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I L’expression des genes chez les eucaryotes

L’'information génétique de chaque cellule est contenue dans son ADN.
Enchalnement répétitif de nucléotides, un géne peut sembler inerte a premiere vue. Et
pourtant, c’est ce gene, modifié épigénétiquement ou non, qui pousse les machineries
transcriptionnelle et traductionnelle a fonctionner, dans le but ultime de s’exprimer.
Mon objet d’étude, Saccharomyces cerevisiae, est une cellule individuelle eucaryote, c’est
pourquoi je détaillerai la transcription et la traduction des eucaryotes dans les

paragraphes qui suivent.

[.1 La Transcription et ses acteurs

.1.1 Généralités

Il s’agit de la premiere étape de I'expression des genes. Se déroulant dans
le noyau chez les eucaryotes, elle est physiquement séparée de la traduction qui se
déroule dans le cytoplasme, méme si quelques études ont montré l'existence d'une
traduction nucléaire (abordé en § 1.2), alors que chez les procaryotes les deux

mécanismes sont couplés et se déroulent dans un compartiment unique.

I.1.2 Les facteurs de transcription

Lorsqu'on évoque la transcription, il faut tout d’abord parler de facteurs
transcriptionnels. Qu’ils soient activateurs ou répresseurs, les facteurs transcriptionnels
reconnaissent de fagon séquence-spécifique les régions d’ADN en amont du gene dans sa
région promotrice. Tous les genes codant des protéines requierent probablement la
fixation d'un ou plusieurs facteurs de transcription. Leur indispensabilité est due aux
nucléosomes qui suppriment tout niveau basal de transcription, méme minime
(Sekinger et al., 2005).

D’un point de vue structural, les facteurs de transcription possedent des motifs
de liaison a I'’ADN bien spécifiques, permettant de les classer en 3 grandes catégories, de

la plus répandue a la moins répandue : les doigts de zinc, les glissieres et les hélice-
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coude-hélice (Krishna, 2003; Luscombe et al, 2000) (Figure 1). Chaque catégorie

contient des sous-types qui sont décrits dans le Tableau 1 ci-dessous.

Type de domaine a

Exemples de facteurs

liaison 3 'ADN Sous-type Particularité de transcription Réferences
Doigts de zinc  Doigts de zinc Ubiquitaire - monomere - stabilisé  Adr1, Mig1 Ciriacy, 1975;
/C2H2 par Zn - Cys/His - coeur Phe/Leu Lundin, 1994
Articulation zinc Spécifique aux fungi -2 Zn liés Gal4, Leu3 Ma, 1987 ;
/C6 a 6 Cys - Homo ou hétérodimere Friden, 1987
GATA/C4 Ubiquitaire - Découvert pour GIn3, Gat1 Mitchell, 1984 ;
le métabolisme azoté Coffman, 1996
Glissiere Glissiere a leucine/Bzip Hétérodimere en général Gen4, Yapl Hope, 1987 ;
ou homodimere. Résidus Leu Fernandes, 1997
bHLH Hétérodimere en général Ino2, Pho4 Loewy, 1984 ;

Hélice-boucle-région basique

Berben, 1988

Hélice-coude-hélice - Homo ou hétérodimere

«Forkhead» 3 hélices et 2 larges boucles

Matal, Mata2

Mcm1, Hsf1

Bender, 1987 ;
Porter, 1986

Lydall, 1991 ;
Wiederrecht, 1988

Tableau 1. Classification des différents types de facteurs de transcription de la levure
Saccharomyces cerevisiae, leurs particularités et les exemples de facteurs appartenant a ces types.

16 Introduction



C-ter C-ter

Je - ;

N-ter VN \\ » J\/‘/ L= 1 1}, ~
S~ '\ ) ”% R g
; | '\\ H\,,(\ ?— Y

\: “,‘ N-ter N-ter

Adr1 Gal4

-

vy v S b
e e L=
— g 0 on e o~ ?
‘.} N-terf' )
Gen4 Pho4

Mata2

Mcm1 et Mata2

Figure 1. Structures cristallographiques de facteurs de transcription. A: Adrl (Zn;/Cys2). B:
Homodimere de Gal4 (Zn2/Cyss) en interaction avec '’ADN. C : Homodimere de Gen4 (bZip) en interaction
avec I'’ADN. D : Homodimere de Pho4 (bHLH) en interaction avec I'’ADN. E: Hétérotétramére de Mcm1
(Hélice-coude-hélice «forkhead ») et Mata2 (Hélice-coude-hélice), en interaction avec I’ADN. En
turquoise : hélices &, en bleu ou violet: un des monomere lorsqu'’il s’agit d'un hétérodimére ; en rouge:
brin B ; en jaune: ADN; sphére grise : Atome de zinc. N-ter : partie N-terminale de la protéine. C-ter:
partie C-terminale de la protéine. Fichiers .pdb téléchargés sur www.rcsb.org/pdb/

De par leur capacité a lier 'ADN, les facteurs de transcription dictent I'expression

des genes. Généralement, les facteurs de transcription possedent des signaux de

Introduction 17



localisation nucléaire (NLS) leur permettant d’étre importés dans le noyau,
compartiment de la transcription des genes nucléaires (Hahn et al., 2008).

Les facteurs activant la transcription, nommés « activateurs », sont constitués de
deux sous-unités : un domaine d’activation et un domaine de liaison a I'’ADN. Ces deux
sous-unités sont présentes dans une méme séquence peptidique ou sous forme
d’hétérodimere. Les domaines d’activation et de liaison a ’'ADN possedent généralement
une grande modularité: ils peuvent agir seuls, avec leur sous-unité privilégiée, ou
encore s’inter-changer avec d’autres sous-unités variées. Les activateurs reconnaissent
leur séquence cible, recrutent les coactivateurs et redirigent le gene et les coactivateurs
a la périphérie nucléaire, ou se trouve la machinerie transcriptionnelle (Ptashne, 1988).

Il existe des facteurs transcriptionnels nommés « répresseurs transcriptionnels »
qui au contraire des activateurs, bloquent la transcription. Pour ce faire, les répresseurs
transcriptionnels recrutent des complexes qui maintiennent la chromatine dans un état
dit « répressif » c’est-a-dire condensé et qui par conséquent ne permet pas la liaison
d’un activateur et le recrutement des coactivateurs (Kadosh and Struhl, 1998).

La régulation de l'activité des facteurs transcriptionnels peut se faire par la
modulation du niveau d’expression des genes qui les codent, comme c’est le cas de GCN4,
codant le facteur transcriptionnel homonyme (Hinnebusch, 2005). La transcription de
son ARNm est dé-réprimée en conditions de carences en acides aminés (aa), et ainsi, le
facteur de transcription Gcn4 induit la transcription des génes codants les protéines
nécessaires aux voies de biosynthese des aa. La régulation peut également étre effectuée
par la modulation de I'import nucléaire du facteur de transcription, en altérant ou non
I'interaction de ces facteurs avec les karyophérines (Komeili and O’Shea, 2000),
protéines permettant 'import nucléaire. Par exemple, en condition de carence en
phosphate la forme déphosphorylée du facteur de transcription Pho4 est importée dans
le noyau par Kap121, ou Pho4 active la transcription de génes liés au métabolisme du
phosphate (Komeili and O’Shea, 1999). Au contraire, la forme phosphorylée de Pho4 ne
peut plus interagir avec son facteur d'import, et ainsi n’est pas importée dans le noyau et

ne joue plus son réle d’activateur transcriptionnel.
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[.1.3 Les coactivateurs

Charnieres de la régulation transcriptionnelle, les coactivateurs sont les
principales cibles des activateurs transcriptionnels. Ces complexes protéiques d’'une
taille de plusieurs MDa permettent I'augmentation du niveau de transcription par leur
liaison directe a ’ARN pol II ou par leur activité de modification de la chromatine. Chez
la levure, ces coactivateurs se nomment Médiator (complexe de 25 sous-unités)(Biddick
and Young, 2005) ; SAGA (complexe de 20 sous-unités)(Baker and Grant, 2007) ; TFIID
(complexe de 14 sous-unités) (Cler et al., 2009).

1.1.4 L’ARN polymérase II

Il existe quatre ARN polymérases (ARN pol) chez les levures, chacune
ayant une fonction spécifique. Tandis que ’ARN pol I transcrit les ARN ribosomiques
(ARNr), excepté I'ARNr 5S, et que I’ARN pol III transcrit les ARN de transfert (ARNt),
I’ARNr 5S, I’ARNsn U6, les ARNsno possédant un promoteur interne et ’ARN RPR1 de la
Rnase P, les geénes codant des protéines sont transcrits par I’ARN pol Il qui transcrit
également les ARNsn (sauf U6), et les ARNsno possédant un promoteur indépendant
(Dieci et al., 2009; Hahn and Young, 2011; Paule and White, 2000; Willis, 1993). L’ARN
pol IV est totalement dédiée a la transcription des genes mitochondriaux.

L’ARN pol II contient 12 sous-unités (Rpb) numérotées de 1 a 12 (Rpb1 a Rpb12)

dans I'ordre décroissant de leur taille (Figure 2).
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Figure 2. Structure cristallographique de I'ARN pol II de S. cerevisiae, 4 une résolution de 3,8 A. Vue
des 2 faces de '’ARN pol II (A puis rotation a 180° pour B). En vert clair : Rpb1 ; en orange foncé : Rpb2 ; en
turquoise : Rpb3 ; en jaune : Rpb4 ; en violet : Rpb5; en rose clair : Rpb6 ; en gris clair : Rpb7 ; en rouge :
Rpb8 ;en vert foncé : Rpb9 ; en bleu : Rpb10 ; en violet foncé : Rpb11 et en doré orangé : Rpb12.

Elles sont toutes essentielles, excepté Rpb4 et Rpb9 (Li and Smerdon, 2002). Les
sous-unités les plus grandes, Rpb1 et Rpb2, correspondent aux sous-unités B et B’
bactériennes. Rpb3 et Rpb11l sont les homologues des sous-unités bactériennes a,
dimeriques. Enfin, Rpb6 correspond a la sous-unité bactérienne w, indispensable pour
la stabilité de ’ARN pol bactérienne.

Lors de l'initiation de la transcription, ’ARN pol II est recrutée par les facteurs de
transcription. Elle interagit également avec les coactivateurs qui modulent la

transcription.

[.2 Latraduction eucaryotique

1.2.1 Généralités sur la traduction cytoplasmique

La traduction est le processus indispensable a la biosynthése des protéines. Celle-
ci se compose de plusieurs étapes qui aboutissent au décodage, dicté par le code
génétique (Figure 3), des triplets de nucléotides appelés codons, contenus dans ’ARNm,

en leurs aa correspondants.
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Figure 3. Le code génétique standard. Le code a 3 lettres est utilisé pour 'abréviation des aa.

Il existe 64 combinaisons différentes de codons, parmi lesquelles 61 permettent
I'incorporation d’'un aa et 3 provoquent l'arrét de la traduction (codons stop).
Cependant, chez la levure, 'ensemble des codons ne code que pour 20 aa, qui sont
décodés par des codons différents : on parle alors de codons synonymes. Il convient de
noter que dans certains organismes, le codon UGA code la sélénocystéine (Cone et al,,
1976; Gonzalez-Flores et al, 2013), 21¢me aa protéinogénique identifié chez les
procaryotes et dans certaines branches des eucaryotes, et le codon UAG code la
pyrolysine (Pyl), 22¢me aa protéinogénique identifié chez les archées méthanogénes et

certaines bactéries, Desulfitobactérium hafniense et Acetohalobium arabaticum (Hao et
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al., 2002; Herring et al., 2007; Prat et al,, 2012; Srinivasan et al., 2002). Le décodage des
codons de 'ARNm s’effectue au sein du ribosome, plateforme ribonucléoprotéique
composée de deux sous-unités, la 40S et la 60s, de taille et de fonction différente.

La traduction se décompose en trois grandes étapes : l'initiation, 1’élongation, et
la terminaison. La premiére étape est généralement considérée comme |'étape limitante
et également la plus documentée (Dever et al, 2016). Lors de linitiation CAP-
dépendante, la sous-unité 40S, dont le site A est occupé par 'ARNt méthionyl initiateur
(Met-ARNtMet) et le facteur d’initiation de la traduction elF2 lié au GTP, se fixe sur le
complexe de la coiffe en 5’ de 'ARNm (Kozak, 1999). Elle scanne ensuite I'extrémité 5’
non traduite jusqu’a rencontrer le premier codon AUG, reconnu par appariement de
bases avec le Met-ARNt;Met ainsi qu’avec les facteurs d’initiation. La sous-unité 40S alors
en pause recrute la sous-unité 60S, ce qui aboutit a la formation du complexe 80S. Le
Met-ARNtMetse retrouve alors dans le site P et les facteurs d’initiations sont relargués,
’élongation peut alors débuter. Les aa-ARNt sont acheminés dans le site A accepteur du
ribosome par le facteur d’élongation eEF1A-GTP. La reconnaissance codon-anticodon
provoque I'hydrolyse du GTP d’eEF1A et ainsi, le transfert de 'aa de ’ARNt. eEF1A-GDP
quitte le ribosome et est recyclé sous forme eEF1A-GTP par le facteur eEF1B. Il y a
formation d’'une liaison peptidique entre le COOH du peptide naissant et le NH; de l'aa
porté par I’ARNt présent dans le site A. L’ARNt déchargé contenu dans le site P et le
peptidyl-ARNt contenu dans le site A sont alors respectivement transloqués dans le site
E (exit) et le site P. La translocation est permise par I'’hydrolyse du facteur de
translocation eEF2-GTP qui se fixe dans le site A, puis eEF2-GDP est relargué du site A.
Le site A vaquant est alors prét a lier un nouveau complexe aa-ARNt-eEF1A-GTP.

L’étape de terminaison est catalysée par le complexe eRF1-eRF3-GTP. De par sa
structure globale ressemblant a un ARNt, eRF1 (Song et al., 2000) reconnait de maniere
spécifique les codons stop (UAA, UAG, UGA) et est également impliqué dans I'hydrolyse
de la liaison peptidyl-ARNt, ce qui permet de relacher le polypeptide synthétisé (Jackson
et al., 2012). eRF3 accélere la libération du peptide néosynthétisé, et améliore ainsi

I'efficacité de la terminaison (Alkalaeva et al., 2006).
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[.2.2 Existence d’'une traduction nucléaire

On explique généralement que la traduction a lieu dans le cytoplasme mais
cependant, quelques études font état de l'existence d'une traduction nucléaire. Une
premiere étude de 1954 dans laquelle les auteurs indiquaient une incorporation rapide
d’aa radioactifs dans des protéines nucléaires de cellules de thymus (Allfrey, 1954), puis
une seconde étude montrant I'isolation des polyribosomes a partir de noyaux purifiés de
cellules HeLa (Goidl et al., 1975), ont suscité un fort intérét pour la question. Une étude
datant du début des années 2000 a méme permis la visualisation de la traduction de
maniere directe dans des noyaux isolés de cellules de mammiferes, a I'aide d’ARNtLys
biotinylés(Iborra et al, 2001). Malgré plusieurs études amenant a la conclusion de
I'existence d’'une traduction nucléaire, des doutes subsistent en raison de la crainte de
contaminations cytoplasmiques (NATHANSON, 2003). A ce jour, le phénomeéne reste
énigmatique, méme s’il semble que pres de 10% des protéines pourraient étre traduites

dans le noyau et plus précisément, dans le nucléole (McLeod et al., 2014).

1.2.3  Les caractéristiques des aminoacyl-ARNt synthétases

Les ARNt sont aminoacylés par les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS), formant
ainsi un aa-ARNt servant au décodage des codons. Les aaRS sont classées en 2
catégories, les aaRS de classe I et celles de classe II, selon I'architecture de leur site
catalytique, leur structure crystallographique, les propriétés chimiques des aa dont elles
sont spécifiques, le c6té du bras accepteur de 'ARNt qu’elles reconnaissent (petit ou
grand sillon) qui détermine I'OH (2’ ou 3’) qui sera estérifié par l'aa lors de
I'aminoacylation de I’ARNt (Eriani et al, 1990, Cusack et al, 1990) (Tableau 2). Alors que
les aaRS de classe I tendent a étre monomériques, celles de classe II sont exclusivement

dimériques ou tétramériques.
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Classe |

Classelll

Structure du domaine
catalytique

Domaine de Rossmann (5 brins
[ paralleles séparés par hélices a)

7 brins B antiparalléles
entourés d'hélices a

. . GoxxdxxPdd
Motifs conservés
du site actif HIGH, KMSKS FRXEH/RxxxFxxxD/E
GHGHGHD/ERGGOOP
Résidu accepteur 2'0H 3'OH
Sous-classes la Ila

et assemblages

Methionyl-ARNt synthétase a2, a
Isoleucyl-ARNt synthétase a
Leucyl-ARNt synthétase a
Cystéinyl-ARNt synthétase a
Valyl-ARNt synthétase a
Arginyl-ARNt synthétase a

Ib
Lysyl-ARNt synthétase a
Glutamyl-ARNt synthétase a
Glutaminyl-ARNt synthétase a

Ic
Tyrosyl-ARNt synthétase a2
Tryptophanyl-ARNt synthétase a2

Histidyl-ARNt synthétase a2
Prolyl-ARNt synthétase a2
Séryl-ARNt synthétase a2

Thréonyl-ARNt synthétase a2, a
Alanyl-ARNt synthétase a2, a, a232
Glycyl-ARNt synthétase a2

IIb
Lysyl-ARNt synthétase a2
Aspartyl-ARNt synthétase a2
Asparaginyl-ARNt synthétase a2

Ilc
Phénylalanyl-ARNt synthétase a232, a
Pyrolysyl-ARNt synthétase a2
O-phosphoryl-ARNt synthétase a4

Tableau 2. Les deux classes d'aminoacyl-ARNt synthétases et leurs caractéristiques. Les
caractéristiques d’oligomérisation sont valables pour les procaryotes et les eucaryotes. S’il y a des
différences d’oligomérisation, 'ordre est le suivant : procaryote, eucaryotes. S'il y a des différences au sein
des procaryotes, 'ordre est le suivant : bactéries, archées (cas de I’AlaRS).

