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:Résumé 

La pré3erice d'11.ne queue de poly(A) à l'ext.remit.é 3' de la. majortt.é de3 ARNm 

d 'euc8r}'Ot~s est UIL ergurr.ient en faveur d' urL rôle important de cette structure dar!Z la régule.tiorL de 

l'expression gén.éti.que. L'objectif de ce tœ.~rail est de purifier la{les) poly(A)polyr.r..érase(s ) q11i 

ce.talyze(nt) la réaction de polyadfoylation chez la levure f~accharomwe3 cere·roia.e. 

A prot.ir d' 1m ];nat, m,,, awnz p-réparé 11n s1.JI.Mgeant de .centrifü,ga.tirJIL Sn65, qui aprè3 

chroma.togre.pJüe sur urie éc1".1fil"lgeuze de ce.tiorl3, mus a permis de révéler un pic d 'acti•vit.é 

poly(A)polyméreze élu.é à une concentrationenNa.Clcomprise entre 200 et300 rr.!M. 

Le test d' a.cti·-Tit.é stmdaid conzizt.e à mesurer l' iricoIJ)ore:tion d '/..J'1P rarlioa.ctif à parr..r 

d' A TP sur 11.rte ff.mr.rice d 't-.. P.:H r. N 01J.Z FY.-TOJIS cm.ct.é-.d.sé biocrrirniq u.er.nerrt cett.e activité . 

La purification et la. C8ra.ct.érization de l'enzyme corLStituent la. première ét.ape du clona.ge 

du. gè-.cte codant. pour la poly(A)polym.érese. 

Aô:::t.œ.ct 

TIJE: preseru:e of a poly(A) t.eil a.t. trie 3' end. of tl'i.e JM.jortty of eul'.8ryUtic rr,..RNA s1;ggest:s 
81"1 important role of t.hiz st.!lxtrœ in the regulatioI\ of gene expressir.m. · Tiie aim. of tl"œ "frork i3 tn 

pmify from tJ1e ~83t S&.ccharcrfff''ites cere'l7isi8e tiJE: poly(A)polymew.se(s) w:tric:t1 ca.t.ar13e(s) 
polyadenylation. 

From a. crwie extra.et, ..,,,e p-iepared a. s1].per.c!8.t.a.n.t. fra.ction ffa65, .,,,r.t.ich, 1;1fter ion excriarige 

c:b.ror.wmgraphy, eri.abled us tn izolate e. poly(A)polymereze a.ctivity peak ait.er elu.tion 'ltlifü 200--

300rf.lM H aCl. TIJE: stf.f.ndard ez,sa.y coJl313~ in mee.s,;rirLg tJ-.ie ir!.Corpma.tirf.n of radioa.cti've ~J"IP f rom 

ATP U$ing rRNA az a pnrr..er . ..,Ne r1-we biochem.ice.lly crl?..racterized tJllz acti'vity. 

The p1]rifica.tion arid ch8.ra.ct.eriza.tion of tJ'.i.e e-D2yrr.ie coriztituJ.e trie füst st.ep in t1'.i.e clor1ing 

of the gerie coding for poly(A)polymera.se. 
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Promoteur : Prof . .J Vanden1-1a~ite. 



Tou.t e. ma 1te.c.onncUJ.i .6anc.e. va au.x. Plto 6 eM e.uM J. Vûc.ou.lt. 

e;t J. Vcrnde.nhau..:te. qw., m ' on.:t ac.c.u.~e. dan.6 .te.u.11. labo1ta.:to.ui. e. 

e;t qw., on.:t .ou. , du.Jtan.:t .:tou..:te. c.e..:t.:te. année. , gu.ide.Jt mon .:tltava.J:.. 

e.6 6fc.ac.e.me.nt. 

Un .:tou..:t 91wnd me.ti.c.i à Anne., Uln.6 qt.U Je. n ' autw~ peu 

pu. me.nVc à ble.n c.e. ..t:Jtava.J:... 

Pail .oa ge_n;tiJ!..te.Me. e;t .6e..6 c.onna.,.i,Manc.u , û.te. a é.:té pou.ti. moi 

plu.6 qu. 'une. aide. pti.éc.ie.Me.. 

J 'adll.e..6.6 e. éga.le.me.n.:t mu ti.e.me.ti.c.ie.me.nû à R. M. WiJ!..me;t-Génic.o.:t, 

M. Vewe.z -Jaci<..n , J. Ubion pou.Il. le.u1t a.M~.:tanc.e. .:te.c.hniqtte. 

e;t f e.u.Jt .6 yn1pa.:thie.. 

J e, ti.eJne.ti.c.ie. Ve.bo .1tah , Oüvù.A , Je.an - Pol, Anne. , Tlue.My, 

Ge.ne.vü.ve. pou.Il. .:totde. .te.u.11. fupo;tfbiJ!._,<_;té. a,ùi:'.li que. pou.Il. .e.' e.x.c.û.te.n.:t e. 

a,nb,{_C(nc.e. 1u. ' ili on.:t 6cu.,t ti.ègne.ti. . 

J' e.x.p'1.,<_me_ ma g1ta;t,<_;tude. à l.iC..66Ù'..lll'l,) F. i'.iafn6e.,,1.rne. 

e;t J. Ai. Van Vuc.lz pou.1t .te.u.11. cude. .opon.:tanée.. 

Ai e.ti.c.1 à Mati.y ün e. , Pa.6 c.al , Je.an - 1\ iati.c. av e.c. q U.,t j ' eu pardag é 

.e.u j o iu e;t .e. e. .6 .:tAu .6 du. tJta va.il . 

A Aie.Mie.u.M E. Fe.ytma.n.6, M. Jado.:t, M. Rog e.ti. qu..{, on.:t ac.c.e.p.:té 

de. f,<_ti_e_ c.e. mémo,<_fLe_ , je. .:témoigne. ma ti.e.c.onna.iMa.nc.e. . 

Me.ti.c.i à Chwtiane. qu.i a ti.éa..tMé f a dac..:tyfogti.a.pMe. 

du. .:te.x..:te. ave.c. Mn e.n.:thou..6,<_Mme_ e;t .oa ge.n;tiJ!..tu.oe. bie.n à e..e..e.e. . 

Me.ti.c.,{, à mu pa.1te.nû q(,l,{_ m 'o n.:t pe_ti.111,<_.o d' e.n.:tAe.p,1.e.nd11.e. 

c. u é.tu.du . 

Namu.Jt , aoû.:t 1989 



LISTE DES ABREVIATIONS 

AMP* : adénosine monophosphate marquée 

ARN pol.II : ARN polymérase II 

ARNr : ARN ribosomique 

ARNase : ribonucléase 

CPM : coups par minute 

D~O. : densité optique 

DTT : dithiothreitol 

EDTA : éthylène diamine tétra(acétate) 

PAS : peroxydisulfate d'ammonium 

PMSF : phénylméthyl-sulfonyl fluoride 

TEMED : N,N,N',N'-tétra-méthyléthylènediamine 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

TRIS : TRIS-(hydroxtméthyl)-aminométhane 



TABLE DES MATIERES 

page 

I. INTRODUCTION 

1.1. La biogenèse de l'ARN messager 1 

1.1.1. La transcription 1 

A. L'initiation !1 1 

B. L'élongation 2 

C. La terminaison 2 

1.1.2. Les modifications post-transcriptionnelles 2 

A. Addition d'une coiffe à l'extrémité 5' 3 

B. La polyadénylation .'. 3 

C. Les méthylations internes 3 

D. L'épissage 3 

1.2. La polyadénylation 5 

1.2.1. Rôles proposés à la queue de poly(A) 5 

A. Transport nucléo-cytoplasmique 5 

B. Stabilité de l'ARNm 6 

C. Efficacité de la traduction de l'ARNm 6 

1.2.2. Les approches nouvelles 7 

A. La réaction 8 

B. Les signaux de reconnaissance 9 

C. Les facteurs 11 

1.3. Les poly(A)-polymérases 13 

1.3.1. Localisation 13 

1.3.2. Caractéristiques enzymatiques 14 

A. Sa structure 14 

B. Exigences ioniques - amorces - substrat - pH 14 

C. Les inhibiteurs 14 



1.4. Choix du matériel biologique utilisé 

1 .4.1. La levure comme matériel biologique 

1.4.2. La polyadénylation chez la levure 

1.5. But du travail 

II. MARERIEL ET METHODES 

page 

16 

1 6 

16 

19 

20 

2.1. Purification partielle de la poly(A)-polyrnérase 20 

2.1.1. Souche 20 

2.1.2. Préparation d'un extrait cellulaire 20 

A. Lyse des cellules 20 

B. Obtention du surnageant Sn65 21 

2.1.3. Purification de la poly(A)-polymérase 21 

2.1.4. Dosage des protéines par le réactif de Bradford 22 

2.1.5. Test d'activité de la poly(A)-polymérase 23 

2.1.6. Analyse des protéines par électrophorèse verticale 24 

2.2. Préparation de l'ARN ribosomique de levure S. cerevisiae 

2.2.1. Sa préparation 

A. Préparation de l'ARNr à partir de ribosomes lavés 26 

B. Extraction au phénol-chloroforme 26 

C. Quantification spectrophotométrique de l'ARN 27 

2.2.2. Analyse de l'ARNr par électrophorèse horizontale 27 

dans un gel agarose-formaldéhyde 

A. La préparation du gel agarose-formaldéhyde 28 

B. La préparation des échantillons 28 

C. Détection de la radioactivité incorporée dans 30 

l'ARN par radio thin layer chromatography analyser 

26 



page 

III. RESULTATS ET DISCUSSION 31 

3.1. Recherche d'une activité poly(A)-polymérase 31 

3.1.1. Préparation d'un extrait cellulaire comme source 31 

enzymatique 

3.1.2. Mise en oeuvre d'un test d'incorporation de l'AMP* 31 

à une amorce d'ARN. 

3.1.3. Purification partielle d'une activité poly(A)-polymé rase 33 

à partir d'un Sn65 

3.2. Caractérisation enzymatique de la fraction active 34 

3.2.1. Analyse des fractions actives par électrophorèse 34 

en gel polyacrylamide-SDS 

3.2.2. Analyse des produits de la réaction 35 

A. Séparation de l'ARN ribosomique par électrophorèse 35 

en gel d'agarose 

B. Détection de la radioactivité incorporée sur l'ARN 35 

ribosomique 

3.3. Spécifications fonctionnelles de l'enzyme 36 

3.3.1. Inactivation de l'enzyme au cours du temps 36 

3.3.2. La cinétique enzymatique 39 

A. Evolution de l'activité en fonction du temps 40 

B. Evolution de l'activité en fonction de la 41 

concentration en substrat ARNr 

3.3.3. Activité en fonction de la concentration en enzyme 43 

3.3.4. Recherches des optima 43 

A. Influence des ions bivalents 

B. Influence du pH 

C. Influence de la température 

M 2+ M 2+ g ' n 

3.3.5. Effets de la concentration en Ara-ATP 

IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

V. BIBLIOGRAPHIE 

43 

44 

45 

45 

47 



1 ntr·oduct ion 



---

D ... ··~ "A..YAYAYAYAYA\O~"\O\_v;:;:_~0\.'0\.Y!'~\(}\_"\O\.YAYAYJ\.YA~ 

i Transcription 

R1'iA 5·-,--.------------------3 

i Traduction 

Prot ~it'lo: 

Fig.1: l'information génétique passe de l'ADN vers I' ARNm puis vers 
les protéines gâce aux réactions de transcription àe 
traduction (LEWI N. 1987). 
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Fig.2: rep,résentation schématique des trois étapes de la transcription : 
l'initiation, l'élongation et la terminaison (LEWIN, 1987). 
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I. INTRODUCTION 

1.1. LA BIOGENESE DE L'ARN MESSAGER (Lewin 1987; Vandenhaute 1980) 

Les protéines, produits du flux de l'information génétique, 

sont essentielles à la constitution de l'organisme et au 

fonctionnement de son métabolisme. 

Les étapes du processus de synthèse protéique sont résumées 

à travers le dogme central de la biologie (fig. 1) 

l'information génétique passe de l'ADN dans l'ARNm 

(transcription) puis vers les protéines (traduction). 

Bien que ce processus repose sur l'assemblage d'acides 

aminés dans l'ordre dicté par le programme génétique, 

l'ARNm occupe une place centrale dans la machinerie de 

synthèse protéique : il est le substrat informatif de 

la traduction. 

