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Sujet de thése 2020 ouvert au concours de I'école doctorale des Sciences de la Vie a I'Université de Strasbourg.

Les candidats externes peuvent candidater au concours d'attribution des contrats doctoraux 2020 de I'Université de
Strasbourg sur un contingent de contrats qui leur est propre. L'inscription au concours est obligatoire et devra se
faire avant le 8 juin 2020 (http://ed.vie-sante.unistra.fr/appel-a-candidature-au-contrat-doctoral/dossier-de-

candidature/)
Le candidat est invité a prendre contact avec le responsable de thése préalablement a son inscription.

Unité de recherche: Institut de Biologie Moléculaire des Plantes, UPR2357, CNRS
Site internet : http://www.ibmp.cnrs.fr/

Responsable de thése : Kamel Hammani (Chargé de recherche, HDR)
Courriel : kamel.hammani@ibmp-cnrs.unistra.fr
Tél:03.67.15.52.81

Titre du sujet: Rdle de la phosphorylation dans la régulation de I'activité d'une protéine impliquée dans la biogénése

du ribosome du chloroplaste chez la plante Arabidopsis.

Le chloroplaste est I'organite essentiel a la photosynthése et a de nombreuses voies métaboliques fondamentales a
la productivité des plantes et a leur adaptation aux stress biotiques ou abiotiques. Le chloroplaste a une origine
endosymbiotique bactérienne et possede un génome qui lui est propre. Toutefois, |'expression des génes
chloroplastiques et en particulier les étapes post-transcriptionnelles telles que la maturation de I'ARN ou la traduction
nécessite de nombreuses protéines de liaison a I'ARN qui sont codées par des genes nucléaires de la plante et qui
sont importées dans les chloroplastes. Nous avons identifié au laboratoire un géne nucléaire codant une protéine de
liaison a I'ARN qui contrdle la traduction chloroplastique chez la plante modéle d'Arabidopsis et, le but du projet de
these sera de comprendre le réle de la phosphorylation dans la régulation in vivo de I'activité de cette protéine. Ce
projet repose sur des résultats préliminaires solides et des outils déja présents au laboratoire. En étudiant un mutant
d'Arabidopsis pour le géne d'intérét, nous avons démontré que cette protéine de liaison a I'ARN permettait la
biogénése du ribosome chloroplastique. Des expériences de co-immunoprecipitation ont permis d'établir que la
protéine se lie a I'ARN ribosomique 16S in vivo et interagit avec des protéines de la petite sous-unité 30S du ribosome
chloroplastique pour faciliter son assemblage avec la sous-unité 50S et former ainsi le ribosome 70S fonctionnel. De
plus, des expériences de fusion de la protéine a la GFP ont révélé que cette protéine était localisée dans un sous-
compartiment particulier des chloroplastes, le nucléoide. De maniére intéressante, les expériences de co-
immunoprecipitation de la protéine couplées a la spectrométrie de masse ont révélé la présence de deux acides-
aminés phosphorylés dans sa séquence situés dans une région dite de « faible complexité » ou « LCR ». Un crible
double hybride chez lalevure a également permis d'identifier une kinase chloroplastique interagissant physiquement
avec notre protéine d'intérét. Les régions de faible complexité et la phoshorylation ont toutes deux été impliquées
dans divers processus de régulation dynamique de I'activité des protéines telles que la stabilité, I'interaction avec un
ligand ou la localisation cellulaire. Le but du projet de thése sera d'une part, de comprendre I'importance de la région
LCR et des sites de phosphorylation de notre protéine d'intérét dans la régulation de son activité in vivo et d'autre
part, de disséquer la dynamique de phosphorylation de la protéine en fonction des changements des conditions
environnementales de la plante. Pour cela, nous disposons au laboratoire de lignées d'Arabidopsis exprimant dans
un fond mutant pour le géne d'intérét différentes versions de la protéine mutée ponctuellement au niveau des sites
de phosphorylation ou tronquée de son domaine LCR. Le doctorant étudiera I'impact de ces mutations sur les
fonctions de la protéine in vivo a savoir : sa sous-localisation cellulaire, ses capacités a interagir avec des partenaires
protéiques ou a lier ses cibles ARN. Pour répondre a ces différentes questions, des approches de biologie moléculaire,
cellulaire et de biochimie des protéines et de I'ARN seront utilisées. Dans un second volet, I'étudiant tentera d'établir
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la dynamique de phosphorylation de la protéine chloroplastique en réponse aux changements environnementaux
(lumiére et température) de la plante et étudiera les effets de cette dynamique sur la traduction chloroplastique.
Nous espérons ainsi établir un nouveau modéle de régulation de I'activité d'une protéine de liaison a I'ARN et
comprendre comment les plantes ajustent I'expression génétique du chloroplaste en réponse aux changements
environnementaux.

