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Figure 1 A : Formule chimique des bases composants les acides désoxyribonucléiques. B : Représentation de 
la structure primaire d’un brin d’ADN composé d’une cytosine (C), d’une guanine (G), d’une adénine (A) et 
d’une thymine (T).  

 

Figure 2 A : L’ADN selon Watson et Crick, les deux rubans schématisent les deux chaines composées par les 
phosphates et les sucres. Les paires de bases sont représentées par les traits horizontaux. Le squelette (les 
phosphates et les sucres) et les paires de bases provoquent l’agencement en double hélice de l’ADN. B : 
Complémentarité canonique des paires de bases entre adénine et thymine et entre guanosine et cytosine 

formant deux et trois liaisons hydrogènes respectivement. D’après Watson et Crick, 1953.  
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Introduction  

1. Généralités sur la traduction.  

Dans le début des années 1940, Avery et ses collaborateurs déclarent que l’hérédité de la 

cellule mère à la cellule fille est transportée par un "agent transformant" (Avery et al., 1944). 

Cette molécule de composition inconnue est pressentie comme porteuse de l’information 

génétique et appelée acide désoxyribonucléique (ADN). Avec l’émergence de la 

chromatographie, Chargaff et ses collègues analysent la composition de cette molécule et 

concluent qu’elle est composée de nucléotides ; les quatre différentes bases nucléotidiques 

(deux bases purines : adénosine (A) et guanosine (G) ainsi que deux bases pyrimidines : 

thymine (T) et cytosine (C)) (figure 1 A) sont liées au désoxyribose, lui-même lié à un 

groupement phosphate (Chargaff, 1950 ; Magasanik et Chargaff, 1951) (figure 1 B). Malgré la 

connaissance de la composition de l’ADN, la communauté scientifique reste sceptique 

concernant sa fonction au sein de la cellule : en effet les protéines restent à l’époque 

considérées comme porteuse de l’information génétique (Kahn, 2003). Ce sont les travaux de 

Hershey et ses collègues, principalement, qui ont convaincu la communauté scientifique : 

l’ADN seul d’un phage infectant une bactérie, pénètre la paroi bactérienne et la bactérie hérite 

alors de l’information génétique du phage (Hershey, 1956). 

Avec l’apparition de la technique de diffraction des rayons X et notamment de la 

cristallographie, la détermination de la structure de l’ADN permet de comprendre la fonction 

de cette molécule. Dans les années 1950, Rosalind Franklin enregistre des clichés de 

diffraction de l’ADN dont le pattern de diffraction forme une croix (Cramer, 2020). A partir de 

ces travaux et des suggestions de leur compétiteur, Linus Pauling qui suggère que l’ADN forme 

une hélice, Watson et Crick publient en 1953 le premier article décrivant la structure des 

acides nucléiques (figure 2 A) (Watson et Crick, 1953). Ils proposent que l’ADN s’agence en 

double hélice, les phosphates sont localisés à l’extérieur de la double hélice. L’oxygène en 3’ 

du désoxyribose est relié avec le phosphate en 5’ du nucléotide suivant formant une liaison 

phosphodiester (figure 2 B). Les chaines de désoxyriboses sont perpendiculaires aux bases. 

Les bases nucléotidiques sont, quant à elles, orientées à l’intérieur de la double hélice, 

perpendiculaires à son axe et appariées par des liaisons hydrogènes. Les paires de bases 

formées sont restreintes entre adénine (purine) et thymine (pyrimidine) liées par deux liaisons 
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hydrogènes, ou entre guanosine (purine) et cytosine (pyrimidine) liées par trois liaisons 

hydrogènes, formant ainsi un polymère double brins (Watson et Crick, 1953) (figure 2 B).  

La succession de ces bases compose la séquence de l’ADN. La complémentarité des bases 

confère deux copies de séquences identiques d’une molécule d’ADN après la réplication. Le 

génome est transmis aux cellules filles issues d’une division et conservé d’une génération à 

l’autre, l’information génétique portée par l’ADN est ainsi héréditaire. Le génome comporte 

des gènes, contenant l’information nécessaire pour produire les protéines, acteur de la 

fonction au sein des cellules.  

 

Figure 3 Représentation schématique de la structure primaire des ARN. Les trois éléments constitutifs des 
nucléotides sont représentés sur fond de couleur. Le groupement phosphate (en bleu), le sucre ribose (en rose) 
avec la numérotation des carbones du cycle (de 1’ à 5’), et une base azotée (en vert) reliée par une liaison N-
glycosidique au C1 du ribose. 

 

Crick, en 1958, stipule que l’ADN est transcrit en une molécule d’ARN messager (ARNm) 

simple brin, qui sert de matrice pour la synthèse de la protéine (Crick, 1958). Les acides 

ribonucléiques (ARN) sont composés de 4 types de bases nucléotidiques, adénosine (A), 

guanosine (G), cytosine (C) et uridine (U), cette dernière est une thymine non méthylée. 

L’agencement de l’ARNm simple brin est similaire à un brin d’ADN ; la base nucléotidique est 

liée au ribose, lui-même lié à un groupement phosphate.  La présence d’un groupement 
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hydroxyle (OH) à la position 2’ du ribose confère à l’ARN des propriétés chimiques et 

structurales différentes de celles de l’ADN (chez qui ce groupement est absent) (figure 3). Les 

expériences de Hoagland et ses collaborateurs mettent en évidence que l’acide aminé leucine, 

marqué au carbone 14, peut se lier à un ARN soluble en présence d’adénosine triphosphate 

(Littlefield et al., 1955; Hoagland et al., 1958).  

 

Figure 4 Représentation schématique de la structure secondaire de trois formes de l’ARNtAla d’après Holley et 

al., 1965. 

Également, les travaux de Robert W. Holley et ses collègues mettent en évidence que 

certaines régions de l’ARN forment des liaisons hydrogènes, similaires à l’appariement des 

bases au sein de l’ADN (Holley et al., 1965) (figure 4). Ces interactions impliquent un 

repliement secondaire de l’ARN. Ces derniers travaux prouvent que l’ARNm linéaire n’est pas 

le seul type d’ARN qui existe dans la cellule.   