1.1.1. LA TRANSCRIPTION 

L'expression d'un gène est contrôlée à chaque niveau 

- transcriptionnel, traductionnet - ainsi qu'aux étapes 

intermédiaires (post-transcriptionnelle et post-traduc

tionnelle). 

La première étape de la transcription constitue le 

verrou essentiel du contrôle de l'expression d'un gène. 

La transcription peut être scindée en 3 étapes (Fig. 2). 

A. L'initiation: l'initiation de la transcription par 

l'ARN polymérase II nécessite l'interaction de cette 

enzyme avec des facteurs protéiques ainsi que la 

reconnaissance de séquences signal sur l'ADN. 

La séquence d'ADN impliquée dans l'initiation est 

appelée "promoteur". Le premier nucléotide incorporé 

lors de la synthèse de l'ARNm est le nucléotide +l 

et constitue le "startpoint" ou cap site (fig. 3). 



- 35 -16 -10 

t t t . . • TTGACA • . • . • . . . . . . • • . . •TATAAT• • • 
(a) 

( b) 

Fig.3: points de contacts pour l'ARN polymérase d'E. co!i sur le 
promoteur du gène de la n-galactosidase. 

3 ' 

(a):séquence des promoteurs sur le brin codant. 
(b):les points de contacts sont renseignés par les zones 
noircies(LEWIN, 1987) 

RNA polymerase 

~"':~*~-

C GA!T C GGAT!IGCC C TAGCTTAG~GTTAGITCG~ 

Locally unwound sogment or double hel ix 

Fig.4: la transcription: l'élongation est catalysée par la RNA 
polymerase dans la direction 5'-3'. 

3· • s· J.' 1 1 1 1 1 i 1 1 1 i i i i , , , , i , , , , , , , , , , , , i ,
3
1_ DNA 

5 

. • • 

Fig.5: la terminaison de la transcription chez les procaryotes :E. coli. 
( BROWN. 1989) 
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B. L'élongation : cette phase correspond à l'allongement 

de la chaine de polynucléotides par addition de 

nucléotides à l'extrémité 3'. L'ARNm nouvellement 

synthétisé s'hybride localement avec l'ADN mono

caténaire. 

Au fur et à mesure que l'ARN polyrnérase progresse, 

l'ADN se déroule, exposant de nouvelles séquences. 

En amont de l'ARN polyrnérase, le brin codant s'hybride 

avec son partenaire original pour reformer la double 

hélice d'ADN. (Fig. 4) 

C. La_terminaison : on conna!t peu de choses sur ce 

mécanisme et les signaux de terminaison chez les 

eucaryotes. 

Le phénomène est mieux connu chez les bactéries : 

tous les terminateurs de procaryotes contiennent une 

séquence palindromique, juste en amont du site de 

terminaison. La formation de "hair-pins" par ces 

séquences conduit à un arrêt momentané ou définitif 

de la transcription. 

L'ARNm est complètement déplacé de son site de 

synthèse, l'enzyme quitte l'ADN et la double hélice 

d'ADN se reforme (fig. 5). 

1.1.2. LES MODIFICATIONS POST-TRANSCRIPTIONNELLES 

Les gènes eucaryotes codant pour l'ARNm sont copiés 

par l'ARN polyrnérase II sous forme de transcripts 

appelés ARN nucléaire hétérogène (ARNhn) ou précurseur 

de l'ARNm (pré-ARNm). 

Lors du transport nucléo-cytoplasmique, cet ARNhn subit 

des modifications post-transcriptionnelles le ''maturant" 

en ARN messager. 

Ces modifications comprennent : l'adjonction d'une 

coiffe à l'extrémité 5', la formation de la queue de 

poly(A) à l'extrémité 3', les méthylations internes, 

l' épissage (ou splicing) (fig. 6). 



-----Transcript ion uni t - ---~ 

lni:ia:ion 
Termina tion 

reg ion ,.-----..., 
DNA--1~---------'-----· -: ·_·:._._NVV}--_ ~ 

hnRNA primary m'GpppN , 
t ranscript (Cap ) 

Mature mRNA 

Exon ln tron 

l 
RNA polymerase Il · 
Methy la ted ca p added during 
transcription w hen chai n 
is 20-30 nucleo:id es long 

l Cleavag e 

OH -.,VVV 

1 Poly A add ition 
(within 1 min) 

Exo n 

. -- ·· 
l Splicing 
. (within 2- 30 min) 

Exon Exon 
m' GpppN1 

Fîg.6: présentation générale des modifications post-
transcriptionnelles de l'ARNm eucaryotique 

(DARNELL et al, 1986). 
a) l'ARNm polymérase Il catalyse la synthèse de l'ARNm. 
b) une coiffe méthylée est ajoutée à l'extrémité 5' de chaque 

pré-ARNm lorsque sa taille est de 20 à 30 nucléotides. 
c) un cl ivage par une nudéase expose une extrémité 3'0H à 

partir de laquelle la poly(A)polymérase catalyse la formation 
de la queue de poly(A). 

d) le pré-ARNm est épissé dans le noyau. 



Fig.7: structure des différentes coiffes (VANDENHAUTE, 1980). 

7;-:,G ------------;.Au;.,:...;-3· 

s· 
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?;;,''{ (-', ) ;: -:,:-;-,-,=·= ;é < ::; 
2·::i ,, ,.; ~ 2J0 : .. 3 

, 
7 r:iG -----------,:.A'):....:..:.,,--,:. .LJ, .. LJ.t-AL.. ~ ---~~ 

Fio.8: la maturation de l'extrémité 3' nécessite une réaction de 
- cl ivaga suivie par l'addition séquentielle d'une queue de 

poly(A) (DARNELL et al , 1986). 

! t : , 1 e::,, 2 e,~ ., 3 

0-'i, Î\."\!J\."\!J\.VJ\.VJ\.YJ\.YJ\."\[; 0Û\."\!J\."\!J\.Yl\.'{)~.(}\:_0\._VJ\.VJ\.'vl'\...¼¼VJ\.Yf. 

1 T:3 .0;.:,,;: ,~., 

T 

Fig.9: le pré-ARNm subit des excisions: les introns sont enlevés 
tandis que les exons sont conservés et soudés les uns au' 

autres pour former l'ARNm (LEWIN, 1987). 
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A. Addition d'une coiffe à l'extrémité 5' 

Au cours de cette étape, une guanosine est ajoutée 

à l'extrémité 5' de l'ARNhn par la guanylyl:transférase. 

Cette guanosine est ensuite méthylée en position 7 

(la S-adénosyl-méthionine (SAM) jouant le rôle de 

donneur de méthyle). 

Cette structure s'appelle la coiffe de degré 0 et 
7 5' 5' est de la forme m G ppp X Y . 

Des méthylations additionnelles sont possibles et 

conduisent aux coiffes de degré de méthylation 1, l' 

ou 2 (Fig. 7). 

Tous les ARNm d'eucaryotes possèdent une coiffe 

méthylée. Son degré de complexité augmente au fur 

et à mesure que l'on monte dans l'échelle évolutive. 

B. La_Eolyadénylation_(ou_maturation_extrémité_3') 

Une queue de poly(A) serait présente chez la majorité 

des messagers eucaryotiques et viraux bien que certains 

ARNm d'histones en soient dépourvus. Elle consiste en 

une séquence de 50 à 250 résidus adénylés liés de 

façon covalente à l'extrémité 3'OH des messagers. 

La réaction de polyadénylation se ferait en deux 

étapes : il y aurait d'abord un clivage endonucléo

lytique de l'ARNhn, suivi par l'addition séquentielle 

d'une queue de poly(A). (Fig. 8) 

C. Les_méthylations_internes : elles sont de fréquence 

variable suivant l'espèce d'ARNm. Elles s'effectueraient 

dans le noyau. Les méthylations internes se font 

souvent en position N6 d'une adénine, plus rarement 

en position 5 d'une cytosine. 

D. L'éEissage_(ou_sElicing) : la maturation des ARNm 

comporte des étapes d'excision de morceaux de pré

ARNm (les introns) suivis de ressoudures (épissage) 

des fragments (les exons) conservés dans la molécule 

mature. (Fig. 9) 

Toutes ces modifications aboutissent à la formation de 

la structure primaire des ARN messagers. 



StJ rc coat prot~in sene 

End coat protein gene u 

Fig.11 : exemple de structure secondaire de l'ARNm au niveau du 
gène de la pro.téine de manteau du virus MS2 

(VANDENHAUTE.1980). 



s· 
lon11ueur inconnue I .JOO i .JOOO nuc/;o/ides 1 

100,j 2$.0 
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4 . 

7 ~-----------,UAA 
m GpppNmCNm) AUG I UAG A Ai.AAAA OH 

l eaderL--.---re_g_i o_n_c_o_d_a_n_t_e ___ ~ UGA tra il er p o l y A 
coiffe 

Fig.1 o: représentation schématique de la structure primaire d'un 
ARNm cf eucaryotes (VANDENHAUTE, î 980) . 

- la coiffe se trouve en position 5' terminale. 

- le leader : région non codante de longueur variable. 

la région codante : le premier codon= codon initiateur 

est toujours un AUG tandis que le dern i er 

codon est un codon stop de non sens (UGA, 

UAA, UAG). Les autres bases de cette 

séquence constituent une suite ininterr ompue 

de triplets qui déterminent la success i on 

des acides aminés de la chaîne polypepti

dique complète. 

le trailer : région non codante. 

- la queue poly(A) à l'extrémité 3'. 

L'ARNm possède également une structure secondaire, tertiaire 

ou quaternaire : l'ARNm rnonocaténaire se replie localement 

pour former des structures bicaténaires. D'autres replo i ement s 

entre régions éloignées peuvent s'ajouter ainsi que des 

interactions avec d'autres molécules. (Fig. 11) 



Fig.12: représentation du p-ocessus double d'adénylation: 
1} suïte a une polyadénylation de "novo" au sein du noyau, il y 
a une élongation de la queue de poly(A). 

2) turn-over de la queue de po!y(A) dans le noyau. 
3) transférée dans le ·cytoplasme, la queue de poly(A) subit 
aussi une élongation mais à un taux p!us lent que dans le 
noyau. 

4) le processus d'élongation est en compétition avec un 
raccourcissement de la queue de po!y(A): dégradation 
partielle deîa queue de poly(A) au cours de l'âge. 
N.B.d'A symboiyse la cordycépin. 
( SAWJCKI et al.1977) 



1.2. LA POLYADENYLATION 

A priori, la grande conservation de la queue de poly(A) 

(à l'exception notoire d'ARNm de certaineshistones) 

argumente en faveur d'un rôle important de celle-ci. 

Dès 1960, de nombreuses études ont été consacrées à 

la polyadénylation et ont permis de proposer certains 

rôles à cette structure ( Tsiapa _lis,1987 . ) . 

1.2.1. Rôles proposés à la queue de poly(A) 

A. TransEort_nucléo-cytoElasmiaue (Vandenhaute, 1980) 

La présence de la poly(A)-polymérase aussi bien 

dans le noyau gue dans le cytoplasme suggère un 

processus double d'adénylation (Rose et al, 1982) 

(Fig. 12). 

5. 

Suite ;i une polyadénylation "de novo" dans le noyau, 

il faut ajouter une adénylation supplémentaire dite 

d'addition dans le cytoplasme mais aussi dans le 

noyau ( Sawicki et al., 19 7 7) . 

Des activitésexo et/ou endonucléolytiques dont 

certaines sont spécifiques de la queue de poly(A) 

dégraderaient partiellement celle-ci au sein du 

cytoplasme. 

Des expériences combinant l'inhibition du transport 

nucléa-cytoplasmique et celle de la polyadénylation 

par la cordycépin (3'-déoxyadénosine) (Zeeve, 

Darnell et al~ 1982; Rose et al~ 1976) ont permis 

de montrer que lorsque la polyadénylation est inhibée, 

l'ARNm néosynthétisé n'apparaît plus au niveau du 

cytoplasme. 

Cependant, la polyadény lation ne serait pas une 

condition suffisante pour le transport nucléo

cytoplasmique. Ainsi, une grande partie des ARNhn 

est dégradée dans le noyau malgré la présence d'une 

queue de poly(A). De plus, certains ARNm dé p ourv us 

d'une queue de poly(A) ou possédant une courte queue 

de poly(A) sont transportés efficacement et rapidement 

dans le cytoplasme. 
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Fig.13: synthèse relative en fonction du temps .de l'hémoglobine par 
rappe<t à celle des ixotéines endogènes d'oocytes de 
Xénope. -·-:mRNA poly(A)+ de globine;-0- :poly(A)- de 
globine(HUEZ et al, i974). 

