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Liste	
  des	
  abréviations	
  
	
  
AA	
  :	
  Acide	
  aminé	
  
ADN	
  :	
  Acide	
  désoxyribonucléique	
  
ARN	
  :	
  Acide	
  ribonucléique	
  
CAT-­‐tail	
  :	
  C-­‐terminal	
  Alanine-­‐Threonine	
  tail	
  
CCT	
  :	
  Chaperonin-­‐containing	
  TCP1	
  complex	
  
CLIP	
  :	
  Cross-­‐linking	
  immunoprecipation	
  
CRAC	
  :	
  UV-­‐Crosslinking	
  and	
  analysis	
  of	
  cDNA	
  
ERAD	
  :	
  Endoplasmic-­‐reticulum-­‐associated	
  protein	
  degradation	
  
GIM	
  :	
  Genetic	
  interacting	
  mapping	
  
IAA	
  :	
  Indole	
  3-­‐acetic	
  acid	
  
IBAC	
  :	
  Instantaneous	
  biological	
  analyzer	
  and	
  collector	
  
IgG	
  :	
  Immunoglobuline	
  G	
  
IPOD	
  :	
  Insoluble	
  protein	
  deposit	
  
JUNQ	
  :	
  Juxta	
  nuclear	
  quality	
  control	
  compartment	
  
LC-­‐MS/MS	
  :	
  Liquid	
  chromatography	
  coupled	
  to	
  tandem	
  Mass	
  Spectrometry	
  
LFQ	
  :	
  Label-­‐free	
  quantification	
  
MS	
  :	
  Mass	
  Spectrometry	
  
MTOC	
  :	
  Microtubule	
  organizing	
  center	
  
NMD	
  :	
  NonSense-­‐mediated	
  mRNA	
  decay	
  
NGD	
  :	
  No-­‐Go	
  mRNA	
  decay	
  
NMR	
  :	
  Nuclear	
  magnetic	
  resonance	
  
NSD	
  :	
  Non-­‐Stop	
  mRNA	
  decay	
  
ORF	
  :	
  Open	
  reading	
  frame	
  
PCR	
  :	
  Polymerase	
  chain	
  reaction	
  
PTC	
  :	
  Premature	
  terminaison	
  codon	
  
RIP	
  :	
  RNA	
  immunoprecipitation	
  
RQC	
  :	
  Ribosome-­‐bound	
  quality	
  control	
  
RQT	
  :	
  RQC-­‐trigger	
  
Rz	
  :	
  Ribozyme	
  
SAXS	
  :	
  Small	
  angle	
  X-­‐rays	
  scattering	
  
SDS	
  :	
  Sodium	
  dodecyl	
  sulfate	
  
SKI	
  :	
  Superkiller	
  
SUT	
  :	
  Stable	
  unnanotated	
  transcript	
  
TAP	
  :	
  Tandem	
  affinity	
  purification	
  
TCA	
  :	
  Trichloro-­‐acetic-­‐acid	
  
TRAMP	
  :	
  Trf4/Air2/Mtr4	
  polyadenylation	
  complex	
  
TRiC	
  :	
  TCP1	
  Ring	
  Complex	
  
uORF	
  :	
  upstream	
  ORF	
  
UTR	
  :	
  Untranslated	
  region	
  
XUT	
  :	
  Xrn1-­‐sensitive	
  unstable	
  transcript	
  
WT	
  :	
  Wild-­‐type	
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Introduction	
  
	
  

I	
  –	
  Régulation	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  et	
  contrôle-­‐qualité	
  
	
  

L’expression	
   des	
   gènes	
   chez	
   les	
   eucaryotes	
   est	
   un	
   ensemble	
   de	
   processus	
   par	
  

lesquels	
  l’ADN,	
  support	
  de	
  l’information	
  génétique,	
  est	
  transcrit	
  en	
  ARN	
  messagers	
  dans	
  

le	
  noyau	
  pour	
   finalement	
  aboutir	
  à	
   la	
   synthèse	
  de	
  protéines	
  matures	
  et	
   fonctionnelles	
  

dans	
   le	
   cytoplasme.	
   Ces	
   différentes	
   étapes	
   de	
   l’expression	
   génétique	
   sont	
   finement	
  

régulées	
   et	
   contrôlées	
   par	
   des	
  mécanismes	
  moléculaires,	
   permettant	
   ainsi	
   de	
   garantir	
  

une	
   quantité	
   et	
   une	
   qualité	
   optimales	
   en	
   ARN	
  messagers	
   et	
   protéines	
   répondant	
   aux	
  

besoins	
  de	
  la	
  cellule.	
  

Des	
   études	
   de	
   transcriptomique	
   couplées	
   à	
   des	
   études	
   de	
   protéomique	
   chez	
   la	
  

levure	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  et	
  sur	
  des	
  cellules	
  humaines	
  ont	
  montré	
  que	
  le	
  niveau	
  

de	
   transcrits	
   d’un	
   gène	
   est	
   bien	
   corrélé	
   avec	
   le	
   niveau	
   d’expression	
   des	
   protéines	
  

correspondantes	
  (Edfors	
  et	
  al.,	
  2016;	
  Lawless	
  et	
  al.,	
  2016)(Figure	
  1).	
  	
  

	
  
Figure	
  1.	
  	
  Corrélation	
  entre	
  le	
  niveau	
  de	
  transcrits	
  et	
  le	
  niveau	
  de	
  protéines	
  

Graphe	
  représentant	
   la	
  relation	
  entre	
   le	
  protéome	
  et	
   le	
   transcriptome	
  pour	
  environ	
  1	
  
800	
  protéines/gènes	
  chez	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  (Lawless	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

	
  

De	
   plus,	
   il	
   existe	
   des	
   variations	
   d’expression	
   très	
   importantes	
   en	
   fonction	
   des	
  

gènes.	
   En	
   effet,	
   alors	
   que	
   certains	
   gènes	
   codent	
   seulement	
   pour	
   quelques	
   dizaines	
   de	
  

copies	
  de	
  protéines	
  par	
  cellule,	
  d’autres	
  protéines	
  ont	
  un	
  niveau	
  d’expression	
  très	
  élevé,	
  

de	
   l’ordre	
  de	
  millions	
  de	
  copies	
  par	
  cellule	
   (Ghaemmaghami	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Ces	
  grandes	
  

variations	
   d’abondance	
   des	
   ARN	
   messagers	
   et	
   protéines	
   dans	
   une	
   cellule	
   sont	
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explicables,	
  pour	
  une	
  grande	
  partie,	
  par	
   les	
  propriétés	
   intrinsèques	
  des	
   transcrits,	
  par	
  

exemple	
  l’efficacité	
  du	
  promoteur	
  associé	
  ou	
  encore	
  la	
  stabilité	
  du	
  transcrit.	
  	
  

Dans	
   des	
   conditions	
   de	
   stress,	
   les	
   cellules	
   doivent	
   s’adapter	
   rapidement	
   pour	
  

garantir	
  leur	
  survie.	
  Les	
  mécanismes	
  d’adaptation	
  cellulaire	
  peuvent	
  se	
  traduire	
  par	
  des	
  

changements	
  métaboliques,	
   une	
   réorganisation	
  du	
   cytosquelette,	
   des	
  modifications	
   au	
  

niveau	
  des	
  activités	
  enzymatiques.	
  Mais	
   la	
   réponse	
  majeure	
  dépend	
  de	
   la	
  variation	
  de	
  

l’expression	
   des	
   gènes.	
   Elle	
   peut	
   se	
   traduire	
   par	
   des	
   effets	
   post-­‐traductionnels,	
   qui	
  

permettent	
  une	
  réponse	
  rapide	
  et	
   immédiate.	
  Mais	
  également	
  pendant	
   la	
  synthèse	
  des	
  

ARN	
  messagers	
   via	
   par	
   exemple	
   la	
   régulation	
   de	
   la	
   dynamique	
   de	
   la	
   chromatine,	
   de	
  

l’initiation	
   et	
   de	
   l’élongation	
   de	
   la	
   transcription,	
   au	
   niveau	
   des	
   modifications	
   post-­‐

transcriptionnelles,	
   de	
   la	
   stabilité	
   des	
   ARN	
   messagers	
   et	
   de	
   leur	
   export	
   dans	
   le	
  

cytoplasme,	
  permettant	
  ainsi	
  une	
  réponse	
  plus	
  lente	
  mais	
  plus	
  efficace	
  sur	
  le	
  long-­‐terme	
  

(de	
  Nadal	
   et	
   al.,	
   2011).	
  A	
   titre	
  d’exemple,	
   chez	
   la	
   levure,	
   lors	
  d’un	
   stress,	
   environ	
  600	
  

gènes	
   sont	
   régulés	
   négativement,	
   ces	
   gènes	
   sont	
   en	
   général	
   impliqués	
   dans	
   des	
  

processus	
  liés	
  à	
  la	
  croissance	
  cellulaire,	
  au	
  métabolisme	
  des	
  ARN	
  ou	
  encore	
  à	
  la	
  synthèse	
  

des	
  protéines.	
  En	
  parallèle,	
  parmi	
  les	
  300	
  gènes	
  qui	
  sont	
  fortement	
  induits	
  pendant	
  un	
  

stress	
  cellulaire,	
  on	
  retrouve	
  notamment	
  des	
  gènes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  défense	
  contre	
  le	
  

stress,	
   la	
   réponse	
   au	
   choc	
   thermique	
   et	
   la	
   dégradation	
   des	
   protéines	
   (Causton	
   et	
   al.,	
  

2001;	
   Gasch,	
   2007).	
   Il	
   est	
   ainsi	
   vital	
   pour	
   les	
   cellules	
   de	
   maintenir	
   efficacement	
   un	
  

équilibre	
   entre	
   synthèse	
   et	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   messagers	
   et	
   protéines,	
   modulable	
  

facilement,	
  afin	
  de	
  garantir	
  un	
  niveau	
  d’expression	
  répondant	
  aux	
  besoins	
  cellulaires	
  en	
  

fonction	
  de	
  l’environnement.	
  

Par	
   ailleurs,	
   il	
   existe	
   également	
   des	
   mécanismes	
   de	
   contrôle-­‐qualité	
   des	
   ARN	
  

messagers	
   et	
   des	
   protéines.	
   Ces	
  mécanismes	
   ont	
   été	
   identifiés	
   et	
   agissent	
   en	
   général	
  

durant	
   les	
   étapes	
   de	
   synthèse	
   et	
   de	
  maturation	
   des	
   ARN	
  messagers	
   et	
   des	
   protéines.	
  

Nous	
   connaissons	
   aujourd’hui,	
   dans	
   le	
   cytoplasme,	
   trois	
   voies	
   de	
   contrôle-­‐qualité	
  

reconnaissant	
   chacune	
   des	
   types	
   spécifiques	
   de	
   transcrits.	
   Ces	
   voies	
   permettent	
   de	
  

reconnaître	
   et	
   de	
   dégrader	
   les	
   ARN	
  messagers	
   non-­‐conformes	
   ainsi	
   que	
   les	
   peptides	
  

aberrants	
  en	
  cours	
  de	
  traduction	
  qui	
  leur	
  sont	
  associés.	
  La	
  dégradation	
  de	
  ces	
  éléments	
  

aberrants	
  est	
   importante	
  pour	
   la	
  vie	
  cellulaire	
  car	
  d’une	
  part,	
   ils	
  peuvent	
  empêcher	
   le	
  

bon	
   fonctionnement	
   de	
   la	
   cellule	
   et	
   être	
   potentiellement	
   toxiques	
   en	
   formant,	
   par	
  

exemple,	
   des	
   agrégats	
  protéiques	
   (Richter	
   et	
   al.,	
   2010;	
  Holmes	
   et	
   al.,	
   2014)	
   et	
   d’autre	
  

part,	
  ils	
  monopolisent	
  la	
  machinerie	
  de	
  traduction	
  inutilement.	
  Ainsi,	
  le	
  contrôle-­‐qualité	
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de	
   l’expression	
   des	
   gènes	
   est	
   un	
   processus	
   fondamental,	
   très	
   conservé	
   au	
   cours	
   de	
  

l’évolution	
  et	
  nécessitant	
  de	
  nombreux	
  mécanismes	
  et	
   facteurs	
  protéiques	
  qui	
  ne	
  sont	
  

pas	
   systématiquement	
   essentiels	
  mais	
   qui	
   le	
   deviendraient	
   en	
   cas	
   de	
   stress	
   cellulaire	
  

affectant	
  l’intégrité	
  des	
  ARN	
  messagers	
  ou	
  des	
  protéines.	
  

	
   Ces	
  mécanismes	
  de	
  dégradation	
  des	
  transcrits	
  cytoplasmiques,	
  que	
  ce	
  soit	
  pour	
  la	
  

dégradation	
   générale	
   ou	
   pour	
   la	
   dégradation	
   des	
   transcrits	
   aberrants	
   ont	
   lieu	
   co-­‐

traductionnellement	
  (Pelechano	
  et	
  al.,	
  2015;	
  Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

	
   Je	
  vais	
  donc,	
  dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  décrire	
  les	
  étapes	
  de	
  la	
  traduction	
  avant	
  de	
  

développer	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  classiques	
  et	
  aberrants	
  ainsi	
  que	
  celle	
  de	
  

leurs	
  peptides	
  correspondants.	
  

	
  

II	
  –	
  Traduction	
  
	
  

La	
   traduction,	
   le	
   processus	
   de	
   synthèse	
   des	
   protéines,	
   est	
   une	
   étape	
  

fondamentale	
   de	
   l’expression	
   des	
   gènes.	
   Elle	
   permet	
   le	
   décodage	
   de	
   l’information	
  

génétique	
  portée	
  par	
   les	
  ARN	
  messagers	
  pour	
  produire	
   les	
  protéines	
  correspondantes	
  

fonctionnelles	
  grâce	
  aux	
  ribosomes.	
  La	
  traduction	
  constitue	
  un	
  des	
  mécanismes	
  les	
  plus	
  

conservés	
  au	
  cours	
  de	
   l’évolution,	
  que	
  cela	
  soit	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
  structure	
  du	
  ribosome,	
  

des	
   différentes	
   étapes,	
   des	
   différents	
   mécanismes	
   mais	
   également	
   des	
   facteurs	
  

impliqués	
   dans	
   ces	
   mécanismes	
   (Davidovich	
   et	
   al.,	
   2009;	
   revue	
   Rodnina	
   and	
  

Wintermeyer,	
   2009).	
   Il	
   s’agit	
   d’un	
   processus	
   cyclique	
   comportant	
   quatre	
   étapes	
  

principales	
  :	
  l’initiation,	
  l’élongation,	
  la	
  terminaison	
  et	
  le	
  recyclage.	
  	
  

II.	
  1.	
  Le	
  ribosome	
  
	
  

Les	
  ribosomes	
  sont	
  les	
  acteurs	
  principaux	
  de	
  la	
  traduction	
  des	
  ARN	
  messagers	
  en	
  

protéines,	
   ils	
   sont	
   donc	
   au	
   cœur	
   de	
   l’expression	
   des	
   gènes.	
   Ce	
   sont	
   des	
   complexes	
  

ribonucléoprotéines,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   qu’ils	
   sont	
   composés	
   d’ARN	
   ribosomiques	
   et	
   de	
  

protéines	
  ribosomales.	
  Les	
  ribosomes	
  constituent	
   l’un	
  des	
  éléments	
   les	
  plus	
  conservés	
  

au	
   cours	
   de	
   l’évolution,	
  malgré	
   les	
   différences	
   de	
   poids	
  moléculaire	
   existant	
   entre	
   les	
  

procaryotes	
  et	
  les	
  eucaryotes	
  (respectivement	
  2,5MDa	
  et	
  4MDa).	
  La	
  traduction	
  est	
  donc	
  

un	
  mécanisme	
  extrêmement	
  optimisé.	
  Le	
  ribosome	
  80S	
  possède	
  deux	
  sous-­‐unités,	
  une	
  

grande	
  sous-­‐unité	
  60S	
  et	
  une	
  petite	
  sous-­‐unité	
  40S	
  (respectivement	
  50S	
  et	
  30S	
  chez	
  les	
  

procaryotes).	
  La	
  grande	
  sous-­‐unité	
  60S	
  est	
  constituée	
  de	
  3	
  ARN	
  ribosomiques	
  [5S,	
  5,8S	
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et	
   28S	
   (25S	
   chez	
   la	
   levure)]	
   et	
   de	
   47	
   protéines	
  RPL	
   (pour	
   «	
  Ribosomal	
   protein	
   of	
   the	
  

large	
  subunit	
  »),	
  elle	
  possède	
  trois	
  sites	
  :	
  «	
  aminoacyl	
  »	
  ou	
  «	
  accepteur	
  »	
  (A),	
  «	
  peptidyl	
  »	
  

(P)	
   et	
   «	
  exit	
  »	
   (E)	
   pouvant	
   contenir	
   des	
   ARN	
   de	
   transfert,	
   et	
   le	
   centre	
   peptidyl-­‐

transférase	
   où	
   se	
   déroule	
   le	
   transfert	
   de	
   la	
   liaison	
   covalente	
   entre	
   chaque	
   ARN	
   de	
  

transfert	
   aminoacylé	
   et	
   le	
   peptide	
   en	
   cours	
   de	
   synthèse.	
   Elle	
   possède	
   également	
   le	
  

tunnel	
   de	
   sortie	
   des	
   peptides	
   nouvellement	
   synthétisés	
   (Sonenberg	
   et	
   al.,	
   1977).	
   La	
  

petite	
   sous-­‐unité	
   40S	
   est	
   composée	
   d’un	
   ARN	
   ribosomique	
   18S	
   et	
   33	
   protéines	
   RPS	
  

(pour	
  «	
  Ribosomal	
  protein	
  of	
  the	
  small	
  subunit	
  »).	
  Elle	
  contient	
  le	
  sillon	
  où	
  passe	
  l’ARN	
  

messager	
   en	
   cours	
   de	
   traduction	
   et	
   elle	
   est	
   la	
   première	
   des	
   sous-­‐unités	
   recrutée	
   sur	
  

l’ARN	
  messager	
  pendant	
  l’étape	
  d’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  (Figure	
  2).	
  	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  A	
  

	
  

	
  	
  	
  	
  	
  B	
  

	
  

Figure	
  2.	
  Structure	
  du	
  ribosome	
  80S	
  chez	
  Saccharomyces	
  cerevisiae.	
  	
  
(A)	
  Données	
  obtenues	
  par	
  cristallographie	
  :	
  la	
  sous-­‐unité	
  60S	
  est	
  représentée	
  en	
  jaune	
  
avec	
   les	
  protéines	
  en	
  orange.	
  La	
  sous-­‐unité	
  40S	
  est	
  représentée	
  en	
  bleu	
  cyan	
  avec	
   les	
  
protéines	
  en	
  bleu	
  foncé.	
  Les	
  segments	
  d’expansion	
  des	
  ARN	
  ribosomiques	
  sont	
  en	
  rouge	
  
(adapté	
   de	
   Jenner	
   et	
   al.,	
   2012).	
   (B)	
   Données	
   obtenues	
   par	
   cryo-­‐microscopie	
  
électronique	
  :	
  le	
  ribosome	
  est	
  lié	
  à	
  deux	
  ARN	
  de	
  transfert	
  dans	
  les	
  sites	
  E	
  et	
  P.	
  La	
  sous-­‐
unité	
   60S	
   est	
   représentée	
   en	
   jaune	
   et	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S	
   est	
   représentée	
   en	
   bleu	
  
(Svidritskiy	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

	
  

II.	
  2.	
  Initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  
	
  

La	
  première	
  étape	
  d’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  consiste	
  en	
  l’assemblage	
  de	
  deux	
  

complexes	
  ribonucléoprotéiques	
  (revues	
  Kapp	
  and	
  Lorsch,	
  2004;	
   Jackson	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Le	
   premier	
   complexe	
   de	
   pré-­‐initiation,	
   le	
   43S,	
   est	
   composé	
   de	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S,	
   du	
  

complexe	
   ternaire	
   eIF2-­‐GTP-­‐Met-­‐ARNtiMet	
   et	
   des	
   protéines	
   eIF1,	
   eIF1A,	
   eIF3	
   et	
   eIF5	
  

(Levin	
  et	
  al.,	
  1973)	
  alors	
  que	
  le	
  second	
  complexe	
  eIF4F	
  est	
  formé	
  des	
  protéines	
  eIF4G-­‐
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eIF4A-­‐eIF4E	
  et	
  eIF4B.	
   Il	
   s’assemble	
  sur	
   la	
  coiffe	
  à	
   l’extrémité	
  5’	
  des	
  ARN	
  messagers	
  et	
  

permet	
  l’étape	
  d’activation	
  de	
  l’ARN	
  messager	
  grâce	
  au	
  rapprochement	
  entre	
  la	
  coiffe	
  en	
  

5’	
   et	
   la	
  protéine	
  Pab1	
   liée	
  à	
   la	
  queue	
  poly(A)	
  en	
  3’,	
  qui	
   conduit	
   à	
   la	
   circularisation	
  du	
  

transcrit.	
  Ces	
  deux	
  complexes	
  s’associent	
  pour	
  permettre	
  l’interaction	
  entre	
  la	
  coiffe	
  en	
  

5’	
   de	
   l’ARN	
   messager	
   et	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S	
   (Pisarev	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Puis,	
   les	
   structures	
  

secondaires	
   de	
   l’ARN	
   messager	
   sont	
   déroulées	
   par	
   le	
   complexe	
   eIF4F	
   et	
   eIF4B	
  

(Marintchev	
   et	
   al.,	
   2009).	
   La	
   sous-­‐unité	
   40S	
   peut	
   alors	
   procéder	
   à	
   une	
   étape	
   de	
  

«	
  scanning	
  »	
   en	
   parcourant	
   le	
   transcrit	
   de	
   l’extrémité	
   5’	
   vers	
   3’	
   jusqu’à	
   atteindre	
   le	
  

codon	
  d’initiation	
  AUG.	
  Le	
  complexe	
  48S	
  composé	
  de	
   la	
  sous-­‐unité	
  40S	
  ribosomale,	
  de	
  

l’ARN	
  messager	
  et	
  des	
  facteurs	
  d’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  se	
  forme	
  sur	
  ce	
  codon	
  AUG	
  

(Chaudhuri	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Pestova	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Les	
  facteurs	
  eIF5	
  et	
  eIF5B-­‐GTP	
  sont	
  alors	
  

recrutés	
   et	
   favorisent	
   l’hydrolyse	
   du	
   GTP	
   par	
   eIF2,	
   ce	
   qui	
   permet	
   le	
   recyclage	
   des	
  

facteurs	
  d’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  et	
  l’association	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  40S-­‐ARN	
  messager	
  

avec	
   la	
   sous-­‐unité	
   60S	
   (Raychaudhuri	
   et	
   al.,	
   1985;	
   Pestova	
   et	
   al.,	
   2000).	
   Cette	
   étape	
  

permet	
   l’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  par	
  eIF5B	
  pour	
  se	
  dissocier	
  du	
  ribosome.	
  Le	
  ribosome	
  80S	
  

est	
   alors	
   compétent	
   pour	
   l’élongation	
   de	
   la	
   traduction	
   (Lorsch	
   and	
   Herschlag,	
  

1999)(Figure	
  3).	
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Figure	
  3.	
  Schéma	
  représentant	
  l’initiation	
  de	
  la	
  traduction.	
  

(Adapté	
  de	
  Jackson	
  et	
  al.,	
  2010)	
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II.	
  3.	
  Elongation	
  de	
  la	
  traduction	
  
	
  

L’étape	
  d’élongation	
  de	
  la	
  traduction	
  implique	
  trois	
  étapes	
  :	
  le	
  décodage	
  du	
  codon	
  

en	
   cours	
   de	
   traduction,	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   liaison	
   peptidique	
   et	
   la	
   translocation	
   du	
  

complexe	
  ARN	
  de	
  transfert-­‐ARN	
  messager.	
  	
  

Au	
   démarrage	
   de	
   la	
   traduction,	
   le	
   ribosome	
   80S	
   assemblé	
   sur	
   l’ARN	
  messager	
  

contient	
  dans	
  son	
  site	
  P	
  un	
  ARN	
  de	
  transfert	
  initiateur	
  Méthionine	
  (Met-­‐ARNtiMet)	
  et	
   le	
  

codon	
   AUG,	
   alors	
   que	
   le	
   site	
   A	
   contient	
   le	
   codon	
   suivant	
   et	
   attend	
   l’appariement	
   de	
  

l’ARNt-­‐aminoacyl	
   correspondant.	
   Cet	
   appariement	
   s’effectue	
   grâce	
   au	
   facteur	
  

d’élongation	
   de	
   la	
   traduction	
   eEF1A	
  qui	
   interagit	
   avec	
   un	
  ARN	
  de	
   transfert	
   chargé	
   de	
  

manière	
   GTP-­‐indépendante	
   et	
   guide	
   cet	
   ARN	
   de	
   transfert	
   dans	
   le	
   site	
   A	
   du	
   ribosome	
  

(Moon	
  et	
  al.,	
  1972),	
  induisant	
  une	
  hydrolyse	
  de	
  l’ATP	
  par	
  eEF1A	
  permettant	
  son	
  propre	
  

recyclage.	
  	
  

Le	
  centre	
  peptidyl-­‐transférase	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  60S	
  catalyse	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  première	
  

liaison	
   peptidique	
   entre	
   la	
  méthionine	
   portée	
   par	
   l’ARNtiMet	
   et	
   l’aminoacide	
   porté	
   par	
  

l’ARN	
  de	
  transfert	
  dans	
  le	
  site	
  A.	
  

L’étape	
   suivante	
   est	
   la	
   rotation	
   des	
   sous-­‐unités	
   ribosomiques	
   appelée	
   «	
  ratcheting	
  »	
  

(Frank	
  and	
  Agrawal,	
   2000).	
  Elle	
  permet	
   le	
  déplacement	
  des	
  ARN	
  de	
   transfert	
   vers	
   les	
  

états	
  hybrides	
  A/P	
  et	
  P/E	
  respectivement.	
  La	
  GTPase	
  eEF2	
  va	
  hydrolyser	
   le	
  GTP	
  pour	
  

stabiliser	
   l’état	
  hybride	
  des	
  ARN	
  de	
  transfert,	
  puis	
  un	
  changement	
  de	
  conformation	
  de	
  

eEF2	
  permettra	
  la	
  translocation	
  des	
  ARN	
  de	
  transfert	
  et	
  des	
  ARN	
  messagers	
  à	
  l’intérieur	
  

du	
  ribosome	
  en	
  cours	
  d’élongation	
  (Gao	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Le	
  site	
  E	
  contiendra	
  donc	
  un	
  ARN	
  

de	
  transfert-­‐acyl	
  qui	
  sera	
  ensuite	
  recyclé	
  et	
  le	
  site	
  P	
  contiendra	
  un	
  ARN	
  de	
  transfert	
  lié	
  

covalemment	
   à	
   la	
   chaîne	
   peptidique	
   en	
   cours	
   de	
   traduction	
   appelé	
   «	
  peptidyl-­‐ARN	
  de	
  

transfert	
  ».	
   Enfin,	
   le	
   site	
   A	
   du	
   ribosome	
   sera	
   de	
   nouveau	
   libre	
   et	
   positionné	
   sur	
   le	
  

troisième	
   codon	
   de	
   l’ARN	
   messager	
   pour	
   accueillir	
   le	
   prochain	
   ARN	
   de	
   transfert-­‐

aminoacyl	
  (revue	
  Dever	
  and	
  Green,	
  2012)(Figure	
  4).	
  	
  

L’élongation	
  de	
  la	
  traduction	
  suivra	
  ensuite	
  ce	
  même	
  schéma	
  de	
  manière	
  cyclique	
  

jusqu’à	
   ce	
   que	
   le	
   ribosome	
   rencontre	
   un	
   des	
   trois	
   codons	
   de	
   terminaison	
   (UAA,	
   UAG,	
  

UGA)	
  à	
  la	
  fin	
  de	
  la	
  séquence	
  codante.	
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Figure	
  4.	
  Schéma	
  représentant	
  l’élongation	
  de	
  la	
  traduction.	
  

(Dever	
  and	
  Green,	
  2012)	
  

	
  

II.	
  4.	
  Terminaison	
  de	
  la	
  traduction	
  et	
  recyclage	
  des	
  ribosomes	
  
	
  

La	
   terminaison	
   de	
   la	
   traduction	
   est	
   catalysée	
   par	
   les	
   protéines	
   eRF1	
   et	
   eRF3	
  

(Stansfield	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Zhouravleva	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Alkalaeva	
  et	
  al.,	
  2006).	
  	
  

eRF1	
   est	
   un	
   homologue	
   structural	
   d’ARN	
   de	
   transfert.	
   Elle	
   possède	
   trois	
  

domaines	
  :	
   le	
   domaine	
   N-­‐terminal	
   contient	
   un	
   motif	
   NIKS	
   nécessaire	
   pour	
   la	
  

reconnaissance	
   du	
   codon	
   de	
   terminaison	
   grâce	
   à	
   des	
   interactions	
   du	
  même	
   type	
   que	
  

codon	
  :	
  anticodon	
  (Chavatte	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Frolova	
  et	
  al.,	
  2002),	
  le	
  domaine	
  central	
  appelé	
  

M	
  est	
  un	
  analogue	
  fonctionnel	
  de	
  la	
  boucle	
  acceptrice	
  d’un	
  ARN	
  de	
  transfert,	
  il	
  contient	
  

un	
  motif	
  GGQ	
  qui	
  est	
  responsable	
  de	
  l’hydrolyse	
  de	
  peptidyl-­‐ARN	
  de	
  transfert	
  et	
  est	
  lié	
  

au	
  niveau	
  du	
  centre	
  peptidyl-­‐transférase	
  du	
  ribosome	
  pour	
  permettre	
   la	
   libération	
  du	
  

peptide	
   nouvellement	
   synthétisé	
   (Frolova	
   et	
   al.,	
   1999;	
   Song	
   et	
   al.,	
   2000),	
   enfin,	
   le	
  

domaine	
  C-­‐terminal	
  facilite	
  les	
  interactions	
  de	
  eRF1	
  avec	
  eRF3	
  (Merkulova	
  et	
  al.,	
  1999;	
  

Cheng	
  et	
  al.,	
  2009)	
  

eRF3	
   est	
   une	
  GTPase	
   dont	
   la	
   région	
   C-­‐terminale	
   est	
   importante	
   pour	
   la	
   liaison	
  

avec	
   les	
   domaines	
   M	
   et	
   C-­‐terminal	
   de	
   eRF1	
   alors	
   que	
   la	
   région	
   N-­‐terminale	
   est	
   peu	
  

conservée	
   et	
   non-­‐essentielle	
   pour	
   sa	
   fonction	
   bien	
   qu’il	
   ait	
   été	
   montré	
   qu’elle	
  



Introduction	
  

	
   17	
  

interagissait	
  avec	
  les	
  protéines	
  Pab1	
  et	
  Upf1	
  (Ter-­‐Avanesyan	
  et	
  al.,	
  1993;	
  Hoshino	
  et	
  al.,	
  

1999;	
  Ivanov	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Le	
  complexe	
  eRF1-­‐eRF3-­‐GTP	
  se	
  lie	
  aux	
  ribosomes	
  contenant	
  un	
  codon	
  STOP	
  dans	
  

le	
  site	
  A.	
  L’hydrolyse	
  du	
  GTP	
  par	
  eRF3	
  permet	
  le	
  positionnement	
  du	
  domaine	
  N-­‐terminal	
  

d’eRF1	
  près	
  du	
  codon	
  STOP	
  et	
  le	
  positionnement	
  du	
  domaine	
  M	
  près	
  du	
  centre	
  peptidyl-­‐

transférase,	
  permettant	
  ainsi	
  l’hydrolyse	
  de	
  la	
  liaison	
  peptidyl-­‐ARN	
  de	
  transfert	
  (Frolova	
  

et	
   al.,	
   1996;	
   Alkalaeva	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Le	
   complexe	
   eRF3-­‐GDP	
   est	
   alors	
   dissocié	
   du	
  

ribosome	
  alors	
  que	
  eRF1	
  est	
  maintenu	
  dans	
  le	
  site	
  A	
  (Pisarev	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Finalement,	
   le	
   facteur	
   Rli1	
   (ABCE1	
   chez	
   les	
   mammifères)	
   est	
   recruté	
   sur	
   le	
  

complexe	
  80S-­‐eRF1,	
  il	
  va	
  permettre	
  la	
  dissociation	
  du	
  ribosome	
  80S	
  en	
  deux	
  sous-­‐unités	
  

ribosomales	
  60S	
  et	
  40S	
  libres	
  (Pisarev	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Shoemaker	
  and	
  Green,	
  2011;	
  Becker	
  

et	
   al.,	
   2012;	
   Preis	
   et	
   al.,	
   2014)(Figure	
   5).	
   Une	
   fois	
   les	
   sous-­‐unités	
   séparées,	
   l’ARN	
  

messager	
  et	
  l’ARN	
  de	
  transfert	
  déacétylé	
  seront	
  ensuite	
  libérés	
  de	
  la	
  particule	
  40S	
  grâce	
  

à	
   l’action	
   de	
   facteurs	
   d’initiation	
   de	
   la	
   traduction	
   eIF3,	
   eIF1,	
   eIF1A,	
   eIF3j	
   et	
   eIF2D	
  

(Tma64,	
   Tma20	
   et	
   Tma22	
   chez	
   la	
   levure)(Skabkin	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Becker	
   et	
   al.,	
   2012;	
  

Jackson	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
  
Figure	
  5.	
  Schéma	
  représentant	
  la	
  terminaison	
  et	
  le	
  recyclage	
  de	
  la	
  traduction.	
  

(revue	
  Dever	
  and	
  Green,	
  2012)	
  
	
  

Rli1	
   est	
   une	
   protéine	
   essentielle	
   chez	
   les	
   eucaryotes,	
   elle	
   possède	
   une	
   fonction	
  

indispensable	
   dans	
   le	
   recyclage	
   des	
   ribosomes	
   (Pisarev	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Barthelme	
   et	
   al.,	
  

2011;	
  Shoemaker	
  and	
  Green,	
  2011)	
  mais	
  elle	
  aurait	
  également	
  un	
  rôle	
   important	
  dans	
  

l’assemblage	
   des	
   facteurs	
   d’initiation	
   de	
   la	
   traduction	
   (Dong	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Chen	
   et	
   al.,	
  

2006;	
   Andersen	
   and	
   Leevers,	
   2007).	
   L’initiation	
   de	
   la	
   traduction	
   et	
   le	
   recyclage	
   des	
  

ribosomes	
   seraient	
   alors	
   deux	
   processus	
   liés	
  :	
   un	
   modèle	
   proposé	
   aujourd’hui	
  

suggérerait	
   que	
   les	
   ARN	
   messagers	
   seraient	
   potentiellement	
   circularisés	
   par	
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l’interaction	
   entre	
   PABP/Pab1	
   et	
   eIF4G,	
   permettant	
   à	
   la	
   protéine	
   Rli1,	
   après	
   la	
  

dissociation	
   des	
   deux	
   sous-­‐unités	
   ribosomales	
   de	
   contribuer	
   à	
   la	
   réinitiation	
   de	
   la	
  

traduction	
   sur	
   le	
  même	
   transcrit	
   (Heuer	
  et	
   al.,	
   2017;	
  Rogers	
  et	
   al.,	
   2017;	
  Schuller	
  and	
  

Green,	
   2017)(Figure	
   6).	
   Rli1	
   serait	
   donc	
   un	
   facteur	
   crucial	
   pour	
   le	
   recyclage	
   des	
  

ribosomes	
  et	
  pour	
  contrôler	
  l’homéostasie	
  des	
  ribosomes	
  dans	
  les	
  cellules.	
  	
  

	
  
Figure	
  6.	
  Circularisation	
  de	
  l’ARN	
  messager	
  et	
  recyclage	
  du	
  ribosome.	
  

(Schuller	
  and	
  Green,	
  2017)	
  

	
  

II.	
  5.	
  Réinitiation	
  de	
  la	
  traduction	
  
	
  

Nous	
   avons	
   vu	
   précédemment	
   que	
   dans	
   le	
   cas	
   d’une	
   traduction	
   canonique,	
   les	
  

ribosomes	
   étaient	
   recyclés	
   grâce	
   à	
   l’intervention	
   des	
   facteurs	
   eRF1	
   et	
   eRF3.	
   Nous	
  

verrons	
   également,	
   dans	
   un	
   chapitre	
   ultérieur,	
   que	
   la	
   traduction	
   d’un	
   ARN	
  messager	
  

aberrant	
  enclenchera	
  le	
  recyclage	
  des	
  ribosomes	
  par	
  des	
  paralogues	
  de	
  eRF1	
  et	
  eRF3	
  :	
  

Dom34	
  et	
  Hbs1.	
  Il	
  était	
  donc	
  difficile	
  d’imaginer	
  que	
  les	
  ribosomes	
  puissent	
  se	
  trouver	
  

bloqués	
   dans	
   les	
   régions	
   3’-­‐UTR	
   d’ARN	
   messagers.	
   Cependant,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
  

récemment	
  que	
  les	
  ribosomes	
  80S	
  pouvaient	
  s’accumuler	
  au	
  niveau	
  de	
  codons	
  STOP	
  et	
  

dans	
  les	
  régions	
  3’-­‐UTR	
  d’ARN	
  messagers,	
  lorsque	
  le	
  recyclage	
  des	
  ribosomes	
  est	
  affecté,	
  

par	
  exemple	
   lorsque	
  RLI1	
  est	
  déplété.	
  Ce	
  phénomène	
  serait	
  même	
  accentué	
   lorsque	
   la	
  

déplétion	
   de	
   RLI1	
   est	
   combinée	
   avec	
   la	
   délétion	
   du	
   gène	
   DOM34	
   et	
   il	
   existerait	
  

également	
  dans	
  un	
  contexte	
  sauvage	
  (Young	
  et	
  al.,	
  2015)(Figure	
  7).	
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Figure	
  7.	
  Schéma	
  représentant	
  la	
  réinitiation	
  des	
  ribosomes	
  en	
  3’-­‐UTR.	
  

(Young	
  et	
  al.,	
  2015)	
  
	
  

Les	
   ribosomes-­‐3’-­‐UTR	
   peuvent	
   donc	
   être	
   de	
   deux	
   natures	
  :	
   (i)	
   soit	
   ils	
   peuvent	
  

réinitier	
   et	
   redémarrer	
   la	
   traduction	
   dans	
   cette	
   région	
   habituellement	
   non-­‐traduite,	
  

même	
   en	
   l’absence	
   de	
   codon	
   d’initiation	
   AUG.	
   Dans	
   ce	
   cas,	
   la	
   traduction	
   pourra	
   se	
  

terminer	
   au	
   prochain	
   codon	
   de	
   terminaison	
   rencontré,	
   permettant	
   ainsi	
   une	
  

terminaison	
   classique	
   de	
   la	
   traduction,	
   (ii)	
   soit	
   les	
   ribosomes	
   non-­‐recyclés	
   peuvent	
  

scanner	
   la	
   région	
   3’-­‐UTR	
   sans	
   réinitier	
   de	
   traduction,	
   dans	
   ce	
   cas,	
   les	
   ribosomes	
  

resteront	
  bloqués	
  sur	
  le	
  transcrit	
  et	
  des	
  mécanismes	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  se	
  mettront	
  en	
  

place	
  (Young	
  et	
  al.,	
  2015).	
  

	
  

III	
  –	
  Dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  classiques	
  
	
  

Chez	
   les	
   eucaryotes,	
   les	
   ARN	
  messagers	
   passent	
   par	
   des	
   étapes	
   de	
  maturation	
  

durant	
   leur	
  synthèse	
  :	
  ajout	
  d’une	
  coiffe	
  m7G-­‐triphosphate	
  à	
   leur	
  extrémité	
  5’,	
  excision	
  

des	
  introns	
  par	
  le	
  processus	
  d’épissage	
  et	
  ajout	
  d’une	
  queue	
  poly(A)	
  à	
  leur	
  extrémité	
  3’.	
  

Ces	
  éléments	
  ajoutés	
  aux	
  extrémités	
  5’	
  et	
  en	
  3’	
  des	
  ARN	
  messagers	
  ont	
  un	
  rôle	
  important	
  

de	
   protection	
   contre	
   la	
   dégradation	
   dans	
   le	
   noyau	
   comme	
   dans	
   le	
   cytoplasme.	
  

Cependant,	
  les	
  ARN	
  messagers	
  sont	
  sujets	
  à	
  un	
  «	
  turnover	
  »	
  très	
  rapide.	
  En	
  effet,	
  il	
  a	
  été	
  

montré	
   récemment	
   que	
   la	
   demi-­‐vie	
  médiane	
   des	
   ARN	
  messagers	
   chez	
   Saccharomyces	
  

cerevisiae	
  est	
  de	
  deux	
  minutes	
  (Baudrimont	
  et	
  al.,	
  2017).	
  La	
  stabilité	
  des	
  ARN	
  messagers	
  

dépendrait	
   donc	
   d’éléments	
   cis	
   spécifiques	
   contenus	
   dans	
   la	
   séquence	
   nucléotidique	
  

elle-­‐même	
  (LaGrandeur	
  and	
  Parker,	
  1999).	
  En	
  particulier,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  l’efficacité	
  

avec	
   laquelle	
   l’ORF	
   est	
   traduite,	
   est	
   directement	
   corrélée	
   avec	
   la	
   stabilité	
   du	
   transcrit	
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(Presnyak	
   et	
   al.,	
   2015).	
   Cet	
   équilibre	
   entre	
   synthèse	
   et	
   dégradation	
   a	
   plusieurs	
   rôles	
  

chez	
  la	
  levure,	
  il	
  permet	
  de	
  mettre	
  en	
  place	
  un	
  niveau	
  de	
  base	
  de	
  l’expression	
  des	
  ARN	
  

messagers.	
   De	
   plus,	
   la	
   rapidité	
   de	
   dégradation	
   d’un	
   ARN	
   messager	
   détermine	
  

directement	
   la	
  rapidité	
  avec	
   laquelle	
  son	
  niveau	
  dans	
   la	
  cellule	
  pourra	
  être	
  modulé	
  en	
  

fonction	
  des	
  stimuli	
  externes.	
  

La	
  dégradation	
  classique	
  des	
  ARN	
  messagers	
  débute	
  par	
  une	
  première	
  étape	
  de	
  

raccourcissement	
   de	
   la	
   queue	
   poly(A),	
   appelée	
   déadénylation	
   (Muhlrad	
   and	
   Parker,	
  

1992;	
   Decker	
   and	
   Parker,	
   1993).	
   Elle	
   s’effectue	
   par	
   l’intermédiaire	
   des	
   complexes	
  

protéiques	
  Pan2/Pan3	
  et	
  Ccr4/Pop2/Not	
  (Brown	
  and	
  Sachs,	
  1998;	
  Tucker	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

Les	
   ARN	
   messagers	
   sont	
   ensuite	
   dégradés	
   selon	
   deux	
   voies	
   différentes	
  :	
   une	
   voie	
  

majeure	
   faisant	
   intervenir	
   le	
   complexe	
  Dcp1/Dcp2,	
   qui	
   va	
   éliminer	
   la	
   coiffe	
   en	
   5’	
   des	
  

ARN	
  messagers,	
  ce	
  qui	
  permet	
  la	
  dégradation	
  à	
  partir	
  de	
  cette	
  extrémité	
  5’	
  du	
  transcrit	
  

par	
   l’exonucléase	
   Xrn1	
   (Hsu	
   and	
   Stevens,	
   1993;	
  Muhlrad	
   et	
   al.,	
   1994,	
   1995;	
  Dunckley	
  

and	
  Parker,	
  1999;	
  van	
  Dijk	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Steiger	
  et	
  al.,	
  2003).	
  Une	
  seconde	
  voie,	
  mineure,	
  

fait	
   intervenir	
   l’exosome	
  cytoplasmique,	
  assisté	
  par	
   le	
  complexe	
  SKI	
  pour	
  dégrader	
   les	
  

ARN	
  messagers	
  à	
  partir	
  de	
  l’extrémité	
  3’	
  (revue	
  Łabno	
  et	
  al.,	
  2016)(Figure	
  8).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Figure	
  8.	
  Schéma	
  représentant	
  la	
  dégradation	
  générale	
  des	
  ARN	
  messagers	
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III.	
  1.	
  Déadénylation	
  	
  
	
  

Il	
  existe	
  deux	
  types	
  de	
  complexes	
  responsables	
  de	
   la	
  déadénylation	
  de	
   la	
  queue	
  

poly(A)	
  des	
  ARN	
  messagers.	
  	
  

Le	
  complexe	
  principal	
  est	
  le	
  complexe	
  Ccr4/Pop2/Not	
  (Daugeron	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Tucker	
  et	
  

al.,	
  2001).	
  Il	
  est	
  organisé	
  autour	
  de	
  la	
  protéine	
  plateforme	
  Not1.	
  Il	
  est	
  composé	
  de	
  Ccr4	
  

et	
  Pop2/Caf1,	
  deux	
  exonucléases	
  3’-­‐5’	
  et	
  comporte	
  également	
  les	
  protéines	
  Caf40,	
  Not2-­‐

5	
  et	
  Caf130	
  (Denis	
  and	
  Chen,	
  2003).	
  Ccr4	
  est	
  la	
  déadénylase	
  principale	
  du	
  complexe.	
  Son	
  

activité	
  dépend	
  de	
   la	
  présence	
  de	
  Mg2+	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Elle	
   fait	
  partie	
  de	
   la	
   famille	
  

des	
  EEP	
   (exonuclease-­‐endonuclease-­‐phosphatase)(revue	
  Wahle	
   and	
  Winkler,	
   2013)	
   et	
  

interagit	
   avec	
   Pop2	
   via	
   une	
   région	
   riche	
   en	
   leucine	
   (Dupressoir	
   et	
   al.,	
   2001).	
   La	
  

déadénylase	
   Pop2	
   fait	
   partie	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   RNAses	
   D	
  ;	
   elle	
   aurait	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
  

déadénylation	
  d’ARN	
  messagers	
  particuliers	
  ou	
  dans	
  des	
  conditions	
  particulières.	
  Not4	
  

est	
   une	
   ubiquitine-­‐ligase	
  ;	
   elle	
   est	
   associée	
   avec	
   son	
   co-­‐facteur	
   Ubc4.	
   Le	
   rôle	
   des	
  

protéines	
  Not2,	
  Not3,	
  Not5,	
  Caf40	
  et	
  Caf130	
  demeure	
  encore	
  peu	
  clair	
  :	
  elles	
  pourraient	
  

être	
   impliquées	
   dans	
   la	
   déadénylation	
   d’ARN	
  messagers	
   particuliers	
   ou	
   bien	
   dans	
   un	
  

rôle	
   secondaire	
   du	
   complexe	
   Ccr4/Pop2/Not	
   durant	
   l’initiation	
   et	
   l’élongation	
   de	
   la	
  

transcription	
  (Qiu	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Kruk	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

Le	
   complexe	
   secondaire	
   de	
   déadénylation	
   est	
   composé	
   des	
   protéines	
   Pan2	
   et	
   Pan3	
  

(Boeck	
  et	
  al.,	
  1996).	
  Pan2	
  constitue	
  la	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  du	
  complexe.	
  L’activité	
  de	
  

ce	
   complexe	
   est	
   stimulée	
   par	
   sa	
   liaison	
   avec	
   la	
   protéine	
   Pab1.	
   En	
   effet,	
   grâce	
   à	
   son	
  

domaine	
  PAM-­‐2	
  (PABP	
  interacting	
  motif	
  2)	
  situé	
  dans	
  sa	
  région	
  N-­‐terminale,	
  Pan3	
  se	
  lie	
  

au	
  domaine	
  alpha-­‐hélical	
  en	
  C-­‐terminal	
  de	
  Pab1.	
  

Il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   déadénylation	
   par	
   ces	
   deux	
   complexes	
   se	
   ferait	
   de	
   manière	
  

temporelle.	
  En	
  effet,	
   le	
  complexe	
  Pan2/Pan3	
  dans	
  un	
  premier	
   temps,	
  commencerait	
   la	
  

déadénylation	
  de	
   la	
  queue	
  poly(A)	
  de	
  90	
  à	
  65	
  nucléotides	
  environ	
  selon	
   la	
  nature	
  des	
  

ARN	
   messagers.	
   Dans	
   un	
   second	
   temps,	
   le	
   complexe	
   Ccr4/Pop2/Not	
   poursuivrait	
   la	
  

déadénylation	
   jusqu’à	
  obtenir	
  une	
   longueur	
  de	
  poly(A)	
  d’environ	
  10-­‐12	
  nucléotides.	
  A	
  

ce	
  stade,	
  le	
  complexe	
  Pat1/Lsm1-­‐7	
  se	
  fixerait	
  dans	
  la	
  région	
  3’	
  des	
  ARN	
  messagers	
  qui	
  

deviendraient	
  alors	
  de	
  bons	
  substrats	
  pour	
  l’étape	
  d’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  (Tharun	
  and	
  

Parker,	
  2001;	
  Chowdhury	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

Le	
  taux	
  de	
  déadénylation	
  peut	
  être	
  contrôlé	
  de	
  trois	
  manières.	
  Premièrement,	
  la	
  

liaison	
  de	
  la	
  protéine	
  Pab1	
  à	
  la	
  queue	
  poly(A)	
  stimule	
  la	
  déadénylation	
  par	
  le	
  complexe	
  



Introduction	
  

	
   22	
  

Pan2/Pan3	
  alors	
  qu’elle	
  inhiberait	
  l’action	
  du	
  complexe	
  Ccr4/Pop2/Not.	
  Si	
  l’initiation	
  de	
  

la	
  traduction	
  est	
  affectée,	
  la	
  liaison	
  de	
  Pab1	
  à	
  la	
  queue	
  poly(A)	
  peut	
  être	
  déstabilisée,	
  ce	
  

qui	
  aurait	
  donc	
  un	
  impact	
  sur	
  la	
  déadénylation.	
  Deuxièmement,	
  il	
  existe	
  des	
  régulateurs	
  

de	
   la	
  déadénylation	
   spécifiques	
   à	
   certains	
   types	
  d’ARN	
  messagers.	
  Ainsi,	
   les	
  protéines	
  

Puf1,	
  Puf3,	
  Puf4	
  et	
  Puf5	
  (Olivas	
  and	
  Parker,	
  2000;	
  Hook	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Ulbricht	
  and	
  Olivas,	
  

2008;	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2010),	
  Vts1	
  (Rendl	
  et	
  al.,	
  2008),	
  Cth1	
  et	
  Cth2	
  (Pedro-­‐Segura	
  et	
  al.,	
  2008)	
  

permettent	
  d’accélérer	
  le	
  processus	
  de	
  déadénylation	
  grâce	
  à	
  un	
  recrutement	
  spécifique	
  

de	
  déadénylases.	
  Ces	
  facteurs	
  pourraient	
  ainsi	
  promouvoir	
  la	
  déadénylation	
  de	
  certaines	
  

classes	
   d’ARN	
  messagers.	
   Enfin,	
   la	
   déadénylation	
   peut	
   être	
   influencée	
   par	
   des	
   stimuli	
  

environnementaux	
   tels	
  que	
   l’hyperosmolarité,	
   le	
   choc	
   thermique	
  ou	
  encore	
   la	
   carence	
  

en	
  glucose	
  (Hilgers	
  et	
  al.,	
  2006)(Tableau	
  1).	
  	
  

	
  

Facteur	
  protéique	
   Fonction	
  
Ccr4/Pop2/Not	
   ARN	
  déadénylase	
  majeure	
  

Ccr4	
  :	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  principale,	
  famille	
  EEP	
  
Pop2/Caf1	
  :	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  secondaire,	
  famille	
  
RNAse	
  D	
  
Not1	
  :	
  protéine	
  plateforme	
  
Not4	
  :	
  Ubiquitine-­‐ligase,	
  cofacteur	
  Ubc4	
  
Not2,	
  Not3,	
  Not5,	
  Caf40,	
  Caf130	
  :	
  protéines	
  régulatrices	
  

Complexe	
  Pan2/Pan3	
   ARN	
  déadénylase	
  secondaire	
  
Pan2	
  :	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  qui	
  dépend	
  de	
  Pab1,	
  famille	
  
RNAse	
  D	
  
Pan3	
  :	
  sous-­‐unité	
  régulatrice	
  

Pab1	
   Protéine	
  de	
  liaison	
  aux	
  poly(A),	
  	
  
Inhibe	
  Ccr4,	
  stimule	
  Pan2	
  

Puf1,	
  Puf3,	
  Puf4,	
  Puf5,	
  
Vts1,	
  Cth1,	
  Cth2	
  

Déadénylases	
  spécifiques	
  
	
  

Tableau	
  1.	
  Protéines	
  et	
  complexes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  déadénylation	
  des	
  ARN	
  
messagers.	
  

III.	
  2.	
  Dégradation	
  5’	
  –	
  3’	
  
	
  

Comme	
   mentionné	
   plus	
   haut,	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   messagers	
   à	
   partir	
   de	
  

l’extrémité	
  5’	
  vers	
  la	
  3’	
  constitue	
  la	
  voie	
  principale	
  de	
  dégradation.	
  Elle	
  s’effectue	
  après	
  

l’étape	
  de	
  déadénylation	
  et	
  se	
  déroule	
  en	
  deux	
  étapes	
  :	
  l’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  suivie	
  de	
  

la	
  dégradation	
  par	
  l’exoribonucléase	
  Xrn1.	
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III.	
  2.	
  A.	
  Elimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  
	
  

L’étape	
   d’élimination	
   de	
   la	
   coiffe	
   à	
   l’extrémité	
   5’	
   des	
   ARN	
  messagers	
   s’effectue	
  

par	
   l’intermédiaire	
  du	
  complexe	
  Dcp1/Dcp2.	
  Cette	
  étape	
  est	
   irréversible	
  et	
  va	
  aussitôt	
  

conduire	
   à	
   la	
   dégradation	
   de	
   l’ARN	
  messager	
   par	
   l’exoribonucléase	
   Xrn1.	
   Dcp2	
   est	
   la	
  

sous-­‐unité	
   catalytique	
   du	
   complexe	
   (van	
   Dijk	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Steiger	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Elle	
   a	
  

besoin	
  de	
  nombreuses	
  protéines	
   régulatrices	
  pour	
   stimuler	
   son	
  activité	
  :	
   les	
  protéines	
  

EDC	
  («	
  enhancer	
  of	
  decapping	
  »)	
  ainsi	
  que	
  Dcp1,	
  son	
  co-­‐facteur.	
  Dcp2	
  est	
  une	
  hydrolase	
  

qui	
   fait	
   partie	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   pyrophosphatases	
   Nudix	
   [anciennement	
   appelée	
  

«	
  MutT	
  	
  family»	
  (Bessman	
  et	
  al.,	
  1996)].	
  Elle	
  clive	
  la	
  coiffe	
  pour	
  libérer	
  un	
  ARN	
  messager	
  

avec	
   un	
   5’	
  monophosphate	
   et	
   un	
  m7GDP	
   (Dunckley	
   and	
  Parker,	
   1999;	
   van	
  Dijk	
   et	
   al.,	
  

2002;	
   Steiger	
   et	
   al.,	
   2003).	
  Dcp2	
  possède,	
   dans	
   sa	
   région	
  N-­‐terminale,	
   un	
   domaine	
   de	
  

régulation	
   qui	
   permet	
   le	
   recrutement	
   de	
   Dcp1	
   (She	
   et	
   al.,	
   2006),	
   le	
   domaine	
  médian	
  

correspond	
  au	
  domaine	
  catalytique	
  Nudix	
  et,	
  dans	
  sa	
  région	
  C-­‐terminale,	
  un	
  domaine	
  est	
  

responsable	
  de	
   la	
   liaison	
  aux	
  ARN	
  (Piccirillo	
  et	
  al.,	
  2003)	
  et	
  un	
  autre	
  domaine	
  permet	
  

l’interaction	
  de	
  Dcp2	
  avec	
  des	
  protéines	
  régulatrices	
  du	
  «	
  decapping	
  »	
  telles	
  que	
  Edc3	
  ou	
  

Pat1	
  (Harigaya	
  et	
  al.,	
  2010;	
  He	
  and	
  Jacobson,	
  2015a).	
  Dcp1	
  fait	
  partie	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  

protéines	
  EVH	
  (She	
  et	
  al.,	
  2004),	
  son	
  interaction	
  avec	
  Dcp2	
  permet	
  une	
  activation	
  de	
  sa	
  

fonction	
  de	
  «	
  decapping	
  »	
  (Deshmukh	
  et	
  al.,	
  2008;	
  She	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Des	
   études	
   structurales	
   par	
   cristallographie,	
   SAXS	
   et	
   NMR	
   ont	
   montré	
   qu’il	
  

existait	
  une	
  forme	
  compacte	
  et	
  une	
  forme	
  étendue	
  du	
  complexe	
  Dcp1-­‐Dcp2,	
  le	
  passage	
  

d’une	
   forme	
   à	
   l’autre	
   dépendant	
   du	
   domaine	
   de	
   régulation	
   de	
   Dcp2	
  :	
   le	
   domaine	
   de	
  

régulation	
  positionné	
  sur	
  le	
  domaine	
  Nudix	
  correspondant	
  à	
  la	
  forme	
  compacte	
  (She	
  et	
  

al.,	
  2008;	
  Valkov	
  et	
  al.,	
  2016).	
  De	
  plus,	
  un	
  résidu	
  tryptophane	
  très	
  conservé	
  de	
  Dcp2	
  a	
  

été	
  défini	
  comme	
  un	
  «	
  gardien	
  »	
  de	
  la	
  structure	
  du	
  complexe,	
  il	
  régule	
  la	
  dynamique	
  du	
  

complexe	
   (Floor	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Très	
   récemment,	
   pour	
   la	
   première	
   fois,	
   la	
   structure	
  

cristallographique	
  du	
  complexe	
  Dcp1-­‐Dcp2	
  associé	
  au	
  produit	
  du	
  «	
  decapping	
  »	
  m7GDP	
  

et	
  à	
  l’activateur	
  Edc3	
  chez	
  Kluyveromyces	
  lactis	
  a	
  été	
  résolue.	
  Elle	
  montre	
  qu’Edc3,	
  avec	
  

Dcp2,	
   permet	
   l’activation	
   et	
   la	
   stabilisation	
   du	
   complexe	
   Dcp1-­‐Dcp2	
   sous	
   sa	
   forme	
  

compacte	
  (Charenton	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

Il	
  a	
  également	
  été	
  montré	
  que	
  cette	
  étape	
  d’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  pouvait	
  entrer	
  

en	
   compétition	
   avec	
   l’initiation	
   de	
   la	
   traduction.	
   En	
   effet,	
   d’une	
   part,	
   il	
   existe	
   une	
  

compétition	
  entre	
  eIF4E	
  et	
  Dcp1	
  pour	
   la	
   liaison	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
  coiffe	
  en	
  5’	
   (Schwartz	
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and	
  Parker,	
   2000)	
   et	
   d’autre	
  part,	
   la	
   longueur	
  de	
   la	
   queue	
  poly(A)	
  pourrait	
   avoir	
   une	
  

incidence	
   sur	
   le	
   «	
  decapping	
  »	
  :	
   si	
   la	
   queue	
   poly(A)	
   est	
   inférieure	
   à	
   12	
   nucléotides,	
   la	
  

protéine	
   Pab1	
   ne	
   peut	
   s’y	
   fixer,	
   son	
   interaction	
   avec	
   eIF4G	
   est	
   alors	
   perdue	
   et	
   le	
  

«	
  decapping	
  »	
  peut	
  avoir	
  lieu	
  (Decker	
  and	
  Parker,	
  1993).	
  Quand	
  la	
  queue	
  de	
  poly(A)	
  est	
  

suffisamment	
   longue,	
   la	
   protéine	
  Pab1	
  peut	
   s’y	
   fixer	
   (Sachs	
   et	
   al.,	
   1987),	
   favorisant	
   la	
  

traduction	
   et	
   empêcherait	
   la	
   liaison	
   du	
   complexe	
   Pat1/Lsm1-­‐7	
   qui	
   se	
   lie	
  

préférentiellement	
  aux	
  ARN	
  messagers	
  déadénylés	
  (Tharun	
  and	
  Parker,	
  2001;	
  Tharun,	
  

2009).	
  

Seul,	
   Dcp2	
   n’est	
   pas	
   actif.	
   Il	
   existe	
   plusieurs	
   protéines	
   régulatrices	
   EDC	
   qui	
  

peuvent	
  se	
  fixer	
  au	
  complexe	
  Dcp1/Dcp2	
  mais	
  qui	
  ont	
  des	
  mécanismes	
  différents	
  pour	
  

stimuler	
   l’élimination	
   de	
   la	
   coiffe	
  :	
   (i)	
   Pat1	
   est	
   un	
   des	
   éléments	
   centraux	
   du	
  

«	
  decapping	
  »	
  ;	
   il	
  constitue	
  une	
  véritable	
  plateforme	
  pour	
  le	
  recrutement	
  des	
  protéines	
  

régulatrices	
   Dhh1,	
   Edc3	
   et	
   les	
   complexes	
   Lsm1-­‐7	
   et	
   Dcp1/Dcp2	
   sur	
   l’ARN	
   messager	
  

(Nissan	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Chowdhury	
   et	
   al.,	
   2014),	
   (ii)	
   Dhh1,	
   Pat1	
   et	
   Scd6	
   répriment	
  

directement	
   la	
   traduction	
   en	
   inhibant	
   la	
   fixation	
   de	
   la	
   machinerie	
   d’initiation	
   de	
   la	
  

traduction	
  eIF4E/eIF4G	
  sur	
   les	
  ARN	
  messagers	
   (Nissan	
  et	
  al.,	
  2010),	
  (iii)	
  Pat1	
  et	
  Edc3	
  

aident	
  au	
  recrutement	
  des	
  différents	
  acteurs	
  du	
  «	
  decapping	
  »	
  (Badis	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Decker	
  

et	
  al.,	
  2007;	
  Nissan	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Fourati	
  et	
  al.,	
  2014),	
  (iv)	
  le	
  complexe	
  Lsm1-­‐7,	
  sous	
  forme	
  

d’anneau,	
   se	
   lie	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   queue	
   poly(A)	
   déadénylée	
   et	
   favorise	
   l’interaction	
   de	
  

Dcp2	
  avec	
  l’ARN	
  dont	
  la	
  coiffe	
  doit	
  être	
  éliminée	
  (Nissan	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Enfin,	
   Xrn1	
   interagit	
   avec	
   les	
   protéines	
   régulatrices	
   EDC,	
   faisant	
   un	
   lien	
   direct	
  

entre	
  l’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  et	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  de	
  l’extrémité	
  5’	
  vers	
  le	
  3’	
  par	
  

l’exoribonucléase	
  Xrn1	
  (Nissan	
  et	
  al.,	
  2010)(Tableau	
  2).	
  

III.	
  2.	
  B.	
  Dégradation	
  5’	
  –	
  3’	
  
	
  

Après	
   l’étape	
   de	
   «	
  decapping	
  »,	
   les	
   ARN	
   messagers	
   sont	
   dégradés	
   par	
  

l’exoribonuclease	
   Xrn1.	
   C’est	
   une	
   protéine	
   cytoplasmique	
   très	
   conservée	
   chez	
   les	
  

eucaryotes.	
  Son	
  activité	
  exoribonucléase	
  est	
  Mg2+-­‐dépendante,	
  elle	
  permet	
  de	
  dégrader	
  

les	
   ARN	
   à	
   partir	
   d’une	
   extrémité	
   5’	
   libre	
   vers	
   l’extrémité	
   3’	
   (Hsu	
   and	
   Stevens,	
   1993;	
  

Jones	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Muhlrad	
  et	
  al.,	
  1994)	
  	
  

Bien	
   que	
   la	
   première	
   étape	
   de	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   soit	
   une	
   étape	
   de	
  

déadénylation	
  partielle	
  qui	
   intervient	
  en	
  3’	
  des	
  ARN	
  messagers,	
   la	
  voie	
  de	
  dégradation	
  

par	
   Xrn1,	
   qui	
   débute	
   par	
   l’extrémité	
   5’,	
   reste	
   la	
   voie	
  majeure,	
   alors	
   que	
   celle	
   qui	
   fait	
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intervenir	
   la	
  dégradation	
  de	
  3’	
  vers	
   le	
  5’	
  par	
   l’exosome	
  reste	
  secondaire.	
  Le	
   fait	
  que	
   la	
  

voie	
  5’-­‐3’	
  soit	
  privilégiée	
  pourrait	
  être	
  dû	
  au	
  fait	
  que	
   la	
  dégradation	
  par	
  Xrn1	
  n’affecte	
  

pas	
   l’élongation	
   des	
   ribosomes	
   en	
   cours	
   de	
   traduction	
   alors	
   que	
   la	
   dégradation	
   par	
  

l’exosome,	
  progressant	
  de	
  3’	
  en	
  5’,	
  va	
  rentrer	
  en	
  conflit	
  avec	
  la	
  traduction	
  lorsqu’elle	
  va	
  

atteindre	
   la	
  région	
  codante	
  des	
  ARN	
  messagers,	
   conduisant	
  à	
   la	
  synthèse	
  de	
  protéines	
  

tronquées.	
   Le	
   fait	
   qu’il	
   ait	
   été	
   montré	
   que	
   ces	
   deux	
   voies	
   de	
   dégradation	
   sont	
   co-­‐

traductionnelles	
  renforce	
  cette	
  hypothèse	
  (Pelechano	
  et	
  al.,	
  2015).	
  

Xrn1	
  est	
  également	
  présent	
  dans	
  les	
  structures	
  cellulaires	
  appelées	
  «	
  processing-­‐

bodies	
  »	
   [ou	
   «	
  P-­‐bodies	
  »	
   (Sheth	
   and	
   Parker,	
   2003)].	
   Ce	
   sont	
   des	
   centres	
   de	
   stockage	
  

cytoplasmiques	
   où	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
  messagers	
   non-­‐traduits	
   aurait	
   lieu.	
   Les	
   P-­‐

bodies	
   contiennent	
   également	
   d’autres	
   protéines	
   impliquées	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
  

ARN	
   comme	
  Dcp1,	
   Dcp2,	
   Pop2,	
   Ccr4,	
   Pan2	
   ou	
   Pan3	
   (Kulkarni	
   et	
   al.,	
   2010),	
  montrant	
  

donc	
   l’existence	
   d’un	
   système	
   alternatif	
   de	
   répression	
   de	
   l’expression	
   des	
   gènes.	
   Les	
  

ARN	
   non-­‐traduits	
   sont	
   ainsi	
   transportés	
   et	
   mis	
   à	
   l’écart	
   dans	
   des	
   P-­‐bodies	
   pour	
  

empêcher	
  une	
  traduction	
  inutile	
  (Dykxhoorn,	
  2005).	
  Mais,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  ces	
  ARN	
  

n’étaient	
   pas	
   systématiquement	
   dégradés,	
   il	
   serait	
   possible	
   qu’ils	
   soient	
   de	
   nouveau	
  

engagés	
  dans	
  des	
  cycles	
  de	
  traduction	
  (Brengues	
  et	
  al.,	
  2005)(Tableau	
  2).	
  

