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Résumé

Le génome du virus de la mosaique du navet (TuMV) induit une
traduction trés efficace puisque l'infection conduit rapidement a
I'accumulation de grandes quantités de protéines virales dans la
cellule. Afin de déterminer les causes de ce phénoméne, nous
avons exploré le réle de la région 5' non traduite (5'NTR) sur la
traduction.

La région 5' non traduite (5'NTR) du virus de la mosaique du navet
(TuMV) a été fusionnée 2 des génes rapporteurs (capside du TuMV
et R-glucuronidase). Des transcrits synthétiques ont été produits
avec la polymérase du phage T7 en présence ou en absence
d'analogue de coiffe. La traduction in vitro de ces transcrits a
démontré l'indépendance face a la coiffe. Les genes de fusion,
sous contréle d'un promoteur de plante, ont été introduits dans
des suspensions de cellules de tabac par transfert biolistique et
le taux de synthése protéique mesuré. Le 5'NTR du TuMV augmente
la traduction de la R-glucuronidase de 7 (£4) fois. La séquence
complémentaire au 5S'NTR du TuMV a été synthétisée et fusionnée
au géne de la R-glucuronidase. L'augmentation de traduction est
similaire a celle obtenue avec la séquence virale, indiquant
qu'aucune séquence spécifique n'est responsable de l'effet sur la
traduction. Une séquence formant une structure stable a été
introduite en amont du 5'NTR viral; |'analyse des cellules
bombardées indique la présence d'entrée directe du ribosome sur
le S'NTR du TuMV. De plus I'absence de structure secondaire de ce
S'NTR faciliterait aussi !'initiation de la traduction telle que
décrite par le modéle classique du balayage.
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Li I bréviati

Région 5' non traduite.

Deux fragments protéiques dérivés de la
polyprotéine du TuMV.

Promoteur de transcription de I'ARN majeur (35
svedberg) du virus de la mosaique du chou-fleur.
Petite sous-unité du ribosome eucaryote.
Complexe de pré-initiation de la traduction
eucaryote dépourvu d'ARN messager.

Complexe de pré-initiation de la traduction chargé
d'un ARN messager.

Grande sous-unité du ribosome eucaryote.

Ribosome eucaryote.

Adénine.

Acide désoxyribonucléique.

ADN complémentaire, synthétisé a partir d'un ou de
plusieurs ARN.

Virus de la mosaique de la luzerne (Alfalfa mosaic
virus).

ARN simple brin, codant.

-...ACide ribonucléique.



Bissssissssnssasssniansnss nombre de base d'acide nucléique.

(o~ TR Approximativement.
o . | Protéine liant la coiffe, (cap binding protein).
| P — Protéine qui forme les corps d'inclusions

cylindriques, (cylindrical inclusion).

CPuecrtrenesernnens Protéine d'enveloppe, (coat protein).

5 - P Dalton.

DEPC......ccoenue... Diéthyle pyrocarbonate.

I8 ] [ DR— Acide d'éthyléne diamine tétra-acétique.

-] | e — Facteur d'initiation de la traduction eucaryote,

(eukaryotic initiation factor).

- THR——— Guanine.

GDP .. Guanosine di-phosphate.

[C) OO Guanosine tri-phosphate.

GUS ousnsesscsiins R-glucuronidase.

HC..oeecrervenaene Facteur d'aide, (helper component).
Fa\s O Enthalpie de fusion.

met-tRNA|....ARN de transfert initiateur chargé.
1| L cTR— 7-méthyle guanosine.
4-MU.................4-méthyle umbellyférone.



MUG......cccounvreeee. Méthyle umbellyféryl-glucuronide.
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1 R — Uracile.



VPg..occormnen PrOtéine virale liée au génome.



Introduction

Bien que les modéles de ['initiation de la traduction
procaryote et eucaryote soient assez bien établis (Kozak, 1992a;
Merrick, 1992; Gallie, 1993) il existe un certain nombre
d'exceptions trouvées principalement chez les virus ARN positifs
(Sonenberg et Meerovitch, 1990; Kozak, 1986; 1992b) mais
également chez des ARN messagers cellulaires (Macejak et
Sarnow, 1991) pour lesquels le modéle désormais classique du
balayage (ou scanning) apparait insuffisant. Des séquences qui
servent littéralement de pistes d'atterissage au ribosome sont
identifiées, dont l'existence était prédite par le nouveau modéle
d'entrée directe du ribosome sur la région non traduite de ces ARN

messagers, en amont du codon d'initiation.

Le TuMV posséde un génome d'ARN et plusieurs évidences
indiquent une relation évolutive étroite avec les picornavirus (les
premiers virus ou l'entrée directe a été identifiée). Les régions 5'
non traduites (5'NTR) des virus de plantes élévent la traduction
dans plusieurs cas (Gallie, 1993) et certains permettent l'entrée
directe du ribosome. Le S'NTR du TEV augmente la traduction des
génes rapporteurs et léve la dépendance face a la coiffe.

Dans ce travail, nous avons vérifié la capacité du 5'NTR
du TuMV a augmenter la traduction de génes rapporteurs et, le cas
échéant, 2 comprendre la fagon par laquelie cet effet prend lieu.



Quel est le besoin de la présence de la coiffe sur I'ARN messager?
Une séquence précise, contenue dans le 5'NTR est-elle essentielle
aux effets sur la dépendance face a la coiffe et sur |'élévation de
la traduction (s'il en est)? Et finalement, la traduction est-elle
compatible avec le modeéle du balayage ou avec celui de I'entrée

directe?

Dans la revue bibliographique, nous verrons rapidement
la taxonomie des potyviridae qui ont récemment été homologués
au statut de famille; la biologie du TuMV; les homologies avec les
picornavirus; avant de considérer le contréle de l'initiation de la

traduction chez les eucaryotyes tel que vu par les virus.



2. Revue bibliographique
2.1. Les potyviridae

Les virus de plantes sont identifiés grace aux relations
qu'ils entretiennent avec leurs hoétes: les espéces infectées, le
type de symptdmes qu'ils y produisent et le mode de transmission
utilisé. Chez les potyvirus cependant, les infections mixtes sont
fréquentes. Encore récemment, une «souche pure» du virus de la
mosaique de la canne a sucre (Shukla et coll., 1992a; Jensen,
1992) de méme que deux sérotypes du virus de la mosaique du
haricot (Ventten et coll.,, 1992) ont été séparés en six espéces
différentes. Aussi, la notion de souche pure est utilisée avec
prudence (Ohki, 1992). D'autre part, a cause du manque de
spécificité des sérums disponibles de méme que de la complexité
et de l'incohérence des relations sérologiques entre les potyvirus

(Shukla, 1992b) le classement des potyviridae a été retardé.

La classification précise des potyvirus est encore
compliquée par leur variabilité biologique: la sévérité des
symptomes varie souvent de souche en souche, la capacité a étre
transmis par un vecteur peut étre aquise ou perdue et les corps
d'inclusions cytoplasmiques sont variables chez un méme virus
(Lecoq et Purcifull, 1992). L'infection potyvirale produit des
cylindres concentriques incomplets et torsadés dans le
cytoplasme (Matthews, 1991; Edwarson, 1992). On distingue



quatre types de ces inclusions cytoplasmiques et, bien que cette
classification soit utile au diagnostic, elle n'est pas utilisée en
systématique a cause d'une certaine variabilité. Le virus Y de la
pomme de terre (PVY) par exemble, produit tantdt l'un et tantdt
un autre des types d'inclusion cylindrique (Edwardson, 1992).
Quant au TuMV, il est de type 3 ou 4 selon la souche (Edwardson
et Christie, 1986).