C 12 2~ ,.; (..~ 
I•euoafcr. t, . .,. (li ï2 

Fig.14: effet de la longueur du poly(A) sur la stabilité fonctionn<';ile 
de l'ARNm (NUDEL et a!,1976). 
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B. Stabilité de l'ARNm -------------------
On doit aux travaux des biologistes de Bruxelles 

sur l'ARNm de globine (Huez et al., 1974; 1978) 

d'avoir établi clairement une corrélation positive 

entre la présence de la queue de poly(A) à l'extrémité 

de l'ARNm et la stabilité fonctionnelle de celui-ci 

telle qu'on peut la mesurer par le taux et la durée 

de la traduction de globine marquée après micro

injection dans un oocyte de xénope (Fig. 13). 

Des expériences additionnelles (Huez et al., 1981; 

Nudel et al~ 1976) ~nt pu démontrer qu'une longueur 

minimale de la queue de poly(A) était responsable 

de l'effet de stabilisation observé (Fig. 14). 

Les raisons en seraient une résistance accrue aux 

dégradations endo et/ou exo-nucléôlytiques bien 

que le mécanisme n'en soit pas élucidé (reploiement 

intramoléculaire impliquant la queue de poly(A), 

interaction avec un facteur protéique particulierl 

Le problème des ARNm dépourvus de queue de poly(A) 

demeure pour l'essentiel entier. D'autres facteurs 

de stabilisation (couverture de ribosomes, structure 

secondaire ou tertiaire, protéines ou séquences 

particulières) devraient jouer dans ce cas un rôle 

plus spécifique (Brawerman, 1987). 

Citons, par exemple, les ARNrn d'histones (Pandley 

et al., 1987; Lieber et al, 1988) pour lesquels une 

structure en boucle à l'extrémité 3' est nécessaire 

et suffisante pour la régulation de la stabilité 

des ARNm. 

C. Efficacité de la traduction de l'ARNm -------------------------------------
Stabilité et traductibilité sont indissociables. 

En effet, la traductibilité des ARNm est comme la 

stabilité sous la dépendance d'interactions de 

l'ARNm avec d'autres molécules, et on peut concevoir 

que des modifications au niveau de ces interactions 



Pool of 
tRNAs 

Pool of 
amino acids 

+ DO 

1 Charging 

~1 
Po;, of · 

aminoacyl 
tRNAs 

\~ 
1 STÀRT 1--I --+ 

lncoming 
ribosomal 

units 

\. ·~ tRNA \ ~ tRNA 

Complete 
polypeptide 

chain 

Fig. 16: reixésentation schématique des étapes de la traduction 
chez les eucaryotes (STERNBERG.1984}. 

Complete 
ribosome 
leaves mRNA 
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agissent simultanément sur l'ensemble des propriétés 

fonctionnelles de la machinerie de synthèse protéique 

(J. Vandenhaute, 1980). 

Ainsi, Drurnrnond (Drurnrnond et al., 1985) montre que 

des ARNs exogènes polyadénylés injectés dans des 

oocytes de xénope ont une stabilité accrue par rapport 

aùx non adénylés et leur traduction est jusque 20 

fois plus efficace (l'augnentation . de l'efficacité de 

la traduction étant supérieure à celle de la 

stabilité). 

Ces expériences suggèrent que la queue de poly(A) 

intervient dans la régulation de la traduction et 

plus particulièrement dans l'initiation de la 

traduction (étape de traduction la plus soilinise 

aux processus de régulation) (Fig. 16). 

En effet, la queue de poly(A) faciliterait l'inter

action entre les régions non codantes 3' et 5' d'un 

ARNm permettant aux ribosomes de fin de chaîne de 

se placer à proximité de la coiffe du même ARNm 

favorisant ainsi la réinitiation des ribosomes 

durant la synthèse protéique (Galili et al, 1988). 

En l'absence d'une telle interaction, les ARNm non 

adénylés seront défavorisés en faveur des ARNm 

adénylés lorsque les composants de l'appareil de 

traduction sont limitants. 

1.2.2. Les approches nouvelles 

Bien que la majorité des A'RNm d'eucaryotes présentent 

une queue de poly(A) à l'extrémité 3', les rôles qui 

lui sont attribués restent hypothétiques et le 

mécanisme de polyadénylation n'est pas encore 

clairement connu. 



Pro moler 
t 

RNose 
t ' 

--------- - - - -OH 

OH 

Fig.17: mécanismes possibles pour générer des sites d' addition 
de la queue de poly(A). 
a) la terminaison se te-rmine au-delà du site de 
polyadénylation: un cl ivage endonucléo!ytique produit une 
éx'trémité 3'0H. 

b)° la ·te-rminaison de la transcripti on au site poly(A) génère 
une extrémi té 3'0H disponible pour l'addition d'une queue 

de po!y(A)(NEV INS, 1984). 

Pror.ioler 
t 

Pol)' AC[) 
AAUAAA 1 

'\,/ + 

RNose 

Pol)' AtJ) 
AAUAAA 1 

'\.( + 

OH --------

----------------OH · 

OH 
OH 

Fig.18: une unité de transcription simple oeut contenir o!usieurs sites 
pour l'addition d'une queue de poly(A) : un lono· transcrit 
primaire sera proces.sé à l'un ou l'aut~e des sites de 
polyadénylati on possibles selon les mécanismes décrrts ci
dessus (NEVlNS, 1984). 
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Par son approche moléculaire, le génie génétique tente 

de reconstituer, in vitro, la réaction de polyadénylation 

la purification des différents facteurs qui interviennent 

dans cette réaction et le clonage des gènes pourront 

permettre de mettre en évidence les interactions 

existantes entre eux et avec diverses séquences signal 

sur l'ARNm; ces interactions aboutissent à la formation 

de la queue de poly(A). 

A. La réaction 

La maturation de l'extrémité 3'0H de l'ARNm nécessite 

deux réactions une réaction de clivage formant une 

extrémité 3'0H libre suivie d'une réaction d'addition 

de la queue de poly(A). 

La réaction de polyadény lation se schématise comme 

suit : 

Poly ribonucléotide + n ATP 

(Edmonds, 1982). 

2+ 2+ 
Mn ou Mg 

----ti•► polynucléotide(A)Th + nP 

Au cours de la réaction de clivage endonucléolytique 

(Fig. 17a) l'ARNm précurseur est clivé produisant une 

extrémité 3' libre utilisée comme amorce de poly

adény lation. 

Dans certains cas, l'ARN précurseur se termine 

précisément au site d'addition de la queue de poly(A) 

(Navi n s,1984), l'étape préliminaire de clivage n'ayan t 

dès lors pas lieu (Fig. 17b). 

Une situation plus complexe peut se présenter : 

plusieurs sites de polyadénylation sont contenus 

dans une unité de transcription simple (Fig. 18), 

un long transcrit primaire s ynthétisé sera processé 

à l'un ou l'autre des sites de polyadény lation possib les. 

Ainsi, par exemple, l'ARNm du gène late de l'adéno

virus possède cinq sites potentiels de polyadénylation; 



mRNA 
FAMILIES 

L1 L2 L3 L4 L5 

PRIMARY E 
TRANSCRIPTS L~-----------------

t 
MLP 

Fig. 19: l'unité de transcription du gène majeur !ate (MLP= major late 
promoteur) de !'adénovirus est régulée à la fois pâr la 

terminaison et le choix du site de polyadénylation. 
L'unité code pour cinq familles d'ARNm désignées L 1-L5. 

Chez le transcrit early (E). la transcription se termine entre L3 
et L4 mais le site de po!yadénylation L 1 est utilisé 3 fois plus 
que le site L2 oul3. 
Chez le transcrit !ate (l), la terminaison se termine au-delà du 
site de po!yadénylation L5. La fréquence d'utilisation est 
inversée par rapport à celle du transcrit early. ( Fri e. d..mo. h, 1n7). 
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30 20 ___ ~ 10 

f C. C. L' - C - L: -A·-A- V- C-A-U ~A-A- U-A-A- A~A -A- C-A- C-G- L' - C -C -A- A-G- C- po ly(A) 

Fig.20: comparaison de séquences proches de la queue de poly(A) 
chez six ARNm d'eucaryotes. 
a) globîneoe. de lapin; b) globiner.,de lapin; 
c) globine -A d'homme; d) globine ~ d'homme; 
e)' chaîne légère d'immunoglobuline de souris, : 
·t) ovalbumine de poulet (PROUDFOOT,1976). 



l'expression du gène est régulée à la fois par la 

terminaison de la transcription et le choix du site 

poly(A) en fonction du stade de développement 

(early - late) de l'adénovirus (Fig. 19). 

9. 

Bien qu'in vivo de l'ARNrn clivé non adénylén'ait jamais été 

isolé, les deux réactions (clivage et polyadénylation) 

semblent pouvoir se dérouler indépendamment, in vitro. 

En effet, à partir d'extraits nucléaires de cellules 

HeLa, différentes équipes, notamment celle de Manley 

et de Jacob (Manley et al~ 1988; Jacob et al~ 1989) 

ont séparé une fraction contenant une activité de 

clivage endonucléolytique d'une autre fraction 

contenant une activité de polyadénylation. 

B. Les_signaux_de_reconnaissance 

La formation de l'extrémité 3' adénylée fait intervenir 

une série de facteurs mal connus dont certains seraient 

capables de réagir avec les sites de reconnaissance 

de la région 3' de l'ARNm. 

En 1976, Proudfoot a mis en évidence, par homologie 

de séquences, un consensus chez six ARNm d'eucaryotes 

(Fig. 20) : dans chaque cas, l'hexanucléotide 5' -

AAU AAA - 3' est localisé à une distance comprise 

entre 6 à 30 nucléotides en amont du site de poly

adénylation. 

Cette séquence est hautement conservée chez les 

eucaryotes supérieurs (Proudfoot et al~ 1976). 

De plus, en aval du site de polyadénylation, on trouve 

une séquence riche en (U-G) et/ou en (U) pour laquelle 

le consensus YGUGUUYY a été proposé (Mc Lauchlan et al., 

198 5) ( Y : pyrimidine) . 

:,ltê: ~,c,ly(A) 

AAUAAA l YGUGUU'r"f 

6ti 30 nucléotides 24 à 38 nucléotides 

Fiq. 21: représentation schérnat ique des séquences s ianals. - -



Des variantes de ces séquences consensus ont été 

suggérées mais elles sont beaucoup plus rares . 

Plusieurs équipes (Montell et al 4 1983; Wickens 

et Stephensen, 1984) ont étudié les effets des 

mutations dans la séquence AAU AAA d'ARNm . 

1 0. 

In vivo, elles ont pu montrer une activité de clivage 

sur ces ARNm mutés jusqu'à cinquante fois inférieure 

à la valeur sur l'ARNm sauvage. 

Cependant, la petite quantité d'ARNm muté clivée 

est systématiquement adénylée. Ces chercheurs en 

arrivent à la conclusion que l'hexanucléotide AAU AAA 

bien que nécessaire à la réaction de clivage et de 

polyadénylation ne s'avère cependant pas suffisant. 

De plus, la séquence AAU AAA est parfois observée 

dans les régions codantes de l'ARNm où elle n'est 

apparemment jamais utilisée (Sadofsky et al, 1985; 

Manley et al, 1985). 

L'importance des séquences (G-U) et/ou (U) a également 

été mise en évidence par des expériences de mutations 

ponctuelles. Ainsi, par exemple, les 2 séquences 

(G-U) et (U) présentent chez les ARNm de globine béta 

de lapin semblent agir en synergie pour une poly-

adénylation adéquate. En effet, l'efficacité de 

maturation est fortement diminuée lorsqu'un des deux 

éléments (G-U) ou (U) est absent chez l'ARNm mutant 

(Gilet Proudfoot, 1987). 

Soulignons que Higgs (1983) et Proujfoot (1986) ont 

montré qu'une mutation ponctuelle dans l'hexanuclé

otide (AAT AAA ---. AAT AA~) porté par le gène de 

la globine a 2 est la cause d'une thalassémie (Higgs 

et al,, 1983; Proudfoot et al., 1986). 

Ils observent un niveau réduit d'accumulation de 

l'ARNm de la globine a 2 dans les globules rouges des 

patients portant cette mutation. 
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C. Les facteurs 

La formation de l'extrémité 3' de l'ARN poly(A)+ est 

complexe et nécessite l'action concertée de composants 

nucléaires distincts. 

Les équipes de chercheurs ont montré, in vitro, à 

partir d'extrait de cellulesHeLa l'existence de divers 

facteurs nécessaires à la fois à la réaction de clivage 

et de polyadénylation des pré-ARNm d'adénovirus. 