Afin de traduire l’ARNm en protéines, composées d’acides aminés, une molécule 

adaptatrice doit contrôler cette étape ; c’est la théorie de l’adaptateur ("the adaptator 

hypothesis") (Crick, 1958; Crick, 1966). Très vite, ces molécules adaptatrices sont nommées 

les acides ribonucléiques de transfert (ARNt). Les ARNt sont des petites molécules d’ARN 

faisant 76 à 98 nucléotides. La première structure cristallographique de l’ARNtPhe de levure, 

résolue en 1977 par Alexander Rich et Sung Hou Kim, révèle un repliement tridimensionnel 

inattendu en forme de L (Rich et Kim, 1977). Les trois nucléotides localisés sur la boucle 

anticodon (AC), en position 34, 35 et 36, forment l’anticodon qui s’apparie de façon 

complémentaire aux triplets de l’ARNm, permettant la traduction de l’information génétique 
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(séquence nucléotidique) en une protéine (séquence d’acide aminé). 21 acides aminés 

différents (dont la sélénocystéine et la pyrrolysine) composent les protéines dans les trois 

domaines du vivant. Ces acides aminés sont codés par les 63 triplets de nucléotides sur 

l’ARNm, complémentaires de l’anticodon porté par la boucle AC des ARNt venant s’y apparier 

au sein du ribosome lors de la traduction (Nirenberg et Leder, 1964). Théoriquement, 63 ARNt 

différents devrait décoder les 63 codons. Cependant, à titre d’exemple, le séquençage du 

génome bactérien a révélé que le nombre de gènes codant pour les ARNt varie entre 33 

(Mycoplasma genitalium) et 88 (Bacillus subtilis), avec une moyenne comprise vers 44 ARNt. 

Comment expliquer que seulement environ 44 ARNt puissent décoder les 61 codons ? Crick 

propose la théorie du " wobble base " : l’appariement " bancal " de type non canonique entre 

la base 34 de l’AC et le troisième nucléotide du codon, permet de palier la disparité entre le 

nombre de codons et de séquences d’ARNt (Crick, 1966). Ainsi, un même ARNt peut 

reconnaitre plusieurs codons synonymes.  

Avec l’émergence du séquençage, de nombreux nucléotides modifiés sont identifiés dans 

les séquences des ARNt. Ces modifications consistent en l’ajout de groupement chimiques, 

catalysées par des enzymes. Ainsi, la séquence de l’ARNtAla de Saccharomyces cerevisiae 

présente un nucléotide différent, l’inosine (Holley et al., 1965). A ce jour, plus de 91 

nucléotides modifiés sur les ARNt ont été identifiés (Boccaletto et al., 2018). Ces nucléotides 

modifiés participent au repliement et à la stabilité des ARNt, mais également à la fidélité de la 

traduction (cf. § 2.4. page 28).  

 

Figure 5 Structures du ribosome de l’eucaryote Saccharomyces cerevisiae (à droite) et de la bactérie Thermus 

thermophilus (à gauche). Les ribosomes eucaryotes (4.3 MDa) sont plus grands et possèdent généralement 
plus de protéines ribosomales que les ribosomes procaryotes (2.6 MDa). En jaune et vert sont représentés les 
ARN ribosomaux, en bleu, les protéines ribosomales (protéines r) universellement conservées, en violet les 
protéines r procaryotiques et enfin en rouge sont les protéines r eucaryotiques. D’après Ben-Shem et al., 2011. 
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Parmi les différents types d’ARN présent dans la cellule, certains ARN interagissent 

avec des protéines et forment des particules atypiques observées pour la première fois par 

Albert Claude en 1938 dans des cellules d’embryons de poulet (Claude, 1938). Dans les années 

1950, Paul Zamecnik et ses collaborateurs utilisent des acides aminés radioactifs et 

découvrent que ces particules " fabriquent " les protéines (Zamecnik et Keller, 1954). Ces 

particules sont retrouvées au sein de tous les domaines du vivant, composées de deux sous-

unités : une petite sous-unité de coefficient de sédimentation 30S ou 40S (chez les procaryotes 

et les eucaryotes respectivement) et une grande sous-unité de coefficient de sédimentation 

50S ou 60S (chez les procaryotes et les eucaryotes respectivement) (figure 5). Cette particule 

est nommée ribosome, car majoritairement composée d’acides ribonucléiques (ARNr) mais 

aussi de protéines dites ribosomales. En 1964, James Watson, propose que l'ARN ribosomal 

établît des contacts directs avec les ARN de transferts et les ARN messagers. Le ribosome 

formerait le lieu de la traduction (Watson, 1964). En 1966, cette hypothèse est validée par 

Peter Moore (Moore et Asano, 1966). Dans les années 2000, la structure tridimensionnelle 

complète du ribosome est résolue, révélant que l'enzyme responsable de la fabrication des 

protéines, n'est pas une protéine, mais une molécule d'ARN (Ben-Shem et al., 2011; 

Yoshizawa, 2003; Yusupov et al., 2001).  

 

Figure 6 Représentation schématique de l’interaction entre le ribosome, l’ARNm et l’ARNt lors de la traduction. 
Le ribosome, composé d’ARNr et de protéines ribosomales, est la machinerie centrale de synthèse du 
polypeptide, où a lieu le décodage de l’information génétique, porté par l’ARN messager sous forme de codons 
et où s’effectue la formation de la liaison peptidique. Les ARN de transfert assurent ce décodage. Chaque ARNt 
porte un acide aminé spécifique et s’apparie avec l’ARNm au sein du ribosome selon les règles du code 
génétique qui assurent la correspondance entre codon et acide aminé. 