	
  

Facteur	
  protéique	
   Fonction	
  
Complexe	
  Dcp1/Dcp2	
   Complexe	
  responsable	
  de	
  l’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  en	
  5’	
  

Dcp2	
  :	
  sous-­‐unité	
  catalytique,	
  famille	
  Nudix	
  
Dcp1	
  :	
  sous-­‐unité	
  régulatrice,	
  famille	
  EVH	
  

Complexe	
  Pan2/Pan3	
   ARN	
  déadénylase	
  secondaire	
  
Pan2	
  :	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  qui	
  dépend	
  de	
  Pab1,	
  famille	
  
RNAse	
  D	
  
Pan3	
  :	
  sous-­‐unité	
  régulatrice	
  

eIF4E/eIF4G	
   Facteurs	
  d’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  
Liaison	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  coiffe	
  en	
  5’	
  
Stimule	
  la	
  traduction,	
  inhibe	
  le	
  «	
  decapping	
  »	
  

Pat1	
   Protéine	
  régulatrice	
  du	
  «	
  decapping	
  »	
  
Plateforme	
  pour	
  les	
  EDC	
  
Inhibe	
  la	
  traduction	
  et	
  stimule	
  Dcp2	
  
Interagit	
  avec	
  le	
  complexe	
  Lsm1-­‐7	
  

Complexe	
  Lsm1-­‐7	
   Complexe	
  régulateur	
  du	
  «	
  decapping	
  »	
  
Structure	
  en	
  tonneau	
  
Liaison	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  queue	
  poly(A)	
  déadénylée	
  
Stimule	
  Dcp2	
  

Dhh1	
   Protéine	
  régulatrice	
  du	
  «	
  decapping	
  »	
  
Famille	
  ARN	
  hélicase	
  DExD/H	
  box	
  
Inhibe	
  la	
  traduction	
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Edc3	
   Protéine	
  de	
  liaison	
  aux	
  ARN	
  
Participe	
  au	
  recrutement	
  des	
  EDC	
  
Se	
  lie	
  et	
  stimule	
  Dcp2	
  

Scd6	
   Protéine	
  de	
  liaison	
  aux	
  ARN	
  
Inhibe	
  la	
  traduction	
  en	
  empêchant	
  la	
  liaison	
  de	
  eIF4G	
  
Interagit	
  avec	
  Dhh1,	
  Dcp2	
  et	
  Pat1	
  

Xrn1	
   Exoribonucléase	
  cytoplasmique	
  5’-­‐3’	
  
Tableau	
  2.	
  Protéines	
  et	
  complexes	
  impliqués	
  dans	
  l’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  en	
  5’	
  et	
  

la	
  dégradation	
  5’-­‐3’	
  des	
  ARN	
  messagers.	
  

III.	
  3.	
  Dégradation	
  3’	
  –	
  5’	
  
	
  

La	
   seconde	
   voie	
   de	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   messagers	
   ne	
   nécessite	
   pas	
   l’étape	
  

d’élimination	
  de	
  la	
  coiffe	
  mais	
  elle	
  s’effectue	
  également	
  après	
  la	
  déadénylation.	
  Elle	
  fait	
  

intervenir	
   l’exosome	
   cytoplasmique	
   au	
   niveau	
   de	
   l’extrémité	
   3’	
   des	
   ARN	
   messagers.	
  

L’exosome	
  est	
  un	
  complexe	
  très	
  conservé	
  au	
  cours	
  de	
  l’évolution,	
  il	
  est	
  composé	
  de	
  dix	
  

protéines	
  principales,	
  dont	
  six	
  membres	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  RNAses	
  :	
  Rrp41,	
  Rrp42,	
  Rrp43,	
  

Rrp45,	
  Rrp46,	
  Mtr3	
  (Liu	
  et	
  al.,	
  2006),	
  trois	
  protéines	
  interagissant	
  avec	
  les	
  ARN	
  :	
  Rrp4,	
  

Rrp40	
   et	
   Csl4	
   (Allmang	
   et	
   al.,	
   1999).	
   Ces	
   neuf	
   protéines,	
   qui	
   n’ont	
   pas	
   d’activité	
  

enzymatique,	
  forment	
  une	
  structure	
  en	
  tonneau	
  avec	
  un	
  tunnel	
  central	
  permettant	
  aux	
  

ARN	
  d’être	
  guidés	
  vers	
  la	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  portée	
  par	
  Dis3/Rrp44.	
  Cet	
  assemblage	
  

est	
   très	
   conservé	
  au	
   cours	
  de	
   l’évolution	
  et	
   est	
   appelé	
   «	
  exo-­‐9-­‐core	
  »	
   (Liu	
   et	
   al.,	
   2006;	
  

Januszyk	
  and	
  Lima,	
  2010)(Figure	
  9).	
  Chez	
  la	
  levure	
  Saccharomyces	
  cerevisiae,	
  la	
  dixième	
  

protéine	
   est	
   l’unique	
   sous-­‐unité	
   catalytique	
   du	
   complexe	
  cytoplasmique	
   :	
   Dis3/Rrp44.	
  

Elle	
  possède	
  dans	
  sa	
  région	
  N-­‐terminale	
  un	
  domaine	
  PIN	
  (PilT	
  N-­‐terminus),	
  possédant	
  

une	
  activité	
  endonucléolytique,	
  puis	
  deux	
  domaines	
  de	
  liaison	
  aux	
  ARN	
  CSD	
  (cold-­‐shock	
  

domain),	
   un	
   domaine	
   RNB	
   (RNAse	
   II	
   ribonucléase)	
   possédant	
   une	
   activité	
  

exonucléolytique	
   et	
   enfin	
   un	
   domaine	
   S1	
   de	
   liaison	
   aux	
   ARN	
   (Lebreton	
   et	
   al.,	
   2008;	
  

Schaeffer	
  et	
  al.,	
  2009,	
  2011;	
  Schneider	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Chlebowski	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

	
  



Introduction	
  

	
   27	
  

	
  
Figure	
  9.	
  Structure	
  cristallographique	
  de	
  l’exo-­‐9-­‐core	
  de	
  l’exosome.	
  

(Liu	
  et	
  al.,	
  2006)	
  
	
  

La	
   structure	
   de	
   l’exo-­‐9-­‐core	
   associée	
   à	
   Dis3/Rrp44	
   a	
   été	
   révélée	
   grâce	
   à	
   des	
  

travaux	
   en	
   cristallographie	
   et	
   de	
   cryomicroscopie-­‐électronique.	
   L’exosome	
   possède	
  

deux	
  conformations	
  possibles	
  :	
  une	
  conformation	
  qui	
  permet	
  aux	
  ARN	
  messagers	
  non-­‐

structurés	
   de	
   passer	
   à	
   travers	
   le	
   tunnel	
   de	
   l’exo-­‐9-­‐core	
   pour	
   atteindre	
   le	
   site	
  

exoribonucléase	
   de	
  Dis3/Rrp44	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2007;	
  Bonneau	
   et	
   al.,	
   2009;	
  Malet	
   et	
   al.,	
  

2010;	
  Makino	
   et	
   al.,	
   2013,	
   2015;	
   Liu	
   et	
   al.,	
   2014)	
   et	
   une	
   conformation	
   pour	
   des	
   ARN	
  

messagers	
  qui	
  sont	
  hautement	
  structurés	
  qui	
  ne	
  passent	
  pas	
  dans	
  le	
  tunnel	
  de	
  l’exo-­‐9-­‐

core	
  mais	
  qui,	
  grâce	
  à	
  une	
   large	
  rotation	
  de	
  Dis3/Rrp44,	
   rentrent	
  directement	
  dans	
   le	
  

domaine	
   exoribonucléique	
   de	
   Dis3/Rrp44	
   (Bonneau	
   et	
   al.,	
   2009;	
  Makino	
   et	
   al.,	
   2013,	
  

2015,	
  Liu	
  et	
  al.,	
  2014,	
  2016)(Figure	
  10).	
  

	
  
Figure	
  10.	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  deux	
  conformations	
  de	
  l’exosome	
  

(adapté	
  de	
  Delan-­‐Forino	
  et	
  al.,	
  2017)	
  
	
  

Il	
  existe	
  à	
   la	
  fois	
  une	
  forme	
  cytoplasmique	
  et	
  une	
  forme	
  nucléaire	
  de	
  l’exosome.	
  

Dans	
   le	
  noyau,	
   il	
   est	
   associé	
  à	
  différents	
   facteurs	
  :	
   chez	
   la	
   levure,	
  	
  Rrp6,	
  qui	
  porte	
  une	
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activité	
   exonucléase	
   3’-­‐5’,	
   Mpp6,	
   Lrp1/Rrp47	
   et	
   Mtr4,	
   une	
   hélicase	
   trouvée	
   en	
  

particulier	
   en	
   association	
   avec	
   le	
   complexe	
   TRAMP,	
   qui	
   possède	
   une	
   activité	
  

oligoadénylase	
   portée	
   par	
   les	
   facteurs	
   Trf4	
   ou	
   Trf5.	
   La	
   forme	
   nucléaire	
   de	
   l’exosome	
  

joue	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  aberrants	
  mais	
  également	
  dans	
  la	
  maturation	
  

des	
   ARN	
   ribosomaux	
   et	
   des	
   sno-­‐	
   et	
   sn-­‐ARN	
   (Briggs	
   et	
   al.,	
   1998;	
  Mitchell	
   et	
   al.,	
   2003;	
  

Milligan	
  et	
  al.,	
  2008;	
  livre	
  Butler	
  and	
  Mitchell,	
  2011;	
  revue	
  Porrua	
  and	
  Libri,	
  2013).	
  Dans	
  

le	
   cytoplasme,	
   l’exosome	
   est	
   assisté	
   par	
   le	
   complexe	
   SKI	
   et	
   la	
   protéine	
   Ski7	
   pour	
   la	
  

dégradation	
  des	
  ARN	
  canoniques	
  et	
  aberrants	
  à	
  partir	
  de	
   l’extrémité	
  3’	
  (Anderson	
  and	
  

Parker,	
  1998;	
  van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Araki	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

Le	
   complexe	
   SKI	
   est	
   très	
   conservé	
   et	
   est	
   impliqué	
   dans	
   de	
   nombreuses	
   voies	
  

cytoplasmiques	
  comme	
  le	
  «	
  turnover	
  »	
  des	
  ARN	
  messagers	
  (Anderson	
  and	
  Parker,	
  1998;	
  

van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Araki	
  et	
  al.,	
  2001),	
  et	
  les	
  voies	
  de	
  surveillance	
  des	
  ARN	
  messagers	
  

aberrants	
  :	
  le	
  NonStop	
  mRNA	
  Decay	
  (NSD),	
  le	
  NoGo	
  mRNA	
  Decay	
  (NGD)(van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  

2002)	
  et,	
  dans	
  une	
  moindre	
  mesure,	
   le	
  Nonsense-­‐Mediated	
  Decay	
  (NMD)(Mitchell	
  and	
  

Tollervey,	
  2003).	
  Le	
  complexe	
  SKI	
  est	
  composé	
  de	
  trois	
  protéines	
  différentes	
  :	
  Ski2,	
  Ski3	
  

et	
  deux	
  copies	
  de	
  Ski8	
  (Anderson	
  and	
  Parker,	
  1998;	
  Brown	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Synowsky	
  and	
  

Heck,	
   2008).	
   Des	
   données	
   récentes	
   biochimiques	
   et	
   de	
   cryo-­‐microscopie	
   électronique	
  

ont	
   montré	
   que	
   le	
   complexe	
   SKI	
   est	
   associé,	
   dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
  

messagers	
   aberrants	
  mais	
   également	
   canoniques,	
   aux	
   ribosomes	
  via	
   la	
   sous-­‐unité	
  40S	
  

ribosomale.	
  Cette	
  association	
  se	
  fait	
  de	
  préférence	
  au	
  niveau	
  de	
  particules	
  ribosomales	
  

présentant	
  une	
  extrémité	
  3’	
  d’ARN	
  messager	
  flottante	
  (Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016)(Figure	
  11).	
  	
  

	
  
Figure	
  11.	
  Structure	
  obtenue	
  par	
  cryo-­‐microscopie	
  électronique	
  du	
  complexe	
  SKI	
  

associé	
  au	
  ribosome	
  80S	
  chez	
  Saccharomyces	
  cerevisiae.	
  
(Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016)	
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De	
  plus,	
   la	
  structure	
  du	
  complexe	
  SKI	
  est	
  construite	
  autour	
  de	
  Ski2.	
  En	
  effet	
   les	
  

protéines	
  Ski3	
  et	
  Ski8	
  se	
  placent	
  en	
  faisant	
  en	
  sorte	
  que	
  le	
  domaine	
  hélicase	
  de	
  Ski2	
  soit	
  

situé	
   au	
   centre,	
   formant	
   ainsi	
   un	
   tunnel	
   et	
   favorisant	
   la	
   liaison	
   des	
   ARN	
   avec	
   le	
  

complexe.	
  Ce	
  tunnel	
  permet	
  ensuite	
  d’adresser	
  correctement	
  et	
  sous	
  forme	
  simple	
  brin	
  

les	
  ARN	
  messagers	
  à	
  dégrader	
  à	
  l’exosome	
  cytoplasmique	
  (Halbach	
  et	
  al.,	
  2013)(Figure	
  

12).	
  	
  

	
  
Figure	
  12.	
  Adressage	
  de	
  l’ARN	
  messager	
  à	
  dégrader	
  à	
  l’exosome	
  cytoplasmique.	
  
Modèle	
   proposé	
   pour	
   l’adressage	
   des	
  ARN	
  messagers	
   à	
   la	
   dégradation	
  par	
   l’exosome	
  
cytoplasmique	
   (Exo9	
   en	
   gris	
   et	
   Rrp44	
   en	
   violet).	
   Le	
   domaine	
   N-­‐terminal	
   de	
   Ski3	
   et	
  
l’	
  «	
  arch	
  domain	
  »	
  de	
  Ski2	
  contrôlerait	
  l’accès	
  aux	
  ARN	
  messagers	
  (adapté	
  de	
  Halbach	
  et	
  
al.,	
  2013).	
  
	
  

Ski2,	
  homologue	
  de	
  l’hélicase	
  nucléaire	
  Mtr4,	
  est	
  la	
  sous-­‐unité	
  catalytique	
  du	
  complexe	
  

SKI.	
   Son	
   extrémité	
  N-­‐terminale	
   est	
   nécessaire	
   pour	
   son	
   interaction	
   avec	
   les	
   protéines	
  

Ski3	
   et	
   Ski8	
   (Wang	
  et	
   al.,	
   2005)	
   alors	
  que	
   son	
  extrémité	
  C-­‐terminale	
   contient	
   le	
   cœur	
  

catalytique	
  de	
  l’hélicase	
  comprenant	
  un	
  domaine	
  d’insertion	
  capable	
  de	
  se	
  lier	
  aux	
  ARN	
  

et	
  un	
  domaine	
  hélicase	
  de	
  la	
  famille	
  DExH	
  (Halbach	
  et	
  al.,	
  2012).	
  Elle	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  

éliminer	
   les	
   protéines	
   présentes	
   sur	
   les	
   ARN	
   dont	
   les	
   structures	
   secondaires	
   doivent	
  

être	
  ouvertes.	
  

Ski8	
   contient	
   des	
   répétitions	
   WD40	
   (un	
   motif	
   de	
   40	
   acides	
   aminés	
   se	
   terminant	
  

généralement	
   par	
   un	
   tryptophane-­‐aspartate)	
   et	
   Ski3	
   contient	
   des	
   répétitions	
   TPR	
  

(tetratricopeptide	
   repeat),	
   un	
   motif	
   de	
   34	
   acides	
   aminés	
   organisé	
   en	
   hélices	
   alpha	
  

répétées	
  interagissant	
  avec	
  les	
  répétitions	
  WD40.	
  Ski3	
  et	
  Ski8	
  participent	
  à	
  la	
  structure	
  

du	
   complexe	
   SKI	
   et	
   régulent	
   les	
   activités	
   ATPase	
   et	
   hélicases	
   de	
   Ski2	
   (Halbach	
   et	
   al.,	
  

2013).	
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Ski7	
   ne	
   fait	
   pas	
   directement	
   partie	
   du	
   complexe	
   SKI	
   mais	
   il	
   est	
   impliqué	
   dans	
   la	
  

dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  (van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2000).	
  En	
  tant	
  qu’homologue	
  structural	
  

d’eRF3,	
  il	
  avait	
  été	
  dans	
  un	
  premier	
  temps	
  suggéré	
  que	
  la	
  protéine	
  Ski7	
  avait	
  la	
  capacité	
  

à	
  se	
  lier	
  au	
  site	
  A	
  vide	
  du	
  ribosome	
  bloqué	
  sur	
  un	
  ARN	
  messager	
  NonStop	
  (van	
  Hoof	
  et	
  

al.,	
  2002)	
  mais	
   il	
  a	
  ensuite	
  été	
  démontré	
  que	
  Ski7	
  pouvait	
  se	
   lier	
  à	
   la	
   fois	
  au	
  complexe	
  

SKI	
  et	
  à	
  l’exosome	
  ;	
  Ski7	
  formerait	
  donc	
  un	
  pont	
  entre	
  ces	
  deux	
  complexes	
  (Araki	
  et	
  al.,	
  

2001)(Figures	
  12	
  et	
  13)(Tableau	
  3).	
  

	
  

Figure	
  13.	
  Structure	
  du	
  
complexe	
  SKI	
  

Structure	
  	
  cristallographique	
  du	
  
complexe	
   SKI.	
   Ski3	
   est	
  
représentée	
   en	
   bleu,	
   les	
   deux	
  
sous-­‐unités	
   de	
   Ski8	
   («	
  in	
  »	
   et	
  
«	
  out	
  »)	
   en	
   vert	
   	
   et	
   Ski2	
   en	
  
jaune.	
  (Halbach	
  et	
  al.,	
  2013)	
  

	
  

Facteur	
  protéique	
   Fonction	
  
	
  

Exosome	
   Rrp41-­‐43,	
  Rrp45-­‐46,	
  Mtr3	
  :	
  protéines	
  de	
  la	
  famille	
  des	
  RNAses	
  
Rrp4,	
  Rrp40,	
  Csl4	
  :	
  trois	
  protéines	
  de	
  liaison	
  aux	
  ARN	
  
Dis3/Rrp44	
  :	
  Sous-­‐unité	
  catalytique	
  avec	
  des	
  domaines	
  
exoribonucléase	
  et	
  endoribonucléase	
  
Structure	
  en	
  tonneau	
  
Impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  canoniques	
  et	
  
aberrants	
  
	
  

Rrp6,	
  Mtr4,	
  Mpp6,	
  
Lrp1/Rrp47	
  
	
  

Protéines	
  associées	
  à	
  l’exosome	
  nucléaire	
  
Impliqué	
  dans	
  le	
  «	
  processing	
  »	
  des	
  ARN	
  et	
  la	
  dégradation	
  des	
  
ARN	
  aberrants	
  nucléaires	
  
	
  

Complexe	
  SKI	
  
	
  

Ski2	
  :	
  famille	
  ATPase	
  et	
  ARN	
  hélicase	
  DExH	
  
Ski8	
  :	
  contient	
  des	
  répétitions	
  WD40	
  
Ski3	
  :	
  contient	
  des	
  répétitions	
  TPR	
  
Ski8	
  et	
  Ski3	
  :	
  protéines	
  régulatrices	
  des	
  activités	
  ATPase	
  et	
  
hélicase	
  de	
  Ski2,	
  participent	
  à	
  la	
  structure	
  du	
  complexe	
  SKI	
  
Impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  canoniques	
  et	
  
aberrants	
  NSD	
  et	
  NGD	
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Ski7	
  
	
  

Protéine	
  pont	
  entre	
  le	
  complexe	
  SKI	
  et	
  l’exosome	
  
Impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  canoniques	
  et	
  
aberrants	
  NSD	
  et	
  NGD	
  
	
  

Tableau	
  3.	
  Protéines	
  et	
  complexes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  dégradation	
  3’-­‐5’	
  des	
  ARN.	
  

	
  

IV	
  –	
  Dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  aberrants	
  
	
  

Malgré	
  un	
  premier	
  niveau	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  dans	
  le	
  noyau,	
  des	
  ARN	
  messagers	
  

indésirables	
   peuvent	
   être	
   exportés	
   dans	
   le	
   cytoplasme.	
   Que	
   cela	
   soient	
   des	
   produits	
  

aberrants	
   ou	
   des	
   produits	
   de	
   la	
   transcription	
   dite	
   «	
  pervasive	
  »,	
   ils	
   peuvent	
   être	
  

reconnus	
  par	
  la	
  machinerie	
  de	
  traduction	
  et	
  donner	
  des	
  produits	
  toxiques	
  pour	
  la	
  vie	
  de	
  

la	
  cellule	
  et	
  monopoliser	
  inutilement	
  la	
  machinerie	
  de	
  traduction.	
  Des	
  contrôle-­‐qualités	
  

cytoplasmiques	
   vont	
   reconnaître	
   et	
   éliminer	
   ces	
   ARN.	
   En	
   ce	
   qui	
   concerne	
   les	
   ARN	
  

messagers,	
   nous	
   connaissons	
   aujourd’hui	
   trois	
   types	
   de	
   transcrits	
   aberrants	
   :	
   tout	
  

d’abord,	
  les	
  ARN	
  messagers	
  contenant	
  un	
  codon	
  de	
  terminaison	
  de	
  la	
  traduction	
  précoce	
  

appelés	
   transcrits	
   Non-­‐Sens.	
   Ils	
   ont	
   été	
   observés	
   la	
   première	
   fois	
   par	
   (Losson	
   and	
  

Lacroute,	
  1979)	
  et	
  ont	
  été	
  appelés	
  transcrits	
  Non-­‐Sens	
  par	
  (Leeds	
  et	
  al.,	
  1991).	
  Ensuite,	
  

les	
   transcrits	
   ne	
   possédant	
   pas	
   de	
   codon	
   de	
   terminaison	
   en	
   phase	
   avec	
   la	
   traduction	
  

appelés	
  transcrits	
  Non-­‐Stop	
  ont	
  été	
  décrits	
  par	
  (Frischmeyer	
  et	
  al.,	
  2002;	
  van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  

2002)	
   puis	
   enfin,	
   les	
   transcrits	
   contenant	
   un	
   élément	
   de	
   séquence	
   ou	
   de	
   structure	
  

secondaire	
  entraînant	
   le	
  blocage	
  de	
   la	
   traduction	
  pendant	
   l’étape	
  d’élongation	
  appelés	
  

transcrits	
  no-­‐go	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  2006).	
  Ces	
  transcrits	
  sont	
  respectivement	
  reconnus	
  

et	
   dégradés	
   par	
   trois	
  mécanismes	
  de	
   contrôle-­‐qualité	
  :	
   le	
   «	
  Nonsense-­‐Mediated	
  mRNA	
  

Decay	
  »,	
   le	
   «	
  Non-­‐Stop	
  mRNA	
  Decay	
  »	
   et	
   le	
   «	
  No-­‐Go	
  mRNA	
  Decay	
  »	
   (revue	
   Shoemaker	
  

and	
  Green,	
  2012).	
  

IV.	
  1.	
  Nonsense-­‐mediated	
  decay	
  (NMD)	
  
	
  

Le	
  NMD	
  a	
  été	
  décrit	
  pour	
  la	
  première	
  fois	
  chez	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  comme	
  

étant	
   un	
   système	
   dégradant	
   les	
   ARN	
  messagers	
   avec	
   un	
   codon	
   de	
   terminaison	
   de	
   la	
  

traduction	
  précoce	
  (PTC)(Leeds	
  et	
  al.,	
  1991).	
  La	
  présence	
  de	
  ce	
  PTC	
  peut	
  être	
  le	
  résultat	
  

de	
  mutations	
   génomiques	
   non-­‐sens	
   ou	
   d’erreurs	
   lors	
   de	
   la	
   transcription	
   (Losson	
   and	
  

Lacroute,	
  1979;	
  Brown,	
  1989;	
  Wagner	
  and	
  Lykke-­‐Andersen,	
  2002).	
  D’autres	
   transcrits	
  

NonSense	
   contenant	
   un	
   PTC	
   ont	
   été	
   décrits,	
   comme	
   les	
   transcrits	
   ayant	
   une	
   longue	
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séquence	
  3’-­‐UTR	
  (Muhlrad	
  and	
  Parker,	
  1999;	
  Kebaara	
  and	
  Atkin,	
  2009;	
  Deliz-­‐Aguirre	
  et	
  

al.,	
  2011;	
  Zaborske	
  et	
  al.,	
  2013),	
   les	
   transcrits	
  avec	
  un	
  site	
  d’initiation	
  de	
   la	
   traduction	
  

alternatif	
  donnant	
  une	
   terminaison	
  précoce	
  (Welch	
  and	
   Jacobson,	
  1999),	
   les	
   transcrits	
  

mal-­‐épissés	
   possédant	
   un	
   intron	
   contenant	
   un	
   codon	
   STOP	
   en	
   phase	
   (He	
   et	
   al.,	
   1993;	
  

Sayani	
   et	
   al.,	
   2008)	
   ou	
   encore	
   les	
   transcrits	
   possédant	
   une	
   ORF	
   en	
   amont	
   du	
   site	
  

canonique	
   d’initiation	
   de	
   la	
   traduction	
   (une	
   uORF	
   en	
   amont	
   du	
   codon	
   AUG)(Ruiz-­‐

Echevarría	
  and	
  Peltz,	
  2000).	
  Chez	
  la	
   levure,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  récemment	
  qu’une	
  fraction	
  

majeure	
   de	
   substrats	
   du	
   NMD	
   résultait	
   d’événements	
   alternatifs	
   d’initiation	
   de	
   la	
  

transcription	
   des	
   ARN	
  messagers	
   produisant	
   des	
   isoformes	
   dont	
   le	
   codon	
   d’initiation	
  

AUG	
  n’est	
  pas	
   le	
  codon	
  d’initiation	
  de	
   la	
  région	
  codante	
  du	
  gène	
  (Arribere	
  and	
  Gilbert,	
  

2013;	
  Malabat	
   et	
   al.,	
   2015).	
  Enfin,	
  une	
  autre	
   source	
  majeure	
  de	
   substrats	
  du	
  NMD	
  est	
  

constituée	
   des	
   transcrits	
   non-­‐codants	
   «	
  pervasifs	
  »	
   cytoplasmiques	
   (XUT	
   et	
  

SUT)(Malabat	
  et	
  al.,	
  2015;	
  Wery	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

Les	
   substrats	
   du	
   NMD	
   sont	
   reconnus	
   par	
   des	
   protéines	
   conservées	
   durant	
  

l’évolution,	
  les	
  protéines	
  Upf1,	
  Upf2	
  et	
  Upf3	
  (Leeds	
  et	
  al.,	
  1991,	
  1992;	
  Peltz	
  et	
  al.,	
  1993;	
  

Cui	
  et	
  al.,	
  1995).	
  	
  

Upf1	
   appartient	
   à	
   la	
   superfamille	
   I	
   des	
   ARN	
   hélicases,	
   elle	
   possède	
   deux	
   domaines	
  

majeurs	
  :	
   un	
   domaine	
   riche	
   en	
   cystéines	
   et	
   en	
   histidines	
   (domaine	
   CH)	
   situé	
   dans	
   la	
  

région	
  N-­‐terminale	
  et	
  un	
  domaine	
  hélicase	
  situé	
  dans	
  la	
  région	
  C-­‐terminale	
  (Altamura	
  et	
  

al.,	
  1992;	
  Chakrabarti	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Ces	
  domaines	
  sont	
   indispensables	
  pour	
   l’activation	
  

du	
  NMD	
  (Weng	
  et	
   al.,	
   1996a,	
  1996b).	
  Upf1	
   constitue	
   la	
  protéine-­‐clef	
  du	
  NMD,	
  Upf2	
  et	
  

Upf3	
  régulant	
  la	
  fonction	
  de	
  Upf1	
  (Chamieh	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

La	
   protéine	
   Upf2	
   interagit	
   avec	
   le	
   domaine	
   CH	
   de	
   Upf1	
   et	
   avec	
   le	
   motif	
   de	
  

reconnaissance	
  des	
  ARN	
  (RRM)	
  de	
  Upf3.	
  Au	
  sein	
  du	
  complexe,	
  Upf2	
  permet	
  de	
  faire	
   le	
  

pont	
  entre	
  Upf1	
  et	
  Upf3	
  (He	
  et	
  al.,	
  1997;	
  Kadlec	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Chamieh	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Clerici	
  

et	
  al.,	
  2009)	
  et	
  permet	
  l’activation	
  de	
  la	
  fonction	
  hélicase	
  de	
  Upf1	
  (Chamieh	
  et	
  al.,	
  2008;	
  

Chakrabarti	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

La	
  fonction	
  de	
  Upf3	
  n’est	
  pas	
  très	
  décrite	
  dans	
  la	
  littérature,	
  néanmoins	
  on	
  sait	
  que	
  c’est	
  

un	
  régulateur	
   important	
  de	
  Upf1	
  et	
  donc	
  du	
  NMD	
  (Chamieh	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Elle	
  possède	
  

également	
  un	
  domaine	
  de	
  liaison	
  aux	
  ARN	
  de	
  type	
  RNP	
  (Kadlec	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

Chez	
   les	
   mammifères,	
   Upf1,	
   l’élément	
   central	
   du	
   complexe,	
   existe	
   sous	
   deux	
  

conformations	
  en	
  fonction	
  de	
  sa	
  liaison	
  ou	
  non	
  avec	
  Upf2	
  :	
  en	
  absence	
  de	
  Upf2,	
  Upf1	
  est	
  

sous	
   forme	
   fermée	
   car	
   son	
   propre	
   domaine	
   CH	
   et	
   son	
   domaine	
   hélicase	
   interagissent	
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entre	
  eux,	
  les	
  activités	
  ATPase	
  et	
  hélicase	
  de	
  Upf1	
  vont	
  diminuer	
  en	
  conséquence.	
  Alors	
  

qu’en	
  présence	
  de	
  Upf2,	
  Upf1	
  est	
   sous	
   forme	
  ouverte	
  entraînant	
  une	
  augmentation	
  de	
  

ses	
  activités	
  ATPase	
  et	
  hélicase	
  (Chamieh	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Chakrabarti	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

Le	
  NMD	
  et	
   la	
  traduction	
  sont	
  deux	
  processus	
   liés,	
  en	
  effet,	
   la	
  reconnaissance	
  du	
  

PTC	
  par	
  la	
  machinerie	
  de	
  traduction	
  est	
  une	
  condition	
  requise	
  pour	
  l’activation	
  du	
  NMD	
  

(Zhang	
   et	
   al.,	
   1997;	
   Gaba	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Les	
   protéines	
   Upf1-­‐3	
   vont	
   interagir	
   avec	
   les	
  

«	
  release	
  factors	
  »	
  eRF1	
  et	
  eRF3	
  (respectivement	
  Sup45	
  et	
  Sup	
  35	
  chez	
  la	
   levure),	
  c’est	
  

cette	
   interaction	
   qui	
   va	
   permettre	
   le	
   recrutement	
   de	
   la	
   machinerie	
   du	
   NMD	
   et	
  

l’activation	
  de	
  ses	
  différents	
  mécanismes	
  (Czaplinski	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Dans	
  le	
  modèle	
  actuel,	
  

l’interaction	
   de	
  Upf1	
   avec	
   eRF3	
   va	
   permettre	
   le	
   recrutement	
   de	
  Upf1	
   sous	
   une	
   forme	
  

inactive	
  dans	
  le	
  complexe	
  de	
  terminaison	
  de	
  la	
  traduction,	
  puis	
  Upf1	
  sera	
  activé	
  grâce	
  au	
  

recrutement	
  de	
  Upf2	
  et	
  Upf3	
  (Chamieh	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

Dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  des	
  études	
  avaient	
  montré	
  que	
  l’initiation	
  du	
  processus	
  

de	
  NMD	
  était	
  due	
  à	
  la	
  longueur	
  du	
  3’-­‐UTR	
  des	
  transcrits	
  (Kebaara	
  and	
  Atkin,	
  2009).	
  Les	
  

transcrits	
  avec	
  un	
  long	
  3’-­‐UTR	
  étant	
  en	
  général	
  plus	
  sensibles	
  au	
  NMD	
  que	
  les	
  autres,	
  il	
  y	
  

aurait	
  une	
  compétition	
  pour	
  la	
  reconnaissance	
  du	
  PTC	
  et	
  la	
  terminaison	
  de	
  la	
  traduction	
  

entre	
  Upf1	
  et	
   la	
  protéine	
  Pab1	
  qui	
   se	
   lient	
  à	
   la	
  queue	
  poly(A)(Singh	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Cela	
  

donna	
   lieu	
   au	
   modèle	
   du	
   «	
  faux	
   3’-­‐UTR	
  »	
   (Amrani	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Cependant,	
   il	
   a	
   été	
  

montré	
   récemment	
   que	
   l’activation	
   du	
   NMD	
   par	
   une	
   longue	
   séquence	
   3’-­‐UTR	
   n’est	
  

effective	
   que	
   pour	
   des	
   transcrits	
   dont	
   l’ORF	
   est	
   courte	
   et	
   non	
   pour	
   de	
   longues	
   ORF	
  

(Decourty	
  et	
  al.,	
  2014).	
  	
  

Par	
  ailleurs,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  terminaison	
  de	
  la	
  traduction	
  dans	
  le	
  cas	
  d’un	
  

PTC	
   était	
   moins	
   efficace	
   que	
   dans	
   un	
   cas	
   canonique,	
   permettant	
   ainsi	
   à	
   Upf1	
   de	
  

reconnaître	
   ce	
   PTC	
   (Amrani	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Cette	
   différence	
   d’efficacité	
   pourrait	
   être	
  

expliquée	
   par	
   un	
   recrutement	
   plus	
   lent	
   des	
   facteurs	
   de	
   terminaison	
   et	
   donc	
   par	
   une	
  

composition	
  de	
  facteurs	
  ou	
  une	
  structure	
  du	
  mRNP	
  pouvant	
  être	
  reconnue	
  par	
  Upf1.	
  Les	
  

ARN	
   messagers	
   possédant	
   un	
   PTC	
   vont	
   subir	
   une	
   répression	
   de	
   leur	
   traduction	
  

(Muhlrad	
   and	
   Parker,	
   1999).	
   Les	
   activités	
   ATPase	
   et	
   hélicase	
   de	
   Upf1	
   vont	
   ensuite	
  

permettre	
   de	
   stimuler	
   la	
   dissociation	
   et	
   le	
   recyclage	
   des	
   ribosomes	
   et	
   facteurs	
   de	
  

terminaison	
   associés	
   à	
   ces	
   ARN	
   (Franks	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Serdar	
   et	
   al.,	
   2016).	
   Enfin,	
   les	
  

transcrits	
   aberrants	
   seront	
   principalement	
   dégradés	
  via	
   les	
   mécanismes	
   de	
  

«	
  decapping	
  »	
  impliquant	
  les	
  protéines	
  Dcp1	
  et	
  Dcp2	
  puis	
  la	
  dégradation	
  de	
  l’extrémité	
  

5’	
   vers	
   3’	
   par	
   l’exonucléase	
   Xrn1	
   (Muhlrad	
   and	
  Parker,	
   1994;	
  He	
   and	
   Jacobson,	
   2001,	
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2015b).	
  Si	
  le	
  «	
  decapping	
  »	
  ou	
  la	
  dégradation	
  du	
  5’	
  vers	
  le	
  3’	
  sont	
  bloqués	
  ou	
  inefficaces,	
  

les	
   substrats	
   NMD	
   s’accumulent	
   dans	
   les	
   P-­‐bodies	
   (Sheth	
   and	
   Parker,	
   2006).	
   Un	
  

mécanisme	
   alternatif,	
   indépendant	
   du	
   «	
  decapping	
  »	
   a	
   également	
   été	
   décrit	
  :	
   les	
  

transcrits	
   peuvent	
   être	
   déadénylés	
   puis	
   dégradés	
   par	
   l’exosome	
   cytoplasmique	
   de	
  

l’extrémité	
   3’	
   vers	
   le	
   5’	
   lorsque	
   la	
   voie	
   5’	
   est	
   affectée	
   (Mitchell	
   and	
   Tollervey,	
   2003;	
  

Takahashi	
   et	
   al.,	
   2003	
  ;	
   voir	
   aussi,	
   dans	
   la	
   section	
   résultats,	
  mes	
   observations	
   sur	
   les	
  

substrats	
  du	
  complexe	
  SKI)(Figure	
  14).	
  

	
  

	
  
Figure	
  14.	
  Schéma	
  représentant	
  la	
  voie	
  de	
  surveillance	
  NMD.	
  

(Celik	
  et	
  al.,	
  2015)	
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IV.	
  2.	
  Non-­‐stop	
  decay	
  (NSD)	
  et	
  No-­‐go	
  decay	
  (NGD)	
  
	
  

Deux	
  autres	
  types	
  d’ARN	
  messagers	
  aberrants	
  ont	
  été	
  décrits	
  dans	
  le	
  cytoplasme.	
  

Observés	
  pour	
   la	
  première	
  fois	
  chez	
   la	
   levure,	
   les	
  ARN	
  messagers	
  ne	
  contenant	
  pas	
  de	
  

codon	
   STOP	
   en	
   phase	
   avec	
   le	
   codon	
   d’initiation	
   de	
   la	
   traduction	
   sont	
   appelés	
   ARN	
  

messagers	
  Non-­‐Stop	
  (Frischmeyer	
  et	
  al.,	
  2002;	
  van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2002).	
   Il	
  en	
  existe	
  deux	
  

types	
  :	
   ceux	
   possédant	
   une	
   queue	
   poly(A)	
   et	
   ceux	
   n’en	
   possédant	
   pas.	
   La	
   plupart	
   des	
  

ARN	
   messagers	
   aberrants	
   non-­‐stop	
   sont	
   le	
   résultat	
   d’une	
   terminaison	
   précoce	
   du	
  

transcrit	
   due	
   à	
   des	
   sites	
   cryptiques	
   de	
   polyadénylation,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   que	
   celle-­‐ci	
  

s’effectue	
  dans	
  la	
  région	
  codante,	
  avant	
  le	
  codon	
  de	
  terminaison	
  de	
  la	
  traduction	
  (Graber	
  

et	
  al.,	
  1999;	
  Frischmeyer	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Ozsolak	
  et	
  al.,	
  2010).	
  Ils	
  peuvent	
  aussi	
  être	
  dus	
  à	
  

des	
  mutations	
  génomiques	
  ou	
  à	
  des	
  erreurs	
  lors	
  de	
  la	
  transcription	
  au	
  niveau	
  du	
  codon	
  

de	
   terminaison	
   de	
   la	
   traduction,	
   ou	
   également	
   à	
   des	
   événements	
   de	
   «	
  readthrough	
  »	
  

(Baudin-­‐Baillieu	
  et	
  al.,	
  2014).	
  Les	
  ARN	
  messagers	
  sans	
  queue	
  poly(A)	
  peuvent	
  résulter	
  

d’une	
   coupure	
   endonucléolytique	
   dans	
   la	
   région	
   codante	
   donnant	
   lieu	
   à	
   des	
  

intermédiaires	
  de	
  dégradation	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  2006;	
  Tsuboi	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Matsuda	
  et	
  

al.,	
  2014)(Figure	
  15).	
  

Les	
   ARN	
   messagers	
  No-­‐Go	
   ont	
   d’abord	
   été	
   étudiés	
   chez	
   la	
   levure,	
   ils	
   possèdent	
   une	
  

structure	
  secondaire	
  ou	
  une	
  séquence	
  nucléotidique	
  capable	
  de	
  bloquer	
   les	
  ribosomes	
  

pendant	
   l’étape	
   d’élongation	
   de	
   la	
   traduction	
   (Doma	
   and	
   Parker,	
   2006)(Figure	
   15).	
  

D’autres	
   éléments	
   tels	
  que	
  des	
   codons	
   rares	
  ou	
  par	
   exemple	
   la	
  dépurination	
  de	
   l’ARN	
  

messager	
  par	
  une	
  enzyme	
  virale	
  peuvent	
  déclencher	
  la	
  voie	
  NGD	
  (Gandhi	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Le	
   NGD	
   possède	
   donc	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   l’élimination	
   de	
   ces	
   ARN	
   messagers	
  

aberrants,	
  des	
  peptides	
  naissants	
  tronqués	
  en	
  résultant.	
  Mais	
  un	
  autre	
  rôle	
  important	
  du	
  

NGD	
   pourrait	
   aussi	
   être	
   de	
   protéger	
   la	
   cellule	
   d’ARN	
   messagers	
   ayant	
   été	
   rendus	
  

aberrants	
   car	
   exposés	
   à	
   des	
   dommages	
   chimiques	
   ou	
   à	
   des	
   radiations	
   (Doma	
   and	
  

Parker,	
  2006;	
  Harigaya	
  and	
  Parker,	
  2010).	
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Figure	
  15.	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  types	
  de	
  transcrits	
  NSD	
  et	
  NGD.	
  

(Adapté	
  de	
  Brandman	
  and	
  Hegde,	
  2016)	
  
	
  

Ces	
  différents	
  types	
  d’ARN	
  messagers	
  aberrants	
  peuvent	
  entraîner	
  la	
  synthèse	
  de	
  

protéines	
  non-­‐fonctionnelles	
  car	
  tronquées	
  ou	
  allongées	
  par	
  une	
  traduction	
  de	
  la	
  région	
  

3’-­‐UTR.	
   Il	
   est	
   donc	
   important	
   d’éliminer	
   ces	
   protéines	
   aberrantes	
   car	
   elles	
   sont	
  

potentiellement	
   toxiques	
  pour	
   la	
   cellule.	
  De	
  plus,	
   la	
   traduction	
  étant	
  un	
  des	
  processus	
  

les	
   plus	
   coûteux	
   en	
   énergie	
   dans	
   la	
   cellule,	
   les	
  ARN	
  messagers	
   aberrants	
   doivent	
   être	
  

rapidement	
   éliminés	
   et	
   les	
   ribosomes	
   bloqués	
   doivent	
   être	
   pris	
   en	
   charge	
   pour	
   être	
  

recyclés.	
  Ce	
  sont	
  les	
  mécanismes	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  «	
  Non-­‐Stop	
  mRNA	
  Decay	
  »	
  et	
  «	
  No-­‐

Go	
   mRNA	
   Decay	
  »	
   qui	
   prennent	
   en	
   charge	
   ces	
   évènements	
   aberrants.	
   Bien	
   que	
   les	
  

substrats	
  de	
  ces	
  voies	
  soient	
  différents,	
  la	
  plupart	
  des	
  facteurs	
  impliqués	
  dans	
  ces	
  voies	
  

de	
  dégradation	
  sont	
  identiques.	
  

Dans	
  le	
  cas	
  où	
  les	
  ARN	
  messagers	
  Non-­‐Stop	
  sont	
  polyadénylés,	
  les	
  ribosomes	
  en	
  

cours	
   de	
   traduction	
   vont	
   traduire	
   le	
   transcrit	
   jusqu’à	
   atteindre	
   la	
   queue	
   poly(A).	
   La	
  

traduction	
   de	
   cette	
   queue	
   poly(A)	
   va	
   générer	
   une	
   queue	
   poly-­‐lys	
   à	
   l’extrémité	
   C-­‐

terminale	
   du	
   peptide	
   naissant.	
   Il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   la	
   traduction	
   de	
   la	
   queue	
   poly(A)	
  

entraînait	
   un	
   blocage	
   du	
   ribosome	
   dû	
   à	
   l’interaction	
   électrostatique	
   entre	
   les	
   résidus	
  

lysines	
  chargés	
  positivement	
  et	
  le	
  tunnel	
  de	
  sortie	
  du	
  ribosome	
  chargé	
  négativement	
  (Lu	
  

and	
  Deutsch,	
  2008;	
  Ito	
  and	
  Chiba,	
  2013;	
  Wilson	
  et	
  al.,	
  2016).	
  Les	
  ARN	
  messagers	
  No-­‐Go	
  



Introduction	
  

	
   37	
  

peuvent	
   bloquer	
   de	
   la	
   même	
   façon	
   l’élongation	
   de	
   la	
   traduction	
   au	
   sein	
   de	
   la	
   région	
  

codante	
  lorsque	
  le	
  ribosome	
  rencontre	
  des	
  séquences	
  riches	
  en	
  codons	
  codant	
  pour	
  des	
  

acides	
  aminés	
  chargés	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  2006).	
  Pour	
  mieux	
  comprendre	
  cet	
  arrêt	
  de	
  la	
  

traduction,	
   des	
   études	
   avec	
   des	
   gènes	
   rapporteurs	
   contenant	
   des	
   répétitions	
   de	
  

nucléotides	
   ont	
   montré	
   que	
   l’incorporation	
   d’un	
   minimum	
   de	
   douze	
   codons	
   lysine,	
  

arginine	
  ou	
   tryptophane	
  pouvait	
  déclencher	
   le	
  blocage	
  du	
  ribosome	
  (Ito-­‐Harashima	
  et	
  

al.,	
  2007;	
  Dimitrova	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

	
  

En	
  plus	
  de	
  ces	
  éléments	
  en	
  cis	
  qui	
  causent	
   l’inhibition	
  de	
   la	
   traduction,	
   il	
  existe	
  

des	
   facteurs	
   agissant	
   en	
   trans	
  qui	
   sont	
   indispensables	
   pour	
   reconnaître	
   les	
   ribosomes	
  

bloqués	
  et	
  pour	
  déclencher	
  le	
  processus	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  des	
  peptides	
  (voir	
  chapitre	
  

V)	
   :	
   la	
   protéine	
   associée	
   à	
   la	
   particule	
   40S	
   Asc1	
   mais	
   également	
   les	
   protéines	
   du	
  

complexe	
   RQT	
   («	
  RQC-­‐trigger	
  »)	
   décrit	
   récemment	
   (Matsuo	
   et	
   al.,	
   2017;	
   Sitron	
   et	
   al.,	
  

2017).	
  

Les	
   premières	
   étapes	
   de	
   la	
   reconnaissance	
   du	
   ribosome	
   bloqué	
   ne	
   sont	
   pas	
  

encore	
  bien	
  connues.	
  Néanmoins,	
  nous	
  savons	
  que	
  le	
  complexe	
  composé	
  des	
  protéines	
  

Hbs1	
  et	
  Dom34,	
  homologues	
  structuraux	
  respectifs	
  de	
  eRF3	
  et	
  eRF1	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  

2006;	
  Atkinson	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Graille	
   et	
   al.,	
   2008),	
   reconnaît	
   le	
   site	
  A	
   vide	
   du	
   ribosome	
  

bloqué.	
  Dom34	
  possède	
  une	
  structure	
  similaire	
  à	
  celle	
  d’un	
  ARN	
  de	
  transfert,	
  ce	
  qui	
  lui	
  

permet	
  de	
  se	
  lier	
  au	
  site	
  A	
  vide	
  quelque	
  soit	
  le	
  codon	
  en	
  cours	
  de	
  traduction	
  (Shoemaker	
  

et	
  al.,	
  2010;	
  Becker	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Hilal	
  et	
  al.,	
  2016).	
  Hbs1	
  est	
  une	
  GTPase	
  traductionnelle	
  

qui	
   est	
   recrutée	
   par	
   Dom34	
   sur	
   le	
   ribosome	
   bloqué.	
   L’hydrolyse	
   du	
   GTP	
   par	
   Hbs1	
  

permet	
  un	
  changement	
  conformationnel	
  de	
  Dom34,	
  Hbs1	
  est	
  alors	
  recyclé	
  alors	
  que	
  Rli1	
  

sera	
   recruté	
   pour	
   dissocier	
   le	
   ribosome	
   80S	
   en	
   deux	
   sous-­‐unités	
   individuelles,	
  

permettant	
  ainsi	
   le	
   recyclage	
  du	
  ribosome	
  (Chen	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Shoemaker	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

Finalement,	
   la	
   présence	
   d’un	
   codon	
   STOP	
   dans	
   le	
   site	
   A	
   du	
   ribosome	
   ou	
   non,	
   va	
  

entraîner	
   le	
   recrutement	
   des	
   facteurs	
   canoniques	
   eRF1	
   et	
   eRF3	
   ou	
   des	
   facteurs	
  

impliqués	
  dans	
  le	
  NSD	
  et	
  le	
  NGD	
  Dom34	
  et	
  Hbs1	
  :	
  Dom34	
  ne	
  possédant	
  pas	
  le	
  motif	
  GGQ	
  

important	
   pour	
   libérer	
   le	
   peptide	
   naissant	
   et	
   le	
   domaine	
   NIKS	
   impliqué	
   dans	
   la	
  

reconnaissance	
   du	
   codon	
   STOP,	
   éléments	
   qui	
   sont	
   présents	
   chez	
   eRF1	
   (Frolova	
   et	
   al.,	
  

1999;	
  Chavatte	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

A	
   proximité	
   du	
   ribosome	
   bloqué,	
   l’intervention	
   d’une	
   endonucléase	
   non	
  

caractérisée	
   pour	
   le	
   moment	
   permettrait	
   une	
   coupure	
   endonucléolytique	
   de	
   l’ARN	
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messager	
  aberrant	
  pour	
  donner	
  lieu	
  à	
  un	
  fragment	
  5’	
  ne	
  possédant	
  pas	
  de	
  queue	
  poly(A)	
  

(devenant	
  alors	
  un	
  substrat	
  NSD	
  potentiel)	
  et	
  à	
  un	
  fragment	
  3’	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  2006;	
  

Atkinson	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Harigaya	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Shoemaker	
  and	
  Green,	
  2012;	
  Tsuboi	
  et	
  al.,	
  

2012).	
   Ce	
  mécanisme	
   serait	
   un	
  moyen	
   rapide	
   pour	
   la	
   cellule	
   de	
   dégrader	
   le	
   transcrit	
  

aberrant,	
  court-­‐circuitant	
  ainsi	
  les	
  étapes	
  de	
  «	
  decapping	
  »	
  en	
  5’	
  et	
  de	
  déadénylation	
  en	
  

3’.	
  Aujourd’hui,	
  des	
  études	
  sont	
  encore	
  en	
  cours	
  pour	
  déterminer	
  si	
  le	
  complexe	
  Dom34-­‐

Hbs1	
  aurait	
  un	
  rôle	
  important	
  dans	
  cette	
  coupure	
  endonucléolytique	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  

2006;	
  Passos	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Kuroha	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Chen	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Tsuboi	
  et	
  al.,	
  2012).	
  En	
  

revanche,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  Asc1,	
   l’E3	
  ubiquitine	
  ligase	
  Hel2	
  et	
  Slh1	
  pourraient	
  avoir	
  

un	
  rôle	
  dans	
  cette	
  coupure	
  endonucléolytique	
  du	
  transcrit	
  aberrant	
  (Sitron	
  et	
  al.,	
  2017).	
  

Parallèlement	
   au	
   recrutement	
   de	
  Dom34-­‐Hbs1,	
   le	
   complexe	
   SKI	
   va	
   reconnaître	
  

les	
  ribosomes	
  bloqués	
  et	
  s’associer	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
  petite	
  sous-­‐unité	
  40S	
  du	
  ribosome,	
  

proche	
  du	
  tunnel	
  d’entrée	
  des	
  ARN	
  messagers.	
  De	
  plus,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  le	
  complexe	
  

SKI,	
   se	
   lierait	
   de	
   préférence	
   à	
   des	
   ribosomes	
   possédant	
   une	
   extrémité	
   3’	
   d’ARN	
  

messagers	
   flottante	
   (Schmidt	
   et	
   al.,	
   2016).	
   L’exosome	
   cytoplasmique	
   sera	
   ensuite	
  

recruté	
   au	
   niveau	
   de	
   cette	
   extrémité	
   3’	
   des	
   ARN	
  messagers	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
   la	
  

protéine	
  Ski7,	
  qui	
  constitue	
  un	
  pont	
  entre	
  le	
  complexe	
  SKI	
  et	
   l’exosome	
  cytoplasmique	
  

(Benard	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Araki	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Frischmeyer	
  et	
  al.,	
  2002;	
  van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2002;	
  

Doma	
  and	
  Parker,	
  2006).	
  La	
   conformation	
  du	
  complexe	
  SKI	
   formant	
  un	
   tunnel	
  en	
   son	
  

sein	
   favorise	
   la	
   liaison	
  avec	
  des	
  ARN	
  messagers	
  et	
  pourrait	
  permettre	
  à	
   l’hélicase	
  Ski2	
  

d’ouvrir	
   les	
   structures	
   secondaires	
   des	
   ARN	
   pour	
   ensuite	
   adresser	
   le	
   substrat	
   sous	
  

forme	
  simple	
  brin	
  à	
  l’exosome	
  cytoplasmique	
  pour	
  sa	
  dégradation	
  (Halbach	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Après	
  reconnaissance	
  du	
  ribosome	
  bloqué,	
  intervention	
  des	
  protéines	
  Dom34-­‐Hbs1,	
  du	
  

complexe	
  SKI,	
  coupure	
  endonucléolytique,	
  dissociation	
  des	
  sous-­‐unités	
  ribosomales,	
  et	
  

recrutement	
  de	
   l’exosome,	
   les	
   transcrits	
  aberrants	
  sont	
  enfin	
  dégradés,	
  d’une	
  part	
  par	
  

l’exoribonucléase	
   Xrn1	
   à	
   partir	
   des	
   extrémités	
   5’	
   et	
   d’autre	
   part	
   par	
   l’exosome	
  

cytoplasmique	
  à	
  partir	
  des	
  extrémités	
  3’	
  (Doma	
  and	
  Parker,	
  2006).	
  

	
  

V	
  –	
  Dégradation	
  des	
  peptides	
  naissants	
  aberrants	
  
	
  

	
   La	
   traduction	
   de	
   protéines	
   aberrantes	
   issues	
   des	
   différents	
   ARN	
   messagers	
  

décrits	
   précédemment	
   peut	
   être	
   délétère	
   pour	
   la	
   cellule	
  :	
   d’une	
   part,	
   parce	
   que	
   les	
  

ribosomes	
   traduisant	
   des	
   peptides	
   aberrants	
   doivent	
   être	
   rapidement	
   recyclés	
   pour	
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effectuer	
   des	
   cycles	
   de	
   traduction	
   normaux	
  ;	
   et	
   d’autre	
   part,	
   parce	
   que	
   les	
   protéines	
  

raccourcies	
  ou	
  allongées	
  en	
  résultant	
  peuvent	
  provoquer	
  des	
  pertes	
  ou	
  gains	
  de	
  fonction	
  

potentiellement	
   toxiques	
  pour	
   la	
   cellule.	
  Elles	
  peuvent	
  également	
  être	
  mal-­‐structurées	
  

et	
   former	
  des	
  agrégats	
  dans	
   la	
   cellule.	
   Il	
   est	
  donc	
   important	
  de	
  détecter	
   ces	
  protéines	
  

déficientes	
  et	
  de	
  les	
  dégrader	
  rapidement.	
  

	
  

Comme	
  décrit	
  dans	
   le	
   chapitre	
  précédent,	
   la	
   traduction	
  est	
  d’abord	
   inhibée	
  par	
  

les	
   éléments	
   en	
   cis,	
   contenus	
   dans	
   les	
  ARN	
  messagers	
   eux-­‐mêmes	
   et	
   par	
   des	
   facteurs	
  

protéiques	
  en	
  trans	
  qui	
  ont	
  été	
  décrits	
  récemment.	
  Des	
  travaux	
  très	
  récents	
  ont	
  mis	
  en	
  

évidence	
   que	
   l’E3	
   ubiquitine-­‐ligase	
   Hel2	
   avec	
   Ubc4	
   seraient	
   responsables	
   de	
  

l’ubiquitination	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  40S	
  ribosomale.	
  De	
  plus,	
  un	
  nouveau	
  complexe	
  appelé	
  

RQT	
  (pour	
  «	
  RQC-­‐trigger	
  »)	
  a	
  été	
  défini	
  comme	
  étant	
  composé	
  des	
  protéines	
  Hel2/Rqt1,	
  

Slh1/Rqt2,	
   Cue3/Rqt3	
   et	
   yKR023W/Rqt4.	
   Cette	
   étape	
  d’ubiquitination	
   et	
   ce	
   complexe	
  

RQT	
   sont	
   indispensables	
   pour	
   la	
   reconnaissance	
   des	
   ribosomes	
   bloqués	
   sur	
   les	
   ARN	
  

messagers	
   aberrants	
   et	
   pour	
   déclencher	
   le	
   processus	
   de	
   contrôle-­‐qualité	
   par	
   le	
  

complexe	
  RQC	
  (Matsuo	
  et	
  al.,	
  2017;	
  Sitron	
  et	
  al.,	
  2017).	
  

La	
   dissociation	
   des	
   ribosomes	
   bloqués	
   nécessite	
   ensuite	
   la	
   présence	
   des	
   facteurs	
  

Dom34,	
   Hbs1	
   et	
   Rli1.	
   Ils	
   permettent	
   de	
   séparer	
   les	
   deux	
   sous-­‐unités	
   ribosomales	
  

(Shoemaker	
   et	
   al.,	
   2010;	
   Shoemaker	
   and	
   Green,	
   2011)	
   mais	
   ne	
   permettent	
   pas	
  

l’extraction	
  du	
  peptide	
  naissant	
  aberrant.	
  

Le	
  complexe	
  RQC	
  interviendra	
  alors	
  sur	
  la	
  particule	
  60S	
  ribosomale	
  bloquée	
  sur	
  

son	
  peptide	
  aberrant.	
  Il	
  est	
  composé	
  des	
  protéines	
  Ltn1,	
  Rqc1,	
  Rqc2	
  et	
  est	
  lié	
  à	
  l’ATPase	
  

Cdc48	
  et	
  ses	
  co-­‐facteurs	
  Ufd1	
  et	
  Npl4	
  (Brandman	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

Le	
  premier	
   composant	
  du	
   complexe	
  RQC	
  à	
   avoir	
   été	
   identifié	
   et	
   caractérisé	
   est	
  

Ltn1	
  (connu	
  auparavant	
  sous	
  le	
  nom	
  de	
  Rkr1	
  et	
  dont	
  l’homologue	
  chez	
  les	
  mammifères	
  

est	
  la	
  Listerin),	
  il	
  s’agit	
  d’une	
  E3	
  ubiquitine-­‐ligase	
  (Braun	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Wilson	
  et	
  al.,	
  2007;	
  

Chu	
   et	
   al.,	
   2009)	
   qui	
   se	
   lie	
   à	
   la	
   sous-­‐unité	
   60S	
   bloquée	
   et	
   recrute	
   une	
   enzyme	
   «	
  	
  E2	
  

ubiquitin-­‐conjugating	
  »	
  grâce	
  à	
  son	
  domaine	
  RING	
  situé	
  dans	
  la	
  région	
  C-­‐terminale.	
  Elle	
  

est	
  responsable	
  de	
  la	
  polyubiquitination	
  des	
  peptides	
  naissants	
  aberrants	
  (Bengtson	
  and	
  

Joazeiro,	
   2010;	
   Shao	
   and	
  Hegde,	
   2014).	
  D’autres	
   E3	
  ubiquitine-­‐ligases	
   sont	
   également	
  

impliquées	
   dans	
   le	
   contrôle-­‐qualité	
   des	
   protéines	
   aberrantes	
   comme	
   la	
   sous-­‐unité	
   du	
  

complexe	
   de	
   déadénylation	
   Not4	
   qui	
   partage	
   des	
   substrats	
   communs	
   avec	
   Ltn1	
  

(Dimitrova	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Matsuda	
  et	
  al.,	
  2014;	
  Preissler	
  et	
  al.,	
  2015).	
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Ce	
   sont	
   les	
   travaux	
   dans	
   les	
   groupes	
   de	
   Jonathan	
   Weissman	
   et	
   Micheline	
  

Fromont-­‐Racine	
  qui	
  ont	
  mis	
  en	
  évidence	
  l’existence	
  du	
  complexe	
  RQC,	
  l’un	
  en	
  effectuant	
  

un	
  crible	
  pour	
   trouver	
  des	
  mutants	
  chez	
   la	
   levure	
  qui	
  déclenche	
   la	
   réponse	
  Hsf1	
  dans	
  

des	
  conditions	
  de	
  stress	
  (Brandman	
  et	
  al.,	
  2012)	
  et	
  l’autre	
  grâce	
  à	
  un	
  crible	
  effectué	
  chez	
  

la	
  levure	
  permettant	
  la	
  recherche	
  de	
  mutants	
  synthétiques	
  létaux	
  avec	
  des	
  mutants	
  du	
  

complexe	
  SKI	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  aberrants	
  (Defenouillère	
  

et	
  al.,	
  2013).	
  Dans	
  ces	
  différents	
  travaux,	
  des	
  mutants	
  de	
  délétion	
  ltn1∆,	
  rqc1∆	
  et	
  rqc2∆	
  

avaient	
  été	
  mis	
  en	
  évidence	
  et	
  des	
  purifications	
  biochimiques	
  utilisant	
   ces	
   facteurs	
  en	
  

tant	
   qu’appâts	
   avaient	
   révélé	
   des	
   liens	
   physiques	
   entre	
   ces	
   derniers,	
   la	
   particule	
   60S,	
  

Cdc48	
  et	
  ses	
  co-­‐facteurs	
  Ufd1	
  et	
  Npl4.	
  

	
   Rqc2	
   possède	
   une	
   structure	
   en	
   «	
  cerise-­‐double	
  »	
   avec	
   les	
   extrémités	
   N	
   et	
   C-­‐

terminales	
  associées	
  à	
   la	
  particule	
  60S,	
  proche	
  de	
   l’interface	
  avec	
   la	
  particule	
  40S,	
   ces	
  

domaines	
  étant	
  reliés	
  par	
  un	
  domaine	
  «	
  coil-­‐coiled	
  »	
  associé	
  au	
  domaine	
  N-­‐terminal	
  de	
  

Ltn1	
   (Lyumkis	
   et	
   al.,	
   2014;	
   Shao	
   et	
   al.,	
   2015;	
   Shen	
   et	
   al.,	
   2015).	
   Rqc2	
   est	
   un	
   facteur	
  

important	
  pour	
  l’association	
  de	
  Ltn1	
  avec	
  la	
  particule	
  60S	
  bloquée,	
  le	
  domaine	
  RING	
  en	
  

C-­‐terminal	
  de	
  Ltn1	
  étant	
  situé	
  à	
  proximité	
  du	
   tunnel	
  de	
  sortie	
  des	
  peptides	
  (Shao	
  and	
  

Hegde,	
   2014;	
   Doamekpor	
   et	
   al.,	
   2016).	
   Ainsi,	
   Rqc2	
   est	
   également	
   important	
   pour	
   la	
  

polyubiquitination	
  des	
  peptides	
  aberrants	
  par	
  Ltn1	
  (Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Shao	
  et	
  

al.,	
   2015).	
   Récemment,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que,	
   en	
   parallèle	
   de	
   la	
   polyubiquitination	
   du	
  

peptide	
   aberrant	
  par	
   Ltn1,	
   la	
   protéine	
  Rqc2	
   était	
   capable	
  de	
   se	
   lier	
   à	
   la	
   particule	
  60S	
  

bloquée	
   pour	
   recruter	
   des	
   ARN	
   de	
   transfert	
   Alanine	
   (AGC)	
   et	
   Thréonine	
   (AGT)	
  

permettant	
   ainsi	
  de	
   réinitier	
   la	
   traduction	
  en	
   l’absence	
  de	
  particule	
  40S	
  et	
  de	
  matrice	
  

ARN	
   et	
   permettant	
   donc	
   l’allongement	
   du	
   peptide	
   aberrant	
   avec	
   des	
   acides	
   aminés	
  

Alanine	
  et	
  Thréonine	
  en	
  C-­‐terminal.	
  Ces	
  ajouts	
  sont	
  appelés	
  CAT-­‐tails	
  pour	
  	
  «	
  C-­‐terminal	
  

Alanine-­‐Threonine	
   tails	
  »	
   (Shen	
   et	
   al.,	
   2015).	
   Il	
   avait	
   été	
   proposé	
   que	
   ces	
   CAT-­‐tails	
  

pourraient	
   agir	
   comme	
   un	
   degron.	
   Cependant,	
   il	
   semblerait	
   maintenant	
   que	
   cette	
  

traduction	
   sans	
   matrice	
   serve	
   principalement	
   à	
   faciliter	
   l’extraction	
   des	
   peptides	
  

aberrants	
  du	
  ribosome	
  bloqué	
  par	
  Cdc48.	
  En	
  effet,	
   il	
  vient	
  d’être	
  montré	
  que	
  l’ajout	
  de	
  

ces	
   CAT-­‐tails	
   est	
   important	
   pour	
   pousser	
   les	
   lysines	
   hors	
   du	
   tunnel	
   de	
   sortie	
   et	
   les	
  

rendre	
   accessibles	
   pour	
   leur	
   ubiquitination	
   par	
   Ltn1	
   (Kostova	
   et	
   al.,	
   2017).	
   Il	
   a	
  

également	
  été	
  montré	
  que	
  bien	
  que	
  ces	
  CAT-­‐tails	
  ne	
  soient	
  pas	
   indispensables	
  pour	
   le	
  

contrôle-­‐qualité	
  par	
  le	
  complexe	
  RQC,	
  ils	
  sont	
  en	
  revanche	
  essentiels	
  pour	
  déclencher	
  la	
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réponse	
  Hsf1	
  (Brandman	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Shen	
  et	
  al.,	
  2015;	
  Choe	
  et	
  al.,	
  2016;	
  Defenouillère	
  

et	
  al.,	
  2016;	
  Yang	
  et	
  al.,	
  2016).	
  	