Mots-clés:
Protéine, ARN, Ribosome, phosphorylation, signalisation cellulaire, kinase, chloroplaste, plante

Expertises qui seront acquises au cours de la formation :

- Biochimie des protéines et de I'ARN (co-immunoprécipitation de I'ARN, retard sur gel, extension d'amorce,
northern-blots)

- Purification d'organites cellulaires

- Biochimie des protéines (immunoprécipitation, SDS-PAGE, western blots, pull-down, etc)

- Biologie cellulaire et microscopie confocale (fusion GFP)

- Génétique (génotypage par PCR, qRT-PCR, agrotransformation des plantes)

- Ingénierie des protéines (Purification protéines recombinantes)

- Capacités rédactionnelle et de présentation orale en anglais

- Capacité a travailler en équipe

English translation
Title:
Role of phosphorylation in the requlation of the in vivo activity of an RNA binding protein involved in ribosome

biogenesis in the chloroplasts of Arabidopsis plants

Project :

The chloroplast is an essential organelle that is the house of photosynthesis as well as many other metabolic pathways
that are important for plant fitness and adaptation to biotic and abiotic stresses. The chloroplast has a bacterial
endosymbiotic origin and possesses his own genome. However, chloroplast gene expression steps and in particular
post-transcriptional processes (such as RNA maturation or translation) require the participation of hundreds of RNA
binding proteins (RBPs) that are encoded by the nuclear genome and imported into chloroplasts. Using reverse
genetics and molecular phenotyping in our lab, we have identified a particular nuclear gene in Arabidopsis plants
that encodes an RNA binding protein controlling chloroplast translation and, the aim of this PhD project is to
understand the role of phosphorylation in the regulation of the protein activity in vivo. This project relies on solid
preliminary results and tools that are already established in our team. Studying the molecular and biochemical
phenotype of an Arabidopsis mutant for our gene of interest, we have demonstrated that this RNA binding protein
was essential for the biogenesis of the chloroplast ribosome.

We showed by co-immunoprecipitations that the protein binds to the 16S chloroplast ribosomal RNA in vivo and
interacts with proteins of the small subunit (30S) of the chloroplast ribosome to facilitate its assembly with the large
50S subunit to form the functional 70S ribosome. In addition, GFP protein fusion experiments demonstrated that the
RNA binding protein localizes in vivo in a particular sub-compartiment of the chloroplasts important for gene
expression, the nucleoid. Intringingly, the co-immunoprecipitation of the protein coupled to mass spectrometry
analysis revealed the existence of two phosphorylated amino acids in the protein sequence that are located in an N-
terminal low complexity region or “LCR". A yeast two hybrid screen has identified a chloroplastic kinase as an
interactor of this RNA binding. Protein Low Complexity Region domains and phosphorylation have both been
implicated in various regulatory processes of the in vivo activity of proteins such as stability, interaction with RNA or
protein ligands or subcellular localization. The PhD thesis aims to investigate the importance of the LCR region and
its phosphorylation in the regulation of the in vivo activity of this protein and, dissect the phosphorylation dynamics
of the protein in response to plant environmental changes. To this end, we have several transgenic Arabidopsis lines
in a RBP gene mutant background expressing different mutant versions of the RNA binding protein : wild type, LCR
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truncated or point mutation in the phosphosites. The PhD candidates will study the effect of these mutations on the
in vivo protein functions looking at: its subcellular localization and ability to interact with protein or RNA partners to
control chloroplast translation. To this end, he/she will us a combined approach of cellular biology, molecular biology,
and protein/RNA biochemistry. In a second part, the candidate will study the dynamics of phosphorylation of the RNA
binding protein in response to environmental changes (light and temperatures) and investigate its effect on
chloroplast translation. Altogether, this rich educational project will establish a new model for the regulation of the
activity of RNA binding proteins in chloroplasts and make progress towards the understanding of the plant
acclimation to environmental changes.

Key words:
Ribosome, protein, RNA, phosphorylation, Cell signalling, kinase, chloroplast, plants

Expertises which will be acquired during the training :

- Protein-RNA biochemistry (RNA co-IP, electromobility gel shift assay, primer extension, northern-blots, etc)

- Organelle isolation

- Protein biochemistry (protein complex fractionation, immunoprecipitation, SDS-PAGE, western blots, pull-down,
etc)

- Cell biology (GFP fusion and confocal microscopy)

- Genetics (genotyping, qRT-PCR, plant transgenesis)

- Protein engineering

- Capacity to write and present results in english

- Capacity to work in a team
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