Néanmoins, les potyviridae forment la famille la plus
importante des virus de plantes (Goldbach, 1992) avec 180
membres répertoriés a ce jour (Ward et Shukla, 1991). Quatre
genres sont définis selon leurs vecteurs de transmission: les
bymovirus sont transmis par les champignons, les ipovirus sont
transmis par les mouches blanches, les rymovirus sont transmis
par les mites et les potyvirus sont transmis par des aphidiens
(des pucerons) (Barnett, 1992). Les groupes de virus difficilement
distingués par la morphologie ou la sérotypie constituent un
sérogroupe. Le genre potyvirus comprend quatre sérogroupes dont
celui qui comprend le TuMV et le PVY. Le PVY est le membre type
des Potyviridae.

2.2. Importance du TuMV

Décrit en 1921 pour la premiére fois (Shultz, 1921), le
TuMV est le plus important des potyvirus puisqu'il infecte au



moins 299 espéces de 147 genres et 39 familles végétales. 89
espéces d'aphidiens sont rapportées capables de transmettre
I'infection (Edwardson et Christie, 1986). 23 espéces de
Nicotiana sont susceptibles a l'infection de méme que
Chenopodium amaranticolor et C. quinoa qui sont d'excellentes
espéces témoins (Edwardson et Christie, 1986). De méme,
Arabidopsis thaliana subit un important retard de croissance
lors de l'infection par le TuMV rendant possible la recherche d'un
géne de résistance au TuMV (M. Fortin, communication
personnelle). Le TuMV infecte également la fleur de giroflée ou
elle produit de trés jolis patrons de dépigmentation (Matthews,
1991).

2.3. Organisation microscopique du TuMV

2.3.1. Morphologie du virion

Les potyvirus sont des filaments flexibles monopartites
constitués d'un ARN simple brin d'environ 3,5 MDa, équivalent a
5% de la masse du virion. L'ARN est lié en 5' a une protéine virale
(la VPg) et enveloppé d'environ 2000 copies de la protéine de
capside (Matthews, 1991). La longueur rapportée du filament
varie de 680nm a 900nm (Barnett, O.W., 1991) et son diamétre est
d'environ 11nm. Le virion est de symétrie hélicoidale avec un pas

de vis de 3,4 nm. La variation dans la taille rapportée est



probablement due au bris des particules lors de |'extraction et de

la purification du virus.

2.3.2. Structures cellulaires dues 2 I'infection

En plus des corps cylindriques caractéristiques de
I'infection par les potyviridae on retrouve des corps d'inclusions
amorphes qui sont soit cytoplasmiques ou nucléaires. Notamment,
le TuMV provoque l'apparition d'agrégats laminaires dans la
cellule. Bien que ces agrégats ne soient pas visibles en
microscopie optique, on peut les distinguer en microscopie

électronique (Edwardson et Christie, 1986).

Une protéine virale impliquée dans la transmission par
les aphides (Riechmann et coll., 1992), le facteur d'aide (HC), a
été identifiée en association 3 des corps amorphes d'inclusions
cytoplasmiques. Ces corps d'inclusions sont retrouvés suite a
I'infection par des virus du genre potyvirus comprenant les
souches produisant les inclusions cylindriques du type 4 de TuMV
et de PVY. Contrairement aux corps d'inclusion cylindriques
cytoplasmiques, ces inclusions amorphes sont colorées par
I'Azure A, indiquant la présence d'acides nucléiques (Edwardson,
1992).



2.4. Organisation moléculaire du TuMV
2.4.1 Le génome et la stratégie d'expression du TuMV

Le génome des potyvirus consiste en un brin d'ARN
d'environ 10kb, porteur d'une VPg en 5' et polyadényié en 3'
(Dougherty et Carrington, 1988; van Vlotten-Doting et Neeleman,
1982). Six potyvirus ont été séquencés a date, dont le TuMV
(Nicolas et Laliberté, 1992). Aucune évidence d'ARN sous-
génomique n'a été rapportée (Shields et Wilson, 1987). Le génome
des potyvirus comprend un cadre de lecture unique (van Viotten-
Doting et Neeleman, 1982) lequel est traduit en polyprotéine
(Shields et Wilson, 1987) qui subit ['autoprotéolyse (Riechmann
et coll., 1992) selon un modeéle analogue a celui des picornavirus
(Matthews, 1991; Goldbach, 1992).

Le cadre de lecture du TuMV occupe la majorité des 9831
nucléotides qui le constituent. Les 129 premiers nucléotides
constituent la région S' non-traduite (5'NTR) et la région 3' non-
traduite mesure 213 nucléotides plus la queue de polyA (Nicolas
et Laliberté, 1992).

Considérant la stratégie monocistronique des potyvirus,
les protéines sont vraisemblablement toutes synthétisées en
quantités égales lors de l'infection conduisant a I'accumulation
de certaines protéines dans la cellule infectée (i.e.: il faut 2000
copies de CP et une seule copie de VPg par virion). Par exemple, la



protéine Nla produit une inclusion amorphe (Matthews, 1991)
mais n'est en fait qu'un produit immature comprenant un site de
clivage peu utilisé et les protéines matures sont la VPg et la
protéase majeure (Dougherty et Parks, 1991; Laliberté et coll.,
1992) lesquelles ne sont nécessaires qu'en faibles quantités.
Chez les potyvirus, la traduction de la polyprotéine compléte doit
suffire a la production des protéines nécessaires en grandes
quantités. Le probléme se pose dans les mémes termes chez tous
les virus a ARN positif (+ARN) monopartites @ maturation de
polyprotéines, notamment les picornaviridae. D'autres virus +ARN
utilisent des stratégies complémentaires: le virus de la mosaique
jaune de l'orge du genre bymovirus des potyviridae de méme que
les comovirus et les nepovirus sont bipartites et la traduction
séparée des brins introduit un niveau de régulation de synthese

protéique supplémentaire.

2.4.2. Les protéines du TuMV

Le génome du TuMV code pour au moins dix protéines matures
lesquelles sont présentées a la figure 2.1 de méme que les rbles
associés a ces protéines chez les potyvirus.



figure 2.1.: Génome et protéines du TuMV

P1: protéine No1; HC-PRO : facteur d'aide-protéase
(helper-component); P3 : protéine No3; 6k1 : protéine de 6kDa No1;
Cl : inclusion cylindrique; 6k2: protéine de 6kDa No2; VPg:
protéine virale liée au génome (viral protein genome linked); PRO:
protéase majeure; REP: ARN polymérase-ARN dépendante; CP:
protéine de capside.

Schémas modifiés a partir de Nicolas et Laliberté, 1992
et de Riechmann et coll.,, 1992. Information sur la P1 tirée de

Soumounou et Laliberté, 1994.