 

L’ARNm, l’ARNt et le ribosome font un ménage à trois pour assurer le décodage de 

l’information génétique (figure 6). Concernant la traduction, bien qu’il existe des variations 

mécanistiques entre les archées, les procaryotes et les eucaryotes, certains mécanismes 
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moléculaires de ce processus restent parmi les plus conservés au sein du vivant (Ganoza et al., 

2002). La fonction de l’ARNt comme molécule adaptatrice fut une découverte très importante 

dans le domaine de la biologie et dans la compréhension des mécanismes de la traduction.   

 

2. L’acide ribonucléique de transfert : la molécule au centre de la traduction.  

2.1. Le repliement des ARNt 

2.1.1. Structure primaire.  

Les ARNt sont des molécules d’acides ribonucléiques faisant 76 à 98 nucléotides. Après leur 

transcription, les ARNt sont composés d’une succession de quatre types de nucléotides 

canoniques (A, U, C et G), mais également de pseudouridine (Ψ) et de ribothymidine (rT) des 

modifications de l’uridine et de la thymidine respectivement (Hoagland et al., 1958). Nous 

avons vu que les ARNt sont composés de trois éléments : un groupement phosphate lié à un 

ribose, lui-même relié à une base azotée. La première molécule d’ARNt entière a été 

séquencée en 1965 (Holley et al., 1965). Après de nombreuses années d’études sur les ARNt, 

un système conventionnel a été adopté pour numéroter les nucléotides dans la séquence de 

l’ARNt : du numéro 1 pour celui situé à l’extrémité 5’ jusqu’au numéro 76 pour celui situé à 

l’extrémité 3’. Les trois nucléotides de l’anticodon portent ainsi les numéros 34, 35 et 36 

(figure 3). L’alignement des séquences des ARNt a permis de mettre en lumière qu’ils 

contiennent des nucléotides invariants et semi-variants à des positions relativement 

identiques (figure 7). Les nucléotides invariants sont représentés par les lettres classiques : A, 

U, C, G, T et Ψ. Les lettres, représentant les nucléotides semi-variants, R, Y et H évoquent, 

respectivement, les purines, pyrimidines et les purines hautement modifiés (Kahn, 1989). La 

majorité de ces nucléotides conservés sont impliqués dans les interactions intramoléculaires, 

qui stabilisent le repliement de l’ARNt. 
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Figure 7 Représentation et numérotation des nucléotides dans la structure secondaire de l’ARNt. Les cinq 
régions des ARNt sont nommées sur la Figure. Les positions nommées A, G, U, C, T ou Ψ représentent des 
nucléotides invariants toujours présents et les positions nommées R, Y ou H représentent les nucléotides semi-
variants. Les symboles α et β dans la boucle D représentent les positions variables (positions 16 et 20) occupés 
très souvent par une dihydrouridine. D’après Kahn, 1989. 

2.1.2. Structure secondaire  

Les ARN ont la capacité de se replier sur eux-mêmes, d’adopter des structures secondaires 

stabilisées par l’appariement des bases complémentaires de type Watson-Crick (A–U, C–G) et 

parfois G–U. Les ARNt, quant à eux, adoptent une structure secondaire très stable et 

conservée en forme de feuille de trèfle (Holley et al., 1965). Cinq régions sont ainsi formées 

par cette structure secondaire et sont communément appelées comme suit : la tige-boucle D, 

ou bras D, dénommée ainsi car elle contient souvent une ou plusieurs dihydrouridines (D) ; la 

tige-boucle anticodon (AC) ou bras AC ; la région variable ; la tige-boucle T ou bras T, 

dénommée ainsi car elle contient souvent une ribothymidine (rT) en position 54 ; et la tige 

acceptrice. Cette dernière tige ne possède pas de boucle car elle contient les extrémités 5’ et 

3’ de la molécule. A l’extrémité 3’, les ARNt présentent une séquence ubiquitaire, CCA, ajoutée 

par une transférase de nucléotides, nommée l'ARNt nucléotidyl-transférase ou CCAse, 

permettant l’attachement de l’acide aminé correspondant par l’amino-acyl transférase. La 

tige acceptrice est formée par 7 paires de bases et 4 nucléotides, incluant la séquence CCA. Le 

bras D est composé de 15 à 18 nucléotides, avec 3 à 4 paires de bases et 7 à 11 nucléotides 

localisés dans la tige et dans la boucle, respectivement. La région variable, comme son nom 
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l’indique, présente un nombre de nucléotides variables (figure 7), allant de 4 à 5 nucléotides 

mais pouvant s’allonger de 13 à 21 nucléotides pour les ARNtSer, ARNtLeu et ARNtTyr des 

bactéries (Rich et RajBhandary, 1976). La taille variable de cette région permet de classifier les 

ARNt selon deux classes : la classe I est composée des ARNt possédant 4 à 5 nucléotides dans 

le bras variable ; et la classe II, où le bras variable possède 12 à 21 nucléotides (Jühling et al., 

2009; Chan et Lowe, 2016). La tige AC contient 5 paires de bases, tandis que la tige T en 

contient 5. Les boucles AC et T ont une longueur constante de 7 nucléotides. La conservation 

de la taille de la boucle AC lui confère 3 nucléotides invariablement numérotés 34, 35, 36, qui 

forment l’anticodon.  

2.1.3. Structure tertiaire 

La première structure tridimensionnelle d’un ARNt résolue est celle de l’ARNtPhe de 

Saccharomyces cerevisiae (Rich et Kim, 1977). Les extrémités de cette structure sont 

constituées de la tige acceptrice et de la boucle anticodon. Les structures cristallographiques 

à haute résolution ont permis d’observer de nombreuses interactions stabilisant le repliement 

tertiaire (figure 8 A). La tige T s’empile sur la tige acceptrice formant la première branche du 

L tandis que les tiges D et anticodon forment la seconde branche perpendiculaire à la 

première. La boucle T, quant à elle, s’empile sur la boucle D, formant le coude de la forme L. 