Trois facteurs ont été isolés et correspondent l'un 

à une activité poly(A) - polymérase, l'autre à un 

facteur de clivage et le dernier à un facteur de clivage 

et de polyadénylation (CPF) (Mc Dewitt et al~ 1988; 

Christofori et Keller, 1988). 

Le CPF est nécessaire pour la réaction de clivage et, 

de plus, il confère la spécificité à . l'activité poly(A) -

polymérase. 

La poly(A) - polymérase additionnée de CPF est suffisante 

pour polyadényler spécifiquement des substrats, pré-

ARNm qui ont été préclivés au site d'addition de la 

poly(A). Cependant les 3 composants sont essentiels 

à un clivage et à une polyadénylation adéquate. 

Christofori et Keller suggèrent que le facteur CPF 

corresponde à une ribonucléoprotéine (Sn RNP), non 

identifiée jusqu'à présent. 

Selon cette hypothèse, le facteur CPF contiendrait 

un petit ARN nucléaire (Sn RNA) qui faciliterait la 

reconnaissance des séquences signals sur le pré-ARNm. Cet 

Sn ARN se lierait · à l'hexanucléotide AAU AAA 

(Hashirnoto et alq 1986) 

Cependant, d'autres chercheurs, notamment Manley et 

Ryner (Manley et Ryner, 1987) ont montré que l'efficacité 

et le taux de maturation de l'extrémité 3' n'étaient 

pas réduits dans un extrait nucléaire dont les Sn RNA 

ont été au moins partiellement dégradés. 



Signalons que dans le cas des cellules HeLa et du 

virus SV40, un complexe de "pré-clivage" se forme 

sur l'ARNm précurseur avant le clivage. Après le 

clivage, un complexe de "post-clivage" est présent 

sur la demi-molécule 5' tandis que la demi-molécule 

3' est relâchée. 

Après clivage et polyadénylation,l'ARN polyadénylé 

est aussi reliché (Zarkover et Wickens, 1987). 

Il nous faut également citer, parmi les facteurs 

interagissant avec l'extrémité 3' de l'ARNm une des 

protéines majeures liée à la queue de poly(A) et 

1 2 • 

isolée chez plusieurs organismes (Slegers et al., 1982; 

1984; Kornberg et al., 1986) : la "poly-A-binding-protein" 

ou PABP. 

Le complexe formé par la PABP et la queue de poly(A) 

serait un déterminant essentiel de la stabilité des 

ARNm. 

Il protégerait l'extrémité 3' d'une attaque nucléolytique 

et déterminerait indirectement le taux de turn-over des 

ARNm (Bernstein et al ., 1989; Manrow et il~ 1988). 

La PABP jouerait également un rôle dans l'efficacité 

de la traduction. En effet, des chercheurs français 

ont montré que la traduction d'ARNm poly(A)+, in vitro, 

est facilitée en présence de la PABP (Grossi de Sa et al~ 

1988). 
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1. 3. LES POLY (A) - POLYMER.à.SES (Rose et Jacobs, 1983) 

1.3.1. Localisation 

Des activités poly(A)-polymérasiques ont été mises en 

évidence dans différentes fractions cellulaires : 

- noyau 

- ribosomes 

- mitochondries 

. chloroplastes 

- cytosol 

Les poly(A)-polymérases ont été étudiées chez de nombreux 

organismes tels que ~~ _coli, Artemia _.Salina, S. cerevisiae. 

Cette enzyme a également été étudiée dans le thymus 

de veau, le foie et l'hépatome de rat, dans les cellules 

tumorales ascites de Erhlich,les cellules HeLa etc ... : 

La caractérisation des activités poly(A)-polymérases 

se base sur .des paramètres biochimiques tels que : 

- la préférence pour l'amorce 

- les exigences ioniques 

- la sensibilité à la cordycépin 
/ 

En se basant sur ces données, nous pouvons dresser un 

tableau constituant un répertoire non exhaustif des 

poly(A)-polymérases (Fig . 22 

L'enzyme nucléaire d'abord étudiée dans les noyaux 

de foie de rat existerait sous 2 états fonctionnels , 

d'une rart, la forme liée à la chromatine catalyserait 

la réaction de polyadénylation "de novo" et d'autre 

part, la forme libre de l'enzyme participerait à 

l'élongation de la queue de poly(A). 

L'activité poly(A)-polymérasique cytosolique a été mise 

en évidence dans le thymus de veau, les cellules HeLa. 

Avramova signale l'existence de 2 activités cytosoliques 

dans les cellules tumorales ascites : l'une est en 

fait la forme libre de l'enzyme ribosomique, l'autre 

serait l'enzyme nucléaire passée dans le cytosol au cours de 



ê.) 
b) 

Fig.22bis: structure secondaire de !'ARN 18S et de la partie terminale 3' 
de i'ARN 28S de levure. 
a) ARN 18S; b) partie terminale 3' de l'ARN 28S. 



la préparation. 

Afin de pallier aux problèmes de redistribution de 

la poly(A)-polymérase après disruption des cellules, 

on fait appel pour localiser la poly(A)-polymérase, 

in vivo, à des inhibiteurs radioactifs spécifiques de 

l'enzyme détectés par une autoradiographie ou à 

l'irnrnunofluorescence directe. 

1.3.2. Caractéristiques enzymatiques 

A. Sa structure 

1 4 • 

Les poly(A)-polymérases purifiées chez les eucaryotes 

sont constituées d'un simple polypeptide de P.M. 

estimé à 48.000 pour l'enzyme nucléaire de foie 

de rat, ~ 120.000 pour l'enzyme nucléaire de thymus 

de veau (une aggrégation de l'enzyme expliquerait 

un P.M. aussi élevé). 

B. Exigences_ionigues_-_amorces_-_substrat_-_EH 

Pour catalyser la réaction de polyadény lation, la 

poly(A)-polymérase a besoin d'une amorce, RNA (Fig.22b) ou 

poly(A), d'un substrat le plus souvent l'ATP, d'un 
. b' 1 t 2+ 2+ S . t 1 t· ion iva en Mn ou Mg . uivan a source enzyma ique, 

le substrat (=ATP), la concentration en arno~ce, l'enzyme 

nécessitera pour une activité optimale la présence 

de Mn 2+ ou Mg 2+ 

Le pH optimum oscille généralement entre 8 et 9 pour 

la plupart des organismes étudiés. 

C. Les inhibiteurs 

Les poly(A)-polymérases nucléaires, mitocho ndriales 

et cytosoliques sont inhibées par une variété de 

dérivés de la rifamycine (compétition avec l'ATP pour 

l'enzyme). 

De même à faible concentration, la cordycépin 

triphosphate (3' d ATP) peut inhiber sélectivement 



l'activité poly(A)-polymérase liée à la chromatine. 

L'Ara-A ou Vidarabine est un inhibiteur spécifique 

de la poly(A)-polyrnérase. 

Enfin, les polyamines sont une classe d'inhibiteurs 

très actifs. 

En outre, les poly(A)-polymérases sont généralement 

inhibées à de faibles concentrations en sel 

( 100 rnM KCl). 

1 5 • 
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Fig. 23: répétition de séquences dans le gène de la "poly(A)-bi,1ding 
p-otein" : quatre régions de séquences d'acides aminés 
(résidus 25-112, 113-205, 205-301 et 309-404) sont 
compêrées.Les acides aminés conservés son entourés. 

(KORNBERG, 1986) 
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1.4. Choix du matériel biologique utilisé 

1.4.1. La levure comme matériel biologique 

Le matériel biologique que nous utilisons est la levure 

de boulangerie Saccharomyces cerevisiae (Fig. 21:e_~· 
La levure convient bien aux manipulations en laboratoire. 

Elle peut, en effet, être facilement produite en grande 

quantité. De plus, on dispose de nombreuses techniques 

permettant son utilisation pour des applications 

biochimiques ou génétiques. Il est à noter que de 

nombreuses souches contenant des mutations dans différents 

aspects du métabolisme de l'ARNm existent et sont disponibles 

dans différents laboratoires (Adam et al., 1986). 

1 .4.2. La polyadénylation chez la levure 

Les ARNm de levure possèdent une queue de poly(A) 

comprenant environ 50 nucléotides. 

Signalons que la protéine nucléaire et la protéine 

cytoplasmique liées à la queue de poly (A) (PABP) ont 

été purifiées chez S. cerevisiae (Kornberg et al., 1986). 

Ces PABP ont un poids moléculaire estimé à 53.000 et 

68.000. Un gène codant pour ces 2 PABP a été cloné 

(Adam et al., 1986). 

La séquence nucléotidique de ce gène montre quatre 

régions homologues de 90 acides aminés (Fig. 23) qui 

représenteraient les dmmaines de liaison de la PABP 

à la queue de poly(A). 

Il apparait que la protéine nucléaire dérive de la 

protéine cytoplasmique par clivage protéolytique. 

Chez les eucaryotes supérieurs, le clivage et la 

polyadénylation nécessitent la présence sur l'ARNm 

d'une séquence signal hautement conservée AAU AAA et 

de séquences en aval. 

Chez~- cerevisiae, tous les transcrits connus de l'ARN

polymérase II (y compris les ARNm d'histones) sont poly

adénylés après leur synthèse bien que les séquences 



ACH[ 

AOHI 

Con stnsus 

cYCI 

Hl 

GJPCH 

TG ACACTTCÎAAÀ T èAGCGAA ÎTTCTTA TGA TTTATGA ,TTTTATT A TT A 

TTÎ TA TT ATÎAJl.A Î AAGn A TMAAAAA,:. TAAV,GT A, ~CAAA TT! T .:.AA 

GTÎ ATAMAAAAAT ~AGTG r A Î ACAAATTTTAAAG ,G,:.c;cTTAGG TTTT 

TA Î GAGA TC TAAATè.A).TTCGÎrrrcAATGA TTAAA.:. ',:.;;c,:. TAGÎCGG~ 

Ci). iCiTA TT T GTA j A).).). r ATGA T,:. TiACTC.:.G..\C iC;...:.ü~C.I.). TCA 

TG T GTAGAA ÎA rATArAr,:. TAT A ,TTCGCAAAAA T ,:.c,:. T A,>,:.ç)uîc,:. ,:.c 

GTÎ A TGTTAGTA Tî èAGAACG ÎT A TTTAT A TTTCAAA rr TTTCTTÎ TTTî 

T TAAAT.-1.A~ A A T 

GTÎ A rrr Ar TM rT~Ar u TTÎ n,:. TATGCATGc.:.o r ,:..u.:.AG rc;,:. r A 

,.u Î ;.A>.A TA î,lJ.). f c;AT .\ TA Î TT J.G~iTi ;.cïGGG ii':ïTT ;. .~c;.GT TG 

AA Î T ATAA:.cA rA ï .:.A~GG TAT TT ,1,,:. rrr ;.;. rrGG·~ iï i ,:..;..:.cAG T iïGA 

TC Î TGCA TTÏ i'AAT ))).. TïTTCTTTTT;., 7.:.Gc iïT.:. i ~.:.c ïi ,:.c; T Î Tc;.;. 

Fig.24: homologies de l'extrémité 3· chez plusieurs gènes de levure. 
(BENNETZEN, 1982) 
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connues d'ARNm de levure n'aient en commun ni une 

séquence signal AAU AAA ni une autre séquence hautement 

conservée responsable de la maturation de l'extrémité 3'. 

En effet, la comparaison de séquences gui apparemment 

dirigent la formation de l'extrémité 3' chez plusieurs 

ARNm de levure (ADH I, (Bennetzen et Hall, 1982) (Zaret 

et Sherman, 1982), CYC 1) (Fig. 24 ) met en évidence 

des similitudes de séquences mais aucune des séquences 

consensus proposées ne convient pour toutes les extrémités 

3' connues de levure. 

Cette absence de forte similitude de séquences et le fait 

que tous les transcrits de l'ARN pol II soient polyadénylés 

ont conduit Zaret et Sherman à suggérer, en 1982, (Zaret 

et Sherman, 1982) que la polyadénylation serait couplée 

à la terminaison de la transcription dans le cas de la 

levure. 

Terry Platt et ses collaborateurs (Platt et al., 1988) 

ont mis en évidence dans un extrait brut de levure 

S. cerevisiae d'une part une activité de clivage 

endonucléolytique et d'autre part, une activité de 

polyadénylation sur le pré-ARNm de l'iso l - cytochrome C 

(CYC-1) de levure synthétisé in vitro et ajouté à 

l'extrait. 