6K1 6K2

P1 {HC-PRO}P3 Cl PRO CP =
VFg
PROTEINE PARTICULARITES FONCTIONS
P1 Lie | e Hocldisies Mouvement cellule -
ie les acides nuciéiques. celiule ?
: . . Transmission par les
HC-PRO Région riche en cysteine. aphides et protéase.
Acides aminés typiques des
protéases & cystéine.
P3 Similitudes avec la 32K Pas de réle connu.
du CPMV.
6K1 Suite d'acides aminés hydrophobes. Réplication ?
Cl Membre de !a famille DEAD. Replication ?
Similitudes avec des hélicases. Hélicase ARN dépendante.
6K2 Suite d'acides aminés hydrophobes. Réplication ?
T Réle structural,
VPg Protéine liée au génome. Réplication ?
PRO Acides aminés typiques des Maturation de polyprotéine.
protéases a sérine,
REP Patrons des ARN polymérases- ARN Réplication ?
dépendantes.
cP Présence du bloc (I/V)DAG. Encapsidation.



Le génome +ARN des potyvirus est utilisé pour la traduction mais
sert également de gabarit 2 la synthése de nouveaux brins par
I'intermédiaire d'une copie en négatif. Cette réplication est
accomplie par la réplicase (REP) qui est une ARN polymérase-ARN
dépendante.

La réplicase des potyvirus introduit probablement des
erreurs dans les nouveaux brins d'ARN, produisant des populations
hétérogénes dans les plantes infectées (Steinhauer et Holland,
1987). La possibilité que ce peu de fidélité dans la réplication
soit a l'origine de la variabilité biologique observée chez de
nombreux potyviridae a été soulevée (Lecoq et Purcifull, 1992).
Ce manque de fidélité dans la réplication est critique pour
I'initiation de la traduction dans la mesure ol celle-ci dépend de
la séquence précise du S5'NTR, point que nous aborderons bientdt.

Le motif DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) a récemment été
identifié comme point commun entre quelques protéines, munies
d'activité NTPasique, isolées chez des virus, des bactéries et
méme chez 'humain (Linder et coll.,, 1989). On trouve parmi ces
protéines le facteur d'initiation eucaryote de la traduction elF-
4A (Pause et Sonenberg, 1992), plusieurs protéines impliquées
dans I'épissage (Company et coll., 1991; Wassarmann et Steitz,
1991) et des protéines virales: la protéine 2C du poliovirus
(Teterina et coll., 1992; Mirzayan et Wimmer, 1992), la protéine
NS3 des flavivirus et la protéine Cl des potyvirus (Lain et coll.,
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des potyvirus (Lain et coll.,, 1989; Lain et coll., 1990). On associe
a ces protéines un rdle d'hélicase en vue de leurs affinités pour
les acides nucléiques, de leurs activités NTPase-ARN dépendantes
(Koonin, 1991) et de leur importance in vivo dans la réplication
du poliovirus (Teterina et coll.,, 1992).

Puisque la Cl partage des homologies fonctionnelles et
probablement évolutives avec |'elF-4A, il est possible qu'elle soit

impliquée dans l'initiation de la traduction des potyvirus.

2.5. Le super groupe des «picorna-like»

Les homologies que partagent les potyviridae aux
picornaviridae sont nombreuses et s'étendent aussi aux nepovirus
et comovirus. Les principaux points d'homologie sont (Goldbach,
1992): un +ARN muni d'une VPg et d'une queue polyadénylée ol I'on
ne trouve qu'un seul cadre de lecture et dont la polyprotéine
s'autoprotéolyse; des homologies de protéines non-structurales,
la hélicase (motif DEAD), la polymérase (Rep chez certains
potyvirus) et la protéase majeure (protéase a cystéine) dont les
motifs sont partagés entre les virus du super groupe; et l'ordre
dans lequel ces protéines sont trouvées sur le génome: 5'-
hélicase-VPg-protéase-polymérase-3'. L'organisation de cette
classe de virus laisse percevoir une évolution par cassette avec

mutations rapides indépendantes subséquentes et témoigne d'une
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proximité évolutive entre ces groupes de virus (Strauss et
Strauss, 1988) laquelle se refléte possiblement dans le mode
d'initiation de la traduction.

2.6. La régulation post-transcriptionnelle eucaryote
2.6.1. Vue d'ensemble

Apres les systémes d'activation/répression des geénes et
I'épissage des ARN messagers, la régulation génique repose sur le
contréle de la traduction. L'homéostasie cellulaire dépend de la
gestion serrée des priorités entre les ARN messagers et de
I'ajustement fin de l|'appareil de traduction (taux de traduction
global et taux spécifique a I'ARN messager).

La traduction est divisée en trois étapes: initiation,
élongation et terminaison. Un certain contréle de la synthése se
produit a I'élongation, laquelle dépend de la disponibilité des ARN
de transfert chargés, de la longueur et de la structure secondaire
de I'ARN messager et de la présence de sites de pause du
ribosome (Kim et Hollingsworth, 1992). L'initiation reste
pourtant I|'étape critique du contrbéle de la traduction et
I'élongation peut é&tre considérée comme une suite de réactions
irréversibles (Godefroy-Colburn et Thach, 1981). L'efficacité de
traduction est donc proportionnelle a la fréquence d'initiation.



La régulation post-transcriptionnelle dépasse le cadre
de ce travail et le lecteur intéressé a d'autres aspects peut se
référé a des articles de revues, notamment: Kozak, 19923a;
Merrick, 1992; Gallie, 1993. De méme, la durée de vie des
molécules impliquées, leurs activation/inhibition et autres
modifications post-traductionnelles concernent d'autres sphéres

de la biochimie et ne retiendront pas notre attention ici.

2.6.2. Le mécanisme d'initiation de la traduction

Le mécanisme d'initiation de la traduction eucaryote est

présenté a la figure 2.2.

Le complexe de pré-initiation (43S) reconnait I'ARN
messager lorsqu'il est complexé aux facteurs elF-4F et elF-4B
puis il localise le codon d'initiation avant de libérer les facteurs
d'initiation et de s'associer a la grande sous-unité du ribosome,

produisant le complexe d'initiation propice a |'élongation.
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figure 2.2. : Initiation de la traduction eucaryote
(Merrick, 1990)

elF : facteur d'initiation eucaryote.

40S : petite sous-unité du ribosome.

60S : grande sous-unité du rjbosome.

m?G : coiffe des ARN messagers.

met-tRNAj : ARN de transfert initiateur chargé.
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2.7. Régulation de l'initiation
2.7.1. Modulation globale de [I'initiation

La cellule exerce un contréle global sur la traduction en
modifiant trois facteurs: la quantité de ribosomes actifs, la
disponibilité des ARN de transfert initiateurs chargés et I'état de
phosphorylation des facteurs d'initiation (voir Kozak, 1992a pour
une liste des facteurs phosphorylés) dont l'elF-2 est un cas
fameux. De plus, la traduction est sensible a fa balance
énergétique; le facteur elF-2B, par exemble, a 100 fois plus
d'affinité pour le GDP que pour le GTP (Merrick, 1990; 1992).

2.7.2. Compétition des ARN messagers

La régulation de l'expression individuelle des protéines
se fait a deux niveaux: la reconnaissance de I'ARN messager et |a

localisation du codon d'initiation.