Cet empilement est stabilisé par des liaisons hydrogènes entre les bases ou entre les bases et 

les groupements du squelette sucres-phosphates (figure 8 B). Le bras D réalise un grand 

nombre d’interaction, d’une part avec la boucle T et d’autre part avec la tige acceptrice. Les 

appariements entre les nucléotides G15 - C48, G18 - U55, U18 - C56, A26 - G44 et G19 - C56 

maintiennent la structure tridimensionnelle. Il existe également des appariements entre trois 

nucléotides : U8 - A14 - A21, G10 - C25 - G44, A9 - U12 - A23 et C13 - G22 - G46. Des appariements de 

type Hoogsteen inverse U8 – A14 et rT54 – A58 conservés participent aussi à la stabilisation des 

boucles D et T (Quigley et Rich, 1976).  
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Figure 8 Structure cristallographique de l’ARNtPhe de Saccharomyces cerevisiae (code PDB 1EHZ). A : Les cinq 
régions des éléments de structure secondaire de l’ARNtPhe sont représentées par des couleurs différentes. B : 
Interaction tertiaire entre les bases nucléotidiques conférant la structure tridimensionnelle en forme de L des 
ARNt.  

 

La structure en U-turn est un motif caractéristique des ARN et correspond à un 

changement de direction du squelette de la chaîne nucléotidique pouvant être causé par la 

présence d’une uridine. Dans les ARNt, la boucle AC possède un motif U-turn canonique induit 

par la présence d’une uridine invariante en position 33 (U33), en 5’ de l’anticodon (Agris et al., 

2007; Gustilo et al., 2008; Sundaram et al., 2000). Cette uridine, s’empilant sur les bases 32 et 

35, est essentielle pour le maintien et la conformation du U-turn de la boucle AC (Ashraf et 

al., 1999). Cette conformation est cruciale pour la reconnaissance codon-anticodon et la 

translocation (Phelps et al., 2002) (figure 9), assurant une distance de 75 Å entre le domaine 

AC et l’extrémité de la tige acceptrice qui porte l’acide aminé (Ramakrishnan, 2002). Cette 

distance est optimale pour permettre à l’ARNt de lire l’ARNm, via l’appariement codon - 

anticodon, tout en délivrant l’acide aminé au ribosome, via l’extrémité 3’ lors de la traduction 

(Ramakrishnan, 2002). Ainsi, le repliement canonique en forme de L des ARNt est très 

finement lié à sa fonction.  
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Figure 9 Structure tridimensionnelle de l’anticodon, les bases de 34 à 36 correspondent aux bases de l’AC. Un 
motif " U-turn " est engendré par la présence de l’uridine 33. La structure de la boucle AC provient de l’ARNtGlu 
de Thermus thermophilis (code PDB 2CVO).  

 

2.1.4. L’ARNt mitochondrial 

Les mitochondries contiennent un génome réduit et linéaire, sont capables de leur propre 

synthèse protéique. Le séquençage du génome de la mitochondrie a permis de mettre en 

évidence une origine bactérienne aux mitochondries contribuant à l’élaboration du modèle 

endosymbiotique. Les génomes mitochondriaux codent pour deux classes majeures de gènes 

conservés. La première classe est composée des gènes nécessaires à la production d’énergie, 

telle que les sous-unités des complexes de la chaîne respiratoire. La seconde, quant à elle, est 

composée des facteurs requis pour la traduction, telle que les ARNt. La traduction des 

protéines codées dans le génome mitochondrial nécessite au moins 20 à 22 ARNt différents, 

selon le code génétique et les règles du "wobble". Lorsque le génome mitochondrial n’encode 

pas un ARNt spécifique, celui-ci est importé du cytoplasme de la cellule (Salinas-Giegé et al., 

2015). De nombreux génomes mitochondriaux expriment des ARNt tronqués. Par exemple, 

l’ARNtSer
GCU

 mitochondrial chez les mammifères ne possèdent pas la tige D (Pütz et al., 2007; 

Schimmel, 2018) (figure 10 A). Malgré ces changements de la structure secondaire, des études 

structurales montrent que le repliement tridimensionnel en forme de L est préservé, 

conservant la distance minimale de 75 Å entre l’extrémité CCA, localisée en 3’, et l’anticodon 
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qui est requise pour la traduction au sein du ribosome (figure 10 B) (Suzuki et al., 2011) 

montrant que la structure tridimensionnelle de l’ARNt a été conservée au cours de l’évolution.  

 

Figure 10 Structure secondaire (A) et tridimensionnelle (B) de l’ARNtSer
AGY mitochondrial de vache (Bos taurus) 

montrant la conservation de la structure tertiaire de l’ARNtSer
AGY malgré l’absence du bras D, d’après Watanabi 

et al., 2014.  

 

2.2. Fonctions des ARNt. 

 La structure tridimensionnelle en forme de L implique que les ARNt au sein des organismes 

interagissent avec des partenaires semblables, tels que le ribosome et les facteurs de 

traductions. Les variations de séquences, quant à elles, sont impliquées dans des associations 

spécifiques avec d’autres partenaires, tels que les aminoacyl - ARNt synthétases (aaRS) qui 

diffèrent selon l’acide aminé correspondant au codon de l’ARNm (Pang et al., 2014). Les aaRS 

activent l’acide aminé par hydrolyse de l’ATP, formant un complexe aminoacyl - AMP puis 

catalysent le transfert de l’acide aminé activé sur la fonction hydroxyle 2’ ou 3’ de l’adénosine 

A76 de l’ARNt substrat en libérant une molécule d’adénosine monophosphate (AMP), selon la 

classe de l’aaRS (figure 11) (Alford et Hecht, 1978; Cusack et al., 1991; Eriani et al., 1995). Ces 

enzymes doivent être très spécifiques vis-à-vis de l’acide aminé et de l’ARNt sur lequel l’acide 

aminé doit être chargé ; on considère qu’elles sont très fiables puisqu’elles produisent moins 

d’une erreur pour 10 000 catalyses (Yarus, 1979; Kurland, 1992). 
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Figure 11 Représentation schématique du chargement de l’acide aminé sur son ARNt correspondant en deux 
étapes. L’aaRS reconnait l’ARNt non aminoacylé. En présence de l’acide aminé et d’une molécule d’ATP, 
l’enzyme hydrolyse l’ATP et forme un aminoacyl-adénylate. Puis, l’aaRS par une réaction d’estérification, 
transfert l’acide aminé sur la position 2’ ou 3’OH du ribose de l’adénosine situé à l’extrémité 3’ de l’ARNt selon 
la classe de l’aaRS.  