Certains aa-ARNt sont mésacylés, c’est-a-dire aminoacylés avec un aa non-
homologue, ce qui conduit a I'incorporation d'un aa différent de celui codé par le codon
complémentaire de l'anticodon de I’ARNt. L’édition des aa-ARNt mésacylés permet,
normalement, d’éviter que ce phénomene se produise.

Certaines aaRS comme la LeuRS d’E. coli sont capables d’éditer des aa-ARNt
meésacylés. 1l existe deux types de mécanismes d’édition. Le premier, nommé édition
pré-transfert, permet de cliver 'aa~AMP avant que I'aa mésactivé soit transféré sur
I’ARNt. Le second est I'édition post-transfert, qui édite 'aa mésactivé apres son transfert
sur I’ARNt par hydrolyse de la liaison ester. Ces mécanismes peuvent avoir lieu en cis
grace aux domaines d’édition dont sont dotées certaines aaRS, comme le domaine CP1
de la LeuRS, ou ou en trans par des domaines d’édition indépendants (Jakubowski, 2012;

Martinis et Boniecki, 2010 ; An et al, 2004).
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Malgré des mécanismes d’éditions efficaces, il arrive qu'un aa-ARNt mésacylé soit
tout de méme incorporé lors de la synthese protéique. Ces erreurs de traductions
peuvent potentiellement conduire a des dysfonctionnements. Cependant, il a été
remarqué que chez la bactérie, la levure, et I'Humain, la mésacylation de 'ARNtMet se
produit en condition de stress oxydatif, suggérant un role bénéfique de cette
aminoacylation incorrecte dans la réponse a ce stress (Wiltrout, 2012, Jones, 2011, Lee,
2014). Ce phénomene est détaillé dans la partie « fonctions additionnelles des aaRS » (§

VD).

1.2.4 Les particularités de la traduction mitochondriale

Les particularités du décodage du génome mitochondrial font I'objet d’un article

de revue présenté a la fin de I'introduction (§ IX p. 89).

1.2.4.1 Le génome mitochondrial, élément essentiel de la

traduction mitochondriale

La mitochondrie possede son propre génome minimal, codant pour quelques
protéines, des ARNr et certain des ARNt nécessaires a la traduction mitochondriale.
Chez la levure S. cerevisiae, le génome mitochondrial code les ARNr 15S et 21S, 7
protéines de la chaine respiratoire, Cox1, -2 et -3, appartenant a la cytochrome c
oxydase, Cytb, le cytochrome b, Atp6, -8 et -9, sous-unités du rotor Fo de I'ATP synthase
et une protéine ribosomique, Varl, appartenant a la petite sous-unité du mitoribosome
(Foury et al, 1998). Le reste des protéines nécessaires au décodage de ce génome ou
encore a la biogénese de la chaine respiratoire, est codé par génome nucléaire traduit
dans le cytoplasme et est importé dans la mitochondrie, soit environ 750 protéines chez
la levure (Sickmann et al, 2003). Bien qu’en théorie, le génome mitochondrial code pour
tous les ARNt nécessaires a la traduction mitochondriale, certains ARNt codés par le
génome nucléaires sont importés dans la mitochondrie : un ARNtlys(CUU) aussi appelé
tRK1, et deux ARNtGn (Rinehart et al, 2005, Tarassov et al, 1995) Le cas de
I’ARNtlys(CUU) est particulier puisque celui-ci doit obligatoirement étre aminoacylé
pour étre importé par la LysRS mitochondriale et modifié post-transcriptionnellement

pour étre fonctionnel en conditions de stress thermique (Kamenski et al, 2007).
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I.2.4.2 Les aaRS mitochondriales

Aucune aaRS mitochondriale n’est codée par le génome mitochondrial. Toutes
sont codées par le génome nucléaire, et importées dans la mitochondrie. Chez la levure
plusieurs situations existent : i) Les TrpRS (Myers et al, 1985), ThrRS (Pape et al, 1985),
PheRS (Koerner et al, 1987), LeuRS (Herbert et al, 1988), MetRS (Tzagoloff et al, 1989),
LysRS (Gatti et al, 1991), I1eRS, GIuRS, ArgRS (Tzagoloff et al, 1995), TyrRS (Chow et al,
1993) et AspRS (Landrieu et al, 1997) mitochondriales sont codées par un gene distinct
de celui qui code 'aaRS cytosolique. Les SerRS, ProRS, AsnRS et CysRS mitochondriales
ont uniquement été montrées comme étant des protéines mitochondriales putatives
puisqu’aucun travail n’a prouvé leur localisation. ii) Dans d’autres cas, il existe un seul
gene codant a la fois I'aaRS cytoplasmique et I'aaRS mitochondriale, en raison de
I'existence d'une séquence décodée alternativement en un signal d’adressage
mitochondrial. C’est le cas du gene GRS1, dont ’ARNm contient un site d’initiation de la
traduction alternatif, permettant ainsi la traduction de la GlyRS cytoplasmique ou, lors
de l'initiation de la traduction alternative, celle de la GlyRS mitochondriale (Turner et al,
2000). iii) Il existe des cas pour lesquels ce site d’initiation de la traduction alternatif est
atypique. L’exemple de I’AlaRS est tout a fait remarquable puisque le gene ALA1 permet
la production de deux isoformes, une courte pour I’AlaRS cytoplasmique et une longue
pour I’AlaRS mitochondriale, dont la traduction est initiée a partir d'un codon autre
qu'AUG, le codon ACG (Tang et al, 2004). En revanche, le signal de localisation
mitochondrial de la forme longue semble composé du peptide N-terminal additionnel de
cette forme de I’AlaRS et des 18 résidus suivants également présents dans la forme
courte (Huang et al, 2006) Iv) Un unique gene peut également produire deux ARNm
différents. C’est le cas du gene VASI, permettant la production de deux ARNm de taille
différente, le plus court produisant la ValRS cytoplasmique, la plus longue la ValRS
mitochondriale (Chatton et al, 1988). Le cas est le méme pour la HisRS mitochondriale,
codée par le géne nucléaire HIS1 (Natsoulis et al, 1986). (v) Enfin, en toute logique, la
mitochondrie de levure devrait posséder 20 aaRS mitochondriales codées par des genes
nucléaires. Or, ce n’est pas le cas, I'exemple le plus étudié étant celui de I'absence de
GInRS mitochondriale. Une étude a montré que la GInRS cytoplasmique était importée
dans la mitochondrie afin d’aminoacyler deux isoaccepteurs d’ARNtG» codés par le
génome mitochondrial et importé dans la mitochondrie (Rinehart et al, 2005). Or, ce

constat n’était pas en cohérence avec l'existence d'une amidotransférase ARNt-
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dépendante (AdT), essentielle a la respiration. En revanche, une autre étude a montré
que la GIuRS cytoplasmique contient une séquence d’adressage mitochondrial, conférant
a la GIuRS une double localisation cytoplasmique et mitochondriale (Frechin et al, 2009).
Associée a la protéine d’ancrage Arcl lors de la fermentation, une partie de la GIuRS
n’est plus liée a Arcl et est importée dans la mitochondrie en respiration. Dans ce
compartiment, la GIluRS cytoplasmique est néanmoins discriminante puisqu’elle
n’aminoacyle que ’ARNtG" mitochondrial. Le Glu-ARNtG» mitochondrial formé par la
GIuRS cytoplasmique est ensuite transamidé en GIn-ARNtG» par I'’AdT GatFAB
mitochondriale. Ce phénomeéne est notamment rendu possible par la dynamique du
complexe multisynthétasique auquel la GluRS appartient, détaillé dans la partie
« Diversité et composition des complexes multisynthétasiques a travers les

organismes » (§ IV).

I.2.4.3 Le ribosome mitochondrial ou mitoribosome

Le mitoribosome de levure a fortement divergé de ses homologues bactériens et
cytoplasmiques, puisqu’il se compose d'une grande sous-unité 54S, formée de 46
protéines dont 13 étant uniques, et d’'une petite sous-unité 37S, formée de 36 protéines
(Amunts et al, 2014, Greber et al, 2016). Dans tous les ribosomes, a la surface de la
grande sous-unité, il existe une structure nommée « protubérance centrale »,
permettant le contact de la grande sous-unité avec la petite sous-unité du ribosome ainsi
qu’avec I'’ARNt (Dinman et al, 2005). Elle est formée par 'ARNr 5S dans les ribosomes
bactériens, archéens et cytosoliques (Yusupov et al, 2001, Dunkle et al, 2011 Ben-Shem
et al, 2011). Le ribosome mitochondrial possede également cette protubérance centrale
(Figure 2) mais cependant, il n’existe pas de gene d’ARNr 5S dans les génomes
mitochondriaux humains ou de levures. Malgré la démonstration biochimique de
I'import mitochondrial de I’ARNr 5S dans les cellules de mammiferes (Smirnov et al,
2011, Magalhaes et al, 1998), la structure par Cryo-EM du mitoribosome de mammifere
n’a pas révélé de densité correspondant a cet ARNr. L’ARNr 5S serait remplacé soit par
I’ARNtPhe mitochondrial dans la structure cristallographique obtenue par cryo-EM
(cryogenic electron microscopy) du mitoribosome de sanglier, soit par 'ARNtVal
mitochondrial dans la structure obtenue par cryo-EM du mitoribosome provenant de

culture de cellules humaines (Figure 4) (Greber et al, 2014 ; Brown et al, 2014).
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Figure 4. Structure cristallographique de la grande sous-unité du ribosome mitochondrial d’Homo
sapiens, a une résolution de 3.4 A, face exposant le CP (protubérance centrale) (figure d’aprés
Brown, 2014). A. Localisation des protéines ainsi que de I’ARNtYa remplagant 'ARNr 5S. B. En bleu:
régions communes au ribosome bactérien. En jaune : extension des protéines homologues. En rouge :
régions spécifiques du ribosome mitochondrial. En gris : ARNr ; CP : Protubérance centrale.

Selon la structure cristallographique des mitoribosomes de S. cerevisiae, '’ARNr
5S est également absent de cette protubérance centrale, mais ne semble pas non plus
remplacé par un quelconque ARNt (Amunts et al, 2014).

Le mitoribosome de S. cerevisiae ayant pour partenaire une protéine, Mbal,
permettant I'ancrage membranaire, serait donc associé a membrane interne de la
mitochondrie (Ott et al, 2006). Son association a cette membrane permettrait, comme
pour le mitoribosome humain, un couplage de la traduction des protéines avec leur

insertion membranaire (Greber et al, 2014 ; Ott et al, 2010), puisque toutes les protéines
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codées par le génome mitochondrial, a 'exception de Varl, sont des sous-unités de

complexes respiratoires ancrés dans la membrane interne mitochondriale.

II Biogénese des ARNt

Les aa-ARNt permettent le décodage génétique de par le lien qu'ils font entre la
transcription des genes et leur traduction en protéines. La taille des ARNt varie entre 73
et 90 nucléotides. Ils sont composés de 5 régions structurées qui adoptent une structure
secondaire globale dite en «feuille de trefle» se repliant en une structure
tridimensionnelle en « L renversé » (Figure 5). Chez S. cerevisiae, on ne compte pas

moins de 286 genes d’ARNt dont la transcription génere 64 ARNt isoaccepteurs.
3’
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Figure 5 Domaines des ARNt.
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II.1 Maturation des extrémités 3’ et 5’ des ARNt suite a leur
transcription

A la suite de leur transcription par '’ARN polymérase III, les transcrits primaires
d’ARNt possédent tous environs 12 nucléotides supplémentaires en 5’ et 3’ qui seront
éliminés lors de la maturation (O’Connor et al, 1991). En 5’, les nucléotides additionnels
sont clivés par la RNAse P, une endoribonucléase. Chez la levure, la RNAse P nucléaire
est constituée de neuf protéines différentes et d'un ARN essentiel RPR1, tandis que la
RNAse P mitochondriale ne contient qu'une seule protéine, codée par le génome
nucléaire, et un ARN, codé par le génome mitochondrial (RPM1), qui differe par sa
longueur et sa structure de RPR1 (revue par Esakova et Krasilnikov, 2010 ; Dang et al,
1993; Martin et al, 1997). La maturation de I'extrémité 5’ est presque toujours réalisée
exclusivement par une RNAse P a I'exception de I’ARNt!is qui en plus de sa maturation
par la RNAse P nécessite la réinsertion en 5’ d’'un nucléotide supplémentaire, G.1, qui
s’appariera a la base discriminatrice (C73) et indispensable a son histidinylation (Gu,
2003, Gu, 2005).

Chez les levures, la maturation de I'extrémité 3’ implique plusieurs endo- et
exonucléases (Phizicky et Hopper, 2010).

Tous les ARNt matures contiennent une séquence « CCA » en 3’, indispensable a
I'aminoacylation. Chez les bactéries, la séquence CCA fait partie du gene, mais leur
génome contient néanmoins un gene codant pour 'enzyme ajoutant le CCA, une ARNt
nucléotidyl-transférase ou CCase, qui répare le 3’ des ARNt si le CCA est dégradé (Zhu et
Deutscher, 1987). Chez la levure et les vertébrés, le CCA n’est pas codé par le gene de
I’ARNt et est systématiquement ajouté post-transcriptionnellement par la CCase. Chez la
levure, il n’existe qu'un seul geéne CCA1, produisant plusieurs isoformes d’ARNt
nucléotidyl-transférases, Cca I, Cca II et Cca IIl, respectivement distribuées dans la

mitochondrie, le cytoplasme et le noyau (Aebi et al, 1990 ; Martin et al, 1994).

II.2 Lesintrons et1’épissage

Les introns contenus dans les ARNt sont pour la plupart situés directement en 3’
de l'anticodon. La proportion d’introns varie fortement selon les espéces. Chez S.

cerevisiae, environs 20% des genes d’ARNt codés par le génome nucléaire en
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contiennent. Les bactéries n'ont que tres peu d’introns dans leurs genes d’ARNt, alors
que certaines archées en possedent jusqu’a 50%. Finalement, seuls 5% des génes d’ARNt
Humain possedent des introns. (http://lowelab.ucsc. edu/GtRNAdb/)

Les ARNt de S. cerevisiae contenant des introns sont les suivants : 'ARNtPro,
I’ARNtSer, 'ARNtPhe, ’ARNtLys, 'ARNtLey, 'ARNtlle, FARNtTyr, 'ARNt™. Leur épissage se
déroule en 3 grandes étapes. La premiere consiste en la coupure de l'intron par le
complexe Sen d’ARNt endonucléases (Knapp et al, 1978). Chez la levure et les vertébrés,
celui-ci se présente sous la forme d’'un hétérotétramere dont deux des protéines le
formant sont conservées des archées aux Humains (Trotta et al, 1997). Lors de la
seconde étape, les deux extrémités 5’ et 3’ précédemment libérées apres coupure sont
religuées par I’ARNt ligase Trl1 (Phizicky et al, 1986). La troisiéme étape consiste en le
retrait du 2’ phosphate généré lors de l'étape précédente et est catalysé par une 2’
phosphotransférase (Spinelli et al, 1997).

Entre organismes, des différences s’observent également au niveau du lieu de
'épissage. Tandis que chez 'Humain, il s’effectue dans le noyau (Melton et al, 1980 ;
Lund et al, 1998), chez la levure, la localisation cytoplasmique des enzymes participant a
ce processus comme le complexe Sen d’ARNt endonucléases indique que l'épissage
s’effectue dans ce compartiment, et plus précisément a la surface des mitochondries

(Yoshihisa et al, 2003).