En vue des exceptions répertoriées, ces deux points font

I'objet de controverses. Voyons d'abord les modéles actuels.
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figure 2.3. : Reconnaissance de I'ARN messager

Tiré de Thach, 1992.
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2.7.2.1. La reconnaissance de I'ARN messager.

La figure 2.3 schématise la reconnaissance coiffe-
dépendante de I'ARN messager.

L'affinité différentielle des facteurs elF-4F et elF-4B
pour les ARN messagers et la quantité limitante de ces facteurs
imposent une compétition entre les ARN messagers (Godefroy-
Colburn et Thach, 1981; Thach, 1992).

Le facteur elF-4F est composé de trois sous-unités:

elF-4E: 24kDa. Egalement nommée CBP pour Cap Binding Protein
(ou protéine liant la coiffe). Purifiée grace a son affinité
pour la coiffe et associée au elF-4F (Voir Merrick, 1992)
on la croit responsable du premier contact avec I'ARN

messager.

elF-4A: 50kDa. Une hélicase ATP-dépendante, de la famille des
protéines DEAD. Elle sert probablement a déstructurer le
bout 5' des ARN messagers reconnus par elF-4E (Blum et
coll.,, 1992).

p220: 220kDa. Impliquée dans l'initiation de la traduction et
trouvée en association avec elF-4F (Etchison et coll.,
1982), cette protéine y tient possiblement un rdle

structural.
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Le facteur elF-4B a été séquencé (Milburn et coll.,, 1990)
et assiste probablement elF-4A dans la déstructuration
(unwinding) de I'ARN messager (Koonin, 1991; Thach, 1992). Le
complexe elF-4F/elF-4B (ou elF-4A/elF-4B) associé a [|'ARN
messager déstructuré est capable de lier le complexe 43S de pré-
initiation (Voir figure 2.2.).

2.7.2.2. Localisation du codon d'initiation

A partir du bout 5' de I'ARN messager, le complexe de
pré-initiation 48S avance progressivement, d'une maniére ATP-
dépendante, jusqu'a ce qu'il soit positionné au premier codon
d'initiation. L'assemblage final du ribosome prend lieu et
I'élongation débute. Ceci constitue le modéle du balayage
(scanning) de Marilyn Kozak. Trois observations critiques sont a
la base du modéle: 1°) Tous les ARN messagers cellulaires sont
monocistroniques; 2°) Le codon d'initiation le plus prés du bout 5'
est généralement utilisé; et 3°) Il y a consommation d'ATP.
(Kozak, 1978).

Bien que l'efficacité de traduction ne semble pas liée a
la longueur de la région 5' non-traduite, la structure secondaire
de cette région, si elle est importante, diminue la traduction
(Kozak, 1992a). Il est bien connu également que le contexte du
codon d'initiation (les trois bases précédant et la base suivant le
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codon d'initiation) contrdle l'efficacité de l'initiation (Kozak,
1978; 1986; Litcke et coll., 1987) les ARN messagers sont donc

discréminés a ce niveau également.
2.8. Les picornavirus

La VPg des picornavirus est clivée de I'ARN viral (qui
sert également d'ARN messager) lors de la décapsidation, par un
enzyme cellulaire (Ambros et coll., 1978). Ni cet ARN, ni les
nouveaux brins d'ARN ne sont coiffés (Sonenberg et Meerovitch,
1990). Bien que les ARN messagers non coiffés soient capables
d'une certaine traduction (Kozak, 1986), quelques particularités
de la traduction des picornavirus remettent en cause le modele du
balayage, principalement le haut niveau de synthése de protéines
virales lors de l'infection qui n'est pas compatible avec la
traduction plus faible prédite par le modéle du balayage.

Les S5'NTR des picornavirus sont longs (600 a 1300
nucléotides), comprennent de multiples codons d'initiation non
utilisés et sont capables de former des structures secondaires
complexes (Dildine et Semler, 1992). Le balayage par le ribosome
serait ralenti ou méme bloqué par chacune de ces trois
particularités. Le 5'NTR des picornavirus est capable de lier des
protéines cellulaires (Del Angel et coll., 1989; Luz et Beck, 1991;
Dildine et Semler, 1992) qui pourraient &tre impliquées dans un
mécanisme de localisation du codon d'initiation différent du

balayage.
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2.9. L'interférence

Le phénomeéne d'interférence de la traduction chez I'hdte
(connu sous le nom de host shutoff) qui apparait lors de
I'infection par des picornavirus consiste en l'arrét de la
traduction de la majorité des ARN messagers cellulaires pendant
que I'ARN viral continue de subir la traduction (pour une revue
récente voir Sonenberg et Meerovitch, 1990). Chez les poliovirus,
ce phénomeéne est le résultat de [|'attaque protéolytique de la
p220 par la protéase virale 2A (Wyckoff et coll., 1990)
produisant l'arrét de la traduction coiffe-dépendante par
inactivation de I'elF-4F (Etchison et coll., 1982; Thomas et coll.,
1992).

2.10. L'entrée directe

Chez les procaryotes, le ribosome en solution se paire a
la séquence de Shine-Dalgarno présente a proximité du codon
initiateur sur I'ARN messager. Il n'y a pas reconnaissance de
structure chimique particuliere sur I'ARN ni dépense d'énergie.
Cet «atterrissage» du ribosome sur I'ARN messager est nommé
entrée directe. Ce mode d'initiation expliquerait la traduction
coiffe-indépendante et efficace observée chez les picornavirus

puisque la coiffe n'est plus nécessaire a la reconnaissance de
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'ARN messager et la complexité du S'NTR devient fortuite. Le
modeéle proposé par Jackson et coll. en 1990 implique la présence
de séquences (ou de structures secondaires) particuliéres dans le
5'NTR de I'ARN messager nommée site d'entrée directe laquelle
constitue le coussin d'atterissage du ribosome (ribosome landing
pad). Suite 3 cet «atterissage du ribosome» le balayage procéde
normalement pour localiser le codon initiateur. Le modéle est
certes incomplet, notamment en ce qui concerne le réassemblage
du ribosome avec les facteurs nécessaires au balayage lors de

I'association avec I'ARN.