2.2.1. La traduction  

Chez les eucaryotes et les procaryotes, les ribosomes sont composés de deux sous-unités 

formées par les ARN ribosomaux (ARNr) et les protéines ribosomales (figure 5). La petite sous-

unité présente trois sites différents requis pour la synthèse de la chaîne polypeptidique ; les 

sites A (aminoacyl), P (peptidyl) et E (exit). Pendant la traduction, l’ARNm est lu dans le sens 

5’ vers 3’ par le ribosome. L’anticodon de l’ARNt (position 34, 35 et 36) s’apparie, via des 

liaisons hydrogènes, sur trois nucléotides du codon de l’ARNm ; la base 34 s’apparie à la 

troisième base du codon, la base 35 à la seconde et enfin la base 36 à la première. La première 

étape de la traduction est l’initiation : un ARNtMet initiateur décode le codon AUG de l’ARNm 

et se positionne à la petite sous-unité ribosomale au niveau du site P (figure 12 A). Suite à 

cette interaction, la grande sous-unité ribosomale se lie à la petite pour former le ribosome, 

sous l’action des facteurs d’initiation de la traduction spécifiques aux procaryotes et 

eucaryotes, et ainsi la synthèse de la chaine polypeptidique débute. Les ARNt élongateurs, 

quant à eux, vont décoder les codons suivants de l’ARNm et se lient au site A du ribosome 

(figure 12 A). Lorsque l’ARNt aminoacylé est fixé au site A, le polypeptide en formation fixé sur 

l’ARNt qui le précède au site P est transféré vers l’ARNt élongateur positionné au site A, via 

une réaction de transpeptidation (figure 12 B). Lorsque la liaison peptidique est formée, le 
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ribosome se transloque sur le codon suivant. L’ARNt déacylé au site P est transféré au site E 

et relargué du ribosome. L’ARNt liant le polypeptide se trouve au site P, libérant le site A pour 

que le prochain ARNt puisse s’y fixer (Reece et al., 2011) (figure 12 C). Le processus se répète 

jusqu’à la lecture d’un codon STOP (UAA, UGA, UAG). Lorsqu’un codon STOP est reconnu, des 

facteurs de relargage sont mobilisés et la chaîne polypeptidique est libérée de l’ARNt par 

hydrolyse de la liaison peptidyl-ARNt au niveau du site P (Nakamura et al., 1996). 

 

Figure 12 Schéma des différentes étapes de traduction. A : Après la reconnaissance de l’ARNt initiateur au sein 
du site P du ribosome qui décode le codon AUG, un ARNt élongateur interagit avec le codon suivant au site A. 
B : Une réaction de transpeptidation est catalysée entre l’acide aminé du site P et l’acide aminé du site A. C : 
Lorsque la liaison covalente est formée, le ribosome se déplace sur l’ARNm et transloque l’ARNt et la chaine 
polypeptidique naissante au site P. L’ARNt non aminoacylé restant au site P est transloqué au site E et expulsé 
du ribosome.  

Outre la discrimination entre les ARNt des différents codons, celle entre les ARNt 

initiateurs et les ARNt élongateurs est également cruciale pour l’efficacité et fidélité de la 

traduction. Les ARNt sont donc des molécules adaptatrices essentielles assurant le décodage 

de l’information génétique. Plusieurs codons peuvent coder un acide aminé identique. Le code 

génétique est donc dit "dégénéré". Il existe donc des ARNt qui portent des séquences 

anticodon différentes et sont chargés d’un même acide aminé ; ce sont des ARNt iso-

accepteurs. Chez certains eucaryotes, des ARNt possèdent la même séquence anticodon, mais 

une séquence nucléotidique différente sur le corps de l’ARNt : ce sont les ARNt isodécodeurs 

(Schimmel, 2018). A ce jour, le nombre d’ARNt différents s’élève de 30 à 46 selon les 

organismes, ce qui est insuffisant pour décoder la totalité des codons.  
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2.2.2. Fonctions alternatives des ARNt. 

Ainsi, l’ARNt présente un rôle majeur dans la traduction. Malgré cette implication 

indispensable et universelle au sein des organismes, les ARNt peuvent être détournés de leur 

fonction majeure dans la traduction pour participer à des activités différentes au sein des êtres 

vivants (Chatterjee et al., 2018) (figure 13). 

 

Figure 13 Fonctions alternatives des ARNt au sein de divers processus cellulaires.                                                                         
A : Le glutamate de l’ARNtGlu joue le rôle de co-facteur dans la synthèse de l’acide 5-aminolevulinique (ALA) 
qui lui-même est impliqué dans la formation de la porphyrine. B : Certains acides aminés des ARNt sont 
impliqués dans la synthèse du peptidoglycane chez les bactéries à gram +. C : Les ARNt peuvent servir d’amorce 
à la transcriptase inverse lors de la réplication de certains ARN viraux. D : Les piRNA empêchent l’expression 
de certains gènes transposons. E. Lors de lésions à l’ADN, des ARNt non matures s’accumulent dans le noyau 
et active la transcription du gène gcn4.  