  

Rqc1	
  est	
   la	
  protéine	
   la	
  moins	
  bien	
  caractérisée	
  du	
  complexe	
  RQC.	
   Il	
  n’a	
  pas	
  été	
  

possible	
   d’obtenir	
   une	
   structure	
   de	
   Rqc1	
   (Lyumkis	
   et	
   al.,	
   2014;	
   Shen	
   et	
   al.,	
   2015),	
  

probablement	
  parce	
  qu’elle	
  est	
  capable	
  d’adopter	
  de	
  multiples	
  conformations	
  quand	
  elle	
  

est	
   liée	
   à	
   la	
   particule	
   60S.	
   Nous	
   savons	
   néanmoins	
   qu’après	
   la	
   polyubiquitination	
   du	
  

peptide	
   aberrant	
   par	
   Ltn1,	
   Rqc1	
   est	
   essentielle	
   pour	
   le	
   recrutement	
   de	
   l’hexamère	
  

Cdc48	
  à	
  la	
  particule	
  60S	
  bloquée	
  (Brandman	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2013),	
  elle	
  

pourrait	
  donc	
  être	
  un	
  adaptateur	
  structural	
  de	
  Cdc48	
  pour	
  sa	
   liaison	
  avec	
   la	
  particule	
  

60S	
   bloquée	
   et	
   l’assisterait	
   ainsi	
   dans	
   l’extraction	
   et	
   l’escorte	
   efficaces	
   du	
   peptide	
  

aberrant	
  vers	
  le	
  protéasome	
  pour	
  sa	
  dégradation	
  (Brandman	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Defenouillère	
  

et	
  al.,	
  2013;	
  Verma	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

Il	
   a	
   été	
   observé	
   récemment	
   que	
   les	
   cellules	
   dans	
   lesquelles	
   RQC1	
   était	
   absent	
  

accumulaient	
  des	
  formes	
  de	
  très	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  détectables	
  en	
  Western	
  Blot	
  au	
  

niveau	
   du	
   «	
  stacking	
  »	
   des	
   gels	
   de	
   polyacrylamide.	
   Cela	
   correspondrait	
   à	
   des	
   formes	
  

agrégées	
  de	
  peptides	
   aberrants	
   que	
   l’on	
  peut	
   également	
   observer	
   en	
   absence	
  de	
  Ltn1	
  

(Choe	
   et	
   al.,	
   2016;	
   Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2016;	
   Yonashiro	
   et	
   al.,	
   2016).	
   Lorsque	
   la	
  

déplétion	
  de	
  Cdc48	
  est	
  associée	
  à	
  la	
  délétion	
  de	
  facteurs	
  indispensables	
  pour	
  sa	
  liaison	
  à	
  

la	
   particule	
   60S,	
   Rqc1	
   ou	
   Ltn1,	
   on	
   observe	
   une	
   accumulation	
   plus	
   importante	
   de	
   ces	
  

agrégats,	
  ce	
  qui	
  signifie	
  que	
  ces	
  agrégats	
  seraient	
  dus	
  à	
  un	
  défaut	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  liaison	
  

de	
  Cdc48	
  à	
  la	
  particule	
  60S	
  bloquée.	
  De	
  plus,	
  ces	
  agrégats	
  sont	
  strictement	
  liés	
  à	
  l’ajout	
  

de	
  CAT-­‐tails.	
  En	
  effet,	
   la	
  délétion	
  de	
  RQC1	
   combinée	
  à	
   la	
  délétion	
  de	
  RQC2,	
  n’accumule	
  

plus	
  d’agrégats	
  protéiques.	
  Ces	
  agrégats	
  pourraient	
  donc	
  constituer	
  un	
  maillon	
  vers	
   le	
  

déclenchement	
   de	
   la	
   réponse	
   Hsf1	
   (Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2016).	
   De	
   manière	
   à	
   mieux	
  

caractériser	
  ces	
  agrégats	
  protéiques,	
  ces	
  derniers	
  ont	
  été	
  analysés	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  

masse.	
   Cette	
   étude	
   a	
   permis	
   de	
   révéler	
   la	
   présence	
   de	
   facteurs	
   importants	
   pour	
  

l’homéostasie	
  des	
  protéines	
  comme	
  les	
  co-­‐chaperonnes	
  Sis1,	
  Sgt2,	
  Ssa1,	
  Ssa2	
  ou	
  encore	
  

Hsp42,	
  Hsp82	
  ou	
  l’ubiquitine	
  (Choe	
  et	
  al.,	
  2016;	
  Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2016).	
  Ces	
  protéines	
  

sont	
  également	
  des	
  constituants	
  de	
  l’agrésome	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2009),	
  ce	
  qui	
  suggère	
  que	
  si	
  

les	
  peptides	
  aberrants	
  ne	
  sont	
  pas	
  pris	
  en	
  charge	
  correctement	
  par	
  le	
  complexe	
  RQC,	
  il	
  

existe	
   d’autres	
   mécanismes	
   demandant	
   l’intervention	
   de	
   protéines	
   chaperonnes	
   et	
  

autres	
  facteurs	
  de	
  recrutement	
  du	
  protéasome	
  qui	
  permettent	
  d’agir	
  en	
  amont	
  pour	
  les	
  

éliminer	
  (Johnston	
  et	
  al.,	
  1998).	
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L’existence	
   de	
   cet	
   agrésome	
   avait	
   d’abord	
   été	
   démontrée	
   en	
   utilisant	
   un	
   gène	
  

rapporteur	
   dérivé	
   de	
   l’exon	
   1	
   de	
   la	
   protéine	
   Huntingtin	
   (Htt)	
   qui	
   contient	
   des	
  

expansions	
  polyglutamines	
  formant	
  des	
  corps	
  d’inclusion	
  cytoplasmiques	
  responsables	
  

de	
   la	
   maladie	
   de	
   Huntington	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Ces	
   agrégats	
   cytoplasmiques	
   sont	
  

transportés	
   par	
   Cdc48	
   vers	
   l’agrésome,	
   permettant	
   ainsi	
   de	
   les	
   compartimenter	
   pour	
  

limiter	
   leur	
   toxicité	
   dans	
   la	
   cellule	
   (Saarikangas	
   and	
  Barral,	
   2016).	
   Il	
   a	
   également	
   été	
  

montré	
   que	
   Ltn1	
   était	
   impliquée	
   dans	
   la	
   formation,	
   la	
   polyubiquitination,	
   et	
  

l’élimination	
  des	
  corps	
  d’inclusion	
  formés	
  lors	
  de	
  la	
  maladie	
  de	
  Huntington	
  (Yang	
  et	
  al.,	
  

2016).	
  	
  

En	
  plus	
  du	
  rôle	
  dans	
  le	
  cytoplasme,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  le	
  complexe	
  RQC	
  pouvait	
  

cibler	
  des	
  protéines	
  aberrantes	
  associées	
  à	
  la	
  membrane	
  du	
  réticulum	
  endoplasmique	
  et	
  

de	
   la	
  mitochondrie	
  pour	
   les	
  extraire	
  des	
  ribosomes	
  bloqués	
  grâce	
  à	
  Dom34	
  et	
  Hbs1	
  et	
  

ainsi	
  les	
  envoyer	
  à	
  la	
  dégradation	
  par	
  le	
  protéasome	
  (Izawa	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Crowder	
  et	
  al.,	
  

2015;	
  von	
  der	
  Malsburg	
  et	
  al.,	
  2015).	
  

L’hexamère	
  Cdc48	
  forme	
  un	
  complexe	
  avec	
  ses	
  co-­‐facteurs	
  Ufd1	
  et	
  Npl4	
  grâce	
  à	
  

son	
  domaine	
  N-­‐terminal	
   (Bebeacua	
  et	
   al.,	
   2012).	
   Son	
   rôle	
   avait	
  d’abord	
  été	
  déterminé	
  

par	
  des	
  études	
  sur	
  la	
  dégradation	
  des	
  protéines	
  associées	
  à	
  la	
  membrane	
  du	
  réticulum	
  

endoplasmique	
  (ERAD)	
  où	
  le	
  complexe	
  Cdc48-­‐Ufd1-­‐Npl4	
  reconnaît,	
  grâce	
  au	
  N-­‐terminal	
  

de	
   Ufd1,	
   les	
   substrats	
   ubiquitinylés	
   (Ye	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Après	
   la	
   reconnaissance	
   de	
   ces	
  

substrats,	
   Cdc48	
   hydrolyse	
   l’ATP	
   pour	
   produire	
   l’énergie	
   nécessaire	
   pour	
   extraire	
   la	
  

protéine	
  défectueuse	
  bloquée	
  dans	
  la	
  membrane	
  du	
  réticulum	
  endoplasmique	
  (Rape	
  et	
  

al.,	
   2001),	
   elle	
   escorte	
   ensuite	
   cette	
   protéine	
   vers	
   le	
   protéasome	
   pour	
   sa	
   dégradation	
  

(Richly	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Le	
   complexe	
   Cdc48-­‐Ufd1-­‐Npl4	
   agirait,	
   avec	
   le	
   complexe	
   RQC,	
   de	
  

façon	
  similaire	
  avec	
  les	
  peptides	
  aberrants	
  bloqués	
  durant	
  la	
  traduction	
  (Defenouillère	
  

et	
  al.,	
  2013;	
  Verma	
  et	
  al.,	
  2013).	
  

Le	
  complexe	
  RQC	
  a	
  été	
  observé,	
  très	
  récemment,	
  associé	
  aux	
  peptides	
  aberrants	
  

dans	
  les	
  fractions	
  légères	
  de	
  gradient	
  de	
  polysomes,	
  en	
  plus	
  des	
  fractions	
  60S.	
  Il	
  pourrait	
  

donc	
  exister	
  un	
  complexe	
  RQC	
  indépendant	
  du	
  ribosome	
  pendant	
  l’escorte	
  des	
  peptides	
  

aberrants	
   au	
   protéasome	
   après	
   extraction	
   du	
   ribosome.	
   Dans	
   cette	
  même	
   étude,	
   lors	
  

d’une	
  purification	
  de	
  Rqc1,	
  un	
  nouveau	
  facteur,	
  Tom1,	
  a	
  été	
  observé	
  dans	
   le	
  complexe	
  

RQC	
  «	
  léger	
  ».	
  Tom1	
  aurait	
  un	
  rôle	
   important	
  dans	
   le	
  contrôle-­‐qualité	
  et	
   l’homéostasie	
  

des	
  protéines	
  en	
   interagissant	
  avec	
   le	
  complexe	
  RQC	
  léger	
  et	
   les	
  peptides	
  aberrants	
  et	
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serait	
  essentiel	
  pour	
  limiter	
  l’accumulation	
  et	
  l’agrégation	
  de	
  ces	
  peptides	
  aberrants	
  en	
  

l’absence	
  de	
  Rqc1	
  (Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2017)(Figure	
  16).	
  	
  

	
  

	
  
Figure	
  16.	
  Schéma	
  représentant	
  la	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  naissants	
  aberrants.	
  

(Defenouillère	
  and	
  Fromont-­‐Racine,	
  2017)	
  
	
  

Le	
   protéasome	
   est	
   la	
   protéase	
   principale	
   dans	
   la	
   cellule.	
   C’est	
   un	
   complexe	
  

cylindrique	
   composé	
   d’une	
   trentaine	
   de	
   facteurs	
   protéiques	
   qui	
   s’organisent	
   en	
   trois	
  

modules.	
   Le	
   couvercle	
   (protéines	
   Rpn1-­‐13),	
   appelé	
   également	
   «	
  regulatory	
  

particle	
  	
   19S	
  »	
   (ou	
   RP)	
   est	
   capable	
   de	
   recruter	
   les	
   substrats	
   polyubiquitinylés,	
   les	
  

déubiquitinyler	
   et	
   les	
   dénaturer.	
   La	
   base	
   contient	
   une	
   activité	
   ATPase	
   permettant	
   la	
  

translocation	
   des	
   substrats	
   à	
   dégrader	
   dans	
   le	
   site	
   catalytique.	
   La	
   chambre	
  

protéolytique	
   et	
   le	
   cœur	
   (sous-­‐unités	
   α	
   et	
   β),	
   également	
   appelés	
   «	
  core-­‐particle	
  19S	
  »	
  

(ou	
   CR)	
   contiennent	
   les	
   activités	
   protéolytiques	
   (trypsine,	
   chymotrypsine	
   et	
   caspase)	
  

permettant	
  la	
  dégradation	
  des	
  protéines	
  sous	
  forme	
  de	
  petits	
  peptides	
  puis	
  le	
  recyclage	
  

des	
  acides	
  aminés	
  (revues	
  Voges	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Finley,	
  2009;	
  Bedford	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Collins	
  

and	
  Goldberg,	
  2017)(Figure	
  17).	
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Figure	
  17.	
  Structure	
  du	
  protéasome.	
  

(Bedford	
  et	
  al.,	
  2010)	
  
	
  

L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   souligne	
   l’importance	
   du	
   complexe	
   RQC	
   pour	
  

maintenir	
   l’homéostasie	
   des	
   protéines	
   grâce	
   à	
   une	
   protéolyse	
   efficace	
   des	
   peptides	
  

aberrants	
  en	
  cours	
  de	
  traduction	
  par	
  le	
  protéasome.	
  

	
  

VI	
  –	
  Formation	
  d’agrégats	
  protéiques	
  et	
  toxicité	
  
	
  

Pour	
  le	
  bon	
  fonctionnement	
  de	
  la	
  cellule,	
  les	
  protéines	
  nouvellement	
  synthétisées	
  

doivent	
   adopter	
   une	
   structure	
   tri-­‐dimensionnelle	
   bien	
   définie	
   appelée	
   également	
  

conformation	
   native.	
   Elles	
   acquièrent	
   cette	
   conformation	
   au	
   cours	
   de	
   leur	
   traduction	
  

passant	
  ainsi	
  par	
  différents	
  intermédiaires	
  structuraux	
  non-­‐fonctionnels	
  avant	
  d’obtenir	
  

leur	
   forme	
   native.	
   Les	
   protéines	
   défectueuses	
   ou	
   aberrantes	
   traduites	
   sont	
   plus	
  

susceptibles	
  de	
  s’agréger,	
  formant	
  potentiellement	
  des	
  agrégats	
  protéiques	
  toxiques	
  qui	
  

doivent	
   être	
   pris	
   en	
   charge	
   et	
   dégradés	
   rapidement	
   (revues	
   Dobson,	
   2003;	
   Jahn	
   and	
  

Radford,	
  2005).	
  	
  

Pour	
  empêcher	
  l’accumulation	
  des	
  protéines	
  aberrantes,	
  la	
  cellule	
  a	
  mis	
  en	
  place	
  

un	
  système	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  des	
  protéines	
  composé	
  de	
  protéines	
  chaperonnes	
  et	
  co-­‐

chaperonnes	
   capables	
   de	
   détecter	
   et	
   réassembler	
   les	
   protéines	
   et	
   des	
   compartiments	
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cellulaires	
  vers	
  lesquels	
  les	
  protéines	
  défectueuses	
  peuvent	
  être	
  transportées,	
  stockées	
  

et	
   agrégées	
   permettant	
   une	
   dégradation	
   ciblée	
   efficace	
   et	
   pour	
   limiter	
   leur	
   expansion	
  

(Goldberg,	
  2003;	
  Hartl	
  and	
  Hayer-­‐Hartl,	
  2009).	
  

Le	
  contrôle-­‐qualité	
  peut	
  s’adapter	
  en	
   fonction	
  du	
  degré	
  de	
  dommages	
  subit	
  par	
  

les	
  protéines	
  en	
  ajustant	
  le	
  niveau	
  d’expression	
  des	
  chaperonnes	
  et	
  protéases	
  induit	
  par	
  

le	
  stress.	
  Les	
  différentes	
  causes	
  de	
  l’agrégation	
  des	
  protéines	
  peuvent	
  être	
  classées	
  en	
  au	
  

moins	
  quatre	
  types	
  :	
  	
  

-­‐ les	
  protéines	
  peuvent	
  contenir	
  des	
  mutations	
  affectant	
  leur	
  conformation,	
  

-­‐ les	
   protéines	
   subissent	
   des	
   défauts	
   pendant	
   leur	
   synthèse	
   (une	
   erreur	
   de	
  

traduction	
   par	
   exemple)	
   entraînant	
   la	
   mauvaise	
   incorporation	
   d’un	
   résidu	
   et	
  

donc	
  un	
  mauvais	
  assemblage	
  des	
  complexes	
  protéiques,	
  

-­‐ les	
   protéines	
   peuvent	
   subirent	
   des	
   stress	
   environnementaux	
   tel	
   qu’un	
   choc	
  

thermique	
  ou	
  un	
  stress	
  oxydatif,	
  	
  

-­‐ les	
  protéines	
  peuvent	
  s’agréger	
  pendant	
  le	
  vieillissement	
  des	
  cellules.	
  

	
  

Chez	
  la	
  levure	
  Saccharomyces	
  cerevisiae,	
  les	
  protéines	
  défectueuses	
  ayant	
  subi	
  un	
  

choc	
  thermique	
  s’agrègent	
  sous	
  forme	
  de	
  foci	
  de	
  tailles	
  très	
  variables	
  dispersées	
  dans	
  le	
  

noyau	
  ou	
  le	
  cytoplasme.	
  La	
  protéine	
  chaperonne	
  Hsp104	
  et	
  ses	
  co-­‐facteurs	
  Ssa1	
  et	
  Ydj1	
  

vont	
   reconnaître	
   les	
   agrégats	
   protéiques	
   et	
   permettre	
   à	
   ces	
   différentes	
   protéines	
   de	
  

retrouver	
  leur	
  conformation	
  native,	
   les	
  rendant	
  ainsi	
  à	
  nouveau	
  fonctionnelles	
  (Parsell	
  

et	
  al.,	
  1994).	
  Les	
  agrégats	
  protéiques	
  de	
  ce	
  type	
  n’ont	
  donc	
  pas	
  besoin	
  d’être	
  dégradés	
  

montrant	
  ainsi	
  la	
  réversibilité	
  de	
  ce	
  type	
  de	
  stress	
  traductionnel.	
  

D’autres	
   protéines	
   défectueuses	
   agrégées	
   ne	
   peuvent	
   pas	
   être	
   prises	
   en	
   charge	
  

par	
  Hsp104	
  pour	
  retrouver	
  leur	
  conformation	
  native	
  ;	
  elles	
  incluent	
  :	
  les	
  protéines	
  ayant	
  

subit	
   des	
   dommages	
   oxydatifs	
   (Nyström,	
   2005),	
   les	
   protéines	
   polyubiquitinylées	
   pour	
  

leur	
  adressage	
  au	
  protéasome	
  (Kaganovich	
  et	
  al.,	
  2008),	
  les	
  protéines	
  amyloïdogéniques	
  

telles	
   que	
   les	
   prions	
   (Edskes	
   et	
   al.,	
   1999),	
   et	
   les	
   protéines	
   contenant	
   des	
   expansions	
  

polyglutamines	
   telles	
   que	
   la	
   protéine	
   Huntingtin	
   qui	
   possède	
   103	
   résidus	
   glutamine	
  

dans	
   son	
   premier	
   exon	
   (Krobitsch	
   and	
   Lindquist,	
   2000;	
   Meriin	
   et	
   al.,	
   2002).	
   Ces	
  

protéines	
   peuvent	
   être	
   agrégées	
   de	
   différentes	
   manières	
  ;	
   trois	
   compartiments	
  

cellulaires	
  cytoplasmiques	
  ont	
  été	
  identifiés	
  :	
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-­‐ le	
  compartiment	
   juxtanucléaire	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  (JUNQ),	
  qui	
  est	
  adjacent	
  à	
   la	
  

membrane	
  nucléaire,	
   accumule	
   transitoirement	
  des	
  protéines	
  polubiquitinylées	
  

destinées	
  à	
  être	
  dégradées	
  par	
  le	
  protéasome	
  (Kaganovich	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

-­‐ le	
   dépôt	
   des	
   protéines	
   insolubles	
   (IPOD),	
   situé	
   à	
   la	
   périphérie	
   de	
   la	
   vacuole,	
  

stocke	
   principalement	
   des	
   protéines	
   agrégées	
   et	
   non	
   ubiquitinylées	
   comme	
   les	
  

protéines	
   sensibles	
   à	
   la	
   carbonylation	
   et	
   les	
   protéines	
   amyloïdogéniques	
  

(Kaganovich	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Malgré	
  la	
  distinction	
  entre	
  ces	
  deux	
  compartiments	
  cellulaires,	
   il	
  n’y	
  a	
  pas	
  de	
  frontière	
  

stricte	
  entre	
  l’adressage	
  au	
  JUNQ	
  ou	
  à	
  l’IPOD.	
  En	
  effet,	
  une	
  même	
  protéine,	
  en	
  fonction	
  

de	
  son	
  état	
  d’ubiquitination	
  peut	
  être	
  adressée	
  vers	
   l’un	
  ou	
  l’autre	
  des	
  compartiments.	
  

Par	
  exemple,	
  l’inhibition	
  de	
  certaines	
  E2	
  ubiquitine-­‐ligases	
  va	
  conduire	
  à	
  l’adressage	
  des	
  

agrégats	
  vers	
  l’IPOD	
  alors	
  que	
  sous	
  forme	
  polyubiquitinylées	
  elles	
  seront	
  adressées	
  vers	
  

le	
   JUNQ.	
   Ce	
   modèle	
   suggère	
   que	
   ces	
   compartiments	
   pourraient	
   stocker	
   les	
   protéines	
  

agrégées	
   provisoirement	
   lorsque	
   le	
   protéasome	
   est	
   saturé	
   pour	
   limiter	
   la	
   toxicité	
  

cellulaire	
   et	
   pour	
   optimiser	
   leur	
   dégradation	
   ensuite	
   (Kaganovich	
   et	
   al.,	
   2008;	
   revue	
  

Tyedmers	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

-­‐ Il	
   existe	
   également	
   dans	
   le	
   cytoplasme	
   une	
   forme	
   particulière	
   de	
   corps	
  

d’inclusion	
   appelé	
   agrésome	
   (Johnston	
   et	
   al.,	
   1998;	
  García-­‐Mata	
   et	
   al.,	
   1999).	
   Il	
  

n’est	
  pas	
  présent	
  en	
  permanence	
  dans	
  la	
  cellule,	
   il	
  se	
  forme	
  lors	
  de	
  l’expression	
  

de	
   protéines	
   particulières	
   telle	
   que	
   la	
   CFTR	
   impliquée	
   dans	
   la	
   mucoviscidose	
  

(Johnston	
   et	
   al.,	
   1998)	
   ou	
   lors	
   d’une	
   inhibition	
   du	
   protéasome.	
   L’agrésome	
   est	
  

localisé	
  à	
  la	
  périphérie	
  de	
  l’enveloppe	
  nucléaire	
  proche	
  du	
  centre	
  d’organisation	
  

des	
   microtubules	
   (MTOC).	
   Il	
   contient	
   principalement	
   des	
   protéines	
  

ubiquitinylées	
  agrégées,	
  séquestrées	
  grâce	
  à	
  la	
  formation	
  d’une	
  cage	
  de	
  filaments	
  

de	
   vimentine.	
   Ces	
   protéines	
   défectueuses	
   sont	
   reconnues	
   par	
   Bmh1	
   et	
  

transportées	
   grâce	
   au	
   réseau	
   de	
   microtubules	
   vers	
   l’agrésome	
   où	
   des	
  

chaperonnes	
   et	
   protéines	
   responsables	
   du	
   recrutement	
   du	
   protéasome	
  

permettent,	
   soit	
   le	
   repliement	
   correct	
   de	
   ces	
   protéines,	
   soit	
   leur	
   dégradation.	
  

Parmi	
   les	
   protéines	
   associées	
   à	
   l’agrésome,	
   les	
   chaperonnes	
   et	
   co-­‐chaperonnes	
  

telles	
  que	
  Sis1,	
  Sgt2	
  et	
  Hsp42	
  ont	
  été	
  mises	
  en	
  évidence,	
  ainsi	
  que	
  des	
  facteurs	
  de	
  

recrutement	
   du	
   protéasome	
   tels	
   que	
   Dsk2	
   ou	
   encore	
   Cdc48	
   et	
   ses	
   co-­‐facteurs	
  

Ufd1	
  et	
  Npl4	
  (Funakoshi	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Wang	
  et	
  al.,	
  2009).	
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Cependant,	
   l’élimination	
   des	
   protéines	
   défectueuses	
   n’est	
   pas	
   limitée	
   à	
   l’activité	
   du	
  

protéasome,	
  elles	
  peuvent	
  également	
  être	
  adressées	
  aux	
  lysosomes	
  pour	
  être	
  éliminées	
  

par	
  autophagie	
  notamment	
  pour	
  les	
  protéines	
  possédant	
  des	
  expansions	
  polyglutamines	
  

(Lu	
  et	
  al.,	
  2014).	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  données	
  montre	
  donc	
  que	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  protéiques	
  

n’est	
   pas	
   une	
   conséquence	
   incontrôlée	
   d’un	
   stress	
   protéotoxique	
   mais	
   que	
   ces	
  

compartimentations	
  d’agrégats	
  constituent	
  des	
  réponses	
  cellulaires	
  bien	
  organisées	
  	
  et	
  

spécifiques	
   permettant	
   d’éviter	
   l’accumulation	
   de	
   protéines	
   défectueuses	
   dans	
   le	
  

cytoplasme	
   et	
   d’optimiser	
   leur	
   élimination	
   grâce	
   à	
   des	
   systèmes	
   faisant	
   intervenir	
   le	
  

protéasome	
  et	
  les	
  lysosomes.	
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Objectif	
  de	
  la	
  thèse	
  
	
  

Mon	
   laboratoire	
   d’accueil	
   s’intéresse	
   aux	
  mécanismes	
   de	
   contrôle-­‐qualité	
   aussi	
  

bien	
   cytoplasmique	
   que	
   nucléaire.	
   Il	
   fut	
   l’un	
   des	
   premiers	
   à	
   avoir	
   découvert	
   et	
  

caractérisé	
   le	
   complexe	
   RQC,	
   impliqué	
   dans	
   la	
   reconnaissance	
   et	
   la	
   dégradation	
   des	
  

peptides	
   naissants	
   aberrants	
  Non-­‐Stop	
   (Brandman	
   et	
   al.,	
   2012;	
   Defenouillère	
   et	
   al.,	
  

2013).	
   Il	
   a	
   également	
   été	
  montré	
   tout	
   récemment	
   que	
   lorsque	
   le	
   complexe	
   RQC	
   était	
  

défectueux,	
   les	
  peptides	
  aberrants	
   formaient	
  des	
  agrégats	
   toxiques	
  pour	
   la	
   cellule.	
   J’ai	
  

participé	
   à	
   la	
   finalisation	
   de	
   ces	
   travaux	
   qui	
   étaient	
   en	
   cours	
   lorsque	
   je	
   suis	
   arrivée.	
  

Cette	
   étude	
   a	
   fait	
   l’objet	
   d’une	
   publication	
   dans	
   la	
   revue	
   «	
  Journal	
   of	
   Biological	
  

Chemistry	
  »	
  en	
  2016	
  (Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2016)	
  dont	
   je	
  suis	
  2ème	
  auteur.	
  Les	
  résultats	
  

obtenus	
  sont	
  présentés	
  dans	
  la	
  Partie	
  4.	
  

	
  

Plusieurs	
  facteurs	
  protéiques	
   liés	
  génétiquement	
  ou	
  physiquement	
  au	
  complexe	
  

RQC	
  avaient	
  été	
  identifiés	
  avant	
  mon	
  arrivée.	
  	
  Afin	
  de	
  mieux	
  comprendre	
  ces	
  processus	
  

de	
  contrôle-­‐qualité,	
  j’ai	
  entrepris,	
  durant	
  mes	
  trois	
  années	
  de	
  thèse,	
  la	
  caractérisation	
  de	
  

trois	
  facteurs.	
  	
  

J’ai	
  étudié	
  dans	
  un	
  premier	
   temps	
   la	
  protéine	
   Jlp2.	
  Ce	
  candidat	
  avait	
  été	
  retenu	
  

car	
  il	
  avait	
  montré	
  des	
  liens	
  de	
  létalité	
  synthétique	
  avec	
  Ltn1,	
   l’E3	
  ubiquitine-­‐ligase	
  du	
  

complexe	
   RQC.	
   J’ai	
   pu	
   montrer	
   que	
   Jlp2	
   avait	
   non	
   seulement	
   des	
   liens	
   de	
   létalité	
  

synthétique	
   avec	
   les	
   autres	
   membres	
   du	
   complexe	
   RQC	
   mais	
   également	
   avec	
   les	
  

membres	
  du	
   complexe	
   SKI	
   ainsi	
   qu’avec	
   la	
  protéine	
   Ski7.	
   Cependant,	
  malgré	
   ces	
   liens	
  

génétiques	
  forts,	
  les	
  tests	
  fonctionnels	
  effectués	
  n’ont	
  pas	
  pu	
  montrer	
  de	
  rôle	
  évident	
  de	
  

Jlp2	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  naissants	
  aberrants	
  Non-­‐Stop.	
  De	
  plus,	
  malgré	
  mes	
  

efforts	
  de	
  mises	
  au	
  point,	
  les	
  analyses	
  biochimiques	
  que	
  j’ai	
  effectuées	
  n’ont	
  pas	
  permis	
  

d’identifier	
  de	
  partenaires	
  protéiques	
  associés	
  à	
   Jlp2	
  ayant	
  un	
   lien	
  avec	
   la	
  dégradation	
  

des	
  peptides	
  aberrants	
  Non-­‐Stop.	
  La	
  difficulté	
  à	
  purifier	
  les	
  complexes	
  associés	
  à	
  Jlp2	
  a	
  

rendu	
  l’étude	
  de	
  la	
  protéine	
  Jlp2	
  très	
  compliquée.	
  Ce	
  premier	
  projet	
  a	
  dû	
  être	
  suspendu	
  

pour	
  le	
  moment.	
  Les	
  résultats	
  obtenus	
  sont	
  présentés	
  dans	
  la	
  Partie	
  1.	
  

Ensuite,	
   j’ai	
   participé	
   à	
   l’étude	
   d’un	
   facteur	
   ayant	
   un	
   lien	
   physique	
   avec	
   la	
  

protéine	
   Rqc1,	
   nous	
   l’avons	
   appelé	
   Tac4	
   pour	
   Translation-­‐Associated-­‐Component	
   4.	
  

Tac4	
  est	
  une	
  ARN	
  hélicase	
  putative,	
  associée	
  aux	
  polysomes.	
  Grâce	
  à	
  des	
  expériences	
  de	
  

CRAC	
   («	
  UV-­‐crosslinking	
   and	
   analysis	
   of	
   cDNA	
  »),	
   nous	
   avons	
   pu	
   définir	
   plus	
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précisément	
  que	
  Tac4	
  est	
  associée	
  avec	
  la	
  particule	
  ribosomale	
  40S,	
  au	
  niveau	
  de	
  l’ARN	
  

ribosomique	
   18S,	
   soit	
   proche	
   du	
   tunnel	
   d’entrée	
   des	
   ARN	
   messagers,	
   comme	
   son	
  

homologue	
  putatif	
  DHX29	
  (Hashem	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  par	
  ailleurs	
  que	
  DHX29	
  

facilite	
  in	
  vitro	
  l’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  et	
  le	
  «	
  scanning	
  »	
  des	
  ARN	
  messagers	
  dont	
  les	
  

régions	
   5’-­‐UTR	
   sont	
   très	
   structurées	
   (Pisareva	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Or	
   nos	
   résultats	
  

préliminaires	
  de	
  CRAC	
  ont	
  montré	
  que	
  Tac4	
  interagirait	
  plutôt	
  avec	
  les	
  3-­‐’UTR	
  des	
  ARN	
  

messagers	
  et	
  non	
  avec	
  les	
  5’-­‐UTR.	
  Récemment	
  le	
  groupe	
  de	
  Rachel	
  Green	
  (Young	
  et	
  al.,	
  

2015)	
  a	
  montré	
  que	
  les	
  ribosomes	
  mal	
  recyclés	
  par	
  la	
  protéine	
  Rli1	
  pouvaient	
  réinitier	
  

une	
  traduction	
  à	
  partir	
  de	
  régions	
  3’-­‐UTR	
  d’ARN	
  messagers.	
  Tac4	
  pourrait	
  donc	
  avoir	
  un	
  

rôle	
   dans	
   cette	
   réinitiation	
   de	
   la	
   traduction.	
   Nos	
   premières	
   observations	
   sont	
   très	
  

encourageantes	
  mais	
   la	
   poursuite	
   de	
   ce	
   travail	
   nécessite	
   encore	
   des	
   développements	
  

techniques	
  et	
  des	
  analyses	
  bioinformatiques	
  encore	
  en	
  cours.	
  Les	
  résultats	
  obtenus	
  sont	
  

présentés	
  dans	
  la	
  Partie	
  2.	
  

Enfin,	
   je	
   me	
   suis	
   intéressée	
   aux	
   étapes	
   précoces	
   de	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
  

messagers	
   et	
   des	
   peptides	
   naissants	
   aberrants	
   Non-­‐Stop,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   avant	
   la	
  

dissociation	
   du	
   ribosome	
   bloqué.	
   Mon	
   laboratoire	
   d’accueil	
   a	
   montré	
   récemment,	
   en	
  

collaboration	
  avec	
   les	
  groupes	
  d’Elena	
  Conti	
   et	
  de	
  Roland	
  Beckmann,	
  que	
   le	
   complexe	
  

SKI	
   était	
   lié	
   préférentiellement	
   aux	
   ribosomes	
   contenant	
   un	
   ARN	
   messager	
   dont	
  

l’extrémité	
  3’	
  dépasse	
  (Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016).	
  Une	
  purification	
  biochimique	
  de	
  la	
  protéine	
  

Ski3	
  a	
  été	
  effectuée	
  afin	
  de	
  mieux	
  caractériser	
  ce	
  complexe.	
  Ceci	
  a	
  permis	
  de	
  mettre	
  en	
  

évidence	
  un	
  nouveau	
  facteur	
  que	
  nous	
  avons	
  nommé	
  Ska1	
  pour	
  SKI-­‐associated	
  factor	
  1.	
  

Des	
   analyses	
   biochimiques	
   supplémentaires	
   ont	
   pu	
  montrer	
   que	
   Ska1	
   fait	
   partie	
   d’un	
  

sous-­‐ensemble	
  du	
  complexe	
  SKI.	
  Les	
  tests	
   fonctionnels	
  n’ont	
  ensuite	
  pas	
  établi	
  de	
  rôle	
  

pour	
  Ska1	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  messagers	
  et	
  peptides	
  naissants	
  aberrants	
  Non-­‐Stop.	
  

En	
   revanche,	
   Ska1	
   semblerait	
   intervenir	
   dans	
   la	
   dégradation	
   générale	
   à	
   partir	
   de	
  

l’extrémité	
  3’	
  des	
  ARN	
  messagers,	
  en	
  association	
  avec	
  le	
  complexe	
  SKI	
  et	
  l’exosome.	
  Or	
  

nous	
  savons	
  que	
  le	
  complexe	
  SKI	
  est	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  (Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016)	
  alors	
  

que	
   la	
   région	
   3-­‐’UTR	
   est	
   majoritairement	
   dépourvue	
   de	
   ribosomes.	
   Nos	
   résultats	
  

présentés	
   en	
   Partie	
   3	
   montrent	
   que	
   Ska1	
   pourrait	
   être	
   l’élément	
   expliquant	
   cette	
  

contradiction.	
  Un	
  article	
  est	
  actuellement	
  bien	
  finalisé	
  cependant	
  quelques	
  expériences	
  

supplémentaires,	
  en	
  collaboration	
  avec	
  le	
  laboratoire	
  de	
  Roland	
  Beckmann,	
  devrait	
  nous	
  

permettre	
  de	
  soumettre	
  dans	
  un	
  journal	
  à	
  haut	
  facteur	
  d’impact.	
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Résultats	
  	
  
	
  

I	
  –	
  Jlp2,	
  un	
  nouveau	
  candidat	
  dans	
   la	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  et	
  ARN	
  messagers	
  
aberrants	
  Non-­‐Stop	
  ?	
  

I.	
  1.	
  Données	
  initiales.	
  
	
  

Le	
   complexe	
   RQC,	
   composé	
   des	
   facteurs	
   Rqc1,	
   Rqc2,	
   Ltn1,	
   Cdc48	
   et	
   de	
   ses	
   co-­‐

facteurs	
  Ufd1	
   et	
  Npl4,	
   a	
   été	
   découvert	
   et	
   caractérisé	
   en	
   2012/2013	
   (Brandman	
   et	
   al.,	
  

2012;	
  Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Ces	
  découvertes	
   récentes	
  ont	
  permis	
  de	
  mieux	
  nous	
  

faire	
  comprendre	
  comment	
  se	
  déroulait	
  la	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  aberrants	
  en	
  cours	
  

de	
   traduction.	
   Cependant,	
   des	
   analyses	
   sont	
   encore	
   nécessaires	
   pour,	
   d’une	
   part,	
  

connaître	
   le	
   rôle	
   précis	
   des	
   facteurs	
   que	
   l’on	
   sait	
   aujourd’hui	
   impliqués	
   dans	
   ce	
  

processus	
  et	
  d’autre	
  part,	
  découvrir	
  d’autres	
  facteurs	
  pouvant	
  être	
  associés	
  à	
  cette	
  voie	
  

de	
  surveillance.	
  J’ai	
  intégré	
  le	
  laboratoire	
  d’Alain	
  Jacquier	
  en	
  2014	
  dans	
  le	
  but	
  d’analyser	
  

de	
   nouveaux	
   facteurs	
   qui	
   semblent	
   associés	
   aux	
   protéines	
   du	
   complexe	
   RQC	
   et	
   donc	
  

potentiellement	
  impliqués	
  dans	
  les	
  voies	
  de	
  contrôle-­‐qualité	
  NSD	
  et	
  NGD.	
  	
  

Initialement,	
   des	
   cribles	
   génétiques	
   GIM	
   (Genetic	
   Interacting	
  Mapping)	
   ont	
   été	
  

réalisés.	
   Ces	
   cribles,	
   mis	
   au	
   point	
   dans	
   notre	
   laboratoire,	
   permettent	
   l’identification	
  

d’interactions	
  fonctionnelles,	
  qu’elles	
  soient	
  synthétiques	
  létales,	
  qu’elles	
  entraînent	
  une	
  

croissance	
   ralentie	
   des	
   cellules	
   ou	
   qu’elles	
   soient	
   épistatiques,	
   entre	
   un	
   mutant	
   de	
  

délétion	
  d’un	
  gène	
  cible	
  et	
  une	
  collection	
  systématique	
  de	
  mutants	
  de	
  délétion	
  couvrant	
  

le	
  génome	
  de	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  ou	
  des	
  mutants	
  DamP	
  pour	
  les	
  gènes	
  essentiels	
  

(Decourty	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Des	
  cribles	
  GIM	
  avec	
  une	
  souche	
  délétée	
  de	
  l’E3	
  ubiquitine-­‐ligase	
  

du	
   complexe	
   RQC	
  :	
   ltn1∆	
   (Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2013)	
   ont	
   été	
   effectués.	
   Le	
   graphique	
  

obtenu	
   pour	
   deux	
   cribles	
   est	
   présenté	
   (Figure	
   18).	
   Chaque	
   point	
   correspond	
   à	
   un	
  

mutant	
   de	
   délétion	
   ou	
   un	
  mutant	
   Damp	
   associé	
   avec	
   la	
   délétion	
   de	
   LTN1.	
   Les	
   points	
  

autour	
  du	
  zéro	
  correspondent	
  à	
  une	
  absence	
  d’interaction	
  génétique	
  entre	
   ltn1∆	
  et	
   les	
  

mutants	
   de	
   la	
   banque	
   testés.	
   Alors	
   que	
   les	
   valeurs	
   négatives	
   correspondent	
   à	
   des	
  

double-­‐mutants	
   pour	
   lesquels	
   la	
   croissance	
   est	
   plus	
   affectée	
   qu’attendu	
   par	
   la	
   simple	
  

somme	
   des	
   effets	
   des	
   simples	
   mutants.	
   Plus	
   la	
   valeur	
   est	
   éloignée	
   du	
   zéro,	
   plus	
   la	
  

croissance	
  est	
  affectée	
  négativement.	
  Ainsi,	
  nous	
  avons	
  mis	
  en	
  évidence	
  une	
  interaction	
  

fonctionnelle	
   de	
   type	
   létalité	
   synthétique	
   entre	
  LTN1	
   et	
   JLP2	
   (Figure	
   18A).	
   Le	
  même	
  

type	
  de	
   cribles	
   génétiques	
  GIM	
  a	
   été	
   effectué	
   avec	
   la	
   souche	
   jlp2∆	
   et	
   a	
   confirmé	
   cette	
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létalité	
   synthétique	
   entre	
   JLP2	
   et	
   LTN1	
   (Quentin	
   Defenouillère,	
   données	
   non	
   publiées,	
  

Figure	
  18B).	
  	
  

-­‐-­‐-­‐-­‐A	
  -­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐-­‐B	
  

	
  
	
  

Figure	
  18.	
  Cribles	
  génétiques	
  GIM	
  montrant	
  le	
  lien	
  fonctionnel	
  entre	
  JLP2	
  et	
  LTN1.	
  
Cribles	
  GIM	
  avec	
  ltn1∆	
  (A)	
  et	
  jlp2∆	
  (B).	
  Ce	
  graphique	
  représente	
  l’abondance	
  relative	
  de	
  
chaque	
  double-­‐mutant	
  issu	
  du	
  croisement	
  avec	
  le	
  gène	
  d’intérêt	
  par	
  rapport	
  au	
  gène	
  de	
  
référence.	
   Chaque	
   point	
   représentant	
   un	
   mutant	
   de	
   délétion	
   de	
   la	
   collection	
  
systématique.	
   Les	
   valeurs	
   négatives	
   correspondent	
   aux	
   double-­‐mutants	
   ayant	
   une	
  
croissance	
  plus	
  affectée	
  qu’attendu	
  par	
  comparaison	
  avec	
  une	
  culture	
  de	
  référence	
  dans	
  
laquelle	
  le	
  mutant	
  de	
  la	
  banque	
  a	
  été	
  combiné	
  avec	
  une	
  délétion	
  sans	
  phénotype.	
  
	
  

Pour	
   valider	
   les	
   interactions	
   fonctionnelles	
   observées	
   entre	
   JLP2	
   et	
   LTN1,	
   les	
  

simples	
  et	
  doubles	
  mutants	
  de	
  délétion	
  ont	
  été	
  analysés	
  à	
   l’aide	
  de	
  tests	
  de	
  croissance	
  

sur	
   un	
   milieu	
   riche	
   YPGlu	
   (ou	
   YPD).	
   Dans	
   ces	
   conditions,	
   la	
   croissance	
   des	
   quatre	
  

souches	
   testées	
   n’est	
   pas	
   affectée.	
   Cependant,	
   la	
   méthode	
   utilisée	
   pour	
   les	
   cribles	
  

génétiques	
   nécessite	
   de	
   cultiver	
   les	
   cellules	
   dans	
   un	
   milieu	
   sélectif	
   comprenant	
   un	
  

mélange	
   de	
   deux	
   antibiotiques	
   affectant	
   la	
   traduction	
   (la	
   kanamycine	
   et	
   la	
  

nourseothricine).	
  Il	
  avait	
  précédemment	
  été	
  observé	
  au	
  laboratoire	
  que	
  les	
  mutants	
  du	
  

complexe	
  SKI	
  présentaient	
  des	
   interactions	
  génétiques	
  avec	
  des	
  mutants	
  du	
   complexe	
  

RQC	
  dans	
  les	
  cribles	
  (et	
  inversement)	
  mais	
  pas	
  sur	
  boîte,	
  en	
  absence	
  d’antibiotique.	
  En	
  

revanche,	
  l’ajout	
  d’hygromycine	
  B,	
  un	
  antibiotique	
  affectant	
  la	
  fidélité	
  de	
  la	
  traduction	
  et	
  

favorisant	
   le	
   «	
  readthrough	
  »	
   au	
   niveau	
   des	
   codons	
   STOP,	
   permet	
   de	
   reproduire	
   sur	
  

boîte	
   l’effet	
   synergique	
   des	
   double-­‐mutants	
   par	
   rapport	
   aux	
   simple-­‐mutants	
  

(Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2013).	
   J’ai	
   donc	
   reproduit	
   les	
   tests	
   sur	
   boîte	
   sur	
   un	
   milieu	
  

contenant	
  de	
  l’hygromycine	
  B.	
  On	
  observe	
  que	
  la	
  délétion	
  de	
  JLP2	
  seule	
  n’affecte	
  pas	
  la	
  

croissance	
   de	
   la	
   cellule	
   en	
   présence	
   d’hygromycine	
   B,	
   alors	
   que	
   la	
   délétion	
   de	
   LTN1	
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seule	
   l’affecte	
   fortement.	
   Lorsque	
   les	
   délétions	
   de	
   JLP2	
   et	
   LTN1	
   sont	
   combinées,	
   les	
  

cellules	
  meurent	
  en	
  présence	
  d’hygromycine	
  B	
  (Figure	
  19).	
  Ces	
  résultats	
  montrent	
  que	
  

JLP2,	
   qui	
   est	
   un	
   gène	
   dont	
   l’absence	
   n’engendre	
   normalement	
   pas	
   d’effet	
   sur	
   la	
  

croissance,	
   devient	
   essentiel	
   lorsque,	
   d’une	
   part,	
   Ltn1	
   est	
   absent	
   et	
   d’autre	
   part,	
   la	
  

traduction	
  est	
  affectée.	
  

	
  
Figure	
  19.	
  Test	
  de	
  croissance	
  montrant	
  le	
  lien	
  fonctionnel	
  entre	
  JLP2	
  et	
  LTN1.	
  

Dilutions	
  en	
  série	
  de	
  cultures	
  de	
  souches	
  WT,	
  jlp2∆,	
  ltn1∆	
  et	
  jlp2∆ltn1∆	
  ont	
  été	
  déposées	
  
sur	
  milieu	
   YPGlu	
   et	
   YPGlu+50	
   µg/ml	
   d’Hygromycine	
  B.	
   Les	
   boites	
   ont	
   été	
   incubées	
   à	
  
30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  

	
  

Des	
  tests	
  de	
  complémentation	
  ont	
  été	
  effectués	
  sur	
  un	
  milieu	
  Magic-­‐medium	
  (qui	
  

permet	
   une	
   action	
   efficace	
   des	
   antibiotiques	
   dans	
   un	
   milieu	
   minimum),	
   –URA	
   et	
  

contenant	
   ou	
   non	
   de	
   l’hygromycine	
   B.	
   Ces	
   tests	
   ont	
   été	
   effectués	
   avec	
   des	
   souches	
  

sauvages	
  WT	
   ou	
   double-­‐mutantes	
   jlp2∆ltn1∆	
   contenant	
   un	
   gène	
   rapporteur	
   soit	
   vide,	
  

soit	
  exprimant	
   JLP2	
  ou	
  exprimant	
  RQC1.	
  Sur	
  un	
  milieu	
  Magic-­‐medium	
  –URA	
  contenant	
  

de	
  l’hygromycine	
  B,	
  la	
  souche	
  double-­‐mutante	
  jlp2∆ltn1∆	
  contenant	
  le	
  gène	
  rapporteur	
  

vide	
   ou	
   exprimant	
   RQC1	
   a	
   un	
   phénotype	
   de	
   croissance	
   très	
   affecté	
   alors	
   que	
   la	
  

croissance	
  de	
  la	
  souche	
  jlp2∆ltn1∆	
  est	
  restaurée	
  lorsqu’elle	
  contient	
  un	
  gène	
  rapporteur	
  

exprimant	
   JLP2	
   (Figure	
   20).	
   Les	
   tests	
   de	
   complémentation	
   confirment	
   donc	
   que	
   le	
  

phénotype	
  observé	
  est	
  lié	
  à	
  l’absence	
  de	
  Jlp2.	
  

	
  
Figure	
  20.	
  Test	
  de	
  complémentarité	
  montrant	
  le	
  lien	
  fonctionnel	
  entre	
  JLP2	
  et	
  

LTN1.	
  
Dilutions	
   en	
   séries	
   de	
   cultures	
   de	
   souches	
  WT	
   et	
   jlp2∆ltn1∆	
   ont	
   été	
   déposées	
   sur	
   un	
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milieu	
   Magic	
   Medium	
   –URA	
   et	
   un	
   milieu	
   Magic	
   Medium	
   –URA	
   contenant	
   de	
  
l’Hygromycine	
  B	
  (60µg/ml).	
  Les	
  boîtes	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  

I.	
  2.	
  Structure	
  de	
  Jlp2.	
  
	
  

	
   Jlp2	
   est	
   une	
   petite	
   protéine	
   cytoplasmique	
   de	
   208	
   acides	
   aminés	
   conservée	
   au	
  

cours	
   de	
   l’évolution	
   (Figure	
  21A).	
   Elle	
   possède	
   un	
   domaine	
   DUF814	
   (Domain	
   of	
  

unknown	
  function)	
  qui	
  n’a	
  pas	
  encore	
  été	
  caractérisé.	
  Il	
  contiendrait,	
  dans	
  la	
  région	
  N-­‐

terminale,	
  un	
  domaine	
  DNAJ	
  correspondant	
  à	
  un	
  domaine	
  chaperon	
  (Walsh	
  et	
  al.,	
  2004)	
  

et	
   un	
   domaine	
   NFACT-­‐R	
   capable	
   de	
   se	
   lier	
   aux	
   ARN	
   (Burroughs	
   and	
   Aravind,	
  

2014)(Figure	
  21B).	
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Figure	
  21.	
  Séquence	
  et	
  alignements	
  de	
  Jlp2	
  
(A)	
  Alignement	
  de	
  séquence	
  de	
  JLP2	
  avec	
  les	
  homologues	
  d’autres	
  espèces	
  (B)	
  Position	
  
du	
  DUF814	
  de	
  Jlp2	
  (C)	
  Alignement	
  du	
  DUF	
  de	
  Jlp2	
  avec	
  le	
  DUF	
  de	
  Rqc2.	
  
	
  

Alignement de séquences JLP2 (ORF : YMR132c) 

 

H. sapiens, M. musculus, A. thaliana, D. melanogaster, C. elegans, S. cerevisiae. 

 

H.s. MVFYFTSSS-VNSSAYTIYMGKDKYENEDLIKHGWPED--IWFHVDKLSSAHVYLRLHKG 

M.m. MVFYFTSSS-VNSSTYTIYMGKDKYENEDLIKYGWPED--IWFHVDKLSSAHVYLRLQKG 

A.t. MVFYFKAR--PDAGDYTIFMGLDKFENEELIKYGFPED--VWFHVDKMSSAHVYLRLHRG 

D.m. MVFYFKSN--VVQPPAMLYMGRDKHENEELIRWGWPED--VWFHVHDLSSAHVYLRLRKG 

C.e. MVIKFSSN--TTNPPTMIYMGVDKVENEDLIKYGWPED--VWFHVDKLSSAHVYLRLHSG 

S.c. MVYFYESKPTEYSTPYQIVMGKDKFENDLLIKWSYRELNYVWFHADKYSSGHVYLKLRPN 

 

H.s. E-NIEDIPKEVLMDCAHLVKANSIQGCKMNNVNVVYTPWSNLKKTADMDVGQIGFHRQKD 

M.m. E-KIEDIPKEVLMDCAHLVKANSIQGCKMNNVNVVYTPWSNLKKTADMDVGQIGFHRQKD 

A.t. Q-SFDDISEGVLEDCAQLVKANSIQGNKVNNVDVVYTPWSNLKKTASMDVGQVGFHNSKM 

D.m. Q-TIDDIPTDVLVDAAQLCKANSIQGNKVNNLEVVYTMWENLKKTPDMEPGQVAYHNEKA 

C.e. M-TIDSIPEALLIDCCQLVKQNSIEGCKLNNVAIVYTMWSNLKKTGDMAVGQVGFHSHKQ 

S.c. EKTIDDIPQEVICDCLQLCKSESIQGNKMPQCTILITPWHNLRKNRYMNPGEVSFKSLRQ 

 

H.s. VKIVTVEKKVNEILNRLEKTK-VERFPDLAAEKECRDREERNEKKAQIQEMKKREKEEMK 

M.m. VKIVTVEKKVNEILNRLEKTK-LEKFPDLAAEKEGRDREERNEKKAQIQEMKRKEKEEMK 

A.t. VRTIRVEKRVNEIVNRLNKTK-VERTPDLRAEREAVNAAERAERKQHLREKKKREEIDRL 

D.m. VRRIRLEKRINEIVNRLNRTKTEEEHPDFRGLREARDAAERQDQKKIQRERREQEKEAAK 

C.e. VKHTVVPTKINEIVNRLEKTR-RKDDIDYKEERDARDAKERQKLKKLEQERKDREKKEML 

S.c. CRKMECGARDNKILNRLAKTRVELFNNVEATLNEAKKTKNGDFFVNYIESNRSNLIEEEK 

 

H.s. KKREMDELRSYSSLMKVENMSSNQDGNDS--------DEFM 

M.m. KKREMDELRSYSSLMKVENMSSNQDGNDS--------DEFM 

A.t. EKERQSEMRSYKGLMVTDKMTSNKDIASSNKSLQELEDDFM 

D.m. QRELEAELRSYASLQKSENMRTNYDAGNES-------DDFM 

C.e. AQNEKKRIEGYEDVDWDAGATTRNDVDPGN-----LSDDFM 

S.c. LRKVAKKNQKKKNKQSKDEVTDDMQLEV------------- 

 

!
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De	
  plus,	
   un	
  alignement	
  de	
   séquence	
  de	
   Jlp2	
  a	
  montré	
  que	
   celui-­‐ci	
  possédait	
  un	
  

domaine	
  DUF814	
  en	
  commun	
  avec	
  Rqc2	
  (Figure	
  21C).	
  Jlp2	
  pourrait	
  donc	
  avoir	
  un	
  rôle	
  

similaire	
  à	
  Rqc2	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  aberrants.	
  

I.	
  3.	
  Analyse	
  de	
  données	
  dans	
  la	
  littérature.	
  
	
  

Au-­‐delà	
  de	
  cette	
   létalité	
  synthétique	
  entre	
   JLP2	
  et	
  LTN1,	
  d’autres	
  résultats	
   issus	
  

de	
   la	
   littérature	
   laissaient	
  penser	
  que	
   Jlp2	
  avait	
  un	
   rôle	
  dans	
   les	
  voies	
  de	
   surveillance	
  

NSD/NGD.	
  Des	
  cribles	
  de	
  chimiogénomiques	
  ont	
  été	
  effectués	
  chez	
  Novartis	
  (Hoepfner	
  

et	
  al.,	
  2014).	
  Durant	
   ces	
   cribles,	
   environ	
  1	
  800	
  composés	
  chimiques	
  ont	
  été	
   testés	
   sur	
  

une	
   collection	
   de	
   mutants	
   de	
   délétion	
   chez	
   Saccharomyces	
   cerevisiae.	
   La	
   sensibilité	
  

relative	
  de	
  chacun	
  de	
  ces	
  mutants	
  par	
  rapport	
  aux	
  différents	
  composés	
  chimiques	
  a	
  été	
  

analysée,	
  ce	
  qui	
  a	
  permis	
  ensuite	
  de	
  regrouper	
  les	
  mutants	
  en	
  fonction	
  de	
  leurs	
  profils	
  

de	
  réponses	
  à	
  la	
  gamme	
  des	
  composés	
  testés.	
  Les	
  mutants	
  répondant	
  de	
  la	
  même	
  façon	
  

dans	
   les	
  mêmes	
   conditions	
   chimiques	
   sont	
   ainsi	
   prédits	
   comme	
   intervenant	
   dans	
   des	
  

voies	
  physiologiques	
  communes.	
  Ainsi,	
  nous	
  avons	
  pu	
  voir	
  que	
  la	
  souche	
  mutante	
  jlp2∆	
  a	
  

un	
  profil	
  d’interaction	
  chimiogénomique	
  similaire	
  aux	
  souches	
  mutantes	
  pour	
  des	
  gènes	
  

du	
  complexe	
  RQC	
  (LTN1,	
  RQC1	
  et	
  RQC2),	
  des	
  gènes	
  du	
  complexe	
  SKI	
  (SKI2,	
  SKI3	
  et	
  SKI8),	
  

le	
  gène	
  SKI7	
  ainsi	
  que	
  les	
  gènes	
  codant	
  pour	
  les	
  protéines	
  reconnaissant	
  initialement	
  le	
  

ribosome	
   bloqué	
   sur	
   les	
   peptides	
   aberrants	
   (SLH1,	
   HEL2	
   et	
   YKR023W).	
   Les	
   cribles	
  

effectués	
   avec	
   les	
   souches	
  mutantes	
   des	
   gènes	
   cités	
   précédemment	
   contiennent	
   dans	
  

leur	
  groupe	
  le	
  mutant	
  de	
  délétion	
  du	
  gène	
  JLP2.	
  Ainsi,	
  ces	
  résultats	
  montrent	
  également	
  

des	
  liens	
  fonctionnels	
  entre	
  la	
  protéine	
  Jlp2	
  et	
  les	
  différents	
  membres	
  du	
  complexe	
  RQC	
  

(Ltn1,	
  Rqc1	
  et	
  Rqc2),	
  du	
  complexe	
  SKI	
  (Ski2,	
  Ski3,	
  Ski8)	
  et	
  Ski7.	
  De	
  plus,	
   les	
  composés	
  

chimiques	
   affectant	
   la	
   croissance	
   de	
   ces	
   souches	
   mutantes	
   sont	
   la	
   cycloheximide	
   et	
  

l’anisomycine,	
   connues	
   toutes	
   deux	
   pour	
   bloquer	
   la	
   synthèse	
   protéique	
   (Figure	
   22),	
  

suggérant	
  que	
  JLP2	
  serait	
  lié	
  à	
  la	
  traduction,	
  avec	
  les	
  complexes	
  RQC,	
  SKI	
  et	
  SLH1,	
  HEL2,	
  

YKR023W.	
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A	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  JLP2	
  

gene	
   correlation	
  

VMS1	
   0,62	
  

VMS1*	
   0,54	
  

MBF1	
   0,49	
  

LTN1	
   0,46	
  

SKI8*	
   0,44	
  

RQC1	
   0,39	
  

SLH1	
   0,38	
  

RQC2	
   0,35	
  

SKI7	
   0,33	
  

YKR023W	
   0,32	
  

SKI3	
   0,32	
  

SKI8	
   0,31	
  

HEL2	
   0,3	
  

SKI2	
   0,3	
  
	
  

LTN1	
  

gene	
   correlation	
  

JLP2	
   0,46	
  

VMS1	
   0,44	
  

MBF1	
   0,43	
  

VMS1*	
   0,38	
  

RQC1	
   0,37	
  

RQC2	
   0,33	
  

SLH1	
   0,31	
  

PRS5	
   0,29	
  

SKI8*	
   0,28	
  

PTR2	
   0,27	
  

SIN3	
   0,27	
  

HXT12	
   0,26	
  

YKR023W	
   0,26	
  
	
  

RQC1	
  

gene	
   correlation	
  

MBF1	
   0,4	
  

JLP2	
   0,39	
  

LTN1	
   0,37	
  

VMS1*	
   0,35	
  

RQC2	
   0,27	
  

SLH1	
   0,27	
  

SKI8*	
   0,26	
  

VMS1	
   0,26	
  

YKR023W	
   0,23	
  

HEL2	
   0,21	
  
	
  

	
  

RQC2	
  

gene	
   correlation	
  

JLP2	
   0,35	
  

LTN1	
   33	
  

VMS1*	
   0,32	
  

SKI8*	
   0,28	
  

RQC1	
   0,27	
  

YML002W	
   0,25	
  

PRS5	
   0,24	
  

VMS1	
   0,24	
  

REX4	
   0,24	
  

MBF1	
   0,23	
  
	
  

B	
  

	
  
Figure	
  22.	
  Cribles	
  chimiogénomiques	
  (Hoepfner	
  et	
  al.,	
  2014)	
  

A)	
  Valeurs	
  indiquant	
  les	
  mutants	
  ayant	
  des	
  comportements	
  les	
  plus	
  proches	
  de	
  chaque	
  
mutant	
   considéré	
   (Jlp2,	
   Ltn1,	
   Rqc1	
   et	
   Rqc2).	
   Les	
   protéines	
   des	
   complexes	
   RQC	
   (en	
  
rouge)	
  et	
  SKI	
  (en	
  bleu)	
  et	
  les	
  protéines	
  de	
  «	
  préconditionnement	
  »	
  à	
  la	
  dégradation	
  (en	
  
vert).	
  
B)	
  Graphe	
  indiquant	
  les	
  composants	
  chimiques	
  (axe	
  des	
  x)	
  testés	
  ayant	
  le	
  plus	
  fort	
  effet	
  
sur	
   la	
   croissance	
   du	
   mutant	
   jlp2∆	
   (axe	
   y).	
   Les	
   points	
   bleus	
   correspondent	
   aux	
  
expériences	
   réalisées	
   dans	
   les	
   souches	
   homozygotes	
   pour	
   les	
   délétions	
   et	
   les	
   points	
  
rouges	
  pour	
  les	
  souches	
  hétérozygotes	
  pour	
  les	
  délétions.	
  
	
  

Pour	
   valider	
   les	
   liens	
   fonctionnels	
   observés	
   chez	
   Novartis	
   et	
   pour	
   étendre	
   les	
  

résultats	
  des	
  cribles	
  génétiques	
  (voir	
  la	
  partie	
  «	
  Résultats	
  -­‐	
  I.	
  1.	
  »),	
  j’ai	
  effectué	
  des	
  tests	
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de	
   croissance	
   sur	
  milieu	
   contenant	
   de	
   l’hygromycine	
   B	
   avec	
   des	
  mutants	
   de	
   délétion	
  

simples	
  et	
  doubles	
  combinant	
   les	
  délétions	
  de	
   JLP2	
  avec	
   les	
  délétions	
  des	
  gènes	
  LTN1,	
  

RQC1,	
  RQC2,	
  SKI3	
  ou	
  SKI7.	
  La	
  croissance	
  des	
  simple-­‐mutants	
  ne	
  semble	
  pas	
  être	
  affectée	
  

par	
  la	
  présence	
  d’hygromycine	
  B,	
  sauf	
  pour	
  les	
  mutants	
  ltn1∆	
  et	
  ski3∆	
  dont	
  la	
  croissance	
  

est	
   ralentie.	
   En	
   revanche,	
   tous	
   les	
   double-­‐mutants	
   testés	
   présentent	
   une	
   croissance	
  

affectée	
  en	
  présence	
  d’hygromycine	
  B	
   (Figure	
   23).	
  Ces	
   résultats	
   confirment	
  donc	
  que	
  

Jlp2	
  possède	
  des	
  liens	
  fonctionnels	
  avec	
  les	
  facteurs	
  du	
  complexe	
  RQC,	
  du	
  complexe	
  SKI,	
  

ainsi	
  qu’avec	
  la	
  protéine	
  Ski7.	
  

	
  
Figure	
  23.	
  Test	
  de	
  croissance	
  montrant	
  les	
  liens	
  fonctionnels	
  entre	
  Jlp2	
  et	
  les	
  

protéines	
  des	
  complexes	
  RQC	
  et	
  SKI.	
  
Dilutions	
   en	
   série	
   de	
   cultures	
   de	
   souches	
  WT,	
   jlp2∆,	
   ltn1∆,	
   rqc1∆,	
   rqc2∆,	
   ski3∆,	
   ski7∆,	
  
jlp2∆ltn1∆,	
  jlp2∆rqc1∆,	
  jlp2∆rqc2∆,	
  jlp2∆ski3∆	
  et	
  jlp2∆ski7∆	
  ont	
  été	
  déposées	
  sur	
  milieu	
  
YPGlu	
  et	
  YPGlu+40	
  µg/ml	
  d’Hygromycine	
  B.	
  Les	
  boites	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  
2	
  jours.	
  
	
  

I.	
  4.	
  JLP2	
  :	
  un	
  rôle	
  dans	
  le	
  NSD	
  ?	
  	
  
	
   	
  

	
   Les	
  liens	
  fonctionnels	
  entre	
  JLP2	
  et	
  les	
  membres	
  des	
  complexes	
  RQC	
  et	
  SKI	
  étant	
  

très	
  forts,	
  j’ai	
  testé	
  le	
  rôle	
  de	
  Jlp2	
  dans	
  les	
  voies	
  de	
  surveillance	
  NSD	
  et	
  NGD.	
  Les	
  souches	
  

de	
   référence	
   que	
   nous	
   utilisons,	
   BY4741	
   ou	
   BY4742,	
   possèdent	
   un	
   marqueur	
  

d’auxotrophie	
  his3∆1.	
   En	
   l’absence	
  de	
   complémentation	
  par	
  un	
  gène	
  HIS3	
   fonctionnel,	
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ces	
   souches	
   sont	
   donc	
   incapables	
   de	
   croître	
   sur	
   un	
   milieu	
   dépourvu	
   d’histidine.	
   Les	
  

souches	
  WT	
  (BY4741),	
  jlp2∆,	
  ltn1∆	
  et	
  jlp2∆ltn1∆	
  ont	
  été	
  transformées	
  avec	
  un	
  plasmide	
  

pAV188	
  exprimant	
  une	
   forme	
  aberrante	
  du	
   gène	
  HIS3	
  :	
  His3-­‐NonStop	
   et	
   possédant	
  un	
  

marqueur	
  d’auxotrophie	
  URA3,	
  utilisé	
  pour	
  sélectionner	
  les	
  souches	
  transformées	
  par	
  le	
  

plasmide	
  (Frischmeyer	
  et	
  al.,	
  2002;	
  van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Des	
  tests	
  de	
  croissance	
  sous	
  

forme	
   de	
   stries	
   ont	
   été	
   effectués	
   sur	
   un	
   milieu	
   –URA	
   mais	
   contenant	
   de	
   l’histidine.	
  