La reconnaissance de I'ARN messager se fait via le bout
5' chez les eucaryotes (Kozak, 1979; Konarska et coll.,, 1981).
Néanmoins, des entrées directes du ribosome sur des 5'NTR ont
été rapportés chez des picornavirus (Jang et coll., 1988;
Meerovitch et coll.,, 1991; Pilipenko et coll.,, 1992), chez le virus
de I'hépatite C (Wang et coll., 1993), chez un comovirus (Thomas
et coll.,, 1991; Verver et coll.,, 1991), chez un luteovirus (Tacke et
coll., 1990) de méme que chez I'ARN messager d'un chaperon
cellulaire (Macejak et Sarnow, 1991) et la liste est loin d'étre
exhaustive. Or, bien que certains chercheurs remettent en cause
la validité des protocoles expérimentaux utilisés
(essentiellement les ARN bicistroniques en traduction in vitro) et
les conclusions d'entrée directe (Kozak, 1986; 1992a; 1992b) le
phénomeéne est de mieux en mieux documenté.
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2.11. Elévation de la traduction

L'augmentation de la traduction de génes rapporteurs
suite au remplacement du S'NTR de leurs ARN messagers par des
S'NTR de virus de plantes a été signalé souvent. Le cas le plus
connu est certainement celui du virus de la mosaique du tabac
(TMV) qui a été rapporté comme capable de remplacer la séquence
de Shine-Dalgarno chez les bactéries et capable d'augmenter la
traduction in vitro et in vivo dans un ensemble de systémes
procaryotes et eucaryotes (Gallie et coll., 1987a; 1987b; Sleat et
coll., 1987; 1988; Gallie et Kado, 1989). Une augmentation de
traduction jusqu'a 35 fois a été rapportée in vitro, dans des
lysats de réticulocytes de lapin et dans des extraits de germe de
blé pour le 5'NTR de I'ARN 4 du virus de la mosaique de la luzerne
(AIMV) (Jobling et Gehrke, 1987). Curieusement, ni le 5'NTR du
TMV ni celui de I'AIMV n'agit chez la levure (van den Heuvel et
Raué, 1992). Le 5'NTR d'un potexvirus (Zelenina et coll., 1992) et
ceux de deux potyvirus (Carrington et Freed, 1990; Nicolaisen et
coll., 1992) augmentent la traduction in vitro et dans des

protoplastes.

Deux ensembles de virus se distinguent ici: les virus
coiffés (TMV, AIMV et potexvirus) et les virus porteurs d'une VPg
(potyvirus, comovirus et luteovirus.) Parmi les virus a VPg, la
traduction des potyvirus est coiffe-indépendante (Carrington et
Freed, 1990) et celles des deux autres groupes supportent
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'entrée directe (section 2.10). Les potyvirus et les comovirus
font partie du super-groupe des picorna-like alors que les
luteovirus leur sont trés semblables. Bien que le phénoméne
d'interférence (host shutoff) n'ait jamais été rapporté chez les
virus de plantes et que les mécanismes d'augmentation de la
traduction soient mal compris, il est probable qu'une stratégie

d'expression commune aux virus a VPg émerge sous peu.

2.12. Structure primaire et traduction

Il est bien connu que l'initiation de la traduction chez
les procaryotes dépend de la présence de la séquence de Shine-
Dalgarno et de son positionnement correct sur I'ARN messager.
Cependant, aucune telle séquence n'a été identifiée chez les
eucaryotes. L'analyse comparative d'un grand nombre de séquences
environnant immédiatement le codon d'initiation a dégagé une
séquence consensus (Kozak, 1978) laquelle est légerement
différente chez les plantes et chez les mammiféres (Litcke et
coll.,, 1987). Ces séquences étant ubiquitaires n'expliquent pas les
effets de potentialisation de la traduction par les 5'NTR viraux.

Il a été suggéré qu'une séquence répétée (CAA)n soit
impliquée dans l'augmentation de traduction par le 5'NTR du TMV
(Gallie et Walbot, 1992). Ces travaux n'ont toutefois pas été
reconfirmés pour le TMV ni pour d'autres virus. il avait déja été
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démontré que des changements mineurs dans la séquence du TMV
modulent le taux de la traduction dans 'ovocyte de Xenopus laevis
sans pour autant modifier |'effet dans les protoplastes de
mésophylle de tabac (Gallie et coll., 1988). Il est possible
qu'aucune séquence précise ne soit responsable de cette

augmentation de la traduction par les 5'NTR viraux.

2.13. Structure secondaire et traduction

L'augmentation de la structure secondaire des 5'NTR
d'ARN messagers, par mutagénése, réduit proportionnellement
I'efficacité de traduction de cet ARN messager (Pelletier et
Sonenberg, 1985a). On connait également des ARN messagers dont
la traduction est naturellement limitée par des structures
secondaires élevées dans leurs 5'NTR; le cas de ['ornithine
décarboxylase du rat est bien documenté (van Steeg et coll.,
1990). Depuis peu, le gene de l'elF-4E (la protéine liant 1a coiffe)
est disponible et la sur-expression de cette protéine permet
d'augmenter la traduction d'ARN messagers malgré la structure
élevée de leurs 5'NTR (Koromilas et coll., 1992).

A l'inverse des 5'NTR des picornavirus et des comovirus
qui sont longs et capables de former des structures secondaires
complexes, les 5'NTR de virus de plantes sont généralement

courts et probablement trés peu structurés. La digestion a3 la
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ribonucléase T1 (qui reconnait les résidus de G) du génome du
TMV génére un fragment de 68 nucléotides qui est nommé Q a
cause de sa position sur le chromatogramme des produits de
séquengage (Mandeles, 1968). Ce fragment est le 5'NTR du TMV,
lequel est riche en A+U, ce qui est indicateur d'absence de
structure secondaire. Le 5'NTR de I'AIMV est également dépourvu
de structure secondaire avec un contenu de A+U de 78% et ne
mesure que 36 nucléotides (Jobling et Gehrke, 1987). Quant aux
S'NTR des potyvirus séquencés a date, leurs tailles sont
comprises entre 129 (TuMV) et 205 nucléotides (Tobacco Vein
Mottling Virus) et la stabilité de la structure secondaire qu'ils
peuvent former est faible (Nicolas et Laliberté, 1992; Riechmann
et coll,, 1992). Ces 5'NTR ont des similitudes avec la séquence
consensus des 5'NTR d'ARN messagers de protozoaires en termes
de composition et de taille. Cette séquence est 100% A+U et
mesure 20 nucléotides (Yamaushi, 1991). Il est possible qu'un
mécanisme commun d'initiation de la traduction soit utilisé dans

ces systemes.

La structure secondaire du 5'NTR module ['accessibilité
de I'ARN messager au facteur d'initiation elF-4E (Pelletier et
Sonenberg, 1985b; Carberry et coll., 1992) et les structures
secondaires élevées imposent une dépendance sur l'activité
hélicasique de I'elF-4A et de I'elF-4B. Il a été postulé que
I'absence de structure secondaire dans le 5'NTR de I'AIMV abaisse
la dépendance sur I'elF-4F (Gehrke et coll.,, 1983) et permette
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Fentrée facilitée de I'ARN messager sur le complexe de pré-
initiation. L'absence de structure secondaire des S5'NTR viraux
doit é&tre considérée comme un facteur important de |Ia
potentialisation de l'initiation de la traduction.



Ce travail vise a identifier le réle du 5'NTR du TuMV dans

la traduction.

3.1. Hypothéses

Nous pensons que le S'NTR du TuMV, a l'instar de ceux
d'autres potyvirus, est capable de stimuler en cis la traduction
d'un ARN messager et que cette traduction est coiffe
indépendante.

Nous pensons, de plus, que cet effet sur la traduction ne
dépend pas de séquences particulieres contenues dans le 5'NTR
mais de la faible stabilité des structures secondaires

potentielles.

D'autre part, principalement parce qu'il est porteur d'une
VPg, nous pensons que le 5'NTR du TuMV supporte I'entrée directe.
Et ce malgré qu'un nombre de ses caractéristiques le distingue
d'autres membres du super groupe des picorna-like (absence de
codons d'initiation non utilisés dans la séquence non traduite,

petite taille et faible structure secondaire du 5'NTR).
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3.2. Objectifs spécifiques

1°) Nous vérifierons si le 5S'NTR du TuMV initie la traduction de
maniére coiffe-indépendante, comme le prédit le fait que
cet ARN n'est porteur d'une coiffe a aucun moment.