 

Par exemple, chez les archées, les plantes et certaines bactéries, le glutamate de 

l’ARNtGlu participe à la synthèse de l’acide 5-aminolevulinique qui assure la synthèse de la 

porphyrine (Jahn et al., 1992) (figure 13 A). Également, les ARNt aminoacylés peuvent servir 

de sources d’acide aminés utilisés pour d’autres voies biochimiques, telles que la biosynthèse 

du peptidoglycane chez les bactéries à gram positive (Dare et Ibba, 2012; Shepherd et Ibba, 

2013b, 2013a) (figure 13 B). Dans les cellules de levure traitées par des agents entrainants des 

dommages à l’ADN, l’accumulation rapide des pré-ARNt dans le noyau active la transcription 

de gcn4 qui inhibe la phase G1 du cycle cellulaire (figure 13 E). De plus, il a été observé que 

l’activation de Gcn4 potentialise la synthèse générale des protéines, tout en induisant en 
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même temps l’expression des protéines nécessaires à l’adaptation au stress (Mohler et al., 

2017; Chatterjee et al., 2018). Certains ARNt peuvent aussi servir de première amorce lors de 

l’initiation de la transcription inverse des rétrovirus et de certains rétrotransposons (Marquet 

et al., 1995) (figure 13 C). En effet, le virus HIV1 (Human Immunodeficiency virus 1) utilise 

l’ARNt comme amorce de la transcriptase inverse des lentivirus lors de la synthèse du brin 

complémentaire de l’ARN viral permettant l’intégration de l’ADN du virus au noyau (Zaitseva 

et al., 2006). Enfin, piRNA, pour PIWI interacting RNA, sont des petits ARN de 24 à 31 

nucléotides, qui ont un rôle dans la régulation des gènes cellulaires, et dans l’extinction des 

transposons (Iwasaki et al., 2015). Ces piRNA sont composés à partir des moitiés de séquence 

5’ des ARNtAsp
GUC et ARNtHis

GUG (Honda et al., 2013) (figure 13 D).  

2.3. Synthèse des ARNt 

2.3.1. Régulation de la synthèse des ARNt. 

La synthèse des ARNt est un processus complexe qui se déroule en plusieurs étapes incluant 

la synthèse du transcrit initial et la maturation de l’ARNt précurseur, aboutissant au 

chargement de l’acide aminé à l’extrémité 3’. Le mécanisme de production est hautement 

performant. Entre deux divisions cellulaires, environ trois millions d’ARNt sont produits au 

sein de l’organisme modèle Saccharomyces cerevisiae, contre 60000 pour les ARNm (Waldron 

et Lacroute, 1975). Ces chiffres montrent que la production des ARNt contribue en grande 

partie aux dépenses énergétiques de la cellule (Boguta et Reese, 2018). Avant la 

reconnaissance par les aaRS ou par des protéines de la machinerie de traduction, les ARNt 

doivent subir de nombreuses étapes de maturation. Tout d’abord, le gène est transcrit en 

ARNt précurseur pourvu d’une séquence de nucléotides canoniques (A, U, C, G) et possédant 

20 nucléotides de plus que dans la molécule mature ; ces séquences supplémentaires sont 

nommées extensions 5’ et 3’, en gris sur la figure 14 (Ramsay et Vannini, 2018).  
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2.3.2. Maturation des extrémités 

 

Figure 14 Etapes de maturation de l’ARNt précurseur. L’ARNt transcrit subit des étapes de maturation qui 
consistent en l’excision des extrémités 5’ et 3’. A. L’endonucléase RNaseP clive l’extension 5’. D. L’extension 3’ 
est clivée par des exonucléases (Rnase II, RnaseBN’ et RNAse PH) et B. par des endonucléases (dont la RNase 
Z). E. Une enzyme CCAse d’ajout de la séquence CCA à l’extrémité 3’ de l’ARNt finalise la maturation (dans 
certains cas) de l’ARNt.  

2.3.2.1. Maturation de l’extrémité 5’.  

L’excision de l’extension à l’extrémité 5’ des ARNt précurseurs est réalisée par la ribonucléase 

P (RNase P) (figure 14 A) (Walker et Engelke, 2006). Plusieurs sous-unités s’assemblent pour 

former la RNase P. Dimérique chez les procaryotes, elle est composée des sous unités : RnpA 

et RnpB. Plus élaborée chez les archées et les eucaryotes, elle est composée de plusieurs sous-

unités différentes. A titre d’exemples, chez l’Homme, la RNase P est composée de 10 sous-

unités (Rpp14, 20, 21, 25, 29, 30, 38, 40, hPop1, 5) et chez Methanothermobacter 

thermoautotrophicus, 4 sous-unités la composent (Mth11p, Mth687p, Mth688p et Mth1618p) 

(Hartmann et Hartmann, 2003).  

2.3.2.2. Maturation de l’extrémité 3’ 

Des endonucléases et des exonucléases s’allient pour former un ARNt mature et actif, 

possédant la séquence CCA à l’extrémité 3’ (Hopper et Phizicky, 2003) (figure 14). Des 

exonucléases permettent de digérer l’extrémité 3’ (figure 14 D). Aux côtés de ces 

exonucléases, la RNaseZ, une endonucléase conservée universellement, clive la liaison 

phosphodiester entre les nucléotides 73 et 74 (figure 14 C). Cette RNAse appartient à la famille 

des métallo-β-lactamases (de la Sierra-Gallay et al., 2005). Chez certaines bactéries et archées, 

quelques ARNt possèdent déjà la séquence CCA aux positions 74, 75 et 76 (Vogel et al., 2005; 

Hartmann et al., 2009). Chez Bacillus subtilis, l’ARNt substrat possédant une séquence CCA à 
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la position 74 améliore l’activité catalytique de la RNaseZ. En effet la RNaseZ possède un KM 

2,5 fois plus faible pour un ARNt précurseur possédant une séquence CCA que pour un ARNt 

précurseur possèdant une séquence UAA (Pellegrini et al., 2003; Redko et al., 2007). 

Également, l’activité RNaseZ peut être inhibée par la présence de l’extension à l’extrémité 5’ 

non encore clivée, ainsi le processus de la RNaseP précède l’activité endonucléase de la 

RNaseZ, ce qui ordonne la maturation de l’ARNt précurseur (Kunzmann et al., 1998). Pour finir, 

une enzyme CCAse vient ajouter la séquence CCA à l’extrémité 3’ (Augustin et al., 2003). 