II.3 Les modifications post-transcriptionnelles

Il existe environ 85 modifications post-transcriptionnelles différentes dans les
ARNt, toutes especes confondues, dont 25 dans les ARNt de levure (El Yacoubi et al,
2012, Phizicky et al, 2010). Pendant plusieurs années, le role de ces modification est
resté énigmatique, puis leur étude par des expériences de génétique classique, de
biochimie, et de bioinformatique, a permis d’identifier la quasi-totalité des protéines
dédiées aux modifications post-transcriptonnelles des ARNt (Phillips et Kjellin-Straby,
1967 ; Laten et al, 1978, Martzen et al, 1999, Winzeler et al, 1999).

Les positions de I'ARNt les plus fréquemment modifiées sont la premiere
(position 34) et derniere base (position 36) de l'anticodon. Ces modifications

permettent de moduler la reconnaissance codon-anticodon en augmentant ou
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restreignant le nombre de codons qui peuvent étre reconnus par I'anticodon de '’ARNt..
La déamination de I’A34 en inosine est, par exemple, un cas tres étudié (Gerber, 1999).

Malgré une forte conservation des modifications a travers I’échelle évolutive,
seule une minorité des genes codant les enzymes de modifications est essentielle chez la
levure. C’est le cas des genes TRM6/GCD10 et TRM61/GCD14, dont les produits
catalysent la méthylation de Asg de ’ARNtMet, ainsi que les génes TADZ et TAD3, dont les
produits sont nécessaires a la conversion de 1’A34 en inosine 34 (Iz4)de 'ARNtPro(IGG),
ARNtA2(ICG), ARNtle(IAU), ARNtSer(IGA), ARNt™r(IGU) et de 'ARNtVal(IAC) (Anderson et
al, 1998, Gerber et Keller, 1999, http://modomics.genesilico.pl/).

III Trafic nucléocytoplasmique des macromolécules

III.1 Le transport nucléo-cytoplasmique des protéines

II1.1.1 Le pore nucléaire

Dans les cellules eucaryotiques, le matériel génétique est isolé des agressions
extérieures par I'enveloppe nucléaire. Le pore nucléaire permet aux macromolécules de
traverser cette enveloppe nucléaire. Le pore nucléaire est une structure
macromoléculaire conservée évolutivement chez les eucaryotes, ayant une
masse moléculaire allant de 60 MDa a 125 MDa pour la levure et I'Humain
respectivement (Rout et al, 2000 ; Cronshaw et al, 2002 ; DeGrasse et al,
2009). Sa structure tridimensionnelle a été obtenue par microscopie électronique,
révélant une taille de 100 nm de diametre pour celui de la levure, et 130 nm pour celui
des vertébrés (Yang et al, 1998 ; Aitchison et Rout, 2012 pour revue). Environs trente
protéines différentes de la classe des nucléoporines le composent, chacune présente
8 fois ou par multiple de 8, pour former une structure orthogonale. De par sa taille,
le pore nucléaire permet la diffusion de métabolites et de petites protéines, et
méme si un transport actif est nécessaire pour les plus grosses protéines, il ne
nécessite pas leur dépliement, contrairement aux protéines importées dans la
mitochondrie (Wilcox et al, 2005).

Le pore nucléaire est composé de plusieurs parties. L’anneau membranaire est la
structure permettant au pore nucléaire d’étre encré dans l’enveloppe nucléaire, et
se compose de 3 protéines membranaires différentes appellées « Poms » (Alber et

al,
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2007b). Le core du complexe est formé par I'anneau interne et I'anneau externe, qui sont
constitués par une douzaine de protéines conservées structurellement, les « Nups ».
Cette structure permet de donner la forme du pore mais également sa robustesse. De
facon intéressante, un tiers des protéines Nups, les « FG-Nups », possedent un domaine
caractéristique conservé, formé de répétitions de phénylalanine-glycine (pour « FG »)
espacées par 20 aa polaires (Hurt et al, 1988). L’ensemble forme de longs filaments
désordonnés sur les anneaux internes et externes (Denning et al, 2003). Les FG-Nups
forment une barriere sélective par leur interaction faible mais néanmoins spécifique
avec les facteurs d'import nucléaire des protéines. Enfin, de part et d’autre du pore se
trouve les filaments cytoplasmiques et le panier nucléaire. Ceux-ci réceptionnent les

cargos d’'import et d’export nucléaire des protéines (Walther et al, 2001).

II1.1.2 L’'import nucléaire des protéines

Les petites molécules et protéines de moins de 40 kDa de levure peuvent diffuser
passivement a travers le pore nucléaire, tandis que les plus grosses protéines
nécessitent un transport actif. C’est dans ce but qu’existent des signaux de localisation

nucléaire.

II1.1.2.1 Les NLS classiques et leur import nucléaire

Les NLS dits « classiques » (NLSc), sont les NLS les mieux caractérisés, composés
d’aa basiques. Au sein de cette classe, on distingue les NLSc « monopartites » des
« bipartites ». Le plus connu des NLSc monopartite est celui de I'antigene T du simian
virus 40 (SV-40), découvert il y a maintenant plus de 30 ans (Kalderon et al, 1984). Le
NLSc du SV40 est monopartite, puisque sa séquence est composée d’aa basiques d’'un
seul tenant: 26PKKKRRV132, Le NLSc bipartite le plus connu est celui de la
nucléoplasmine. Sa séquence d’aa basique est séparé en deux partie par une séquence
d’aa plus ou moins aléatoire 1>>KRPAATKKAGQAKKKK170. A ce jour, bien que des
séquences consensus aient pu étre établies pour les NLSc, il existe aussi beaucoup

d’exceptions. En effet, les NLS répondent a des caractéristiques de séquence, mais
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également de structure (Conti et al, 2000) ou encore de thermodynamiques (Hodel et al,
2001), ce qui rend leur prédiction parfois compliquée.

Dans le cytoplasme, les NLSc sont reconnus par I'importine a. Il en existe une
seule chez S. cerevisiae, Kap60. Celle-ci se compose de deux domaines fonctionnels : un
petit domaine basique en N-terminal, responsable de 'interaction avec I'importine {3, et
un domaine composé de répétitions d’armadillo, responsable de la reconnaissance du
NLS (Kobe, 1999 ; Christie et al, 2016). Le cargo, contenant 'importine a et la protéine a
NLS, est ensuite reconnu par l'importine 3, formée de domaines « Heat repeat» et
également appelée Kap95 chez S. cerevisiae (Figure 6), qui importe le cargo a travers le

pore nucléaire (Figure 7).

Figure 6. Structure cristallographique de Kap95 de Saccharomyces cerevisiae a une résolution de
2,4 A. En rouge : hélices a formant les domaines « Heat Repeat ».

I11.1.2.2 Les NLS PY

Tout d’abord identifiés chez I'Humain, ces NLS sont beaucoup moins décrits dans
la littérature que les NLSc car découverts plus tardivement et plus rares. Ils ont été
identifiés grace a la résolution de la structure de la protéine hnRNP A1, une protéine
maturant les ARNm, en interaction avec I'importine responsable de son import, Kap32
(Lee et al, 2006). En effet, le Dr Chook et son équipe ont mis en évidence qu’en plus
d’'interagir avec une séquence d’aa basiques de hnRNP A1, Kapf2Z interagissait
également avec une proline et une tyrosine. Par I'analyse de bases de données d’autres

protéines substrats de Kap32, un consensus a pu étre établi: Celui-ci se compose d’un
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motif hydrophobe ou basique, suivi en C-terminal d’'un motif R/K/HX2-5)PY, ce qui a
donné le nom de « NLSpy ». Le NLSpy n’est pas vraiment structuré et contient au moins
3 sites d’interaction avec son importine, qui ont chacun une affinité différente et variable
selon les cas (Suel et al, 2008). Chez Saccharomyces cerevisiae, '’homologue de Kap32 est
Kap104 et aurait un consensus plus minimaliste que Kapf2, puisque seul le motif
R/K/HX(2-5PY serait suffisant pour 'interaction (Lange et al, 2008). A la différence des

NLSc, les NLSpy n’interagissent pas avec Kap60.

I1I.1.2.3 Les autres types de protéines importées et leurs
importines 3

Mis a part les 2 types de NLS décrits précédemment, il existe d’autres protéines
nécessitant d’étres importées et toute une gamme d’importines 3 correspondantes. En
effet, il existe 20 importines 3 chez les eucaryotes supérieures, et 10 chez la levure (Tran
et al, 2007 ; Fried et al, 2003) (Tableau 3). Le point commun de toutes les importines 3
est la présence d’'un domaine « Heat Repeat », (Figure 6) permettant I'import nucléaire
et la liaison a la Ran-GTP (également connue sous le nom de Gsp1-GTP). Les importines
B sont responsables de I'import des protéines ribosomiques, des ARNt, des histones, et

de la RAN servant au recyclage du mécanisme (Tableau 3).

Nom Protéine/signal reconnu Essentialité Homologue
Métazoaire
Kap60 NLSc Oui  Importine
Kap95 Kap60, NLSc Oui  Importine-f1
Kap104 NLSpy (Nab2, Hrpl, protéines liant TS Transportine /
I’ARNm) Transportine 2
Kap123 Histones, protéines ribosomiques Non Importine 4
Kap111/Mtr10 Npl3 (protéine liant '’ARNm), ARNt TS Transportine SR1 ou
SR2
Kap121 /Psel Protéines ribosomiques, Histones, Oui  Importine 5/
Yral, Spol2, Stel12, Yap1, Pho4 Importine-$3/ RanBP5
Kap119/Nmd5 Protéines ribosomiques, Histones, Non Importine 7

Hogl, Crz1, Dstl
Kap108 /Sxm1 Lhp1, protéines ribosomiques Non Importine 8
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Kap114 Protéines liant les tata-box, histones, Non Importine 9

Nap1, Sua7
Kap122 /Pdr6 Toal, Toa2, TFIIA Non -
Kap120 Rpfl Non -
Ntf2 Ran/Gsp1 (forme GDP) Oui NTF2
Kap142/Msn5 Protéine de réplication A Non -

Tableau 3. Les différentes importines de S. cerevisiae et leurs éventuels homologues Métazoaires.
TS : Thermosensible ; Nom1 / Nom 2 : utilisé lorsqu’il existe 2 noms différents pour une méme protéine ;
NLSc : NLS classique.

Il.1.2.4 La dissociation du complexe et le recyclage de
I'importine 8

Le cargo, importé dans le noyau, nécessite une dissociation accomplie par le
systeme Ran-GTPase (Figure 7). La protéine Ran existe sous deux formes : la forme liée
au GTP (Ran-GTP) ou celle liée au GDP (Ran-GDP). Lorsque les conditions de croissance
sont optimales, la Ran-GTP est présente en gradient du cytoplasme vers le noyau, étant
peu abondante dans le cytoplasme pour devenir largement abondante dans le noyau. Le
gradient de Ran-GTP permet un import nucléaire sans risque de dissociation du cargo

dans le cytoplasme, puis la dissociation rapide du cargo lorsqu’il est dans le noyau.
La Ran-GTP interagit avec les domaines « Heat Repeat » de I'importine 3
(Gorlich et al, 1997 ; Lee et al, 2005). Cette interaction provoque un changement de
conformation de l'importine 3, ce qui a pour effet de relarguer le cargo. Lorsque
I'importine o est présente en tant qu’intermédiaire entre I'importine 3 et la protéine
importée, le relargage se fait immédiatement par un mécanisme d’autoinhibition (Kobe,
1999) : Le domaine libéré de 'importine a se trouve en compétition avec le NLS pour un
méme site d'interaction au sein de sa propre séquence, ce qui provoque la dissociation
du complexe. L'importine a est ensuite recyclée par une exportine : CAS chez I'Humain,
ou Csel chez la levure (Kutay et al, 1997). Cette exportine est entierement dédiée a ce
processus, car I'importine a est trés abondante et que le mécanisme de recyclage doit

étre rapide afin de garantir une efficacité optimale de I'import nucléaire.

Apres ces étapes d'import nucléaire et de dissociation du complexe, 'importine 3
liée a la Ran-GTP sont également recyclées (Figure 7). Une karyophérine responsable de
I'export nucléaire (une exportine) prend en charge ce cargo par la reconnaissance d’'un

signal d’export localisé sur la Ran-GTP pour 'exporter (Yoneda et al, 1999). Lors de la
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traversée du pore nucléaire, la Ran-GTP est hydrolysée en la forme Ran-GDP par la Ran-
GAP cytoplasmique, ce qui provoque la dissociation du cargo de recyclage. Ntf2,
importine spécifique de la Ran-GDP, réimporte ensuite cette derniere dans le noyau ou
elle sera re-convertie en Ran-GTP par le facteur d’échange de la guanine, Ran-GEF ou

Rrcl. L'importine {3 peut alors repartir a la recherche de nouveaux cargos a importer.

Cytoplasme

Ran
GDP

Ran

. GA?Y

KKKxK 18 s
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export nucléaire 5 importine
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—& import nucléaire ‘ protéine a NLS classique

)/; dissociation du complexe @ acidé aminé
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N ;% pore nucléaire ME membrane externe
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Figure 7. L'import nucléaire des protéines a NLSc et le recyclage de ses acteurs. L'importine o
reconnait le NLS d’une protéine, puis le cargo est importé dans le noyau par I'importine . Le complexe se
dissocie, puis les importines sont recyclées par des voies différentes. Tons rouges/orangés : protéines
liées a 'import nucléaire. Tons violets/verts : protéines dédiées au recyclage des facteurs d’'import.
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II1.1.3 Le systeme d’export nucléaire

Tout comme les protéines importées dans le noyau, les protéines qui en sont
exportées possedent un peptide signal nommé signal d’export nucléaire, ou NES. Celui-ci
correspond a une séquence riche en leucine dont le consensus, beaucoup mieux
conservé que les NLS, est composé de la séquence suivante : L-X2-3 -(L,[,M,F,M)-X2-3 -L-
X-(L,LV) (Bogerd et al, 1996 ; Bogerd et al, 1999). Le premier NES découvert a été celui
de la protéine Rev du VIH, qui est certainement le NES le plus étudié d’entre tous
puisqu’il a permis d’élucider le mécanisme par lequel la protéine Rev permet

I'expression du génome du VIH dans les cellules infectées (Fischer et al, 1995).

II1.1.3.1 Export des protéines par Crm1 et recyclage des acteurs

L’exportine Crm1/exportinel chez les eucaryotes supérieurs, ou Crm1/Xpol
chez la levure, est la karyophérine responsable de I'export des protéines possédant un
NES (Stade et al, 1997 ; Neville et al, 1997). Crm1 est certainement la plus polyvalente
des exportines, prenant en charge des protéines tres différentes les unes des autres tels
que des facteurs de transcription, des protéines liant I’ARN, des régulateurs du cycle
cellulaire, ... Ainsi, chez la levure, la délétion du géne codant Xpol est l1étale, mais
I'inhibition de Xpo1 est possible pour de courtes durées par la leptomycine B, dont I'effet
a été découvert lors de I’étude de la protéine Rev du VIH (Wolff et al, 1997).

Tout comme l'import nucléaire, le systeme d’export nucléaire nécessite un
gradient de Ran-GTP. La protéine a exporter est reconnue par Crm1/Xpol dans le
noyau, avec parfois la présence d’'un adaptateur. Crm1/Xpo1l interagit alors avec la Ran-
GTP, puis le cargo est exporté du noyau (Figure 8). Le complexe se dissocie ensuite par
'interaction forte de la protéine cytoplasmique Ran-BP1 pour « Ran Binding Protein »
également nommeée Yrbl chez S. cerevisiae, avec la Ran-GTP (Bischoff et al, 1995;
Maurer et al, 2001). Il a été montré que la protéine de 23 kDa Yrb1l, principalement
cytoplasmique, pouvait étre importée ou diffusait dans le noyau. Dans ce cas la, Yrb1 est
exportée par la Ran-GTP et Xpol. Le complexe intermédiaire Yrb1-Ran-GTP est ensuite
hydrolysé par la Ran-Gap cytoplasmique, ce qui provoque la dissociation du complexe.
Le recyclage de la Ran-GDP se fait ensuite comme expliqué précédemment (Figure 8).
Le recyclage de Crm1/Xpol n’est, quant a lui, pas connu de maniere précise, mais il
semblerait que chez I'Humain, il se fasse selon un mécanisme Ran-dépendant

(Kehlenbach et al, 1998).
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Figure 8. L'export nucléaire des protéines et le recyclage de ses acteurs. La protéine a exporter,
contenant un NES, est présente dans le noyau. Elle est reconnue par Xpol, puis ce complexe interragit
avec Ran-GTP pour étre exporté du noyau. Dans le cytoplasme, le complexe se dissocie par I'interaction de

Ran-GTP avec Yrb1. Ran-GTP est hydrolysé par Ran-GAP. Les acteurs de I’export sont ensuite recyclés.
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I11.1.3.2 Autres exportines

La levure compte au total 5 exportines différentes, dont Xpol et Cse2, décrites
précédemment. Les 3 restantes sont dédiées a I'export des ARNt (auquel sera dédiée le

§ I11.2), des sous unités ribosomiques, des ARNm et des micro ARN (ARNmi).