Comme	
  attendu,	
  la	
  croissance	
  d’aucune	
  des	
  souches	
  contenant	
  le	
  plasmide	
  pAV188	
  n’est	
  

affectée	
  sur	
  ce	
  milieu	
  (-­‐URA).	
  En	
  revanche,	
  sur	
  un	
  milieu	
  –HIS,	
  la	
  croissance	
  de	
  la	
  souche	
  

WT	
   est	
   très	
   affectée.	
   En	
   effet,	
   dans	
   cette	
   souche	
   de	
   référence	
   présentant	
   une	
   voie	
   de	
  

dégradation	
  des	
  peptides	
  aberrants	
  NonStop	
  fonctionnelle,	
  la	
  protéine	
  traduite	
  à	
  partir	
  

du	
  gène	
  HIS3-­‐NonStop	
  est	
  rapidement	
  dégradée.	
  La	
  souche	
  jlp2∆	
  se	
  comporte	
  comme	
  la	
  

souche	
  sauvage	
  WT,	
  montrant	
  donc	
  que	
  la	
  délétion	
  de	
  JLP2	
  seule	
  ne	
  semble	
  pas	
  avoir	
  de	
  

conséquences	
  détectables	
  sur	
  la	
  voie	
  de	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  NonStop.	
  En	
  revanche,	
  

et	
  comme	
  attendu,	
   la	
  souche	
   ltn1∆	
  est	
  peu	
  affectée	
  par	
  l’absence	
  d’histidine	
  car	
  la	
  voie	
  

de	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  aberrants	
  est	
  affectée	
  par	
  la	
  délétion	
  de	
  LTN1,	
   la	
  protéine	
  

aberrante	
   His-­‐NonStop	
   est	
   alors	
   stabilisée	
   et	
   peut	
   complémenter	
   le	
   marqueur	
  

d’auxotrophie	
   his3∆1.	
   La	
   croissance	
   de	
   la	
   souche	
   double-­‐mutante	
   jlp2∆ltn1∆	
   semble	
  

similaire	
  à	
  celle	
  de	
  la	
  souche	
  simple-­‐mutante	
  ltn1∆	
  (Figure	
  24).	
  Ces	
  tests	
  montrent	
  donc	
  

que	
   la	
   délétion	
   de	
   JLP2,	
   qu’elle	
   soit	
   seule	
   ou	
   en	
   absence	
   de	
   LTN1,	
   n’a	
   pas	
   d’effet,	
  

détectable	
  par	
  ce	
  test,	
  sur	
  la	
  voie	
  de	
  dégradation	
  des	
  protéines	
  NonStop.	
  

	
  
Figure	
  24.	
  Jlp2	
  ne	
  semble	
  pas	
  avoir	
  de	
  rôle	
  dans	
  la	
  voie	
  NSD.	
  

Dépôts	
   en	
   stries	
   de	
   cultures	
   de	
   souches	
  WT,	
   jlp2∆,	
   ltn1∆	
   et	
   jlp2∆ltn1∆	
   exprimant	
   le	
  
plasmide	
   pAV188	
   sur	
   un	
   milieu	
   –URA	
   et	
   -­‐HIS.	
   Les	
   boites	
   ont	
   été	
   incubées	
   à	
   30°C	
  
pendant	
  2	
  jours.	
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   Ces	
   tests	
   étant	
   seulement	
   qualitatifs,	
   j’ai	
   effectué	
   des	
   tests	
   quantitatifs	
   et	
  

fonctionnels	
  de	
  manière	
  à	
  pouvoir	
  observer	
  des	
  effets	
  plus	
  faibles.	
  	
  

J’ai	
   étudié	
   le	
   devenir	
   d’une	
   protéine	
   aberrante	
   TAP-­‐NonStop	
   dans	
   différents	
  

mutants	
   de	
   délétion	
   sur	
   trois	
   niveaux	
  :	
   (i)	
   est-­‐ce	
   que	
   les	
   peptides	
   aberrants	
   sont	
  

accumulés	
  ?	
   (ii)	
   Sachant	
   que	
  Rqc2	
   est	
   responsable	
   de	
   l’ajout	
   des	
   CAT-­‐tails,	
   est-­‐ce	
   que	
  

Jlp2	
  pourrait	
  avoir	
  un	
  rôle	
  dans	
  ce	
  processus	
  ?	
  (iii)	
  Rqc1	
  empêchant	
  l’accumulation	
  des	
  

agrégats	
  de	
  protéines	
  aberrantes	
  quand	
  Rqc2	
  est	
  actif,	
  Jlp2	
  serait-­‐il	
  impliqué	
  dans	
  cette	
  

fonction	
  ?	
  	
  

J’ai	
   transformé	
   les	
   souches	
  WT,	
   jlp2∆,	
   ltn1∆,	
   rqc1∆,	
   rqc2∆,	
   ainsi	
   que	
   les	
  double-­‐

mutants	
   avec	
   jlp2∆	
   correspondants,	
   avec	
   un	
   plasmide	
   pAV184	
   exprimant	
   la	
   forme	
  

protéique	
  aberrante	
  TAP-­‐NonStop	
  sous	
  contrôle	
  du	
  promoteur	
  GAL	
  (Defenouillère	
  et	
  al.,	
  

2013).	
  Après	
  induction	
  en	
  milieu	
  YPGal,	
  les	
  protéines	
  de	
  ces	
  souches	
  ont	
  été	
  extraites	
  et	
  

le	
   devenir	
   des	
   protéines	
   TAP-­‐NonStop	
   a	
   été	
   analysé	
   par	
   Western	
   Blot	
   à	
   l’aide	
   d’un	
  

anticorps	
  reconnaissant	
  l’étiquette	
  protéine	
  A	
  (PAP).	
  Dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  j’ai	
  pu	
  voir	
  

qu’il	
   y	
   a	
   très	
   peu	
   d’accumulation	
   de	
   TAP-­‐NonStop	
   dans	
   les	
   souches	
   WT	
   et	
   jlp2∆	
  

contrairement	
  aux	
  souches	
  simple-­‐mutantes	
  ou	
  double-­‐mutantes	
  où	
  la	
  délétion	
  d’un	
  des	
  

gènes	
   exprimant	
   un	
   facteur	
   du	
   complexe	
   RQC	
   entraîne	
   une	
   accumulation	
   de	
   TAP-­‐

NonStop.	
  De	
  plus,	
  la	
  délétion	
  de	
  JLP2	
  associée	
  à	
  celles	
  de	
  RQC1,	
  RQC2	
  ou	
  LTN1	
  ne	
  semble	
  

pas	
   avoir	
   d’effet	
   supplémentaire	
   sur	
   l’accumulation	
   de	
   TAP-­‐NonStop	
   (Figure	
   25A	
   et	
  

25B).	
  Dans	
  un	
  deuxième	
  temps,	
  alors	
  que	
  les	
  souches	
  délétées	
  de	
  RQC2	
  ne	
  montrent	
  pas	
  

la	
  bande	
  représentant	
   les	
  TAP-­‐NonStop	
  comportant	
   les	
  extensions	
  CAT,	
  nous	
  pouvons	
  

cependant	
  les	
  observer	
  dans	
  toutes	
  les	
  souches	
  contenant	
  RQC2,	
  même	
  lorsque	
  JLP2	
  est	
  

délété	
   (Figure	
   25A	
   et	
   25B).	
   Dans	
   un	
   dernier	
   temps,	
   les	
   agrégats	
   protéiques	
   sont	
  

observables	
  dans	
  les	
  souches	
  délétées	
  de	
  RQC1	
  ou	
  LTN1.	
  Lorsque	
  la	
  délétion	
  de	
  RQC1	
  ou	
  

de	
  LTN1	
  est	
  combinée	
  à	
  la	
  délétion	
  de	
  JLP2,	
  il	
  semblerait	
  que	
  l’accumulation	
  d’agrégats	
  

protéiques	
   soit	
   légèrement	
   plus	
   importante	
   (Figure	
   25A	
   et	
   25B).	
   Jlp2	
   pourrait	
   donc	
  

avoir	
  un	
  rôle	
  avec	
  Ltn1	
  et	
  Rqc1	
  pour	
  limiter	
  la	
  formation	
  des	
  agrégats	
  protéiques.	
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  A	
  

	
  

	
  	
  	
  	
  	
  B	
  

	
  
Figure	
  25.	
  Jlp2	
  n’a	
  pas	
  de	
  rôle	
  évident	
  dans	
  la	
  voie	
  NSD.	
  

Extraits	
  cellulaires	
  totaux	
  obtenus	
  par	
  la	
  méthode	
  NaOH	
  ou	
  TCA	
  des	
  souches	
  WT,	
  jlp2∆,	
  
rqc2∆,	
   ltn1∆,	
   jlp2∆rqc2∆	
   et	
   jlp2∆ltn1∆	
   (A)	
   ou	
   WT,	
   jlp2∆,	
   ski3∆,	
   ski7∆,	
   jlp2∆ski3∆,	
  
jlp2∆ski7∆,	
   rqc1∆	
   et	
   rqc1∆jlp2∆	
   (B).	
   Ces	
   extraits	
   ont	
   migrés	
   dans	
   un	
   gel	
   de	
  
polyacrylamide	
   à	
   10%	
   puis	
   analysés	
   par	
   Western	
   Blot	
   avec	
   un	
   anticorps	
   PAP.	
   Un	
  
contrôle	
  de	
  charge	
  a	
  été	
  effectué	
  avec	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐G6PDH.	
  	
  
	
  

De	
   la	
   même	
   manière,	
   j’ai	
   transformé	
   les	
   souches	
   ski3∆,	
   ski7∆	
   et	
   les	
   double-­‐

mutantes	
   combinées	
   avec	
   jlp2∆	
   avec	
   le	
   plasmide	
   exprimant	
   les	
   protéines	
   aberrantes	
  

TAP-­‐NonStop.	
   Les	
   observations	
   précédentes	
  	
   par	
   rapport	
   à	
   l’accumulation	
   de	
   TAP-­‐

NonStop	
  et	
  les	
  formes	
  TAP-­‐NonStop	
  avec	
  CAT-­‐tails	
  sont	
  les	
  mêmes	
  dans	
  ces	
  souches.	
  La	
  

délétion	
   de	
   JLP2	
   associée	
   à	
   celles	
   de	
   SKI3	
   ou	
   SKI7	
   ne	
   semble	
   pas	
   avoir	
   d’effet	
  

supplémentaire	
  sur	
  l’accumulation	
  de	
  TAP-­‐NonStop	
  ou	
  sur	
  l’ajout	
  de	
  CAT-­‐tails.	
  	
  

Jlp2	
   ne	
   semblerait	
   donc	
   avoir	
   aucun	
   rôle	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   protéines	
  

aberrantes	
  TAP-­‐NonStop	
  ou	
   l’ajout	
  de	
  CAT-­‐tails	
   en	
  C-­‐terminal	
  des	
  peptides	
   aberrants,	
  

en	
   revanche	
   il	
   pourrait	
   être	
   impliqué	
   avec	
   Ltn1	
   et	
   Rqc1	
   dans	
   la	
   prévention	
   de	
   la	
  

formation	
  des	
  agrégats	
  protéiques.	
  

I.	
  5.	
  Effet	
  de	
  la	
  surexpression	
  de	
  JPL2	
  
	
  

	
   J’ai	
  construit	
  un	
  gène	
  rapporteur	
  pCM190-­‐JLP2	
  dans	
  lequel	
  le	
  gène	
  JLP2	
  est	
  sous	
  

contrôle	
   du	
   promoteur	
   tet07	
   afin	
   de	
   tester	
   l’effet	
   de	
   la	
   surexpression	
   de	
   JLP2.	
   Par	
  

ailleurs,	
  un	
  alignement	
  de	
  la	
  séquence	
  de	
  JLP2	
  avec	
  la	
  séquence	
  de	
  Rqc2	
  a	
  montré	
  que	
  

ces	
  deux	
   facteurs	
  possèdent	
   le	
  domaine	
  DUF814	
  en	
  commun	
  (Figure	
   21C).	
  Possédant	
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un	
  domaine	
  commun,	
  est-­‐ce	
  que	
  Jlp2	
  pourrait	
  partager	
  une	
  fonction	
  avec	
  Rqc2	
  dans	
  la	
  

voie	
  de	
  dégradation	
  NSD/NGD	
  ou	
  dans	
  une	
   autre	
   voie	
   ?	
   Ces	
  deux	
   facteurs	
  peuvent-­‐ils	
  

entrer	
   en	
   compétition	
   pour	
   leur	
   fonction	
  ?	
   Pour	
   répondre	
   à	
   ces	
   questions	
  :	
   si	
   Jlp2	
   et	
  

Rqc2	
   partagent	
   une	
   même	
   fonction,	
   la	
   surexpression	
   de	
   JLP2	
   pourrait	
   avoir	
   une	
  

incidence	
  sur	
   l’activité	
  de	
  Rqc2.	
   J’ai	
  donc	
  transformé	
  le	
  plasmide	
  pCM190-­‐JLP2	
  dans	
   la	
  

souche	
   sauvage	
   WT	
   et	
   également	
   dans	
   des	
   souches	
   délétées	
   de	
   RQC2.	
   Ces	
   tests	
   de	
  

croissance	
  sur	
  milieu	
  sans	
  hygromycine	
  B	
  ne	
  montrent	
  aucun	
  phénotype,	
  indiquant	
  que	
  

la	
  surexpression	
  de	
  JLP2	
  n’a	
  pas	
  d’effet	
  détectable	
  sur	
  la	
  croissance	
  des	
  cellules	
  (Figure	
  

26).	
  Sur	
  un	
  milieu	
  en	
  présence	
  d’hygromycine	
  B,	
  la	
  surexpression	
  de	
  JLP2	
  ne	
  permet	
  pas	
  

de	
  restaurer	
  une	
  croissance	
  qui	
  serait	
  affectée	
  par	
  les	
  différentes	
  délétions	
  testées,	
  sauf	
  

dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   délétion	
   simultanée	
   des	
   gènes	
  RQC2	
   et	
  SKI2.	
  Mais	
   les	
   différences	
   de	
  

phénotype	
   que	
   nous	
   pouvons	
   observer	
   ici	
   sont	
   trop	
   faibles	
   pour	
   pouvoir	
   réellement	
  

conclure.	
  Les	
  résultats	
  présentés	
   ici	
  montrent	
  que	
  l’on	
  ne	
  peut	
  pas	
  mettre	
  en	
  évidence	
  

par	
  ces	
  tests	
  si	
  Jlp2	
  a	
  un	
  rôle	
  de	
  complémentation	
  ou	
  de	
  compétition	
  avec	
  Rqc2.	
  	
  

	
  
Figure	
  26.	
  La	
  surexpression	
  de	
  Jlp2	
  ne	
  compense	
  pas	
  l’absence	
  de	
  Rqc2.	
  

Dilutions	
  en	
  série	
  de	
  cultures	
  de	
  souches	
  WT,	
  rqc1∆,	
  rqc2∆,	
  rqc1∆rqc2∆,	
  rqc2∆ski2∆	
  et	
  
jlp2∆ltn1∆	
  ont	
  été	
  déposées	
  sur	
  milieu	
  Magic	
  Medium	
  –URA	
  et	
  Magic	
  Medium	
  -­‐URA+40	
  
µg/ml	
  d’Hygromycine	
  B.	
  Les	
  boites	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  
	
  

Rqc2	
  étant	
  responsable	
  de	
  l’ajout	
  des	
  CAT-­‐tails	
  aux	
  peptides	
  naissants	
  aberrants,	
  

et	
   la	
   formation	
   des	
   agrégats	
   protéiques	
   dépendant	
   de	
   l’ajout	
   de	
   ces	
   CAT-­‐tails,	
   nous	
  

avons	
  testé	
  si	
  Jlp2	
  pouvait	
  partager	
  un	
  rôle	
  avec	
  Rqc2	
  dans	
  ces	
  mécanismes.	
  J’ai	
  extrait	
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les	
  protéines	
  des	
  souches	
  étudiées	
  précédemment	
  préalablement	
  transformées	
  avec	
  les	
  

plasmides	
   pTAP-­‐NonStop	
   et	
   pCM190-­‐JLP2	
   et	
   observé	
   par	
   Western	
   Blot	
   si	
   la	
  

surexpression	
  de	
  JLP2	
  pouvait	
  avoir	
  une	
  incidence	
  sur	
  les	
  extensions	
  CAT	
  aux	
  peptides	
  

aberrants	
  en	
  l’absence	
  de	
  Rqc2	
  et	
  donc	
  former	
  des	
  agrégats	
  protéiques.	
  Comme	
  attendu,	
  

nous	
  pouvons	
  observer	
  une	
  accumulation	
  d’agrégats	
  protéiques	
  dans	
   les	
  extraits	
  de	
   la	
  

souche	
  rqc1∆	
  alors	
  qu’il	
  n’y	
  en	
  a	
  pas	
  dans	
  les	
  souches	
  WT,	
  rqc2∆	
  et	
  rqc1∆rqc2∆,	
  malgré	
  

la	
   surexpression	
   de	
   JLP2	
   (Figure	
   27).	
   Jlp2	
   ne	
   semble	
   donc	
   pas	
   avoir	
   de	
   rôle	
  

compensatoire	
  avec	
  Rqc2	
  pour	
  l’ajout	
  des	
  CAT-­‐tails.	
  

	
  

	
  
Figure	
  27.	
  La	
  surexpression	
  de	
  JLP2	
  n’a	
  pas	
  d’effet	
  sur	
  l’ajout	
  d’extensions	
  CAT	
  

par	
  Rqc2.	
  
Extraits	
  cellulaires	
  totaux	
  préparés	
  à	
  partir	
  de	
  souches	
  WT,	
  rqc1∆,	
  rqc2∆	
  et	
  rqc1∆rqc2∆	
  
transformés	
  avec	
  les	
  plasmides	
  pTAP-­‐NonStop	
  et	
  pCM190-­‐Jlp2.	
  Ces	
  extraits	
  ont	
  migrés	
  
dans	
  un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  à	
  10%	
  puis	
  analysés	
  par	
  Western	
  Blot	
  avec	
  un	
  anticorps	
  
PAP.	
   Un	
   contrôle	
   de	
   charge	
   a	
   été	
   effectué	
   avec	
   un	
   anticorps	
   anti-­‐G6PDH.	
   Un	
   temps	
  
d’exposition	
  de	
  la	
  membrane	
  plus	
  court	
  a	
  également	
  été	
  analysée.	
  

	
  

I.	
  6.	
  Jlp2	
  n’est	
  pas	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  
	
  

La	
  voie	
  de	
  surveillance	
  des	
  peptides	
  naissants	
  aberrants	
  Non-­‐Stop	
  étant	
  associée	
  

aux	
  ribosomes	
  et	
  le	
  complexe	
  RQC	
  intervenant	
  sur	
  la	
  particule	
  60S	
  ribosomale	
  lors	
  de	
  la	
  

dégradation	
   de	
   ces	
   peptides	
   aberrants	
   (Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2013),	
   j’ai	
   testé	
   si	
   Jlp2	
  

pouvait	
  être	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  ou	
  à	
  l’une	
  de	
  ses	
  sous-­‐unités	
  grâce	
  à	
  des	
  gradients	
  de	
  

polysomes	
   et	
   des	
   purifications	
   biochimiques.	
   J’ai,	
   dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   testé	
   la	
  

fonctionnalité	
  de	
  l’étiquette	
  TAP	
  fusionnée	
  à	
  JLP2.	
  Pour	
  cela,	
  les	
  souches	
  WT,	
  ltn1∆,	
  Jlp2-­‐

TAP	
  et	
  Jlp2-­‐TAP/ltn1∆	
  ont	
  été	
  cultivées	
  sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu	
  contenant	
  de	
  l’hygromycine	
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B.	
  Alors	
  que	
   les	
   souches	
  WT,	
   ltn1∆	
   et	
   Jlp2-­‐TAP	
  poussent	
   sur	
  ce	
  milieu,	
   la	
   souche	
   Jlp2-­‐

TAP/ltn1∆	
   meurt.	
   Ce	
   phénotype	
   de	
   croissance	
   correspond	
   à	
   celui	
   d’une	
   souche	
  

jlp2∆ltn1∆,	
   la	
   fusion	
  Jlp2-­‐TAP	
  n’est	
  donc	
  pas	
   fonctionnelle.	
   J’ai	
  alors	
  construit	
   la	
   fusion	
  

Jlp2-­‐3FLAG.	
  L’étiquette	
  3FLAG	
  étant	
  plus	
  petite	
  que	
  l’étiquette	
  TAP	
  elle	
  pourrait	
  moins	
  

déstabiliser	
  la	
  protéine	
  ou	
  ses	
  interactions.	
  En	
  effet,	
  un	
  test	
  de	
  croissance	
  a	
  été	
  effectué	
  

sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu	
  contenant	
  de	
  l’hygromycine	
  B	
  et	
  nous	
  avons	
  observé	
  que	
  la	
  souche	
  

Jlp2-­‐3FLAG	
   pousse	
   comme	
   les	
   souches	
  WT,	
   jlp2∆,	
   ltn1∆	
   ou	
   Jlp2-­‐3FLAG/WT	
   alors	
   que	
  

jlp2∆ltn1∆	
  meurt	
  (Figure	
  28).	
  La	
  fusion	
  3FLAG	
  semble	
  donc	
  fonctionnelle.	
  	
  

	
  

	
  

	
  A

	
  

	
  

	
  
Figure	
  28.	
  Test	
  de	
  fonctionnalité	
  des	
  étiquettes	
  TAP	
  et	
  3FLAG	
  fusionnées	
  à	
  Jlp2.	
  

(A)	
  Dépôts	
  en	
  stries	
  de	
  cultures	
  de	
  souches	
  WT,	
  Jlp2-­‐TAP,	
  ltn1∆	
  et	
  Jlp2-­‐TAP/ltn1∆	
  sur	
  un	
  
milieu	
   YPGlu+Hygromycine	
   B.	
   (B)	
   Dépôts	
   en	
   stries	
   de	
   cultures	
   de	
   souches	
  WT,	
   jlp2∆,	
  
ltn1∆,	
  Jlp2-­‐3FLAG,	
  Jlp2-­‐3FLAG/ltn1∆	
  et	
  jlp2∆ltn1∆	
  sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu+Hygromycine	
  B.	
  
	
  Les	
  boites	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  
	
  

Pour	
   tester	
   l’interaction	
   entre	
   Jlp2	
   et	
   les	
   ribosomes,	
   j’ai	
   cultivé	
   une	
   souche	
  

exprimant	
  Jlp2-­‐3FLAG	
  dans	
  des	
  conditions	
  normales,	
  dans	
  un	
  mutant	
  de	
  délétion	
  ltn1∆	
  

ou	
  encore	
  en	
  présence	
  d’hygromycine	
  B	
  pour	
  affecter	
   la	
   traduction.	
   J’ai	
  ensuite	
  extrait	
  

les	
  protéines	
  totales	
  de	
  ces	
  cultures	
  et	
   fait	
  sédimenter	
   les	
  extraits	
  dans	
  un	
  gradient	
  de	
  

sucrose	
  permettant	
  de	
  séparer	
  les	
  composants	
  cellulaires	
  en	
  fonction	
  de	
  leur	
  coefficient	
  

de	
   sédimentation	
   et	
   donc	
  de	
   séparer	
   les	
  particules	
  40S	
   et	
   60S,	
   le	
   ribosome	
  80S	
   et	
   les	
  

polysomes.	
  Nous	
  avons	
  pu	
  observer	
  que	
  Jlp2	
  co-­‐sédimente	
  avec	
  aucun	
  des	
  éléments	
  du	
  

ribosome,	
   elle	
   se	
   trouve	
   dans	
   les	
   fractions	
   légères	
   du	
   gradient	
   de	
   polysomes	
   non	
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associée	
   aux	
   ribosomes,	
   quelque	
   soit	
   la	
   condition	
   étudiée	
   (Figure	
   29).	
   Jlp2	
   ne	
   serait	
  

donc	
  pas	
  associé	
  au	
  complexe	
  RQC	
  lorsque	
  celui-­‐ci	
  est	
  associé	
  à	
  la	
  particule	
  60S.	
  	
  

	
  
Figure	
  29.	
  Jlp2	
  n’est	
  pas	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  

Les	
   extraits	
   totaux	
   ont	
   été	
   préparés	
   à	
   partir	
   de	
   différentes	
   cultures	
   d’une	
   souche	
  
exprimant	
  Jlp2	
  avec	
  une	
  étiquette	
  3FLAG.	
  Ils	
  ont	
  ensuite	
  été	
  séparés	
  dans	
  un	
  gradient	
  
de	
  sucrose	
  (10-­‐50%).	
  Les	
  fractions	
  du	
  gradient	
  obtenues	
  sont	
  déposées	
  dans	
  un	
  gel	
  de	
  
polyacrylamide	
  10%	
  puis	
   transféré	
   sur	
  une	
  membrane	
  de	
  nitrocellulose	
  par	
  Western	
  
Blot.	
  Jlp2	
  a	
  ensuite	
  été	
  révélé	
  avec	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐FLAG	
  et	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐Nog1	
  a	
  
été	
  utilisé	
  pour	
  révéler	
  les	
  pics	
  contenant	
  la	
  particule	
  60S.	
  
	
  

I.	
  7.	
  Recherche	
  de	
  partenaires	
  protéiques	
  de	
  Jlp2	
  
	
  

Pour	
  comprendre	
  le	
  rôle	
  que	
  pourrait	
  avoir	
  Jlp2,	
   il	
  est	
   important	
  de	
  savoir	
  si	
  ce	
  

dernier	
  agit	
   au	
   sein	
  d’un	
  complexe	
  et	
   avec	
  quels	
   facteurs	
   il	
   interagit.	
  Pour	
   répondre	
  à	
  

cette	
   question,	
   des	
   analyses	
   biochimiques	
   ont	
   été	
   effectuées	
   dans	
   trois	
   souches	
  

différentes	
  :	
  WT,	
   Jlp2-­‐3FLAG	
   (dans	
   des	
   conditions	
   sauvages)	
   et	
   Jlp2-­‐3FLAG/ltn1∆.	
   J’ai	
  

purifié	
   Jlp2	
  via	
   son	
  étiquette	
  3FLAG	
  avec	
  des	
   anticorps	
   anti-­‐FLAG	
  couplés	
   à	
  des	
  billes	
  

magnétiques.	
  Les	
  protéines	
  purifiées	
  ont	
  été	
  identifiées	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse.	
  Une	
  

analyse	
   semi-­‐quantitative	
   des	
   complexes	
   Jlp2-­‐3FLAG	
   ou	
   Jlp2-­‐3FLAG/ltn1∆	
   a	
   été	
  

effectuée	
  en	
  comparaison	
  avec	
  une	
  souche	
  sauvage	
  qui	
  a	
  subi	
  le	
  même	
  traitement	
  et	
  qui	
  

révèle	
  le	
  bruit	
  de	
  fond	
  de	
  l’expérience.	
  On	
  peut	
  observer	
  que	
  les	
  protéines	
  co-­‐purifiées	
  

sont	
  en	
  quantité	
  faible	
  en	
  comparaison	
  avec	
  l’appât	
  Jlp2	
  (axe	
  des	
  ordonnées)	
  indiquant	
  

que	
   la	
   co-­‐purification	
   est	
   de	
   faible	
   efficacité.	
   Cependant,	
   on	
   peut	
   observer	
   un	
   léger	
  

enrichissement	
   des	
   protéines	
   du	
   complexe	
   régulateur	
   19S	
   du	
   protéasome	
   et	
   les	
   huit	
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protéines	
   composant	
   le	
   complexe	
   CCT.	
   De	
   plus,	
   de	
   façon	
   intéressante,	
   lorsque	
   la	
  

purification	
   de	
   Jlp2-­‐3FLAG	
   est	
   effectuée	
   dans	
   des	
   conditions	
   où	
   LTN1	
   est	
   délété,	
   ces	
  

protéines	
  ne	
  sont	
  plus	
  enrichies	
  (Figure	
  30B	
  et	
  30C),	
  suggérant	
  une	
  interaction	
  avec	
  le	
  

protéasome	
  dépendante	
  de	
  Ltn1.	
  En	
  revanche,	
   le	
  complexe	
  RQC	
  n’a	
  pas	
  été	
   trouvé.	
  Le	
  

lien	
   entre	
   Jlp2	
   et	
   le	
   complexe	
   CCT	
   reste	
   à	
   confirmer	
   (voir	
   Partie	
   «	
  Discussion	
   et	
  

Perspectives	
  »).	
  

	
  

	
  
	
  	
  	
  	
  	
  A	
  

	
  

	
  	
  	
  	
  	
  B	
  

	
  
Figure	
  30.	
  Purification	
  de	
  Jlp2-­‐3FLAG	
  
(A)	
   Les	
   souches	
   WT,	
   Jlp2-­‐3FLAG,	
   Jlp2-­‐
3FLAG/ltn1∆	
   ont	
   été	
   purifiées	
   avec	
   des	
  
billes	
   magnétiques	
   couplées	
   avec	
   des	
  
anticorps	
  anti-­‐FLAG.	
  Les	
  extraits	
  purifiés	
  
ont	
  été	
  déposés	
  sur	
  gel	
  avec	
  gradient	
  de	
  
polyacrylamide	
   4-­‐12%	
   puis	
   révélés	
   par	
  
coloration	
   au	
   nitrate	
   d’argent.	
   (B	
   et	
   C)	
  
Les	
  extraits	
  purifiés	
  ont	
  été	
  analysés	
  par	
  
spectrométrie	
   de	
   masse,	
   chaque	
   point	
  
correspond	
   à	
   une	
   protéine	
   dont	
  
l’intensité	
  dans	
  les	
  différentes	
  conditions	
  
est	
   représentée	
   selon	
   sa	
   valeur	
   en	
  
abscisses	
  (Jlp2-­‐3FLAG)	
  ou	
  en	
  ordonnées	
  
(WT	
  ou	
  Jlp2-­‐3FLAG/ltn1∆).	
  

	
  	
  	
  	
  	
  C	
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I.	
  8.	
  Conclusions	
  
	
  

	
   Nous	
   avons	
   pu	
  montrer	
   dans	
   cette	
   première	
   partie	
   que	
   Jlp2	
   possède	
   des	
   liens	
  

fonctionnels	
  très	
  forts	
  avec	
  les	
  complexes	
  RQC	
  et	
  SKI.	
  Malgré	
  ces	
  liens	
  fonctionnels,	
  nous	
  

n’avons	
  pas	
  pu	
  mettre	
  en	
  évidence	
  de	
  rôle	
  de	
  Jlp2	
  dans	
  les	
  voies	
  de	
  surveillance	
  NSD.	
  	
  

Les	
   résultats	
  préliminaires	
  de	
  purifications	
  biochimiques	
  montrent	
  une	
  association	
  de	
  

Jlp2	
  avec	
  les	
  protéines	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  19S	
  du	
  protéasome.	
  Cependant,	
   le	
  degré	
  de	
  co-­‐

purification	
   est	
   faible	
   et	
   malheureusement	
   les	
   analyses	
   biochimiques	
   ne	
   peuvent	
   pas	
  

être	
  reproduites	
  facilement	
  en	
  raison	
  d’une	
  potentielle	
  instabilité	
  de	
  la	
  version	
  étiquetée	
  

de	
  Jlp2,	
  dans	
  les	
  différentes	
  conditions	
  que	
  nous	
  avons	
  testées,	
  rendant	
  donc	
  la	
  suite	
  de	
  

cette	
  étude	
  difficile.	
  	
  

Le	
  lien	
  biochimique	
  que	
  nous	
  avons	
  observé	
  avec	
  les	
  protéines	
  composant	
  le	
  complexe	
  

CCT	
   (Figure	
   30)	
   ainsi	
   que	
   le	
   lien	
   fonctionnel	
   entre	
   Jlp2	
   et	
   avec	
   les	
   protéines	
   Bim1	
  

(protéine	
   associée	
   aux	
   microtubules)	
   et	
   Yke2	
   (sous-­‐unité	
   du	
   complexe	
   Prefoldin	
  

GimC)(Figure	
   18)	
   restent	
   encore	
   à	
   explorer	
   (voir	
   Partie	
   «	
  Discussion	
   et	
  

Perspectives	
  »).	
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II	
  –	
  TAC4,	
  un	
  nouveau	
  candidat	
  dans	
  la	
  réinitiation	
  de	
  la	
  traduction	
  dans	
  le	
  3’-­‐UTR	
  
des	
  ARN	
  messagers	
  ?	
  	
  

II.	
  1.	
  Données	
  initiales.	
  

II.	
  1.	
  a.	
  Tac4	
  interagit	
  physiquement	
  avec	
  Rqc1	
  
	
  

Toujours	
  dans	
  l’optique	
  d’identifier	
  de	
  nouveaux	
  facteurs	
  liés	
  au	
  complexe	
  RQC	
  et	
  

donc	
  à	
  la	
  voie	
  de	
  surveillance	
  NSD/NGD,	
  un	
  crible	
  double-­‐hybride	
  utilisant	
  Rqc1	
  comme	
  

appât	
   a	
   permis	
   de	
  mettre	
   en	
   évidence	
   le	
   deuxième	
   facteur	
   que	
   j’ai	
   étudié	
   durant	
  ma	
  

thèse.	
  Cette	
  méthode	
  permet	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  une	
  interaction	
  physique	
  entre	
  une	
  

protéine	
  appât,	
  ici	
  Rqc1,	
  et	
  une	
  ou	
  plusieurs	
  protéines	
  proies.	
  	
  

Ainsi,	
  nous	
  avons	
  pu	
  montrer	
  que	
  Rqc1	
  interagissait,	
  selon	
  le	
  test	
  utilisé	
  pour	
  le	
  

crible	
  double-­‐hybride,	
  avec	
  un	
  facteur	
  non	
  caractérisé	
  pour	
  le	
  moment	
  que	
  nous	
  avons	
  

appelé	
  Tac4	
  pour	
  «	
  Translation-­‐associated	
  component	
  4	
  »	
  (Figure	
  31).	
  	
  

	
  

Une	
  recherche	
  d’homologie	
  de	
  séquences	
  a	
  permis	
  de	
  déterminer	
  que	
  la	
  protéine	
  

DHX29	
  chez	
  les	
  mammifères	
  serait	
   l’homologue	
  putatif	
  de	
  Tac4.	
  De	
  façon	
  intéressante,	
  

DHX29	
  et	
   la	
  Listerin	
   (homologue	
  de	
  Ltn1	
  chez	
   les	
  mammifères)	
  ont	
  été	
   co-­‐purifiés,	
   in	
  

vitro,	
   lors	
   de	
   tests	
   de	
   reconstitution	
   du	
   complexe	
   minimal	
   nécessaire	
   pour	
   la	
  

polyubiquitination	
   des	
   peptides	
   aberrants	
   (Shao	
   and	
   Hegde,	
   2014).	
   Ces	
   éléments	
  

suggéraient	
  donc	
  que	
  Tac4	
  pouvait	
  avoir	
  un	
  rôle	
  avec	
  Rqc1	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  surveillance	
  

NSD/NGD.	
  	
  

	
  

	
  
Figure	
  31.	
  Rqc1	
  interagit	
  en	
  double-­‐hybride	
  avec	
  un	
  domaine	
  de	
  Tac4	
  
Le	
   crible	
   2H	
   réalisé	
   selon	
   (Fromont-­‐Racine	
   et	
   al.,	
   1997)	
   avec	
   Rqc1	
   comme	
   appât	
   a	
  
sélectionné	
  17	
   clones	
   contenant	
  5	
   fusions	
  différentes	
  de	
  Tac4	
  délimitant	
  un	
  domaine	
  
d’interaction	
  commun.	
  Les	
  chiffres	
  représentent	
  la	
  position	
  des	
  AA.	
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DHX29	
   est	
   une	
   protéine	
   hélicase	
   impliquée,	
   selon	
   des	
   analyses	
   in	
   vitro,	
   dans	
  

l’initiation	
   de	
   la	
   traduction	
   pour	
   des	
   ARN	
  messagers	
   possédant	
   une	
   séquence	
   5’-­‐UTR	
  

ayant	
  une	
   structure	
   secondaire	
   complexe	
   (Pisareva	
  et	
   al.,	
   2008).	
  Elle	
   contient	
  dans	
   sa	
  

région	
  N-­‐terminale	
  un	
  domaine	
  hélicase	
  central	
  et	
  contient	
  dans	
  sa	
  région	
  C-­‐terminale	
  

un	
  domaine	
  HA	
  associé	
  au	
  domaine	
  hélicase	
  et	
  un	
  domaine	
  OB.	
  Des	
  données	
  de	
   cryo-­‐

microscopie	
   électronique	
   ont	
  montré	
   que	
   les	
   domaines	
   hélicase	
   central	
   et	
   C-­‐terminal	
  

interagissent	
  près	
  de	
  l’hélice	
  h16	
  du	
  ribosome	
  alors	
  que	
  les	
  parties	
  distales	
  sont	
  proches	
  

du	
   tunnel	
   d’entrée	
   des	
   ARN	
   messagers	
   (Hashem	
   et	
   al.,	
   2013)(Figure	
   32).	
   Il	
   existe	
  

également	
   des	
   points	
   de	
   contact	
   entre	
  DHX29	
   et	
   les	
   sous-­‐unités	
   eIF3a,	
   eIF3b	
   et	
   eIF3i	
  

(des	
  Georges	
  et	
  al.,	
  2015;	
  Pisareva	
  and	
  Pisarev,	
  2016).	
  Pour	
  le	
  moment,	
  le	
  rôle	
  de	
  DHX29	
  

durant	
  l’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  n’est	
  pas	
  encore	
  bien	
  connu,	
  néanmoins,	
  il	
  semblerait	
  

qu’elle	
  permette	
  le	
  remodelage	
  du	
  complexe	
  ribosomal	
  pendant	
  l’étape	
  de	
  «	
  scanning	
  »	
  

du	
   codon	
   d’initiation	
   AUG	
   et	
   permettrait	
   également	
   de	
   débobiner	
   les	
   structures	
  

secondaires	
   des	
   ARN	
  messagers	
   très	
   structurés.	
   DHX29,	
   seule,	
   n’est	
   pas	
   une	
   hélicase	
  

processive.	
  

	
  

	
  
Figure	
  32.	
  DHX29	
  se	
  lie	
  au	
  niveau	
  de	
  l’hélice	
  h16	
  de	
  l’ARN	
  ribosomique	
  18S.	
  

Données	
  obtenues	
  par	
  cryo-­‐microscopie	
  électronique	
  montrant	
  DHX29	
  (en	
  vert)	
  qui	
  se	
  
lie	
  au	
  niveau	
  de	
  l’hélice	
  h16	
  (en	
  rose)(Hashem	
  et	
  al.,	
  2013).	
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II.	
  1.	
  b.	
  Structure	
  de	
  Tac4.	
  
	
  

	
   Tac4	
   est	
   une	
   protéine	
   de	
   1	
   435	
   acides	
   aminés	
   qui	
   possède	
   dans	
   sa	
   région	
   N-­‐

terminale	
  un	
  domaine	
  UBA,	
  capable	
  de	
  se	
  lier	
  aux	
  chaines	
  de	
  polyubiquitines	
  et	
  impliqué	
  

dans	
   la	
  voie	
  de	
  dégradation	
  ubiquitine/protéasome	
  ainsi	
  qu’un	
  domaine	
  RWD-­‐like	
  qui	
  

ressemble	
   à	
   la	
   structure	
   contenue	
   dans	
   les	
   E2	
   ubiquitine-­‐ligase.	
   A	
   partir	
   de	
   la	
   région	
  

centrale,	
  Tac4	
  possède	
  un	
  domaine	
  hélicase	
  qui	
  contient	
  également	
   le	
  site	
  de	
   liaison	
  à	
  

Rqc1.	
  Un	
  alignement	
  protéique	
  de	
  Tac4	
  avec	
  d’autres	
  ARN	
  hélicases	
  de	
  la	
  famille	
  DEAH	
  

montre	
  que	
   la	
   séquence	
  de	
   ce	
  domaine	
  de	
  Tac4	
  est	
   très	
   conservée	
  :	
   les	
   acides	
  aminés	
  

mais	
  également	
   les	
  distances	
  entre	
   les	
  différents	
  domaines	
  sont	
  également	
  conservées	
  

(Figure	
  33).	
  Tac4	
  serait	
  donc	
  une	
  ARN	
  hélicase	
  putative	
  appartenant	
  à	
  la	
  famille	
  DEAH,	
  

famille	
   d’hélicases	
   responsable	
   de	
   l’ouverture	
   les	
   appariements	
   des	
   acides	
   nucléiques	
  

(hélice	
  double	
  brin	
  de	
  l’ADN,	
  structures	
  secondaires	
  et	
  tertiaires	
  des	
  ARN)	
  et	
  impliquée	
  

dans	
   des	
   voies	
   telles	
   que	
   la	
   transcription,	
   l’épissage	
   des	
   pré-­‐ARN	
   messagers,	
   la	
  

biogenèse	
   des	
   ribosomes,	
   le	
   transport	
   nucléocytoplasmique,	
   la	
   traduction,	
   la	
  

dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  (revue	
  Cordin	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

	
  

	
  
Figure	
  33.	
  Séquence	
  et	
  alignement	
  de	
  Tac4.	
  

(A)	
  Schéma	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  Tac4.	
  (B)	
  Alignement	
  de	
  séquence	
  de	
  Tac4	
  avec	
  d’autres	
  
ARN	
  hélicase	
  de	
  la	
  famille	
  DEAH	
  (par	
  Kyle	
  Tanner).	
  
	
  

II.	
  1.	
  c.	
  Tac4	
  est	
  associé	
  aux	
  ribosomes.	
  
	
  

Les	
  liens	
  double-­‐hybride	
  montrent	
  un	
  lien	
  physique	
  entre	
  Tac4	
  et	
  Rqc1,	
  lui-­‐même	
  

lié	
   à	
   la	
   grande	
   sous-­‐unité	
   60S	
   ribosomale.	
   En	
   revanche,	
   l’homologue	
   putatif	
   de	
   Tac4,	
  

DHX29,	
  est	
  associé	
  à	
   la	
  petite	
   sous-­‐unité	
   ribosomale	
  40S.	
  Ces	
  deux	
  observations	
  étant	
  

contradictoires,	
   un	
   gradient	
   de	
   polysomes	
   a	
   été	
   effectué	
   afin	
   de	
   déterminer	
   comment	
  

sédimente	
  Tac4.	
  Les	
  protéines	
  totales	
  d’une	
  souche	
  exprimant	
  Tac4	
  avec	
  une	
  étiquette	
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TAP	
   ont	
   été	
   extraites	
   puis	
   séparées	
   dans	
   un	
   gradient	
   de	
   sucrose.	
   Ainsi,	
   les	
   fractions	
  

analysées	
   sur	
  Western	
  Blot	
   nous	
  montrent	
   que	
  Tac4	
   co-­‐sédimente	
   préférentiellement	
  

avec	
   le	
   pic	
   de	
   ribosomes	
   80S	
  mais	
   également	
   avec	
   la	
   particule	
   40S	
   et	
   les	
   polysomes	
  

(Figure	
  34).	
  	
  

	
  
Figure	
  34.	
  Tac4	
  est	
  associé	
  à	
  la	
  particule	
  40S	
  ribosomale	
  et	
  aux	
  ribosomes.	
  

Les	
  extraits	
  totaux	
  ont	
  été	
  préparés	
  à	
  partir	
  de	
  la	
  culture	
  d’une	
  souche	
  exprimant	
  Tac4	
  
avec	
   une	
   étiquette	
  TAP.	
   Ils	
   ont	
   ensuite	
   été	
   séparés	
   dans	
   un	
   gradient	
   de	
   sucrose	
   (10-­‐
50%).	
  Les	
  fractions	
  du	
  gradient	
  obtenues	
  sont	
  déposées	
  dans	
  un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  
10%	
   puis	
   transféré	
   sur	
   une	
   membrane	
   de	
   nitrocellulose	
   par	
   Western	
   Blot.	
   Tac4	
   a	
  
ensuite	
  été	
  révélé	
  avec	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐TAP	
  puis	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐Rpl3	
  a	
  été	
  utilisé	
  
pour	
  révéler	
  les	
  pics	
  contenant	
  la	
  particule	
  60S	
  ribosomale.	
  
	
  

Des	
   purifications	
   biochimiques	
   ont	
   été	
   effectuées	
   avec	
   une	
   souche	
   exprimant	
  

Tac4-­‐TAP	
  afin	
  de	
  déterminer	
  avec	
  quels	
  autres	
  facteurs	
  Tac4	
  interagissait.	
  Sachant	
  que	
  

Tac4	
  interagit	
  avec	
  le	
  ribosome,	
  des	
  purifications	
  avec	
  Rpl16a-­‐TAP	
  ont	
  été	
  réalisées	
  en	
  

parallèle	
   pour	
   comparaison.	
   Après	
   la	
   purification	
   grâce	
   à	
   des	
   billes	
   magnétiques	
  

couplées	
   à	
   des	
   immunoglobulines	
   G	
   (IgG),	
   les	
   extraits	
   purifiés	
   sont	
   analysés	
   par	
  

spectrométrie	
   de	
   masse.	
   Lorsque	
   l’on	
   compare	
   la	
   purification	
   de	
   Tac4-­‐TAP	
   avec	
   la	
  

souche	
  WT,	
  on	
  peut	
  observer	
  un	
  enrichissement	
  légèrement	
  plus	
  important	
  des	
  facteurs	
  

de	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S	
   (points	
   verts)	
   par	
   rapport	
   à	
   la	
   sous-­‐unité	
   60S	
   (points	
   bleus).	
  

D’autres	
   facteurs	
   (points	
   rouges)	
   sont	
   également	
   significativement	
   enrichis,	
   la	
  plupart	
  

d’entre	
  eux	
  étant	
  des	
  facteurs	
  liés	
  aux	
  ribosomes	
  et	
  à	
  la	
  traduction	
  comme	
  Sup35,	
  Rbg1,	
  

Rli1,	
  Zuo1,	
  Sro9	
  ou	
  encore	
  Pab1	
  (Figure	
  35A).	
  Pour	
  vérifier	
  l’enrichissement	
  de	
  la	
  sous-­‐

unité	
  40S	
  par	
   rapport	
   à	
   la	
   60S,	
   nous	
   avons	
   comparé	
   la	
  purification	
  de	
  Tac4-­‐TAP	
  avec	
  

celle	
  de	
  Rpl16a-­‐TAP.	
  Le	
   léger	
  enrichissement	
  des	
  facteurs	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  40S	
  dans	
  la	
  

purification	
  de	
  Tac4-­‐TAP	
  est	
  toujours	
  visible.	
  Cette	
  représentation	
  permet	
  également	
  de	
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mettre	
   en	
   évidence	
   les	
   facteurs	
   protéiques	
   qui	
   sont	
   associés	
   à	
   Tac4	
   et	
   probablement	
  

avec	
  la	
  petite	
  sous-­‐unité	
  40S	
  (Figure	
  35B).	
  Tac4	
  serait	
  donc	
  associé	
  à	
  la	
  particule	
  40S,	
  

aux	
  ribosomes	
  et	
  à	
  des	
  protéines	
  en	
  lien	
  avec	
  la	
  traduction.	
  Il	
  est	
  à	
  noter	
  que	
  Rqc1	
  n’a	
  

pas	
  été	
  retrouvé	
  dans	
  les	
  purifications	
  biochimiques.	
  

A	
  

	
  

B	
  

	
  
Figure	
  35.	
  Purification	
  de	
  Tac4-­‐TAP	
  

Trois	
  purifications	
  indépendantes	
  pour	
  les	
  souches	
  WT,	
  Tac4-­‐TAP	
  et	
  Rpl16-­‐TAP	
  ont	
  été	
  
effectuées	
   et	
   analysées	
   par	
   spectrométrie	
   de	
   masse.	
   Elles	
   ont	
   permis	
   d’obtenir	
   cette	
  
représentation	
   en	
   volcano-­‐plot.	
   Chaque	
   point	
   correspond	
   à	
   une	
   protéine	
   identifiée	
   et	
  
quantifiée	
  (A)	
  la	
  purification	
  de	
  Tac4-­‐TAP	
  a	
  été	
  comparé	
  avec	
  une	
  souche	
  sauvage	
  (B)	
  la	
  
purification	
  de	
  Tac4-­‐TAP	
  a	
  été	
  comparé	
  avec	
  la	
  purification	
  de	
  Rpl16a-­‐TAP	
  

	
  

Lorsque	
   j’ai	
   rejoint	
   ce	
   sujet,	
   nous	
   savions	
   donc	
   que	
  Tac4	
   était	
   lié	
   au	
   ribosome,	
  

avec	
  une	
  préférence	
  pour	
   la	
  40S	
  et	
  non	
  pour	
   la	
  60S.	
  Nous	
  étions	
  donc	
  confrontés	
  à	
  un	
  

paradoxe,	
   ou	
   bien	
   Tac4	
   était	
   l’homologue	
   fonctionnel	
   de	
   DHX29	
   et	
   engagé	
   dans	
  

l’initiation	
  de	
  la	
  traduction,	
  ou	
  bien	
  Tac4,	
  par	
  son	
  lien	
  avec	
  Rqc1,	
  était	
  impliqué	
  dans	
  les	
  

voies	
   de	
   dégradation	
   NSD/NGD.	
   Tac4	
   possédant	
   un	
   domaine	
   de	
   liaison	
   à	
   l’ARN	
   j’ai	
  

entrepris,	
   d’une	
   part	
   une	
   expérience	
   de	
   CRAC	
   afin	
   de	
   déterminer	
   les	
   ARN	
   associés	
   à	
  

Tac4,	
   et	
   d’autre	
   part,	
   essayé	
   d’obtenir	
   des	
   mutants	
   de	
   Tac4	
   ayant	
   un	
   phénotype	
   de	
  

croissance.	
  

II.	
  2.	
  Données	
  obtenues	
  lors	
  de	
  ma	
  thèse	
  

II.	
  2.	
  a.	
  Recherche	
  de	
  phénotype	
  de	
  croissance.	
  
	
   	
  	
  

J’ai	
  tout	
  d’abord	
  testé	
  la	
  croissance	
  de	
  mutants	
  de	
  délétion	
  de	
  TAC4	
  sur	
  un	
  milieu	
  

riche	
  YPGlu	
  et	
  sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu	
  contenant	
  de	
  l’hygromycine	
  B.	
  Dans	
  ces	
  conditions,	
  la	
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croissance	
  des	
  souches	
  n’est	
  pas	
  affectée	
  (résultats	
  non	
  présentés).	
  Différents	
  mutants	
  

de	
   délétion	
   de	
  TAC4	
   combinés	
   avec	
   la	
   délétion	
   de	
   gènes	
   du	
  RQC	
   ou	
   du	
   complexe	
   SKI	
  

n’ont	
  également	
  montré	
  aucun	
  phénotype	
  de	
  croissance	
  (résultats	
  non	
  présentés).	
  

J’ai	
   alors	
   testé	
   l’effet	
   de	
   la	
   surexpression	
   de	
   TAC4.	
   Pour	
   cela	
   j’ai	
   construit	
   un	
  

plasmide	
  dans	
  lequel	
  TAC4	
  est	
  sous	
  contrôle	
  d’un	
  promoteur	
  tet07	
  (plasmide	
  pCM190).	
  

Le	
  gène	
  TAC4	
  est	
  donc	
  surexprimé	
  en	
  milieu	
  YPGlu.	
  En	
  revanche,	
  il	
  est	
  éteint	
  en	
  

présence	
   de	
   Doxycycline.	
   Sur	
   ces	
   deux	
   milieux,	
   la	
   croissance	
   des	
   cellules	
   n’est	
   pas	
  

affectée	
  (Figure	
  36),	
  la	
  surexpression	
  de	
  TAC4	
  n’a	
  donc	
  pas	
  d’influence	
  sur	
  la	
  croissance	
  

cellulaire.	
  J’ai	
  alors	
  entrepris	
  la	
  construction	
  d’une	
  version	
  mutée	
  de	
  TAC4	
  (tac4-­‐mut)	
  où	
  

la	
  séquence	
  DEVH	
  dans	
  le	
  domaine	
  hélicase	
  (en	
  rouge	
  sur	
  la	
  Figure	
  33)	
  est	
  remplacée	
  

par	
  DQVH.	
  Un	
   effet	
   dominant	
  négatif	
   a	
   déjà	
   été	
   décrit	
   pour	
  d’autres	
   hélicases	
   avec	
   ce	
  

type	
  de	
  mutation	
  ponctuelle.	
  Dans	
  ce	
  cas,	
  sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu+DOX,	
  où	
  l’expression	
  de	
  la	
  

protéine	
   mutante	
   est	
   inhibée,	
   la	
   croissance	
   n’est	
   pas	
   affectée.	
   En	
   revanche,	
   on	
   peut	
  

observer,	
   sur	
   un	
   milieu	
   YPGlu-­‐DOX,	
   une	
   inhibition	
   de	
   la	
   croissance	
   due	
   à	
   la	
  

surexpression	
  de	
  tac4-­‐mut	
  (Figure	
  36).	
  La	
  surexpression	
  de	
  tac4-­‐mut,	
  qui	
  a	
  un	
  effet	
  sur	
  

la	
  croissance	
  des	
  cellules,	
  est	
  donc	
  dominante	
  négative.	
  

	
  
Figure	
  36.	
  Test	
  de	
  croissance	
  de	
  la	
  surexpression	
  de	
  tac4∆	
  

Des	
  dilutions	
  en	
  série	
  de	
  cultures	
  de	
  souches	
  WT	
  contenant	
  le	
  plasmide	
  pCM190	
  vide,	
  le	
  
plasmide	
   pCM190-­‐Tac4	
   surexprimant	
   Tac4	
   et	
   le	
   plasmide	
   pCM190-­‐tac4mut	
  
surexprimant	
   une	
   version	
  mutée	
  de	
  Tac4	
  ont	
   été	
   déposées	
   sur	
  milieu	
  YPGlu	
   -­‐DOX	
   et	
  
YPGlu	
  +DOX.	
  Les	
  boites	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  
	
  

II.	
  2.	
  b.	
  Liaison	
  de	
  Tac4	
  avec	
  la	
  particule	
  40S	
  et	
  les	
  ARN	
  messagers.	
  
	
  

Sachant	
  que	
  Tac4	
  est	
  une	
  protéine	
  hélicase	
  putative,	
  qu’elle	
  est	
  potentiellement	
  

homologue	
   avec	
   la	
   protéine	
   hélicase	
   DHX29	
   chez	
   les	
   mammifères,	
   il	
   serait	
   donc	
   très	
  

probable	
  que	
  Tac4	
  soit	
  également	
  liée	
  à	
  des	
  séquences	
  ARN.	
  Pour	
  tester	
  cette	
  hypothèse,	
  

avec	
   l’aide	
   de	
   Gwenaël	
   Badis-­‐Bréard,	
   des	
   expériences	
   préliminaires	
   de	
   CRAC	
   (une	
  

variante	
  de	
  la	
  technique	
  de	
  CLIP	
  adaptée	
  aux	
  protéines	
  étiquetées	
  chez	
  la	
  levure)	
  ont	
  été	
  

effectuées	
  avec	
  une	
  version	
  de	
  Tac4	
  fusionnée	
  avec	
  une	
  étiquette	
  CRAC,	
  qui	
  est	
  dérivée	
  

pCM190 vide

pCM190-Tac4

pCM190-tac4-mut

-DOX +DOX

B
Y

4
7

4
2
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du	
  TAP.	
   Cette	
  méthode	
  permet	
   l’identification	
   de	
   séquences	
  ARN	
   liées	
   à	
   une	
   protéine	
  

d’intérêt	
   grâce	
   à	
   des	
   liaisons	
   covalentes	
   formées,	
   entre	
   la	
   protéine	
   et	
   les	
   ARN	
   qu’elle	
  

contacte,	
   lors	
  d’une	
  exposition	
  des	
  cellules	
  aux	
  UV.	
  Les	
  ARN	
  associés	
  à	
  Tac4-­‐CRAC	
  ont	
  

été	
   extraits,	
   amplifiés	
   par	
   PCR	
   et	
   séquencés.	
   Des	
   analyses	
   bioinformatiques	
   ont	
   pu	
  

mettre	
   en	
   évidence	
   des	
   enrichissements	
   spécifiques	
   d’ARN	
   liés	
   à	
   Tac4-­‐CRAC.	
  

Notamment,	
   un	
   enrichissement	
   très	
   important	
   de	
   fragments	
   d’ARN	
   recouvrant	
   une	
  

partie	
  de	
  l’ARN	
  ribosomique	
  18S	
  a	
  pu	
  être	
  observé	
  (Figure	
  37A).	
  Plus	
  précisément,	
  ces	
  

fragments	
   correspondent	
   à	
   l’hélice	
   h16	
   de	
   l’ARN	
   ribosomique	
   18S	
   (en	
   orange	
   sur	
   la	
  

Figure	
  37B).	
  D’après	
  des	
  données	
  de	
  structure,	
  cette	
  hélice	
  se	
  situe	
  au	
  niveau	
  du	
  tunnel	
  

d’entrée	
  des	
  ARN	
  messagers	
  du	
  ribosome	
  (Figure	
  37B).	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  A	
  

	
  

B	
  

	
  
Figure	
  37.	
  Tac4	
  se	
  lie	
  au	
  niveau	
  de	
  l’hélice	
  h16	
  de	
  l’ARN	
  ribosomique	
  18S	
  

Données	
   obtenues	
   par	
   la	
   méthode	
   de	
   CRAC.	
   Les	
   cellules	
   sont	
   soumises	
   ou	
   non	
   à	
   un	
  
traitement	
  aux	
  UV,	
  ce	
  traitement	
  permettant	
  de	
  lier	
  covalemment	
  les	
  liaisons	
  existantes	
  
entre	
   une	
   protéine	
   et	
   des	
   séquences	
   ARN.	
   Les	
   ARN	
   associés	
   à	
   la	
   protéine	
   Tac4-­‐CRAC	
  
sont	
  extraits,	
   amplifiés,	
   séquencés	
  et	
   analysés.	
  A)	
   Capture	
  d’écran	
  de	
   l’application	
   IGV	
  
permettant	
  de	
  visualiser	
  les	
  fragments	
  d’ARN	
  enrichis	
  lors	
  de	
  cette	
  expérience	
  (en	
  gris).	
  
B)	
   Vue	
   de	
   l’hélice	
   h16	
   sur	
   la	
   structure	
   tridimentionelle	
   de	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S	
   du	
  
ribosome.	
  L’image	
  a	
  été	
  obtenue	
  le	
  logiciel	
  Chimera	
  (Pettersen	
  et	
  al.,	
  2004)	
  en	
  utilisant	
  
les	
  données	
  de	
  structure	
  de	
  (Ben-­‐Shem	
  et	
  al.,	
  2011).	
  L’hélice	
  h16	
  est	
  indiquée	
  en	
  orange	
  
et	
  le	
  point	
  de	
  cross-­‐link	
  est	
  en	
  rouge.	
  

	
  

	
   Ces	
  résultats	
  de	
  liaison	
  entre	
  Tac4	
  et	
  la	
  particule	
  40S	
  ribosomale	
  sont	
  similaires	
  

avec	
   les	
   interactions	
   décrites	
   entre	
   DHX29	
   et	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S	
   (Hashem	
   et	
   al.,	
  

2013)(Figure	
  32).	
  Ces	
  observations	
  sont	
  donc	
  tout	
  à	
  fait	
  en	
  accord	
  avec	
  l’hypothèse	
  que	
  

Tac4	
  serait	
  l’homologue	
  chez	
  la	
  levure	
  de	
  DHX29	
  chez	
  les	
  mammifères.	
  

	
  



Résultats	
  

	
   73	
  

Il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   DHX29	
   est	
   capable	
   in	
   vitro	
   de	
   stimuler	
   l’initiation	
   de	
   la	
  

traduction	
   d’ARN	
   messagers	
   possédant	
   des	
   5-­‐’UTR	
   très	
   structurés.	
   Nous	
   nous	
  

attendions	
  donc	
  à	
  voir,	
  en	
  dehors	
  de	
  l’interaction	
  avec	
  la	
  sous-­‐unité	
  40S	
  ribosomale,	
  des	
  

interactions	
   avec	
   les	
   régions	
   5’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
   messagers	
   Or,	
   dans	
   nos	
   résultats	
  

préliminaires	
  de	
  CRAC,	
  il	
  semblerait	
  que	
  Tac4	
  soit	
  lié	
  au	
  niveau	
  des	
  régions	
  3’-­‐UTR.	
  En	
  

effet,	
  il	
  n’y	
  a	
  pas	
  d’enrichissement	
  de	
  fragments	
  aux	
  alentours	
  du	
  codon	
  d’initiation	
  AUG	
  

de	
   la	
   traduction	
   dans	
   des	
   conditions	
   +UV	
   alors	
   que	
   nous	
   pouvons	
   observer	
   un	
   pic	
  

représentant	
   l’enrichissement	
  de	
   fragments	
  aux	
  alentours	
  du	
  codon	
  de	
  terminaison	
  de	
  

la	
   traduction	
   (Figure	
   38).	
   Ceci	
   suggère	
   donc	
   que	
  Tac4	
   serait	
   plutôt	
   lié	
   au	
   niveau	
  des	
  

régions	
  3’-­‐UTR	
  des	
  ARN	
  messagers	
  contrairement	
  à	
  DHX29.	
  

	
  
Figure	
  38.	
  Tac4	
  se	
  lie	
  au	
  niveau	
  des	
  3’-­‐UTR	
  des	
  ARN	
  messagers	
  

Données	
   obtenues	
   par	
   la	
   méthode	
   de	
   CRAC.	
   L’enrichissement	
   de	
   fragments	
   ARN	
  
amplifiés	
   à	
   partir	
   des	
   séquences	
   associées	
   à	
   Tac4-­‐CRAC	
   a	
   été	
   analysé	
   au	
   niveau	
   du	
  
codon	
  d’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  et	
  au	
  niveau	
  du	
  codon	
  de	
  terminaison	
  pour	
  toutes	
  les	
  
ORF	
  connues	
  chez	
  Saccharomyces	
  cerevisiae.	
  
	
  

II.	
  3.	
  Conclusions	
  
	
  

	
   Les	
   résultats	
   que	
   nous	
   avons	
   pour	
   le	
   moment	
   suggèrent	
   que	
   Tac4	
   serait	
   une	
  

protéine	
   hélicase	
   dont	
   l’homologue	
   chez	
   les	
   mammifères	
   est	
   DHX29.	
   Comme	
   cette	
  

dernière,	
   Tac4	
   se	
   lie	
   au	
   niveau	
   de	
   l’hélice	
   h16	
   de	
   l’ARN	
   ribosomique	
   18S,	
   proche	
   du	
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tunnel	
  d’entrée	
  des	
  ARN	
  messagers.	
   Il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  DHX29	
  peut,	
   in	
  vitro,	
   jouer	
  un	
  

rôle	
   dans	
   l’initiation	
   de	
   la	
   traduction,	
   favorisant	
   l’assemblage	
   du	
   ribosome	
   pendant	
  

l’étape	
   de	
   «	
  scanning	
  »	
   du	
   codon	
   d’initiation	
   et	
   permettant	
   d’ouvrir	
   les	
   structures	
  

secondaires	
  d’ARN	
  messagers	
  dont	
   le	
   5’-­‐UTR	
  est	
   très	
   structuré	
   (Pisareva	
   and	
  Pisarev,	
  

2016).	
  En	
  revanche,	
  nos	
  résultats	
  préliminaires	
  de	
  CRAC	
  semblent	
  montrer	
  que	
  Tac4	
  est	
  

préférentiellement	
   lié	
   au	
   niveau	
   des	
   régions	
   3’-­‐UTR.	
   Récemment,	
   l’équipe	
   de	
   Rachel	
  

Green	
  a	
  montré	
  que	
   les	
  ribosomes	
  80S	
  qui	
  ne	
  sont	
  pas	
  correctement	
  recyclés	
  peuvent	
  

atteindre	
   le	
  3’-­‐UTR	
  des	
  messagers,	
  que	
  cela	
  soit	
  en	
   l’absence	
  de	
  Dom34	
  ou	
  Hbs1	
  mais	
  

également	
   dans	
   des	
   conditions	
   sauvages	
   (Young	
   et	
   al.,	
   2015)(Figure	
   39).	
   Selon	
   ces	
  

études,	
   il	
   existerait	
   deux	
   populations	
   de	
   ribosomes	
   accumulés	
   en	
   3’-­‐UTR	
  :	
   (i)	
   des	
  

ribosomes	
  non-­‐recyclés	
  qui	
  scannent	
  l’ARN	
  messager	
  sans	
  réinitier	
  la	
  traduction	
  et	
  qui	
  

nécessitent	
  l’intervention	
  des	
  facteurs	
  Dom34/Hbs1	
  pour	
  être	
  recyclés	
  comme	
  dans	
  un	
  

cas	
  de	
  NSD	
  ou	
  NGD	
  et	
  (ii)	
  des	
  ribosomes	
  capables	
  de	
  réinitier	
  la	
  traduction	
  à	
  partir	
  de	
  

n’importe	
   quel	
   codon	
   et	
   qui	
   sont	
   ensuite	
   éliminés	
   par	
   les	
   facteurs	
   de	
   terminaison	
  

classiques	
   au	
  prochain	
   codon	
  de	
   terminaison	
   rencontré.	
  Une	
  hypothèse	
  attractive,	
   qui	
  

réconcilierait	
  les	
  différentes	
  observations,	
  serait	
  que	
  Tac4	
  est	
  requis	
  pour	
  la	
  réinitiation	
  

de	
  cette	
  deuxième	
  population	
  de	
  ribosomes	
  non-­‐recyclés	
  normalement	
  au	
  codon	
  STOP.	
  

	
  
Figure	
  39.	
  Schéma	
  de	
  la	
  réinitiation	
  de	
  la	
  traduction	
  en	
  l’absence	
  de	
  Rli1.	
  	
