Buffer 1.
Subsequent steps were at 4°C. Approximately 500 pug of
PNPase and 300 ug RhIB were diluted into 500 pl of Buffer
1 containing 50 mM imidazole (pH 7.0 throughout) and
passed over the column three times. After two washes with
Buffer 2 (Buffer 1 containing 20 mM imidazole instead of Tris),
the reconstitutes were eluted with Buffer 2 containing
300 mM imidazole (3 x 200 pl). The first two fractions were
pooled, concentrated with a Centricon YM-50 unit (Millipore)
and washed once with 10 volumes of EB, with protease
inhibitors, lacking detergent (Carpousis et al., 2001). The
same procedure was used to reconstitute a complex contain-
ing RhIE instead of RhIB.

The mini-degradosomes were assayed for PNPase-
mediated degradation of a **P-labelled 375 nt malEF REP
RNA as described (Py et al., 1996) with minor changes. KCI
was removed from the reaction buffer; 5mM DTT and 40
units of RNasin were added.
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