I11.1.3.3 L’export des ARNm

L’export nucléaire des ARNm est indispensable pour qu'ils soient accessibles a la
machinerie traductionnelle, présente dans le cytoplasme. L’exportine responsable de ce
meécanisme est la protéine Mex67/Mtr2 initialement connue pour ce role et codée par un
gene essentiel (Segref et al, 1997). NXF1/NXT1 est son homologue métazoaire (Katahira
et al, 1999). Mex67 ne possede toutefois qu'une faible affinité pour les ARNm ce qui
implique que de nombreux autres intermédiaires participent a ce processus (pour un
tableau complet de ces intermédiaires, se référer a la revue de Nino et al, 2013). De
facon intéressante, Mex67 fonctionne indépendamment de la Ran-GTP, mais nécessite
une interaction avec les protéines du pore nucléaire et plus particulierement les FG-

Nups.

1I1.1.3.4 L’export des sous-unités ribosomiques

Les sous unités ribosomiques peuvent étre exportées par différentes exportines.
Crm1 constitue la voie majeur d’export de la sous unité 60S, via la présence
d’adaptateurs. L'export de la sous-unité pré-60S nécessite l'adaptateur Nmd3, qui
contient le NES reconnu par Crm1 (Gadal et al, 2001). Cependant, une autre exportine,
Mex67/Mtr2, connue pour I'export des ARNm, est également capable d’effectuer I'export
du pré-60S (Yao et al, 2007). De plus, 'ARNr 5S qui interagit avec I'hétérodimere formé,
pourrait également participer a ce transport.

Enfin, une troisieme exportine est redondante pour ce réle. Arx1, protéine de la
levure codée par un gene non-essentiel, est aussi capable d’exporter le pré-60S
(Bradatsch et al, 2007). Elle n'a en revanche pas d’homologue chez I’'Humain,

contrairement aux deux précédentes.
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II1.2 Le trafic nucléocytoplasmique des ARNt

I11.2.1 Les différentes voies d’exports nucléaires

II1.2.1.1 Lavoie Los1-dépendante

Chez la levure, la premiere voie d’export des ARNt identifiée fut celle dépendant
de Los1, qui exporte les ARNt néo-synthétisés (Sarkar et al, 1998 ; Hellmuth et al, 1998).
Los1 a tout d’abord été identifié comme étant impliqué dans I'épissage des ARNt, puis
comme un composant du cytosquelette nucléaire en raison de son insolubilité (Shen et
al, 1993).

Afin d’exporter les ARNt, Los1 interagit avec la Ran-GTP et nécessite également
une interaction avec les nucléoporines NupZ et Nspl (Hellmuth et al, 1998). Le
complexe se dissocie ensuite dans le cytoplasme par I'hydrolyse du GTP en GDP par la
Ran-Gap, puis les acteurs sont recyclés comme expliqué précédemment par Rrcl
(Figure 8). La délétion de LOS1 ou des mutations dans le gene de la Ran Gap provoquent
une accumulation des pré-ARNt non épissés, suggérant deux hypotheses plausibles : i)
que I'épissage du pré-ARNt soit effectué dans le cytoplasme et non pas dans le noyau, ou,
ii) que Los1 permette le transport intranucléaire des ARNt pour un épissage nucléaire
(Sarkar, 1998). Il sera découvert plus tard que chez S. cerevisiae a la différence des
vertébrés, I'épissage a bien lieu dans le cytoplasme (Yoshihisa et al, 2007 ; Hopper et
Shaheen, 2008). Il a également été rapporté que Los1 est capable d’exporter les ARNt
aminoacylés (Steiner-Mosonyi et Mangroo, 2004).

[ a été montré que chez I'Humain, des éléments structuraux des ARNt
interviennent dans la reconnaissance par Xpo-t (homologue de Losl), puisque des
mutations affectant la structure des ARNt abolissent I'export et I'interaction avec Xpo-t
(Tobian et al, 1985). Cela a notamment été montré pour 'ARNtMet, qui présente des
défauts d’export nucléaire lorsqu’il comporte des mutations affectant sa structure
tridimensionnelle. La structure de Xpo-t, en interaction avec la Ran-GTP et 'ARNtPhe, a
été résolue, permettant d’accéder aux bases moléculaires de la reconnaissance ARNt-
Exportine qui résident dans les domaines HEAT-repeat de Xpo-t (Cook et al, 2009)
(Figure 9).
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RanGTP

Figure 9 Structure cristallographique de l'exportine d'H. sapiens Xpo-t en interaction avec
I'ARNtPhe et la RanGTP a une résolution de 3,2 A. (d’aprés Cook et al, 2009). En rose : ARNtPhe, En
orange : Xpo-t, composés de domaines HEAT repeat. En bleu : RanGTP

A la différence de Los1 chez la levure, Xpo-t exporte préférentiellement les ARNt
matures et épissés (Arts et al, 1998). Chez la levure, la délétion du gene LOSI affecte
I'export des ARNt mais n’est pas létale, suggérant 'existence d‘une voie alternative

(Hopper et al, 1980).

II1.2.1.2 Lavoie Msn5-dépendante et eEF1A

Cette voie alternative pourrait étre accomplie par la protéine Msn5 (Figure 8),
également responsable de I'import de protéines mais également de I'export de protéines
tel que le facteur de transcription Pho4 (Yoshida et al, 2001 ; Kaffman et al, 1998;
Takano et al, 2005). La délétion du gene MSN5 provoque en effet des défauts d’export
nucléaire des ARNt (Strub et al, 2007), mais n’est pas synthétique létale avec la délétion
de LOS1, indiquant qu’il ne s’agit pas de la seule voie indépendante de Losl. Chez
I'Humain, Exp-5, I'homologue de Msn5, est responsable de l'export des ARNt
aminoacylés, ainsi qu'eEF1A, lorsque ce dernier interagit avec les ARNt (Bohnsack et al,
2002). Chez S. cerevisiae, cette voie d’export des ARNt aminoacylés semble étre effectuée
uniquement par eEF1A, également de maniere indépendante de Los1 (Grosshans et al,
2000).

Ainsi, 3 voies d’exports des ARNt sont actuellement connues chez S. cerevisiae,
réalisées par Los1, Msn5 et eEF1A (Figure 10), et, une autre (au minimum) reste a ce

jour inconnue.
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II1.2.1.3 Une voie Arc1-dépendante ?

Cette quatrieme voie pourrait étre accomplie par Arcl, puisque LOS1 et ARCI
sont synthétiques létaux ce qui suggere que les produits des deux genes participent, au
moins en partie, a la méme voie métabolique (Simos et al, 1996) (Figure 10).
Cependant, ce role n'a pas été approfondi et le mécanisme impliquant Arcl pour
exporter les ARNt n’est pas connu. Arcl étant exclu du noyau par un mécanisme
dépendant de Xpo1l (Galani et al, 2005), il se pourrait qu’avant son exclusion nucléaire, il
lie les ARNt et les exporte. In vitro, il lie fortement ’ARNtGY, 'ARNteMet, ’ARNtLys,
I’ARNtPhe et 'ARNtA™8 ainsi que de maniére nettement plus faible, 'ARNtMet, 'ARNtPro,
I’ARNtSer, TARNtAl2, PARNtTYr, 'ARNt™™ et I’ARNtAsP (Deinert et al, 2001). La grande
variété d’ARNt avec lesquelles Arcl interagit corroborerait ’hypothese selon laquelle

cette protéine serait impliquée dans I'export des ARNt.

II1.2.2 Les transporteurs intranucléaires

Utp8 semble étre un transporteur intranucléaire d’ARNt, et facilite 'export des
ARNt en interagissant avec des facteurs d’exports tels que Losl et Msn5 (Steiner-
Mosonyi et al, 2003 ; Strub et al, 2007). Tout comme Utp8, Cex1 a été identifié comme
étant impliquée dans le transport intranucléaire des ARNt. Son domaine central,
composé de domaines « Heat Repeats » lui confére la capacité de lier les ARNt, tandis
que son domaine kinase-like N-terminal lui permet d’interagir avec Losl, Msn5 et
eEF1A, impliqués dans I'export nucléaire des ARNt (McGuire et al, 2007). De plus, le
geéne CEX1 avait été montré comme étant synthétique létal avec ARC1, indiquant que les
protéines qu’ils codent sont impliquées dans la méme voie métabolique. Cependant, ce

résultat n’a pas pu étre reproduit par notre équipe (these du Dr. L. Enkler).

II1.2.3 L’'import rétrograde

Dans un premier temps, le transport nucléo-cytoplasmique des ARNt fut
considéré comme unidirectionnel, du noyau vers le cytoplasme. Puis, il y a une décennie,
plusieurs études ont montré qu’il existait une voie d’'import rétrograde des ARNt du

cytoplasme vers le noyau (Takano et al, 2005 ; Shaheen et Hopper, 2005) (Figure 10).
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Au cours de l'une de ces études, des expériences menées avec des hétérocaryons
(levures avec 2 noyaux différents donc 2 génomes différents) ont permis de montrer
qu'un ARNt codé par le génome du premier noyau pouvait rejoindre le deuxieme noyau.
Dans la méme étude, dans des cellules haploides sauvages, les ARNt s’accumulent dans
le noyau en condition de carences en aa, ce qui n’est pas le cas lorsque MTR10 est délété,
indiquant que l'importine Mtrl0 pourrait étre responsable l'import des ARNt en
conditions de carences en aa.

L'import rétrograde des ARNt a été montré chez S. cerevisiae pour ’ARNtTy",
I’ARNtlle, TARNtPre (Takano et al, 2005), 'ARNtHis (Shaheen et Hopper, 2005), 'ARNtleu
(Grosshans et al, 2000), 'ARNtPhe (Ohira et al, 2011), 'ARNtA8 (Chu et al, 2013) et
I’ARNtlys (Kramer et al, 2013) ainsi que pour et I’ARNtG de D. discoideum (Shaheen,
2005). Lors d’'une carence en aa ou en glucose, les ARNteMet et ARNtMet sont présents
sous leur forme aminoacylée dans le noyau des levures, suggérant un import rétrograde
de ces ARNt déja chargés, ou une aminoacylation nucléaire (Whitney et al, 2007).

Ces accumulations nucléaires réversibles des ARNt, observées en condition de
carence, pourraient également signifier que les ARNt s’accumulent dans le noyau dans le
but de réguler I'expression des génes en réponse au stress nutritionnel.

L’'intérét de l'import rétrograde n’est pas encore totalement établi. Dans des
cellules de levure déficientes pour I'import rétrograde, des défauts de la taille et des
modifications des ARNt sont observés (Kramer et al, 2013). Ce résultat suggere une
importance de l'import rétrograde en tant que « controle qualité » de l'intégrité des
ARNt, du moins pour les ARNtLys, ARNt™Yr, et ARNtle, étudiés dans cet article.

Ce mécanisme existe également chez I'Humain, dans lequel il est détourné par le
Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH). L’ARNtLys, TARNtGlY et 'ARNtG!U favorisent
I'import nucléaire ATP-dépendant d'une partie des complexes de rétrotranscription,
'autre partie étant importée par 'importine 7 (Fassati et al, 2003 ; Zaitseva et al, 2006).
Pour ce faire, la boucle de I'anticodon de I’ARNt se lie au complexe viral tandis que le

bras T interagit avec les facteurs cellulaires de I'import nucléaire.
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Figure 10. Les voies connues du trafic nucléo-cytoplasmique des ARNt et de I'import rétrograde

des ARNt.
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IV Diversité et composition des complexes
multisynthétasiques a travers les organismes

Les complexes multisynthétasiques (MSC) font I'objet d’'un article de revue
présenté a la fin de l'introduction (§ X p. 107).

Les complexes multisynthétasiques sont largement répandus des archées aux
mammiferes en passant par les levures et d’autres eucaryotes unicellulaires. Il s’agit
d’assemblages d’au moins deux aaRS différentes, contenant ou non des protéines
auxiliaires (Laporte et al, 2014).

Les complexes semblent plus minimalistes chez les archées (Figure 11, figure
18), mais ils n’en sont pas moins importants puisqu’ils permettent un acheminement et
un recyclage plus efficace de 'ARNt, ainsi qu'une augmentation de l'efficacité catalytique
de certaines aaRS. Les MSC d’archées sont composés majoritairement d’aaRS de classe II
et de protéines de la traduction, et leur assemblage semble effectué par les aaRS elles
mémes.

Une évolution majeure est observée dans les MSC eucaryotes, il y a émergence de
protéines auxiliaires spécialisées dans l'assemblage et possédant des domaines
d’interactions avec '’ARNt. La complexité de I'organisme semble corrélée a la taille du
MSC: 3 protéines chez S. cerevisiae, 11 chez les mammiferes, et des MSC de taille
intermédiaire chez d’autres organismes évolutivement inférieurs. Tout MSC eucaryote
se compose au minimum d'une protéine auxiliaire, de la MetRS et de la GluRS, ce qui fait
du complexe AME le complexe minimaliste, idéal pour la compréhension des

mécanismes primaires des MSC eucaryotes (Figure 11, figure 18).
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IV.1 Chezles procaryotes

IV.1.1 Existence d’'un complexe bactérien

Aujourd’hui encore, I'existence d'un MSC chez la bactérie Escherichia coli reste
mystérieuse. En 1987, Harris montre la présence d'un MSC ayant une taille variant de
400 kDa a 1 MDa selon la technique de cassage des cellules employée, cette variation de
taille suggérant la fragilité du MSC (Figure 18). Depuis, aucune étude n’a confirmé
I'existence d’'un tel MSC chez les bactéries. Néanmoins, nous savons que les aaRS
bactériennes ont la capacité de former des complexes, comme par exemple ’AspRS et le

transamidosome (Bailly et al, 2007).

IV.1.2 Chezles Archées

Le premier MSC d’archée a été décrit chez l'organisme halophile Haloarcula
marismortui et contiendrait presque toutes les aaRS (Goldgur et al, 1994, Laporte et al,
2014). Ce MSC est résistant a la dissociation face a toute une gamme de
chromatographies, suggérant une plus grande stabilité que celui décrit chez E. coli.

Le MSC d’archée le plus étudié est celui de Methanothermobacter
thermautotrophicus. Ce complexe est composé du facteur d’élongation EF1A et de la
LeuRS, ProRS et LysRS assemblées selon une steechiométrie 2-2-2 (Preetorius-Ibba et al,
2005 ; Preetorius-Ibba et al, 2007 ; Hausmann et al, 2007) (Figure 18). Au sein de ce
complexe, la LeuRS joue le réle de noyau central et lie la LysRS et la ProRS via ses
domaines N- et C-terminal respectivement. EF1A est quant a lui inclus dans le complexe
par l'interaction avec le domaine CP1 de la LeuRS. D’apres les constantes cinétiques des
enzymes purifiées apres surproduction en systéme hétérologue bactérien, associées en
complexe ou non, le role de ce complexe serait d’augmenter 'efficacité catalytique de la
ProRS de 5 fois, I'affinité de la LysRS pour son substrat de 3 fois, ainsi que la vitesse
catalytique de la LeuRS de 8 fois. Il a ainsi été proposé que le réle du MSC soit
d’accélérer 'acheminement du Leu-ARNtleY, du Pro-ARNtPr, et du Lys-ARNtWs, vers les
facteurs EF1A du complexe, et ainsi, vers les ribosomes en cours de traduction.

Chez cette archée, un deuxieme MSC a été identifié grace a l'utilisation de la
méthode du double hybride levure pour la recherche d’'interactants de la SerRS

(Godinic-Mikulcic et al, 2011). Ce complexe contient deux aaRS, '’ArgRS et la SerRS, ainsi
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que deux protéines ribosomiques, L7 et L12 (Figure 18). Alors que les constantes
catalytiques de I’ArgRS restent inchangées lorsqu’elle fait partie du complexe, la vitesse
catalytique de la SerRS purifiée apres surproduction en systeme hétérologue bactérien
est augmentée de 4 fois en complexe par rapport a '’enzyme seule. Le role de cette
association serait de permettre une utilisation rapide des Ser-ARNt¢r et Arg-ARNtA™8 par
le ribosome, en raison de sa proximité immeédiate conférée par l'association des
protéines L7 et L12 au MSC.

Chez Methanocaldococcus jannaschii, il existe également un MSC dont le core est
composé de la ProRS et de Mj1338, une enzyme métabolique putative homologue a une
déshydrogénase, ainsi que transitoirement, de la LysRS et I'AspRS (Lipman et al, 2003)
(Figure 18).