  

(Young	
  et	
  al.,	
  2015)	
  
	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  éléments	
  semble	
  nous	
  diriger	
  vers	
  un	
  modèle	
  où	
  Tac4	
  pourrait	
  

avoir	
  un	
  rôle	
  dans	
  cette	
  réinitiation	
  de	
  la	
  traduction	
  à	
  partir	
  des	
  régions	
  3’-­‐UTR	
  d’ARN	
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messagers.	
   Mais	
   la	
   méthode	
   de	
   CRAC,	
   au	
   niveau	
   expérimental	
   et	
   au	
   niveau	
  

bioinformatique,	
   demandant	
   encore	
   de	
   nombreuses	
   mises	
   au	
   point	
   à	
   effectuer,	
   nous	
  

avons	
  décidé	
  de	
  mettre	
  de	
  côté	
  ce	
  projet	
  pour	
  étudier	
  un	
  autre	
  facteur	
  dont	
  les	
  données	
  

préliminaires	
  étaient	
  plus	
  avancées	
  et	
  nécessitant	
  des	
   travaux	
  que	
  nous	
  maitrisons	
  au	
  

sein	
  du	
  laboratoire.	
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III	
   –	
   Un	
   nouveau	
   sous-­‐complexe	
   SKI	
   impliqué	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   transcrits	
  
dépourvus	
  de	
  ribosome	
  
	
  

Mon	
   laboratoire	
  d’accueil,	
  en	
  collaboration	
  avec	
   les	
  groupes	
  d’Elena	
  Conti	
  et	
  de	
  

Roland	
  Beckmann,	
  a	
  montré	
  récemment	
  que	
  le	
  complexe	
  SKI	
  a	
  une	
  forte	
  affinité	
  avec	
  les	
  

ribosomes	
  dont	
   l’extrémité	
  3’	
  de	
   l’ARN	
  messager	
  dépasse	
   (Schmidt	
  et	
   al.,	
   2016).	
  Cette	
  

association	
  est	
  cohérente	
  avec	
  le	
  rôle	
  du	
  complexe	
  SKI	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  durant	
  la	
  

voie	
  de	
  surveillance	
  NSD	
  puisque	
  cette	
  voie	
  est	
  dépendante	
  de	
  la	
  traduction	
  et	
  dégrade	
  

les	
   ARN	
   avec	
   un	
   ribosome	
   bloqué	
   à	
   l’extrémité	
   3’.	
   Mais	
   cette	
   association	
   n’est	
   pas	
  

cohérente	
   avec	
   le	
   rôle	
   du	
   complexe	
   SKI	
   dans	
   la	
   dégradation	
   générale	
   des	
   ARN	
  

messagers.	
  En	
  effet,	
  avant	
  la	
  dégradation	
  de	
  la	
  région	
  codante	
  contenant	
  les	
  ribosomes,	
  

la	
   région	
  3’-­‐UTR	
  normalement	
  dépourvue	
  de	
   ribosomes	
  doit	
   également	
   être	
  dégradée	
  

par	
  l’exosome	
  assisté	
  du	
  complexe	
  SKI.	
  

Dans	
   la	
   dernière	
   partie	
   de	
   ma	
   thèse,	
   j’ai	
   étudié	
   le	
   mécanisme	
   d’action	
   du	
  

complexe	
  SKI	
  afin	
  d’essayer	
  de	
  lever	
  ce	
  paradoxe.	
  

III.	
  1.	
  Ska1,	
  un	
  nouveau	
  facteur	
  associé	
  à	
  une	
  sous-­‐population	
  du	
  complexe	
  SKI.	
  
	
  

Pour	
  comprendre	
   le	
  rôle	
  du	
  complexe	
  SKI,	
  nous	
  avons	
  effectué	
  une	
  purification	
  

d’affinité	
  en	
  utilisant	
  une	
  souche	
  exprimant	
  une	
  version	
  de	
  Ski3	
  avec	
  une	
  étiquette	
  TAP.	
  

Les	
   facteurs	
  purifiés	
  avec	
  Ski3-­‐TAP	
  ont	
  été,	
  dans	
  un	
  premier	
   temps,	
  analysés	
  par	
  SDS-­‐

PAGE	
  coloré	
  au	
  bleu	
  de	
  Coomassie	
  (Figure	
  1A	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours)	
  puis	
  identifiés	
  

par	
   spectrométrie	
   de	
  masse	
   (Figures	
   1B	
   et	
   1C	
   dans	
   Zhang	
   et	
   al.,	
   en	
   cours).	
   Comme	
  

attendu,	
  les	
  protéines	
  les	
  plus	
  enrichies	
  durant	
  la	
  purification	
  de	
  Ski3-­‐TAP	
  par	
  rapport	
  à	
  

une	
  souche	
  de	
  référence	
  WT	
  ne	
  possédant	
  pas	
  de	
  protéine	
  étiquetée,	
  sont	
  les	
  protéines	
  

du	
   complexe	
   SKI	
   lui-­‐même.	
   On	
   retrouve	
   Ski2	
   et	
   Ski8	
   en	
   plus	
   de	
   Ski3.	
   Un	
   deuxième	
  

groupe	
  de	
  protéines	
   a	
   été	
   enrichi,	
   il	
   est	
   composé	
   essentiellement	
   de	
  protéines	
   faisant	
  

partie	
   de	
   l’exosome.	
   Dans	
   ce	
   groupe,	
   nous	
   avons	
   pu	
   également	
  mettre	
   en	
   évidence	
   la	
  

protéine	
   Ski7	
  mais	
   aussi	
   un	
   nouveau	
   facteur	
   exprimé	
  par	
   le	
   gène	
  YKL023W	
   que	
   nous	
  

avons	
  nommé	
  Ska1	
  pour	
  «	
  SKI-­‐associated	
  component	
  1	
  ».	
  Le	
  troisième	
  groupe	
  identifié	
  

correspond	
   aux	
   protéines	
   ribosomales	
   de	
   la	
   petite	
   et	
   la	
   grande	
   sous-­‐unité	
   avec	
   un	
  

enrichissement	
  légèrement	
  plus	
  important	
  pour	
  les	
  protéines	
  de	
  la	
  particule	
  40S,	
  Xrn1	
  

faisant	
  également	
  partie	
  de	
  ce	
  groupe	
  (Figure	
  1B	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
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Figure	
  1.	
  Ska1	
  est	
  associé	
  au	
  complexe	
  SKI.	
  

Purification	
   d’affinité	
   de	
   Ski3-­‐TAP	
   et	
   Ska1-­‐TAP	
   comme	
   appât	
   et	
   BY4741	
   comme	
  
contrôle.	
  (A)	
  Les	
  éluats	
  TEV	
  ont	
  été	
  séparés	
  sur	
  un	
  gel	
  gradient	
  de	
  polyacrylamide	
  (4	
  à	
  
12%)	
  puis	
  révélé	
  par	
  bleu	
  de	
  Coomassie	
  (B)	
  Volcanotplot	
  de	
  la	
  purification	
  de	
  Ski3-­‐TAP	
  
comparée	
  à	
  la	
  purification	
  de	
  la	
  BY4741	
  (C)	
  Volcanoplot	
  de	
  la	
  purification	
  de	
  Ska1-­‐TAP	
  
comparée	
  à	
  la	
  purification	
  de	
  la	
  BY4741.	
  

	
  

Pour	
  valider	
  l’interaction	
  entre	
  les	
  protéines	
  Ski3	
  et	
  Ska1,	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  une	
  

souche	
   exprimant	
   une	
   version	
   étiquetée	
   Ska1-­‐TAP	
   pour	
   effectuer	
   des	
   purifications	
  

biochimiques.	
   La	
   fonctionnalité	
   des	
   protéines	
   Ski3	
   et	
   Ska1	
   fusionnées	
   avec	
   l’étiquette	
  

TAP	
   a	
   été	
   testée	
   en	
   combinaison	
   avec	
   un	
  mutant	
  dcp2-­‐degron,	
   le	
   degron	
   en	
   présence	
  

d’auxine	
  (IAA)	
  va	
  éliminer	
  la	
  protéine	
  Dcp2.	
  Nous	
  avons	
  pu	
  observer	
  que	
  la	
  souche	
  dcp2-­‐

degron	
  contenant	
  la	
  fusion	
  Ski3-­‐TAP	
  ne	
  présente	
  pas	
  une	
  croissance	
  plus	
  affectée	
  que	
  la	
  

souche	
  simple-­‐mutante	
  dcp2-­‐degron	
  que	
  cela	
  soit	
  sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu	
  contenant	
  ou	
  non	
  

de	
   l’auxine	
   alors	
   que	
   la	
   souche	
   dcp2-­‐degron/ski3∆	
   meurt.	
   Concernant	
   Ska1-­‐TAP,	
   la	
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croissance	
  de	
  la	
  souche	
  dcp2-­‐degron	
  contenant	
  la	
  fusion	
  Ska1-­‐TAP	
  semble	
  plus	
  affectée	
  

que	
   la	
   souche	
   simple-­‐mutante	
   dcp2-­‐degron	
   bien	
   que	
   moins	
   affectée	
   que	
   le	
   double	
  

mutant	
  dcp2-­‐degron/ska1∆	
   (Figure	
   S1	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
   en	
  cours).	
  L’ensemble	
  de	
  ces	
  

tests	
   nous	
   montrent	
   donc	
   que	
   la	
   fusion	
   Ski3-­‐TAP	
   est	
   bien	
   fonctionnelle	
   alors	
   que	
   la	
  

fusion	
  Ska1-­‐TAP	
  ne	
  l’est	
  que	
  partiellement.	
  	
  

	
  
Figure	
  S1.	
  Test	
  de	
  fonctionnalité	
  des	
  fusions	
  Ski3-­‐TAP	
  et	
  Ska1-­‐TAP.	
  

Dépôts	
  en	
  stries	
  de	
  cultures	
  de	
  la	
  souche	
  sauvage	
  WT,	
  des	
  simple-­‐mutants	
  dcp2-­‐degron,	
  
ska1∆,	
   Ska1-­‐TAP,	
   ski3∆,	
   Ski3-­‐TAP	
   et	
   des	
   double-­‐mutants	
   dcp2-­‐degron/ska1∆,	
   dcp2-­‐
degron/Ska1-­‐TAP,	
   dcp2-­‐degron/ski3∆	
   et	
   dcp2-­‐degron/Ski3-­‐TAP	
   sur	
   milieu	
   YPGlu	
   et	
  
YPGlu+IAA.	
  Les	
  boîtes	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  	
  

	
  

Les	
  analyses	
  en	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  de	
  la	
  purification	
  d’affinité	
  de	
  Ska1-­‐TAP	
  

montrent	
  que	
  le	
  complexe	
  associé	
  à	
  Ska1	
  est	
  très	
  similaire	
  à	
  celui	
  de	
  Ski3	
  :	
  les	
  protéines	
  

les	
  plus	
  enrichies	
  étant	
  les	
  protéines	
  Ski2,	
  Ski3	
  et	
  Ski8,	
  le	
  deuxième	
  groupe	
  comportant	
  

des	
  protéines	
  faisant	
  partie	
  de	
  l’exosome	
  avec	
  Xrn1	
  et	
  Ski7	
  et	
  le	
  troisième	
  groupe	
  étant	
  

les	
  protéines	
  ribosomales	
  bien	
  que	
  ce	
  dernier	
  enrichissement	
  soit	
  moins	
  important	
  que	
  

celui	
  observé	
  lors	
  de	
  la	
  purification	
  d’affinité	
  de	
  Ski3-­‐TAP	
  (Figure	
  1C	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  

en	
   cours).	
   De	
   plus,	
   l’abondance	
   relative	
   des	
   protéines	
   dans	
   une	
   souche	
   sauvage	
   a	
   été	
  

étudiée	
  à	
  partir	
  de	
  données	
  de	
  protéomique	
  provenant	
  du	
  laboratoire	
  de	
  Mathias	
  Mann,	
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la	
   comparaison	
   des	
   4	
   077	
   protéines	
   identifiées	
   chez	
   la	
   levure	
   montre	
   que	
   le	
   niveau	
  

d’expression	
  de	
  Ska1	
  est	
  moins	
  important	
  que	
  celui	
  des	
  protéines	
  du	
  complexe	
  SKI	
  et	
  de	
  

l’exosome	
  (Figure	
  2	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  	
  

	
  
Figure	
  2.	
  Abondance	
  relative	
  de	
  chaque	
  protéine	
  chez	
  Saccharomyces	
  cerevisiae.	
  
Chaque	
  point	
  représente	
  une	
  protéine	
  identifiée	
  (en	
  rouge,	
  le	
  complexe	
  SKI	
  ;	
  en	
  jaune,	
  
l’exosome	
  ;	
  en	
  bleu,	
  les	
  RPS	
  ;	
  en	
  vert,	
  les	
  RPL).	
  Le	
  losange	
  rouge	
  représente	
  l’abondance	
  
de	
  Ska1.	
  Les	
  données	
  proviennent	
  de	
  Nagaraj	
  et	
  al.,	
  2012	
  
	
  

Donc,	
   d’après	
   l’ensemble	
   des	
   purifications	
   biochimiques,	
   Ska1	
   est	
   lié	
  

majoritairement	
  au	
  complexe	
  SKI	
  mais	
  pas	
  l’inverse	
  montrant	
  ainsi	
  que	
  le	
  complexe	
  SKI	
  

peut	
  être	
  associé	
  à	
  la	
  protéine	
  Ska1	
  ou	
  non.	
  Ska1	
  serait	
  donc	
  lié	
  à	
  une	
  sous-­‐population	
  

du	
  complexe	
  SKI.	
  

III.	
  2.	
  Ska1	
  n’est	
  pas	
  nécessaire	
  à	
  l’assemblage	
  du	
  complexe	
  SKI.	
  
	
  

	
   Cette	
   association	
   spécifique	
   de	
   Ska1	
   au	
   complexe	
   SKI	
   nous	
   a	
   amené	
   à	
   tester	
   si	
  

Ska1	
  pouvait	
  participer	
  à	
  l’assemblage	
  du	
  complexe	
  SKI.	
  Pour	
  répondre	
  à	
  cette	
  question,	
  

des	
  extraits	
  protéiques	
  de	
  Ski3-­‐TAP	
  dans	
  des	
   souches	
  exprimant	
  SKA1	
   ou	
  non	
  ont	
  été	
  

séparés	
   sur	
   gradient	
   de	
   sucrose	
   puis	
   fractionnés	
   et	
   analysés	
   par	
   Western	
   Blot.	
   La	
  

comparaison	
   des	
   profils	
   de	
   sédimentation	
   montre	
   que	
   Ski3-­‐TAP	
   sédimente	
  

principalement	
  dans	
   les	
   fractions	
  contenant	
   les	
  ribosomes	
  80S	
  en	
  présence	
  comme	
  en	
  

absence	
   de	
   Ska1	
   (Figure	
   3	
   dans	
   Zhang	
   et	
   al.,	
   en	
   cours).	
   L’association	
   de	
   Ski3	
   aux	
  

ribosomes	
  ne	
  dépend	
  donc	
  pas	
  de	
  Ska1.	
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Figure	
  3.	
  L’assemblage	
  du	
  complexe	
  SKI	
  ne	
  nécessite	
  pas	
  la	
  présence	
  de	
  Ska1.	
  

Les	
   extraits	
   cellulaires	
   des	
   cultures	
   de	
   Ski3-­‐TAP	
   dans	
   un	
   contexte	
   sauvage,	
   ska1∆	
   et	
  
ski2∆	
  ont	
  été	
  séparés	
  dans	
  un	
  gradient	
  de	
  sucrose	
  (10	
  à	
  50%).	
  Les	
  fractions	
  obtenues	
  
sont	
  déposées	
  dans	
  un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  10%	
  puis	
  transféré	
  sur	
  une	
  membrane	
  de	
  
nitrocellulose	
   par	
   Western	
   Blot.	
   Ski3-­‐TAP	
   a	
   été	
   révélé	
   avec	
   un	
   anticorps	
   PAP.	
   Un	
  
anticorps	
  anti-­‐Nog1	
  a	
  été	
  utilisé	
  pour	
  révéler	
  les	
  pics	
  contenant	
  la	
  particule	
  60S.	
  
	
  

Alors	
   que	
   dans	
   une	
   souche	
   n’exprimant	
   pas	
   SKI2	
   ou	
   SKI8,	
   la	
   sédimentation	
   de	
  

Ski3-­‐TAP	
  est	
  décalée	
  dans	
  les	
  fractions	
  légères	
  non-­‐ribosomales	
  (Figures	
  3	
  et	
  S2	
  dans	
  

Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  De	
  la	
  même	
  façon,	
  la	
  sédimentation	
  de	
  Ski8-­‐TAP	
  s’effectue	
  dans	
  

les	
   fractions	
   légères	
  non-­‐ribosomales	
  du	
  gradient	
   lorsque	
  SKI3	
   est	
  délétée	
   (Figure	
   S2	
  

dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  Ces	
  observations	
  sont	
  en	
  adéquation	
  avec	
   les	
  résultats	
  de	
  

cryo-­‐microscopie	
  électronique	
  montrant	
  une	
   liaison	
  de	
  Ski2	
  avec	
   la	
  particule	
  40S	
  puis	
  

l’association	
  de	
  Ski3	
  avec	
  les	
  protéines	
  Ski2	
  et	
  Ski8	
  (Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016).	
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Figure	
  S2.	
  Le	
  complexe	
  SKI	
  dans	
  son	
  intégralité	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  son	
  

assemblage	
  sur	
  les	
  ribosomes.	
  
Les	
  extraits	
  cellulaires	
  des	
  cultures	
  de	
  Ski3-­‐TAP	
  et	
  Ski8-­‐TAP	
  dans	
  un	
  contexte	
  sauvage,	
  
ska3∆,	
   ski7∆	
   ou	
   ski8∆	
   ont	
   été	
   séparés	
   dans	
   un	
   gradient	
   de	
   sucrose	
   (10	
   à	
   50%).	
   Les	
  
fractions	
  obtenues	
  sont	
  déposées	
  dans	
  un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  10%	
  puis	
  transféré	
  sur	
  
une	
  membrane	
  de	
  nitrocellulose	
  par	
  Western	
  Blot.	
  Ski3-­‐TAP	
  et	
  Ski8-­‐TAP	
  ont	
  été	
  révélés	
  
avec	
   un	
   anticorps	
   PAP.	
   Un	
   anticorps	
   anti-­‐Nog1	
   a	
   été	
   utilisé	
   pour	
   révéler	
   les	
   pics	
  
contenant	
  la	
  particule	
  60S.	
  

	
  

L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   montre	
   que	
   l’association	
   du	
   complexe	
   SKI	
   avec	
   le	
  

ribosome	
  ne	
  nécessite	
  pas	
  la	
  présence	
  de	
  Ska1.	
  

III.	
  3.	
  L’association	
  de	
  Ska1	
  avec	
  les	
  ribosomes	
  est	
  dépendante	
  de	
  l’ARN.	
  
	
  

	
   Les	
   purifications	
   d’affinité	
   ont	
   montré	
   une	
   association	
   de	
   Ska1	
   avec	
   les	
  

ribosomes.	
   Pour	
   vérifier	
   cette	
   association,	
   les	
   extraits	
   protéiques	
   d’une	
   souche	
   Ska1-­‐

TAP	
   ont	
   été	
   séparés	
   dans	
   un	
   gradient	
   de	
   sucrose	
   puis	
   fractionnés.	
   Les	
   fractions	
  

analysées	
   par	
   Western	
   Blot	
   montrent	
   que	
   Ska1-­‐TAP	
   sédimente	
   dans	
   les	
   fractions	
  

contenant	
  les	
  ribosomes	
  80S	
  mais	
  également	
  avec	
  les	
  fractions	
  contenant	
  les	
  sous-­‐unités	
  

40S	
  et	
  60S	
  ribosomales	
  ainsi	
  que	
  dans	
  les	
  fractions	
  polysomales	
  (Figure	
  4	
  dans	
  Zhang	
  et	
  

al.,	
  en	
  cours).	
  La	
  même	
  expérience	
  effectuée	
  en	
  parallèle	
  avec	
  une	
  souche	
  contenant	
  la	
  

protéine	
   Ski3-­‐TAP	
   a	
   montré,	
   comme	
   précédemment,	
   que	
   Ski3-­‐TAP	
   sédimentait	
  

majoritairement	
  dans	
  les	
  fractions	
  contenant	
  les	
  ribosomes	
  80S	
  mais	
  également	
  avec	
  les	
  

fractions	
  contenant	
  les	
  sous-­‐unités	
  40S	
  ainsi	
  que	
  dans	
  les	
  fractions	
  polysomales	
  (Figure	
  

4	
   dans	
   Zhang	
   et	
   al.,	
   en	
   cours).	
   Par	
   comparaison	
   avec	
   Ski3-­‐TAP,	
   on	
   observe	
   que	
   la	
  

protéine	
  Ska1-­‐TAP,	
  bien	
  que	
  présente	
  dans	
  le	
  pic	
  80S,	
  n’est	
  pas	
  majoritairement	
  associé	
  

aux	
  ribosomes	
  80S.	
  

	
  

	
   Dans	
   le	
  but	
  de	
   savoir	
   si	
   l’interaction	
  de	
  Ska1	
  avec	
   les	
   ribosomes	
  est	
  directe	
  ou	
  

dépendante	
   des	
   ARN	
   messagers,	
   j’ai	
   effectué	
   un	
   traitement	
   à	
   la	
   RNAse	
   des	
   extraits	
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cellulaires	
   de	
   Ska1-­‐TAP,	
   Ski3-­‐TAP	
   et	
   du	
   contrôle	
   Pab1-­‐TAP	
   avant	
   séparation	
   dans	
   le	
  

gradient	
  de	
  sucrose.	
  La	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  entraîne	
  la	
  disparition	
  des	
  polysomes,	
  qui	
  

vont	
   s’accumuler	
   dans	
   les	
   fractions	
   contenant	
   les	
   ribosomes	
   80S.	
   Après	
   le	
   traitement	
  

RNAse,	
   Ski3-­‐TAP	
   est	
   toujours	
   associé	
   aux	
   ribosomes,	
   comme	
   montré	
   précédemment	
  

(Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016).	
  La	
  liaison	
  de	
  Ski3	
  ne	
  dépend	
  donc	
  pas	
  de	
  la	
  présence	
  d’ARN.	
  Dans	
  

notre	
   échantillon	
   contrôle,	
   Pab1-­‐TAP	
   qui	
   sédimente	
   dans	
   toutes	
   les	
   fractions	
   du	
  

gradient	
   dans	
   des	
   conditions	
   normales,	
   s’accumule	
   dans	
   les	
   fractions	
   légères	
   ne	
  

contenant	
   pas	
   de	
   particules	
   ribosomales	
   après	
   un	
   traitement	
   à	
   la	
   RNAse	
   (Figure	
   S3	
  

dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  Ska1-­‐TAP	
  ne	
  sédimente	
  pas	
  dans	
  les	
  mêmes	
  fractions	
  que	
  

Ski3-­‐TAP	
  après	
  traitement	
  à	
  la	
  RNAse,	
  elle	
  sédimente	
  plutôt	
  dans	
  les	
  fractions	
  contenant	
  

les	
  particules	
  40S	
  et	
  60S	
  mais	
  plus	
  dans	
  les	
  fractions	
  contenant	
  le	
  ribosome	
  80S	
  (Figure	
  

4	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
   en	
  cours).	
  Ces	
  résultats	
   indiquent	
  qu’après	
   traitement	
  à	
   la	
  RNAse,	
  

Ska1	
   n’est	
   pas	
   libre,	
   elle	
   semble	
   rester	
   associée	
   à	
   un	
   complexe	
   mais	
   pas	
   avec	
   les	
  

ribosomes.	
  Ceci	
  suggère	
  que	
  la	
  proportion	
  de	
  Ska1	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  80S	
  se	
  fait	
  par	
  

l’intermédiaire	
  de	
  l’ARN.	
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Figure	
  4.	
  L’association	
  de	
  Ska1	
  aux	
  ribosomes	
  semble	
  être	
  ARN-­‐dépendante.	
  
Les	
   extraits	
   cellulaires	
   des	
   cultures	
  de	
   Ski3-­‐TAP	
   et	
   Ska1-­‐TAP,	
   traité	
   ou	
  non	
   avec	
  une	
  
RNAse,	
  ont	
  été	
  séparés	
  dans	
  un	
  gradient	
  de	
  sucrose	
  (10	
  à	
  50%).	
  Les	
  fractions	
  obtenues	
  
sont	
  déposées	
  dans	
  un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  10%	
  puis	
  transféré	
  sur	
  une	
  membrane	
  de	
  
nitrocellulose	
  par	
  Western	
  Blot.	
  Ski3-­‐TAP	
  et	
  Ska1-­‐TAP	
  ont	
  été	
  révélés	
  avec	
  un	
  anticorps	
  
PAP.	
  Un	
   anticorps	
   anti-­‐Nog1	
   a	
   été	
   utilisé	
   pour	
   révéler	
   les	
   pics	
   contenant	
   la	
   particule	
  
60S.	
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   Nous	
   avons	
   également	
   testé	
   si	
   la	
   liaison	
   de	
   Ska1	
   aux	
   ribosomes	
   nécessitait	
   le	
  

complexe	
   SKI.	
   Les	
   profils	
   de	
   sédimentation	
   de	
   souches	
  WT,	
   ski2∆	
   ou	
   ski3∆	
   exprimant	
  

Ska1-­‐TAP	
  sont	
   tous	
   similaires	
   (Figure	
   S3	
   dans	
  Zhang	
  et	
   al.,	
   en	
   cours),	
  montrant	
  donc	
  

que	
  l’association	
  de	
  Ska1	
  aux	
  ribosomes	
  se	
  fait	
  indépendamment	
  du	
  complexe	
  SKI.	
  	
  

	
  
Figure	
  S3.	
  Le	
  complexe	
  SKI	
  n’est	
  pas	
  nécessaire	
  pour	
  l’association	
  de	
  Ska1	
  sur	
  les	
  

ribosomes.	
  
Les	
   extraits	
   cellulaires	
   des	
   cultures	
   de	
   Ska1-­‐TAP	
   dans	
   un	
   contexte	
   sauvage,	
   ski2∆	
   et	
  
ski3∆	
  ont	
  été	
  séparés	
  dans	
  un	
  gradient	
  de	
  sucrose	
  (10	
  à	
  50%).	
  Les	
  fractions	
  obtenues	
  
sont	
  déposées	
  dans	
  un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  10%	
  puis	
  transféré	
  sur	
  une	
  membrane	
  de	
  
nitrocellulose	
   par	
   Western	
   Blot.	
   Ska1-­‐TAP	
   a	
   été	
   révélé	
   avec	
   un	
   anticorps	
   PAP.	
   Un	
  
anticorps	
  anti-­‐Nog1	
  a	
  été	
  utilisé	
  pour	
  révéler	
  les	
  pics	
  contenant	
  la	
  particule	
  60S.	
  
	
  

III.	
  4.	
  Des	
  intermédiaires	
  de	
  dégradation	
  en	
  3’-­‐UTR	
  des	
  ARN	
  messagers	
  sont	
  accumulés	
  en	
  
absence	
  de	
  Ska1.	
  	
  
	
  

	
   Comme	
   Ska1	
   est	
   lié	
   physiquement	
   au	
   complexe	
   SKI,	
   que	
   celui-­‐ci	
   est	
   impliqué	
  

dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   aberrants	
   et	
   canoniques	
   avec	
   l’exosome	
   cytoplasmique,	
  

nous	
  avons	
  testé	
  si	
  Ska1	
  pouvait	
  participer	
  à	
  l’une	
  de	
  ces	
  voies	
  de	
  dégradation.	
  	
  

Nous	
   avons	
   d’abord	
   testé	
   l’implication	
   de	
   Ska1	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
  

messagers	
   NonStop.	
   Nous	
   avons	
   utilisé	
   deux	
   gènes	
   rapporteurs	
  :	
   (i)	
   le	
   TAP-­‐NonStop	
  

décrit	
  précédemment	
  (Partie	
  1)	
  et	
  (ii)	
  le	
  GFP-­‐Rz-­‐HIS3	
  est	
  un	
  gène	
  rapporteur	
  contenant	
  

une	
  séquence	
  ribozyme	
  qui	
  va	
  générer	
  un	
  ARN	
  messager	
  codant	
  pour	
  la	
  GFP	
  sans	
  codon	
  

STOP,	
   et	
   contrairement	
  au	
  TAP-­‐NonStop,	
   sans	
  queue	
  poly(A).	
  Deux	
  gènes	
   rapporteurs	
  

TAP-­‐Stop	
   contenant	
   un	
   codon	
   STOP	
   et	
   GFP-­‐HIS3	
   ne	
   possédant	
   pas	
   de	
   séquence	
  

ribozyme	
  ont	
  également	
  été	
  utilisés	
  comme	
  contrôles.	
  Les	
  souches	
  WT,	
  ska1∆	
   et	
  ski3∆	
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ont	
  été	
  transformées	
  avec	
  ces	
  gènes	
  rapporteurs	
  puis	
   leurs	
  extraits	
  protéiques	
  ont	
  été	
  

analysés	
  par	
  Western	
  Blot.	
  Avec	
  les	
  deux	
  gènes	
  rapporteurs	
  TAP-­‐NonStop	
  utilisés,	
  alors	
  

que	
   la	
   souche	
   ski3∆	
   accumule	
   fortement	
   les	
   peptides	
   aberrants	
   TAP-­‐NonStop,	
   les	
  

souches	
  WT	
  et	
  ska1∆	
  n’en	
  accumulent	
  pas	
  (Figure	
  S4	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  Ces	
  

résultats	
   montrent	
   donc	
   que	
   Ska1	
   n’a	
   pas	
   de	
   rôle	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
  

messagers	
  aberrants.	
  	
  

	
  
Figure	
  S4.	
  Ska1	
  n’est	
  pas	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  et	
  

peptides	
  aberrants	
  NonStop.	
  
Des	
   extraits	
   protéiques	
   de	
   souches	
  WT,	
   ska1∆	
   et	
   ski3∆	
   transformées	
   avec	
   les	
   gènes	
  
rapporteurs	
   (A)	
   TAP-­‐NonStop	
   et	
   TAP-­‐Stop,	
   (B)	
   GFP-­‐Rz-­‐HIS3	
   et	
   GFP-­‐HIS3,	
   ont	
   été	
  
séparés	
  sur	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  10%	
  puis	
  transférés	
  sur	
  membrane	
  de	
  nitrocellulose	
  
par	
  Western	
  Blot.	
  La	
  protéine	
  A	
  (A)	
  et	
  la	
  GFP	
  (B)	
  ont	
  été	
  révélés	
  avec	
  un	
  anticorps	
  PAP	
  
et	
   un	
   anti-­‐GFP	
   respectivement.	
   Le	
   contrôle	
   de	
   charge	
   a	
   été	
   révélé	
   avec	
   un	
   anticorps	
  
anti-­‐G6PDH.	
  
	
  

	
   Pour	
  tester	
  la	
  dégradation	
  générale	
  des	
  ARN	
  messagers,	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  deux	
  

gènes	
   rapporteurs	
   exprimant	
   un	
   transcrit	
   stable	
   PGK1pG	
   et	
   un	
   transcrit	
   instable	
  

MFA2pG	
  sous	
   contrôle	
  du	
  promoteur	
  GAL1	
   (Anderson	
  and	
  Parker,	
  1998).	
  Les	
   souches	
  

WT,	
  ska1∆,	
  ski2∆	
  et	
  ski7∆	
  ont	
  été	
  transformées	
  avec	
  ces	
  gènes	
  rapporteurs	
  et	
  cultivées	
  

dans	
  un	
  milieu	
  YPGal.	
  De	
  plus,	
  ces	
  gènes	
  rapporteurs	
  comprennent	
  une	
  séquence	
  polyG	
  

après	
   le	
   codon	
   STOP	
   qui	
   bloque	
   la	
   dégradation	
   à	
   partir	
   de	
   l’extrémité	
   5’	
   par	
  

l’exonucléase	
   Xrn1	
   et	
   qui	
   permet	
   la	
   détection	
   d’intermédiaires	
   de	
   dégradation	
   de	
  

fragments	
  en	
  3’-­‐UTR	
  grâce	
  à	
  une	
  sonde	
  polyC	
  complémentaire	
  (Figure	
  5A	
  dans	
  Zhang	
  et	
  

al.,	
  en	
  cours).	
  L’analyse	
  des	
  ARN	
  messagers	
  de	
  PGK1pG	
  dans	
  toutes	
  les	
  souches	
  montre,	
  

comme	
  attendu,	
  le	
  transcrit	
  entier	
  et	
  le	
  fragment	
  3’	
  de	
  170	
  nucléotides	
  accumulé	
  grâce	
  

au	
  blocage	
  de	
   la	
  dégradation	
  par	
  Xrn1.	
  De	
   façon	
   intéressante,	
  dans	
   les	
   souches	
   ska1∆,	
  

ski2∆	
   et	
   ski7∆	
   mais	
   pas	
   dans	
   la	
   souche	
   WT,	
   un	
   deuxième	
   fragment	
   plus	
   petit	
   non	
  

caractérisé	
  a	
  pu	
  être	
  observé	
  (Figure	
  5B	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  En	
  revanche,	
  avec	
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le	
   gène	
   rapporteur	
   MFA2pG,	
   cet	
   intermédiaire	
   supplémentaire	
   n’est	
   pas	
   détectable	
  

(données	
  non	
  présentées).	
  Ceci	
  pouvant	
  être	
  dû	
  à	
  la	
  stabilité	
  de	
  l’ARN	
  messager	
  ou	
  à	
  

des	
  propriétés	
  intrinsèques	
  du	
  transcrit	
  comme	
  la	
  séquence	
  ou	
  la	
  structure.	
  L’ensemble	
  

de	
   ces	
   résultats	
   montre	
   que	
   Ska1	
   est	
   impliqué,	
   comme	
   le	
   complexe	
   SKI,	
   dans	
   la	
  

dégradation	
   générale	
   des	
   ARN	
   messagers	
   à	
   partir	
   des	
   régions	
   3’-­‐UTR	
   normalement	
  

dépourvu	
  de	
  ribosomes.	
  	
  

	
  
Figure	
  5.	
  Ska1	
  est	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  3’-­‐5’	
  des	
  ARN	
  messagers.	
  

(A)	
   Représentation	
   schématique	
   du	
   gène	
   rapporteur	
  PGK1.	
   (B)	
   Des	
   extraits	
   d’ARN	
   à	
  
partir	
  des	
  souches	
  BY,	
   ska1∆,	
  ski2∆	
   et	
  ski7∆	
   transformées	
  préalablement	
  avec	
   le	
  gène	
  
rapporteur	
  PGK1	
  ont	
  été	
  séparés	
  sur	
  gel	
  de	
  urée-­‐polyacrylamide	
  6%	
  puis	
  transféré	
  sur	
  
membrane	
  par	
  Northern	
  Blot.	
  Les	
  ARN	
  de	
  PGK1	
  ont	
  été	
  révélés	
  grâce	
  à	
  une	
  sonde	
  poly-­‐
G	
  radioactive	
  [32P].	
  Le	
  contrôle	
  de	
  charge	
  a	
  été	
  révélée	
  grâce	
  à	
  la	
  sonde	
  de	
  SCR1.	
  	
  
	
  

Si	
   Ska1	
   est	
   impliqué	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   messagers	
   à	
   partir	
   de	
  

l’extrémité	
  3’,	
   l’absence	
  de	
  Ska1	
  combinée	
  avec	
   la	
  délétion	
  de	
  gènes	
   impliqués	
  dans	
   la	
  

dégradation	
   du	
   5’	
   vers	
   le	
   3’	
   des	
   ARN	
  messagers	
   devrait	
   être	
   délétère	
   pour	
   la	
   cellule.	
  

DCP2	
   étant	
  un	
  gène	
  essentiel,	
   sa	
  délétion	
  affecte	
  gravement	
   la	
  croissance	
  de	
   la	
  cellule,	
  

nous	
   avons	
   donc	
  utilisé	
   une	
   souche	
   exprimant	
  DCP2	
   associé	
   à	
   un	
  degron,	
   la	
   présence	
  

d’auxine	
   dans	
   le	
  milieu	
   de	
   culture	
   dégradant	
   la	
   protéine	
  Dcp2	
   dans	
   les	
   cellules.	
   Nous	
  

avons	
   donc	
   combinée	
   la	
  mutation	
   de	
  DCP2	
   avec	
   la	
   délétion	
   de	
   SKA1	
   et	
   de	
   SKI2	
   pour	
  

tester	
  leur	
  croissance	
  sur	
  un	
  milieu	
  YPGlu	
  contenant	
  de	
  l’auxine.	
  Nous	
  observons	
  que	
  la	
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croissance	
  des	
  souches	
  simple-­‐mutantes	
  ska1∆	
  et	
  ski2∆	
  ne	
  sont	
  pas	
  sensibles	
  à	
  l’auxine	
  

contrairement	
   à	
   la	
   souche	
   dcp2-­‐degron	
   dont	
   la	
   croissance	
   est	
   ralentie.	
   Les	
   souches	
  

double-­‐mutantes,	
   dcp2-­‐degron/ska1∆	
   et	
   dcp2-­‐degron/ski2∆,	
   sont	
   très	
   fortement	
  

affectées	
  en	
  présence	
  d’auxine	
  (Figure	
  6	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  Il	
  existe	
  donc	
  un	
  

lien	
  fonctionnel	
  de	
  type	
  létalité	
  synthétique	
  entre	
  DCP2	
  et	
  SKI2	
  déjà	
  observé	
  auparavant	
  

(Anderson	
  and	
  Parker,	
  1998)	
  et	
  également	
  entre	
  DCP2	
  et	
  SKA1	
  bien	
  que	
  ce	
  dernier	
  soit	
  

moins	
  fort.	
  	
  

	
  
Figure	
  6.	
  ska1∆	
  est	
  synthétique	
  létal	
  avec	
  le	
  mutant	
  dcp2-­‐degron.	
  

Des	
  dilutions	
  en	
  série	
  de	
  cultures	
  de	
  souches	
  BY4741,	
  dcp2-­‐degron,	
  ska1∆,	
  ski2∆,	
  dcp2-­‐
degron/ska1∆	
   et	
   dcp2-­‐degron/ski2∆	
   ont	
   été	
   déposées	
   sur	
   YPGlu	
   et	
   YPGlu+IAA.	
   Les	
  
boîtes	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  	
  

	
  

III.	
  5.	
  Les	
  cibles	
  de	
  Ska1	
  
	
  

	
   Pour	
   identifier	
   les	
  ARN	
  ciblés	
  par	
  Ska1,	
   j’ai	
  effectué	
  une	
  expérience	
  de	
  RIP-­‐Seq.	
  

J’ai	
   immunoprécipité	
   les	
  ARN	
  associés	
  à	
  Ska1	
  et	
  à	
  Ski3,	
  que	
   j’ai	
  comparé	
  avec	
   les	
  ARN	
  

asssociés	
  à	
  Rpl16a.	
  Les	
  banques	
  ont	
  été	
  construites	
  avec	
   le	
  kit	
  Truseq	
  mRNA	
  stranded	
  

d’Illumina	
   après	
   une	
   étape	
   d’élimination	
   des	
   ARN	
   ribosomiques	
   avec	
   le	
   kit	
   Illumina	
  

Ribozéro.	
  Les	
  ARN	
  messagers	
  les	
  plus	
  enrichis	
  avec	
  Ska1	
  sont	
  ceux	
  de	
  SKA1	
  et	
  SKI3	
  alors	
  

que	
  les	
  ARN	
  messagers	
  les	
  plus	
  enrichis	
  avec	
  Ski3	
  sont	
  ceux	
  de	
  SKA1	
  et	
  SKI7.	
  De	
  plus,	
  les	
  

ARN	
  messagers	
  de	
  SKI2	
  sont	
  également	
  légèrement	
  enrichis	
  dans	
  les	
  deux	
  expériences	
  

de	
  RIP	
  avec	
  Ska1	
  et	
  Ski3	
  (Figure	
  7	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  

que	
  Ska1	
  et	
  les	
  composants	
  du	
  complexe	
  SKI	
  pourraient	
  interagir	
  ensemble	
  de	
  façon	
  co-­‐

traductionnelle	
   avec	
   une	
   interaction	
   préférentielle	
   entre	
   Ska1	
   et	
   Ski3.	
   Des	
   études	
  

similaires	
   avec	
   d’autres	
   facteurs	
   protéiques	
   avaient	
   décrits	
   un	
   tel	
   assemblage	
   co-­‐

traductionnel	
   de	
   complexes	
   chez	
   les	
   procaryotes	
   et	
   chez	
   les	
   eucaryotes	
   (Wells	
   et	
   al.,	
  

2015;	
   Natan	
   et	
   al.,	
   2017).	
   En	
   revanche,	
   ces	
   expériences	
   de	
   RIP-­‐seq	
   ne	
   nous	
   ont	
   pas	
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permis	
  de	
  sélectionner	
  des	
  cibles	
  spécifiques	
  associées	
  à	
  Ska1	
  ou	
  à	
  Ski3	
  (Figure	
  7	
  dans	
  

Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  	
  

	
  
Figure	
  7.	
  Les	
  ARN	
  messagers	
  de	
  SKA1	
  sont	
  spécifiquement	
  enrichis	
  avec	
  SKI3-­‐

TAP	
  et	
  inversement.	
  
(A)	
  Les	
  ARN	
  associés	
  à	
  Ska1-­‐TAP	
  sont	
  comparés	
  avec	
  ceux	
  associés	
  à	
  Rpl16a.	
  (B)	
  Les	
  
ARN	
  associés	
  à	
  Ski3-­‐TAP	
  sont	
  comparés	
  avec	
  ceux	
  associés	
  à	
  Rpl16a.	
  	
  
	
  

	
   Puisque	
   nous	
   avons	
   observé	
   des	
   intermédiaires	
   de	
   dégradation	
   en	
   3’	
  

s’accumulant	
  en	
  absence	
  de	
  SKA1	
  ou	
  de	
  SKI2	
  avec	
  le	
  gène	
  rapporteur	
  PGK1pG	
  (Figure	
  5	
  

dans	
   Zhang	
   et	
   al.,	
   en	
   cours),	
   nous	
   voulions	
   les	
   identifier	
   à	
   l’échelle	
   du	
   génome.	
   Pour	
  

analyser	
  des	
   effets	
   sur	
   l’efficacité	
  de	
   la	
   voie	
  de	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  de	
   l’extrémité	
  3’	
  

vers	
  5’,	
  il	
  est	
  nécessaire	
  d’inhiber	
  la	
  voie	
  majeure	
  de	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  du	
  5’	
  vers	
  3’.	
  

Pour	
  cela,	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  le	
  mutant	
  dcp2-­‐degron,	
  décrit	
  précédemment	
  (Partie	
  4.	
  1).	
  

Nous	
   avons	
   combiné	
   la	
  mutation	
   de	
  dcp2-­‐degron	
   avec	
   la	
   délétion	
   de	
   SKA1	
   ou	
   SKI2	
   et	
  

nous	
  avons	
   comparé	
   les	
   séquences	
  3’	
   accumulées	
  dans	
   ces	
   souches	
  par	
   rapport	
   à	
  une	
  

souche	
  WT	
  et	
  une	
  souche	
  simple-­‐mutante	
  dcp2-­‐degron.	
  J’ai	
  construit	
  des	
  banques	
  de	
  3’	
  

avec	
  un	
  kit	
  Lexogen	
  Teloprime,	
  qui	
  est	
  utilisé	
  en	
  routine	
  pour	
  amplifier	
   les	
   séquences	
  

d’ADN	
  complémentaires	
  obtenues	
  à	
  partir	
  de	
   la	
  queue	
  poly(A)	
  des	
  ARN	
  messagers.	
  De	
  

plus,	
  puisque	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  de	
  l’extrémité	
  3’	
  vers	
  5’	
  s’effectue	
  après	
  une	
  étape	
  

de	
  déadénylation,	
  les	
  intermédiaires	
  de	
  dégradation	
  résultant	
  devraient	
  être	
  dépourvus	
  

de	
  leur	
  queue	
  poly(A),	
  ainsi,	
  j’ai	
  ajouté	
  une	
  étape	
  de	
  polyadénylation	
  in	
  vitro	
  en	
  utilisant	
  

une	
  PolyA	
  polymérase.	
  	
  

La	
  figure	
  8	
  montre	
  deux	
  exemples	
  de	
  transcrits	
  codants	
  et	
  non	
  codants.	
  	
  On	
  observe	
  une	
  

accumulation	
   d’intermédiaires	
   de	
   dégradation	
   dans	
   la	
   région	
   3’-­‐UTR	
   aussi	
   bien	
   en	
  



Résultats	
  

	
   88	
  

absence	
   de	
   Ski3	
   que	
   de	
   Ska1.	
   En	
   revanche,	
   on	
   observe	
   une	
   accumulation	
  

d’intermédiaires	
   de	
   dégradation	
   dans	
   la	
   région	
   codante	
   des	
   ORF	
   en	
   absence	
   de	
   Ski3	
  

mais	
  pas	
  en	
  absence	
  de	
  Ska1	
  (Figure	
  8A	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  Ceci	
  indique	
  que	
  

Ska1	
  pourrait	
  être	
  important	
  pour	
  la	
  dégradation	
  de	
  la	
  région	
  3’-­‐UTR	
  mais	
  pas	
  pour	
  la	
  

région	
   traduite.	
   Par	
   ailleurs,	
   la	
   figure	
   8B	
   dans	
   Zhang	
   et	
   al.,	
   en	
   cours	
   montre	
   deux	
  

exemples	
   d’accumulation	
   d’intermédiaires	
   de	
   dégradation	
   d’ARN	
   non-­‐codants	
  

cytoplasmiques,	
   les	
   XUT	
   et	
   les	
   SUT	
   en	
   absence	
   de	
   Ski3	
   ou	
   de	
   Ska1	
   lorsque	
   la	
   voie	
   de	
  

dégradation	
   de	
   5’	
   vers	
   3’	
   est	
   affectée.	
   De	
   plus,	
   le	
   fait	
   que	
   Ska1	
   ne	
   soit	
   pas	
   nécessaire	
  

pour	
   la	
   voie	
   de	
   surveillance	
   NSD	
   contrairement	
   au	
   complexe	
   SKI	
   permet	
   d’appuyer	
  

l’hypothèse	
   que	
   le	
   complexe	
   SKI	
   associé	
   à	
   Ska1	
   cible	
   spécifiquement	
   les	
   séquences	
  

dépourvues	
  de	
  ribosomes.	
  

	
  
Figure	
  8.	
  Ska1	
  est	
  nécessaire,	
  avec	
  le	
  complexe	
  SKI,	
  pour	
  dégrader	
  les	
  séquences	
  

ARN	
  cytoplasmiques	
  dépourvues	
  de	
  ribosomes.	
  
Des	
  librairies	
  génomiques	
  ont	
  été	
  construites	
  à	
  partir	
  d’extraits	
  d’ARN	
  des	
  souches	
  WT,	
  
dcp2-­‐degron,	
  dcp2-­‐degron/ski3∆	
  et	
  dcp2-­‐degron/ska1∆	
  avec	
  le	
  kit	
  Lexogen	
  Teloprime.	
  
Elles	
   ont	
   été	
   séquencées	
   puis	
   analysées	
   comme	
   décrit	
   dans	
   la	
   partie	
   «	
  Matériel	
   et	
  
Méthodes	
  ».	
   (A)	
   Graphes	
   représentant	
   l’accumulation	
   des	
   intermédiaires	
   d’ARN	
  
messagers	
   dans	
   les	
   différentes	
   souches	
   lorsque	
   la	
   dégradation	
   5’-­‐3’	
   est	
   affectée.	
   (B)	
  
Graphes	
   représentant	
   l’accumulation	
  d’ARN	
  non-­‐codants	
  dans	
   les	
  différentes	
   souches	
  
lorsque	
  la	
  dégradation	
  5’-­‐3’	
  est	
  affectée.	
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III.	
  6.	
  Modèle	
  proposé	
  et	
  conclusion.	
  
	
  

	
   Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  que	
  le	
  complexe	
  SKI	
  peut	
  exister	
  sous	
  deux	
  formes	
  :	
  l’une	
  

associée	
  avec	
  le	
  ribosome	
  et	
  l’autre	
  associée	
  à	
  Ska1.	
  Ceci	
  nous	
  a	
  permis	
  de	
  construire	
  un	
  

modèle	
   selon	
   lequel,	
   pendant	
   la	
   dégradation	
   générale	
   des	
   ARN	
  messagers	
   à	
   partir	
   de	
  

l’extrémité	
  3’,	
  dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  Ska1	
  est	
  associé	
  au	
  complexe	
  SKI	
  au	
  niveau	
  des	
  

séquences	
  3’-­‐UTR	
  dépourvues	
  de	
  ribosomes	
  puis	
  lorsque	
  le	
  complexe	
  SKI/Ska1	
  atteint	
  

une	
   région	
   codante	
   et	
   rencontre	
   un	
   ribosome,	
   Ska1	
   quitterait	
   le	
   complexe,	
   ce	
   qui	
  

permettrait	
   au	
   complexe	
   SKI	
   de	
   s’associer	
   avec	
   le	
   ribosome	
   en	
   cours	
   de	
   traduction	
  

(Figure	
  9	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al.,	
  en	
  cours).	
  

	
  

	
  
Figure	
  9.	
  Modèle	
  représentant	
  le	
  complexe	
  SKI	
  associé	
  ou	
  non	
  au	
  ribosome.	
  

Dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   le	
   complexe	
   SKI,	
   associé	
   à	
   Ska1,	
   dégrade	
   le	
   3’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
  
indépendamment	
   du	
   ribosome.	
   Dans	
   un	
   second	
   temps,	
   lorsque	
   le	
   complexe	
   SKI-­‐Ska1	
  
atteint	
   la	
   séquence	
   codante	
   et	
   rencontre	
   un	
   ribosome,	
   Ska1	
   quitte	
   le	
   complexe	
   et	
   le	
  
ribosome	
  prend	
  sa	
  place	
  pour	
  poursuivre	
  la	
  dégradation.	
  	
  
	
  

	
   Selon	
  ce	
  modèle,	
  si	
  Ska1	
  est	
  une	
  protéine	
  en	
  compétition	
  avec	
  le	
  ribosome	
  pour	
  

son	
   association	
   au	
   complexe	
   SKI,	
   la	
   surexpression	
   de	
   SKA1	
   pourrait	
   permettre	
  

d’inverser	
   la	
  balance.	
  En	
  effet,	
  Ska1	
  s’associerait	
  avec	
   le	
  complexe	
  SKI,	
  ce	
  dernier	
  sera	
  

alors	
  moins	
  disponible	
  pour	
  interagir	
  avec	
  le	
  ribosome,	
  ce	
  qui	
  devrait	
  affecter	
  la	
  voie	
  de	
  

dégradation	
  NSD	
  qui	
   s’effectue	
  de	
   façon	
   co-­‐traductionnelle.	
  Nous	
   avons	
  donc	
   testé	
   les	
  

effets	
   de	
   la	
   surexpression	
  de	
  SKA1,	
   d’une	
  part	
   au	
  niveau	
  de	
   la	
   croissance	
   cellulaire	
   et	
  

d’autre	
  part,	
  au	
  niveau	
  de	
  l’expression	
  d’un	
  gène	
  rapporteur	
  TAP-­‐NonStop.	
  	
  

J’ai	
  transformé	
  les	
  souches	
  WT,	
  ski2∆	
  et	
  ska1∆	
  avec	
  un	
  plasmide	
  pCM190	
  vide	
  et	
  

un	
  plasmide	
  pCM190-­‐SKA1	
   et	
   j’ai	
   testé	
   la	
  croissance	
  de	
  ces	
  différentes	
  souches	
  sur	
  un	
  

milieu	
  –URA	
  et	
  sur	
  un	
  milieu	
  –URA	
  contenant	
  de	
  l’hygromycine	
  B.	
  La	
  surexpression	
  de	
  

SKA1	
   n’affecte	
   pas	
   la	
   croissance	
   cellulaire	
   de	
   la	
   souche	
  WT	
   sur	
   un	
  milieu	
   –URA	
   alors	
  

qu’en	
  présence	
  d’hygromycine	
  B	
  elle	
  est	
  légèrement	
  affectée	
  (Figure	
  10A	
  dans	
  Zhang	
  et	
  

al.,	
   en	
   cours).	
  Ces	
   souches	
   surexprimant	
  SKA1	
   ont	
   également	
  été	
   transformées	
  avec	
   le	
  

gène	
   rapporteur	
   exprimant	
   la	
   protéine	
   aberrante	
   TAP-­‐NonStop.	
   Les	
   souches	
   WT	
   et	
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ska1∆	
   comportant	
   le	
   plasmide	
   vide	
   n’accumulent	
   pas	
   de	
   TAP-­‐NonStop,	
   alors	
   que	
   la	
  

souche	
   ski2∆	
   en	
   accumule.	
   De	
   façon	
   intéressante,	
   lorsque	
   SKA1	
   est	
   surexprimé,	
   les	
  

protéines	
  aberrantes	
  TAP-­‐NonStop	
  s’accumulent	
  dans	
  les	
  souches	
  WT	
  et	
  ska1∆,	
  et	
  nous	
  

observons	
   une	
   accumulation	
   plus	
   importante	
   dans	
   la	
   souche	
   ski2∆	
   (Figure	
   10B	
   dans	
  

Zhang	
   et	
   al.,	
   en	
   cours).	
   Ska1	
   aurait	
   donc	
   un	
   rôle	
   antagoniste	
   avec	
   la	
   formation	
   du	
  

complexe	
  SKI-­‐ribosome	
  qui	
  est	
  impliqué	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  surveillance	
  NSD.	
  	
  

	
  
Figure	
  10.	
  La	
  surexpression	
  de	
  SKA1	
  affecte	
  la	
  voie	
  de	
  dégradation	
  NSD.	
  

(A)	
  Des	
  dilutions	
  en	
  série	
  de	
  cultures	
  de	
  WT,	
  ski2∆,	
  ska1∆,	
  transformées	
  préalablement	
  
avec	
  le	
  pCM190	
  ou	
  pCM190-­‐Ska1,	
  ont	
  été	
  déposées	
  sur	
  un	
  milieu	
  Magic	
  Medium	
  –URA	
  
avec	
  ou	
  sans	
  hygromycine	
  B.	
  Les	
  boîtes	
  ont	
  été	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  (B)	
  Les	
  
extraits	
   protéiques	
   totaux	
   des	
   mêmes	
   souches	
   ont	
   été	
   séparés	
   sur	
   gel	
   de	
  
polyacrylamide	
  10%	
  et	
  transférés	
  sur	
  membrane	
  par	
  Western	
  Blot.	
  La	
  protéine	
  A	
  a	
  été	
  
révélée	
  par	
   l’anticorps	
  PAP.	
  Le	
   contrôle	
  de	
   charge	
  a	
   été	
   révélé	
  par	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐
G6PDH.	
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L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
   nous	
   a	
   permis	
   de	
   proposer	
   un	
  modèle	
   qui	
   lève	
   le	
  

paradoxe	
   initial	
  et	
  permet	
  de	
  comprendre	
  comment	
   le	
  complexe	
  SKI,	
  aidé	
  de	
  Ska1,	
  est	
  

impliqué	
   dans	
   une	
   première	
   étape	
   de	
   dégradation	
   des	
   régions	
   dépourvues	
   de	
  

ribosomes.	
  

Une	
   analyse	
   de	
   cryo-­‐microscopie	
   électronique	
   réalisée	
   par	
   le	
   laboratoire	
   de	
   Roland	
  

Beckmann	
  est	
  en	
  cours	
  afin	
  de	
  valider	
  ce	
  modèle.	
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Abstract 
RNA turnover has been shown to occur co-translationally, mainly by the Xrn1-dependent 5’ to 3’ degradation 
pathway. But it also involves, although to a lesser extent, the exosome/SKI-dependent 3’ to 5’ pathway. We 
recently showed that the SKI complex directly interacts with ribosomes and that this interaction takes place 
during the general 3’ to 5’ mRNA degradation pathway. This eems paradoxical because the SKI complex was 
previously shown to be required for the efficient degradation of mRNA 3’UTRs, mainly devoid of ribosomes. 
Here we characterized a new SKI-Ska1-subcomplex involved in the degradation of the ribosomes-free RNA 
3’UTRs and cytoplasmic lncRNAs such as XUTs and SUTs. We propose a model in which the SKI complex 
acts in two steps. It first associates with Ska1 to participate to the degradation of the RNA-3’UTR. When the 
complex reaches the coding sequence, Ska1 is exchanged for the ribosome to continue the degradation process.  
 

Introduction 

Cellular mRNAs are subjected to a balance 
between synthesis, stability and degradation, which 
determines the shape of the transcriptome and greatly 
participates to protein homeostasis. Moreover, 
regulatory mechanisms trigger degradation depending 
of external stimuli. In addition to the general 
degradation pathway, which ensures the turnover of 
each mRNA, a number of quality control mechanisms 
target aberrant RNAs for degradation.  
The general cytoplasmic mRNA degradation involves 
two mechanisms: a 5’ to 3’ degradation pathway, 
mediated by the exonuclease Xrn1 and a 3’ to 5’ 
degradation pathway, which involves the exosome. 
The shortening of the 3’ poly(A) tail is the first step 
required before both degradation pathways (for 
review Parker, 2012; Fromont-Racine and 
Saveanu, 2014). The 5’ to 3’ mRNA degradation 
pathway is the most rapid (Cao and Parker, 2001) 
and the major mechanism. After deadenylation, the 
mRNA is decapped by Dcp1/Dcp2 (Dunckley and 
Parker, 1999; van Dijk et al., 2002) with the help of 
several enhancers of decapping such as Edc1, Edc2 
(Dunckley et al., 2001), Edc3 (Badis et al., 2004), 
Dhh1 (Coller et al., 2001), Pat1 (Bonnerot et al., 
2000), Scd6 (Decourty et al., 2008) and the Lsm 
complex (Tharun and Parker, 2001) and is finally 

degraded by Xrn1, the 5’ to 3’ exonuclease (Larimer 
et al., 1992). This process is co-translational (Hu et 
al., 2009; Pelechano et al., 2015).  
The 3’ to 5’ mRNAs degradation pathway involves 
the cytoplasmic exosome, assisted by its co-factor, the 
SKI complex. The exosome is composed of ten main 
factors. Among them, only one, Dis3, is catalytically 
active. Depending of its localization, the exosome is 
assisted by different co-factors to be efficient. In the 
nucleus, the exosome requires the presence of the 
distributive exoribonuclease Rrp6 as well as, Mpp6, 
rp1/Rrp47 and the RNA helicase Mtr4 within the 
TRAMP complex (Trf4/5, Air1/2, Mtr4) (de la Cruz 
et al., 1998; Mitchell et al., 2003; Milligan et al., 
2008). In the cytoplasm, the exosome requires the 
presence of the SKI complex, composed of Ski2 
(SKIV2L in human), Ski3 (TTC37 in human) and 
Ski8 (WDR61 in human). Ski2 is a RNA helicase 
which shares a similar structure as Mtr4. Ski8 contains 
WD40 repeats and Ski3 is a TPR containing protein, 
which forms the scaffold of the SKI complex 
(Halbach et al., 2013). Ski2 is required for the 
unwinding of the RNA substrates and to remove 
proteins, which could be present on the RNA 
substrates. Ski3 and Ski8 contribute to the structure 
and activity of the SKI complex (Halbach et al., 
2013). Historically, the primary indications of the 
existence of the Ski factors were dated 40 years ago 
from yeast analyses (Toh-E et al., 1978). They were 
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revealed by a genetic screen performed with a yeast 
strain containing linear double-stranded RNA 
encapsulated into virus-like particles, which secret a 
protein toxin. Mutants generating a super killer 
phenotype were isolated and called ski (for super 
killer) (Toh-E et al., 1978). Therefore, the first 
function for the SKI genes was to be involved in 
antiviral defenses by its role in viral RNA degradation 
(Widner and Wickner, 1993). Twenty years later, 
Roy Parker’s team showed that these genes are 
required for the 3’ to 5’ mRNA degradation 
(Anderson and Parker, 1998), and Arlen Johnson’s 
team demonstrated that these factors exist as a 
complex in vivo (Brown et al., 2000). Native mass 
spectrometry analyses revealed that the yeast SKI 
complex is a heterotetramer formed of one copy of 
Ski2, one copy of Ski3 and two copies of Ski8 
(Synowsky and Heck, 2008). Ski7 is not part of the 
SKI complex but is also involved in mRNA 
degradation (van Hoof et al., 2000). It makes a bridge 
between the SKI complex and the exosome (Araki et 
al., 2001). Interestingly, Ski7 shares the same surface 
features of the exosome as the nuclear exosome factor 
Rrp6 (Kowalinski et al., 2016). Ski7 is not conserved 
throughout evolution but only present in a subset of 
fungi. Recently, structural data showed that the SKI 
complex forms a path for the RNA through a central 
channel. RNase protection assays performed with a 
mixture of the exosome and the SKI complex revealed 
protected fragments of a size compatible with a 
continuous channel formed by the SKI and exosome 
complexes. It was proposed that the SKI complex 
directly delivers single-stranded RNA into the 
exosome (Halbach et al., 2013). Altogether, these 
results allowed the authors to propose a model in 
which, in the cytoplasm, the exosome and the SKI 
complex could be structurally organized, to degrade 
the RNA molecules, as the proteasome to degrades 
peptides (Halbach et al., 2013). In addition to its 
involvement in the general mRNA degradation 
pathway, it is well established that the SKI complex is 
also required for the aberrant mRNA degradation 
related to the Non-Stop mRNA decay (NSD), the No-
Go mRNA decay (NGD) and the Non-sense mediated 
mRNA decay (NMD) in yeast as well as in metazoan 
(Frischmeyer, 2002; van Hoof et al., 2002; Mitchell 
and Tollervey, 2003; Doma and Parker, 2006). 
Recently, biochemical analyses and cryo electro-
microscopy revealed that the SKI complex associates 
to the ribosome translating aberrant as well as 
conform mRNAs by a direct interaction with the 40S 
subunit molecule (Schmidt et al., 2016). The SKI 
complex was also shown to have has a preference for 
the ribosome containing a 3’ overhang mRNA 
molecule (Schmidt et al., 2016). These data are 
consistent with the 3’ to 5’ mRNA degradation 
pathway being cotranslational, as is the major 5’ to 3’ 
mRNA pathway. 

Yet, the SKI-exosome complex is also able to 
degrade the 3’-UTR of the mRNAs, which are 

essentially devoid of ribosomes. This shows that the 
SKI complex can act as a cytoplasmic exosome 
cofactor independently of its association with 
ribosomes. In an attempt to overcome this paradox, we 
further analyzed the mechanism of action of the SKI 
complex. 

Here, we identified a new component, 
encoded by YKL023W, which is associated to a 
subpopulation of the SKI complexes and that we 
called Ska1 for Ski-Associated component one. We 
demonstrated that this factor is not involved in the 
aberrant mRNA degradation pathway but in the 
general RNA degradation pathway and more precisely 
in the degradation of RNA regions devoid of 
ribosomes. Altogether these results reveal the 
existence of a SKI-Ska1 subcomplex required for the 
degradation of the mRNA 3’-UTR regions and of 
cytoplasmic long non-coding RNAs (lncRNAs), 
which are substrates for the NMD surveillance 
pathway. In contrast, Ska1 is not required for the 
efficient degradation of translated mRNA regions nor 
for the elimination of aberrant transcripts such as non-
stop mRNAs. 
 

 
Results 
 
Ska1, a novel factor associated to a subpopulation of 
the SKI complex 

In order to further explore the mRNA 
degradation pathways and to investigate the 
mechanism of action of the SKI complex, we first 
performed an affinity purification using Ski3-TAP as 
bait. The factors associated with Ski3-TAP were both 
separated on a polyacrylamide gel (Fig. 1.A) and 
identified by mass spectrometry (LC-MS/MS). 
Statistical analysis of label-free quantitative MS data, 
represented on a volcano-plot, showed a significant 
enrichment of three groups of proteins associated with 
Ski3 (Fig. 1.B). As expected, the most enriched 
protein group, when compared to the control 
purification from an untagged BY4741 strain, was 
composed of Ski2 and Ski8, the two other components 
of the SKI complex, in addition to the Ski3 bait. A 
second group of enriched proteins was composed of 
the six RNasePH domain proteins of the exsosome, 
Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 and Mtr3, of Dis3 
the catalytic subunit, and of the three RNA-binding 
subunits Rrp4, Rrp40 and Csl4, all of them related to 
the exosome (in yellow). In this group, we also 
identified Ski7 and a novel factor of unknown 
function, Ykl023w that we called Ska1 for Ski-
Associated component 1 (Fig. 1.B). The third group of 
proteins was related to the ribosome with a weak 
enrichment of the small subunit compared to the large 
one. The 5’ to 3’ exonuclease Xrn1 was also present 
in this group. 



	 3	

 
Fig. 1 Ska1 is associated to the SKI complex (A) Affinity 
purification using Ska1-TAP, Ski3-TAP, as bait and the BY4741 
strain as control. The components of the TEV eluates were 
separated on an acrylamide gel.  (B) The volcano-plot Ski3-TAP 
shows the fold change between the Ski3-TAP complex and the 
BY4741 (log2 LFQ cpx/LFQ ref.) on the x axis and the P-value 
distribution (−log10 P value) on the y axis for all the identified 
proteins represented by a circle (in red, the SKI complex; in yellow, 
the exosome; in blue, the RPSs; in green, the RPLs). The diamond 
indicates the bait used for the affinity purification. (C) Volcano-plot 
Ska1-TAP as in (B). 

 
We therefore identified a new component, 

Ska1, associated to the SKI complex, which is 
enriched at a similar level as the exosome, suggesting 
that Ska1 could be preferentially link to the SKI 
complex and/or to the exosome. To confirm the 
physical interaction between Ska1 and the SKI 
complex, we performed an affinity purification using 
Ska1-TAP strain in the same conditions of purification 
as for Ski3-TAP (Fig. 1.C). We tested the 
functionality of the TAP fusion by combination of the 
Ski3-TAP or Ska1-TAP with a Dcp2-degron mutant 
(see below). In contrast to Ski3-TAP, we observed 
that Ska1-TAP was only partially functional in this 
essay, suggesting that the complex associated to Ska1-
TAP could be biased (Fig. S1).  

Nervertheless, statistical analysis of label-free 
quantitative MS data followed by a volcano-plot 
representation revealed that the complex associated to 
Ska1 was highly similar to the SKI complex 
purification. We again observed the three comparable 
groups of proteins. The most enriched proteins 
compared to the BY4741 were Ski2, Ski3 and Ski8, 
which were recovered at stochiometric levels with the 
Ska1-TAP bait. The second group of proteins 
associated to Ska1-TAP was related to the exosome, 
Xrn1 and Ski7. The enrichment of the third group of 
proteins related to the ribosome was less important 
than for the Ski3-TAP purification. Using a 
compilation of proteomic data, from Mathias Mann’s 
lab, we looked at the relative abundance of 

endogenous proteins from a wild type strain (Nagaraj 
et al., 2012). The comparison of the abundance of 
4077 yeast proteins revealed that Ska1 was expressed 
to a lower level compared to the SKI and exosome 
complexes components (Fig. 2).  