2°) Nous vérifierons si cette séquence éléve la traduction comme

il a déja été démontré pour deux autres potyvirus.

3°) Nous déterminerons a laquelle de la séquence primaire ou

secondaire sont attribuables ces effets.

4°) Nous chercherons a savoir si le ribosome est capable d'entrée
directe sur le 5'NTR du TuMV ou s'il localise le codon

d'initiation par balayage.

3.3. Approche expérimentale

Des génes rapporteurs sont équipés du 5'NTR du TuMV et
le niveau de traduction (la vitesse d'accumulation des protéines)

est suivie.
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3.3.1. Coiffe indépendance

Des transcrits synthétiques d'ARN, munis ou non de la
coiffe, sont traduits in vitro. La dépendance face a la coiffe est
évaluée par comparaison des taux de traduction de I'ARN coiffé
versus celui de I'ARN non coiffé. Le systéme est validé par
l'utilisation d'ARN dont le 5’'NTR est coiffe dépendant.

3.3.2. Elévation de la traduction

Le géne de fusion et le géne rapporteur dans le 5'NTR
viral sont mis sous contrdle d'un promoteur efficace chez les
plantes et les constructions sont introduites dans des cellules de
plantes. Le niveau d'expression de chaque construction est mesuré

et l'augmentation déduite.

3.3.3. Role de la séquence Per se

Le complément inverse de la séquence du 5'NTR du TuMV
(FLIP) est introduit en amont du géne rapporteur et son
expression dans les cellules de plantes est mesurée.
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La séquence FLIP posséde les mémes caractéristiques de
structure que le S'NTR du TuMV (voir figure 3.1.) mais sa
séquence est complétement différente. Si FLIP conduit a
lI'expression du géne rapporteur au méme niveau que celui atteint
avec le S5'NTR du TuMV, alors l'effet est indépendant de la

séquence primaire.
3.3.4. Mode d'initiation

Une séquence (EPINGLE) capable de former une boucle
trés stable est introduite en amont ou en aval du 5'NTR du TuMV
mais toujours du cété 5' du codon d'initiation. La traduction de la
construction ot EPINGLE est en amont du 5'NTR du TuMV bloque Ia
traduction et sert a valider l'expérience. Si la traduction de la
construction oll EPINGLE est localisé en amont du 5'NTR du TuMV
est capable de traduction, alors, il y a forcément entrée directe.

Autrement, il y a balayage selon le modéle établi.
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figure 3.1: Structures secondaires du 5'NTR et de FLIP

Ces structures sont schématisées a partir des prédictions
obtenues avec le logiciel PC-FOLD (Zuker et Stiegler, 1981).
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4, Matériel et Méthodes
4.1. Manipulation de I'ADN
Purification de plasmides

Les préparations a3 petite (minipreps) et moyenne
(midipreps) échelles ont été faites par la méthode de la lyse
alcaline tel que décrite (Sambrook et coll, 1989) ou avec un
ensemble commercial (basé sur l'affinité de I'ADN plasmidique
pour des matrices de silice) le Magic Minipreps™ (Promega LKB
Biotechnologies™, Madison, WI., E.-U. : distribué par Fisher

scientific).
Digestions, ligations et modifications d’ADN

Les réactions de digestions, de ligations et de
modifications des ADN ont été assemblées et conduites selon les
indications des fournisseurs d'enzymes (Pharmacia™ ou Gibco
BRL™), avec les tampons accompagnant les enzymes ou avec le
tampon KGB (Hanish et McClelland, 1988).

Quantification de I'ADN

L'ADN a été quantifié par la mesure de densité optique
dans l'ultraviolet a 280nm (Sambrook et coll., 1989).
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Electrophorése d'ADN

Les gels d'électrophorése d'ADN (agarose/TAE et
polyacrylamide/TAE) ont été accomplis tel que décrits (Sambrook
et coll.,, 1989).

Elution de fragments

La purification de fragments d'ADN a partir de bandes
séparées par électrophorése dans l'agarose a été accomplie grace
a I'ensemble commerciali Gene Clean /™ (Bio 101 inc., La Jolla,
CA. E.-U. : distribué par Bio/Can) pour les fragments de tailles
supérieures & 200pb et l'ensemble Mermaid™ (Bio 101 inc. :
distribué par Bio/Can) pour les fragments de tailles inférieures,

selon les instructions du fabricant.
Amplification élective in vitro (PCR)

L'amplification par PCR a été accomplie tel que décrite
(Nicolas et Laliberté, 1991). Les fragments ont ensuite été
purifiés par deux extractions au chloroforme suivies d'une
précipitation a |'éthanol-NaCl avant les digestions. Puis les

fragments ont été purifiés sur gel d'agarose avant les ligations.
Séquencage

Le séquencage a été accompli par la méthode de la
terminaison de chaines (Sanger et coll., 1977) et
autoradiographie ou avec une méthode modifiée avec des
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analogues de bases fluorescentes et détecteur de fluorescence.
Tout le séquengage a été accompli par le service de séquencage de
I'Institut Armand-Frappier.

Synthése d'oligonucléotides

Tous les oligonucléotides ont été synthétisés avec le
Gene Assembler™ (Pharmacia™) au service de synthése
d'oligonucléotides de M. Shareck a I'Institut Armand-Frappier.

Transformation de bactéries

Les bactéries ont été transformées avec la méthode du
choc thermique au dichlorure de calcium tel que décrite
(Sambrook et coll., 1989).

Sélection des clones transformés

Aprés l|a transformation des bactéries, la sélection des
transformants a été faite en soumettant les bactéries a des
antibiotiques (ampicilline, kanamycine, etc.) selon les méthodes

usuelles (Sambrook et coll.,, 1989).
Sélection des plasmides recombinants

Les plasmides recombinants ont été identifiés par
purifications des plasmides (minipreps), digestions appropriées
et électrophoreéses.
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5.4. Le mode d'initiation de la traduction.

Dans le but de vérifier l'impact de structures
secondaires dans le S'NTR du TuMV sur la traduction, un
oligonucléotide synthétique capable de former une boucle trés
stable a été fusionné au 5'NTR viral et l'impact de cette
modification sur I'expression protéique a été mesuré. De plus, en
modifiant 1a position de cette séquence relativement au 5’NTR du
TuMV nous avons testé directement le modéle d'entrée directe en
ce qui a trait au 5'NTR du TuMV.

Nous avons introduit ['oligonucléotide synthétique
EPINGLE devant le cadre de lecture de GUS en absence (p35-EGUS),
en aval (p35-5'EGUS) et en amont (p35-E5'GUS) du 5'NTR viral. Les
détails de ces constructions sont présentés a la figure 4.3. Les
niveaux d'expression de ces trois constructions aprés transfert
biolistique sont représentés a la figure 5.4. Craignant une
éventuelle instabilité de nos plasmides dans les bactéries a
cause de la région répétée que constitue ['oligonucléotide
EPINGLE, nous avons effectués les bombardements avec les
mémes préparations plasmidiques que nous avions préaiablement
utilisés pour établir les cartes de restriction de ces

constructions.