Chez Thermococcus kodakarensis, une chromatographie d’affinité de la LeuRS a
permis de mettre en évidence un MSC composé de la LeuRS, de la ProRS, de la TyrRS, de
la GIyRS, de la CysRS, de la MetRS, de protéines ribosomiques de la sous-unité 308,
d’EF1A, d’EF2, d'IF2 et d’IF2B (Raina et al, 2012) (Figure 18). Ce MSC, contenant des
composants de I'appareil de traduction, permet I'aminoacylation des ARNt a proximité
du ribosome et donc potentiellement, leur incorporation directe a la traduction, ce qui
renforce I'hypothese selon laquelle les MSC sont importants dans I'acheminement des
ARNt au ribosome durant la traduction.

Enfin, chez Methanosarcina barkeri, un MSC nécessaire a la formation du
pyrrolysyl-ARNtPyrrolysine (Py]-ARNtPY) a été découvert (Polycarpo et al, 2003) (Figure
18). Il existe deux voies permettant la synthese du Pyl-ARNt?Y,, dont I'une d’elle, la voie
indirecte, implique la LysRS de classe I et celle de classe II. Individuellement, les deux
LysRS sont incapables de mésacyler 'ARNtFY,, mais associées sous forme de complexe,
elles acquierent la capacité de lysiler ’ARNtPY.. Cependant, 'enzyme de modification du
Lys-ARNtPY! n’ayant pas été identifiée a ce jour, I'utilisation de cette voie indirecte reste a
encore a étre démontrée. En revanche, l'existence d’'une PylRS et d’'une voie de
biosynthése de la Pyl a été démontrée, prouvant que la synthése du Pyl-ARNtPY! peut se
faire de maniere directe (Srinivasan et al, 2002).

Il existe donc une grande variété de MSC chez les archées, et ces complexes
posseédent des points communs tels que la présence quasi-systématique de la ProRS
(Figure 9). Quelques-uns de ces MSC contiennent des facteurs de la traduction ou des

protéines ribosomiques, certainement dans le but de recruter les aaRS et les aa-ARNt a
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proximité de la machinerie traductionnelle et ainsi, d’améliorer I'efficacité de la
traduction. Par opposition aux MSC d’eucaryotes, ces complexes sont dépourvus de
protéines d’assemblage et I'accrétion des aaRSs en complexes semble n’étre médiée que

par leur capacité intrinseque a interagir entre-elles.

IV.2 Les MSC eucaryotes

IV.2.1 Emergence de nouveaux domaines et protéines

Une nouvelle catégorie de protéines apparait dans les MSC eucaryotes, il s’agit
des protéines auxiliaires spécialisées dans l'assemblage. Le MSC eucaryote est percu
comme un réservoir d’aaRS pouvant s’en détacher afin d’accomplir des fonctions
alternatives (présentées dans le § VI).

Les protéines inclues dans les MSC, aaRS ou protéines auxiliaires, ont fait
'acquisition de domaines typiques d’interaction entre protéines, tels que les domaines
GST-like et les domaines WHEP.

Les domaines GST-like sont des domaines ressemblant a la gluthation-S-
transférase. Certains sont bien conservés dans les aaRS d'un organisme a I'autre, comme

celui de la GIuRS ou de la MetRS (Figure 11, figure 12).
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Figure 12. Répartition des domaines GST-like chez les différentes aaRS et protéines auxiliaires,
dans différents organismes. En rouge : présence du domaine GST-like dans la protéine (colonne de
droite) de l'organisme précisé (ligne du dessus). Les aaRS suivies d’'un astérisque (*) sont celles n’ayant
pas été détectées dans le MSC malgré la présence du domaine GST-like. Les organismes sont présentés de
la maniere suivante: abréviation; nom latin complet (souche si nécessaire). Tko; Thermococcus
kodakarensis (KOD1), Mth; Methanothermobacter thermautotrophicus (str Delta H), Mja;
Methanocaldococcus jannaschi (DSM 2661), Hma; Haloarcula marismortui (ATCC 43049), Ddi;
Dictyostelium discoideum (AX4), Spo; Schizosaccharomyces pombe (972 h-), Sce; Saccharomyces cerevisiae
(S288C), Cal; Candida albicans (WO0-1), Cel; Caenorhabditis elegans, Hsa; Homo sapiens, Tbr; Trypanosoma
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brucei (strain 927/4 GUTat10.1), Tgo; Toxoplasma gondii (strain ME49), Cre; Chlamydomonas reinhardtii
(strain CC-1373).

Les structures des GST-like d’Arc1, de la MetRS et de la GIuRS de S. cerevisiae ont
été cristallisées en duplexes (Arc1-GluRS et Arc1-MetRS) puis superposées pour obtenir
le modele du trimere, ce qui a permis de montrer que cette structure particuliere permet
I'accrétion de ces protéines en complexe (Simader et al, 2006) (Figure 18, plus
d’information sera donnée dans la partie spécifique au MSC de S. cerevisiae § IV.2.5). Les
domaines GST-like de la MetRS, de la GluProRS (Figure 13) ainsi que de deux protéines
auxiliaires du MSC humain ont également été cristallisées, permettant de confirmer
I'hypothese selon laquelle ces protéines s’assemblent en complexe via leurs domaines

GST-like (Cho et al, 2015).

Figure 13. Structure cristallographique des domaines GST-like de la GluProRS (bleu) et
d'AIMP2 /p38 (orange) d'Homo sapiens a une résolution de 2,6 A. En A et en B, vues différentes des
domaines GST-like. En C, zoom sur la région d’interaction entre les deux protéines montrant les résidus
impliqués qui sont majoritairement polaires et chargés.
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Les domaines WHEP ont d’abord été rapportés comme existant uniquement chez
les eucaryotes supérieurs, puis ont été découverts dans des protéines d’eucaryotes plus
simples tel que Chlamydomonas, une algue unicellulaire (Ray et al, 2014). IIs ont été
nommeés ainsi en raison de leur découverte dans la TrpRS (WRS), 'HisRS (HRS) et la

GluProRS (EPRS) avant d’étre découverts dans d’autres aaRS (Figure 14).

Tko Mth Mja Hma Cre Tbr Tgo Ddi Spo Sce Cal Cel Hsa
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Figure 14. Répartition des domaines WHEP dans les aaRS dans différents organismes. En vert :
présence du domaine WHEP dans la protéine (colonne de droite) de I'organisme précisé (ligne du dessus).
Les aaRS suivies d’'un astérisque (*) sont celles n’ayant pas été détectées dans le MSC malgré la présence
du domaine WHEP. Les organismes sont présentés de la maniére suivante : abréviation; nom latin complet
(souche si nécessaire). Tko; Thermococcus kodakarensis (KOD1), Mth; Methanothermobacter
thermautotrophicus (str Delta H), Mja; Methanocaldococcus jannaschi (DSM 2661), Hma; Haloarcula
marismortui (ATCC 43049), Ddi; Dictyostelium discoideum (AX4), Spo; Schizosaccharomyces pombe (972 h-
), Sce; Saccharomyces cerevisiae (S288C), Cal; Candida albicans (W0-1), Cel; Caenorhabditis elegans, Hsa;
Homo sapiens, Tbr; Trypanosoma brucei (strain 927 /4 GUTat10.1), Tgo; Toxoplasma gondii (strain ME49),
Cre; Chlamydomonas reinhardtii (strain CC-1373)

La GluProRS, la TrpRS et la GlyRS d’Homo sapiens ont été cristallisées, permettant
de découvrir que la structure tridimensionnelle des domaines WHEP forme
invariablement une structure en hélice-tour-hélice (Figure 15) (Jeong et al, 2000 ; Yang
et al, 2003 ; Qin et al, 2016). Les domaines WHEP permettent 'accrétion en complexe et
peuvent lier 'ARN (notamment I’ARNm), comme le domaine WHEP de la GluProRS
(Cahuzac et al, 2000), mais ils possedent également des fonctions additionnelles, qui

seront présentées dans le § VL.
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Figure 15. Structure crystallographique a une résolution de 2,1 A de la TrpRS dimérique d'H.
sapiens en interaction avec ’'AMP, (Figure originale d'apres Yang et al, 2003). L'un des deux diméres est
présenté en couleurs. En bleu : domaine WHEP. En vert: domaine de liaison a I'anticodon. En jaune :
domaine catalytique formant un pli de Rossmann. En gris: deuxiéme TrpRS. Entourré en pointillés
violets : site d’interaction entre les deux TrpRS. N : partie N-terminale. C: partie C-terminale. La fléche
pointe 'AMP.

Chez les eucaryotes, 'émergence du domaine « EMAP-II-like » (Endothelial
Monocyte-Activating Polypeptide II) permet d’augmenter l'efficacité d’aminoacylation
en cis (comme pour la MetRS d’0. sativa) ou en trans (comme pour p43 d’H. sapiens) des
aaRS (Kaminska et al, 1999 ; Renaults et al, 2001). (Figure 16B), La structure de ce
domaine ressemble a la protéine bactérienne interagissant avec les ARNt, Trbp111 dans

sa forme dimérisée (tRNA Binding Protein) (Figure 16A)

Tko Mth Mja Hma Cre Tbr Tgo Ddi Spo Sce Cal Cel Hsa

— ‘ o I MetRsS
| : ‘ ‘ TyrRS
p43-EMAPII
Trbp111 EMAPII ) GST-EMAPII
Dimer . - - ;
== === <25 kDa forms

Figure 16. A. Structures schématiques de Trbp111 et EMAPII-like B. Distribution de ces domaines
dans des aaRS ou protéines auxiliaires d’aaRS de différents organismes. En bleu foncé : domaines
Trbp111-like. En bleu clair : Domaines EmaplI-like. En gris : Domaine WHEP, ajouté pour comparaison
Tko; Thermococcus kodakarensis (KOD1), Mth; Methanothermobacter thermautotrophicus (str Delta H),
Mja; Methanocaldococcus jannaschi (DSM 2661), Hma; Haloarcula marismortui (ATCC 43049), Ddj;
Dictyostelium discoideum (AX4), Spo; Schizosaccharomyces pombe (972 h-), Sce; Saccharomyces
cerevisiae (S288C), Cal; Candida albicans (WO-1), Cel; Caenorhabditis elegans, Hsa; Homo sapiens, Tbr;
Trypanosoma brucei (strain 927/4 GUTat10.1), Tgo; Toxoplasma gondii (strain ME49), Cre;
Chlamydomonas reinhardtii (strain CC-1373).
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IV.2.2 Chezles mammiferes

A ce jour, le MSC des mammiferes nommé complexe MARS est le plus imposant
par la taille connu. Il associe 9 aaRS (la MetRS, I'’AspRS, la LysRS, la LeuRS, I'ArgRS, la
GInRS, I'lleRS et la GluProRS, protéine de fusion issue d'un seul géne chez les
mammiferes) et 3 protéines auxiliaires p43, p38, p18, historiquement nommées ainsi en
référence a leur taille, plus récemment renommées AIMP1, -2 et -3 (AIMP pour:
Aminoacyl-tRNA synthetase Interacting Multifunctional Protein) (Bandyopadhyay et
Deutscher, 1971 ; Mirande et al, 1983 ; Kerjan et al, 1994 ; Lee et al, 2004) (Figure 18).

p43 permet I'ancrage de la GInRS et de I'’ArgRS. P18 ancre la MetRS, au complexe,
et p38 associe la LysRS, I’AspRS et la GluProRS; la LeuRS et I'lleRS ne semble pas
ancrées au complexe MARS par une interaction avec une protéine auxiliaire (Kaminska
et al, 2009a). Afin d’accomplir leur role de protéines d’ancrage, les AIMP sont dotées de
domaines spécifiques permettant l'interaction entre protéines. La séquence de p43
présente 60% d’identité avec celle d‘Arcl ce qui en fait son unique homologue
structural. P43 possede un domaine EMAPII-like lui permettant d’'interagir avec des
ARNt et des protéines (Quevillon et al, 1997). La protéine p38 contient un domaine
leucine-zipper et un domaine GST-like, utilisés pour l'interaction entre protéines ; p18
contient également un domaine GST-like. Des expériences de purification d’affinité a
partir de foie de lapin ont permis de déterminer la stoechiométrie du MSC (Dias et al,
2013). Il se compose de deux exemplaires de la GluProRS, de la LysRS, de I'AspRS, de
p43 et de p38, et d'un exemplaire de I'lleRS, de la MetRS, de la GInRS, de I’ArgRS, de la
LeuRS et de p18.

Dans le but d’établir la structure tridimensionnelle du complexe
multisynthétasique, des analyses par microscopie électronique et reconstruction 3D
ainsi que par SAXS ont été réalisées, mais leurs résultats sont divergents. Les
expériences de microscopie électronique ont révélé un complexe asymétrique compacté,
contenant trois domaines en forme de Y avec un profond sillon central (Norcum et
Boisset, 2002 ; Norcum, 1999). Les expériences de SAXS ont, quant a elles, révélé un
complexe tres étendu contenant des excroissances distribuées le long du complexe (Dias
etal, 2013).

Le role essentiel du complexe MARS n’est pas clairement établi, puisque I'absence
des protéines auxiliaires n’est pas 1étal pour la cellule, mais en revanche, fait diminuer la

vitesse de croissance des cultures cellulaires de 30%. De plus, les souris AIMP1-/-
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développent des phénotypes de maladie auto-immune (Han et al, 2007). Le role du
complexe MARS ne semble pas, a premiere vue, relié a I'augmentation des activités
catalytiques des aaRS, selon les travaux effectués par I'équipe du Dr Waller (Mirande et
al, 1983). Toutefois, la co-sédimentation du complexe MARS avec les polysomes et le
complexe VEGA (ValRS-EF1A et le facteur d’échange de Guanine) (Kaminska et al,
2009b), pourrait indiquer un role en adéquation avec la théorie de I'acheminement des
aa-ARNt aux ribosomes. Les travaux effectués ces dernieres années ont permis de
mettre en évidence que le MSC sert de plateforme de rétention pour les aaRSs, qui,
lorsqu’elles en sont libérées, peuvent accomplir des fonctions additionnelles et parfois

non-canoniques, ce sujet sera détaillé ultérieurement dans l'introduction (§ VI).

IV.2.3 Chez d’autres métazoaires

Le nématode modele Caenorhabditis elegans posseéde un complexe de 1 MDa
composé de huit aaRS, nommément la MetRS, la LeuRS, I'lleRS, la GIuRS, la GInRS,
I’ArgRS, la LysRS et la ValRS ainsi que d’'une protéine d’assemblage, homologue de p38
du MSC de mammifere (Havrylenko et al, 2011) (Figure 18). Une seule protéine
auxiliaire a été identifiée dans ce complexe, mais cependant, la MetRS posséde un
domaine ressemblant a p43 a son extrémité C-terminale, importante pour son ancrage
et celui de 'ArgRS et de la GInRS dans le MSC de ce vers (Havrilenko et al, 2010). La
présence de ce domaine, permettant la formation du complexe, semble étre primordiale
puisque son absence provoque la stérilité des vers. Une autre différence notable est
I'absence de la ProRS, dont la fusion avec la GIuRS n’a pas eu lieu dans cet organisme.

Des protéines telles que la chaperonne Hsp90 et le facteur EF1A ont été co-
purifiées avec ce complexe, suggérant un role de ce MSC dans I'acheminement des aa-
ARNt au ribosome et le recyclage des ARNt. Ce MSC co-purifie avec EF1A et contient la
ValRS, ce qui suggere que le complexe VEGA (Motorin et al, 1988) n’est pas encore

apparu dans cet organisme, ou alors que ces deux complexes ont fusionné.

IV.2.4 Chez les protozoaires

IV.2.4.1 Trypanosoma brucei

Une étude récente menée chez Trypanosoma brucei, agent causal de
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trypanosomiases chez les animaux, a démontré I'existence d’'un MSC d’une taille de 1,2
MDa, organisé comme celui des mammiferes (Cestari et al, 2013) (Figure 18). Il se
compose de 3 protéines auxiliaires MCP1-2-3 (Mars Complex-associated Proteins) qui
lient au moins 6 aaRS: la ProRS, la MetRS, I'’AspRS, la GInRS, I’AlaRS et la TrpRS. La
présence de la GIuRS, de I'lleRS, de la GlyRS et de la CysRS dans le MSC n’a pas pu étre
confirmée lors d’expériences de purification d’affinité couplées a l'identification par
spectrométrie de masse, malgré leur capacité a migrer a une masse similaire a celle du
MSC en gel natif.

Les protéines auxiliaires ont des homologues issus de différentes especes. Par
exemple, MCP-1 semble plus proche d’Arcl de S. cerevisiae, alors que MCP-2 est proche
de la protéine bactérienne Trbp111. Des expériences in vitro ont montré que MCP-2 est
capable de lier des ARNt, tout comme Trbp111 et Arcl. MCP-3 présente des similarités
de séquence avec la protéine d’édition bactérienne Ybak. Cette derniére est connue pour
deacyler I’Ala-ARNtPro et le Cys-ARNtPr, compensant ainsi l'absence de fonction
d’édition de la ProRS procaryotique (Ruan et Soll, 2005).