 
Fig. 2 Relative protein abundance in Saccharomyces cerevisiae 
Each circle represents an identified protein (in red, the SKI 
complex; in yellow, the exosome; in blue, the RPSs; in green, the 
RPLs). The red diamond indicates the Ska1 abundance. The relative 
amount of each proteins was estimated according to the sum of the 
peptide intensities. The data came from Nagaraj et al., 

 
These results suggested that most of the 

molecules of Ska1 could be associated to the SKI 
complex whereas, inversely, all the SKI complexes 
were not associated to Ska1. This indicated that Ska1 
was part of a SKI subcomplex. 

 

Ska1 is not required for the SKI complex assembly 

 The specific association of Ska1 with the SKI 
complex prompted us to determine whether Ska1 
could be involved in the SKI complex assembly. We 
fractionated cellular extracts from Ski3-TAP strain on 
a sucrose gradient and we compared the sedimentation 
profile of Ski3-TAP in the presence or in the absence 
of Ska1. The analysis of the fractions by western blot 
revealed that Ski3-TAP mainly co-sediments with the 
80S peak as described before (Fig. 3) (Schmidt et al., 
2016). In the absence of Ska1, the sedimentation 
profile of Ski3-TAP was unchanged. In contrast, the 
absence of Ski2 or Ski8 but not Ski7 led to a 
sedimentation of Ski3-TAP in the light fractions (Fig. 
3 & Fig. S2A). Similarly, the absence of Ski3 led to a 
sedimentation of Ski8-TAP in the light fractions (Fig. 
S2B). This was in agreement with recent cryo-EM 
data showing that Ski2 directly binds to the 40S and 
that Ski3, in turn, binds to Ski2 and Ski8 (Schmidt et 
al., 2016).  
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Fig. 3 The SKI complex assembly does not require Ska1 Total 
cellular extracts from cells expressing Ski3-TAP in wild type or in 
ska1∆ or ski2∆ strains were separated on a sucrose gradient (10-
50%) by ultracentrifugation. Fractions of 500 µl were collected and 
the proteins of each fraction were TCA-precipitated and analysed by 
Western blot using PAP for the detection of the TAP fusion protein 
and antibodies directed against Rps8 to mark the 40S subunit, the 
80S and the polysomes fractions and Nog1 to mark the 60S 
fractions. 
 

These results showed that the SKI complex 
assembley and its association to the ribosome did not 
require the presence of Ska1. 

 

Ska1 association to the ribosome is RNA dependent 

Affinity purification also showed that Ska1 
was associated with the ribosome, yet to a lesser 
extent compared to Ski3 (Fig. 1.B & 1.C). To verify 
this association, we fractionated cellular extracts from 
the Ska1-TAP strain on a sucrose gradient. The 
analysis of the fractions by western blot revealed that 
Ska1-TAP co-sediments with the 80S peak, with the 
light polysomal fractions and with lighter fractions, in 
a region of the gradient were the 40S and 60S subunits 
sediment (Fig. 4.A). A similar experiment, performed 
with the Ski3-TAP strain for comparison, showed a 
greater enrichment of Ski3 in the 80S peak as 
previously described (Fig. 4.A) (Schmidt et al., 
2016). These observations were in agreement with the 
results of affinity purification showing a stronger 
association of Ski3-TAP than Ska1-TAP to the 
ribosome. In order to determine whether the weak  
association of Ska1 to the ribosome was direct or 
mRNA-mediated, we performed a RNase treatment of 
the cellular extract of Ska1-TAP and Ski3-TAP, and 
Pab1-TAP strains before their fractionation on a 

sucrose gradient (Fig. 4.B). As expected, the mRNA 
degradation led to the disappearance of the polysomes 
and to the accumulation of 80S monosomes. After 
RNAse treatment, Ski3-TAP was still associated to the 
ribosome, as previously shown (Schmidt et al., 2016), 
whereas Pab1-TAP, which was usually distributed all 
along the sucrose gradient, sedimented in the light 
fractions as free proteins. In contrast, Ska1-TAP 
showed a sedimentation profile different from Ski3-
TAP and Pab1-TAP. We observed an enrichment of 
Ska1 in the fractions mainly co-sedimenting with the 
40S and 60S subunits but not with the 80S (Fig. 4.B).  

 
Fig. 4 Ska1 association to the ribosome is RNA-dependent (A) 
Total cellular extracts from cells expressing either Ski3-TAP or 
Ska1-TAP or Pab1-TAP were treated as in Fig. 3. (B) Total cellular 
extracts were treated with RNAse before loading on the sucrose 
gradient. 
 

These results indicated that, after RNase 
treatment, Ska1 was not free and still associated to a 
complex but not with the ribosome, suggesting that 
the weak Ska1-TAP association to the ribosome was 
RNA-dependent. 

We also tested whether the SKI complex was 
required for the RNA-dependent association of Ska1 
to the ribosome. We observed that the absence of Ski2 
or Ski3 has no effect on the sedimentation profile of 
Ska1-TAP suggesting that the Ska1 association to the 
ribosome is not dependent of the SKI complex (Fig. 
S3). 

 

Ska1 is not involved in NSD but is involved mRNA 
3’UTR degradation 

Since Ska1 is physically linked to the SKI 
complex, which is involved in RNA degradation in 
association with the exosome, we explored whether 
Ska1 could participate to the same metabolic 
pathways as the SKI complex. The SKI complex 
contributes to the degradation a number of RNA 
substrate such as conform or aberrant mRNAs. To 
investigate whether Ska1 could be involved in Non-
Stop mRNA decay, we tested the expression of TAP-
Non-Stop (Fig. 5A left panel), and GFP-Rz-HIS3 
(Fig. 5A right panel) reporter genes in the absence of 
Ska1. The TAP-Non-Stop reporter gene carries a gene 
coding for the Protein A but lacks a termination codon 
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and thus produces an mRNA, which can be translated 
up to its polyA tail. The polyA tail is translated in a 
poly–lysine, which, due to its high electrostatic 
charge, gets stuck within the ribosome exit tunnel, 
stalling translation. In contrast, the GFP-Rz-HIS3 
reporter gene carries a ribozyme, which generates an 
mRNA coding for the GFP without stop codon and 
without poly A tail. Translation thus stops only when 
the ribosome reaches the very end of the transcript. 
Both reporters are sensitive to the No-Stop-Decay 
pathway. We performed western blots with total 
cellular extracts from the ska1∆ or ski3∆ mutant and 
wild-type strains transformed with these plasmids. We 
used, as a control, the same reporter genes but with a 
normal termination codon or without ribozyme 
respectively. We did not observe any aberrant proteins 
accumulation in the ska1∆ strain in contrast to ski3∆ 
strain positive control, which exhibited a strong 
accumulation of these non-conform peptides (Fig. 
5A). These results indicated that Ska1 is not involved 
in the aberrant mRNA degradation pathway. 

To test the effect of the absence of Ska1 on 
the general mRNA degradation pathway, we followed 
the behavior of PGK1pG and MFA2pG well-
characterized reporter genes, which expressed a stable 
and unstable transcript, respectively. These genes 
were under the control of the GAL1 promoter; the 
addition of glucose blocks the transcription and allows 
to follow the degradation of reporter mRNAs present 
in the cells. Moreover, they contain a polyG just after 
the STOP codon, which blocks the progression of 
Xrn1 in the 3’-UTR, and allows the detection of 3’-
end intermediates of degradation (Fig. 5B).  

 
Fig. 5 Ska1 is involved in the 3’ to 5’ mRNA degradation 
pathway (A) Ska1 is not required for the Non-Stop mRNA 
degradation. Total cellular extracts from WT or ska1∆ or ski3∆ 
strains transformed with the TAP-Non-Stop or the GFP-Rz-HIS3 
or with TAP-Stop or GFP-HIS reporter genes as control were 

separated on 10% SDS/ PAGE polyacrylamide gel. The protein A 
and the GFP were revealed by Western blot using PAP antibody or 
anti-GFP antibody. A loading control of the total protein amounts 
was done using anti-G6PDH antibody. (B) Schematic 
representation of the PGK1 reporter gene. (C) Total RNA from 
WT, ska1∆, ski2∆ and ski7∆ strains were separated on a 6%-Urea 
polyacrylamide gel. The Northern blot was first hybridized with a 
[32P]- radiolabelled poly(G) probe. Second, the membrane was 
hybridized with a [32P]-radiolabelled SCR1 probe to estimate the 
amount of each sample loaded on the gel. 

 
With the stable PGK1pG reporter gene, in 

addition to the full-length mRNA and the small 3’-
UTR fragment that accumulates as a result of the 
polyG blocking Xrn1, the absence of Ski2 or Ski7 
induces the accumulation of a small 3’-UTR 
degradation intermediate, as previously observed  
(Anderson and Parker, 1998). Importantly, the 
absence of Ska1 resulted in the accumulation of the 
same 3’-UTR intermediate fragment (Fig. 5C). In 
contrast, no additional intermediate of degradation 
was detectable using the MFA2pG reporter gene in 
mutant or WT strains (data not shown). This 
discrepancy between the two reporter genes could be 
due to the difference of stability between the two 
transcripts or to an intrinsic property of some 
messagers such as sequences or structure. This result 
indicated that Ska1 is involved in the same general 
mRNA decay mechanism as the Ski factors, at least 
for the 3’-UTR regions, which are devoid of 
ribosomes. If Ska1 is involved in the 3’ to 5’ 
degradation mRNA pathway, we postulated that the 
absence of Ska1 combined with mutation into genes 
involved in the 5’ to 3’ mRNA degradation pathway 
should be deleterious for the cells. Since the absence 
of the decapping enzyme Dcp2 severely affect the cell 
growth, we fused a degron sequence to DCP2 to 
induce its degradation in the presence of auxin (IAA). 
We combined this DCP2 gene version with ski2∆ or 
ska1∆ deletion. The growth of ska1∆ or ski2∆ mutant 
strains was not affected compared to Dcp2 degron 
strain in presence of auxin. In contrast, the double-
mutant strains were sensitive to the auxin (Fig. 6).  

 
Fig. 6 ska1∆ is synthetic lethal with dcp2 mutant Serial dilutions 
of wild-type, single or double mutant strains were spotted on rich 
medium plates with or without auxin and incubated for 48h at 30°C. 

 
The synthetic lethality was very strong 

between ski2∆ and the dcp2degron mutant as 
previously described (Anderson and Parker, 1998) 
but slightly less severe between ska1∆ and 
dcp2degron. 
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The targets of Ska1 
To identify the Ska1-RNA targets, we first 

performed a RIP-Seq experiment.  We 
immunoprecipitated the RNAs associated with Ska1 
and Ski3 complexes and we compared them with 
RNAs associated with the Rpl16a complex. The 
libraries were performed with the Illumina kit after 
treatment with Ribominus to eliminate the ribosomal 
RNA. Surprisingly, the mRNAs most enriched with 
the Ska1-TAP complex were SKA1 and SKI3 while 
the mRNAs most enriched with Ski3-TAP were SKA1 
and SKI7 (Fig. 7). Moreover, the mRNA coding for 
Ski2 was also enriched, although to a lesser extent, 
with both Ska1-TAP and Ski3-TAP complexes.   

 
Fig. 7 SKA1 mRNAs are specifically enriched with Ski3-TAP 
and inversely 
A) RNAs associated to the SKA1-TAP complex were compared to 
the RNAs associated to the Rpl16a-TAP complex.  B) RNAs 
associated to the SKI3-TAP complex were compared to the RNAs 
associated to the Rpl16a-TAP complex.   

 
This suggests that Ska1 and components of 

the SKI complex could interact together 
cotranslationally, with a preferential interaction 
between Ska1 and Ski3. Such mechanism has been 
frequently observed both in prokaryotes and 
eukaryotes (Wells et al., 2015; Natan et al., 2017) 
and is a signature of co-translational complex 
assembly (see Discussion). Therefore, the RIP 
experiment did not select specific targets associated to 
Ska1 or Ski3 complexes apart from their own 
mRNAs. Since we observed intermediates of 
degradation accumulating in the absence of Ska1 or 
Ski2 using a PGK1pG reporter gene (Fig. 5C), we 
decided to identify these intermediates genome-wide. 
In order to observe any effects on the efficiency of the 
3’ to 5’ pathway genome-wide, it is necessary to 
inhibit the major 5’ to 3’ degradation pathway. To do 
so, we used a dcp2-degron mutant, which, upon auxin 
addition, strongly decreases mRNA decapping, 
protecting mRNAs 5’-ends from Xrn1 exonucleolytic 
degradation.  

The dcp2-degron mutant was then combined 
with the ska1∆ or ski2∆ deletion mutations and we 
compared the 3’ end sequence accumulating in these 
strains with a wild-type and with a dcp2-degron single 
mutant strain. We constructed the 3’-end libraries with 
the Teloprime lexogen kit, which is routinely used to 
amplify full-length cDNAs from their polyA tail. 
However, since the 3’ to 5’ RNA degradation 

intermediates are predicted to be devoid of polyA, we 
added an in vitro polyadenylation step using the 
PolyA polymerase (Fig. 8). 

Altogether, our results revealed that Ska1 is 
required with the SKI complex for the efficient 
degradation of the mRNA 3’-UTR regions (Fig. 5C) 
and the cytoplasmic non-coding RNAs (Fig. 8), which 
are substrates of the NMD surveillance pathway. In 
contrast, and contrarily to the SKI complex, Ska1 is 
not required for the efficient 3’ to 5’ degradation of 
the translated regions of mRNAs nor of the substrates 
of the surveillance pathways such as the NSD, which 
eliminates aberrant non-stop mRNAs. These 
observations suggested that Ska1 is specifically 
required for the SKI complex to target cytoplasmic 
RNA sequences devoid of ribosomes.  

 
Fig. 8 Ska1 is required, together with the SKI complex, to 
degrade the cytoplasmic RNAs sequences devoid of ribosomes 
 Genomic libraries were constructed from mRNA extracted from 
WT, dcp2-degron, dcp2-degron ski3∆ and dcp2-degron ska1∆ 
strains using the Teloprime lexogen kit. The libraries were 
sequenced with an Illumina and the analysis was performed as 
described in Materiels and Methods A) illustration of the 
accumulation of mRNA intermediates in the absence of the SKI 
complex or in the absence of Ska1 when the 5’ end degradation 
pathway is compromised. B)  Illustration of the accumulation of 
non-coding RNA in the absence of the SKI complex or in the 
absence of Ska1 when the 5’ end degradation pathway is affected. 

 
Recently, it was shown that the SKI complex 

has a strong affinity to ribosomes carrying small 
mRNA 3’ overhangs (Schmidt et al., 2016). This 
association is fully consistent with the role of the 
ribosome-associated SKI complex in the NSD since 
this pathway is translation dependent and degrades 
RNAs with ribosome reaching the 3’-end of the 
transcripts. But it is not fully consistent with its role in 
the general mRNA degradation pathway. Indeed, 
before degradation of the coding sequence harboring 
the ribosomes, the ribosome free 3’-UTR must be 
degraded. The association of the SKI complex with 
ribosomes cannot either account for the role of the 
SKI complex in the NMD dependent degradation of 
non-coding RNAs when the 5’ to 3’ pathway is 
compromised. Since, we observed that Ska1 interacts 
with the SKI complex independently of the ribosome, 
we can assume that the SKI complex could exist in 
two states, one associated to the ribosome and one, 
possibly mutually exclusive, associated to Ska1. 
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Fig. 9 Model for SKI-ribosome and ribosome-independent SKI complexes functions In a first step, the SKI complex in association 
with Ska1 degrades the 3’UTR independently of the ribosome; in a second step, when the SKI/Ska1 complex reaches the coding sequence, 
there is an exchange between Ska1 and the ribosome.   

 
Therefore, we postulated that, in the general 

3’ to 5’ degradation of mRNAs, the SKI/Ska1 
complex interacts, in a first step, with the 3’-UTR 
devoid of ribosome and in a second step, when the 
SKI/Ska1 complex reaches the coding sequence 
region, Ska1 leaves the complex and the SKI complex 
associates with the translating 3’ ribosome (Fig. 9). 
The configuration of the NSD substrates, and the fact 
that Ska1 is not required for NSD, in contrast to SKI, 
is also consistent with the hypothesis that the Ska1-
associated SKI complex specifically targets ribosome 
free sequences, since NSD substrates lake, by 
definition, a 3’-UTR. 

A further hypothesis suggests that Ska1, 
present in a sub-stoichiometric amount relative to the 
Ski factor, preferentially interact with it, 
cotranslationally (see above) is order to keep a 
ribosome free fraction of the SKI complex available 
for the degradation of ribosome devoid transcripts. 
According to this model, if Ska1 acts as a specific 
competitor for binding to the SKI ribosome-
interacting surface, its overexpression should affect 
the NSD degradation pathway, which targets ribosome 
associated RNAs. We therefore investigated the effect 
of SKA1 overexpression. We first observed that the 
overexpression of SKA1 did not affect the growth of 
WT cells on minimal medium but affected growth in 
the presence of Hygromycin B, an antibiotic that 

 

Fig. 10 Ska1 overexpression affects the Non-Stop mRNA decay 
(A) Serial dilutions of wild-type, ski2∆ or ska1∆ strains, 
transformed with plasmid pCM190 (carrying a URA3 selection 
marker) empty or overexpressing SKA1, were spotted on magic 
medium –URA plates with or without hygromycin (40 µg/ml) and 
incubated for 48h at 30°C. 
(B) Total cellular extracts from WT or ska1∆ or ski2∆ strains 
transformed with the TAP-Non-Stop or the TAP-Stop reporter 
genes as control were separated on 10% SDS/ PAGE 
polyacrylamide gel. The protein A was revealed by Western blot 
using PAP antibody. A loading control of the total protein amounts 
was done using anti-G6PDH antibody. 

 
induces read-through events and decrease translation 
fidelity. Moreover, the deletion of SKI2, which results 
in a similar slow growth phenotype, as previously 
described (Defenouillère et al., 2013), was epistatic 
with the effect of the delesion of SKA1, consistent 
with the hypothesis that the function of Ska1 is 
mediated by its interaction with the SKI complex (Fig. 
10A). Furthermore, and most strikingly, we observed 
that the overexpression of SKA1 resulted in a strong 
accumulation of the Non-Stop ProtA NSD reporter 
(Fig. 10B), fully consistent with the hypothesis that 
Ska1 antagonizes the formation of ribosome-SKI 
complexes, which are involved in the NSD pathway 
(Schmidt et al., 2016). 

 

Discussion  
 
The SKI-Ska1 complex is involved in the 3’UTR 
mRNA degradation pathway 

It was known, since a long time, that the SKI complex 
operates in the cytoplasm as a co-factor of the 
exosome to degrade the mRNAs from their 3’ to 5’ 
ends. More precisely, it is well documented that the 
SKI complex is involved not only in the general 
mRNA degradation pathway but also in the aberrant 
mRNA degradation such as NSD or NGD (Anderson 
and Parker, 1998; van Hoof et al., 2002). Recently, 
in vivo and in vitro experiments have demonstrated 
that the SKI complex associate with ribosomes 
containing RNA 3’-end overhangs, revealing that the 
3’ to 5’ mRNA degradation pathway is a co-
translational event (Schmidt et al., 2016) like the 5’ to 
3’ end mRNA degradation pathway (Pelechano et al., 
2015). These structural data were consistent with the 
fact that the aberrant mRNA degradation is 
translation-dependent. In contrast, the co-translational 
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implication of the SKI complex in the general mRNA 
degradation pathway only partially fits with these 
structural data since the mRNA 3’-UTRs are 
essentially devoid of ribosomes, yet are known to 
require the SKI complex to be efficiently degraded by 
this pathway (Anderson and Parker, 1998). The 
context in which the SKI complex operates for this 
specific function thus requires further characterization. 
Here, by affinity purification followed by quantitative 
mass spectrometry analyses, we identified a new 
component, Ska1, specifically associated with a 
subpopulation of SKI complexes (Fig. 1 & 2). We 
demonstrated that this factor assists the SKI complex 
in the general mRNA degradation pathway but is not 
involved in the aberrant mRNA mechanism (Fig. 5). 
The synergistic effects of the deletion of SKA1 and 
DCP2 but not of SKI genes, are consistent with a role 
of Ska1 in the general mRNA decay (Fig. 6). We also 
showed that Ska1 is associated to the ribosome only 
indirectly, by the intermediate of the mRNAs (Fig. 4). 
Furthermore, we found that, when the 5’ to 3’ 
degradation pathway is compromised by a depletion 
of Dcp2, Ska1 was required, together with the SKI 
complex, for the efficient degradation of ribosome-
devoid RNA sequences such as cytoplasmic non-
coding RNAs (Fig. 8) or 3’-UTRs (Fig. 5C) but, in 
contrast to Ski2, not for the efficient degradation of 
translated mRNA regions (Fig. 8). Altogether, these 
results allowed us to propose a model in which the 
general 3’ to 5’ mRNA degradation pathway could act 
in two steps after deadenylation (Fig. 9). First, a Ska1-
associated SKI complex subpopulation would assist 
the exosome to degrade the ribosome-free RNAs such 
as 3’-UTR mRNA regions, until it reaches the coding 
regions where it would encounter ribosomes. At this 
stage, Ska1 would leave and allow a direct interaction 
between the SKI complex and the ribosome, a 
configuration required for the activity of the SKI-
exosome complex when the mRNA targets are 
occupied by ribosomes (Fig. 9) (Schmidt et al., 
2016). In strong support of this model, SKA1 
overexpression induces an accumulation of NSD or 
NGD reporter peptides. This is a signature of the 
inhibition of the NSD and NGD dependent 
degradation of aberrant mRNAs, which involves 
ribosome-associated SKI complexes (Fig. 10). This 
observation is thus fully consistent with the model that 
Ska1 acts as an antagonist of the SKI-ribosome 
association by interacting, in a competitive manner, 
with the same surface of the SKI complex.  

 
A co-translational assembly of the SKI-Ska1 complex 

Using RIP experiments, we made the 
unexpected observation showing that Ska1 and Ski 
proteins are associated, not only with their own 
mRNA, but also with the mRNAs encoding some of 
their strongest interacting factors. Namely, Ska1-TAP 
purification strongly enriches not only the SKA1 

mRNA, but also the SKI3 mRNA. Likewise, Ski3-
TAP purification strongly enriches the SKI7 and SKA1 
mRNAs (Fig. 8). The most likely explanation for 
these observations is that the corresponding protein 
complexes assemble in part cotranslationally. In 
eukaryotes like in prokaryotes as well, most of the 
proteins such as the Ski proteins are organized in 
complexes. In prokaryotes, the genes are structured in 
operon and many complexes are operon-encoded. 
Therefore, proteins of the complex are translated from 
the same mRNA, which favors a quick and ordered 
assembly (Shieh et al., 2015). But, in eukaryotes, the 
proteins are synthetized from separate genes and little 
is known about on how the proteins independently 
produced are transported and assembled, particularly 
for the proteins expressed at a low level. One way to 
deal with this problem is to cotranslationally assemble 
the complex. The first observation in eukaryotes of 
such complex assembly was made by (Duncan and 
Mata, 2011). Since then, a number of cases have been 
reported. (Wells et al., 2015; Natan et al., 2017). We 
here have an additional example of such organization.  

In addition, one particularity of the SKI 
complex is that it acts in association with the ribosome 
or with the Ska1 cofactor. Therefore, it could be 
essential to quickly associate with the Ska1 protein to 
avoid an association of the SKI complex with the 40S 
ribosomal subunit. This is in agreement with the SKI 
complex titration when we overproduced Ska1 at the 
expense of the SKI-ribosome complex formation (see 
above).  

 
 

Material and methods 

Yeast strains and plasmids  
The yeast strains and the plasmids used in 

this study were listed in the Table 1 and the Table 2 
respectively (see Supplemental Material). The yeast 
strains constructed for this study were obtained by 
transformation of genomic PCR product. The details 
of each construction are available upon request. The 
TAP-NS and TAP-Stop plasmids carrying the LEU2 
marker were obtained by homologous recombination 
into BY4741 with the TAP-NS and TAP-Stop 
plasmids carrying the URA3 marker, linearized by 
EcoRV and with a PCR amplification of the LEU2 
gene from pRS305 using QD139 and QD140 primers. 
pCM190-SKA1 was generated by ligation into 
pCM190 previously digested with BamH1 and Not1 
of a BamH1-Not1 PCR fragment containing the SKA1 
gene synthetized with EZ089 and EZ090 primers. 
Polysome gradients, proteins extraction and western 
blotting 

Polysome extracts and sucrose gradients were 
performed as described in (Defenouillère et al., 
2013). Proteins extractions were prepared by alkaline 
treatment using 5 A600 mid-log phase yeast cells 
(Kushnirov, 2000). The cellular extracts were 
separated on 10% SDS-PAGE. The proteins were 
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transferred on nitrocellulose membrane using a Biorad 
semi-dry machine. The membrane was hybridized 
with appropriate antibodies dilution as mentioned in 
Table 3 (see Supplemental Material). 
RNA extraction and Northern 
Total RNA was extracted from 12 A600 mid-log 
phase yeast cells using the hot acid phenol protocol 
(Collart and Oliviero, 2001). Total RNAs were 
separated on 6% polyacrylamide–urea gels, 
transferred on nitrocellulose membranes and probed 
with 32P-labeled oligonucleotides listed in Table 4 (see 
Supplemental Material). 
Libraries construction 
Data analyses 

The quality of sequence data was visualized 
with FastQC v0.11.3 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/f
astqc/). Every duplicate single-end read was discard 
using the perl program fqduplicate 
(ftp://ftp.pasteur.fr/pub/gensoft/projects/fqtools). 
Adaptor clipping and quality trimming of reads were 
performed using AlienTrimmer v0.4.0 (Criscuolo and 
Brisse, 2013).  Demultiplexing fastq files was done 
using Biopython v1.69 (Cock et al., 2009). Only reads 
with at least 6 As or 6 Ts in their extremity were kept. 
Reads were aligned along the chromosomes of the 16 
chromosomes and mitochondrial sequence of S. 
cerevisae S288C genome and the 3 chromosomes and 
mitochondrial sequence of S. pombe genome using 
single-end mode of Bowtie2 (Langmead and 
Salzberg, 2012) using local read alignment with 
option ‘--sensitive-local’. Output SAM files were 
converted to BAM files using SAMtools v0.1.19 (Li 
et al., 2009). 

Mapped reads were filtered with a python 
script: reads with no mismatch were kept by parsing 
the BAMs files. The python tool bamCoverage 
implemented in deepTools 2.5.3 (Ramírez et al., 
2014) was used per default to generate bigWig 
coverage file for each strand (option « --
filterRNAstrand ») and with a bin size of 1. The 
mapping coverage was visualized by using IGV 
v.2.3.97  (Robinson et al., 2011). 
 
Affinity purifications coupled to mass spectrometry  
Affinity purifications were performed using 4 liters of 
culture at 2 OD600nm as described in (Defenouillère 
et al., 2013). The peptides were identified with an 
LTQ-Orbitrap Velos. Protein identifications and 
comparative label-free quantification were performed 
using the MaxQuant suite (version 1.5.5.1), which 
includes the Andromeda search engine. 
Quantifications were done using the algorithm 
integrated into MaxQuant to calculate Label Free 
Quantification intensities (Cox et al., 2014).  
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   l’un	
   des	
   premiers	
   à	
   découvrir	
   et	
   à	
   caractériser	
   le	
  

complexe	
  RQC,	
  composé	
  des	
  protéines	
  Rqc1,	
  Rqc2,	
  Ltn1	
  et	
  Cdc48	
  et	
  ses	
  co-­‐facteurs	
  Ufd1	
  

et	
  Npl4	
  chez	
  la	
  levure	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  (Brandman	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Defenouillère	
  et	
  

al.,	
  2013).	
  Durant	
  ma	
  thèse,	
   j’ai	
  pu	
  participer	
  à	
  la	
  caractérisation	
  d’agrégats	
  protéiques	
  

initialement	
  observés	
  dans	
  un	
  contexte	
  où	
  l’expression	
  de	
  Rqc1	
  est	
  affectée.	
  Ces	
  travaux	
  

ont	
   donné	
   lieu	
   à	
   un	
   article	
   dans	
   le	
   «	
  Journal	
   of	
   Biological	
   Chemistry	
  »	
   en	
   2016	
   dans	
  

lequel	
  je	
  suis	
  2ème	
  auteur.	
  Je	
  présenterai	
  ici	
  les	
  figures	
  qui	
  illustrent	
  les	
  expériences	
  que	
  

j’ai	
  réalisées	
  pour	
  cet	
  article	
  (Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

La	
  fonction	
  moléculaire	
  de	
  Ltn1	
  était	
  connue.	
  Il	
  s’agit	
  d’une	
  E3	
  Ubiquitine	
  ligase	
  

qui	
   va	
   polyubiquitinyler	
   les	
   peptides	
   aberrants	
   bloqués	
   dans	
   le	
   tunnel	
   de	
   sortie	
   de	
   la	
  

grande	
   sous-­‐unité	
   du	
   ribosome.	
   Cette	
   fonction	
   a	
   été	
   montrée	
   aussi	
   bien	
   in	
   vivo	
  

(Bengtson	
  and	
  Joazeiro,	
  2010)	
  qu’in	
  vitro	
  (Shao	
  et	
  al.,	
  2013).	
  L’une	
  des	
  fonctions	
  de	
  Rqc2	
  

est	
   d’ajouter	
   des	
   Alanines	
   et	
   des	
   thréonines	
   (CAT-­‐tail)	
   en	
   C-­‐terminal	
   des	
   peptides	
  

aberrants	
  (Shen	
  et	
  al.,	
  2015).	
  	
  L’ajout	
  des	
  CAT	
  tail	
  vient	
  d’être	
  également	
  montré	
  in	
  vitro	
  

(Osuna	
  et	
  al.,	
  2017).	
  En	
  revanche,	
  la	
  fonction	
  de	
  Rqc1	
  restait	
  élusive.	
  

Pour	
   comprendre	
   la	
   fonction	
   de	
   Rqc1	
   dans	
   le	
   contrôle-­‐qualité	
   des	
   protéines,	
  

Quentin	
   Defenouillère	
   a,	
   dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   analysé	
   par	
   Western	
   Blot	
  

l’accumulation	
  du	
  gène	
  rapporteur	
  aberrant	
  TAP-­‐NonStop	
  dans	
  un	
  contexte	
  où	
  RQC1	
  est	
  

délété.	
   La	
   méthode	
   d’extraction	
   des	
   protéines	
   couramment	
   utilisée	
   comportait	
   un	
  

traitement	
  à	
  la	
  soude	
  (Kushnirov,	
  2000)	
  et	
  permettait	
  de	
  mieux	
  mettre	
  en	
  évidence	
  les	
  

extensions	
  CAT	
  ajoutées	
  par	
  Rqc2	
   sur	
   les	
  peptides	
   aberrants.	
   L’utilisation	
  d’une	
   autre	
  

méthode	
   employant	
   le	
   TCA	
   pour	
   précipiter	
   les	
   protéines	
   a	
   permis	
   de	
   mettre	
   en	
  

évidence,	
   après	
   transfert	
   du	
   gel	
   sur	
   une	
   membrane	
   de	
   nitrocellulose,	
   dans	
   la	
   partie	
  

«	
  stacking	
  »	
   des	
   gels	
   de	
   polyacrylamide,	
   de	
   nouvelles	
   formes	
   de	
   TAP-­‐NonStop	
   de	
   très	
  

haut	
   poids	
   moléculaire.	
   Il	
   est	
   intéressant	
   de	
   noter	
   que	
   ces	
   formes	
   de	
   haut	
   poids	
  

moléculaires	
   apparaissent	
   seulement	
   lorsque	
   RQC1	
   seul	
   est	
   délété.	
   Dans	
   la	
   souche	
  

sauvage	
  WT,	
  si	
  seul	
  RQC2	
  est	
  délété	
  ou	
  si	
  on	
  associe	
  la	
  délétion	
  de	
  RQC2	
  à	
  la	
  délétion	
  de	
  

RQC1,	
  ces	
  formes	
  ne	
  sont	
  plus	
  visibles.	
  	
  

Pour	
  déterminer	
  la	
  nature	
  de	
  ces	
  formes	
  de	
  hauts	
  poids	
  moléculaires,	
  j’ai	
  effectué	
  

un	
   traitement	
   avec	
   5mM	
   de	
   guanidine,	
   un	
   composé	
   qui	
   dénature	
   les	
   structures	
  

protéiques,	
  sur	
  les	
  souches	
  WT,	
  rqc1∆,	
  rqc2∆	
  et	
  rqc1∆rqc2∆.	
  Ce	
  traitement	
  a	
  permis	
  de	
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réduire	
   significativement	
   ces	
   formes	
   de	
   haut	
   poids	
   moléculaire	
   que	
   l’on	
   retrouve	
  

seulement	
  en	
  rqc1∆	
  (Figure	
  1B	
  dans	
  Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2016).	
  Ceci	
  suggérait	
  que	
  les	
  

formes	
   de	
   haut	
   poids	
   moléculaire	
   devaient	
   être	
   des	
   formes	
   agrégées	
   de	
   protéines	
  

aberrantes.	
  	
  

	
  
Figure	
   1B	
  :	
   Rqc1	
   prévient	
   la	
   formation	
   des	
   agrégats	
   dépendant	
   de	
   Rqc2	
   Les	
  
protéines	
  issues	
  des	
  souches	
  WT,	
  rqc1∆,	
  rqc2∆,	
  rqc1∆rqc2∆	
  traitées	
  ou	
  non	
  avec	
  5	
  mM	
  
guanidine	
   pendant	
   15h	
   ont	
   été	
   extraits	
   soit	
   par	
   traitement	
   TCA	
   (panneau	
   haut)	
   soit	
  
traitement	
  alcalin	
  (panneau	
  bas),	
  puis	
  séparées	
  sur	
  gel	
  10%	
  acrylamide.	
  Les	
  protéines	
  
TAP-­‐NS	
  ont	
  été	
  révélées	
  par	
  western	
  blot	
  en	
  utilisant	
  un	
  anticorps	
  PAP	
  (1/10000).	
  La	
  
G6PDH	
  révélée	
  par	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐G6PDH	
  (1/100000)	
  a	
  servi	
  de	
  contrôle	
  de	
  charge.	
  

	
  

Avec	
   Quentin	
   Defenouillère,	
   nous	
   avons	
   également	
   analysé	
   les	
   protéines	
  

exprimées	
  par	
  un	
  gène	
  rapporteur	
  GFP-­‐NonStop	
  par	
  microscopie	
  à	
   fluorescence.	
  Alors	
  

que	
  dans	
   les	
  souches	
  WT,	
  rqc2∆	
  et	
  rqc1∆rqc2∆,	
   le	
  signal	
  GFP	
  est	
  diffus	
  dans	
   le	
  cytosol,	
  

nous	
   avons	
   pu	
  mettre	
   en	
   évidence	
   des	
   foci	
   verts	
   (Figure	
   2	
   dans	
   Defenouillère	
   et	
   al.,	
  

2016)	
   correspondant	
   très	
   certainement	
   aux	
   formes	
   de	
   haut	
   poids	
   moléculaires	
  

observées	
  par	
  Western	
  Blot	
  dans	
  la	
  souche	
  rqc1∆.	
  L’ensemble	
  de	
  ces	
  résultats	
  confirme	
  

donc	
  que	
  ces	
  formes	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  correspondent	
  à	
  des	
  agrégats	
  protéiques.	
  

Rqc1	
  est	
  donc	
  essentiel	
  pour	
  empêcher	
  la	
  formation	
  des	
  agrégats	
  cytosoliques	
  de	
  

peptides	
   aberrants	
   TAP-­‐NonStop,	
   de	
   plus	
   ils	
   dépendent	
   également	
   de	
   la	
   présence	
   de	
  

Rqc2.	
  



Résultats	
  

	
   105	
  

	
  
Figure	
  2	
  :	
   Les	
   peptides	
   aberrants	
   forment	
  des	
   agrégats	
   en	
   absence	
  de	
  Rqc1	
  Les	
  
souches	
  WT,	
  rqc1∆,	
  rqc2∆	
  et	
  ltn1∆	
  exprimant	
  la	
  GFP-­‐NS	
  ont	
  été	
  analysé	
  par	
  microscopie	
  
à	
  fluorescence.	
  

	
  

Ces	
   formes	
   agrégées	
   sont	
   observées	
   en	
   l’absence	
  de	
  Rqc1	
  mais,	
   si	
   on	
   y	
   associe	
  

l’absence	
  de	
  Rqc2,	
   elles	
  ne	
   sont	
  plus	
  détectables	
   (Figure	
   1B	
   dans	
  Defenouillère	
  et	
   al.,	
  

2016).	
  Nous	
   savons	
   que	
  Rqc2	
   possède	
   une	
   fonction	
   d’ajout	
   de	
   CAT-­‐tails	
   aux	
   peptides	
  

aberrants	
  bloqués	
  dans	
  la	
  particule	
  60S	
  ribosomale.	
  La	
  question	
  se	
  posait	
  donc	
  de	
  savoir	
  

si	
   cette	
   fonction	
   est	
   indispensable	
   dans	
   la	
   formation	
   des	
   agrégats	
   protéiques.	
   Pour	
  

répondre	
   à	
   cette	
   question,	
   une	
   souche	
   complémentée	
   avec	
   une	
   forme	
   mutante	
   de	
  

Rqc2	
  appelée	
   RQCaaa	
   a	
   été	
   utilisée.	
   Ce	
   mutant	
   de	
   Rqc2	
   est	
   fonctionnel	
   pour	
   la	
  

dégradation	
  des	
  peptides	
  aberrants	
  mais	
  pas	
  pour	
  l’ajout	
  d’extensions	
  CAT.	
  Le	
  devenir	
  

des	
   TAP-­‐NonStop	
   a	
   donc	
   été	
   étudié	
   dans	
   des	
   souches	
   complémentées	
   ou	
   non	
   avec	
  

RQCaaa.	
  L’accumulation	
  d’agrégats	
  dans	
  une	
  souche	
  rqc1∆rqc2∆	
  a	
  ainsi	
  pu	
  être	
  restaurée	
  

par	
  la	
  complémentation	
  avec	
  la	
  forme	
  sauvage	
  de	
  Rqc2	
  et	
  non	
  la	
  forme	
  mutante	
  Rqc2aaa	
  

(Figure	
   3	
   dans	
   Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2016),	
   démontrant	
   donc	
   que	
   l’ajout	
   d’extensions	
  

CAT-­‐tails	
  est	
  responsable	
  de	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  protéiques.	
  	
  

Sachant	
   que	
   Rqc1	
   est	
   un	
   facteur	
   important	
   pour	
   le	
   recrutement	
   de	
   l’hexamère	
  

Cdc48	
   sur	
   les	
   particules	
   60S	
   bloquées	
   avec	
   un	
   peptide	
   aberrant,	
   il	
   était	
   important	
   de	
  

tester	
  si	
  cette	
  fonction	
  de	
  Rqc1	
  était	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  protéiques.	
  

Dans	
  un	
  gradient	
  de	
  polysomes	
  effectué	
  avec	
   les	
  extraits	
  d’une	
  souche	
  cdc48-­‐deplétée,	
  

les	
  agrégats	
  protéiques	
  ont	
  également	
  pu	
  être	
  observés	
  (Figure	
  4	
  dans	
  Defenouillère	
  et	
  



Résultats	
  

	
   106	
  

al.,	
   2016),	
   montrant	
   donc	
   que	
   le	
   recrutement	
   de	
   Cdc48	
   empêche	
   l’agrégation	
   des	
  

peptides	
   aberrants.	
   Il	
   est	
   également	
   intéressant	
   de	
   noter	
   que	
   les	
   agrégats	
   protéiques	
  

sédimentent	
  principalement	
  dans	
   les	
   fractions	
   légères	
  du	
  gradient	
  mais	
  qu’ils	
  peuvent	
  

également	
   être	
   retrouvés,	
   bien	
   que	
   dans	
   une	
  moindre	
  mesure,	
   dans	
   les	
   fractions	
   60S	
  

(Figure	
   4	
   dans	
   Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2016)	
   et	
   que	
   ce	
   phénotype	
   est	
   aggravé	
   dans	
   une	
  

souche	
  Cdc48-­‐déplétée/rqc1∆.	
  Ces	
   résultats	
  montrent	
   donc	
   que	
   les	
   peptides	
   aberrants	
  

peuvent	
   former	
  des	
  agrégats	
  en	
   l’absence	
  de	
  Cdc48,	
  même	
  s’ils	
   sont	
   toujours	
  associés	
  

aux	
  particules	
  60S	
  ribosomales.	
  	
  

Le	
   recrutement	
   de	
   Cdc48	
   dépendant	
   de	
   la	
   polyubiquitination	
   des	
   peptides	
  

aberrants	
  par	
  Ltn1,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  savoir	
  si	
  Ltn1	
  avait	
  aussi	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  formation	
  

des	
  agrégats	
  protéiques.	
  La	
  présence	
  d’agrégats	
  protéiques,	
  même	
  si	
  moins	
  importante,	
  

a	
  été	
  vérifiée	
  par	
  Western	
  Blot	
  et	
  par	
  microscopie	
  à	
   fluorescence	
  en	
   l’absence	
  de	
  Ltn1	
  

(Figures	
   2	
   et	
   5	
   dans	
  Defenouillère	
  et	
   al.,	
   2016),	
   confirmant	
  que	
  Ltn1	
  est	
   requis	
  pour	
  

prévenir	
   la	
   formation	
   de	
   ces	
   agrégats	
   protéiques.	
   Quentin	
   Defenouillère	
   a	
   également	
  

analysé	
   la	
   polyubiquitination	
  par	
   Ltn1	
  des	
   peptides	
   aberrants	
   dans	
   les	
   agrégats.	
   Pour	
  

cela,	
   il	
   a	
   extrait	
   les	
   protéines	
   des	
   souches	
   WT,	
   rqc1∆,	
   ltn1∆	
   et	
   rqc1∆ltn1∆	
   et	
   fait	
   un	
  

Western	
  Blot	
  utilisant	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐ubiquitine.	
  Les	
  agrégats	
  observés	
  en	
  rqc1∆	
  sont	
  

bien	
   reconnus	
  par	
   cet	
   anticorps,	
   démontrant	
   donc	
   que	
   les	
   peptides	
   aberrants	
   sont	
   au	
  

moins	
  en	
  partie	
  polyubiqtuitinylés.	
  	
  	
  

Les	
  agrégats	
  protéiques	
  observés	
  en	
  rqc1∆	
   sont-­‐ils	
  dégradés	
  par	
   le	
  protéasome,	
  

comme	
   c’est	
   le	
   cas	
   pour	
   les	
   peptides	
   aberrants	
  ?	
   L’utilisation	
   d’un	
   inhibiteur	
   du	
  

protéasome,	
   le	
  MG-­‐132,	
  dans	
  des	
  souches	
  WT	
  et	
  rqc1∆	
  suivi	
  d’une	
  analyse	
  des	
  extraits	
  

de	
  polysomes	
  par	
  Western	
  Blot	
  a	
  permis	
  d’observer	
  que	
  les	
  agrégats	
  protéiques	
  que	
  l’on	
  

retrouve	
   en	
   rqc1∆	
   sont	
   en	
   quantité	
   plus	
   importante	
   lorsque	
   les	
   cellules	
   sont	
   traitées	
  

avec	
   le	
  MG-­‐132	
   (Figure	
   7	
   dans	
  Defenouillère	
   et	
   al.,	
   2016),	
   ces	
   agrégats	
   sont	
  donc,	
   au	
  

moins	
  en	
  partie,	
  dégradés	
  par	
  le	
  protéasome.	
  

Enfin,	
  pour	
  terminer	
  cette	
  étude,	
  les	
  agrégats	
  protéiques	
  observés	
  dans	
  la	
  partie	
  

«	
  stacking	
  »	
   des	
   gels	
   de	
   polyacrylamide	
   ont	
   été	
   analysés	
   par	
   spectrométrie	
   de	
  masse.	
  

L’identification	
   a	
   révélé	
   un	
   enrichissement	
   en	
   ubiquitines,	
   en	
   co-­‐chaperonnes	
   Sis1	
   et	
  

Sgt2	
   avec	
   leurs	
   chaperonnes	
   associées	
   Ssa1	
   et	
   Ssa2	
   ainsi	
   que	
   Hsp82	
   dans	
   la	
   souche	
  

rqc1∆	
  par	
  rapport	
  à	
  une	
  souche	
  sauvage	
  WT	
  (Figures	
  8A	
  et	
  8B	
  dans	
  Defenouillère	
  et	
  al.,	
  

2016).	
  Ces	
  facteurs	
  sont	
  des	
  facteurs	
  retrouvés	
  de	
  l’agrésome	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2009).	
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J’ai	
  pu,	
  dans	
  un	
  premier	
   temps,	
  observer	
   la	
  présence	
  de	
  Sis1	
  dans	
  des	
  agrégats	
  

protéiques	
   de	
   rqc1∆	
   par	
  Western	
   Blot	
   en	
   utilisant	
   des	
   anticorps	
   anti-­‐Sis1	
   (Figure	
   8C	
  

dans	
  Defenouillère	
  et	
   al.,	
   2016).	
  Dans	
  un	
   second	
   temps,	
   j’ai	
   analysé	
  par	
  microscopie	
  à	
  

fluorescence	
  des	
  souches	
  WT	
  ou	
  rqc1∆,	
  exprimant	
  à	
  la	
  fois	
  la	
  protéine	
  GFP-­‐NonStop	
  et,	
  

soit	
  la	
  protéine	
  Sis1-­‐mcherry,	
  soit	
  la	
  protéine	
  Sgt2-­‐mcherry.	
  Ces	
  analyses	
  m’ont	
  permis	
  

de	
  montrer	
  que	
  les	
  protéines	
  fusions	
  Sis1-­‐mcherry	
  et	
  Sgt2-­‐mcherry	
  co-­‐localisent	
  avec	
  la	
  

fusion	
   GFP-­‐NonStop	
   au	
   niveau	
   des	
   agrégats	
   que	
   forme	
   cette	
   protéine	
   dans	
   la	
   souche	
  

rqc1∆.	
   Ces	
   résultats	
   confirment	
   les	
   données	
   biochimiques	
   et	
   montrent	
   donc	
   que	
   ces	
  

agrégats	
   contiennent	
   ces	
   protéines	
   chaperonnes	
   (Figure	
   8D	
   dans	
  Defenouillère	
   et	
   al.,	
  

2016).	
  	
  

	
  
Figure	
  8	
  :	
  Les	
  agrégats	
  formés	
  en	
  rqc1∆	
  contiennent	
  des	
  chaperonnes	
  spécifiques	
  
de	
   l’agrésome	
  (C)	
  Les	
  protéines	
  issues	
  des	
  souches	
  WT,	
  rqc1∆,	
  rqc2∆,	
  rqc1∆rqc2∆	
  ont	
  
été	
  extraits	
  par	
  traitement	
  TCA	
  et	
  séparées	
  sur	
  gel	
  10%	
  acrylamide.	
  Les	
  protéines	
  Sis1	
  
dans	
   le	
   stacking	
   et	
   dans	
   le	
   gel	
   de	
   séparation	
   ont	
   été	
   révélées	
   par	
   western	
   blot	
   en	
  
utilisant	
   un	
   anticorps	
   anti-­‐Sis1	
   (1/1000).	
   La	
   G6PDH	
   révélée	
   par	
   un	
   anticorps	
   anti-­‐
G6PDH	
   (1/100000)	
   a	
   servi	
   de	
   contrôle	
   de	
   charge.	
   (D	
   et	
  E)	
   Les	
   souches	
  WT	
   et	
   rqc1∆	
  
exprimant	
   la	
  GFP-­‐NS	
  et	
  contenant	
  soit	
  Sis-­‐mcherry,	
  soit	
  Sgt2-­‐mcherry	
  ont	
  été	
  analysé	
  
par	
  microscopie	
  à	
  fluorescence.	
  

	
  



Résultats	
  

	
   108	
  

Ces	
   protéines	
   ont	
   été	
   retrouvées	
   dans	
   une	
   étude	
   précédente	
   caractérisant	
   des	
  

protéines	
   localisées	
   dans	
   l’agrésome	
   après	
   l’expression	
   de	
   l’exon	
   1	
   de	
   la	
   protéine	
  

Huntingtin	
   comportant	
   des	
   expansions	
   polyglutamines	
   (Wang	
   et	
   al.,	
   2009),	
   suggérant	
  

que	
   les	
   agrégats	
   de	
   protéines	
   aberrantes	
   qui	
   s’accumulent	
   en	
   l’absence	
   de	
   Rqc1	
   sont	
  

adressées	
  dans	
  des	
  compartiments	
  cytosoliques	
  de	
  type	
  agrésome.	
  

Pour	
  résumer,	
  les	
  protéines	
  Rqc1	
  et	
  Ltn1,	
  qui	
  permettent	
  un	
  recrutement	
  efficace	
  

de	
  Cdc48,	
  sont	
  essentielles	
  pour	
  empêcher	
  l’agrégation	
  des	
  peptides	
  naissants	
  aberrants	
  

induite	
   par	
   l’ajout	
   des	
   CAT-­‐tails	
   dans	
   leur	
   région	
   C-­‐terminale.	
   Ces	
   agrégats	
   sont	
  

polyubiquitinylés	
  par	
  Ltn1	
  et	
  dégradés	
  par	
  le	
  protéasome.	
  

Parallèlement	
   à	
   notre	
   travail,	
   deux	
   autres	
   publications	
   ont	
   abouti	
   aux	
   mêmes	
  

conclusions	
  (Choe	
  et	
  al.,	
  2016;	
  Yonashiro	
  et	
  al.,	
  2016).	
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Protein homeostasis is maintained by quality control mecha-
nisms that detect and eliminate deficient translation products.
Cytosolic defective proteins can arise from translation of aber-
rant mRNAs lacking a termination codon (NonStop) or contain-
ing a sequence that blocks translation elongation (No-Go),
which results in translational arrest. Stalled ribosomes are dis-
sociated, aberrant mRNAs are degraded by the cytoplasmic exo-
some, and the nascent peptides remaining in stalled 60S exit
tunnels are detected by the ribosome-bound quality control
complex (RQC) composed of Ltn1, Rqc1, Rqc2, and Cdc48.
Whereas Ltn1 polyubiquitylates these nascent peptides, Rqc2
directs the addition of C-terminal alanine-threonine tails (CAT-
tails), and a Cdc48 hexamer is recruited to extract the nascent
peptides, which are addressed to the proteasome for degrada-
tion. Although the functions of most RQC components have
been described, the role of Rqc1 in this quality control process
remains undetermined. In this article we show that the absence
of Rqc1 or Ltn1 results in the aggregation of aberrant proteins, a
phenomenon that requires CAT-tail addition to the nascent
peptides by Rqc2. Our results suggest that aberrant CAT-tailed
protein aggregation results from a defect in Cdc48 recruitment
to stalled 60S particles, a process that requires both Rqc1 and
Ltn1. These protein aggregates contain Ltn1-dependent polyu-
biquitin chains and are degraded by the proteasome. Finally,
aggregate characterization by proteomics revealed that they
contain specific chaperones including Sis1, Sgt2, Ssa1/2, and
Hsp82, suggesting that these protein aggregates may be
addressed to aggresome-like structures when the RQC complex
fails to deliver aberrant nascent peptides to the proteasome for
degradation.

Protein homeostasis is maintained in eukaryotic cells by
quality control pathways that ensure the recognition and the
degradation of defective translation products. Whereas molec-

ular chaperones perform unfolding and refolding of misfolded
proteins, aberrant proteins are recognized and eliminated by
the ubiquitin-proteasome system. These cellular responses
prevent the toxicity generated by the accumulation of defective
proteins that may be nonfunctional and are prone to aggrega-
tion. However, in the presence of a translational stress, the
rapid increase of the amount of defective proteins often leads to
the accumulation of protein aggregates (for review see Ref. 1). It
has been shown that these protein aggregates can be trans-
ported via the microtubules network to a deposit called the
aggresome (2), in which the coordinated action of chaperones
and proteasome-recruiting factors enables aggregate pro-
cessing, thus limiting their intracellular toxicity and maintain-
ing the quality of the cellular protein pool (3). In the cytosol,
accumulation of aberrant proteins may result from the transla-
tion of aberrant mRNAs that trigger ribosome stalling during
translation elongation. These stalled ribosomes act as a signal
for mRNA (4 – 6), nascent peptide (7, 8), and ribosome degra-
dation and recycling (9, 10). Two types of aberrant transcripts
causing translational arrest have been identified: mRNAs lack-
ing a STOP codon (NonStop mRNAs) (4, 5), for which ribo-
some stalling is caused by the translation of the poly(A) tail into
a positively charged polylysine (7), and mRNAs carrying a
sequence or a structure that prevents elongating ribosomes
from reaching the termination codon (no-go mRNAs) (6). In
both cases, Dom34 (Pelota in mammals) and Hbs1 bind to the
stalled ribosomes, which trigger the recruitment of the ATPase
Rli1/ABCE1 (11). Together, they promote dissociation of the
stalled ribosome. Following the dissociation, the aberrant tran-
scripts undergo an endonucleolytic cleavage (6) and are
degraded via the recruitment of the SKI complex, Ski7, the
cytoplasmic exosome, and Xrn1 (5, 6, 12).

After ribosome dissociation, the exit tunnel of the 60S sub-
unit still contains an aberrant nascent peptide bound to a tRNA
that must be degraded to prevent the accumulation of defective
translation products. Recent studies revealed that these aber-
rant substrates are detected by the ribosome-bound quality
control complex (RQC),3 composed of the RING domain E3
ubiquitin ligase Ltn1, the factors Rqc1 and Rqc2, a hexamer of
Cdc48 (Listerin, TCF25, NEMF, and p97 in mammals, respec-
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tively), and the Cdc48 co-factors Npl4 and Ufd1 (13–15) (see
Fig. 1A). Rqc2 binds to the 60S interface surface and conse-
quently prevents 40S reassociation (16). An additional function
of Rqc2 is to sense the tRNA in the P-site of the stalled 60S and
to coordinate the recruitment of alanyl- and threonyl-tRNAs
in the A-site to add a nontemplated C-terminal alanine-thre-
onine tail (CAT-tail) to the nascent peptide (17). This pro-
cess is essential to trigger the Hsf1 response to translational
stress (17). In parallel, Ltn1 performs the polyubiquitylation
of the aberrant peptide (15–18). This enables the recruit-
ment of a Cdc48 hexamer that hydrolyzes ATP to extract the
aberrant substrate from the 60S exit tunnel and to escort it to
the proteasome for degradation (14, 19). Whereas Rqc1 is
not involved in the polyubiquitylation process, it is required
for Cdc48 recruitment on the 60S subunit and therefore
essential for efficient degradation of these aberrant proteins
(13, 14).

Although the functions of Ltn1, Rqc2, and Cdc48 within this
RQC-mediated translational quality control have been partly
described (see review in Ref. 20), the function of Rqc1 remains
widely unknown. Furthermore, rapid accumulation of defective
proteins in case of stress often results in a saturation of quality
control mechanisms (for review see in Ref. 21), and the fate of
aberrant translation products in the absence of a fully func-
tional RQC complex is yet to be determined.

In this study, we show that Rqc1, Ltn1, and Cdc48 prevent
the aggregation of aberrant proteins that can only appear after
CAT-tail addition by Rqc2. These protein aggregates contain
polyubiquitin chains generated by Ltn1 and are degraded by the
proteasome. Finally, these aggregates are recognized by specific
chaperones including Sis1, Sgt2, Ssa1/2, and Hsp82, suggesting
that they are targeted to aggresome-like structures. This work
reveals the importance of Cdc48 recruitment on stalled 60S
particles by Rqc1 and Ltn1 to prevent the accumulation of
CAT-tail induced aggregates of aberrant translation products,
thus participating in the maintenance of cellular protein
homeostasis.

Experimental Procedures

Yeast Strains and Plasmids—The yeast strains used in this
study are listed in Table 1. All of them were generated from
either BY4741 or BY4742 by homologous recombination using
PCR products. The plasmid pGFP-NonStop was generated by
pTAP-NonStop (14) digestion with BamHI and BglII and yeast

homologous recombination with a GFP sequence PCR frag-
ment carrying overhangs that target 5� and 3� ends of the
digested vector. Depletions of CDC48 were performed by gen-
erating a PrTetO2-CDC48 strain (14) where CDC48 is under
the control of a tetracyclin-repressible promoter and by treat-
ing cell cultures with doxycyclin (5 �g�ml�1) for 13.5 h at 30 °C.
To eliminate the aggregated forms of protein, the cells were
treated for 15 h with 5 mM guanidine, and 5 A600 cells in the
mid-log phase of treatment were harvested, and proteins were
extracted as described below.

Polysome Gradients, Proteins Extraction, and Western
Blotting—Polysome extracts were obtained from 120 A600 mid-
log phase yeast cells were treated with 50 �g�ml�1 cyclohexi-
mide for 5 min and broken with glass beads using a MagNA
lyser (three times for 60 s at 3000 rpm) in breaking buffer (20
mM Tris-HCl, pH 7.4, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 50 �g�ml�1

cycloheximide, 10 mM N-ethylmaleimide, and EDTA-free pro-
tease inhibitors from Roche). For proteasome inhibition, the
cells were treated for 2 h with 100 �M MG132 before lysis. They
were deleted from ERG6 to increase the sensitivity to MG132. 7
A260 of clarified cell lysates were loaded on 10 –50% sucrose
gradients. Collected fractions were precipitated with 10% TCA
and resuspended in 40 �l of sample buffer, and 10 �l were
loaded on 10% SDS-PAGE. Total protein extracts were pre-
pared from 5 A600 of exponential culture. Briefly, the cells were
broken with glass beads using a MagNA Lyser (twice for 60 s at
4800 rpm) in 300 �l of TCA 20%. We let beads settle and trans-
ferred the supernatant into a new tube. 300 �l of 5% TCA were
added to the beads, and after vortex for 10 s, we again let beads
settle and transferred the supernatant into the collected tube.
After centrifugation for 1 min at 16,000 � g, the samples were
resuspended in 40 �l of sample buffer, and 10 �l were loaded on
10% SDS-PAGE. Alternatively, a fast method using alkaline
treatment (22) was used as mentioned in the text. 5 A600 of
exponential culture were resuspended in 200 �l of 0.1 N NaOH.
After incubation for 5 min at room temperature, the cells were
collected by centrifugation for 3 min at room temperature and
resuspended in 40 �l of sample buffer. Proteins were denatured
for 3 min at 95 °C, and cellular debris were pelleted by centrif-
ugation. 10 �l of supernatant were loaded on 10% SDS-PAGE.
After transfer to nitrocellulose membrane with a semidry sys-
tem, proteins were detected by hybridization with the appro-
priate antibodies.

TABLE 1
Yeast strains used in this study

Strains Genotypes References

BY4741 MATa, ura3�0, his3�1, leu2�0, met15�0
BY4742 MATalpha, ura3�0, his3�1, leu2�0, lys2�0
LMA1967 as BY4742, rqc1�::KANMX4 Euroscarf
LMA843 as BY4742, yel068c�::PralphaNATMX4, ydl242w�::KANMX4 Ref. 14
LMA2306 as BY4742, yel068c�:: PralphaNATMX4, rqc1�::KANMX4 Ref. 14
LMA836 as BY4742, rqc2�:: PralphaNATMX4,yel068c�::KANMX4 Ref. 14
LMA1921 as BY4742, yel068c�:: PralphaNATMX4, ltn1�::KANMX4 Ref. 14
LMA1920 as BY4742, rqc2�:: PralphaNATMX4, ltn1�::KANMX4 Ref. 14
LMA3768 as BY4742, rqc1�:: PralphaNATMX4, ltn1�::KANMX4, This study
LMA2135 as BY4742, rqc1�::KANMX4, rqc2�:: PralphaNATMX4 This study
LMA3124 as BY4742, PralphaNATMX4:PrTetO2:CDC48, yel068c�::KANMX4 This study
LMA3121 as BY4742, PralphaNATMX4:PrTetO2:CDC48, rqc1�::KANMX4 This study
LMA3041 as BY4741, erg6�::LEU2 This study
LMA3120 as BY4741, erg6�::LEU2, rqc1�::KANMX4 This study

Prevention of Aberrant Protein Aggregation

12246 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 291 • NUMBER 23 • JUNE 3, 2016



Mass Spectrometry Experiments and Data Analysis—For
sample preparation from stacking gels, each lane was excised,
cut in small cubes, and subjected to in-gel trypsin digestion
after reduction and alkylation as described in Ref. 23. All steps
from in-solution trypsin digestion, peptide sample analysis by
LC-MS/MS on an Orbitrap Velos, protein identification, to
comparative label-free quantification using MaxQuant suite
were performed as previously described in Ref. 14.

Fluorescence Microscopy—Fluorescence microscopy was
performed with GFP-NonStop-expressing yeast cells grown in
liquid synthetic medium containing galactose without uracil to
a final A600 of 4.0 and resuspended in sterile water. DNA was
stained with Hoechst 33352 (5 ng��l�1) for 5 min, and cells
were washed twice in sterile water. Samples were imaged using
a Leica DMRXA fluorescence microscope. Fluorescent signals
were collected with single band pass filters for excitation of GFP
(Leica) for 3500 ms, mCherry (Cy3; Leica) for 800 ms and
Hoechst 33352 (A; Leica) for 40 ms. Images were acquired with
a Hamamatsu ORCAII-ER cooled CCD camera controlled by
the Openlab software (version 3.5; Improvision) and processed
using Adobe Photoshop CS3 software (version 10; Adobe).

Results

Rqc1 Prevents the Accumulation of Rqc2-dependent Aberrant
Protein Aggregates—Whereas the functions of the other com-
ponents of the RQC complex have been described (13–15, 17),
the role of Rqc1 in the translational quality control pathway
remains poorly understood. To better understand the mecha-
nism of action of Rqc1 in this quality control process, we ana-
lyzed by Western blotting the accumulation of an aberrant
reporter containing a tandem affinity purification sequence
(24) and lacking a translation termination codon (called “TAP-
NonStop”) in the absence of RQC1 in the yeast Saccharomyces
cerevisiae. In addition to the previously observed accumulation
of the aberrant reporter protein in rqc1� cells compared with a
wild type when protein extracts were prepared using NaOH
(Fig. 1B, bottom two panels, and Ref. 14), extracting proteins
using TCA and blotting the stacking part of the polyacrylamide
gel revealed an additional form of the TAP-NonStop reporter
stabilized in the absence of Rqc1 that was retained in the stack-
ing gel (Fig. 1B, top two panels). Interestingly, these high molec-
ular weight species of the TAP-NonStop were not visible in
rqc2� cells, and the absence of Rqc2 suppressed their accumu-
lation in the rqc1�rqc2� double mutant, although the accumu-
lation of the running gel-migrating TAP-NonStop was compa-
rable between this double mutant and the rqc1� single mutant
(Fig. 1B). Whereas these high molecular weight species were
resistant to the SDS present in the protein sample buffer, treat-
ing the yeast cultures with 5 mM guanidine for 15 h significantly
reduced high molecular weight species accumulation in the
stacking gel of rqc1� cells (Fig. 1B), suggesting that they could
correspond to aggregated forms of the TAP-NonStop aberrant
protein that accumulate in the absence of Rqc1.

We addressed this hypothesis by replacing the TAP sequence
in the TAP-NonStop reporter gene by a GFP sequence to mon-
itor the aberrant “GFP-NonStop” reporter by fluorescence
microscopy. Interestingly, whereas the fluorescent signal was
weak and homogeneously distributed in the cytosol of wild-

type cells, the GFP-NonStop aberrant protein accumulated to a
higher extent in rqc1� cells and formed green foci correspond-
ing to protein aggregates that were localized in the cytosol,
according to a merge with nucleus staining (Fig. 2). In contrast,
whereas the GFP-NonStop fluorescent signal in the cytosol of
rqc2� cells was comparable with the intensity observed in
rqc1� cells, no green foci were detected in the absence of Rqc2,
whether in the presence or Rqc1 or not (Fig. 2). These observa-
tions corroborate those obtained in Fig. 1 and suggest that high
molecular weight species observed with the TAP-NonStop cor-
respond to the cytosolic aggregates observed with the GFP-

FIGURE 1. Rqc1 prevents the accumulation of Rqc2-dependent aberrant
protein aggregates. A, schematic illustration of the ribosome-bound quality
control pathway based on previous studies. Aberrant nascent peptides syn-
thesized from mRNAs triggering translational arrest remain stalled in the 60S
ribosomal subunit after ribosome dissociation. 60S particles stalled with a
nascent peptide are recognized by the RQC complex composed of Rqc1,
Rqc2, and Ltn1 that performs CAT-tail addition and polyubiquitylation of the
nascent peptide. This polyubiquitylated substrate is then recognized by a
Cdc48 hexamer that hydrolyzes ATP to extract it from the 60S exit tunnel and
escorts it to the proteasome for degradation. B, total proteins extracted using
TCA (top two panels) or NaOH (bottom two panels) prepared from wild-type,
rqc1�, rqc2�, and rqc1�rqc2� cells expressing the TAP-NonStop reporter and
treated or not with 5 mM guanidine for 15 h were separated on 10% polyacryl-
amide gels. Analyses by Western blotting were performed using antibodies
against the TAP-NonStop (peroxidase-anti-peroxidase (PAP) from Sigma-Al-
drich) (1/10,000) and rabbit polyclonal against G6PDH (1/100,000) for loading
control. Aggregated species of the TAP-NonStop in the stacking gel of TCA
extracts and CAT-tailed forms of the TAP-NonStop are indicated. NS,
NonStop.
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NonStop reporter. Taken together, these results show that
Rqc1 is essential to prevent the formation of cytosolic aggre-
gates of aberrant peptides synthesized from NonStop mRNAs;
however, aggregate formation strictly depends on the presence
of Rqc2.