L'expression du témoin négatif (p35-EGUS) est nulle et
indique que la structure secondaire d'EPINGLE est suffisante pour

bloguer le balayage du ribosome.
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Le niveau d'expression obtenu lorsque EPINGLE est situé
en aval du 5'NTR de TuMV est négligeable. Le ribosome peut entrer
directement sur le S'NTR (le cas échéant) ou reconnaitre la coiffe
mais sa progression est bloquée par la structure stable et la
localisation du codon d'initiation par le ribosome est trés peu

fréquente.

L'expression de la troisiéme construction est pius
difficile 3 interpréter a cause de la variabilité évidente (voir
figure 5.4). Suivant le modéle du balayage, le ribosome reconnait
le bout 5' coiffé de I'ARN messager puis balaye celui-ci.
Cependant, dans cette construction, le balayage par le ribosome
est bloqué par la structure secondaire que constitue EPINGLE. Par
contre, un ribosome qui entrerait directement en un site localisé
en aval de la région hautement structurée serait capable d'initier
la traduction de GUS. D'aprés nos résultats, il faut conclure que le
S'NTR du TuMV est capable de soutenir I'entrée directe.
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figure 5.4.: Traduction en présence de structure
secondaire stable

L'expression transitoire, 24 heures aprés transfert biolistique

des plasmides chez N. tabacum SR1.

Les plasmides p35-EGUS, p35-S'EGUS et p35-E5'GUS ont été

utilisés pour les bombardements.

Trois expériences sont montrées.

Chaque valeur est la moyenne de cinqg bombardements et la barre

représente l|'erreur standard.
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5. Di i

Pour qu'un ARN messager soit traduit, il faut d'abord que
cette molécule soit reconnue par les facteurs d'initiation et la
théorie actuelle explique que la reconnaissance de la coiffe au
bout 5' de I'ARN constitue la premiére étape du processus (Kozak,
1978; Merrick, 1992). Nous avons vu au chapitre 2 que les
facteurs d'initiation impliqués dans ce mécanisme ont des
affinités distinctes pour différentes molécules d'ARN et que ceci
impose une compétition entre les ARN pour la machinerie de
traduction (Godefroy-Colburn et Thach, 1981; Thach, 1992). En
vue de l'abondance des messagers cellulaires, certains virus ont
développé des mécanismes qui favorisent la traduction de leurs
propres messagers. En fait, un certain nombre de virus des
plantes et des animaux possédent des séquences non-traduites
qui augmentent le niveau de traduction de leurs ARN (Gallie et
Kado, 1989; Jobling et Gehrke, 1987; Zelenina et coll., 1992;
Nicolaisen et coll.,, 1992). En modifiant les interactions entre
I'ARN messager et les facteurs d'initiation les 5'NTR de certains
ARN viraux levent le besoin de la présence d'une coiffe pour la
traduction (Carrington et Freed, 1990; Wang et coll., 1993).

Nos travaux ont portés sur quatre points: 1°) Le 5'NTR du
TuMV leéve-t'il la nécéssité d'une coiffe pour qu'un ARNm soit
traduit? 2°) Augmente-t'il la traduction des ARNm? 3°) La
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séquence de cette région est-elle la caractéristique qui est
responsable de ces effets? 4°) Cette traduction est-elle soumise
au balayage ou 2 I'entrée directe?

coiffe indépendance

L'ARN du TuMV est porteur d'une protéine virale en 5' et
n'est donc pas coiffé (Riechmann et coll.,, 1992). Dans un premier
temps, nous avons cherché a savoir si la séquence 5' non-traduite
du TuMV élimine le besoin d'une coiffe pour {a traduction de iI'ARN
duquel il est flanqué en aval. Pour ce faire, le 5'NTR a été
fusionné a un géne du méme virus (le géne de la capside) par
clonage et des ARN messagers ont été synthétisés puis traduits
in vitro. Des ARNm coiffés et d'autres non coiffés ont été
préparés et leurs niveaux de traduction ont été mesurés. Nos
résultats démontrent (figure 5.1) que les ARN porteurs du 5'NTR
du TuMV ne sont pas influencés par la présence ou l'absence de
coiffe alors que la traduction de I'ARN témoin repose sur sa
présence pour traduire efficacement. D'autres travaux ont abouti
aux mémes conclusions pour d'autres 5'NTR et, dans certains cas,
la traduction en absence de I'elF-4F a été démontrée (Carrington
et Freed, 1990; Jobling et Gehrke, 1987; Jackson et coll., 1990;
Macejak et Sarnow, 1991).
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Les travaux in vitro démontrent clairement l'impact de
la séquence S'NTR du TuMV sur la traduction d'un ARN. La levée de
la dépendance de la traduction sur la présence de la coiffe
implique que l'initiation de la traduction chez le TuMV procéde
par une voie alterne. Cependant notre expérience a été accomplie
avec un géne du TuMV ainsi qu'une partie de la queue 3' non
traduite (le génome du TuMV est représenté a la figure 2.1) et il
est concevable que des interactions entre la séquence 5'NTR et
d'autres séquences du virus soient impliquées dans cet effet.
Aussi, des travaux ultérieurs ont été conduits dans notre
laboratoire (Basso et coll., sous presse : document annexé) ol le
5'NTR du TuMV est fusionné a un autre géne rapporteur, la R-
glucuronidase. Ces résuitats démontrent que la coiffe
indépendance est conférée a I'ARN messager par la seule présence

du 5'NTR viral et confirment les résultats présentés ici.

Une élévation de synthése protéique est observée (figure
5.1), cependant, cette élévation n'est pas apparente dans les
travaux effectués avec la séquence de GUS (voir I'annexe) et cette
différence peut refléter soit des effets intramoléculaires
(comme il vient d'étre fait mention) ou encore des différences
dans les méthodes de purification des ARN synthétiques. En effet,
divers sels transportés avec les ARN dans les réactions de
traduction peuvent modifier le rendement des traduction (Thomas
et coll., 1991). Si I'élévation de synthése est apparente dans un
ensemble de conditions, elle peut disparaitre dans un autre.
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D'autre part, les séquences elles-mémes peuvent introduire des
variations dans la demi-vie des molécules d'ARN.

Augmentation de la traduction

Bien que I'élévation de la traduction ne soit pas évidente
dans les systémes in vitro, les expériences in planta démontrent
une élévation significative de la traduction. A la figure 5.2, des
cellules ont été dosées pour l'activité GUS aprés transfert
biolistique d'ADN plasmidique comprenant la séquence de la R-
glucuronidase (pBl 121) ou la séquence de I'enzyme flanquée en 5'
de la séquence 5'NTR virale (pBl 5'GUS). Une élévation similaire
de la traduction a été observée pour un certain nombre de
séquences virales dont les 5'NTR de deux autres potyvirus
(Carrington et Freed, 1990; Nicolaisen et coll.,, 1992).