L’association des synthétases en complexe provoque l'amélioration de leurs
activités catalytiques. En effet, il a été démontré in vitro que I'efficacité catalytique de la
MetRS en interaction avec MCP-2 est augmentée. La présence du complexe augmente
également la virulence du parasite, puisqu'une souche délétée du gene codant MCP-2 se
montre moins virulente qu'une souche sauvage, ce qui en fait une cible intéressante

pour des traitements potentiels des trypanosomiases.

1V.2.4.2 Toxoplasma gondii

L’agent causal de la toxoplasmose, Toxoplasma gondii, possede un MSC ayant une
taille de 1 MDa (Van Rooyen et al, 2014) (Figure 18). Il se localise dans le cytoplasme
des cellules et il comporte 4 aaRSs : la MetRS, la GIuRS, la TyrRS et la GInRS. Ces 4 aaRS
interagissent avec une protéine auxiliaire, Tg-43, via son domaine GST-like partageant
20% d’identité avec celui d’Arc1 de S. cerevisiae. Tg-p43 contient également un domaine
de liaison a I’ARNt, présentant 25% d’identité a celui d’Arcl. En bien des points, ce MSC
est comparable a celui de S. cerevisiae: ces deux MSC ne contiennent qu'une seule
protéine auxiliaire, Tg-43 et Arcl, qui possedent des domaines similaires, la MetRS et la
GIuRS font toutes deux partie des deux MSC.

A T'heure actuelle, le role de ce complexe n’a pas encore été élucidé puisque la
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délétion de Tg-43 n’affecte pas la pathogénicité de la souche et qu’'on ne sait pas, par
exemple, si I'association en complexe augmente l'efficacité catalytique des aaRS qui y

participent.

1V.2.4.3 Plasmodium

Récemment, I'existence potentielle d'un MSC chez Plasmodium falciparum, agent
causal du paludisme, a été soulevée (Bour et al, 2016). En effet, une protéine
membranaire nommée tRIP est capable de lier les ARNt humains et posséde un domaine
de liaison aux ARNt homologue a Trbp111 ainsi que des homologies de séquences avec

Arcl et Tg-43.

IV.2.5 Chez Saccharomyces cerevisiae

Le plus petit MSC eucaryote connu a ce jour est celui de S. cerevisiae, et se
compose d'une protéine « non-synthétasique » : Arcl, de la MetRS (MRS) et de la GIuRS
(ERS), c’est pourquoi on le nomme également complexe AME (Figure 18). Arcl a
d’abord été identifié comme une protéine se liant aux quadruplex d’acides nucléiques et
nommée G4plp (Frantz et Gilbert, 1995), puis comme facteur d’export de I’ARNt
(Grosshans et al,, 2000 ; Simos et al., 1996).

Le mode d’assemblage de ce complexe est bien connu puisqu’il existe une
structure cristallographique des domaines N-terminaux de la MetRS et de la GIuRS en
interaction avec le domaine N-terminal d’Arcl (Figure 17A et 17B) (Simader et al,,
2006). Les domaines N-terminaux de ces 3 protéines adoptent une conformation de type
GST-like, et permettent l'interaction d’Arcl avec la MetRS d’une part, et avec la GluRS

d’autre part, selon une stoechiométrie 1-1-1.
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Figure 17. A. Structure schématique du complexe AME de S. cerevisiae, (d’apres Koehler, 2013). En
rouge : GIuRS. En vert: Arcl. En bleu: MetRS. Les structures cristallographiques des domaines N-
terminaux ont été obtenues par diffraction aux rayons-X.

B. Résidus de la MetRS interagissant avec Arcl, sur la base de la structure déterminée (d’apres
Simader, 2006). Ustilago maydis (Um), Schizosaccharomyces pombe (Sp), Yarrowia lipolytica (YI),
Debaryomyces hansenii (Dh), Candida albicans (Ca), Kluyveromyces lactis (Kl), Ashbya gossypii (Ag) and
S.cerevisiae (Sc)

Le domaine central d’Arcl est riche en lysine et en alanine, ce qui lui permet

d’interagir de maniere non-spécifique avec les ARN. Enfin, la partie C-terminale adopte
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une conformation de type OB-fold, similaire aux domaines EMAPII ou Trbp111 des
bactéries, et permet a Arcl d’interagir de facon plus spécifique avec les ARNt. In vitro,
Arcl peut se lier aux ARNtGU et aux ARNteMet, mais également aux ARNtPhe, ARNtLys,
ARNtArg, ARNtSer, ARNtPro et ARNtAR (Deinert et al., 2001). En revanche ces liaisons sont
restreintes aux ARNtGlU et ARNt:Met lorsque le MSC est formé (Koehler et al., 2013). 1l
convient de souligner que '’ARNt;Met ne se lie que tres faiblement a Arc1.

Arc1 possede un NES fort situé dans sa séquence peptidique, I'empéchant ainsi de
rester dans le noyau ce qui en fait une protéine cytoplasmique. Méme lorsqu’'un NLS
puissant comme celui du SV40 est fusionné a Arcl, cette derniére reste cytoplasmique
(Galani, 2005). La MetRS et la GluRS associées au complexe sont ainsi séquestrées dans
le cytoplasme, mais présentent néanmoins une localisation cytoplasmique et nucléaire
lorsqu’elles n’interagissent pas avec Arcl (Galani 2001). La délétion du gene ARCI n’est
pas létale, mais provoque un ralentissement de la croissance pouvant étre expliqué par
le fait que I'association a Arc1 améliore les constantes catalytiques des 2 synthétases qui
s’y lient. La formation du MSC permet en effet d’augmenter de 10 fois l'efficacité
catalytique de la GIuRS, de par 'augmentation de son affinité pour 'ARNtGt (Simos et al,
1996 ; Graindorge et al, 2005). Selon les études, les données cinétiques de la MetRS
varient fortement. Ce constat est détaillé ultérieurement dans la partie « le systéme
meéthionine chez les eucaryotes » (§ V.2.2).

Ainsi, il a été proposé qu’au sein du MSC, Arcl délivre les ARNt dans une
conformation optimale a ses partenaires, ce qui facilite leur reconnaissance (Simos et
al, 1996).

Dans la premiére partie de ma thése, vous aurez 'occasion d’en apprendre plus
sur le role dynamique du complexe AME, mis en lumiére par un article traitant du

dialogue nucléo-mitochondrial.
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Figure 18. Architecture des complexes multisynthétasiques dans les différentes branches du
vivant.

V  Le systeme méthionine dans I'’aminoacylation

La méthionine (Met) joue un rdéle crucial, puisqu’elle est le premier aa incorporé
dans toutes les protéines. Le géne de 'ARNtMet qui permet l'incorporation de cette
premiere Met est d’ailleurs le gene d’ARNt le plus conservé au sein du regne du vivant
(Marck et Grosjean, 2002) (Figure 19). En plus d’étre 'aa débutant toutes les protéines
synthétisées par le ribosome, la Met est également incorporée au cours de I’élongation
de la chaine polypeptidique. Afin d’accomplir les deux roles distincts d’initiation et
d’élongation, chaque cellule possede deux especes d’ARNtMet distinctes, spécialisées
dans l'initiation ou I’élongation de la traduction.

Apres avoir brievement présenté ces deux roles, j'expliquerai comment la Met
peut étre utilisée d'une part pour l'initiation, d’autre part pour I'élongation, chez les

procaryotes et les eucaryotes.
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Figure 19. Représentation en feuille de trefle des séquences matures des ARNt bactériens,
archéens et eucaryotes, basées sur la séquence d’ADN (Adaptation de Marck, 2002). En vert: base
systématiquement conservée dans les ARNt; du domaine. En bleu: ce qui est universellement conservé
dans tous les ARNt. En rouge: base conservée dans ’ARNt au sein du domaine. *: position toujours
manquante. Y : pyrimidine (C ou T) ; R: purine (Aou G); H,h:pasG; V:pasT; K: Keto (GouT); B: pas
A; W: Weak (A ouT); M:amino (A ou C); e: n'importe quelle base. Les lettres en minuscule et italique
correspondent aux positions parfois absentes dans certaines espéces.

V.l Le systeme méthionine chez les procaryotes

D’'une maniére générale chez les procaryotes I’ARNtMet, également appelé
ARNtMet, est aminoacylé par la MetRS, puis le Met-ARNtMet est formylé par la méthionyl-
ARNtMet formyltransférase (Clark et Marcker, 1966). Chez les bactéries, il existe une
initiation de la traduction a partir de codons non-AUG, les codons GUG ou UUG,
uniquement décodés par le fMet-ARNtMet. L'initiation de la traduction de plus de 10 %
des ARNm d’E. coli se fait de maniere GUG- ou UUG-dépendante. Le codon AUG reste
néanmoins le plus utilisé pour l'initiation de la traduction. C’est celui qui forme la liaison
la plus stable avec I'anticodon CAU du fMet-ARNtMet et ainsi, il permet une initiation 1,5
a 3 fois plus efficace qu’'une initiation GUG-dépendante et 3 a 6 fois plus efficace qu'une
initiation UUG-dépendante (Barrick et al, 1994 ; Schmitt et al, 1996).

A T'inverse de la fMet, les Met incorporées lors de la phase d’élongation de la

synthese protéique sont uniquement codées par un codon AUG et sont insérées par un

ARNtMet élongateur (ARNteMet, parfois abrégé ARNtyMet dans certains articles).
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V.1.1 La MetRS procaryotique

Malgré d’importantes différences de séquence qui distinguent les deux ARNtMet
(pouri: C1-A7», inversion Purine-Pyrimidine 11-24, et les 3 pdb G29-C41, G30-Cs0, G31-C39.)
ceux-ci sont reconnus par une seule et méme MetRS. Ainsi, pour E. coli, il a été montré
par des expériences d’aminoacylation in vitro que les bases C3s, Ass, U3s de I'anticodon
constituent un déterminant d’identité (Meinnel et al, 1991). En effet, une mutation de la
base G3s4 en Cz4 de I'anticodon de ’ARNt!'e(GAU) surproduit puis purifié, en fait un bon
substrat pour la MetRS. A l'inverse, une interversion du Ass et du Uszsde I'anticodon de
I’ARNteMet, surproduit puis purifié, provoque une baisse dramatique de l'affinité de la
MetRS pour cet ARNt.

Les structures tridimensionnelles des MetRS procaryotiques d’E. coli, Thermus
thermophilus, Mycobacterium smegmatis, Aquifex aeolicus (Figure 20) ont été résolues
(Mechulam et al, 1999 ; Sugiura et al, 2000 ; Ingvarsson et al, 2010 ; Nakanishi et al,
2005). Les MetRS possedent comme toutes les aaRS de classe I le domaine de Rossmann
interrompu par des boucles flexibles nommeées CP pour « connective peptide » qui sont
insérées entre les 2 moitiés du domaine de Rossmann et qui se trouvent en amont de la

séquence signature KMSKS conservée au sein des aaRS de classe 1.

Figure 20. Structure cristallographique de la MetRS d'Aquifex aeolicus a2 2,7 A. Figure d’aprés
Nakanishi, 2005. En vert : domaine de Rossmann. En rouge : SCF : « Stem Contact Fold ». En rose : domaine
en hélices a. En bleu : insertions CP1 et CP2. En jaune : ARNtMet,

Chez E. coli, les paires de cystéines 145-148 et 158-161 de la MetRS forment un
domaine en doigt de zinc, qui ne semble pas exister dans la MetRS de Mycobacterium
tuberculosis puisqu’aucun atome de zinc n’est retrouvé dans cette MetRS purifiée (Kim

et al, 1998). Le domaine C-terminal de la MetRS permet l'interaction avec 'ARNtMet, et
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posseéde une structure ressemblant a 'homodimere Trbp111. Ce domaine C-terminal
permet 'homodimérisation, propriété commune de certaines MetRS procaryotiques, a
I'exception de celle d’A. aeolicus qui ne le possede pas, ainsi que la stabilisation des ARNt

(Cassio et Waller, 1971 ; Crépin, 2002 ; Morales, 1999).

V.1.2 La formylation de ’ARNtMet

L’étape de formylation du Met-ARNtMet est effectuée par la formyltransférase,
dont celle de E. coli a été cristallisée (Schmitt et al, 1996). Le domaine N-terminal
consiste en un pli de Rossmann ressemblant a celui des aaRS de classe I, auquel est
intégré une boucle flexible. La partie C-terminale de la formyltransférase contient un
tonneau {3, rappelant le pli OB (Murzin, 1993), (« Oligonucleotide/Oligosaccharide
Binding ») se composant habituellement de cinq brins béta formant un petit tonneau,
permettant la liaison aux nucléotides, retrouvé dans des aaRS mais également d’autres
sortes de protéines liant I’ADN et 'ARN. Cette partie C-terminale ainsi que la boucle
flexible seraient impliqués dans la liaison de 'ARNtMet,

La formylation de la Met N-terminale est conservée chez les bactéries, les
mitochondries et les chloroplastes, suggérant un role crucial de cette modification de la
Met initiatrice. Cependant, la délétion du gene codant la formyltransférase bactérienne
n’est pas létale. Chez E. coll, elle provoque un retard de croissance sévere, pouvant étre
contrebalancé par une surproduction du facteur d’initiation IF2, mais chez Pseudomonas
aureginosa et Staphylococcus aureus, les effets sont de moindre importance (Baumstark
et al, 1977 ; Guillon et al, 1992; Newton et al, 1999). Le rdle n’en est pas moins
important, puisque chez ce dernier, I'absence de fMet provoque des défauts
meétaboliques : I'abrogation du métabolisme du pyruvate, une absence de dégradation de
I'arginine (alors que le catabolisme de l'arginine génere de I'ATP en conditions

anaérobiques) et une plus grande sensibilité aux antibiotiques (Mader et al, 2013).
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V.2 Le systeme méthionine chez les Eucaryote

Chez les Eucaryotes, le systeme méthionine differe puisqu’il y a, en plus de la
traduction cytoplasmique, un systeme de traduction mitochondrial nécessaire a
'expression des protéines codées par le génome de cet organite.

Il existe ainsi un systéme méthionine dédié a chaque compartiment réalisant de
la synthése protéique ribosomique. La traduction mitochondriale a conservé de S.
cerevisiae jusqu’a I'Homme 'existence d'un fMet-ARNt;Met ainsi qu'un ARNt:Met (Canaday,
1980 ; Galper et Darnell, 1969). Ce systeme méthionine mitochondrial fait I'objet de la
premiere partie de ce paragraphe. La traduction cytoplasmique nécessite également,
tout comme la traduction bactérienne et organellaire, l'existence de deux types
d’ARNtMet: un élongateur et un initiateur, en revanche chez les eucaryotes le Met-
ARNtMet cytoplasmique n’est pas formylé. Ce systeme méthionine cytoplasmique fait
'objet de la seconde partie de ce chapitre.

Ces parties sont principalement axées sur les systéemes méthionines de S.
cerevisiae, mais les systémes méthionines d’autres organismes seront tout de mémes
évoqués lorsque des différences majeures avec le systeme méthionine de S. cerevisiae

existent, ou lorsqu'’ils apportent des éléments de compréhension essentiels.

V.2.1 Le systeme méthionine mitochondrial

V.2.1.1 La MetRS mitochondriale

La MetRS mitochondriale, capable de reconnaitre I’ARNtMet et ’ARNtcMet, ne
possede pas de doigts de zinc dans son domaine CP1, contrairement a la MetRS d’E. coli.
Cependant, I'absence de ce doigt de zinc et donc du zinc n’est pas important pour
'activité d’édition puisque la MetRS mitochondriale de S. cerevisiae est capable d’éditer
par correction pré-transfert ’homocystéyl~AMP in vivo et in vitro (Jakubowski, 1991 ;
Senger, 2001). Cette correction pré-transfert conduit au transfert de '’homocystéine
(Hcy) sur une thiolactone et non pas sur 'extrémité 3’ de I’ARNtMet, ce qui empéche son

incorporation dans les protéines (Jakubowski, 2011).
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V.2.1.2 Laformylation de ’ARNtM¢tmitochondrial

Tout comme chez les bactéries, '’ARNtMet mitochondrial est d’abord aminoacylé
puis formylé (fMet-ARNtMet). Les premieres évidences de I'existence d'un fMet-ARNtgMet
mitochondrial chez les eucaryotes proviennent d’expériences effectuées sur des cellules
Hela traitées a la puromycine, qui accumulent de la puromycine-Met-formylée (Leder et
Bursztyn, 1966). Par la suite, le séquencage de la partie N-terminale des protéines
mitochondriales traduites dans les mitochondries de Bos taurus, S. cerevisiae et
Neurospora crassa a confirmé que tout comme chez les bactéries, le premier aa
incorporé lors de la synthése protéique mitochondriale est une fMet (Epler et al, 1970 ;
Galper et Darnell, 1969 ; Halbreich et Rabinowitz, 1971).