2.3.2.3. Epissage de l’ARNt 

Chez les eucaryotes et les archées, la maturation de certains précurseurs d’ARNt fait de plus 

intervenir l’épissage d’intron. L’intron est localisé majoritairement en 3’ de l’anticodon, entre 

les nucléotides 37 et 38. Son excision fait intervenir une endonucléase, une ligase et une 2’ 

phosphotransférase (Abelson et al., 1998; Culver et al., 1997; Hopper et Phizicky, 2003) (figure 

15).  

La maturation de l’ARNt, plus simple que celui de l’ARNm, utilise un nombre limité de 

protéines, chacune effectuant une réaction définie. L’ARNt mature possède une demi-vie 

longue (estimée à 50 heures dans les cellules des muscles de poulet) (Nwagwu et Nana, 1980), 

3 jours dans les cellules de foie aviaire (Kanerva et Maenpaa, 1981) qui atteste de sa stabilité.  

 

 

 

 

 

Figure 15 La réaction d’épissage des introns des pré-
ARNt se réalise en trois étapes. Le pré-ARNt est clivé 
par une endonucléase. Les produits de réaction de 
l’endonucléase sont les deux moitiés épissées de 
l’ARNt et l’intron linéaire avec des extrémité 5’-OH et 
3’-PO4- cyclique. Les deux moitiés d’ARNt sont ensuite 
utilisé comme substrat pour la réaction de ligation. 
L’enzyme ARNt-ligase catalyse la réaction de 
phospho-estérification entre les extrémités 3’OH et 
5’PO4-. Enfin une 2’phosphotransférase catalyse le 
transfert du 2’-PO4-, présent au site 5’ épissé, au NAD. 
Ces deux dernières étapes ne sont pas schématisées 
sur la figure ci-contre. D’après Hopper et Phizicky, 
2003. 
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2.4. Modifications des ARNt 

Les nucléotides composant l’ARNt sont le siège de nombreuses modifications chimiques post-

transcriptionnelles, impliquées d’une part dans la stabilité de la structure tridimensionnelle et 

d’autre part dans l’efficacité et la fidélité de la traduction. À l’exception des nucléotides 

modifiées queuosine et archeaosine qui sont introduites dans l’ARNt à la place d’une 

guanosine par un mécanisme de transglycosylation (Ishitani et al., 2003) et l’addition 

spécifique d’une guanosine supplémentaire à l’extrémité 5’ de l’ARNtHis chez les levures par 

une guanylyltransférase (Nakamura et al., 2018), la majorité des modifications sont réalisées 

sur des nucléotides déjà présents sur les ARNt. La nature de ces modifications varie et celles-

ci peuvent être localisées sur les différents atomes des nucléotides (Boschi-Muller et Motorin, 

2013). 

2.4.1. Modifications post-transcriptionnelles des ARNt 

Des études ont montré que les modifications chimiques des nucléotides d’ARNt peuvent se 

produire dans le noyau des organismes. En effet, des ARNtTyr de la levure ont été injectés dans 

des noyaux d’ovocytes de Xenope, certaines modifications ont été identifiées sur ces transcrits 

précurseurs avant maturation (Melton et al., 1980; Nishikura et De Robertis, 1981). Cependant 

la majorité des modifications sont effectuées après maturation des ARNt, dans le cytoplasme 

(Morin et al., 1998), après l’excision des extrémités 5’ et 3’ et l’ajout de la séquence ubiquitaire 

CCA. Après ces étapes de maturation, l’ARNt est soumis à de nombreuses modifications 

chimiques post-transcriptionnelles. Le premier nucléotide non canonique, la pseudouridine 

Ψ, est identifié dans les années 1950. La Ψ consiste en une isomérisation de l’uridine. Le C6 du 

noyau uracile est activé par une attaque nucléophile (réalisée par un aspartate conservé), 

conduisant à la rupture de la liaison glycosidique entre le ribose et le noyau. Le noyau subit 

alors une rotation et une nouvelle liaison entre le C5 et C1 du ribose se forme (Pan et al., 2003). 
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Figure 16 Distribution des nucléotides modifiés par type d’ARN (A), et sur les ARNt selon les domaines du 
vivant (B). Chaque couleur de fond correspond aux modifications chimiques d’un type d’ARN ou aux 
modifications des ARNt d’un domaine du vivant. B : Les nucléotides modifiés retrouvés dans les trois domaines 
du vivant sont à l’intersection des trois cercles. Les chiffres en exposant indiquent la position des groupements 
chimiques sur la base azotée du nucléotide. Adapté des bases de données MODOMICS (Machnicka et al., 2013) 
et RNAMDB (Cantara et al., 2011). 
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2.4.2. Fréquence et distribution des modifications post-transcriptionnelles 

des ARNt. 

Les progrès des méthodes de séquençage ont permis de référencer plus de 172 différentes 

bases modifiées (Cantara et al., 2011; Boccaletto et al., 2018) avec une forte occurrence et 

diversité au sein des ARNt (Sokołowski et al., 2018) (figure 16 A). Environ 91 modifications 

différentes sont enregistrées au sein des ARNt, avec quelques rares modifications retrouvées 

au sein de tous les êtres du vivant (Sokołowski et al., 2018) (figure 16 B). Les ARNt 

appartiennent ainsi à la famille d’ARN la plus modifiée, avec en moyenne 17 % de nucléotides 

modifiés sur un ARNt (Jackman et Alfonzo, 2013).  La nature de ces bases modifiées peut aller 

de simples modifications chimiques, telles que des méthylations, des nucléotides à des ajouts 

de groupements chimiques plus complexes. Les modifications sont localisées de façon très 

diverses sur l’ensemble de l’ARNt. Elles affectent n’importe quel type de base mais certaines 

positions sont plus fréquemment modifiées (figure 17).  