Structure primaire et traduction

L'importante variabilité biologique des potyvirus (Lecoq
et Purcifull, 1992) est possiblement causée par l'introduction de
nombreuses erreurs dans leurs génomes par leurs réplicases
(Steinhauer et Holland, 1987) et la séquence 5'NTR est appelée a
muter considérablement ou & causer une forte pression évolutive
sur les potyvirus. En effet, si I'élévation de la traduction et la

coiffe indépendance sont causées par des séquences précises,
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alors la pression évolutive de cette séquence est proportionelle a
I'importance de ces effets sur la traduction. Cependant cette
pression est moins importante si |'élévation de traduction est
relativement indépendante de séquences données. L'augmentation
de la traduction causée par la séquence inverse complémentaire
(FLIP: figure 5.3) est tres révélatrice puisqu'elle nous indique que
'augmentation de la traduction n'est pas le fait de séquences
spécifiques contenues dans le 5'NTR du TuMV mais bien un effet
provoqué par une séquence ayant les caractéristiques du S'NTR.
Parmi ces caractéristiques, on peut suspecter |'énergie libre
(I'enthalpie de fusion pour le S'NTR -22,5 kcal/mol et de -20,4
kcal/mol pour FLIP), la forme de cette structure (figure 3.1), la
longueur (S'NTR = 129nt, FLIP = 101nt) et la richesse en A + U
(environ 4/5 de la séquence). |l serait intéressant d'aller de
I'avant et de modifier la séquence native pour |I'empécher de

former une boucle.

La séquence concensus 5' non traduite identifiée chez les
protozoaires est uniquement constituée de résidus d'uracile et
d'adénine (Yamaushi, 1991) et une séquence répétée (CAA)n a été
suggérée en tant que responsable de I'élévation de la traduction
provoquée par le 5'NTR du TMV (Gallie et Walbot, 1992). On trouve
également une séquence répétée (CAA)n chez le TuMV mais cette
séquence devient (UUG)n dans FLIP. il est probable, par contre, que
la composition élevée en A et U soit importante pour I'élévation

de la traduction.
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Ces conclusions ont été explorées plus a fond au
laboratoire et la séquence de GUS fusionnée a FLIP a été traduite
dans le systéme in vitro démontrant que cette séquence est
également capable de lever la dépendance sur la coiffe (Basso et
coll., sous presse; annexé). Mentionnons également que le 5'NTR de
méme que FLIP sont capables d'inhiber la traduction lorsque
ajoutés 3 des systémes de traduction in vitro indiquant que ces

molécules sont capables de s'associer aux facteurs de traduction.

L'entrée directe

L'utilisation d'ARN bicistroniques dans la recherche sur
I'entrée directe a été critiquée (Kozak, 1992b) a cause de
certaines faiblesses du systéme expérimental. Principalement les
bris inévitables dans la molécule (32 cause de sa longueur);
I'impossibilité d'obtenir un témoin négatif valable; la possibilité
de leaky scanning (ou le premier codon d'initiation n'est pas
utilisé par le ribosome); et a cause de la ré-initiation (ou
contrairement a la normale, le ribosome reprend la traduction
sans quitter I'ARN malgré l'atteinte du codon de terminaison).
Notre modéle expérimental résout ces problémes et nous
démontre que le faible taux d'expression enregistré est en fait le

produit de l'entrée directe.
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Les travaux accomplis avec I'oligonucléotide EPINGLE
(EPA: figure 5.4) sont certainement les plus difficiles a
interpréter. D'une fagon générale, les taux d'expression sont plus
faibles que ceux présentés aux figures 5.2 et 5.3. Pourtant, ces
résultats sont reproductibles et démontrent la capacité du 5'NTR
du TuMV 2 soutenir I'entrée directe. De méme, en vue du faible
niveau d'expression obtenu, cette expérience a été reprise en
ajoutant une seconde cassette transcriptionnelle (exprimant le
géne de la NPT ll, servant de contrble interne) sur les plasmides
mémes utilisés lors du bombardement et des résultats similaires
a ceux présentés ici ont été obtenus (Basso et coll., sous presse;
annexé). La construction ol la structure secondaire stable est
introduite en amont du S'NTR viral (E5'GUS) conduit a une
expression enzymatique bien supérieure a celles observées chez
ses contreparties. Ce comportement n'est explicable que si on

accepte l'existence d'un site d'entrée directe.

Soulignons que les structures secondaires élevées
n'influencent pas le niveau de transcription tel que démontré par
Pelletier et Sonenberg (1985) et que les quantités d'ARNm
produits par nos constructions sont vraissemblablement
similaires les unes avec les autres. Notons également que
certains ARN messagers possédent naturellement des régions 5'
non traduites qui bloquent la progression des ribosomes et la
surexpression de I'elF-4E éléve leur traduction (Koromilas et
coll., 1992). Ainsi, la structure secondaire élevée de ces ARN ne
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nuit pas a la transcription mais la traduction en est limitée par
les facteurs d'initiation.

Dans une autre expérience menée au laboratoire, des
transcrits synthétiques ont été produits a partir des trois
constructions munies de l'oligonucléotide épingle sous-clonées
dans pTZ19 et ces ARN messagers coiffés ou non ont été traduits
in vitro. Les résultats obtenus sont trés semblables & ceux
présentés a la figure 5.4 (Voir l'article annexé) indiquant une

certaine traduction coiffe indépendante pour E5'GUS.

Lors de l'infection de la cellule par le TuMV, le génome
d'ARN doit é&tre traduit afin de synthétiser la réplicase laquelle
n'est pas localisée dans le virion (Riechmann et coll.,, 1992). Or le
génome est alors porteur d'une VPg et I'extrémité 5' est bloquée.
L'existence d'un site d'entrée directe méme a faible incidence
permettrait la traduction du génome viral. Ainsi, I'existence d'un
site d'entrée directe n'implique pas que ce site soit responsable

de I'élévation de la traduction que nous avons observée.

Un faible niveau d'expression dirigée par le S'NTR du
plum pox virus (PPV, un potyvirus) a été enregistré grace a
['utilisation d'un ARN bicistronique dont la région intergénique
était constituée du S'NTR du PPV et les conclusions des
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expérimentateurs étaient contraires aux ndtres (Riechmann et
coll.,, 1991).

L'approche du clonage d'un oligonucléotide synthétique
conférant une structure secondaire stable pour bloquer Ia
progression du ribosome pendant le balayage est trés
intéressante. |l serait instructif d'utiliser ce systeme pour
vérifier si I'entrée directe est médiée par d'autres 5'NTR viraux

(notamment le PPV) ou par la séquence FLIP,
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Nos travaux nous aménent a conclure que le 5'NTR du
TuMV provoque ['augmentation coiffe-indépendante de la
traduction selon un mécanisme qui ne dépend pas de sa séquence
précise mais de ses autres caractéristiques (structure

secondaire, richesse en A+U, taille, etc).

Nous avons également montré des évidences indiquant
que le 5'NTR du TuMV est capable de soutenir l'initiation de la

traduction par I'entrée directe.

Il est probable que le complexe elF-4F soit limitant dans
la cellule et impose une compétition entre les ARN messagers
(section 2.7.2.1.) pour l'initiation de la traduction. Nous croyons
que les caractéristiques de la séquence du S5'NTR du TuMV lui
conférent certains avantages a ce niveau, conduisant a la

stimulation observée de la traduction.
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