La méthionyl-ARNt formyltransférase des eucaryotes posséde une localisation
exclusivement mitochondriale (Epler et al, 1970 ; Galper et Darnell, 1969 ; Halbreich et
Rabinowitz, 1971). Chez S. cerevisiae, B. taurus et N. crassa, elle est codée par le génome
nucléaire, ce qui permet d’étudier aisément son impact génétique (SGD,

http://www.yeastgenome.org). Afin d’étudier le caractere essentiel de la formylation

chez S. cerevisiae, I'équipe du Dr Rajbhandari a créé des souches dans lesquelles les
genes codant la méthionyl-ARNt formyltransférase ou I'enzyme synthétisant le donneur
du groupement formyl sont délétés, ce qui provoque une déficience de formylation. (Li
et al, 2000) Cette étude a permis de montrer que l'absence de formylation du Met-
ARNtMet n’impactait pas la synthese protéique mitochondriale, puisque les souches ont
une croissance normale sur milieu non fermentescible et un taux normal de phénotype
« petite » (souches ayant perdu la capacité a respirer) sur milieu fermentescible. Chez
ces mutants, 'absence du fMet-ARNtMet pourrait néanmoins étre contrebalancée par
une surproduction du facteur d’initiation [F2 mitochondrial, a I'image des souches d’E.
coli déficientes en méthionyl-ARNt formyltransférase qui surproduisent le facteur
d’initiation IF2 (Baumstark et al, 1977).

Chez 'Homme et les métazoaires en général, le caractere essentiel de la
formylation fait débat. En effet, I'I[F2 mitochondrial bovin est capable d’initier la
traduction de S. cerevisiae a partir de Met-ARNtMet non formylé (Tibbetts et al, 2003). En
revanche, il existe des maladies associées a des défauts de formylation du Met-ARNtMet,
Par exemple, le syndrome de Leigh est provoqué par des mutations dans le gene codant
la méthionyl-ARNt formyltransférase (Tucker et al, 2011). Au niveau moléculaire, les

personnes atteintes présentent une diminution accrue des niveaux de fMet-ARNt/Met,
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entrainant une faible formylation de Cox1, sous-unité du cytochrome c¢ oxydase
(complexe IV de la chalne respiratoire). Or la formylation de Cox1 est indispensable
pour l'assemblage du complexe IV (Hinttala et al, 2015), I'absence de formylation
provoque donc un défaut d’assemblage du complexe IV et au niveau physiologique, des

déficiences de la chaine respiratoire mitochondriale (OXPHOS).

V.2.2 Le systeme méthionine cytoplasmique

Chez tous les eucaryotes étudiés a ce jour, il n’existe qu'un seul géne nucléaire
codant pour une MetRS cytoplasmique : jusqu’a présent, il était logique et admis que les
deux ARNtMet, élongateur et initiateur, nécessaires a la traduction cytoplasmique étaient
aminoacylés par une unique MetRS, dans le cytoplasme ; nous verrons qu’'un certain
nombre de résultats que obtenus durant ma thése suggerent que la méthionylation des

ARNtMet cytoplasmiques est plus complexe qu'imaginée au départ.

V.2.2.1 Modifications post-transcriptionnelles de I’ARNtMet

cytoplasmique de S. cerevisiae et régulations

L’ARNtMet  de S. cerevisiae contient 11 modifications post-
transcriptionnelles différentes, la plupart non-essentielles et de fonctions inconnues
(Figure 21). On sait en revanche que la modification mAsg est indispensable a la
stabilité de I'ARNtMet et essentielle a S. cerevisiae (Anderson et al, 1998). Cette
modification est accomplie par la 1-méthyladénosine méthyltransférase, dimere formé
de Gcd10 et Gcd4. Les ARNtMet ne possédant pas cette modification mlAsg sont
polyadénylés puis dégradés par la voie de surveillance nucléaire Trf4 /Rrpé6.

Ritl, 2’-O-ribosyl phosphate transférase, catalyse la ribosylation de I'A¢s de
I’ARNtMet, modification conservée chez toutes les levures, ce qui empéche ensuite cet
ARNt d’interagir avec le facteur d’élongation eEF1A (Glasser et al, 1991) (Figure 21).
Ainsi, ’ARNtMet ribosylé en Ass est discriminé de 'ARNtcMet au cours de la traduction.
Dans les souches rit14, dépourvues de Ritl, 'ARNtMet décode, en plus des AUG
initiateurs, les AUG intra-séquence. Ces souches sont donc capables de croitre sans

ARNteMet (Astrom et Bystrom, 1994 ; Shin et al, 2011).
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ARN{t ARNt M

Figure 21. Différences entre les ARNtMet et ARNt.Met de S. cerevisiae et leurs modifications. En vert :
pdb différentes de I’ARNt;Met dans 'ARNteMet. En rouge : Anticodon. m!G : 1-méthylguanosine. m2G: 2-
méthylguanosine. 8UD: dihydrouridine. m22G : N2,N2-diméthylguanosine. t6A : Ne-
thréonylcarbamoyladénosine. m?G : 7-méthylguanosine. m>C : 5-méthylcytidine. m!A : 1-méthyladénosine.
Ar(p) : 2’-O-ribosyladénosine (phosphate). ¥ : pseudouridine.

L’ARNtMetest la cible de cascades de régulations métaboliques. Dans des cellules
HeLa, il a été montré qu'il était dégradé spécifiquement en réponse a un stress
thermique de 43°C alors que d’autres ARNt ne le sont pas (ARNt:Met, ARNtlys, ARNtley,
ARNtPro) (Watanabe et al, 2013). Au contraire, 'ARNtMet n’est pas dégradé dans des
conditions de stress a pH acide, stress oxydatif (ethanol ou péroxide d’hydrogene),
stress salin, démontrant la spécificité de la dégradation lors du stress thermique. Cette
dégradation est provoquée par la voie mTOR, et plus précisément par les endonucléases
Xrnl et Xrn2. Le stress thermique provoque également une accumulation de I'’ARNt;Met
dans le noyau au cours du temps (en heures), ce qui entraine une diminution de la

traduction.
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V.2.2.2 Les caractéristiques structurales de la MetRS
cytoplasmique

A la différence de la MetRS bactérienne, la MetRS cytoplasmique eucaryotique est
monomérique (Fasiolo et al, 1985). En effet, la MetRS eucaryotique ne possede pas de
domaine Trbp111-like a son extrémité C-terminale, c’est pourquoi elle ne dimérise pas.
En revanche, la MetRS de plante Oryza sativa a fait 'acquisition d’'un domaine EMAP II-
like (Figure 22), ressemblant en partie a Trbp111 dimérisé (Kaminska et al, 1999)
permettant d’augmenter 'affinité de la MetRS pour I'’ARNt;Met mais ne permettant pas sa

dimérisation (Kaminska et al, 1999).

Domaines de la MetRS Protéines associées

Aquifex aeolicus _ +
Escherichia coli _:I + :l
Saccharomyces cerevisiae :— + l:]:l
Toropasma gond — + [
Caenorhabditis elegans _::l
Homosapies [ | + [
Oyzasatia I |

- Core catalytique

- Domaine de liaison a l'anticodon

:] Domaine de liaison a 'ARNt - homologue a Trbp111

I:] Domaine de liaison a I’ARNt - non homologue a Trbp111

|:] Domaine d'interaction protéines

Fi

e

gure 22. Organisation modulaire des MetRS cytoplasmiques de différents organismes.

Tout comme la MetRS d’E. coli, la MetRS cytoplasmique de S. cerevisiae possede
un domaine CP1 qui contient un groupe de cystéines aux positions 337, 340, 350, 353
formant un doigt de zinc indispensable a son activité d’aminoacylation de I’ARNt;Met
purifié issu de S. cerevisiae (Senger et al, 2001) (Figure 24). Le domaine CP1 confere a la
MetRS cytoplasmique, tout comme a la MetRS mitochondriale, la capacité d’éditer I'Hcy
avant son transfert, aussi bien in vivo qu’in vitro (Jakubowski, 1991 ; Senger et al, 2001).
Enfin, la MetRS cytoplasmique contient une glissiere a leucines (Figure 23), élément

souvent retrouvé dans les facteurs de transcription, en sa partie N-terminale, se situant
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entre les résidus 110 et 137 (Walter et al, 1989). Une information plus anecdotique, est
que la MetRS contient une sérine acétylée a son extrémité N-terminale.

A ce jour, il n’existe pas de structure tridimensionnelle de MetRS eucaryotique
entiére, mais néanmoins le domaine N-terminal de la MetRS de S. cerevisiae a été
cristallisé (Figure 23). Ce domaine N-terminal constitue une extension par rapport aux

MetRS procaryotiques (Figure 22).

Figure 23. Structure cristallographique du domaine N-terminal de la MetRS de S. cerevisiae, a une
résolution de 2,2 A. En orange : hélices o ; en rose : brins B ; N-ter : partie N-terminale ; C-ter : partie C-
terminale. Cette structure se termine au 162éme aa. Entouré en pointillé : glissiere a leucine.

110-137LZ  212-215 HIGH 337-353 ZF 525-529 KMSKS 574-703 ABD

1 i 160 i l i l751
[ Domaesrie |

Figure 24. Domaines spécifiques de la MetRS cytoplasmique de S. cerevisiae. LZ: glissiére a
Leucines. ZF : Doigt de zinc. ABD : Domaine de liaison a I'anticodon.

Bien que le géne MESI codant la MetRS cytoplasmique de levure soit un gene
essentiel (Walter et al, 1983), la MetRS mitochondriale est capable de complémenter
I'absence de MetRS cytoplasmique mais uniquement si ’ARNteMet ou ARNtMet sont
surproduits, et cette complémentation est nettement plus efficace lorsque '’ARNt;Met est

surproduit (Senger et al, 2001).
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V.2.2.3 Les caractéristiques cinétiques de la MetRS
cytoplasmique

Chez S. cerevisiae, les déterminants d’identité majeurs d’'une MetRS (tronquée de
son domaine N-terminal) pour son ARNtMet (transcrit in vitro, mais dont le nucléotide A1
a été remplacé par Gi, pour des raisons d’efficacité de transcription par la T7 RNA
polymérase) sont les 3 bases de I'anticodon : Cz4, Aszs, U3e et la base discriminatrice
A73 (Despons et al, 1991 ; Senger et Fasiolo, 1996); alors que cette derniére n’est pas un
déterminant d’identité pour les MetRS bactériennes (Schulman et Pelka, 1983). De plus,
la conformation de I’ARNt ainsi que certain nucléotides du bras D sont primordiaux pour
la reconnaissance par la MetRS.

Chez S. cerevisiae, I'association avec Arcl ou non permet de modifier
I'affinité de la MetRS pour son ARNtMet. Cependant, les données cinétiques varient selon
les études :

- Des expériences d’aminoacylation réalisées avec une MetRS native surproduite
et purifiée dans une souche RS453 arcIA, avec un ARNtMet (espéce non précisée)
partiellement purifié de S. cerevisiae, montrent une augmentation de 3 a 4 fois de
I'efficacité catalytique de la MetRS en présence d’Arc1, exprimé en systeme hétérologue
bactérien puis purifié (Golinelli-Cohen et al, 2007).

- Les expériences d’aminoacylation réalisées avec de la MetRS purifiée a partir de
S. cerevisiae, dont la séquence a été tronquée de son domaine N-terminal, avec un
ARNtMet purifié de S. cerevisiae (par le Dr. G. Keith, purification par contre-courant),
montrent une augmentation de 50 fois de I'efficacité catalytique de la MetRS en présence
d’Arcl, exprimé dans une souche de S. cerevisiae RS453 sous la forme d'une protéine de
fusion avec la protéine A de S. aureus (Despons et al, 1992; Simos et al, 1996).
Cependant, ce résultat ne correle pas avec I'étude du Dr Simos et de ses collegues, qui
ont démontré qu'Arcl (surproduit en systéeme hétérologue bactérien et purifié par
chromatographie d’affinité sur matrice Ni-Nta) interagit tres faiblement avec '’ARNt;Met,
(issu d’ARNt total commercial de chez Roche, détecté par Northern Blot par une sonde
spécifique) in vitro. De ce fait, le mécanisme par lequel Arcl augmente l'efficacité
catalytique de la MetRS vis a vis de son ARNt;Met reste énigmatique.

- Enfin, des expériences d’aminoacylation, réalisées avec un complexe AME
surproduit dans E. coli puis purifié et de I’ARNt total de levure purifié sur gel, ont montré

que le signal émis par le [S3°]Met-ARNtMet était beaucoup plus faible que celui du
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[S35]Met-ARNteMet, (Wiltrout et al, 2012). Ce résultat signifie que dans les conditions
testées, ’ARNtMet 3 été aminoacylé de maniere beaucoup moins efficace que I'’ARNt.Met,
Les auteurs de ce papier ont supposé que la cellule utilisait peut-étre deux catégories
différentes de Met pour aminoacyler les deux ARNtMet, Nous apporterons des éléments

de réponse a ce constat dans le chapitre Il de la partie « résultats et discussions ».

V.2.2.4 Discrimination des ARNtMetdurant la synthese protéique

Tout comme IF2 chez les bactéries, elF2 reconnait spécifiquement ’ARNtMet.
L’interaction entre elF2 et 'ARNt;Met se fait en partie grace a la premiere paire de bases
(pdb) Ai-U7z, conservée dans les ARNtMet utilisés lors des traductions bactérienne,
organellaire et cytoplasmique (Farruggio, 1996). La mutation de cette premiere pdb en
un Gi-C72, qui correspond a la premiere pdb de I’ARNteMet, diminue considérablement
I'affinité de elF2 pour ARNtMet,

Il a également été montré chez 'Humain ainsi que chez S. cerevisiae que lorsque
cette premiere pdb Ai-U72 de PARNtMet est muté en G1-C72, 'ARNtMet muté peut étre
utilisé pour le décodage des codons Met élongateurs, in vivo et in vitro (Astrom et
Bystrom, 1994 ; Drabkin et al, 1998).

D’apreés une étude menée chez S. cerevisiae, il apparait également que les pdb
conservées (C3-G7o du bras accepteur et Gz1-Cz9 du bras de l'anticodon régulent la
stabilité du complexe de pré-initiation de la traduction (Dong et al, 2014).

Des études menées chez le blé, montrent que le Met-ARNtMet est exclu de
’élongation par le facteur d’élongation eEF1A qui a une affinité beaucoup moins grande
pour celui-ci que pour le Met-ARNteMet (plus de 100 nM contre 0,8 nM respectivement)
(Dreher et al, 1999). Cette différence d’affinité entre I’ARNtMet et I’ARNteMet pour eEF1A
est due a la phosphorybosilation du Ges, de 'ARNtMet, en faisant ainsi un anti-
déterminant d’identité, ainsi qu’a la nature de la premiere pdb du bras accepteur.
Comme détaillé précédemment, ce mécanisme de discrimination est aussi observé chez
S. cerevisiae, dont 'ARNtMet est ribosylé en Ass. Il est donc supposable que cette
modification soit utilisée dans différentes branches du vivant comme anti-déterminant

d’identité d’eEF1A. pour I’ARNt;Met,
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VI Roles non-canoniques des aminoacyl-ARNt
synthétases

Canonique «se dit de la forme naturelle, intrinséque, principale de certains
étres » (Larousse). Une fonction non-canonique représente donc une fonction
additionnelle et normalement non majoritaire. Au fil du temps, les aaRS ont évolué et
acquis de nouvelles fonctions, que l'on appelle aujourd’hui réles non-canoniques.
Longtemps inconnues, ces fonctions prennent de plus en plus d’importance sachant
qu’elles jouent un role crucial au sein des cellules et qu’elles sont parfois en connexion
avec des pathologies. Dans ce chapitre, aprés avoir brievement expliqué comment une
aaRS acquiert de nouvelles fonctions, je listerai les différentes fonctions non-canoniques

qu’elles exercent, nucléaires puis autres.

VI.I Comment une aaRS peut-elle acquérir de nouvelles
fonctions ?

Alors que chez les procaryotes, les protéines sont « simplement » détournées de
leur fonction primaire (exemple : enzyme métabolique inactive), chez les eucaryotes, on
note l'acquisition de modules additionnels et la liaison a des protéines spécialisées. En
effet, chez les eucaryotes, sont apparues les protéines auxiliaires, permettant d’ancrer
des aaRS capables de se relocaliser dans un compartiment particulier, a savoir le
cytoplasme, lieu de la synthese protéique. En se détachant des protéines auxiliaires, les
aaRS sont alors libres de rejoindre des compartiment, a priori insoupgonnés et
d’accomplir d’autres fonctions que 'aminoacylation de leur ARNt homologue.

Certaines aaRS, comme la MetRS, possedent des domaines en doigts de zinc. Ce
domaine est parfois utilisé pour l'interaction entre protéines ou avec I'’ADN, mais cela n’a
pas été démontré dans le cas de la MetRS. Ce domaine pourrait étre utilisé pour des
fonctions additionnelles, puisque I'on sait par exemple qu’il s’agit d'un domaine typique
des facteurs de transcription.