Ces deux activités produisent donc in vitro l'extrémité 

3' de cet ARNm. 

Ceci suggère que le clivage endonucléolytique et que la 

polyadénylation pourraient être responsables de la maturation 

de l'extrémité 3' de tous les ARNm de levure comme c'est 

le cas chez les autres eucaryotes (certains transcrits 

d'histone faisant exception). 

Dans l'alternative, ce système de maturation serait 

limité à une classe de gènesde levure à laquelle le 

gène CYC-1 appartiendrait. 
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Etant donné l'absence d'une séquence signale hautement 

conservée, il est possible que la structure de l'ARN 

form~par des éléments de séquences disparates 

permette la reconnaissance du site de formation de 

l'extrémité 3' chez la levure. 

Les auteurs proposent comme deuxième hypothèse que 

des facteurs spécifiques à certaines classes d'ARNm 

dirigeraient le clivage et la polyadénylation de ces 

transcrits. 

Si les résultats montrant un clivage et une polyadény

lation, in vitro, reflètent le mécanisme utilisé, in vivo, 

cela impliquerait que la trancription par l'ARN pal.II 

se poursuive au delà de l'extrémité mature de l'ARNm. 

Cependant, contrairement aux autres eucaryotes, il 

n'existe pas de preuve expérimentale montrant que cette 

transcription dépasse le site de polyadénylation chez 

la levure. 

Ces auteurs proposent un modèle de terminaison de 

transcription faisant intervenir des facteurs trans

actifs comme une exonucléase 5'-3'. Celle-ci, à partir 

du site de clivage remonterait le long de l'ARN jusqu'à 

rattraper la polymérase et entrainer l'arrêt de la 

transcription (Platt et Butler, 1988) (Fig. 25). 

En conclusion, Platt et ses collaborateurs proposent 

un modèle d'après lequel uhe maturation de l'ARN et non 

la terminaison de la transcription formerait l'extrémité 

3' des ARNm de S. cerevisiae. 

De plus, les résultats de Platt et al confirment que 

des facteurs trans-actifs participeraient à la 

formation de cette extrémité 3'. 

Ce travail s'inscrit dans le cadre général des recherches 

visant à identifier les différents facteurs intervenant 

dans la maturation de l'extrémité 3' de l'ARNm. 



1.5. BUT DU TRAVAIL 

La maturation de l'ARNm (coiffe, polyadénylation, 

méthylations, splicing) conditionne les performances 

de la machinerie de synthèse protéique. 

1 9 • 

Notre travail s'inscrit dans une problématique générale 

qui tend à comprendre le rôle et le mécanisme de la 

polyadénylation chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 
\ 

Notre but immédiat consistera à mettre en évidence une 

activité de polyadénylation, à la purifier et enfin à 

caractériser l'enzyme responsable de cette activité. 

A cette fin, il nous faudra mettre au point un test 

in vitro nous permettant de suivre l'incorporation de 

l'adénosine monophosphate dans l'ARN à partir d'adénosine 

triphosphate marquée au tritium. 

Ce test permettra de suivre l'enzyme au cours des diffé

rentes étapes de purification et d'établir ses carac

téristiques générales (son substrat, sa cinétique 

enzymatique, sa préférence vis à vis des conditions 

ioniques, son pH optimum, sa température optimale ... ). 

Cette étude s'inscrit dans une perspective de clonage 

du (des) gène(s) codant pour la (les)poly(A)-polymérase(s) 

chez S. cerevisiae. 

La purification enzymatique est l'étape préliminaire à 

la réussite du clonage du gène correspondant. Le clonage 

permettra par rétrogénétique l'obtention de mutants qui 

ouvrent la voie à l'étude fonctionnelle du rôle de la 

polyadénylation. 
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Fig.26: la µesse de FRENCH: a) piston; b) puits; c) crifice de sertie : 
d) anneau : e) vis réglant l'écoulement: f) paroi (CAMPBELLet 
al. 1988). 
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II. MATERIEL ET METHODES 

2.1. PURIFICATION PARTIELLE DE LA POLY (A)-POLYMERASE 

2.1.1. Souche Nous utilisons la levure de boulangerie 

Saccharomyces cerevisiae (levure royale Gist 

brocades). 

2.1.2. Préparation d'un extrait cellulaire 

- .tampon A: Tris HCl pH 8.0 

EDTA O. 5 rnM 

DTT O .1 rnM 

Ethylène glycol 

- tampon B Tris HCl pH 8.0 

EDTA 0.5 rnM 

MgC1 2 5 rnM 

DTT 0. 1 rnM 

Ethylène glycol 

- tampon C Phosphate de K 

EDTA 0.5 rnM 

DTT 0.1 rnM 

A. Lyse_des_cellules 

50 rnM 

10% 

50 rnM 

10 % 

10 rnM pH 6.5 

Les étapes suivantes sont réalisées à 4° C : 

- 50 gr de levure lavée 2 fois dans 50 ml d'eau distillée 

stérile (resuspendre la levure dans l'eau et centri

fuger 5' à 3.500 RPM -rotor SS34, Sorvall-). 

- laver le culot de cellules avec 50 ml de tampon B 

- lyse proprement dite à la presse de French : le 

contenu cellulaire est libéré par lyse mécanique. 

Principe de la presse de French (E. Campbell et J.H. 

Dreffus, 1988) (Fig.26) 

Les cellules de levure en suspension, soumises à 

de fortes pressions hydrauliques (capables d'atteindre 



Fig.27: structure partielle d'une DEAE-sépharose. 



Une pression de 2,75 kg/cm
2 

et utilisée à une 

une pression de 1.100 kg/cm
2

) passent à travers un 

petit orifice. Ceci entraine des forces de cisail

lement qui cassent les cellules. 

Avantage de ce procédé de lyse : 

- ne nécessite pas l'addition d'élément abrasif. 

- utilisation à t 0 proche de 0° C. 

- efficace pour rompre les parois cellulaires de 

levure. 
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On recueille le lysat de cellules de levure dans un 

inhibiteur de protéase, le PMSF (phényl méthyl sulfonyl 

fluoride) à une concentration finale de 1 rnM. 

B. Obtention_du_surnageant_Sn65 

Toutes les étapes se déroulent à 4°C. 

- centrifuger le lysat à 10.000 RPM pendant 10' 

(rotor SS34, Sorvall) 

- prélever le surnageant et centrifuger à 30.000 RPM 

pendant 30' (rotor type 60 Ti, Beckman). 

- centrifuger le surnageant à 65.000 RPM pendant 4h30' 

(rotor type 65, Beck.man). 

On obtient un surnageant final appelé Sn65 qui servira 

de source enzymatique. 

2.1.3. Purification de la poly(A)-polymérase 

ChromatograEhie_sur_matrices_échangeuses_d'ions 

Le surnageant Sn65 est appliqué sur une colonne 

contenant 20 ml de gel échangeur d'anions DEAE

sépharose fast-flow (fig. 27) Jdi~thylarainoéthyle) 

(Pharmacia) équilibré avec le tampon A. 

Le gel est lavé avec 3 volumes de tampon A afin d'en 

éliminer les protéines non fixées. 

Les protéines sont éluées avec 80 ml de gradient con

tinu en (NH4 ) 2so4 de O à 500 rnM dans du tampon A. 



----·· - -- -- - - ---------------------

Fig. 28: structure partielle d'une CM-sépharose 



22. 

Le lavage de cette colonne est déposé sur une colonne 

contenant 20 ml de matrice échangeuse de cations 

CM-sépharose CL-6B (fig.28 (carboxyrnéthyl) (Pharmacia) 

équilibrée avec le tampon A. 

L'activité enzymatique est éluée avec 80 ml d'un 

gradient continu en NaCl de 0 à 500 rnM dans du tampon A. 

Lors de certaines expériences, nous avons appliqué le 

surnageant Sn65 directement sur une colonne CM-sépharose 

CL-6B. Les conditions d'utilisation sont les mêmes 

que celles décrites ci-dessus. 

Pour la caractérisation de la poly(A)-polyrnérase, les 

fractions actives recueillies à la sortie de la 

CM-sépharose CL 6B sont groupées et déssalées sur 

une colonne PD-10 (9,1 ml de gel séphadex G25 sur une 

hauteur de 5 cm) (Pharmacia) équilibrée avec le 

tampon A. 

2.1.4. Dosage des protéines par le réactif de Bradford 

La teneur en protéines des fractions recueillies est 

mesurée à 595 nm selon la méthode de Bradford (1976) • 

Une courbe standard est établie au moyen de la sérum 

albumine bovine (SAB). 

• 
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2.1.5. Test d'activité de la poly(A)-polymérase 

L'activité poly(A)-polymérase est testée sur une amorce 

qui est l'ARN ribosomique de levure (ARNr) que nous 

préparons, ou sur un poly(A) commercial (Boehringer). 

Le test est inspiré de celui de Haff et Keller (1975). 

Le mélange réactionnel d'un volume de 250 µl contient : 

0. 5 mM 3H ATP ( (2., s 1 , B·-3H) adénosine 5' triphosphate 

avec 4 µci/µM , 50 mM Tris-Hel (pH 8.5), lmM DTT, 

0.5 mM MnC1 2 , de l'amorce (0,5 it1g/ml) et de l'enzyme~ 

Le test est incubé 30' à 30° C. 

Les protéines et les acides nucléiques du test sont 

alors précipités par addition d'un volume d'acide 

trichloracétique (TCA) 10 % froid contenant 2% de pyro

phosphate de sodium, on laisse 15' dans la glace. 

23. 

Ce mélange est dilué 10 fois dans du TCA 10 %, pyrophosphate 

de Na 2 %, puis filtré sur filtre en microfibres de ~erre 

(GF/ C Whatman). 

Le filtre est lavé successivement avec 5 ml de TCA 5%, 

5 ml d'eau, 5 ml d'alcool-éther, puis sèché. 

La radioactivité est comptée dans 5 ml d'aqualuma dans 

un compteur à scintillation liquide (Beckman LS-3150T). 
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2.1.6. Analyse des protéines par électrophorèse verticale 

L'électrophorèse est réalisée dans un gel SDS-polyacryl

amide (10%) surmonté d'un gel de concentration. 

- "running_gel" (gel de séparation) 

2,5 ml acrylamide 30% bisacryl 0,8% 

1,875 ml Tris 1,5 M SDS 0,4% pH 8,8 

2,75 ml H2o 

7,5 ul Temed pur 

0,375 ml PAS 1% 

- "stacking_gel" (gel de concentration) 

0,5 ml acrylamide 30% bisacryl 8 % 

1,25 ml Tris 0,5 M SDS 0,4% pH 6,8 

2,75 ml H
2

0 

5 ul Temed pur 

0,5 ml PAS 1 % 

Tris 25 rnM 

Glycine 125 rnM 

SDS 0,1% 

- tamEon_échantillon (concentré 2 x) pH 6,8 

Tris 125 rnM 

SDS 4 % (P/V) 

bleu de bromophénol 0,002 % (P/V) 

béta-mercaptoéthanol 10% (V/V) 

glycérol 20% (V/V) 

Le s fract i ons protéiques à analyser sont diluées 2 fois 

dans le tampon échantillon. Les protéines sont dé naturée s 

à 100°c pendant 3 minutes. 

L'électrophorèse est réalisée sous une tension d'environ 

150 volts pendant environ 45 minutes. 



Les protéines sont visualisées après coloration au 

bleu de Coomassie : 

25. 

Coloration au bleu de Coomassie (Hayes et al. 1969) 

Après migration, les protéines sont colorées dans une 

solution contenant 0,1% de bleu de Coomassie, 10% 

d'acide acétique, 40% de méthanol et 50% d'eau pendant 

un minimum d'une heure. Le gel est décoloré dans une 

solution de méthanol 40%, acide acétique 10%, eau 50%. 

Lorsqu'il est décoloré, le gel est immergé dans une 

solution de méthanol 30%, glycérol 3%. 

Il est séché sous vide sur papier de cellulose 

Marqueurs de taille 

Protein ?fol. i't. 1 Subunit llol. i't. Source 
, Triyrocrlobulin 669 . 000 330 . 000 : hocr trJ.yroid 
: E"errit1n 440 . 000 B. 500 (220.000) : h0r3e :::pleen 
; ç,,_ t8.l8.:::e 232 . 000 60 . 000 1 beef liYer 
: LJ.cta te 140 . 000 36 . 000 : beef tJ.eart 
d eJ-ad r ocr er!8 3 e 1 

'. Albuliin 67 . 000 67 . 000 i boYine 3tl"l.U!J. 