Addition of CAT-tails to Aberrant Peptides by Rqc2 Is Essen-
tial for Their Aggregation in the Absence of Rqc1—We then
investigated why Rqc2 was essential for aggregate formation
even in the absence of Rqc1. Because Rqc2 was shown to initiate
CAT-tail addition to aberrant nascent peptides (17), we won-
dered whether the presence of CAT-tails on aberrant proteins
could be responsible for their aggregation in the absence of
Rqc1. To this end, we complemented the wild-type, rqc1�,
rqc2�, and rqc1�rqc2� strains with vectors coding the RQC2
gene or the RQC2aaa mutant, which is functional for aberrant
protein degradation but not for CAT-tail addition, thus uncou-
pling these two distinct mechanisms (17). As expected, the
CAT-tails addition to the soluble TAP-NonStop peptide was
observed only when the entire RQC2 gene version is present but
not with the RQC2aaa mutant (Fig. 3, bottom two panels). Inter-
estingly, the accumulation of aggregated TAP-NonStop in the
rqc1�rqc2� double mutant could only be restored by comple-
mentation with the RQC2 gene but not with the RQC2aaa
mutant (Fig. 3, top two panels, compare lanes 11 and 12), reveal-
ing that CAT-tail addition by Rqc2 is actually responsible for
protein aggregation in the absence of Rqc1. Intriguingly, the
quantity of protein aggregates was increased when two copies
of RQC2 were expressed in the rqc1� mutant (Fig. 3, top two
panels, compare lanes 7 and 8), which suggests that the overex-
pression of an Rqc2 version that is functional for CAT-tail addi-
tion has an aggravating effect on aberrant protein aggregation
when Rqc1 is impaired.

Recruitment of Cdc48 on Stalled 60S Particles by Rqc1 and
Ltn1 Is Essential to Prevent Aberrant Protein Aggregation—We
showed that the absence of Rqc1 leads to aberrant protein
aggregation, a process that requires prior CAT-tail addition to

aberrant proteins by Rqc2. Because the only documented role
of Rqc1 is to optimize the recruitment of the Cdc48 hexamer on
60S particles stalled with an aberrant nascent peptide in their
exit tunnel (13, 14), we suspected that the absence of efficient
Cdc48 recruitment on stalled 60S particles in rqc1� cells, which
leads to a defect in aberrant peptide extraction from the 60S and
in escort to the proteasome for degradation (14, 19), could be
the cause of aggregate formation in the absence of Rqc1. We
therefore analyzed the accumulation of the TAP-NonStop
reporter after CDC48 depletion by Western blotting after poly-
some fractionation using sucrose gradients. Interestingly, aber-
rant protein aggregates were also detected in the stacking gel
upon CDC48 depletion as observed in the rqc1� mutant (Fig.
4). In addition, polysome fractionation revealed that these
aggregates mainly co-sedimented with light nonribosomal frac-
tions of the sucrose gradient, although a subset also co-sedi-
mented with 60S particles (Fig. 4). We then addressed the effect
of combining a Cdc48 depletion with an RQC1 deletion and
observed a strong aggravating effect on aberrant protein aggre-
gation (Fig. 4), indicating that the absence of both Rqc1 and
Cdc48 leads to the aggregation of aberrant proteins in an addi-
tive or even synergistic manner. Remarkably, the proportion of
aggregated proteins co-sedimenting in the 60S fractions was
higher in the absence of both Rqc1 and Cdc48 compared with
the rqc1� single mutant, which correlates with the function of
the Cdc48 hexamer in nascent peptide extraction from the
stalled 60S (13, 14) and suggests that aberrant proteins that are
not efficiently extracted in the absence of Cdc48 can also form
aggregates even when they are still bound to 60S particles
(Fig. 4).

In addition to the presence of Rqc1, Cdc48 recruitment to the
stalled 60S also requires prior polyubiquitylation of the nascent
peptide by the E3 ubiquitin ligase Ltn1 (13, 14). Therefore, one
may expect that the absence of Ltn1 would also lead to an accu-
mulation of aberrant protein aggregates. We thus analyzed the
migration profile of the TAP-NonStop reporter in ltn1�
mutant compared with rqc1� strain by Western blotting after
polysome fractionation using sucrose gradients. As expected,
aggregates of the TAP-NonStop reporter protein were also vis-
ible in the stacking gel and mainly co-sedimented with light
fractions of the sucrose gradient from ltn1� cells, although the
quantity of aggregates in this mutant was lower than in the
rqc1� mutant (Fig. 5). We verified the presence of aggregates in
the ltn1� mutant by fluorescence microscopy with the GFP-
NonStop reporter and thus confirmed the presence of green
cytosolic foci, although the fluorescence intensity of these
aggregates was weaker than the one observed in the rqc1� (Fig.
2). We also analyzed the migration profile of the TAP-NonStop
reporter in the ltn1�rqc1� mutant. Surprisingly, the accumu-
lation level of aggregated TAP-NonStop in the ltn1�rqc1�
mutant was comparable with the ltn1� and thus not as high as
in the rqc1� (Fig. 5), indicating that the deletion of LTN1 is
epistatic over the absence of RQC1 with regard to the level of
accumulation of protein aggregates. One possibility to explain
this epistatic phenotype is that aberrant peptides aggregating in
the absence of RQC1 are polyubiquitylated in an Ltn1-depen-
dent manner and that this polyubiquitylated state promotes

FIGURE 2. Aberrant nascent peptides form cytosolic aggregates in the
absence of Rqc1. Wild-type, rqc2�, rqc1�, and ltn1� strains expressing the
GFP-NonStop reporter gene were analyzed by fluorescence microscopy.
Yeast cells are shown in the left column (Nomarski); GFP and Hoechst fluores-
cent signals are displayed in the middle columns; and a merge is displayed in
the right column. Scale bars, 5 �m. DIC, differential interference contrast.
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protein aggregation, as previously reported in the case of �-sy-
nuclein (25).

We therefore analyzed the polyubiquitination level of pro-
tein aggregates by Western blotting using anti-ubiquitin anti-
bodies on sucrose-fractionated protein extracts prepared from
wild-type, rqc1�, ltn1�, and ltn1�rqc1� reporter-free strains.

Whereas the ubiquitinated proteins profiles migrating in the
running gel were comparable among these four strains, a frac-
tion of ubiquitinated proteins migrating in the stacking gel was
observed specifically in the rqc1� mutant, demonstrating that
the aggregates accumulating in the absence of RQC1 are con-
stituted (at least in part) of polyubiquitinated proteins (Fig. 6).

FIGURE 3. Addition of CAT-tails to aberrant peptides by Rqc2 is essential for their aggregation in the absence of Rqc1. Wild-type, rqc2�, rqc1�, and
rqc2�rqc1� strains expressing the TAP-NonStop reporter gene were transformed either with pRS315 empty vector or with pRS315-RQC2 or pRS315-RQC2aaa
vectors (17). Total cellular proteins from each strain were extracted either by TCA (top two panels) or NaOH (bottom two panels) methods, separated on a 10%
acrylamide gel, and analyzed by Western blotting using antibodies against the TAP-NonStop (PAP) and G6PDH as a loading control. Aggregated versions of the
TAP-NonStop in the stacking gel of TCA extracts and CAT-tailed forms of the TAP-NonStop are indicated with curly brackets. NS, NonStop.

FIGURE 4. Recruitment of Cdc48 on stalled 60S particles by Rqc1 and Ltn1
is essential to prevent aberrant protein aggregation. Wild-type and rqc1�
strains expressing the TAP-NonStop reporter were grown with or without
Cdc48 depletion (13.5 h with doxycycline). Polysome extracts were separated
on a sucrose gradient (10 –50%), and TCA-precipitated fractions were
migrated on polyacrylamide gels and analyzed by Western blotting using
antibodies against the TAP-NonStop (PAP) and rabbit polyclonal against
Nog1 (1/10,000) as a loading control and a marker of the 60S-sedimenting
fractions. Aggregated species of the TAP-NonStop accumulating in the stack-
ing gel are annotated. NS, NonStop.

FIGURE 5. Ltn1 is also essential to prevent the accumulation of aberrant
protein aggregates. Polysome extracts from rqc1�, ltn1�, and rqc1�ltn1�
cells expressing the TAP-NonStop reporter were prepared and separated on a
sucrose gradient (10 –50%), and TCA-precipitated fractions were migrated on
polyacrylamide gels and analyzed by Western blotting using antibodies
against the TAP-NonStop (PAP) and Nog1 as a loading control and a marker of
the 60S-sedimenting fractions. Aggregated species of the TAP-NonStop
accumulating in the stacking gel are annotated. NS, NonStop.
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Notably, these species migrating in the stacking gel displayed a
sedimentation pattern similar to the aggregated TAP-NonStop
in the same rqc1� mutant (Fig. 4). Because the strains used for
Fig. 4 do not express any aberrant reporter, this result shows
that protein aggregates can spontaneously appear when Rqc1 is
impaired and are not an artifact resulting from the overexpres-
sion of an aberrant NonStop reporter protein. In contrast, no
polyubiquitin-containing aggregates were detected in the wild-
type strain, the ltn1� mutant, or the ltn1�rqc1� double
mutant, which shows that the LTN1 deletion is also epistatic
over the RQC1 deletion concerning the accumulation of polyu-
biquitinated protein aggregates (Fig. 6). Furthermore, these
results show that aggregates accumulating in the absence of
RQC1 contain aberrant proteins that have been polyubiquity-
lated in an Ltn1-dependent manner. Taken together, these
results suggest that ubiquitylation of aberrant proteins by Ltn1
may contribute to their aggregation in the absence of Rqc1,
which may explain the observed epistatic phenotypes of the
LTN1 deletion over the RQC1 deletion (Figs. 5 and 6).

Aberrant Protein Aggregates Are Eliminated by the Pro-
teasome—Because aberrant peptides synthesized from Non-
Stop mRNAs are known to be degraded by the proteasome (15),
we wondered whether the aggregated forms of aberrant pro-
teins appearing in rqc1� cells also constituted proteasomal sub-
strates. To test this hypothesis, we performed a proteasome
inhibition with the inhibitor MG-132 in wild-type and rqc1�
cells and analyzed the stabilization of the TAP-NonStop
reporter protein by Western blotting on polysome fractions. A
proteasome inhibition in wild-type cells led to the stabilization
of the TAP-NonStop in 80S and light fractions of the sucrose
gradient (Fig. 7, upper right panel); however, no aggregated
forms were detected in the stacking gel, indicating that the
aggregation phenomenon is not due to a general defect in pro-
teolysis but a particular phenotype caused by a dysfunction of
specific RQC components such as Rqc1, Ltn1, or Cdc48. In

sharp contrast, an MG-132 treatment of rqc1� cells increased
the amount of aberrant protein aggregates visible in the stack-
ing gel in comparison with the nontreated control (Fig. 7, bot-
tom row), which demonstrates that aberrant protein aggregates
that appear in the absence of Rqc1 are, at least in part, degraded
by the proteasome.

Protein Aggregates Accumulating in rqc1� Cells Contain
Aggresome-specific Chaperones—Several deposits of cytosolic
protein aggregates involving distinct molecular chaperones
have been described in yeast (26 –28). To investigate toward
which type of protein deposit the proteins aggregating in the
absence of Rqc1 were addressed, we sought to determine what
proteins could be identified in these aberrant protein aggre-
gates. We thus isolated proteins from wild-type and rqc1� cells,
migrated these samples on a polyacrylamide gel, extracted the
proteins that were retained in the stacking gel (Fig. 8A), and
analyzed these samples by label-free quantitative mass spec-
trometry. Protein identifications by LC-MS/MS and their rela-
tive label-free quantification revealed significant enrichment of
ubiquitin, the co-chaperones Sis1 and Sgt2, and their associated
chaperones Ssa1 and Ssa2 (29), as well as Hsp82 in the stacking
gel of the rqc1� sample compared with the wild type (Fig. 8B
and supplemental Data Set S1). Remarkably, all these factors
were found in a previous study that characterized the proteins
located in the aggresome after expression of Huntingtin exon 1
with an expanded polyglutamine domain in yeast (27), suggest-
ing that aggregates of aberrant proteins that accumulate in
the absence of Rqc1 are targeted to cytosolic aggresome-like
compartments.

To confirm the presence of these aggresome-related chaper-
ones identified by mass spectrometry in aberrant protein aggre-
gates, we performed Western blotting using anti-Sis1 antibod-
ies and analyzed the accumulation of Sis1 in both stacking and

FIGURE 6. Aggregated aberrant proteins accumulating in the absence of
Rqc1 are polyubiquitinated in an Ltn1-dependent manner. Polysome
extracts prepared from wild-type, rqc1�, ltn1�, and ltn1�rqc1� cells were
separated on a sucrose gradient (10 –50%). Fractions of the gradient were
TCA-precipitated, separated on a 10% acrylamide gel, and analyzed by West-
ern blotting using monoclonal antibodies against ubiquitin (P4D1 from Cova-
nce) (1/1,000) to visualize the ubiquitinated forms of soluble (running gel)
and aggregated (stacking gel) endogenous proteins. Aggregates containing
polyubiquitinated proteins and accumulating in stacking gels are indicated.
Ub, ubiquitin.

FIGURE 7. Aberrant protein aggregates are eliminated by the protea-
some. Polysome extracts prepared from wild-type and rqc1� cells expressing
the TAP-NonStop reporter and previously treated with the proteasome inhib-
itor MG132 or with DMSO as a negative control were separated on a sucrose
gradient (10 –50%). Both strains are deleted for ERG6. Fractions of the gradi-
ent were TCA-precipitated, separated on a 10% acrylamide gel, and analyzed
by Western blotting using antibodies against the TAP-NonStop (PAP), mouse
polyclonal against Rpl3 (1/5,000), and rabbit polyclonal against Rpt5 from
Biomol (1/5,000) as loading controls and indicators of the ribosomal and the
proteasomal fractions, respectively. Aggregated forms of the TAP-NonStop
accumulating in the stacking gel are annotated. NS, NonStop.
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running gels from wild-type, rqc1�, rqc2�, and rqc1�rqc2�
strains. Whereas the abundance of Sis1 migrating in the run-
ning gel was comparable in all these strains, in the absence of
Rqc1 (Fig. 8C), we detected a fraction of Sis1 retained in the
stacking gel, which resembles the migration profile observed
for the TAP-NonStop aberrant reporter in Fig. 1. These stack-

ing gel-retained forms of Sis1 were not visible for the wild-type,
rqc2�, and rqc1�rqc2� strains (Fig. 8C), revealing that the pres-
ence of Sis1 in stacking gels depends on the activity of Rqc2, as
previously observed for TAP-NonStop protein aggregates
(Figs. 1B and 3).

Finally, we analyzed the co-localization of Sis1 and Sgt2 with
aberrant protein aggregates by fluorescence microscopy by
expressing the GFP-NonStop reporter together with fluores-
cent fusions of these co-chaperones (Sis1-mCherry and Sgt2-
mCherry, respectively). In wild-type cells, Sis1-mCherry was
more abundant in the nucleus that in the cytosol, whereas Sgt2-
mCherry was mainly observed in the cytosol but excluded from
the nucleus and the vacuole, according to a merge with nucleus
staining (Fig. 8, D and E). As expected, the GFP-NonStop fluo-
rescent signal was weak, and no green foci could be observed in
wild-type conditions. In sharp contrast, deletion of RQC1 led to
an increase of the GFP-NonStop fluorescent signal and to the
presence of green cytosolic foci (as observed in Fig. 2), as well as
the appearance of red foci for both Sis1-mCherry and Sgt2-
mCherry that co-localized with the GFP-NonStop cytosolic
aggregates (Fig. 8, D and E) (note that red foci were also visible
for Sis1-mCherry in the wild-type strain, but to a lesser extent
than in the rqc1� mutant). These results show that Sis1-
mCherry and Sgt2-mCherry are specifically recruited to aber-
rant protein cytosolic aggregates when Rqc1 is impaired.
Furthermore, the absence of Rqc1 and the presence of GFP-
NonStop aggregates seem to alter the cellular localization of
Sis1-mCherry that was not as abundant in the nucleus as in the
wild type and relocated in cytosolic protein aggregates (Fig.
8D). Taken together, these results confirm that the co-chaper-
ones Sis1 and Sgt2 are indeed recruited to aberrant protein
aggregates that accumulate in the absence of Rqc1 and suggest
that aberrant peptides may be targeted to aggresome-like struc-
tures when their efficient proteasomal targeting by the RQC
complex is impaired.

Discussion

Previous studies identified the Ribosome-bound Quality
Control complex as a multiprotein complex that binds stalled
60S ribosomal particles to ubiquitylate aberrant nascent pep-
tides that are subsequently addressed to the proteasome for
degradation (13, 14). More recently, a structural study of the
RQC complex revealed the Rqc2 function in the addition of
CAT-tails to aberrant nascent peptides before their extraction
from stalled 60S particles, a process essential to trigger the Hsf1
response to translational stress (17). In this article we showed
that Rqc1, Ltn1, and Cdc48 are essential to prevent the aggre-
gation of aberrant nascent peptides (Figs. 1B, 4, and 5). Further-
more, the increased accumulation of aggregated proteins in
ribosomal fractions of a polysome gradient observed in the
absence of both Rqc1 and Cdc48 suggests that a deficiency in
Cdc48 recruitment to stalled 60S particles—and therefore in
efficient proteasomal escort of aberrant substrates—is the
cause for aberrant protein aggregation (Fig. 4). Interestingly, a
deletion of RQC2 could suppress this aggregation phenomenon
(Fig. 1B), and complementation with an Rqc2 mutant that is
functional for aberrant peptide degradation but nonfunctional
for CAT-tail addition revealed that the presence of CAT-tails

FIGURE 8. Protein aggregates accumulating in rqc1� cells contain
aggresome-specific chaperones. A, protein extracts from wild-type and
rqc1� cells were migrated on a polyacrylamide gel prepared with a 3-mm-
thick stacking gel and stained with Coomassie Blue. B, proteins identified by
label-free quantitative mass spectrometry in the stacking gel of rqc1� cell
extracts were compared with the WT strain. The volcano plot shows the fold
change (log2 LFQ rqc1�/LFQ WT) on the x axis and the p value distribution
(�log10 p value) on the y axis for the quantified proteins, calculated using the
Student’s t test. Each circle indicates an identified protein. The red circles rep-
resent the significantly enriched candidates (p value � 0.05). C, total protein
extracts from wild-type, rqc1�, rqc2�, and rqc1�rqc2� cells were separated
on 10% polyacrylamide gels. Analyses by Western blotting were performed
using rabbit polyclonal antibodies against Sis1 (1/1,000) and G6PDH for load-
ing control. Fractions of Sis1 migrating in the stacking gel or the running gel
are specified with curly brackets. D, WT and rqc1� Hoechst-stained strains
containing a genomic Sis1-mCherry fluorescent fusion and expressing the
GFP-NonStop reporter plasmid were analyzed by fluorescence microscopy.
Yeast cells are displayed in the left column (Nomarski); GFP, mCherry, and
Hoechst fluorescent signals are shown in the middle columns; and a merge is
displayed in the right column. Scale bars, 5 �m. E, same as D using a genomic
Sgt2-mCherry fluorescent fusion.
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on aberrant proteins is a sine qua non condition for their aggre-
gation (Fig. 3). Finally, our biochemical analysis of these aggre-
gates revealed that they contain Ltn1-dependent polyubiquitin
chains (Fig. 6), are eliminated by the proteasome (Fig. 7), and
are recognized by specific co-chaperones (Sis1 and Sgt2) and
their associated chaperones (Fig. 8), suggesting that aberrant
protein aggregates may be addressed toward cytosolic
aggresome-like structures (27) when RQC complex substrates
are not efficiently targeted to the proteasome by Cdc48 hexam-
ers (see model in Fig. 9).

Whereas the only previously described role of Rqc1 is to
recruit Cdc48 hexamers on stalled 60S particles (14), our study
reveals another important function of Rqc1, in preventing the
accumulation of aberrant protein aggregates (Figs. 1B and 2).
However, because a depletion of Cdc48 also leads to protein
aggregate accumulation, it is possible that the aggregation phe-
notype observed in the rqc1� strain is mainly due to a defect in
Cdc48 recruitment to stalled 60S subunits in this mutant. In
this model, Rqc1 could act as a structural adaptor between the
Cdc48 hexamer and the stalled 60S, but one cannot exclude the
possibility that the role of Rqc1 in Cdc48 recruitment to stalled
60S particles is indirect, for example, by modifying the struc-
tural conformation of the stalled 60S to facilitate Cdc48 bind-
ing, or via the recruitment of other as yet unidentified factors.
Another hypothesis is that, independently from its function in
Cdc48 recruitment, Rqc1 has a direct function in protein aggre-
gate prevention, such as a “chaperone-like” activity or by
recruiting chaperones on the stalled 60S, which could explain
why the combination of a Cdc48 depletion with an RQC1 dele-
tion drastically increases the amount of aberrant protein aggre-
gates compared with the amounts of aggregates observed in the
respective single mutants (Fig. 4). Thus, further research may
shed light on the precise role of Rqc1 and Cdc48 in the preven-
tion of aberrant protein aggregation.

Concerning the AAA-ATPase Cdc48, whereas our results
clearly demonstrate its importance to prevent the accumula-
tion of aberrant protein aggregates (Fig. 4), one may wonder
whether the aggregation phenotype observed upon Cdc48
depletion is due to the chaperone function of this homohex-
amer or due to a slowdown in the proteasomal escort of aggre-
gation-prone aberrant nascent peptides. Indeed, because
Cdc48 has been described as a “ubiquitin-selective chaperone”
(30), it is possible that once recruited to stalled 60S particles, the
Cdc48 hexamer protects the nascent peptide from aggregating
until this substrate is properly delivered to the proteasome to be
degraded. This possibility of a ubiquitin-selective chaperone
role for Cdc48 in association with the RQC complex would be
coherent with our data showing that ubiquitylation of aberrant
nascent peptides by Ltn1 promotes their aggregation in the
absence of Rqc1 (Figs. 5 and 6). However, because Cdc48 is
essential to escort aberrant nascent peptides to the proteasome
for degradation (19, 31), the fact that aberrant misfolded pro-
teins accumulate in a polyubiquitylated state upon Cdc48
depletion (14), without being efficiently escorted and degraded
by the proteasome, could also explain by itself this aggregation
phenotype, regardless of a specific chaperone function of
Cdc48 hexamers.

There is a remarkable correlation between the accumulation
of aberrant protein aggregates and the triggering of Hsf1
response: indeed, both phenomena arise in the absence of Rqc1
or Ltn1 (Ref. 13 and this study) and require CAT-tail addition
by Rqc2 (17). In parallel, proteomic analysis of aggregates
enabled us to identify several factors, including Hsp82, whose
expression was previously shown to increase upon Hsf1
response (32). Altogether, these results suggest that there could
be a functional link between the accumulation of CAT-tails on
aberrant peptides, the aggregation of these peptides, and the
activation of the Hsf1 response. One early hypothesis is that
after CAT-tail addition by Rqc2, the formation of aberrant pro-
tein aggregates triggers the Hsf1 response to translational stress
to express specific chaperones that may participate in limiting
the expansion of potentially toxic aggregates. Conversely, Hsf1
activation by the accumulation of CAT-tails could be an essen-
tial step to initiate aggregate formation via the expression of
Hsf1-induced chaperones (such as Hsp82) and the relocaliza-
tion of the co-chaperones Sis1 and Sgt2 to cytosolic foci, as
observed in Fig. 8. In this second scenario, the formation of
aggresome-like structures in the cytosol could therefore be a
cellular stress response that enables the storage of defective
proteins that cannot be efficiently degraded by the proteasome,
therefore participating in the maintenance of protein homeostasis
(3, 21). Finally, although our study underlines the importance of
CAT-tail addition to aberrant peptides by Rqc2 for their subse-
quent aggregation in the absence of Rqc1 (Fig. 3), the biochemical
process by which C-terminal alanine-threonine nontemplated
sequences cause protein aggregation remains unknown. It is pos-
sible that the nonfolded nature of these amino acid stretches trig-
gers the aggregation of the targeted protein, as previously
described in the case of polyalanine repeat expansions within spe-
cific transcription factors (33). Further characterization of the bio-
chemical properties of CAT-tail-containing proteins could deter-

FIGURE 9. Model for the mechanism of aberrant protein aggregation, rec-
ognition, and proteasomal degradation in the absence of Rqc1 or Ltn1.
Aberrant nascent peptides are recognized at the 60S level by the RQC com-
plex, which enables its polyubiquitylation by Ltn1 and CAT-tail addition by
Rqc2. Rqc1 is then essential for the recruitment of a Cdc48 hexamer to extract
the peptide from the 60S exit tunnel and escort it to the proteasome for
degradation. The absence of Rqc1 or Ltn1 causes a defect in Cdc48 recruit-
ment, which results in CAT-tail-dependent protein aggregation. These cyto-
solic aggregates are recognized by specific co-chaperones (Sis1 and Sgt2)
and chaperones (Ssa1, Ssa2, and Hsp82). Eventually, aggregated species of
aberrant proteins are also eliminated by the proteasome.
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mine how these extensions cause aberrant proteins to aggregate
when they are not efficiently degraded.

In conclusion, studies focused on the RQC complex revealed
that its function is not limited to polyubiquitylation and protea-
somal targeting of aberrant translation products. Indeed, the
RQC complex also features important roles in Hsf1 response
activation (13), CAT-tail addition to nascent peptides (17), and
prevention of cytosolic aggregates (this study) and is therefore a
pivotal element of the eukaryotic protein homeostasis mainte-
nance machinery.
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  perspectives	
  
	
  
	
  

Je	
  me	
   suis	
   intéressée	
   à	
   trois	
   facteurs	
  protéiques,	
   Jlp2,	
   Tac4	
   et	
   Ska1,	
   durant	
  ma	
  

thèse.	
  Cependant,	
   j’ai	
  consacré	
  ma	
  dernière	
  année	
  à	
   l’étude	
  de	
  Ska1	
  qui	
  a	
  abouti	
  à	
  des	
  

résultats	
  particulièrement	
  intéressants.	
  C’est	
  pourquoi	
  je	
  vais	
  détailler	
  plus	
  amplement	
  

cette	
  étude	
  dans	
  cette	
  partie.	
  	
  

	
  

I	
  –	
  Ska1	
  et	
  la	
  dégradation	
  des	
  transcrits	
  

I.	
  1.	
  Le	
  sous-­‐complexe	
  SKI-­‐Ska1	
  est	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  transcrits	
  dépourvus	
  
de	
  ribosomes.	
  
	
  

Le	
  complexe	
  SKI	
  est	
  un	
  co-­‐facteur	
  de	
  l’exosome	
  cytoplasmique	
  impliqué	
  dans	
  les	
  

voies	
   de	
   dégradation	
   des	
   ARN	
   messagers	
   canoniques	
   et	
   aberrants	
   à	
   partir	
   de	
   leur	
  

extrémité	
  3’.	
  Récemment,	
  il	
  a	
  été	
  montré,	
  par	
  les	
  équipes	
  de	
  Roland	
  Beckmann,	
  d’Elena	
  

Conti,	
  et	
  mon	
  laboratoire	
  d’accueil,	
  que	
  le	
  complexe	
  SKI	
  était	
  lié	
  au	
  ribosome,	
  au	
  niveau	
  

de	
   la	
   sous-­‐unité	
   40S,	
   de	
   préférence	
   lorsque	
   l’extrémité	
   3’	
   de	
   l’ARN	
   en	
   cours	
   de	
  

traduction	
  dépasse	
  (Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016).	
  Ces	
  observations	
  sont	
  en	
  parfait	
  accord	
  avec	
  

la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  aberrants,	
  sachant	
  que	
  celle-­‐ci	
  s’effectue	
  de	
  manière	
  

co-­‐traductionnelle.	
  	
  	
  

La	
   question	
   initiale	
   était	
   de	
   mieux	
   comprendre	
   comment	
   le	
   complexe	
   SKI	
  

intervenait	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   ARN	
  messagers	
   aberrants.	
   Pour	
   répondre	
   à	
   cette	
  

question,	
   nous	
   avons	
   tout	
   d’abord	
   purifié	
   par	
   affinité	
   le	
   complexe	
   SKI	
   et	
   identifié	
   un	
  

nouveau	
   facteur	
   associé	
   physiquement	
   au	
   complexe	
   SKI	
   que	
   nous	
   avons	
   appelé	
   Ska1.	
  

Une	
  analyse	
  quantitative	
  des	
  complexes	
  purifiés	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  a	
  montré	
  

que	
  Ska1	
  était	
  associé	
  à	
  un	
  sous-­‐ensemble	
  du	
  complexe	
  SKI	
  (Figure	
  1	
  dans	
  Zhang	
  et	
  al,	
  

en	
   cours).	
   Les	
   tests	
   fonctionnels	
   que	
   j’ai	
   réalisés	
   m’ont	
   permis	
   de	
  montrer	
   que	
   Ska1	
  

n’était	
  pas	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  aberrants	
  (Figure	
  S4	
  dans	
  

Zhang	
   et	
   al,	
   en	
   cours).	
   En	
   revanche,	
   j’ai	
   pu	
   montrer,	
   à	
   l’aide	
   de	
   gènes	
   reporteurs	
  

spécifiques	
  que	
  Ska1	
  était	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  générale	
  des	
  ARN	
  messagers	
  à	
  

partir	
   de	
   leur	
   extrémité	
  3’	
   (Figure	
   5	
   dans	
  Zhang	
   et	
   al,	
   en	
   cours).	
  Un	
   lien	
   synthétique	
  

létal	
  observé	
  entre	
  DCP2	
  et	
  SKA1	
  est	
  en	
  accord	
  avec	
  cette	
  observation	
  (Figure	
  S1	
  dans	
  

Zhang	
   et	
   al,	
   en	
   cours).	
   Nous	
   avons	
   également	
  mis	
   en	
   évidence	
   qu’une	
   association	
   de	
  

Ska1	
   avec	
   les	
   ribosomes	
   existait	
   mais	
   de	
   façon	
   indirecte,	
   plus	
   précisément	
   par	
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l’intermédiaire	
   d’ARN	
  messagers.	
   (Figure	
   4	
   dans	
   Zhang	
   et	
   al,	
   en	
   cours)	
   Ces	
   résultats	
  

suggèrent	
  donc	
  que	
  le	
  complexe	
  SKI	
  existe	
  sous	
  forme	
  de	
  deux	
  complexes	
  différents,	
  l’un	
  

associé	
  directement	
  au	
  ribosome,	
  l’autre	
  associé	
  à	
  Ska1	
  et	
  à	
  l’ARN.	
  Cette	
  observation	
  est	
  

particulièrement	
   intéressante	
   et	
   importante	
   car	
   elle	
  permettrait	
  de	
   lever	
  un	
  paradoxe	
  

existant	
  dans	
  le	
  mécanisme	
  de	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  messagers	
  de	
  l’extrémité	
  3’	
  vers	
  le	
  

5’.	
  En	
  effet,	
  les	
  données	
  de	
  structure	
  montrant	
  le	
  complexe	
  SKI	
  directement	
  associé	
  aux	
  

ribosomes	
  en	
  cours	
  de	
   traduction	
  (Schmidt	
  et	
  al.,	
  2016),	
   indiquaient	
  que	
  cette	
  voie	
  de	
  

dégradation	
  s’effectue	
  de	
  manière	
  co-­‐traductionnelle	
  comme	
  c’est	
  le	
  cas	
  pour	
  la	
  voie	
  de	
  

dégradation	
  de	
  5’	
  vers	
  3’	
  (Pelechano	
  et	
  al.,	
  2015),	
  mais	
  ces	
  données	
  n’expliquaient	
  pas	
  

comment	
  l’exosome	
  associé	
  au	
  complexe	
  SKI	
  pouvait	
  dégrader	
  les	
  régions	
  3’-­‐UTR	
  non-­‐

traduites	
  et	
  généralement	
  dépourvues	
  de	
  ribosomes.	
  L’ensemble	
  de	
  nos	
  résultats	
  nous	
  a	
  

permis	
  de	
  construire	
  un	
  modèle	
  qui	
  résout	
  ce	
  paradoxe.	
  	
  

	
  
	
  

Selon	
   ce	
   modèle,	
   la	
   dégradation	
   générale	
   des	
   ARN	
  messagers	
   s’effectuerait	
   en	
  

deux	
   étapes.	
   Après	
   la	
   déadénylation	
   des	
   ARN	
   messagers,	
   une	
   première	
   étape	
  

impliquerait	
   le	
   sous-­‐complexe	
   SKI-­‐Ska1	
   pour	
   dégrader	
   les	
   séquences	
   dépourvues	
   de	
  

ribosomes.	
   Elle	
   serait	
   ensuite	
   suivie	
   d’une	
   étape	
   où	
   le	
   complexe	
   SKI-­‐Ska1	
   atteint	
   une	
  

région	
  codante.	
  Lorsque	
  le	
  complexe	
  SKI-­‐Ska1	
  rencontre	
  un	
  ribosome,	
  Ska1	
  quitterait	
  le	
  

complexe	
  pour	
  permettre	
   au	
   ribosome	
  de	
   se	
   lier	
   au	
   complexe	
   SKI,	
   continuant	
   ainsi	
   la	
  

dégradation	
   de	
   l’ARN	
  messager.	
   Aucune	
   donnée	
   expérimentale	
   pour	
   le	
  moment	
   nous	
  

permet	
  de	
   l’affirmer	
  mais	
   il	
   serait	
  possible	
  que	
  cette	
  rencontre	
  entre	
   le	
  complexe	
  SKI-­‐

Ska1	
  et	
  le	
  ribosome	
  entraîne	
  le	
  blocage	
  du	
  ribosome	
  sur	
  l’ARN	
  messager	
  comme	
  dans	
  le	
  

cas	
   aberrant	
   du	
   NGD.	
   Pour	
   valider	
   notre	
   modèle,	
   j’ai	
   surexprimé	
   SKA1,	
   qui	
   est	
  

normalement	
   peu	
   abondant	
   dans	
   les	
   cellules.	
   Cette	
   surexpression	
   a	
   entrainé	
   une	
  

accumulation	
   de	
   peptides	
   aberrants	
   NonStop	
   (Figure	
   10	
   dans	
   Zhang	
   et	
   al,	
   en	
   cours)	
  

indiquant	
  que	
  la	
  surexpression	
  de	
  SKA1	
  a	
  monopolisé	
  une	
  quantité	
  plus	
  importante	
  de	
  

complexe	
   SKI	
   non	
   associé	
   au	
   ribosome,	
   entraînant	
   ainsi	
   un	
   défaut	
   dans	
   les	
   voies	
   de	
  

surveillance	
   NSD.	
   Ce	
   résultat	
   est	
   en	
   parfait	
   accord	
   avec	
   notre	
   modèle.	
   Ska1	
   et	
   le	
  

ribosome	
  seraient	
  donc	
  en	
  compétition	
  pour	
  la	
  liaison	
  avec	
  le	
  complexe	
  SKI.	
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I.	
  2.	
  Le	
  sous-­‐complexe	
  SKI-­‐Ska1	
  est	
  impliqué	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  XUT	
  et	
  des	
  SUT.	
  
	
  

Nos	
   données	
   de	
   RNA-­‐Seq	
   permettant	
   d’identifier	
   l’extrémité	
   3’	
   des	
   transcrits	
  

révèlent	
  qu’en	
  absence	
  de	
  SKI2	
  ou	
  de	
  SKA1,	
  les	
  transcrits	
  pervasifs	
  de	
  type	
  XUT	
  ou	
  SUT	
  

s’accumulent	
   lorsque	
   la	
   voie	
   de	
   dégradation	
   de	
   5’	
   vers	
   3’	
   est	
   affectée	
   (Figure	
   8	
   dans	
  

Zhang	
  et	
  al,	
   en	
  cours).	
  Une	
   fois	
  de	
  plus,	
   ce	
   résultat	
   soutient	
  notre	
  modèle	
  puisque	
  ces	
  

transcrits	
  sont	
  dépourvus	
  de	
  ribosomes.	
  De	
  plus,	
  ces	
  données	
  à	
  grande	
  échelle	
  révèlent	
  

que	
  des	
  substrats	
  du	
  NMD	
  tels	
  que	
  les	
  XUT	
  et	
  les	
  SUT	
  (Malabat	
  et	
  al.,	
  2015)	
  peuvent	
  être	
  

les	
  cibles	
  de	
  l’exosome/SKI	
  lorsque	
  la	
  voie	
  5’	
  est	
  affectée.	
  Ceci	
  avait	
  déjà	
  été	
  suggéré	
  en	
  

2003	
  par	
  les	
  groupes	
  de	
  Tollervey	
  (Mitchell	
  and	
  Tollervey,	
  2003)	
  et	
  Katada	
  (Takahashi	
  

et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

Ces	
  résultats	
  sont	
  très	
  encourageants,	
  cependant	
  ils	
  nécessitent	
  d’être	
  répétés	
  et	
  

vérifiés	
  par	
  des	
  expériences	
  supplémentaires.	
  Les	
  banques	
  en	
  3’	
  des	
  ARN	
  doivent	
  être	
  

construites	
   de	
   nouveau,	
   d’une	
   part,	
   avec	
   les	
   souches	
   simples	
   et	
   doubles	
   mutantes	
   et	
  

d’autre	
  part	
  pour	
  obtenir	
  plus	
  de	
  profondeur	
  de	
  séquence,	
  de	
  manière	
  à	
  pouvoir	
   faire	
  

une	
   analyse	
   statistique	
   solide.	
   De	
   plus,	
   des	
   cibles	
   identifiées	
   de	
   la	
   dégradation	
   par	
   le	
  

complexe	
  SKI-­‐Ska1	
  devront	
  être	
  vérifiées	
  par	
  Northern	
  Blot.	
  	
  

I.	
  3.	
  Le	
  complexe	
  SKI-­‐Ska1	
  s’assemble	
  de	
  façon	
  co-­‐traductionnelle.	
  
	
  

Les	
  expériences	
  de	
  RIP-­‐Seq	
  montrent	
  que	
  les	
  protéines	
  Ska1	
  et	
  Ski3	
  ne	
  sont	
  pas	
  

associées	
  à	
  une	
  population	
  particulière	
  d’ARN	
  messagers,	
   leur	
  action	
  se	
   ferait	
  donc	
  de	
  

manière	
  globale,	
  comme	
  le	
  propose	
  notre	
  modèle.	
  Cependant,	
  nous	
  avons	
  pu	
  observer	
  

que	
   les	
   ARN	
   messagers	
   de	
   SKA1	
   et	
   de	
   SKI3	
   sont	
   les	
   plus	
   enrichis	
   lors	
   de	
  

l’immunoprécipitation	
  de	
  la	
  protéine	
  Ska1-­‐TAP	
  alors	
  que	
  lors	
  de	
  l’immunoprécipitation	
  

de	
  Ski3-­‐TAP,	
  ce	
  sont	
  les	
  ARN	
  messagers	
  de	
  SKA1	
  et	
  de	
  SKI7	
  qui	
  sont	
  enrichis	
  (Figure	
  7	
  

dans	
  Zhang	
  et	
  al,	
  en	
  cours).	
  Cet	
  enrichissement	
  préférentiel	
  des	
  ARN	
  messagers	
  de	
  SKA1	
  

et	
  du	
  complexe	
  SKI	
  suggère	
  que	
  l’assemblage	
  entre	
  Ska1	
  et	
  le	
  complexe	
  SKI	
  s’effectuerait	
  

de	
  manière	
  co-­‐traductionnelle.	
  De	
  plus,	
  l’enrichissement	
  important	
  des	
  ARN	
  messagers	
  

de	
   SKI3	
   avec	
   Ska1	
   et	
   inversement	
   suggère	
   une	
   interaction	
   directe	
   entre	
   ces	
   deux	
  

protéines.	
  La	
   traduction	
  s’effectuant	
  à	
  partir	
  de	
   la	
  région	
  N-­‐terminale,	
   il	
  est	
  également	
  

possible	
   que	
   la	
   liaison	
   de	
   ces	
   protéines	
   impliquent	
   cette	
   région	
   N-­‐terminale.	
   Un	
   tel	
  

assemblage	
   pendant	
   la	
   traduction	
   avait	
   été	
   observé	
   pour	
   la	
   première	
   fois	
   en	
   2011	
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(Duncan	
   and	
  Mata,	
   2011),	
   il	
   existe	
   pour	
   le	
  moment	
   seulement	
   quelques	
   cas	
   recensés	
  

(Wells	
   et	
   al.,	
   2015;	
   Natan	
   et	
   al.,	
   2017).	
   Chez	
   les	
   procaryotes,	
   les	
   systèmes	
   d’opéron	
  

permettent	
   la	
   traduction	
   de	
   plusieurs	
   facteurs	
   protéiques	
   à	
   partir	
   d’un	
   même	
   ARN,	
  

permettant	
  ainsi	
  un	
  assemblage	
  rapide	
  et	
  parfaitement	
  ordonné.	
  Chez	
  les	
  eucaryotes,	
  les	
  

protéines	
   sont	
   synthétisées	
   à	
   partir	
   de	
   gènes	
   différents	
   et	
   séparés,	
   nous	
   avons	
  

aujourd’hui	
   peu	
   de	
   données	
   sur	
   la	
   façon	
   dont	
   les	
   protéines	
   d’un	
   complexe	
   sont	
  

transportées	
   et	
   assemblées,	
   surtout	
   pour	
   des	
   protéines	
   qui	
   sont	
   peu	
   exprimées.	
  

Assembler	
   les	
   complexes	
   de	
   façon	
   co-­‐traductionnelle	
   pourrait	
   donc	
   pallier	
   à	
   ce	
  

problème.	
   De	
   plus,	
   dans	
   notre	
   cas,	
   le	
   complexe	
   SKI	
   existe	
   sous	
   deux	
   formes	
  :	
   il	
   peut	
  

interagir	
  avec	
  Ska1	
  ou	
  le	
  ribosome.	
  Avec	
  cet	
  assemblage	
  co-­‐traductionnel,	
  Ska1	
  pourrait	
  

donc	
  s’associer	
  rapidement	
  au	
  complexe	
  SKI.	
  L’interaction	
  directe	
  prédite	
  entre	
  Ska1	
  et	
  

Ski3	
  reste	
  à	
  démontrer.	
  

I.	
  4.	
  Recherche	
  d’homologues.	
  
	
  

Aucun	
  homologue	
  n’est	
  connu	
  pour	
  Ska1	
  pour	
  le	
  moment,	
  pourtant,	
  connaître	
  un	
  

homologue	
   de	
   Ska1	
   pourrait	
   nous	
   en	
   apprendre	
   un	
   peu	
   plus	
   sur	
   sa	
   fonction.	
   En	
  

revanche,	
  les	
  homologues	
  structuraux	
  respectifs	
  chez	
  les	
  mammifères	
  des	
  facteurs	
  Ski2,	
  

Ski3	
  et	
  Ski8	
  sont	
  SKIV2L,	
  TTC37	
  et	
  WDR6.	
  Différents	
  travaux	
  ont	
  mis	
  en	
  évidence	
  que	
  :	
  

(i)	
   dans	
   un	
   gradient	
   de	
   sucrose,	
   SKIV2L	
   sédimente	
   dans	
   les	
   fractions	
   ribosomales,	
  

polysomales	
   et	
   40S	
   (Qu	
   et	
   al.,	
   1998),	
   (ii)	
   des	
   données	
   à	
   grande	
   échelle	
   d’interactions	
  

entre	
  protéines	
  montrent	
  des	
   liens	
  physiques	
  entre	
  Ski2/SKI2VL	
  et	
  Ski3/TTC37,	
  entre	
  

Ski2/SKIV2L	
   et	
   les	
   homologues	
   de	
   Xrn1,	
   Rrp6	
   et	
   Rrp41,	
   et	
   entre	
   Ski3/TTC37	
   et	
   les	
  

homologues	
   de	
   Rrp41,	
   Rli1	
   et	
   Cul3	
   (Wan	
   et	
   al.,	
   2015),	
   (iii)	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   des	
  

mutations	
   dans	
   les	
   gènes	
   Ski2/SKIV2L	
   et	
   Ski3/TTC37	
   sont	
   à	
   l’origine	
   du	
   syndrome	
  

tricho-­‐hépato-­‐entérique	
   responsable	
   d’une	
   maladie	
   infantile	
   se	
   manifestant	
   par	
   des	
  

diarrhées	
   permanentes,	
   des	
   déformations	
   faciales,	
   une	
   fragilité	
   capillaire	
   et	
   pouvant	
  

également	
   entrainer	
   des	
   maladies	
   hépatiques	
   (Fabre	
   et	
   al.,	
   2012;	
   Lee	
   et	
   al.,	
   2016).	
  

L’ensemble	
   de	
   ces	
   résultats	
  montrent	
   que	
   les	
   interactions	
   des	
   homologues	
   SKIV2L	
   et	
  

TTC37	
   semblent	
   conservées	
   et	
   que	
   des	
   mutations	
   dans	
   les	
   gènes	
   SKI2/SKIV2L	
   et	
  

SKI3/TTC37	
   entrainent	
   un	
   même	
   phénotype.	
   Tous	
   ces	
   éléments	
   témoignent	
   donc	
   en	
  

faveur	
   de	
   l’existence	
   d’un	
   «	
  complexe	
   SKI	
  »	
   ayant	
   une	
   fonction	
   similaire	
   chez	
   les	
  

mammifères.	
  Récemment,	
  l’équipe	
  de	
  Wakita	
  a	
  découvert	
  que	
  la	
  liaison	
  de	
  Ski2/SKIV2L	
  

à	
   l’ARN	
   messager	
   HBV-­‐X	
   était	
   indispensable	
   pour	
   la	
   dégradation	
   du	
   transcrit	
   par	
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l’exosome	
   (Aly	
   et	
   al.,	
   2016),	
   il	
   s’agit	
   de	
   la	
  première	
  preuve	
  que,	
   chez	
   les	
  mammifères,	
  

Ski2/SKIV2L	
  aurait	
   un	
   rôle	
   similaire	
   à	
   Ski2	
   chez	
   la	
   levure,	
   ouvrant	
   le	
   champ	
  vers	
  des	
  

études	
   futures.	
   Il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   voir	
   s’il	
   existe	
   un	
   modèle	
   SKI-­‐Ska1	
   chez	
   les	
  

mammifères,	
   il	
   pourrait	
   d’une	
   part	
   valider	
   notre	
   modèle	
   et	
   d’autre	
   part,	
   il	
   nous	
  

permettrait	
   de	
   connaître	
   l’homologue	
   mammifère	
   de	
   Ska1.	
   Des	
   expériences	
   de	
   cryo-­‐

microscopie	
   électronique,	
   en	
   collaboration	
   avec	
   l’équipe	
   de	
   Roland	
   Beckmann,	
   sont	
  

actuellement	
  en	
  cours	
  pour	
  obtenir	
  une	
  structure	
  de	
  ce	
  sous-­‐complexe	
  SKI-­‐Ska1.	
  

	
  

II	
  –	
  Tac4	
  et	
  le	
  devenir	
  des	
  ribosomes	
  non	
  dissociés	
  ?	
  
	
  

La	
   traduction	
   peut	
   être	
   divisée	
   en	
   quatre	
   étapes	
   principales	
  :	
   l’initiation,	
  

l’élongation,	
  la	
  terminaison	
  et	
  le	
  recyclage	
  des	
  ribosomes.	
  Bien	
  que	
  le	
  processus	
  général	
  

de	
  traduction	
  soit	
  aujourd’hui	
  largement	
  connu,	
  ce	
  sont	
  surtout	
  les	
  étapes	
  d’initiation	
  et	
  

d’élongation	
  qui	
  ont	
  été	
   les	
  plus	
  étudiées,	
  pensant	
  qu’il	
  s’agissait	
  des	
  étapes	
   limitantes	
  

pour	
  une	
  traduction	
  efficace.	
  Néanmoins,	
  les	
  étapes	
  de	
  terminaison	
  et	
  de	
  recyclage	
  des	
  

ribosomes	
   sont	
   essentielles,	
   d’une	
   part,	
   pour	
   le	
   maintien	
   de	
   l’homéostasie	
   des	
  

ribosomes,	
  et	
  d’autre	
  part,	
  car	
  ce	
  sont	
  à	
  ces	
  étapes	
  qu’interviennent	
  les	
  contrôle-­‐qualités	
  

liés	
  à	
  la	
  traduction.	
  En	
  effet,	
  dans	
  un	
  cas	
  canonique,	
  lorsque	
  le	
  codon	
  STOP	
  est	
  reconnu,	
  

le	
  peptide	
  néosynthétisé	
  va	
  être	
  libéré,	
  les	
  sous-­‐unités	
  ribosomales	
  vont	
  être	
  dissociées	
  

et	
   l’ARN	
   messager	
   traduit	
   va	
   être	
   à	
   son	
   tour	
   libéré.	
   Ces	
   étapes	
   permettent	
   donc	
   le	
  

recyclage	
  des	
  sous-­‐unités	
  40S	
  et	
  60S	
  ribosomales.	
  Mais,	
  des	
  travaux	
  récents	
  ont	
  montré	
  

que	
  lorsque	
  la	
  dissociation	
  des	
  deux	
  sous-­‐unités	
  ribosomales	
  est	
  affectée,	
  les	
  ribosomes	
  

80S	
   pourraient	
   se	
   retrouver	
   bloqués	
   dans	
   les	
   régions	
   3’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
   messagers	
  

traduits.	
  Ce	
  phénomène	
  étant	
  amplifié	
   lors	
  d’une	
  déplétion	
  de	
  RLI1	
  ou	
  une	
  délétion	
  de	
  

DOM34	
  (Young	
  et	
  al.,	
  2015).	
  Il	
  existerait	
  deux	
  populations	
  de	
  ribosomes	
  bloqués	
  en	
  3’-­‐

UTR	
  :	
  (i)	
  les	
  ribosomes	
  non-­‐recyclés	
  qui	
  scannent	
  les	
  3’-­‐UTR	
  des	
  ARN	
  messagers	
  et	
  qui	
  

nécessitent	
  l’intervention	
  de	
  facteurs	
  de	
  sauvetage	
  des	
  ribosomes	
  Dom34	
  et	
  Hbs1	
  et	
  (ii)	
  

les	
  ribosomes	
  capables	
  de	
  réinitier	
  la	
  traduction	
  à	
  partir	
  de	
  n’importe	
  quel	
  codon	
  et	
  qui	
  

sont	
  pris	
  en	
  charge	
  par	
  les	
  facteurs	
  de	
  terminaison	
  classiques	
  lorsque	
  le	
  prochain	
  codon	
  

STOP	
  est	
  rencontré.	
  	
  

Le	
  facteur	
  protéique	
  Tac4	
  que	
  j’ai	
  étudié	
  durant	
  ma	
  thèse	
  pourrait	
  avoir	
  un	
  rôle	
  

dans	
   le	
   sauvetage	
   des	
   ribosomes	
   bloqués	
   dans	
   les	
   3-­‐’UTR	
  des	
  ARN	
  messagers.	
   J’ai	
   pu	
  

montrer,	
   grâce	
   à	
   la	
  méthode	
  de	
  CRAC,	
   avec	
   l’aide	
  de	
  Gwenaël	
  Badis-­‐Bréard,	
   que	
  Tac4	
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était	
  lié	
  aux	
  ribosomes	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  40S	
  ribosomale.	
  Cette	
  liaison	
  s’effectue	
  

près	
  du	
  tunnel	
  d’entrée	
  des	
  ARN	
  messagers	
  et	
  plus	
  précisément	
  Tac4	
  lierait	
  directement	
  

l’hélice	
  h16	
  de	
   l’ARN	
  ribosomique	
  18S	
   (Figure	
   37).	
  Ce	
   résultat	
   est	
   en	
  accord	
  avec	
   les	
  

données	
  initiales	
  du	
  laboratoire	
  montrant	
  que	
  Tac4	
  est	
  associé	
  aux	
  ribosomes	
  avec	
  une	
  

préférence	
   pour	
   la	
   40S	
   (Figure	
   34).	
   De	
   plus,	
   l’orthologue	
   putatif	
   de	
   Tac4	
   chez	
   les	
  

mammifères,	
  DHX29	
  lie	
  la	
  même	
  hélice	
  h16	
  de	
  l’ARN	
  ribosomique	
  18S	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  

40S,	
   comme	
   Tac4.	
   Nous	
   savons	
   que	
   DHX29	
   est	
   une	
   ARN	
   hélicase	
   impliquée	
   dans	
  

l’initiation	
  de	
  la	
  traduction	
  pour	
  des	
  ARN	
  messagers	
  possédant	
  une	
  région	
  5’-­‐UTR	
  ayant	
  

une	
   structure	
   secondaire	
   complexe	
   (Pisareva	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Tac4	
   aurait	
   pu	
   avoir	
   cette	
  

même	
   fonction	
   chez	
   la	
   levure	
  Saccharomyces	
  cerevisiae	
  mais	
   les	
   expériences	
   de	
   CRAC	
  

ont	
  démontré	
  que	
  Tac4,	
  en	
  plus	
  de	
  la	
  liaison	
  à	
  l’ARN	
  ribosomique	
  18S,	
  était	
  lié	
  au	
  niveau	
  

des	
   3’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
   messagers.	
   Ces	
   observations	
   inattendues	
   et	
   les	
   données	
   de	
   la	
  

littérature	
   nous	
   ont	
   conduit	
   à	
   émettre	
   l’hypothèse	
   que	
   Tac4	
   serait	
   impliquée	
   dans	
   la	
  

réinitiation	
   de	
   la	
   traduction	
   à	
   partir	
   de	
   ribosomes	
   bloqués	
   en	
   3’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
  

messagers.	
  	
  

Au	
  cours	
  de	
  cette	
  analyse,	
  nous	
  nous	
  sommes	
  rendu	
  compte	
  de	
   l’existence	
  d’un	
  

biais	
  de	
  digestion	
  dû	
  aux	
  RNAses	
  utilisées	
  pendant	
  les	
  expériences	
  de	
  CRAC.	
  En	
  effet,	
  les	
  

deux	
  RNases	
  utilisées	
  sont	
  la	
  RNase	
  A	
  qui	
  coupe	
  les	
  ARN	
  après	
  les	
  C	
  et	
  les	
  U	
  et	
  la	
  RNase	
  

T1	
  qui	
   coupe	
  après	
   les	
  G.	
  Les	
   séquences	
   riches	
  en	
  A	
  ne	
  sont	
  donc	
  pas	
  coupées,	
   ce	
  qui	
  

expliquerait	
  la	
  quantité	
  très	
  importante	
  de	
  séquences	
  poly(A)	
  dans	
  mes	
  banques.	
  	
  

Cependant,	
  ce	
  biais	
  de	
  représentation	
  ne	
  remet	
  pas	
  en	
  cause	
  l’enrichissement	
  des	
  

régions	
  3’-­‐UTR	
  associées	
  à	
  Tac4	
  puisqu’une	
  analyse	
  bioinformatique	
  réalisée	
  par	
  Varun	
  

Khanna	
  a	
  montré	
  qu’indépendamment	
  des	
  séquences	
  contenant	
  une	
  région	
  poly(A),	
  les	
  

régions	
  3’-­‐UTR	
  restaient	
  surreprésentées.	
  

Sachant	
  cela,	
  il	
  va	
  être	
  important	
  de	
  refaire	
  les	
  mêmes	
  expériences	
  avec	
  la	
  RNAse	
  

I	
  ou	
  la	
  «	
  Microccocal	
  Nuclease	
  »	
  qui	
  ne	
  présentent	
  pas	
  ce	
  biais.	
  De	
  plus,	
  il	
  sera	
  nécessaire	
  

d’obtenir	
  une	
  profondeur	
  de	
  séquençage	
  plus	
   importante.	
  Enfin,	
  si	
  Tac4	
  est	
  associé	
  au	
  

niveau	
   des	
   3’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
   messagers,	
   nous	
   pourrions,	
   d’une	
   part,	
   renouveler	
   les	
  

expériences	
  de	
  CRAC	
  dans	
  des	
  conditions	
  où	
  la	
  dissociation	
  des	
  ribosomes	
  est	
  affectée,	
  

ce	
   qui	
   permettrait	
   d’augmenter	
   les	
   évènements	
   de	
   réinitiation	
   de	
   la	
   traduction	
   pour	
  

déterminer	
   les	
   positions	
   exactes	
   de	
   Tac4	
   sur	
   ces	
   ARN	
   messagers.	
   D’autre	
   part,	
   des	
  

expériences	
   de	
   RIP-­‐Seq	
   pourraient	
   également	
   nous	
   permettre	
   de	
   déterminer	
   si	
   ces	
  

événements	
  de	
   réinitiation	
  de	
   la	
   traduction	
   ciblent	
  des	
   transcrits	
   spécifiques.	
  De	
  plus,	
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des	
  expériences	
  de	
  «	
  Ribosome	
  Profiling	
  »	
  dans	
  différentes	
  conditions	
  (en	
  utilisant	
  par	
  

exemple	
  de	
  l’harringtonine	
  qui	
  va	
  bloquer	
  les	
  ribosomes	
  sur	
  les	
  codons	
  de	
  démarrage	
  de	
  

la	
   traduction	
   ou	
   encore	
   la	
   lactimidomycine	
   qui	
   bloque	
   les	
   ribosomes	
   pendant	
   la	
  

formation	
  de	
   la	
   première	
   liaison	
  peptidique)	
  pourraient	
  nous	
  permettre	
  de	
  mettre	
   en	
  

évidence	
  des	
  éléments	
  cis	
  impliqués	
  dans	
  la	
  réinitiation	
  de	
  la	
  traduction.	
  	
  

Il	
  pourrait	
  également	
  être	
  intéressant	
  d’effectuer	
  des	
  cribles	
  génétiques	
  GIM	
  pour	
  

identifier	
  des	
  facteurs	
  ayant	
  des	
  liens	
  fonctionnels	
  avec	
  Tac4.	
  

L’étude	
  de	
  la	
  réinitiation	
  de	
  la	
  traduction	
  n’est	
  pour	
  le	
  moment	
  qu’à	
  ses	
  débuts,	
  

mais	
   si	
   Tac4	
   est	
   un	
   facteur	
   protéique	
   impliqué	
   dans	
   cette	
   voie	
   nous	
   pourrions	
  mieux	
  

comprendre	
  ces	
  mécanismes	
  de	
  sauvetage	
  des	
  ribosomes.	
  

	
  

III	
  –	
  Jlp2	
  et	
  la	
  voie	
  de	
  détoxification	
  ?	
  	
  
	
  

La	
  protéine	
  Jlp2	
  est	
  très	
  peu	
  décrite	
  dans	
  la	
  littérature,	
  elle	
  a	
  été	
  découverte	
  dans	
  

notre	
   laboratoire	
   suite	
   à	
   des	
   cribles	
   génétiques	
   qui	
   ont	
   révélé	
   des	
   liens	
   de	
   létalité	
  

synthétique	
  entre	
  LTN1	
  et	
  JLP2.	
  Par	
  la	
  suite,	
  j’ai	
  mis	
  en	
  évidence	
  des	
  liens	
  synthétiques	
  

létaux	
   entre	
   JLP2	
   et	
   les	
   différents	
   membres	
   des	
   complexes	
   RQC	
   et	
   SKI	
   lorsque	
   la	
  

traduction	
  est	
  affectée	
  (Figure	
  23).	
  Malgré	
  ces	
  résultats	
  très	
  encourageants,	
  je	
  n’ai	
  pas	
  

pu	
  montrer	
   l’implication	
  de	
   Jlp2	
  dans	
   la	
   voie	
  de	
  dégradation	
  des	
  ARN	
  et	
  des	
  peptides	
  

aberrants	
   (Figure	
   25).	
   En	
   revanche,	
   des	
   résultats	
   préliminaires	
   de	
   purifications	
  

biochimiques	
  ont	
  montré	
  une	
  association	
  de	
  Jlp2	
  avec	
  des	
  protéines	
  de	
  la	
  sous-­‐unité	
  19S	
  

du	
  protéasome	
  et	
  avec	
  les	
  protéines	
  du	
  complexe	
  CCT.	
  De	
  plus	
  il	
  est	
  intéressant	
  de	
  noter	
  

que	
   cette	
   association	
   serait	
   dépendante	
   de	
   Ltn1	
   (Figure	
   30).	
   Ces	
   résultats	
   restent	
  

encore	
  à	
  confirmer,	
  en	
  effet,	
   la	
  version	
  étiquetée	
  3FLAG	
  en	
  C-­‐terminal	
  de	
   Jlp2	
  utilisée,	
  

bien	
  que	
  fonctionnelle,	
  semble	
  être	
  instable	
  et	
  ne	
  nous	
  a	
  pas	
  permis	
  de	
  reproduire	
  ces	
  

résultats	
  de	
  façon	
  fiable.	
  Il	
  est	
  possible	
  que	
  l’ajout	
  d’une	
  étiquette,	
  même	
  petite	
  comme	
  

le	
  3FLAG	
  gêne	
  les	
  domaines	
  potentiellement	
  impliqués	
  dans	
  les	
  liaisons	
  de	
  Jlp2	
  avec	
  ses	
  

partenaires	
   protéiques.	
   Il	
   serait	
   intéressant	
   de	
   tester	
   les	
   liaisons	
   de	
   la	
   protéine	
  

endogène	
   Jlp2	
   en	
   utilisant	
   un	
   anticorps	
   anti-­‐Jlp2.	
   De	
   plus,	
   une	
   mise	
   au	
   point	
   des	
  

conditions	
  de	
  purification	
  semble	
  nécessaire.	
  En	
  effet,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  les	
  résultats	
  et	
  

le	
  rendement	
  d’une	
  purification	
  protéique	
  peuvent	
  varier	
  de	
  façon	
  très	
  significative	
  en	
  

fonction	
  de	
  la	
  composition	
  des	
  tampons	
  de	
  lyse	
  et	
  de	
  liaison	
  utilisés	
  lors	
  de	
  purifications	
  

par	
  affinité	
  (Hakhverdyan	
  et	
  al.,	
  2015).	
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Le	
  lien	
  entre	
  Jlp2	
  et	
  le	
  complexe	
  CCT	
  («	
  Chaperonin-­‐containing	
  TCP1	
  complex	
  »),	
  

également	
  appelé	
  TRiC	
  («	
  TCP1	
  Ring	
  Complex	
  »),	
  que	
  j’ai	
  observé	
  demeure	
  intéressant.	
  

Le	
   complexe	
   CCT	
   est	
   un	
   complexe	
   de	
   protéines	
   chaperonnes	
   organisées	
   en	
   deux	
  

anneaux	
   identiques	
   dos	
   à	
   dos,	
   composés	
   eux-­‐mêmes	
   de	
   huit	
   facteurs	
   CCT1-­‐8	
   (Figure	
  

40).	
  Il	
  est	
  très	
  conservé	
  au	
  cours	
  de	
  l’évolution	
  et	
  est	
  essentiel	
  pour	
  la	
  vie	
  cellulaire.	
  En	
  

effet,	
   il	
   aiderait	
   à	
   la	
   conformation	
   d’environ	
   10%	
   du	
   protéome	
   qui	
   correspondraient,	
  

pour	
   une	
   grande	
   partie,	
   à	
   des	
   régulateurs	
   du	
   cycle	
   cellulaire	
   et	
   des	
   composants	
   du	
  

cytosquelette	
   telles	
   que	
   l’actine	
   et	
   la	
   tubuline.	
   Les	
   peptides	
   naissants	
   d’actines	
   et	
   de	
  

tubulines	
   en	
   cours	
   de	
   traduction	
   sont	
   pris	
   en	
   charge	
   dès	
   leur	
   sortie	
   du	
   tunnel	
   du	
  

ribosome	
  par	
  le	
  complexe	
  Prefoldin	
  GimC	
  qui	
  va	
  ensuite	
  les	
  adresser	
  au	
  complexe	
  CCT	
  

pour	
   l’assemblage	
   du	
   cytosquelette	
   (revues	
   Spiess	
   et	
   al.,	
   2004;	
   Leitner	
   et	
   al.,	
   2012;	
  

Millán-­‐Zambrano	
  and	
  Chávez,	
  2014).	
  	
  

	
  
Figure	
  40.	
  Structure	
  du	
  complexe	
  CCT.	
  

Vues	
  latérales	
  et	
  «	
  du	
  dessus	
  »	
  du	
  complexe	
  CCT	
  (Leitner	
  et	
  al.,	
  2012)	
  
	
  

Par	
   ailleurs,	
   les	
   cribles	
   GIM	
   effectués	
   avec	
   le	
   mutant	
   de	
   délétion	
   JLP2	
   ont	
  

également	
   montré	
   des	
   liens	
   fonctionnels	
   entre	
   Jlp2	
   et	
   les	
   protéines	
   Yke2	
   et	
   Bim1	
  

(Figure	
  18).	
  Yke2	
  est	
  une	
  sous-­‐unité	
  du	
  complexe	
  Prefoldin	
  GimC	
  décrit	
  précédemment,	
  

elle	
  participe	
  donc	
  au	
  repliement	
  de	
  l’actine	
  et	
  de	
  la	
  tubuline	
  (Geissler	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Bim1	
  

(Binding	
  to	
  microtubules)	
  est	
  une	
  protéine	
  associée	
  aux	
  microtubules,	
  elle	
  aurait	
  un	
  rôle	
  

dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  stabilité	
  des	
  microtubules	
  pour	
  fournir	
  à	
  la	
  cellule	
  une	
  plateforme	
  

nécessaire	
  à	
  l’intégrité	
  des	
  filaments	
  cellulaires	
  (Staudt	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Blake-­‐Hodek	
  et	
  al.,	
  

2010).	
  	
  

Par	
  ailleurs,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  les	
  complexes	
  CCT	
  et	
  Prefoldin	
  GimC	
  possèdent	
  

un	
   rôle	
   protecteur	
   vis	
   à	
   vis	
   de	
   la	
   toxicité	
   cellulaire	
   due	
   à	
   la	
   formation	
   d’agrégats	
  

cytoplasmiques	
   contenant	
   de	
   longues	
   séquences	
   polyglutamines,	
   comme	
   celles	
  

comprises	
   dans	
   l’exon	
   1	
   d’une	
   version	
   mutée	
   de	
   la	
   protéine	
   Huntingtin	
   (mHtt),	
  

responsable	
   de	
   la	
   maladie	
   d’Huntington.	
   En	
   effet,	
   ces	
   deux	
   complexes	
   chaperonnes	
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prennent	
   en	
   charge	
   les	
   peptides	
   mutés	
   mHtt	
   à	
   un	
   stade	
   précoce	
   de	
   leur	
   traduction,	
  

empêchant	
  ainsi	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  toxiques	
  pour	
  la	
  cellule	
  (Kitamura	
  et	
  al.,	
  2006;	
  

Tam	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Tashiro	
  et	
  al.,	
  2013).	
  Des	
  travaux	
  récents	
  ont	
  également	
  révélé	
  que	
  l’E3	
  

ubiquitine-­‐ligase	
  du	
  complexe	
  RQC,	
  Ltn1,	
  est	
  un	
  facteur-­‐clef	
  permettant	
  la	
  formation	
  de	
  

corps	
  d’inclusion	
  (moins	
  toxiques	
  pour	
   la	
  vie	
  cellulaire	
  par	
  rapport	
  aux	
  agrégats),	
   leur	
  

ubiquitination	
   et	
   leur	
   détoxification.	
   En	
   effet,	
   la	
   délétion	
   de	
   LTN1	
   dans	
   des	
   cellules	
  

exprimant	
   la	
  version	
  mutée	
  mHtt	
  entraîne	
  une	
  dispersion	
  d’un	
  corps	
  d’inclusion	
  en	
  de	
  

multiples	
   agrégats	
   protéiques	
   toxiques	
   pour	
   la	
   cellule.	
   Ce	
   phénomène	
  peut	
   également	
  

être	
  observé	
  lorsque	
  RQC1	
  est	
  délété,	
  bien	
  que	
  le	
  phénotype	
  ne	
  soit	
  pas	
  aussi	
  important.	
  