Enfin, le domaine EMAP-II-like, qui permet d’augmenter [Iefficacité
d’aminoacylation de la MetRS, possede également des propriétés de cytokines, ce qui en

fait un domaine multifonctionnel.

72 Introduction



VI.2 Les aminoacyl-ARNt synthétases nucléaires

Il existe plusieurs cas répertoriés d’aaRS présentes dans le noyau, a des fins
enzymatiques ou non. Apres avoir fait I'état de I'art concernant les réles non-canoniques
fonctionnels nucléaires connus des aaRS et la fagon dont laquelle elles sont importées
dans le noyau, je discuterai du role enzymatique des aaRS au sein de ce compartiment,
dans lequel leur présence semble inadéquate.

Des études bioinformatiques portant sur séquences peptidiques des aaRS de S.
cerevisiae ont permis de montrer que plus de la moitié d’entre elles (quinze) possedent
des NLS putatifs (Schimmel, 1999). A ce jour, leur présence concrete n'a pas été
confirmée ni infirmée, mais une telle étude est en cours au laboratoire. Seule la MetRS
cytoplasmique, dont la séquence peptidique ne contient pas de NLS putatif, selon cet
article, a été montrée comme importée dans le noyau de S. cerevisiae, ce qui fait 'objet

du premier chapitre de la partie « résultats et discussions ».

VI.2.1 La TyrRS humaine cytoplasmique et son réle dans la réponse au

stress oxydatif

Une partie de la TyrRS humaine se relocalise dans le noyau lorsque son ARNt
homologue est peu abondant (Fu et al, 2012). Des TyrRS mutées dans ses NLS putatifs et
fusionnées a la GFP ont été créées, puis leur observation par microscopie a permis de
d’identifier leur NLS. Dans une seconde expérience, les NLS putatifs ont été fusionnés a
la GFP et étrangement, ils n'ont pas induit une relocalisation nucléaire de la GFP
observable par microscopie, mais uniquement par immunodétection de la GFP dans des
fractions subcellulaires. Ces expériences ont néanmoins permis d’identifier le NLS de la
TyRS qui est classique, formé de la séquence riche en lysines 242KKKLKK?47 se situant
dans le domaine de liaison a I'anticodon. Cette séquence est conservée jusqu’aux TyrRS
des insectes, puis est dégénérée dans la branche des levures et des plantes. En plus de
provoquer I'import nucléaire, la séquence comportant le NLS permet également de lier
I’ARNtY (des mutations dans cette séquence font diminuer 'affinité de 'enzyme pour
son substrat). Le NLS est donc inaccessible lorsqu'un ARNt est lié au domaine de liaison

a l'anticodon.
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La relocalisation nucléaire de la TyrRS a lieu lors de la réponse au stress oxydatif
(Wei et al, 2014). Dans le noyau, elle séquestre TRM28 et son partenaire HDACI,
répresseurs de la transcription E2F1-dépendante. En temps normal, HDAC1 desacétyle
E2F1, ce qui empéche ce dernier d’activer la transcription de certains genes. La
séquestration de HDAC1 permet le maintient de l'acétylation d’E2F1 et léve ainsi
I'inhibition de la transcription de genes impliqués dans la réparation de I’ADN et du
cycle cellulaire. Il existe un inhibiteur de HDAC1, la Trichostatine A (TSA), qui mime le
role de la TyrRS nucléaire et a pour effet de protéger les cellules des dommages liés au
stress oxydatif provoqué par les UV. Le resveratrol, quant a lui, provoque la

relocalisation nucléaire de la TyrRS (Sajish et Schimmel, 2015).

VI.2.2 Biosyntheése du Ap4A par la LysRS cytoplasmique humaine

Il a été découvert tres tot que la LysRS, hors du complexe MARS, est capable de
synthétiser la diadénosine tétraphosphate (Ap4A) (Randerath et al, 1966 ; Wahab et
yang, 1985). Sa syntheése est initiée par la phosphorylation de la sérine 207 de la LysRS,
ce qui induit un changement de sa conformation et provoque ainsi son relargage du MSC
(Yannay-Cohen et al, 2009 ; Carmi-Levy 2008). Libérée du MSC, la LysRS se relocalise
dans le noyau dans lequel elle synthétise 'Ap4A qui est nécessaire a la levée de
I'inhibition du facteur de transcription MITF (microphthalmia transcription factor)

(Carmi-Levy, 2011). Cependant, le NLS de la LysRS n’a pas encore été identifié.

VI.2.3 Controdle du développement vasculaire par la SerRS

La SerRS cytoplasmique humaine participe au controle transcriptionnel des
genes impliqués dans le développement vasculaire (Amsterdam et al., 2004; Guo and
Schimmel, 2013). Le NLS qui lui permet de rejoindre le noyau pour accomplir cette
fonction est situé dans le domaine UNE-S, un domaine unique, spécifique aux SerRS des
vertébrés (Xu, 2012). Il s’agit d’'un NLS bipartite : 482KKQKKQXEXXKKK#°4, dont la
mutation provoque une absence de sa localisation nucléaire dans des cellules HeLa et
HEK 293T ainsi qu'un défaut de développement vasculaire chez le poisson zebre. De
plus, la mutation F383V, bien qu’éloignée du NLS, abolit totalement I'import nucléaire de

la SerRS. La résolution de la structure cristallographique ainsi qu'une série de mutants a
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permis de mettre en évidence le role de ce résidu, qui serait de stabiliser le domaine
UNE-S et ainsi le NLS. Dans le noyau, la SerRS empéche c-Myc de se lier au promoteur du
gene codant VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) (Shi, 2014). Ensuite, en se
liant a ce promoteur, la SerRS recrute I'histone déacétylase Sirt2 permettant de lever
'acétylation provoquée par c-Myc et ainsi, en contrélant I'expression de VEGFA, la SerRS

participe au contréle du développement vasculaire.

VI.2.4 Participation de la MetRS cytoplasmique humaine a la transcription

des ARNr

La MetRS cytoplasmique humaine, dans les cellules en prolifération, présente une
localisation nucléolaire (Ko et al, 2000). La premiere étude rapportant une telle
localisation date de 1983 et concernait des cellules rénales de rat-kangourou mais était
restée incomprise (Dang et al, 1983). Cette localisation nucléolaire de la MetRS est
stimulée par différents facteurs de croissance tels que I'insuline et le PDGF. De plus, elle
est positivement corrélée a I'activité de I’ARN polymérase I. Le traitement des cellules
par des anticorps spécifiques dirigés contre la MetRS provoque la décroissance de la
synthese d’ARNT, indiquant que la MetRS joue un réle dans la biogénése des ARNr dans
le nucléole.

Afin d’étre importée dans le noyau, la MetRS posseéde au moins deux NLS. Le
premier se compose de la séquence 724PWKRIKG739, et le second est constitué de quatre
lysines consécutives : K897 a K%00, Dans cette étude, le mécanisme qui permet a la MetRS
de quitter le MSC n’a pas été élucidé, mais la phosphorylation de certains résidus de la
protéine est une piste qui est envisagée. En effet, la MetRS possede un certain nombre de
sites consensus cibles de la caséine kinase II, connue pour son implication dans le
controle de la croissance et la régulation de la transcriptions des ARNr. Nous verrons
dans le chapitre 1 de la partie « résultats et discussions » que la MetRS cytoplasmique de
levure présente des caractéristiques de localisation et fonctionnelles similaires a celle de

la MetRS humaine.
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VI.2.5 Localisation nucléaire de la MetRS de S. cerevisiae

Auparavant, la présence de la MetRS de S. cerevisiae dans le noyau avait déja été
rapportée par Galani et al, 2001. Cet article indique que lorsque la MetRS est libérée du
complexe AME, elle se localise en partie dans le noyau, alors que lorsqu’elle est associée
a Arcl, la MetRS est totalement exclue du noyau. En réalité, le complexe pourrait
naviguer de facon trés rapide entre le cytoplasme et le noyau, puisque Arcl possede un
NLS putatif, que la délétion de son domaine N-terminal provoque une localisation
cytoplasmique et nucléaire visible au microscope, mais qu'Arcl est exclu tres
rapidement du noyau en raison d'un NES reconnu par Xpo1l (Schimmel, 1999 ; Galani et
al, 2005).

Le premier et le deuxiéme chapitre de la partie « résultats et discussion » de ma

these concernent le(s) role(s) de la MetRS de levure dans le noyau.

VI.2.6 Indices de I'existence d’'une aminoacylation nucléaire de I’ARNt chez

les eucaryotes

La présence d’aaRS dans le noyau a été découverte a la fin des années 1990. Tout
d’abord grace a des expériences menées sur des oocytes de Xenopus, qui ont permis de
montrer que les ARNtAl2, ARNtAsn, ARNtley, ARNtLys, ARNtTYr, ARNtPhe de cet organisme
ainsi que '’ARNt;Met humain étaient aminoacylés dans le noyau, suggérant par la méme la
présence d’aaRS dans ce compartiment (Lund, 1998). De plus, dans ce méme article il a
été montré qu'un blocage de 'aminoacylation provoquait des retards d’export nucléaire
de certains ARNt (I’ARNtAs» et 'ARNt™YT).

Par la suite, le méme constat a été fait chez la levure (Sarkar et al., 1999) pour les
ARNtlle, ARNt™T et ARNteMet, Une autre étude portant sur S. cerevisiae a permis de
montrer que I’ARNtMet (espéce non précisée) provenant de noyaux purifiés était
aminoacylé (Steiner-Mosonyi and Mangroo, 2004) suggeérant que soit cet ARNt a été

aminoacylé dans le noyau, soit qu’il a été importé sous sa forme déja aminoacylée.
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VI.3 Les MetRS et leur implication dans la réponse au stress
oxydatif

Dans plusieurs organismes, des études ont montré I'implication de la MetRS dans
la réponse au stress oxydatif, en misméthionylant des ARNt non-homologues (Netzer et
al, 2009).

Dans des cellules humaines HeLa et HEK293T, lors du stress oxydatif, les sérines
209 et 825 de la MetRS humaine sont phosphorylées par ERK1/2, provoquant une
augmentation de I'affinité de la MetRS pour des ARNt non homologues (Lee, 2014). Cette
hypothése a été émise suite a des tests d’aminoacylation du mutant phosphomimétique
de la MetRS, ayant une affinité 6 fois plus grande pour I’ARNtlYs que pour
I’ARNteMet  transcrits in vitro. De plus, in vivo, une cellule exprimant un tel mutant
présente des niveaux réduits d’especes réactives de 'oxygene (ROS), par comparaison
avec une cellule exprimant une MetRS dont les sérines 209 et 825 ne sont jamais
phosphorylées. Une réduction du niveau d’expression de la MetRS par ARNsi provoque
une augmentation de la mortalité cellulaire en conditions de stress oxydatif, ce qui
conforte I'hypothese de I'implication de la MetRS humaine dans ce mécanisme.

Tout comme son homologue humain, la MetRS de S. cerevisiae misméthionyle les
ARNt, et plus particulierement les ARNtlys et ARNtA™8, en réponse au stress oxydatif
(Wiltrout, 2012). Les expériences d’aminoacylation de cette étude ont été effectuées
avec le complexe AME surproduit chez E. coli puis purifié, avec des transcrits in vitro des
ARNt, ce qui a amené les auteurs de cette étude a supposer qu’il existe, in vivo, un
mécanisme permettant de moduler cette misméthionylation.

Enfin, la MetRS bactérienne est également capable de mésacyler les ARNtA™8 et
ARNt™r en réponse a un stress oxydatif (Jones et al., 2011). E. coli tolere d’ailleurs
jusqu’a 10% de misméthionylation détectable dans son protéome.

A I'heure actuelle, la raison pour laquelle ces organismes utilisent cette stratégie
de protection contre le stress oxydatif n’est pas connue. L’hypothése est que les Met
mésincorporées dans les protéines intercepteraient les ROS a la place d’autres
molécules acceptrices et seraient ainsi oxydées en Met sulfoxides, puis réduites par la

méthionine sulfoxide réductase (Levine et al, 1996 ; Levine et al, 2001).
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Les Met misincorporées a la surface des protéines serviraient donc en quelque sorte

d’antioxydant ou d’absorbant de ROS.

V14 Les autres fonctions non-canoniques des aaRS et

protéines auxiliaires chez les métazoaires

VI.4.1 La LysRS cytoplasmique humaine

L’aaRS la plus documentée pour ses fonctions non-canoniques est la LysRS
cytoplasmique humaine puisqu’elle possede au moins 3 fonctions additionnelles

connues, dont une nucléaire présentée précédemment.

VI.4.1.1 Role dans la migration cellulaire

Dans des lignées cancéreuses traitées au TNF-a, la LysRS est sécrétée dans le
milieu extérieur sous sa forme entiére puis se lie aux macrophages, provoquant la
sécrétion de TNF-a et la migration cellulaire (Park et al, 2005).

La LysRS promeut aussi la migration de cellules cancéreuses (Kim et al, 2012).
Phosphorylée par P38 MAPK, elle quitte le MSC pour une localisation membranaire, ou
elle interagit avec le récepteur de la laminine 67LR, et le stabilise en inhibant sa
dégradation ubiquitine-dépendante. Ce résultat suggere un role prépondérant de la
LysRS dans la migration cellulaire laminine-dépendante, et ainsi le développement des

meétastases.

VI1.4.1.2 Implication avec le VIH

Depuis les années 1990, il est connu que lisoaccepteur 3 de I’ARNtlys
cytoplasmique Humain est nécessaire a la rétro-transcription du VIH, et qu’il est
sélectivement empaqueté, avec les autres isoaccepteurs d’ARNtYs et la LysRS dans les
virions néoformés (Jiang et al, 1993). Il a également été montré que la LysRS forme un
complexe avec les protéines virales Gag et Pol (Javanbakht et al, 2003). De plus, elle est
responsable de la sélection de l'isoaccepteur nécessaire a la rétrotranscription du
virus (Cen et al, 2001). La diminution de 'expression de la LysRS provoque une baisse
de l'incorporation de I’ARNt!ys dans les virions entrainant une baisse de l'infectiosité du

virus, et sa surexpression provoque l'effet contraire (Gabor et al, 2002). Cependant, il
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existe une controverse concernant la LysRS impliquée dans ce mécanisme, puisqu’il
n'est pas totalement établit s’il s’agit de la LysRS cytoplasmique ou mitochondriale

(Kobbi et al,, 2011; Halwani et al., 2004).

VI.4.2 La LysRS mitochondriale humaine

La sclérose latérale amyotrophique est une maladie neurodégénérative
progressive qui touche les neurones moteurs et entraine des paralysies. 20% des cas
sont associés a des mutations de SOD1, géne codant la superoxyde dismutase (Wong et
al, 1995). Une étude a montré que I'’enzyme Sod1 portant les mutations pathogéniques
interagit préférentiellement avec la LysRS mitochondriale, alors que la version de Sod1
native en est incapable (Kawamata et al., 2008). Cette interaction anormale induit une
mauvaise conformation puis une agrégation de la LysRS, rendant cette derniére non-

importable dans la mitochondrie et sujette a la dégradation par le protéasome.

VI.4.3 Propriétés de cytokines de la TyrRS cytoplasmique humaine

Dans des conditions apoptotiques, la TyrRS est sécrétée dans le milieu
extracellulaire puis clivée en deux domaines distincts par la leukocyte elastase, une
protéase extracellulaire (Wakasugi and Schimmel, 1999). Le domaine C-terminal clivé
montre une activité chimiotactique envers les cellules immunes et stimule I'angiogénese
(Wakasugi et al.,, 2002). Le domaine N-terminal quant a lui est similaire a I'interleukine

8.

V1.4.4 Propriétés de cytokines de la TrpRS cytoplasmique humaine

Il existe plusieurs variants d'épissage de '’ARNm de la TrpRS (Liu, 2004). Sous
I'influence de l'interferon y (IFN-y), cytokine anti-proliférative connue pour stimuler la
production d’autres facteurs anti-angiogéniques, 2 messagers additionnels de la TrpRS
sont produits. Il a été montré que ces variants, une fois traduit, ont une activité

angiostatique (Otani et al,, 2002).
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VI.4.5 La GluProRS cytoplasmique humaine et la réponse inflammatoire

La GluProRS possede la capacité de bloquer I'expression de genes codant des
protéines impliquées dans la réponse inflammatoire (Sampath et al, 2004). En effet, la
production d’IFN-y stimule la phosphorylation de la GluProRS dans ses domaines WHEP,
'aaRS bi-fonctionnelle est ainsi relachée du MSC (Arif et al, 2009). Elle se lie alors au
complexe GAIT, qui inhibe la traduction d’ARNm codant des protéines impliqués dans la

réponse a l'inflammation comme la céruloplasmine (Arif et al., 2011).

VI.4.6 La LeuRS cytoplasmique humaine et I’activation de la voie TOR

La LeuRS humaine est capable de percevoir la concentration intracellulaire en
leu