Subunit nol. Yt. Source 
· Pho3ohorYlase b 94.000 • rabbit mu3cle 
. Âlbumir, 67 . 000 : bovine .:ienm. 
1 Ov;;i.lb1.U!J.in 43 . 000 , emr white 
...,:.__c;c..:..,_..:....;. _______ ~----------

: C~ rbonic Anrqdrn.se 30 . 000 bovine er7throcyte -----------. Tnro:nn Ir.Jübitor 20. 100 ! :::ovbe8.:. -~---------~----------
- La.et.:;, lt11..llii1n 14 . 400 · bovine !iJ.llk -----------

.. 
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2.2. PREPARATION DE L'ARN RIBOSOMIQUE DE LEVURE S. CEREVISIAE 

- Tampon TEN 

- Tampon D 

- tampon E 

0,1 M Tris pH 9 

1 mM EDTA 

0,1 M NaCl 

tampon B (idem point 2) contenant 0,5M KCl 

0,25M sucrase 

tampon B (idem point 2) contenant 0,5M KCl 

0,5M sucrase 

2.2.1. Sa préparation 

A. Préparation de l'ARNr à partir de ribosomes lavés 

le Sn65 est éliminé, le culot de ribosomes est 

resuspendu dans le tampon D par agitation en 

chambre froide pendant 1 heure. 

Les pellets dissous sont déposés sur une couche 

de 3 ml de tampon E. Ils sont alors centrifugés 

à 65.000 RPM (rotor type 65) pendant 70 minutes. 

Le culot obtenu contient les ribosomes lavés. 

B. Extraction au phénol-chloroforme : 

L'extraction au phénol chloroforme permet de 

dénaturer et d'éliminer les protéines de la 

solution d'acides nucléiques. 

Solution phénol-chloroforme phénol 50 ml 

chloroforme 50 ml 

alcool isoamylique 2 ml 

hydroxyquinOline 0,0Sgr 

Les ribosomes lavés sont resuspendus dans du 

tampon TEN à raison de 10 00 260 /ml auquel on 

ajoute 10 mgr/ml de SDS (dissout les complexes 



27. 

nucléoprotéiques et donc facilite la dénaturation 

des protéines et l'extraction de l'ARNr) et 1 

volume de chloroforme-phénol. 

On mélange vigoureusement la phase aqueuse et la 

phase organique. 

On centrifuge 5' à 5.000 RPM (rotor GSA, Sorvall). 

La phase aqueuse supérieure est prélevée en 

évitant tout contact avec l'interface. 

On effectue une seconde extraction au phénol de 

cette phase aqueuse. 

L'ARN est précipité avec 2 volumes d'éthanol 100 % 

froid en présence de NaCl en concentration finale 

0,3 M à -80°C pendant 1 heure. 

La solution est centrifugée 10' à 4°C à 5.000 RPM 

(rotor GSA, Sorvall) et décantée. 

Le culot d'ARN est séché sous vide puis resuspendu 

dans de l'eau distillée. 

C. Quantification spectrophotométrique de l'ARN . 

La mesure de l'absorbance Do 260 nm permet de calculer 

la concentration des acides nucléiques. Une 

absorbance de 260 nm égale à 1 correspond à 40 ug 

d'ARN natif par ml. 

Le rapport entre les absorbances à 260 nm et à 

280 nm donne une estimation de la pureté de l'ARN. 

Les préparations pures ont un rapport D0 260 de 1,8. 
DO280 

S'il y a contamination de la solution par du 

phénol ou des protéines, ce rapport sera inférieur. 

2.2.2. Analyse de l'ARNr par électrophorèse horizontale dans 

un gel agarose - formaldéhyde. 

On sépare l'ARNr sur gel d'agarose 1,2 % formaldéhyde. 

La formaldéhyde dénature l'ARNr. 



28. 

Formaldéhyde loading buffer 

- EDTA lrnM pH 8,0 

- bleu de bromophénol 0,25 % 

- xylène cyanol 0,25% 

- glycérol 50% 

MOPS 10 X 3 - (N-morpholino) - propanesulfonic acid 

running buffer 

A 800 ml d'eau traitée au DEPC (diéthyl pyrocarbonate) 

on ajoute ; 

- 41,8 gr de MOPS ajusté à pH 7 (NaOH) 

- 16,6 ml d'acétate de sodium 3 M traité au DEPC 

20,0 ml d'EDTA pH 8,0 traité aussi au DEPC 

L'ensemble est porté à un volume final de 1 litre 

avec de l'eau traitée au DEPC, on filtre le tout. 

A. La_EréEaration_du_gel_agarose/formaldéhyde 

Pour un gel de 1,2% de taille lC,5 x 7,5 cm. 

- mélanger 0,96 gr de gel d'agarose dans 80 ml 

- porter à ébullition et laisser la solution 

refroidir ( 55 ° C) . 

ajouter 8 ml de MOPS 10 X running buffer 

2,4 ml de formaldéhyde 37% 

2 µl (0,2 µg/ml) d'éthidium bromide 

- couler le gel. 

à 

d'eau. 

La migration s'effectue sous une ddp de 65 V Dendant 

environ 3 heures. 

Lorsque la migration est terminée, le gel est lavé 

à l'eau afin d'éliminer l'éthidium bromide. 

B. La_EréEaration_des_échantillons 

Un test d'activité est réalisé sur 80 µl d'une 

fraction active. Parallèlement, on réalise un témoin 



(blanc) dans lequel l'enzyme est remplacée par de 

l'eau. 

L'incubation est arrêtée en ajoutant 1 volume de 

phénol-chloroforme. 

On répète une seconde fois cette extraction au 

phénol. 

Ajouter 2 volumes d'éthanol 100% froid et NaCl à 

concentration finale de 0,3 M. 

Laisser à -80° C pendant 1 heure. 

29. 

Centrifuger 5' à 12.000 RPM (centrifugeuse Janetsky). 

Décanter et sécher sous vide le culot d'ARN. 

Resuspendre l'ARN dans 20 µl d'eau distillée. 

On utilisera 4 µl de cet ARN dans l'électrophorèse. 

Un échantillon pour l'électrophorèse est constitué de 

4 µl MOPS l0x running buffer 

7 µl de formaldéhyde 37% 

20 µl de formamide 

Remarque : la formamide doit être désionisée au 

préalable (utilisation du gel Amberlit). 

Mélanger et centrifuger à 12.000 RPM (Janetsky) 

quelques secondes. 

Incuber à 55° C pendant 15'. 

Ajouter 8 µl de formaldéhyde loading buffer à chaque 

échantillon. 

Centrifuger 2 secondes à 12.000 RPM (Janetsky). 

Les échantillons d'l volume de 48 µl sont alors 

déposés dans les puits du gel. 

Après la migration, le gel est séché sous vide sur 

feuille de papier. 



30. 

c. Détection_de_la_radioactivité_incorEorée_dans 

l'ARN_Ear_RADIO_THIN_LAYER_CHROMATOGRAPHY_ANALYSER 

(RITA_IBM_PC/XT/AT) 

(RITA ou Rapid-Intelligent-Thin layer-Analyser) 

La radioactivité béta se mesure par une méthode 

utilisant une chambre d'ionisation. 

Le gel est séché sur une seule face et la radio

activité présente sur les pistes est lue par la 

tête de lecture de la chambre ionisante. 

Principe de la méthode 

Une particule béta qui pénètre dans la chambre de 

comptage provoque l'ionisation d'un gaz en 

l'occurence le méthane, celle-ci induit une 

décharge entre 2 électrodes qui est détectée 

et enregistrée électroniquement. 
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III. RESULTATS ET DISCUSSION 

3.1. Recherche d'une activité poly(A)-polymérase 

Nous nous proposons de rechercher une activité poly(A)

polymérase à partir d'un extrait cellulaire de levure 

Saccharomyces cerevisiae. 

Des travaux antérieurs anciens portant sur la poly(A)-

polymérase de levure ont suggéré l'existence d'une 

activité liée aux ribosomes et libre dans le surnageant 

(Haff et Keller, 1975). 

31. 

Pour notre part, nous avons choisi de nous intéresser à 

l'activité poly(A)-polymérase libre (c'est à dire présente 

dans le surnageant de centrifugation appelé Sn 65, comme 

décrit dans Matériel et Méthmdes). 

3.1.1. Préparation d'un extrait cellulaire comme source 

enzymatique. 

Nous provoquons une lyse mécanique des cellules de levure 

(Cfr. Matériel et Méthodes). Puis, par centrifugations 

successives du lysat, nous séparons les débris cellulaires 

et les organites d'un surnageant, noté Sn 30 (Fig.30). 

Le Sn 30 est alors débarrassé des ribosomes par une 

centrifugation à haute vitesse (65.000 RPM). Nous 

obtenons un surnageant désigné Sn 65 (Fig.3 0 ). 

3.1 .2. Mise en oeuvre d'un test d'incorporation de l'AMP• à 

une amorce d'ARN 

Plusièurs auteurs (notamment I<urland et al., 196 6; Avramevêl. 

et aL, 1980; Winters et Edmonds, 1973; Nevins et al~ 1977; 

Rose et Jacob, 1976) avaient mis en évidence, dans divers 

organismes une activité poly(A)-polymérase, capable à 

partir d'ATP
1
d'incorporer de l'AMP sur une amorce constituée 

d'ARN. 



32. 

Plus récemment ( Brawerrnan, 1976) 
on a découvert l'existence de la queue de poly(A) à 

l'extrémité 3' de l'ARNm et on a dès lors émis l'hypothèse 

que l'activité poly(A)-polymérase détectée précédemment, 

in vitro, pourrait être responsable de la réaction de 

polyadénylation de l'ARNm, in vivo. 

Ces études, in vitro, utilisent généralement comme 

amorce de la réaction de l'ARN ribosomique ou des 

oligonucléotides de synthèse de taille et de nature 

variables. 

Dans notre cas, nous avons choisi de réaliser les essais 

de détection de l'activité poly (A)-polymérase à l'aide 

de deux amorces différentes : l ' ARNr total préparé à 

partir du lysat de levure ou un poly(A) commercial 

(Goehringer) (Cfr. Matériel · et Méthodes) . 

Les conditions physico-chimiques utilisées dans notre 

test d'activité se basent sur celles indiquées par les 

auteurs (Haff et Keller, 1975; Slegers, 1985) et sont 

décrites dans le chapitre Matériel et Méthodes. 

Les résultats des tests d'activité réalisés aux diverses 

étapes de la préparation (Fig.30) (lysat, Snlü, Sn30, 

Sn 65), n'ont pas permis de détecter une activité 

poly(A)-polymérase (Cfr. tableau ci-dessous). 

activité 

blanc (eau) 536 
(cpm) Fig.31 tests d'activité 

Remarque 

réalisés sur le 
lysat - blanc 258 lysat Snl0, Sn30 

Snl0 blanc 301 Sn65. -

Sn30 - blanc 292 

Sn65 436 

le blanc consiste à remplacer les 80 µl d'extrait 

(lysat, Snl0, Sn30 et Sn65) par 80 µl d'eau. 

Le blanc permet d'évaluer la quantité d'ATP 

radioactif non incorporé enzymatiquement mais 

se fixant de manière aspécifique sur le filtre 

malgré les lavages. 
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{NH4)2SO4. (amorce= poly(A)) 
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Fractions volume protéines protéines unités ac tivité 
(rri.l) (ng/ml ) totales enzymatiques spécif i que 

(mg ) totales (unités/mg ) 

e xtra.il brut 80 ml 1 3 , 2 1 . 0 56 

surnagea:ct GO r:i.l 6 , 8 408 

lavage DE;Œ 110 nl 1 , 92 211 , 2 

p ic C>I - séph . (l; 4 , 5 r.11 1, 3 4 6 , 03 1. 6 00 265 , 3 

pic GI - séph . 4 , 5 ml l , 12 5 , 04 1 . 500 297 , 6 

(1) Passage sur C~l- sépharose précédé par un passage sur DEAE - sépharose . 

F ig . 37 : calcul de l' activ ité spécif i que . 



33. 

3.1.3. Purification partielle d'une activité poly(A) -polyrnérase 

à partir d'un Sn65. 

Nous inspirant de la méthode de purification suivie par 

Haff et Keller (Haff et Keller, 1975), nous avons opté 

pour une échangeuse d'anions DEAE-sépharose. 

Les tests effectués sur les fractions éluées par un 

gradient continu de O à 500 rnM (NH4 ) 2so4 ne nous révèlent 

pas d'activité enzymatique (Fig.32 et Fig.33). 