Enfin,	
   il	
   semblerait	
   que	
   les	
   corps	
   d’inclusion	
   et	
   les	
   agrégats	
   cytoplasmiques	
   soient	
  

associés	
  au	
  cytosquelette	
  d’actines	
  (Yang	
  et	
  al.,	
  2016)(Figure	
  41).	
  

	
  
Figure	
  41.	
  Délétion	
  de	
  RQC1	
  et	
  LTN1	
  entraîne	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  toxiques.	
  

(A)	
   Gène	
   rapporteur	
   exprimant	
   la	
   protéine	
   GFP	
   sous	
   contrôle	
   du	
   promoteur	
   GAL	
   et	
  
contenant	
  une	
  expansion	
  polyglutamine	
  et	
  une	
  séquence	
  riche	
  en	
  proline	
  en	
  N-­‐terminal	
  
(B)	
  Schéma	
  représentant	
  illustrant	
  la	
  dispersion	
  du	
  corps	
  d’inclusion	
  (dans	
  un	
  contexte	
  
sauvage)	
   en	
   de	
   multiples	
   agrégats	
   protéiques	
   toxiques	
   associés	
   au	
   cytosquelette	
  
d’actine	
  (en	
  l’absence	
  de	
  LTN1	
  ou	
  RQC1).	
  

	
  

L’ensemble	
  de	
  ces	
  observations	
  soulève	
  donc	
  des	
  questions	
  quant	
  à	
  l’implication	
  

de	
   Jlp2	
   dans	
   cette	
   voie	
   de	
   détoxification	
   des	
   protéines	
   mHtt.	
   Il	
   serait	
   intéressant	
   de	
  

tester	
  le	
  gène	
  rapporteur	
  mHtt103QP,	
  décrit	
  dans	
  la	
  Figure	
  41,	
  dans	
  une	
  souche	
  simple-­‐

mutante	
   jlp2∆	
   et	
  dans	
  des	
   souches	
   combinant	
   la	
  délétion	
  de	
   JLP2	
   avec	
   la	
  délétion	
  des	
  

différents	
  membres	
  des	
  complexes	
  RQC	
  afin	
  de	
  déterminer	
  si	
  Jlp2	
  pourrait	
  avoir	
  un	
  rôle	
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en	
   lien	
   avec	
   le	
   complexe	
  RQC,	
  non	
  pas	
  dans	
   la	
  dégradation	
  des	
  peptides	
   aberrants	
  de	
  

type	
  NSD	
  mais	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  détoxification	
  de	
  protéines	
  de	
  type	
  mHtt.	
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Matériels	
  et	
  méthodes	
  
	
  
	
  
Construction	
  de	
  souches	
  de	
  levure	
  

Les	
  souches	
  utilisées	
  dans	
  cette	
  étude	
  ont	
  été	
  construites	
  à	
  partir	
  de	
   fonds	
  génétiques	
  

BY4741	
  ou	
  BY4742	
   (Brachmann	
  et	
  al.,	
  1998),	
  ou	
  à	
  partir	
  de	
   souches	
   simple-­‐mutantes	
  

existantes,	
   par	
   transformation	
   à	
   haute	
   efficacité	
   de	
   produits	
   de	
   PCR.	
   La	
   souche	
   Tac4-­‐

CRAC	
  a	
  été	
  construite	
  à	
  partir	
  de	
  souche	
  Tac4-­‐TAP	
  par	
  transformation	
  d’une	
  séquence	
  

«	
  CLAP	
  »	
   (CBP-­‐6His-­‐TEV-­‐Protéine	
   A)	
   à	
   la	
   place	
   de	
   l’étiquette	
   TAP	
   en	
   C-­‐terminal.	
   Les	
  

souches	
  utilisées	
  sont	
  listées	
  dans	
  l’annexe	
  1.	
  

	
  

Test	
  de	
  croissance	
  

Les	
  tests	
  en	
  gouttes	
  ont	
  été	
  effectués	
  à	
  partir	
  de	
  dilutions	
  en	
  série	
  (1/10ème)	
  de	
  cellules	
  

resuspendues	
  dans	
  de	
  l’eau	
  stérile	
  à	
  DO600=0,5.	
  Pour	
  chaque	
  dilution,	
  5µL	
  de	
  cellules	
  ont	
  

été	
  déposées	
  sur	
  des	
  boîtes	
  contenant	
  du	
  milieu	
  gélosé	
  YPGlu	
  ou	
  Magic-­‐Medium	
  –URA	
  

avec	
  et	
  sans	
  hygromycine	
  B	
  (40µg/mL),	
  avec	
  ou	
  sans	
  doxycycline,	
  avec	
  ou	
  sans	
  auxine	
  

(100µM).	
  Les	
  boîtes	
  sont	
  incubées	
  à	
  30°C	
  pendant	
  2	
  jours.	
  	
  

	
  

Construction	
  de	
  plasmide	
  

Les	
  plasmides	
  pCM190-­‐JLP2,	
  pCM190-­‐TAC4	
  et	
  pCM190-­‐SKA1	
  ont	
  été	
  construits	
  à	
  partir	
  

du	
   vecteur	
   pCM190.	
   Le	
   plasmide	
  pCM190	
   ainsi	
   que	
   le	
   fragment	
   à	
   insérer	
   (produit	
   de	
  

PCR	
  ou	
  vecteur	
  contenant	
  l’ORF	
  d’intérêt)	
  sont	
  digérés	
  par	
  2	
  enzymes	
  de	
  restriction.	
  Le	
  

plasmide	
   et	
   le	
   fragment	
   digérés	
   subissent	
   une	
   étape	
   de	
   ligation	
   puis	
   le	
   tout	
   est	
  

transformé	
  par	
  électroporation	
  chez	
  la	
  bactérie	
  E.	
  Coli.	
  

	
  

Extraction	
  protéique	
  et	
  Western	
  Blot	
  

Méthode	
  NaOH	
  (Kushnirov,	
  2000)	
  

Les	
   cellules	
   ont	
   été	
   cultivées	
   à	
   30°C	
   en	
   milieu	
   synthétique	
   galactose-­‐uracile	
   jusqu’à	
  

DO600=0,6.	
  5	
  unités	
  de	
  DO	
  ont	
  été	
  prélevées	
  puis	
  les	
  cellules	
  ont	
  été	
  rincées	
  avec	
  de	
  l’eau	
  

froide.	
   Un	
   traitement	
   avec	
   100µl	
   de	
   NaOH	
   (0,2M)	
   pendant	
   5	
   minutes	
   à	
   température	
  

ambiante	
   a	
   été	
   effectué.	
   Après	
   centrifugation	
   à	
   14	
   000rpm	
   pendant	
   3	
   minutes,	
   le	
  

surnageant	
   a	
   été	
   éliminé.	
   Le	
   culot	
   a	
   été	
   resuspendu	
   avec	
   50µL	
   de	
   tampon	
   de	
   dépôt	
  

(100mM	
  Tris-­‐HCl	
   pH6,8,	
   20%	
  glycérol,	
   0,02%	
  bleu	
  de	
  bromophénol,	
   8%	
  SDS,	
   100mM	
  

DTT).	
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Méthode	
  TCA	
  

Les	
   cellules	
   ont	
   été	
   cultivées	
   à	
   30°C	
   en	
   milieu	
   synthétique	
   galactose-­‐uracile	
   jusqu’à	
  

DO600=0,6.	
  5	
  unités	
  de	
  DO	
  ont	
  été	
  prélevées	
  puis	
  les	
  cellules	
  ont	
  été	
  rincées	
  avec	
  de	
  l’eau	
  

froide.	
  Les	
  cellules	
  ont	
  été	
  lysées	
  au	
  TCA	
  20%	
  avec	
  des	
  billes	
  de	
  verre	
  dans	
  un	
  MagNA	
  

Lyser	
  (Roche®)	
  pendant	
  1	
  minute	
  à	
  4	
  800rpm	
  à	
  4°C,	
  3	
  fois.	
  Une	
  fois	
  les	
  billes	
  de	
  verre	
  

retombées,	
   l’extrait	
   a	
   été	
   transféré	
   dans	
   un	
   nouveau	
   tube.	
   Les	
   billes	
   de	
   verre	
   ont	
   été	
  

rincées	
  avec	
  du	
  TCA	
  à	
  5%	
  et	
  le	
  nouvel	
  extrait	
  a	
  été	
  transféré	
  avec	
  le	
  précédent.	
  Le	
  tout	
  a	
  

été	
  centrifugé	
  à	
  14	
  000rpm	
  pendant	
  3	
  minutes	
  à	
  4°C.	
  Les	
  surnageants	
  ont	
  été	
  éliminés	
  et	
  

les	
  culots	
  protéiques	
  ont	
  été	
  resuspendus	
  dans	
  100µl	
  de	
  tampon	
  de	
  dépôt	
  supplémenté	
  

avec	
  0,1M	
  final	
  de	
  Tris	
  pH9.	
  

	
  

Western	
  Blot	
  

Les	
  échantillons	
  ont	
  été	
  incubés	
  à	
  95°C	
  pendant	
  5	
  minutes	
  puis	
  6µL	
  ont	
  été	
  déposés	
  sur	
  

un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  10%.	
  La	
  migration	
  a	
  été	
  effectuée	
  à	
  150V	
  pendant	
  environ	
  1	
  

heure.	
  Le	
  transfert	
  des	
  protéines	
  sur	
  membrane	
  de	
  nitrocellulose	
  a	
  été	
  effectué	
  avec	
  un	
  

système	
  de	
  transfert	
  semi-­‐sec	
  TransBlot	
  SD	
  de	
  Biorad®	
  à	
  10V	
  pendant	
  1h30	
  ou	
  à	
  25V	
  

pendant	
  10	
  minutes	
   avec	
   le	
  TransBlot	
  Turbo	
  de	
  Biorad®.	
  La	
  membrane	
  a	
   été	
   colorée	
  

dans	
  le	
  Rouge	
  Ponceau,	
  rincée	
  avec	
  du	
  PBS	
  +	
  Tween	
  1%	
  puis	
  bloquée	
  dans	
  une	
  solution	
  

de	
   lait	
   à	
   4%	
   dans	
   du	
   PBS	
   +	
   Tween	
   1%	
   pendant	
   40	
  minutes.	
   Selon	
   l’anticorps	
   utilisé,	
  

l’incubation	
   avec	
   l’anticorps	
   primaire	
   peut	
   se	
   faire	
   pendant	
   1	
   ou	
   2h	
   à	
   température	
  

ambiante	
   ou	
   sur	
   la	
   nuit	
   à	
   4°C,	
   avec	
   agitation.	
   Les	
   anticorps	
   utilisés	
   sont	
   listés	
   dans	
  

l’annexe	
  4.	
  Après	
  3	
  lavages	
  de	
  10	
  minutes	
  au	
  PBS	
  +	
  Tween	
  1%,	
  si	
  l’anticorps	
  primaire	
  

n’était	
  pas	
  couplé	
  à	
  la	
  péroxidase,	
  une	
  incubation	
  avec	
  l’anticorps	
  secondaire	
  pendant	
  2h	
  

à	
   température	
   ambiante	
   a	
   été	
   réalisée.	
   Les	
   anticorps	
   couplés	
   à	
   la	
   péroxidase	
   ont	
   été	
  

révélés	
  par	
   chemiluminescence	
  avec	
   le	
   «	
  Clarity	
  Western	
  ECL	
   substrate	
  »	
   	
  de	
  Biorad®	
  

pendant	
  1	
  minute.	
  Les	
  temps	
  d’exposition	
  pour	
  la	
  révélation	
  peuvent	
  être	
  très	
  variables	
  

selon	
  les	
  anticorps	
  utilisés.	
  	
  

	
  

Gradient	
  de	
  polysomes	
  

200mL	
  de	
  cellules	
  ont	
  été	
  cultivées	
  jusqu’à	
  DO600=0,6.	
  Les	
  cellules	
  ont	
  été	
  traitées	
  avec	
  

200µL	
  de	
  cycloheximide	
   (50mg/mL)	
  pendant	
  3	
  minutes	
   sur	
  glace.	
  Les	
   cellules	
  ont	
  été	
  

collectées	
  par	
  centrifugation	
  pendant	
  10	
  minutes	
  à	
  4	
  000	
  rpm	
  à	
  4°C.	
  Les	
  cellules	
  ont	
  été	
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lavées	
   avec	
   10mL	
   de	
   tampon	
   «	
  Breaking	
   Buffer	
  »	
   (20mM	
   Tris-­‐HCl	
   pH7,4,	
   50mM	
   KCl,	
  

10mM	
   MgCl2	
   et	
   inhibiteurs	
   de	
   protéase	
   Roche®).	
   Après	
   centrifugation	
   pendant	
   5	
  

minutes	
   à	
   4	
   000rpm,	
   le	
   surnageant	
   a	
   été	
   éliminé	
   et	
   les	
   cellules	
   ont	
   été	
   resuspendues	
  

dans	
  400µL	
  de	
  tampon	
  «	
  Breaking	
  Buffer	
  ».	
  Les	
  cellules	
  ont	
  été	
  lysées	
  avec	
  des	
  billes	
  de	
  

verre	
  dans	
  le	
  MagNA	
  Lyser	
  (Roche®)	
  pendant	
  1	
  minute	
  à	
  3	
  000rpm	
  à	
  4°C,	
  3	
  fois.	
  Après	
  

centrifugation	
  à	
  8	
  000rpm	
  pendant	
  5	
  minutes	
  et	
  élimination	
  des	
  billes	
  de	
  verre,	
  l’extrait	
  

a	
  été	
   transféré	
  dans	
  un	
  nouveau	
   tube	
  et	
   centrifugé	
  pendant	
  5	
  minutes	
  à	
  14	
  000rpm	
  à	
  

4°C.	
  Le	
  surnageant	
  clarifié	
  a	
  été	
  transféré	
  dans	
  un	
  nouveau	
  tube	
  et	
  a	
  pu	
  être	
  stocké	
  à	
  -­‐

80°C.	
  

5	
  à	
  10	
  unités	
  de	
  DO	
  des	
  lysats	
  clarifiés	
  ont	
  été	
  déposés	
  sur	
  un	
  gradient	
  de	
  sucrose	
  10-­‐

50%	
   (20mM	
   Tris-­‐HCl	
   pH7,4,	
   50mM	
   NH4Cl,	
   5mM	
   MgCl2,	
   1mM	
   DTT	
   et	
   inhibiteurs	
   de	
  

protéase	
  Roche®).	
  Les	
   lysats	
  ont	
  été	
  ultracentrifugées	
  à	
  39	
  000g	
  pendant	
  2h45	
  à	
  4°C.	
  

Les	
  fractions	
  de	
  gradient	
  ont	
  été	
  collectées	
  puis	
  précipitées	
  au	
  TCA	
  10%,	
  resuspendues	
  

avec	
   40µL	
   de	
   tampon	
   de	
   dépôt.	
   10µl	
   des	
   échantillons	
   ont	
   été	
   déposés	
   sur	
   gel	
   de	
  

polyacrylamide	
   10%.	
   La	
  migration	
   du	
   gel	
   et	
   le	
  Western	
  Blot	
   se	
   sont	
   effectués	
   comme	
  

dans	
  la	
  partie	
  précédente.	
  

	
  

Purification	
  d’affinité	
  

Culture	
  

Selon	
  l’expression	
  de	
  la	
  protéine	
  d’intérêt,	
  les	
  cellules	
  peuvent	
  être	
  cultivées	
  dans	
  2	
  à	
  6L	
  

de	
  milieu	
  riche	
  YPGlu.	
  Lorsque	
  la	
  DO600=1,	
   les	
  cellules	
  ont	
  été	
  centrifugées	
  pendant	
  10	
  

minutes	
  à	
  4	
  000rpm	
  à	
  4°C.	
  Les	
  culots	
  ont	
  été	
  lavées	
  avec	
  de	
  l’eau	
  froide	
  et	
  centrifugées	
  

de	
   nouveau	
   pendant	
   5	
   minutes	
   à	
   4	
   000rpm	
   à	
   4°C.	
   Les	
   culots	
   obtenus	
   peuvent	
   être	
  

conservés	
  à	
  -­‐80°C.	
  

	
  

Avec	
  une	
  protéine	
  étiquetée	
  3FLAG	
  

Les	
   culots	
   ont	
   été	
   resuspendus	
  dans	
  10mL	
  de	
   tampon	
  de	
   lyse	
   (50mM	
  Tris-­‐HCl	
  pH7,5,	
  

100mM	
   NaCl,	
   5mM	
   MgCl2,	
   inhibiteurs	
   de	
   protéase	
   Roche®)	
   pour	
   5g	
   de	
   culot.	
   Les	
  

cellules	
   ont	
   été	
   cassées	
   avec	
   la	
   «	
  French	
   Press	
  »	
   à	
   1	
   200psi,	
   2	
   fois,	
   à	
   froid.	
   Le	
   lysat	
  

cellulaire	
  a	
  été	
  clarifié	
  par	
  centrifugation	
  pendant	
  20	
  minutes	
  à	
  20	
  000g	
  puis	
  transféré	
  

dans	
  un	
  nouveau	
   tube.	
  50µL	
  de	
  billes	
  magnétiques	
   couplés	
  à	
  des	
  anticorps	
  anti-­‐FLAG,	
  

préalablement	
  équilibrées	
  avec	
  le	
  tampon	
  de	
  lyse,	
  ont	
  été	
  ajoutées	
  au	
  lysat	
  clarifié	
  avec	
  

de	
   l’IGEPAL	
   à	
   0,075%	
   final.	
   Le	
   lysat	
   clarifié	
   avec	
   les	
   billes	
   magnétiques	
   a	
   été	
   incubé	
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pendant	
   1h30	
   à	
   4°C	
   sur	
   roue.	
   Les	
   billes	
   ont	
   été	
   récupérées	
   et	
   lavées	
   3	
   fois	
   avec	
   du	
  

tampon	
  de	
  lyse	
  avec	
  IGEPAL	
  et	
  3	
  fois	
  avec	
  du	
  tampon	
  de	
  lyse	
  sans	
  IGEPAL.	
  L’élution	
  s’est	
  

effectuée	
  dans	
  400µL	
  de	
   tampon	
  d’élution	
   (50mM	
  Tris-­‐HCl	
  pH7,5,	
   100mM	
  NaCl,	
   5mM	
  

MgCl2,	
  100µg/mL	
  peptide	
  FLAG)	
  pendant	
  2-­‐3	
  heures	
  à	
  4°C	
  sur	
  roue.	
  

	
  

Avec	
  une	
  protéine	
  étiquetée	
  TAP	
  

Les	
   culots	
   ont	
   été	
   resuspendus	
   dans	
   10mL	
   de	
   tampon	
   de	
   lyse	
   (20mM	
  HepesK	
   pH7,4,	
  

100mM	
   KOAc,	
   10mM	
   MgCl2,	
   inhibiteurs	
   de	
   protéase	
   Roche®)	
   pour	
   5g	
   de	
   culot.	
   Les	
  

cellules	
   ont	
   été	
   cassées	
   avec	
   la	
   «	
  French	
   Press	
  »	
   à	
   1	
   200psi,	
   2	
   fois	
   à	
   froid.	
   Le	
   lysat	
  

cellulaire	
  a	
  été	
  clarifié	
  par	
  centrifugation	
  pendant	
  20	
  minutes	
  à	
  20	
  000g	
  puis	
  transféré	
  

dans	
   un	
   nouveau	
   tube.	
   50µL	
   de	
   billes	
   magnétiques	
   couplés	
   à	
   des	
   IgG,	
   préalablement	
  

équilibrées	
  avec	
  le	
  tampon	
  de	
  lyse,	
  ont	
  été	
  ajoutées	
  au	
  lysat	
  clarifié	
  avec	
  de	
  l’IGEPAL	
  à	
  

0,075%	
   final.	
   Le	
   lysat	
   clarifié	
   avec	
   les	
   billes	
   magnétiques	
   a	
   été	
   incubé	
   pendant	
   40	
  

minutes	
  à	
  4°C	
  sur	
  roue	
  (Oeffinger	
  et	
  al.,	
  2007).	
  Les	
  billes	
  ont	
  été	
  récupérées	
  et	
  lavées	
  3	
  

fois	
  avec	
  du	
  tampon	
  de	
  lyse	
  avec	
  IGEPAL	
  et	
  3	
  fois	
  avec	
  du	
  tampon	
  de	
  lyse	
  sans	
  IGEPAL.	
  

L’élution	
  s’est	
  effectuée	
  dans	
  400µL	
  de	
  tampon	
  d’élution	
  (20mM	
  HepesK	
  pH7,4,	
  100mM	
  

KOAc,	
  10mM	
  MgCl2,	
  1mM	
  DTT,	
  10µL	
  AcTEV	
  Life	
  Technologie®)	
  pendant	
  1h45	
  heures	
  à	
  

18°C	
  sur	
  roue.	
  

	
  

Précipitation	
  et	
  SDS-­‐PAGE	
  

L’éluat	
  a	
  été	
  précipité	
  selon	
  la	
  méthode	
  au	
  méthanol/chloroforme.	
  Les	
  400µl	
  d’éluat	
  ont	
  

été	
  mélangés	
  avec	
  800µL	
  de	
  méthanol,	
  200µL	
  de	
  chloroforme	
  ont	
  été	
  ajoutés,	
  et	
  600µL	
  

d’eau	
  pure.	
  Le	
  tout	
  a	
  été	
  centrifugé	
  pendant	
  15-­‐30	
  minutes	
  à	
  13	
  000rpm	
  à	
  4°C.	
  La	
  phase	
  

supérieure	
  a	
  été	
  éliminée	
  en	
  gardant	
  bien	
  l’interphase	
  puis	
  600µL	
  de	
  méthanol	
  ont	
  été	
  

ajoutés.	
   Les	
   échantillons	
   ont	
   été	
   séparés	
   en	
   deux	
   tubes	
   avec	
   ¼	
   dans	
   l’un	
   et	
   ¾	
   dans	
  

l’autre	
  et	
  ils	
  ont	
  été	
  incubés	
  pendant	
  une	
  nuit	
  à	
  -­‐20°C.	
  Après	
  centrifugation	
  pendant	
  10-­‐

20	
  minutes	
  à	
  13	
  000rpm	
  à	
  4°C,	
  le	
  sunageant	
  a	
  été	
  éliminé	
  et	
  le	
  culot	
  mis	
  à	
  sec	
  (Wessel	
  

and	
  Flügge,	
  1984).	
  Les	
  ¾	
  ont	
  été	
  analysés	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  tandis	
  que	
  le	
  ¼	
  a	
  

été	
  analysé	
  sur	
  un	
  gel	
  NuPAGE	
  Novex	
  4-­‐12%	
  Bis-­‐Tris	
   (Life	
  Technologie®)	
  puis	
  coloré	
  

avec	
  du	
  bleu	
  de	
  Coomassie	
  puis	
  avec	
  du	
  Nitrate	
  d’argent	
  si	
  nécessaire.	
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Spectrométrie	
  de	
  masse	
  et	
  analyse	
  de	
  données	
  MS	
  

Les	
   acquisitions	
   et	
   analyses	
  de	
  données	
  de	
   spectrométrie	
  de	
  masse	
  ont	
   été	
   effectuées	
  

par	
   Abdelkader	
   Namane.	
   Après	
   réduction	
   des	
   ponts	
   disulfures	
   et	
   alcoylation	
   des	
  

cystéines,	
   les	
   échantillons	
   protéiques	
   ont	
   été	
   traités	
   successivement	
  	
   avec	
   deux	
  

endoprotéases	
  :	
  la	
  Lysine-­‐C	
  (Wako®)	
  et	
  trypsine	
  (Promega®).	
  Les	
  peptides	
  obtenus	
  ont	
  

été	
  ensuite	
  dessalés	
  avec	
  des	
  cônes	
  OMIX	
  C18	
  (Agilent	
  Technologies®)	
  et	
  analysés	
  par	
  

LC-­‐MS/MS	
   associant	
   un	
   système	
   de	
   nano	
  HPLC	
  Ultimate	
   3	
   000	
   à	
   un	
   spectromètre	
   de	
  

masse	
  LTQ-­‐Orbitrap	
  velos,	
   (Thermo	
  Fisher	
  Scientific®).	
  	
  Les	
  données	
  de	
  MS	
  brutes	
  en	
  

provenance	
  du	
  LTQ-­‐Orbitrap	
  ont	
  été	
  analysées	
  avec	
  le	
  logiciel	
  MaxQuant	
  version	
  1.5.8.3	
  

(Cox	
  and	
  Mann,	
  2008)	
  	
  qui	
  utilise	
  son	
  propre	
  moteur	
  de	
  recherche	
  Andromeda	
  pour	
  les	
  

identifications	
   de	
   protéines	
   (Cox	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Les	
   intensités	
   des	
   protéines	
   ont	
   été	
  

normalisées	
  par	
  un	
  module	
  interne	
  de	
  MaxQuant	
  pour	
  donner	
  des	
  intensités	
  LFQ	
  (Label	
  

Free	
  Quantification).	
  Le	
  traitement	
  statistique	
  et	
  quantitatif	
  de	
  ces	
  données	
  a	
  été	
  réalisé	
  

par	
   le	
   logiciel	
   Perseus	
   version	
   1.5.5.3	
   faisant	
   partie	
   de	
   la	
   suite	
   MaxQuant.	
   Seules	
   les	
  

protéines	
  identifiées	
  avec	
  un	
  Taux	
  de	
  Faux	
  Positif	
  (False	
  Discovery	
  Rate,	
  FDR)	
  inférieur	
  

à	
   0,01%	
   et	
   un	
  minimum	
   de	
   deux	
   peptides	
   identifiés	
   sont	
   éligibles	
   pour	
   ces	
   analyses	
  

quantitatives.	
  	
  Enfin,	
  pour	
  distinguer	
  spécifiquement	
  les	
  protéines	
  enrichies	
  par	
  rapport	
  

au	
  bruit	
  de	
  fond,	
  les	
  abondances	
  des	
  protéines	
  ont	
  été	
  comparées	
  entre	
  l’échantillon	
  et	
  

le	
   contrôle	
   négatif	
   en	
   utilisant	
   un	
   test	
   statistique	
   t	
   de	
   Student	
   et	
   les	
   résultats	
   ont	
   été	
  

visualisés	
  sous	
  forme	
  de	
  volcano	
  plots	
  (Hubner	
  and	
  Mann,	
  2011).	
  

	
  

Extraction	
  d’ARN	
  et	
  Northern	
  Blot	
  

Les	
  cellules	
  ont	
  été	
  cultivées	
  dans	
  30mL	
  de	
  milieu	
  YPgal	
  –URA	
  jusqu’à	
  DO600=0,6,	
  elles	
  

ont	
   ensuite	
   été	
   centrifugées	
  pendant	
   5	
  minutes	
   à	
   4	
   000rpm	
  à	
  4°C.	
   Le	
   culot	
   a	
   été	
   lavé	
  

avec	
  de	
  l’eau	
  froide,	
  centrifugé	
  à	
  14	
  000g	
  pendant	
  2	
  minutes	
  à	
  4°C,	
  le	
  surnageant	
  a	
  été	
  

éliminé.	
  Les	
  ARN	
  des	
  cellules	
  collectées	
  ont	
  été	
  extraits	
  par	
  la	
  méthode	
  de	
  phénol	
  chaud	
  

(30	
  minutes	
  à	
  65°C).	
  4µg	
  ont	
  été	
  dénaturés	
  pendant	
  5	
  minutes	
  à	
  65°C	
  puis	
  séparés	
  sur	
  

un	
  gel	
  de	
  polyacrylamide	
  6%	
  pendant	
  environ	
  1h	
  à	
  20W.	
  Les	
  ARN	
  ont	
  été	
  transféré	
  sur	
  

une	
  membrane	
  Hybond	
  N+	
  grâce	
  à	
  un	
  système	
  de	
  transfert	
  semi-­‐sec	
  pendant	
  1h	
  à	
  10V,	
  

les	
   ARN	
   ont	
   ensuite	
   été	
   crosslinkés	
   aux	
   UV	
   à	
   l’aide	
   du	
   Stratalinker.	
   Les	
   sondes	
  

oligonucléotidiques	
  marquées	
  en	
  5’	
  au	
   32P	
  se	
  sont	
  hybridées	
  sur	
   la	
  séquence	
  polyG	
  de	
  

l’ARN	
  messager	
  de	
  PGK1pG	
  ou	
  sur	
  l’ARN	
  messager	
  de	
  SCR1.	
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CRAC	
  

Selon	
  les	
  souches,	
  les	
  cellules	
  peuvent	
  être	
  cultivées	
  dans	
  2	
  à	
  8L	
  de	
  milieu	
  YPGlu	
  jusqu’à	
  

DO600=0,8.	
  Dans	
  10-­‐15mL	
  de	
  YPGlu,	
  les	
  cellules	
  ont	
  subies	
  une	
  étape	
  de	
  crosslink	
  aux	
  UV	
  

(254nm)	
  à	
  l’aide	
  du	
  Stratalinker	
  (1	
  600mJ/cm2)	
  puis	
  elles	
  ont	
  été	
  congelées	
  à	
  -­‐80°C.	
  Les	
  

cellules	
   sont	
   resuspendues	
   dans	
   le	
   «	
  CRAC	
   Breaking	
   Buffer	
   »	
   (50mM	
   Tris-­‐HCl	
   pH7,8,	
  

150mM	
   NaCl,	
   10mM	
   MgCl2,	
   5mM	
   bêta-­‐mercaptoéthanol,	
   inhibiteurs	
   de	
   protéases	
  

Roche®)	
  puis	
  cassées	
  à	
  l’aide	
  du	
  MagNA	
  Lyser	
  pendant	
  90	
  secondes	
  à	
  4°C,	
  trois	
  fois.	
  La	
  

protéine	
  étiquetée	
  CRAC	
  a	
  été	
  purifiée	
  à	
   l’aide	
  de	
  billes	
  magnétiques	
  couplées	
  aux	
  IgG.	
  

Les	
   échantillons	
   sont	
   élués	
   à	
   l’aide	
   de	
   l’AcTEV	
   Life	
   Technologies®.	
   Ils	
   sont	
   ensuite	
  

traités	
  avec	
  un	
  cocktail	
  de	
  RNace	
  it	
  à	
  0,01	
  unité	
  par	
  réaction	
  pendant	
  4	
  minutes	
  à	
  37°C.	
  

L’ajout	
  de	
  Guanidium-­‐HCl	
  à	
  6M	
  final	
  va	
  immédiatement	
  arrêter	
  l’action	
  des	
  RNAses.	
  Une	
  

deuxième	
  étape	
  de	
  purification	
  à	
  l’aide	
  de	
  billes	
  de	
  Nickel	
  a	
  été	
  effectuée	
  pour	
  faciliter	
  

les	
   étapes	
   d’Alkaline	
   Phosphatase,	
   de	
   ligation	
   des	
   adaptateurs	
   aux	
   extrémités	
   3’,	
   de	
  

phosphorylation	
  et	
  de	
  ligation	
  des	
  adaptateurs	
  contenant	
  l’index	
  aux	
  extrémités	
  5’.	
  Les	
  

ARN	
  sont	
  séparés	
  sur	
  le	
  Gel	
  Free	
  afin	
  de	
  garder	
  seulement	
  les	
  fragments	
  d’intérêt.	
  Après	
  

une	
   étape	
   de	
   digestion	
   par	
   la	
   Protéinase	
   K,	
   les	
   ARN	
   ont	
   subis	
   une	
   étape	
   de	
  

rétrotranscription.	
   On	
   obtient	
   les	
   banques	
   en	
   amplifiant	
   les	
   ADN	
   complémentaires	
  

obtenus	
  par	
  PCR.	
  Enfin,	
  les	
  banques	
  sont	
  séquencées	
  en	
  «	
  Single-­‐read	
  100	
  »	
  (SR100)	
  à	
  la	
  

plateforme	
  «	
  Transcriptomique	
  PF2	
  ».	
  

	
  

RIP-­‐Seq	
  

Les	
   différentes	
   souches	
   sont	
   cultivées	
   dans	
   6L	
   de	
   YPGlu	
   jusqu’à	
   DO600=0,6	
   puis	
   de	
   la	
  

cycloheximide	
   à	
   50µg/mL	
   final	
   est	
   ajouté.	
   Les	
   cellules	
   sont	
   récoltées	
   et	
   congelées	
   à	
   -­‐

80°C.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  cassées	
  à	
  l’aide	
  de	
  billes	
  en	
  verre	
  dans	
  le	
  MagNA	
  Lyser	
  pendant	
  

90	
   secondes	
   à	
   3	
   000rpm,	
   2	
   fois.	
   Les	
   lysats	
   cellulaires	
   sont	
   incubés	
   avec	
   des	
   billes	
  

magnétiques	
   d’IgG	
   pour	
   purification.	
   L’élution	
   s’effectue	
   avec	
   15µL	
   d’AcTEV	
   Life	
  

Technologies®	
  et	
   les	
  ARN	
  sont	
  extraits	
  avec	
  du	
  phénol/chloroforme	
  pH5,2.	
  5µg	
  d’ARN	
  

sont	
  traités	
  avec	
  8	
  unités	
  de	
  DNAse	
  Turbo.	
  Les	
  ARN	
  ribosomiques	
  sont	
  déplétés	
  grâce	
  au	
  

kit	
   Ribo-­‐Zéro	
   d’Illumina®.	
   Les	
   banques	
   sont	
   construites	
   selon	
   les	
   étapes	
   suivantes	
  :	
  

fragmentation	
   des	
   ARN,	
   synthèse	
   du	
   1er	
   brin,	
   synthèse	
   du	
   2nd	
   brin,	
   purification	
   des	
  

banques,	
   ajout	
   d’un	
   A	
   aux	
   extrémités	
   3’,	
   ligation	
   des	
   adaptateurs,	
   purification	
   des	
  

banques	
   et	
   amplification	
   par	
   PCR	
   suivie	
   d’une	
   purification	
   des	
   banques.	
   Les	
   banques	
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sont	
  enfin	
  séquencées	
  en	
  «	
  Single-­‐read	
  50	
  »	
  (SR50)	
  à	
  la	
  plateforme	
  «	
  Transcriptomique	
  

PF2	
  ».	
  

	
  

Séquençage	
  des	
  librairies	
  de	
  3’	
  

Préparation	
  des	
  librairies	
  de	
  séquençage	
  

Les	
  cellules	
  ont	
  été	
  cultivées	
  dans	
  100mL	
  de	
  milieu	
  YPGlu	
  à	
  30°C	
   jusqu’à	
  DO=0,6	
  puis	
  

50mL	
  de	
  chaque	
  souche	
  a	
  été	
  traitée	
  avec	
  de	
  l’IAA	
  à	
  100µM	
  pendant	
  1h	
  à	
  30°C.	
  Les	
  ARN	
  

ont	
  été	
  extraits	
  avec	
  la	
  méthode	
  de	
  Phénol	
  Chaud.	
  5µg	
  d’ARN	
  pour	
  chaque	
  souche	
  sont	
  

déplétés	
   en	
   ARN	
   ribosomiques	
   grâce	
   au	
   kit	
   «	
  Ribo-­‐Zéro	
   Gold	
  »	
   d’Illumina	
   ®	
   selon	
   le	
  

protocole	
  fourni.	
  La	
  moitié	
  des	
  ARN	
  déplétés	
  de	
  chaque	
  souche	
  a	
  subit	
  une	
  étape	
  d’ajout	
  

de	
  queue-­‐poly(A)	
  par	
  5U/µl	
  de	
  PAP	
  en	
  présence	
  de	
  1mM	
  de	
  cordycépine	
  à	
  37°C	
  pendant	
  

1h.	
   Les	
   librairies	
   de	
   3’	
   ont	
   été	
   construites	
   grâce	
   au	
   kit	
   «	
  QuantSeq3	
   –	
   3’	
   mRNA-­‐Seq	
  

Library	
   Prep	
   Kit	
  »	
   de	
   Lexogen®	
   selon	
   le	
   protocole	
   fourni.	
   Les	
   banques	
   ont	
   été	
  

séquencées	
  en	
  «	
  Single-­‐read	
  100	
  »	
  (SR100)	
  à	
  la	
  plateforme	
  «	
  Transcriptomique	
  PF2	
  ».	
  

	
  

Microscopie	
  à	
  fluorescence	
  

Les	
   expériences	
   de	
   microscopie	
   à	
   fluorescence	
   ont	
   été	
   effectuées	
   sur	
   des	
   cellules	
  

transformées	
   avec	
   le	
   plasmide	
   GFP-­‐NonStop	
   et	
   cultivées	
   sur	
  milieu	
   YPGal	
   –URA	
   puis	
  

resuspendues	
  avec	
  de	
  l’eau	
  stérile.	
  L’ADN	
  est	
  coloré	
  avec	
  du	
  Hoeschst	
  33352	
  (5µg/mL)	
  

pendant	
   5	
  minutes	
   puis	
   les	
   cellules	
   sont	
   lavées	
   2	
   fois	
   et	
   resuspendues	
   dans	
   de	
   l’eau	
  

stérile.	
  5µL	
  de	
  ces	
  suspensions	
  ont	
  été	
  placés	
  sous	
  une	
  lame	
  de	
  verre	
  et	
  analysés	
  avec	
  un	
  

microscope	
  à	
   épifluorescence	
  Leica	
  DMRXA.	
  Les	
   signaux	
   fluorescents	
  ont	
   été	
   collectés	
  

avec	
   des	
   filtres	
   passe-­‐bande	
   pour	
   l’excitation	
   de	
   la	
   GFP	
   pendant	
   3	
   500	
  millisecondes,	
  

pour	
   le	
  mcherry	
  pendant	
  800	
  millisecondes	
   et	
   du	
  Hoescht	
  pour	
  40	
  millisecondes.	
   Les	
  

images	
   acquises	
   avec	
   une	
   caméra	
   CCD	
   refroidie	
   ORCAII-­‐ER	
   contrôlée	
   par	
   le	
   logiciel	
  

Openlab	
   (version	
   3.5,	
   Improvision)	
   et	
   traitées	
   avec	
   le	
   logiciel	
   Adobe	
   Photoshop	
   CS3	
  

(version	
  10,	
  Adobe).	
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Annexe	
  1	
  –	
  Souches	
  de	
  levure	
  utilisées	
  
	
  

Souche	
   Génotype	
   Ploïdie	
   Référence	
  

Wild-­‐type	
  

BY4741	
   ura3∆0,	
  his3∆1,	
  leu2∆0,	
  met15∆0	
   MATa	
   Brachmann	
  et	
  al.,	
  1998	
  

BY4742	
   ura3∆0,	
  his3∆1,	
  leu2∆0,	
  met15∆0	
   MATα	
   Brachmann	
  et	
  al.,	
  1998	
  

Souches	
  utilisées	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  JLP2	
  

LMA843	
   yel068c∆	
  ::PrαNATMX4,	
  ydl242w∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2304	
   yel068c∆	
  ::PrαNATMX4,	
  jlp2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA1921	
   yel068c∆	
  ::PrαNATMX4,	
  ltn1∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2305	
   ltn1∆	
  ::PrαNATMX4,	
  jlp2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2306	
   yel068c∆	
  ::PrαNATMX4,	
  rqc1∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA3860	
   rqc1∆	
  ::PrαNATMX4,	
  jlp2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA836	
   rqc2∆	
  ::PrαNATMX4,	
  yel068c	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA3906	
   jlp2∆	
  ::PrαNATMX4,	
  rqc2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2165	
   ski3∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Euroscarf	
  

LMA3862	
   ski3∆	
  ::PrαNATMX4,	
  jlp2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA1966	
   ski7∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Euroscarf	
  

LMA3864	
   ski7∆	
  ::PrαNATMX4,	
  jlp2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2135	
   rqc2∆	
  ::PrαNATMX4,	
  rqc1∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2296	
   ski2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Euroscarf	
  

LMA830	
   rqc2∆	
  ::PrαNATMX4,	
  ski2∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA2352	
   Jlp2-­‐TAP	
  :HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
  

2003	
  

LMA2419	
   Jlp2-­‐TAP	
  :HIS3MX6,	
  ltn1∆	
  ::KANMX4	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA3661	
   Jlp2-­‐3FLAG	
  :KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA3662	
   Jlp2-­‐3FLAG	
  :KANMX4,	
  ltn1∆	
  ::URA3	
   MAT	
   Cette	
  étude	
  

Souches	
  utilisées	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  TAC4	
  

LMA2653	
   Tac4-­‐TAP	
  :HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
  

2003	
  

LMA2195	
   Rpl16a-­‐TAP	
  :HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
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2003	
  

LMA3329	
   Tac4-­‐CRAC	
  :URA3	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

Souches	
  utilisées	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  SKA1	
  

LMA1966	
   ski7∆::KANMX4	
   MATα	
   Euroscarf	
  

LMA2165	
   ski3∆::KANMX4	
   MATα	
   Euroscarf	
  

LMA2178	
   ska1∆::KANMX4	
   MATα	
   Euroscarf	
  

LMA4799	
   ska1∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA2626	
   ski2∆::KANMX4	
   MATa	
   Euroscarf	
  

LMA4728	
   Dcp2-­‐3FlagAID-­‐NATMX6-­‐TIR1	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4797	
   Dcp2-­‐3FlagAID-­‐NATMX6-­‐TIR1,	
  ski2∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4798	
   Dcp2-­‐3FlagAID-­‐NATMX6-­‐TIR1,	
  ski3∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4839	
   Dcp2-­‐3FlagAID-­‐NATMX6-­‐TIR1,	
  Ski3-­‐

TAP:HIS3MX6	
  

MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4786	
   Dcp2-­‐3FlagAID-­‐NATMX6-­‐TIR1,	
  ska1∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4840	
   Dcp2-­‐3FlagAID-­‐NATMX6-­‐TIR1,	
  Ska1-­‐

TAP:HIS3MX6	
  

MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA2158	
   Ski3-­‐TAP:HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
  

2003	
  

LMA2159	
   Ski8-­‐TAP:HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
  

2003	
  

LMA4516	
   Ska1-­‐TAP:HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
  

2003	
  

LMA2195	
   Rpl16-­‐TAP:HIS3MX6	
   MATa	
   Ghaemmaghami	
   et	
   al.,	
  

2003	
  

LMA2613	
   Pab1-­‐TAP:HIS3MX6	
   MATα	
   Cette	
  étude	
  

LMA3450	
   Ski3-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ski7∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA3607	
   Ski8-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ski3∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA3612	
   Ski3-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ski8∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4477	
   Ski3-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ski2∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4670	
   Ski3-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ska1∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4674	
   Ska1-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ski3∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
  

LMA4676	
   Ska1-­‐TAP:HIS3MX6,	
  ski2∆::KANMX4	
   MATa	
   Cette	
  étude	
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Annexe	
  2	
  –	
  Plasmides	
  utilisés	
  
	
  

Plasmide	
   Marqueur	
   Référence	
  

	
  

Plasmides	
  utilisés	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  JLP2	
  

pAV188	
   URA3	
   van	
  Hoof	
  et	
  al.,	
  2002	
  

pTAP-­‐NonStop	
   URA3	
   Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2013	
  

pCM190	
   URA3	
   Garí	
  et	
  al.,	
  1997	
  

pCM190-­‐JLP2	
   URA3	
   Cette	
  étude	
  

	
  

Plasmides	
  utilisés	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  TAC4	
  

pCM190	
   URA3	
   Garí	
  et	
  al.,	
  1997	
  

pCM190-­‐TAC4	
   URA3	
   Cette	
  étude	
  

pCM190-­‐tac4m	
   URA3	
   Cette	
  étude	
  

	
  

Plasmides	
  utilisés	
  lors	
  de	
  l’étude	
  de	
  SKA1	
  

pTAP-­‐Stop	
   URA3	
   	
  

pTAP-­‐NonStop	
   URA3	
   Defenouillère	
  et	
  al.,	
  2013	
  

pTAP-­‐Stop-­‐LEU	
   LEU2	
   Cette	
  étude	
  

pTAP-­‐NonStop-­‐LEU	
   LEU2	
   Cette	
  étude	
  

pRP485	
  (MFA2pG)	
   URA3	
   Decker	
  and	
  Parker,	
  1993	
  

pRP469	
  (PGK1pG)	
   URA3	
   Decker	
  and	
  Parker,	
  1993	
  

P416GDPp-­‐GFP-­‐FLAG-­‐HIS3-­‐CYC1ter	
   URA3	
   Dimitrova	
  et	
  al.,	
  2009	
  

P416GDPp-­‐GFP-­‐Rz-­‐FLAG-­‐HIS3-­‐CYC1ter	
   URA3	
   Kobayashi	
  et	
  al.,	
  2010	
  

pCM190	
   URA3	
   Garí	
  et	
  al.,	
  1997	
  

pCM190-­‐SKA1	
   URA3	
   Cette	
  étude	
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Annexe	
  3	
  –	
  Oligonucléotides	
  utilisés	
  
	
  

Nom	
   Description	
   Séquence	
  

MFR802	
   JLP2	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   CTGTAGACCAGAGGACTGCC	
  

MFR803	
   JLP2	
  –	
  3’-­‐UTR	
  -­‐	
  Rv	
   ACGTGATCACGATGTAAGTAC	
  

YY281	
   LTN1	
  –	
  3’-­‐UTR	
  -­‐	
  Rv	
   ACTGAAAACAAGGCCTGAAC	
  

YY282	
   LTN1	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   CCCAGATTATGCCCCAACAT	
  

MFR797	
   RQC1	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   TACAGTCCACCAGTTGAAGG	
  

MFR798	
   RQC1	
  –	
  3’UTR	
  -­‐	
  Rv	
   CACACCCTTTCTGAACTATGC	
  

YY132	
   RQC2	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   CCTCTACCTCAACTCTGTGG	
  

YY212	
   RQC2	
  –	
  3’-­‐UTR	
  -­‐	
  Rv	
   CACAAGGCAAAGCGGATAGA	
  

QD233	
   JLP2	
  –	
  Construction	
  Jlp2-­‐3FLAG	
  -­‐	
  Fw	
   AAAAGAAGAAGAACAAACAGTCTAAAG
ATGAGGTTACTGACGATATGCAACTGGA
AGTACGGATCCCCgggttaattaa	
  

QD234	
   JLP2	
  –	
  Construction	
  Jlp2-­‐3FLAG	
  -­‐	
  Rv	
   ATGTAAGTACAAATGGTACTCTATTTTG
AAGCGTCTACGTTATGTAGATGATATCA
GAATTCGAGCTCGTTTAAACTGG	
  

MFR952	
   SKA1	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   GTGTTAAGTTGGGATGATGACGC	
  

MFR947	
   SKA1	
  –	
  3’-­‐UTR	
  -­‐	
  Rv	
   TTCTTAGAGGCAGCCACACG	
  

YY223	
   SKI2	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   TCACGACGGACGAAGTATTG	
  

YY224	
   SKI2	
  –	
  3’-­‐UTR	
  -­‐	
  Rv	
   GTCCGCCCGTTGCTTACATG	
  

YY225	
   SKI7	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   CATAATCTGCCATCGCTGTG	
  

YY226	
   SKI7	
  –	
  3’-­‐UTR	
  -­‐	
  Rv	
   GCTGCTGGAAGAACTGCTAA	
  

MFR958	
   SKI3	
  –	
  5’-­‐UTR	
  -­‐	
  Fw	
   CGTTAGCGATTCACTATGGTCC	
  

MFR859	
   SKI3	
  –	
  3’UTR	
  -­‐	
  Rv	
   GAGGTTGCTATCGCTTTGGG	
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Annexe	
  4	
  –	
  Anticorps	
  utilisés	
  pour	
  les	
  immunodétections	
  
	
  

Protéine	
  ciblée	
   Anticorps	
   Dilution	
  

TAP-­‐tagged	
  proteins	
   PAP	
   (Peroxydase	
   anti-­‐peroxydase	
   complex)	
   Sigma-­‐

Aldrich®	
  

1/10,000	
  

G6PDH	
   Rabbit	
  Polyclonal	
   1/100,000	
  

Nog1	
   Rabbit	
  Polyclonal	
   1/5,000	
  

Rpl3	
   Mouse	
  Monoclonal,	
  cadeau	
  de	
  J.	
  Warner	
   1/5,000	
  

Rps8	
   Rabbit	
  Polyclonal,	
  cadeau	
  de	
  G.	
  Dieci	
   1/5,000	
  

Sis1	
   Rabbit	
  Polyclonal	
   1/3,000	
  

	
  



 

Table 1 Yeast strains  
 

Strains Genotypes      References 

Wild type 

BY4741 MATa, ura3∆0, his3∆1, leu2∆0, met15∆0 (Brachmann et 

al., 1998) 

BY4742 MATalpha, ura3∆0, his3∆1, leu2∆0, lys2∆0 (Brachmann 

et al., 1998) 

Fusion proteins 

LMA2158 as BY4741, Ski3-TAP:HIS3MX6 (Ghaemmaghami 

et al., 2003) 

LMA2159 as BY4741, Ski8-TAP:HIS3MX6 (Ghaemmaghami 

et al., 2003) 

LMA4516 as BY4741, Ska1-TAP:HIS3MX6 (Ghaemmaghami 

et al., 2003) 

LMA2195 as BY4741, Rpl16a-TAP:HIS3MX6 (Ghaemmaghami 

et al., 2003) 

LMA2613 as BY4742, Pab1-TAP:HIS3MX6 This study 

LMA3450 as BY4741, Ski3-TAP:HIS3MX6, ski7∆::KANMX4 This study 

LMA3607 as BY4741, Ski8-TAP:HIS3MX6, ski3∆::KANMX4 This study 

LMA3612 as BY4741, Ski3-TAP:HIS3MX6, ski8∆::KANMX4 This study 

LMA4477 as BY4741, Ski3-TAP:HIS3MX6, ski2∆::KANMX4 This study 

LMA4670 as BY4741, Ski3-TAP:HIS3MX6, ska1∆::KANMX4 This study 

LMA4674 as BY4741, Ska1-TAP:HIS3MX6, ski3∆::KANMX4 This study 

LMA4676 as BY4741, Ska1-TAP:HIS3MX6, ski2∆::KANMX4 This study 

Mutants  
LMA1966 as BY4742, ski7∆::KANMX4 Euroscarf 

LMA2165 as BY4742, ski3∆::KANMX4 Euroscarf 

LMA2178 as BY4742, ska1∆::KANMX4 Euroscarf 

LMA4799 as BY4741, ska1∆::KANMX4 This study 

LMA2626 as BY4741, ski2∆::KANMX4 Euroscarf 



LMA4728 as BY4741, Dcp2-3FlagAID-NATMX6-TIR1 This study 

LMA4797 as BY4741, Dcp2-3FlagAID-NATMX6-TIR1, ski2∆::KANMX4 This study 

LMA4798 as BY4741, Dcp2-3FlagAID-NATMX6-TIR1, ski3∆::KANMX4 This study 

LMA4839 as BY4741, Dcp2-3FlagAID-NATMX6-TIR1, Ski3-TAP:HIS3MX6 This study 

LMA4786 as BY4741, Dcp2-3FlagAID-NATMX6-TIR1, ska1∆::KANMX4 This study 

LMA4840 as BY4741,Dcp2-3FlagAID-NATMX6-TIR1, Ska1-TAP:HIS3MX6 This study 

 
Table 2. Plasmids used in this study 

 

Plasmid Marker  Reference 
pTAP Stop URA3  

pTAP Non-Stop URA3 (Defenouillère et al., 2013) 

pTAP Stop Leu LEU2 This study 

pTAP Non-Stop Leu LEU2 This study 

pRP485 (MFA2pG) URA3 (Decker and Parker, 1993) 

pRP469 (PGK1pG) URA3 (Decker and Parker, 1993) 

p416GPDp-GFP-FLAG-HIS3-CYC1ter  URA3 (Dimitrova et al., 2009) 

p416GPDp-GFP-Rz-FLAG-HIS3-

CYC1ter 
URA3 (Kobayashi et al., 2010) 

pCM190 URA3 (Garí et al., 1997) 

pCM190-SKA1 URA3 This study 

 

 
Table. 3. Antibodies used for immunodetection 
 

Target Antibody Dilution 
TAP-tagged 

proteins 

PAP (Peroxydase anti-Peroxidase complex), 

Sigma-Aldrich 

1/10,000 

Nog1 Rabbit Polyclonal 1/5,000 

Rps8 Rabbit Polyclonal, Gift of Georgio Dieci 1/5,000 

G6PDH Rabbit Polyclonal 1/100,000 

GFP   



 
 

Supplemental Figures 
 
 

 
 

 
Fig. S1 Ski3-TAP is functional but Ska1-TAP is partially functional 
Single (ski3∆, ska1∆, Ska1-TAP, Ski3-TAP, dcp2-degron) or double (dcp2-degron ski3∆, dcp2-
degron ska1∆, dcp2-degron Ski3-TAP, dcp2-degron Ska1-TAP) mutant strains were spread on rich 
medium plates with or without auxin and incubated for 48h at 30°C. 

 
Fig. S2 a complete SKI complex is required for its assembly to the ribosome (A) Total cellular 
extracts from cells expressing Ski3-TAP in wild type or in ski8∆ or ski7∆ strains were treated as in 
Fig. 3. (B) Total cellular extracts from cells expressing Ski8-TAP in wild type or in ski3∆ strains were 
treated as in Fig. 3. 

 



 
Fig. S3 The SKI complex is not required for the association of Ska1 to the ribosome Total 
cellular extracts from cells expressing Ska1-TAP in wild type or in ski2∆ or ski3∆ strains were treated 
as in Fig. 3. 
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Supplemental Material 
Table S1. Yeast strains  
 

Strains Genotypes References 

Wild type 

BY4741 MATa, ura3∆0, his3∆1, leu2∆0, met15∆0 (Brachmann et al., 1998) 

BY4742 MATalpha, ura3∆0, his3∆1, leu2∆0, lys2∆0 (Brachmann et al., 1998) 

LMA1967 as BY4742, rqc1∆::KANMX4 Euroscarf 

LMA843 as BY4742, yel068c∆:: PralphaNATMX4, ydl242w∆::KANMX4 (Defenouillère et al., 2013) 

LMA2306 as BY4742, yel068c∆:: PralphaNATMX4, rqc1∆::KANMX4 (Defenouillère et al., 2013) 

LMA836 as BY4742, rqc2∆:: PralphaNATMX4yel068c∆::KANMX4 (Defenouillère et al., 2013) 

LMA1921 as BY4742, yel068c∆:: PralphaNATMX4, ltn1∆::KANMX4 (Defenouillère et al., 2013) 

LMA1920 as BY4742, rqc2∆:: PralphaNATMX4, ltn1∆::KANMX4 (Defenouillère et al., 2013) 

LMA3768 as BY4742, rqc1∆:: PralphaNATMX4, ltn1∆::KANMX4, This study 

LMA2135 as BY4742, rqc1∆::KANMX4, rqc2∆:: PralphaNATMX4 This study 

LMA3124 as BY4742, PralphaNATMX4:PrTetO2:CDC48, yel068c∆::KANMX4 This study 

LMA3121 as BY4742, PralphaNATMX4:PrTetO2:CDC48, rqc1∆::KANMX4 This study 

LMA3041 as BY4741, erg6∆::LEU2 This study 

LMA3120 as BY4741, erg6∆::LEU2, rqc1∆::KANMX4 This study 

 

 

 

 



Table S2. Plasmids used in this study 

Plasmid Markers Reference 

pTAP Non-Stop URA3 (Defenouillère et al., 2013) 

pGFP Non-Stop URA3 This study 

pRS315 LEU2 (Shen et al., 2015) 

pRS315-RQC2-WT LEU2 (Shen et al., 2015) 

pRS315-RQC2aaa LEU2 (Shen et al., 2015) 

 

Table. S3. Antibodies used for immunodetection 

Target Antibody Dilution 

TAP-tagged proteins PAP (Peroxidase anti-Peroxidase complex), Sigma-
Aldrich 

1/10,000 

Nog1 Rabbit Polyclonal 1/5,000 

G6PDH Rabbit Polyclonal 1/100,000 

Rpl3 Mouse Polyclonal, Gift of Jonathan Warner 1/5,000 

Rpt5 Rabbit Polyclonal, Biomol 1/5,000 

Sis1 Rabbit Polyclonal 1/1,000 

Ubiquitin P4D1, monoclonal, Covance 1/1,000 
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Supplemental figure legends 
 
FIGURE S1. 
Aberrant nascent peptides form cytosolic aggregates in the absence of Rqc1. 
WT, rqc2∆, rqc1∆ and ltn1∆ strains expressing the GFP-NonStop reporter gene were 

analyzed by fluorescence microscopy. Yeast cells are shown in the left column 

(Nomarski), GFP and Hoechst fluorescent signals are displayed in middle columns and 

merged in the right column (scale bar = 5	μm). 

 

FIGURE S2. 
Ltn1 is also essential to prevent the accumulation of aberrant protein 
aggregates. A, Polysome extracts from rqc1∆, ltn1∆ and rqc1∆ltn1∆ cells expressing 

the TAP-NonStop reporter were prepared and separated on a sucrose gradient (10-

50%), TCA-precipitated fractions were migrated on polyacrylamide gels and analyzed 

by Western blotting using antibodies against the TAP-NonStop (PAP) and Nog1 as a 

loading control and a marker of the 60S-sedimenting fractions. Aggregated species of 

the TAP-NS accumulating in the stacking gel are annotated. 
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Résumé	
  
	
  

Les	
   mécanismes	
   de	
   régulation	
   et	
   contrôle-­‐qualité	
   de	
   l’expression	
   des	
   gènes	
  
permettent	
  respectivement	
  de	
  maintenir	
  un	
  équilibre	
  entre	
  synthèse	
  et	
  dégradation	
  des	
  
ARN	
   messagers	
   répondant	
   aux	
   besoins	
   cellulaires	
   et	
   d’empêcher	
   l’expression	
   d’ARN	
  
messagers	
  ou	
  de	
  protéines	
   aberrants	
  potentiellement	
   toxiques	
  pour	
   la	
   cellule.	
  Afin	
  de	
  
mieux	
   comprendre	
   les	
   processus	
   cytoplasmiques	
   de	
   contrôle-­‐qualité,	
   je	
   me	
   suis	
  
intéressée	
  à	
   trois	
   facteurs	
  protéiques,	
   Jlp2,	
  Tac4	
  et	
  Ska1,	
  ayant	
  des	
   liens	
  physiques	
  ou	
  
fonctionnels	
   avec	
   des	
   acteurs	
   du	
   contrôle-­‐qualité	
   des	
   ARN	
   messagers	
   et	
  
peptides	
  appartenant	
   aux	
   complexes	
   RQC	
   et	
   SKI.	
   Jlp2	
   montre	
   des	
   liens	
   de	
   létalité	
  
synthétique	
  avec	
  les	
  membres	
  des	
  complexes	
  RQC	
  et	
  SKI	
  mais	
  son	
  absence	
  n’altère	
  pas	
  
la	
  voie	
  de	
  NonStop	
  mRNA	
  Decay	
  (NSD),	
  suggérant	
  qu’elle	
  pourrait	
  être	
  impliquée	
  dans	
  
une	
   autre	
   voie	
   de	
   contrôle	
   dépendante	
   des	
   complexes	
   RQC	
   et	
   SKI.	
   Tac4	
   est	
   une	
   ARN	
  
hélicase	
  putative	
  associée	
  aux	
  ribosomes,	
  plus	
  précisément	
  au	
  niveau	
  de	
  l’hélice	
  H16	
  de	
  
l’ARN	
  ribosomique	
  18S,	
  comme	
  son	
  homologue	
  putatif	
  DHX29	
  chez	
  les	
  mammifères.	
  Elle	
  
interagit	
   également	
   au	
   niveau	
   des	
   séquences	
   3’-­‐UTR	
   des	
   ARN	
  messagers.	
   Prises	
   dans	
  
leur	
   ensemble,	
   ces	
   observations	
   suggèrent	
   que	
   Tac4	
   pourrait	
   être	
   impliquée	
   dans	
   la	
  
réinitiation	
   de	
   la	
   traduction	
   et	
   le	
   sauvetage	
   de	
   ribosomes	
   non-­‐dissociés	
   récemment	
  
identifiés	
   dans	
   la	
   région	
   3’-­‐UTR	
   d’ARN	
   messagers.	
   Enfin,	
   nous	
   avons	
   identifié	
   un	
  
nouveau	
   facteur,	
   Ska1,	
   appartenant	
   à	
  une	
  nouvelle	
   sous-­‐population	
  de	
   complexes	
  SKI.	
  
Nos	
   données	
   suggèrent	
   que	
   ce	
   complexe	
   SKI-­‐Ska1	
   est	
   impliqué	
   dans	
   la	
   voie	
   de	
  
dégradation	
   de	
   transcrits	
   dépourvus	
   de	
   ribosome.	
   Nous	
   proposons	
   un	
   modèle	
   selon	
  
lequel	
   le	
   complexe	
  SKI	
   agirait	
   en	
  deux	
  étapes.	
  Dans	
  un	
  premier	
   temps,	
   il	
   participerait	
  
avec	
   Ska1	
   à	
   la	
   dégradation	
   des	
   3’-­‐UTR	
   par	
   l’exosome,	
   puis	
   dans	
   un	
   deuxième	
   temps,	
  
lorsque	
   le	
   complexe	
   SKI-­‐Ska1-­‐exosome	
   arrive	
   dans	
   la	
   région	
   codante	
   et	
   rencontre	
   un	
  
ribosome,	
   Ska1	
   se	
   dissocierait	
   du	
   complexe	
   SKI	
   afin	
   de	
   lui	
   permettre	
   d’interagir	
  
directement	
  avec	
   le	
   ribosome	
  afin	
  de	
  poursuivre	
   la	
  dégradation	
  de	
  3’	
  vers	
  5’	
  de	
   l’ARN	
  
messager.	
  	
  

	
  
The	
   mechanisms	
   responsible	
   for	
   the	
   regulation	
   of	
   gene	
   expression	
   and	
   its	
  

quality-­‐control	
   are	
   required,	
   respectively,	
   for	
   maintaining	
   an	
   equilibrium	
   between	
  
mRNA	
  synthesis	
  and	
  degradation	
  and	
  to	
  prevent	
  the	
  synthesis	
  of	
  aberrant	
  mRNAs	
  and	
  
proteins	
   potentially	
   toxic	
   for	
   the	
   cells.	
   To	
   better	
   understand	
   these	
   quality-­‐control	
  
mechanisms,	
   I	
   studied	
   three	
   factors,	
   Jlp2,	
  Tac4	
  and	
  Ska1,	
  with	
  physical	
   and	
   functional	
  
links	
  described	
  with	
  factors	
  involved	
  in	
  mRNA	
  and	
  protein	
  quality-­‐control,	
  the	
  RQC	
  and	
  
SKI	
  complexes.	
   Jlp2	
  shows	
  synthetic	
   lethality	
  with	
   the	
  RQC	
  and	
  SKI	
  complexes	
  but	
  his	
  
deletion	
   has	
   no	
   effect	
   on	
   NonStop	
  mRNA	
   Decay	
   (NSD),	
   suggesting	
   that	
   Jlp2	
   could	
   be	
  
implicated	
   in	
  another	
  control	
  pathway	
   linked	
  to	
  the	
  RQC	
  and	
  SKI	
  complexes.	
  Tac4	
   is	
  a	
  
putative	
  RNA	
  helicase	
  bound	
  to	
  ribosomes,	
  on	
  the	
  18S	
  ribosomal	
  RNA	
  H16	
  helix,	
  as	
  its	
  
mammalian	
   putative	
   homologue	
   DHX29.	
   DHX29	
   was	
   reported	
   to	
   play	
   a	
   role	
   in	
  
translation	
   initiation.	
   But,	
   surprisingly,	
   Tac4	
   interacts,	
   in	
   addition	
   to	
   ribosomes,	
   with	
  
mRNA	
   3’-­‐UTRs.	
   Taken	
   together,	
   these	
   observations	
   suggest	
   that	
   Tac4	
   could	
   be	
  
implicated	
   in	
   translation	
   reinitiation	
   and	
   rescue	
   of	
   non-­‐dissociated-­‐ribosomes,	
   which	
  
were	
  recently	
  described	
  within	
  mRNA	
  3’-­‐UTRs.	
  Finally,	
  we	
  identified	
  Ska1,	
  a	
  new	
  factor	
  
associated	
  to	
  a	
  SKI	
  complex	
  subpopulation.	
  Our	
  observations	
  suggest	
  that	
  the	
  SKI-­‐Ska1	
  
complex	
  is	
  implicated	
  in	
  the	
  degradation	
  of	
  transcripts	
  devoid	
  of	
  ribosomes.	
  	
  It	
  suggests	
  
a	
  model	
  by	
  which	
  the	
  SKI	
  complex	
  would	
  proceed	
   in	
   two	
  steps.	
  First,	
   the	
  SKI	
  complex	
  
associated	
   with	
   Ska1	
   could	
   assist	
   the	
   cytoplasmic	
   exosome	
   to	
   degrade	
   the	
   3’-­‐UTR	
  
regions	
   of	
  mRNAs	
   and	
   then,	
  when	
   the	
   SKI-­‐Ska1-­‐exosome	
   complex	
   reaches	
   the	
   coding	
  
region	
   and	
   encounter	
   a	
   ribosome,	
   ska1	
   would	
   leave	
   the	
   SKI	
   complex	
   and	
   allow	
   it	
   to	
  
directly	
  interact	
  with	
  ribosomes	
  to	
  proceed	
  further	
  in	
  the	
  3’	
  to	
  5’	
  mRNA	
  degradation.	
  
	
  
	
  