Le produit du lavage (correspond aux protéines non fixées 

éluées par 3 volumes de tampon A) de la colonne DEAE

sépharose est appliqué sur une colonne échangeuse de 

cations, CM- sépharose éluée par un gradient continu 

de O à 500 mM en NaCl; on teste les fractions à la 

sortie de la colonne. 

On observe un pic d'activité correspondant aux fractions 

11 à 17 et éluées à une concentration de 200 à 300 rnM. (Fig.34) 

Dans les conditions utilisées, cette activité enzymatique 

est observée avec de l'ARNr choisi comme substrat mais 

non avec le poly(A) commercial (Eoehrinqer) (Fig.35). 

Par la suite, la purification par application directe du 

surnageant sur une échangeuse de cations CM-sépharose a 

été effectuée avec succès (Fig.3€). 

L'activité spécifique (Fig.37) correspond à l'activité 

totale divisée par la quantité de protéines totales en 

mgr. 

L'unité enzymatique correspond à l'incorporation en 

30' d'l nmole d'AMP (à partir d'ATP) dans le matériel 

précipité au TCA. 
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3.2. Caractérisation enzymatique de la fraction active 

Le pic d'activité au sortir de la colonne CM-sépharose a 

été soumis à une série d'études visant à déterminer les 

caractéristiques de la réaction enzymatique. 

3.2.1. Analyse des fractions actives par électrophorèse en 

gel polyacrylamide-SDS (Fig.38) 

3 4 • 

Le passage sur CM-sépharose permet d'obtenir des fractions 

actives débarrassées d'une grande partie des protéines 

du surnageant; beaucoup de protéines étant déjà éliminées 

par le lavage de la carboxyméthyl. 

Certaines bandes protéiques,désignées par un point 

sur la photographie du gel,sont clairement présentes 

dans toutes les fractions actives et absentes de la 

fraction non active. De plus, leur intensité (proportion

nelle à la quantité) est maximale dans la fraction la 

plus active. On établit une droite d'étalonnage exprimant 

le log PM de la protéine en fonction de la distance de 

migration, et à partir de l'équation de cette droite, on 

évalue le P.M. des 4 protéines les plus nettement visibles 

dans les fractions actives. 

Ces P.M. ainsi estimés sont respectivement de 33.000, 

27.500, 27.000, 21.000. 

Ainsi, l'enzyme poly(A)-polymérase pourrait être constituée 

de sous-unités de P.M. différents séparées par électro

phorèse en conditions dénaturantes. 

Une autre explication serait qu'à ce stade, des protéines 

sont copurifiées avec l'enzyme. 

Ces protéines contaminantes pourraient être éliminées 

dans une étape ultérieure de purification utj_lisant un 

autre critère que la charge, tel par exemple, le poids 

moléculaire ou l'affinité pour le substrat. 



Fig.39 : analyse de l'ARNrtotal en gel agarose/iormaldéhyde coloré au bromure 
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3.2.2. Analyse des produits de la réaction 

A. séraration_de_l'ARN_ribosomigue_Ear_électroEhorèse 

en_qel_d'agarose. 

35. 

L'ARN ribosomique total utilisé comme amorce est 

soumis à une électrophorère en gel d'agarose en 

conditions dénaturantes (formaldéhyde) puis visualisé 

par coloration au bromure d'éthidium. 

Sur la figure 39, on observe 2 bandes de forte intensité 

correspondant aux ARN ribosomiques 28S et 18S 

respectivement. 

Des bandes de faible intensité apparaissent en aval 

de la bande 18S. Elles correspondent probablement à des 

molécules d'ARN produit d'une légère dégradation des 

ARN 28S et 18S. 

En effet, il est bien connu qu'au cours de la préparation 

de l'ARN, des nucléases peuvent introduire des coupures' 

("nick") dans la séquence de l'ARNr. 

Des liaisons faibles responsables de la structure 

secondaire maintiennent cependant la majorité de ces 

fragments de dégradation associés. 

Au contraire, dans les conditions dénaturantes utilisées 

lors de l'électrophorèse, les divers fragments se 

séparent, ce qui pourrait expliquer la présence de 

bandes minoritaires d'ARNr. 

Notons qu'en effet ces bandes ne sont pas visualisées 

après électrophorèse en gel d ' agarose en conditions 

non dénaturantes (Fig. 40). 

B. Détection de la radioactivité incornorée sur l'ARN - __________________________ c _____________ _ 

ribosomigue. 

La poly{A)-polymérase que nous avons isolée catalyse 

l'incorporation d'AMP• en présence de l'ARNr total. 

L'ARN ribosomique total est constitué majoritairement 

d'ARN 28S, 18S et SS ainsi que d'éventuels produits 

de dégradation de ces ARN. 
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Fig.4t la radioactivité incorporée en fonction de la distance sur le gel pour les 
pistes test (42 a) et contrôle (42b). 
L'ARN total extrait du mélange réactionnel a;xès 30 minutes d'incubation est 
séparé en ses divers constituants par électrophorèse en gel d'ag2rose
fcrmaidéhyde. Sur la piste voisine du gel , on fait miger de !'ARN contrôle 
extrait d'un test d'activité dans lequel la traction active est remplacée par de l 
l'eau. 
Le gel est séché puis l'analyseur R!T A mesure la radioactivité ~<ésente sur les 
deux pistes(cfr Matériel et Méthodes). 



Après incubation dans un mélange réactionnel, on 

mesure la radioactivité ass6ciée à ces polyribonu

cléotides séparés par électrophorèse en gel d'agarose 

formaldéhyde (Fig. 41). 

36. 

La figure 12a montre un pic principal de radioactivité 

et 2 pics d'amplitude plus faible: 

Ces 3 pics (1, 2 et 3) correspondent respectivement 

aux ARN 28S, 18S et à d'éventuels produits de dégradation 

de ces 2 ARN, tels que visualisés sur le gel d'agarose 

formaldéhyde coloré au bromure d'éthidium (Fig. 39). 

Ces résultats montrent donc bien que la poly(A)-polymérase 

que nous avons isolée catalyse l'incorporation de 

l'AMP radioactif sur l'ARN. 

Nous constatons que la radioactivité incorporée est la 

plus intense au niveau du pic de l'ARN 18S. 

Il est possible gue la poly(A)-polymérase marque une 

affinité plus grande pour l'ARN 18S par rapport au 

28S vu les différences de structure secondaire existant 

entre ces ARN. 

Ainsi, par exemple (Fig. 22 bis) chez l'ARN 28S, 

l'extrémité 3'OH lib~e de la poly(A)-polymérase est 

impliquée dans la formation d'un Hair pin alors que 

l'extrémité 3 ' 0H de l ' ARN 18S ne forme pas de pont 

hydrogène avec une séouence complémentaire. 

3.3. Spécifications fonctionnelles de l'enzyme 

3.3.1. Inactivation de l'enzyme au cours du temps 

Dans les conditions standards de préparation, les fractions 

actives se trouvent dans un tampon contenant 10% d'éthylène 

glycol. 

Le test d'activité effectué toutes les 24 heures sur une 

fraction active (Fig.42 ) montre une inactivation de l'enz yme 

supérieure à 80 % après 3 jours à 4°C. 



37. 

Cette inactivation peut résulter d'une dénaturation ou d'une 

protéolyse. Activité (cpm) 

jour 1 % jour 2 % jour 3 % 

éthylène glycol 10% 28.423 100 13.213 46 3.240 11 

1 

1 

;1 ycérol 
30% 

~t hy l è ne 
; l ycol 3 0 % 

'i'emps 

Fig. 4 2 exemple illustrant l'inactivation enzymatique au 

cours du temps dans les conditions standards de 

préparation. 

Nous avons cherché des conditions qui assurent une meill e ure 

conservation de l'enzyme. 

Nous avons stocké plusieurs fractions actives à des température~ 

de+ 4°C, - 20°C et - 80°C en présence de glycérol ou 

d'éthylène glycol (Fig. 43 ) . 

+ 4°c 

100 49 

100 51 

jourl jour2 

Fig. 43 

---
% d'activ ité 

- 20°c - 80°C 

15 100 49,9 24,4 100 42,2 16,4 

12 100 43,3 14,5 100 38,9 10,9 

jour3 jourl 2mois 4mois jourl 2mois 4mois 

inactivation de l'enz yme au cours du temps à 

différentes températures en présence de glycérol 

ou d'éthylène glycol. 



D'une façon générale, les risques de déstabilisation sont 

moindres aux basses températures pour la majorité des 

enzymes. Le stockage à très basse température est rarement 

néfaste. 

38. 

Le glycérol ou l'éthylène glycol sont des agents stabilisants 

car ils miment les conditions environnementales intra

cellulaires et ont des propriétés antigel. 

Des résultats obtenus, nous pouvons conclure qu'à 4°C 

après 3 jours même en présence de glycérol ou d'éthylène 

glycol, l'activité est fortement diminuée (inactivation de 

8 0 % ) • 

A très basse température (- 20°C, - 80°C) la durée de la 

conservation de l'activité augmente (environ 50 % d'activité 

conservée après 2 mois). 

Les données qui précèdent nous ont permis d'établir des 

conditions de conservation de l'activité enzymatique. 

Nous préconisons de stocker les fractions actives en 

présence de glycérol 30% à - 20°c. 

Il serait intéressant de tester la conservation de 

l'activité enzymatique en présence de glycérol 50 % à 

basse température ainsi qu'à différentes concentrations 

de glycérml ou d'éthylène glycol combinées. 



3.3.2. La cinétique enzymatique 

La réaction catalysée par la poly (A)-polyrnérase est 

une réaction à deux substrats, que l'on schématise 

comme suit 

' R2 
S1 - AMP + PPi 

où s 1 est un polyribonucléotide 

Ainsi, dans une première étape, dite d'initiation, de 

l'AMP est lié à l'extrémité 3'0H du s1 (ARNr). 

39. 

Mais au cours des étapes suivantes, constituant l'élongation, 

cet ARNr adénylé produit de la première réaction devient 

à son tour substrat de la réaction catalysée par la poly(A)

polymérase. 

ARNr - AMP + ATP --➔) ARNr - A - A+ PPi 

ARNr -(A) l + ATP ~ ARNr - A + PPi n- n 

où A symbolise AMP. 

Notre méthode de mesure de l'activité enzymatique ne 

nous permet pas de distinguer les différentes étapes. 

En effet, nous mesurons la radioactivité c'est-à-dire 

l'incorporation d'AMP radioactif dans l'ARNr dont la 

queue de poly(A) est présente à différents stades de 

synthèse. 
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Fig 44 : évolution de l'activité en fonction du temps. 



40. 

Les réactions d'initiation et d'élongation peuvent 

répondre différemment à des variations de concentration 

en substrat (ARN et ATP) ou en enzyme (Edmonds, 1982). 

Par conséquent, le graphe de la vitesse de réaction que 

nous établissons en fonction de la concentration en 

ARNr nous permettra d'évaluer la cinétique d'un phénomène 

global d'incorporation d'AMP dans l'ARN. 

Ce graphe ne nous permet pas de tirer des conclusions 

quant à la cinétique des réactions d'initiation et 

d'élongation. 

Soulignons que l'étude systématique et approfondie je la 

cinGtique enz~rnatique ne rentre pas dans le cadre de notre 

travail. 

A. Evolution_de_l'activité_en_fonction_du_temEs 

L'activité (nombre de µmoles de produits formées) 

(Fig. 41) augmente en fonction du temps pendant 30 

minutes environ (valeur retenue comme temps d'incubation 

d'un test). 

Cette augmentation est suivie d'une brutale diminution 

de l'activité enzymatique pendant 20 à 30' puis cette 

activité réaugmente. 

Pour ce qui concerne cette dernière augmentation 

d'activité, nous ne trouvons pas d'explication plausible. 

Quant à la chute d'activité après 30', nous émettons 

plusieurs hypothèses. 

Selon la première, la réaction catalysée par la poly(A)

polymérase serait réversible. 

Avromova et ses collaborateurs (Avrarnova et al., 1980) 

proposent que la poly(A)-polymérase purifiée à partir de 

cellules tumorales serait capable de catalyser la 

dégradation de la queue de poly(A) en présence d'une 

accumulation de pyrophosphate inorganique. 

De manière à tester cette hypothèse, il faudrait 

mesurer l'effet d'un apport de différentes quantités 

de pyrophosphate dans le mélange réactionnel après 

20' d'incubation. 
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La seconde hypothèse suggère que la baisse de 

radioactivité incorporée serait due à une diminution 

de la quantité d'ATP (substrat) disponible, la 

concentration en substrat deviendrait dès lors un 

facteur limitant. 

Pour tester cette hypothèse, nous avons ajouté une 

quantité d'ATP égale à celle de départ dans le mélange 

réactionnel, ceci après un temps d'incubation de 60' 

et de 110' (Fig.4S 1. 

Avant l'addition d'ATP, on observe une diminution de 

la radioactivité incorporée. Dès que l'on ajoute de 

l'ATP, la radioactivité incorporée réaugmente pour 

une durée de temps limitée à 20'. 

Nous en concluons qu'apr8s30' de réaction,la concentration 

en ATP devient un facteur limitant dans le milieu réactionnel. 

Dans une troisième hypothèse, la chute de radioactivité 

incorporée serait expliquée par l'action de nucléases 

(présentes dans la fraction active) dégradant la queue 

de poly(A). 

B. Evolution de l'activité en fonction de la concentration -------------------------------------------------------
en substrat ARNr. 

Dans les conditions de saturation en ATP, nous avons 

mesuré l'activité en fonction de la concentration en 

ARN r (Fig . 46 ) . 

La cinétique du phénomène global d'incorporation d'AMP 

semble être du type Hichaelis-Mentem. 

Un programme implémentant l'algorithme de Levenberg

Marquardt a été utilisé pour ajuster l'équation de 

Michaelis-Mentem aux valeurs expérimentales par la 

méthode des moindres carrés non-linéaires. 
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Rappelons que la vitesse de la réaction est liée à 

la concentration en substrat par la relation suivante 

v = Vmax 
s 

S + KM 

où v = la vitesse de la réaction 

Vmax = la vitesse maximum 

S = la concentration en substrat 

KM= la constante de Michaelis-Mentem 

Dans ce graphique (Fig. 46) v correspond à l'activité 

exprimant les CPM mesurés dans le précipité après 

30' d'incubation. 

Soulignons que l'activité est toujours exprimée en 

CPM. 

La conversion en nombre d'unités enzymatiques (où 1 

unité enzymatique correspond à l'incorporation en 30' 

d'l nmole d'AMP (à partir d'ATP) dans le matériel 

précipité au TCA) a été réalisée dans le tableau 

d'activité spécifique (Fig. 37). 

Vmax est évalué à 14.000 CPM 

KM est évalué à0,13mg/ml d'ARNr 

D'après cette estimation, l'activité atteinte lorsque 

la concentration en ARNr est de 0.5 mg/ml serait proche 

bien qu'inférieure à l'activité maximale. 

~our obtenir une plus grande précision dans l'estimation 

des paramètres, il aurait été nécessaire de mesurer 

l'activité pour des concentrations en substrats inférieures 

à 0,16 mg/ml. 

Dans des expériences futures, pour confirmer les valeurs 

de KM et de Vm, il serait nécessaire de réaliser des 

réplicats pour des concentrations en ARN avoisinant 

le KM et d'autres concentrations en ARN pour lesquelles 

la vitesse est moindre. 

J 
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3.3.3. Activité en fonction de la concentration en enzyme 

Dans les conditions de saturation en substrat (ATP = 

0,5 mM; ARN= 1 mg/ml) l'incorporation d'AMP est propor

tionnelle au volume de la fraction active utilisée, et, 

donc à la concentration en enzyme (Fig. 47). 

3 .3 .4. Recherches des optima 

A. Influence_des_ions_bivalents_:_Mg2+L_Mn 2+ 

La réaction de polyadénylation est dépendante de la 

présence d'ions bivalents Mn2+ ou Mg 2+ 

Ainsi, nous obtenons une incorporation optimale 

d'AMP (Fig. 48) pour une concentration en MnC1 2 
égale à 1 rnM. 

D'autre part, en présence d'MgC1 2 , on observe une 

incorporation optimale d 'AMP (Fig. 4,9) pour une 

concentration en MgC1 2 égale à 2 mM. 

La valeur optimale pour Mgcl 2 représente 50 % de 

l'activité optimale mesurée en présence de Mncl 2 . 

D'après plusieurs auteurs (Edmond, 1983; Rose et 

Jacob, 1977) la concentration optimale en cations 

bivalents est liée à celle de la concentration en 

ATP. 

De manière à pouvoir comparer nos résultats à ceux 

obtenus précédemment par les auteurs (Fig. 21) . 

sur les poly(A)-polymérases de levure, nous avons 

utilisé les mêmes concentrations en ATP soit 0,5 rnM 

t . M 2+ t. Mg 2+ op imum n op .1.ffium act. opt. 

e xtrait de levure (Haff et Keller 75 

activité pic I 

activité pic II 
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On s'aperçoit que nos résultats ne s'accordent que 

partiellement avec ceux proposés par les auteurs. 

En fait, les méthodes de purification de l'enzyme 

ainsi que la source enzymatique sont différentes 

dans les 2 travaux de références concernant la 

levure. 

Les conditions de préparation que nous avons mises 

au point sont également différentes. 

44. 

Aussi, les différences d'exigences en cations bivalents 

que nous venons d'évoquer pourraient être dûes d'une 

part aux différentes poly(A)-polymérases qui ont fait 

l'objet de ces travaux, d'autre part à la méthode de 

purification propre à chaque protocole. 

Soulignons que Haff et Keller suggèrent l'existence 

de 3 poly(A)-polymérases chez la levure. 

De même, chez d'autres organismes, plusieurs types 

de poly(A)-polymérase ont été isolées. 

Ces polymérases ont été classifiées notamment sur base 

de leur spécificité pour des cations bivalents. 

Il semble pourtant que ce critère de classification 

soit discutable, les exigences en cations bivalents 

étant variables en fonction de la concentration en 

ATP, du type d'amorce, du mode de préparation (Edmonds 

1982; Rose et Jacob, 1977). 

Ainsi, par exemple, on a pu montrer que pour une même 

enzyme, à savoir la poly(A)-polymérase nucléaire liée 

à la chromatine, il suffisait de la libérer de la 

chromatine pour que son exigence ionique change et 

devienne identique à celle de la poly(A)-polymérase 

libre (Mn 2+). 

B. Influence_du_EH 

L'influence du pH sur l'incorporation d'AMP est 

mesurée dans du tampon phosphate 50 mM dans une 

gamme de pH allant de 5 à 7 et dans du tampon Tris 

50 mM dans une gamme de pH de 7 à 9. 
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Le graphique (Fig. 50) nous montre que le pH est 

optimum à 8,5. 

45. 

Il est à noter que chez divers organismes, les poly(A)

polyrnérases sont actives dans une gamme de pH comprise 

entre 7 et 9. 

D'après les données de Haff et Keller, la valeur de 

pH 8,5 est aussi optimale pour une poly(A)-polyrnérase 

de levure. 

C'est cette valeur qui nous a servi pour la recherche 

d'une activité enzymatique. 

C. Influence_de_la_temEérature 

La figure 51 montre l'influence de la température sur 

l'incorporation d'AMP. La température optimale est 

située à 30°C; c'est à cette température que la 

levure se multiplie. 

3.3.5. Effet de la concentration en Ara-ATP 

L'Ara-ATP 9-8-D arabinofuranosyladénine triphosphate) 

(Fig. 52) analogue structurel de l'ATP, pourrait également 

être son analogue fonctionnel et inhiber des réactions 

nécessitant l'ATP. 

Les travaux de Rose et Jacob (1978) sur les noyaux de 

foie de rat (Rose et Jacob, 1978) montrent que l'Ara-ATP 

inhibe la poly(A)-polyrnérase nucléaire libre et celle 

liée à la chromatine. 

D'après leurs résultats, une inhibition de 50 % de 

l'activité de la poly(A)-polymérase liée à la chromatine 

s'observe pour une concentration en Ara-ATP de 17 ug/ml 

alors que la concentration de 120 ug/ ml provoque une 

inhibition comparable de l'activité de la poly(A)-poly

mérase libre. 

En outre, à des concentrations aussi élevées que 120 ug/rnl, 

l'Ara-ATP a un effet négligeable sur l'ARN polyrnérase. 

Cette sélectivité de l'Ara-ATP pour la poly(A)-polymérase 

la différencie d'un autre inhibiteur cité dans la 

littérature, le 3'dATP (Edrnonds, 1983). 
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Nous avons donc choisi de tester l'effet de l'Ara-ATP 

sur l'activ,ité poly(A)-polymérasique que nous avons mise 

en évidence. 

La figure 53 nous montre la variation d'incorporation 

d'AMP en fonction de la concentration en Ara-ATP. 

46. 

Nous observons une inhibition de~ 70% de l'incorporation 

d'AMP pour une concentration en Ara-ATP égale à 20 µg/ml. 

Dans la continuation du travail, la détermination du 

type d'inhibition (inhibiteur compétitif ou non compétitif) 

pourrait se faire selon deux méthodes : celle de Linneweaver

Burk d'une part et de Dixon d'autre part. 
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IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

La présence d'une queue de poly(A) à l'extrémité 3' de la 

plupart des ARNm d'eucaryotes est un argument en faveur d'une 

fonction importante de cette structure dans la régulation 

de l'expression génétique. 

A l'heure actuelle, les rôles qui sont attribués à la queue 

de poly(A) et le mécanisme de polyadénylation ne sont pas 

encore clairement connus. 

Notre travail s'inscrit dans une perspective de clonage du (des) 

gène{s) de la (des) poly(A)-polymérase(s) chez la levure 

S. cerevisiae . 

La première étape, essentielle à cette approche génétique 

consiste à purifier la (les) enzyme(s) catalysant la 

réaction de polyadény lation et de la (les) caractériser 

biochimiquement. 

Pour ce faire, nous avons recherché une activité poly(A)-polymérase 

dans un surnageant (appelé Sn 65) obtenu par centrifugations 

successives d'un lysat de levure. 

N'ayant pu mettre en évidence une activité dans le surnageant, 

nous l'avons appliqué sur une colonne échangeuse de cations 

(CM-sépharose). 

Nous avons détecté une activité poly(A)-polymérasique dans les 

fractions éluées à une force ionique correspondant~ une 

concentration en NaCl comprise entre 200 et 300 mM. 

Nous avons montré par séparation par électrophorèse en gel 

agarose/formaldéhyde que l'ARN ribosomique incubé dans un 

mélange réactionnel en présence de fractions actives était le 

substrat d'une incorporation significative d'AMP 

Nous avons caractérisé l'activité enzymatique mise en évidence 

après chromatographie sur échangeuse de cations. 

L'ac tiv ité enzymat i que se traduit par une augmentation de 

l'incorporation d'AMP au cours du temps (au moins pendant les 

30 premières minutes). 



La pH optimum de l'enzyme est de 8,5. 

L'activité enzymatique est optimale à une température de 

30°c. 

48. 

La présence de cations bivalents est essentielle, la poly(A)

polymérase marque une nette préférence pour le manganèse avec 

un maximum d'activité pour une concentration de 1 rnM. 

Le phénomène global d'incorporation d'AMP sur l'ARNr catalysée 

par l'enzyme que nous avons isolée semble suivre une cinétique 

de type Michaelis-Mentem. 

Cette activité enzymatique est inhibée de manière radicale 

en présence d'un analogue de l'ATP, l'Ara-ATP décrit dans la 

littérature comme inhibiteur spécifique de la poly(A)-polymérase. 

Dans la continuation de ce travail, il faudrait poursuivre 

la purification de l'enzyme : une chromatographie d'affinité, 

par exemple l'ATP-sépharose pourrait accroître l'activité 

spécifique. 

Une fois l'enzyme purifiée, le gène de la poly(A)-polymérase 

serait cloné. 

La stratégie de clonage envisagée pourra être la suivante : 

le microséquençage de l'extrémité N-terminale de la protéine 

purifiée permettra d'en déduire une ou plusieurs séquences 

oligonucléotidique(s ) . 

Ces oligonucléotides marqués terminalement serviront au 

criblage d'une banque génomique de levure. 

De cette façon, un clone portant l'entiereté du gène de la 

poly(A)-polymérase sera isolé à partir de la banque génomique. 

On déterminera alors si le gène, c'est-à-dire la fonction 

Poly(A)-polymérase est essentielle ou non à la viabilité de 

la levure. 

Un mutant (conditionnel si le gène est essentiel) de levure 

pour le gène de la poly(A)-polymérase sera créé et comparé 

à la souche isogénique sauvage. 

Ainsi, on pourra identifier les étapes de l'expression 

génétique affectées par l'absence d'une activité poly(A)

polymérase. 
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