 

Figure 17 Représentation schématique de la proportion de modification des nucléotides de l’ARNt. Chaque 
nucléotide est coloré en fonction du pourcentage d’ARNt chez lesquels cette position est modifiée. Les 
nucléotides non colorés sont très faiblement modifiés. Les numéros (20, 34, 37, 54, 55) sont les positions les 
plus modifiées. Adapté de la base de données MODOMICS (https://iimcb.genesilico.pl/modomics/) 
(Machnicka et al., 2013). 

 

Les nucléotides majoritairement modifiés se situent dans les boucles T, D, dans la région 

variable (positions 46, 47 et 48) et dans la boucle anticodon (position 32, 34, 37 et 39). Il a été 

observé que les positions 32 et 37 de la boucle anticodon, 54, 55 et 58 de la boucle T et 48 de 
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la région variable sont des positions de nucléotides dits "invariants" (c’est à dire possédant 

toujours la même base) (cf. § 2.1.1. page 16) et sont souvent modifiées. A noter également 

qu’au niveau des positions 34 (position du "wobble") et 37 (celle qui suit la dernière base de 

l’anticodon) une grande diversité de modifications est retrouvée, alors que les bases 35 et 36 

subissent très peu de modifications (Machnicka et al., 2013). Ainsi, les nucléotides conservés 

à certaines positions précises sont souvent le lieu d’une forte variabilité de modifications post 

transcriptionnelles (cf. § 2.1.1. page 16) (Jackman et Alfonzo, 2013). 

On peut distinguer deux catégories de modifications selon leur localisation sur l’ARNt. 

La première concerne les modifications au niveau du corps de l’ARNt. La seconde, quant à elle, 

concerne les modifications localisées au niveau du bras anticodon. Ces deux classes sont 

impliquées soit dans la stabilité de l’ARNt pour favoriser les interactions avec certaines 

enzymes ou soit dans l’appariement codon-anticodon pour réguler les mécanismes de 

traduction (Lorenz et al., 2017).  

Également, les modifications sur les ARNt sont classifiées selon leur degré de 

complexité. La première classe est celle des modifications chimiques dites simples car elle 

nécessite une seule réaction enzymatique. Il peut s’agir de méthylation, d’isomérisation, de 

thiolation ou de réduction. La seconde classe, quant à elle, regroupe les modifications dites 

complexes, et sollicitent plusieurs réactions enzymatiques, telles que l’isopentylation et la 

thréonylcarbamoylation (Sokołowski et al., 2018). Il convient de noter que la plupart des 

modifications dans le corps de l’ARNt sont des modifications simples, tandis que la plupart des 

modifications complexes sont introduites dans la région de la boucle anticodon des ARNt 

(Grosjean et Westhof, 2016).  

2.5. Effet des modifications  

Il est important de noter que les fonctions biologiques des ARN, et particulièrement les ARNt, 

au sein des cellules sont dépendantes de ces modifications. 

Au sein de tous les ARNt, des modifications ont été identifiées, certaines sont 

universelles, suggérant leur conservation au cours de l’évolution et donc leur nécessité à la 

survie des organismes. Les modifications essentielles sont, de plus, très souvent localisées au 

niveau de la boucle AC. Les modifications en dehors de la boucle anticodon ne semblent pas, 

quant à elles, essentielles à la survie cellulaire (Han et Phizicky, 2018). La structure des ARNt 
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en forme de L, y compris pour les ARNt qui ne possèdent pas de bras D, a été conservée au 

cours de l’évolution, permettant d’une part, d’assurer la reconnaissance des codons par 

l’extrémité anticodon et, d’autre part, d’assurer la synthèse polypeptidique par l’extrémité 3’ 

de l’ARNt au sein du ribosome.  

La comparaison des structures cristallographiques de l’ARNtPhe de Escherichia coli non 

modifié (Byrne et al., 2010) et de l’ARNtPhe de Saccharomyces cerevisiae modifié (Robertus et 

al., 1974) révèle de légères différences concernant la structure tertiaire, sans toutefois altérer 

la structure globale en forme de L. L’ARNt non modifié possède donc, déjà avant maturation, 

sa forme canonique en L.  

2.5.1. Effet des modifications sur la structure tridimensionnelle des ARNt. 

Comme mentionné précédemment, les modifications en dehors du bras AC peuvent avoir un 

effet sur la structure tridimensionnelle des ARNt (Helm, 2006). Des exemples, non exhaustifs, 

seront décrit dans cette partie. 

 Il est admis que le maintien de la structure de l’ARNt est majoritairement assuré par 

les interactions tertiaires dans la partie coudée de la molécule, où les boucles D et T s’empilent 

(figure 8) (Zagryadskaya et al., 2004). Il a été vu précédemment que certaines positions de 

l’ARNt sont souvent le lieu de modifications post-transcriptionnelles (cf. § 2.4.2. figure 17) 

telles que les positions 20, 54 et 55. De plus, les modifications m5U54, Ψ55 et m1A58 sont 

conservées au sein des trois domaines du vivant (figure 16 B). Il a été mis en évidence que 

l’addition de ces groupements méthyles contribuent fortement à la stabilisation des 

interactions tertiaires qui maintiennent la structure tridimensionnelle de l’ARNt, en favorisant 

l’empilement des bases grâce au caractère hydrophobe de ces nucléotides modifiés (Agris et 

al., 2017; Helm, 2006; Motorin et Helm, 2010). Aussi, la modification N1-méthylguanosine 

perturbe l’appariement canonique G-C en ajoutant un groupement méthyl sur l’azote N1. La 

présence de ce nucléotide modifié, m1G9, chez l’ARNtLys mitochondrial stabilise sa structure 

tridimensionnelle en forme de L (Voigts-Hoffmann et al., 2007). A l’inverse, une grande 

flexibilité est promue lorsque la dihydrouridine est présente sur les ARNt des archées 

psychrophiliques et hyperthermophiles (Grosjean et Oshima, 2007; Ishida et al., 2011). Cette 

modification semble empêcher certains appariements canoniques de type Watson-Crick et 

permettrait à l’ARNt de s’adapter aux environnements extrêmes. De même, la thiolation de la 

ribothymidine en position 54 (s2T54) maintient le sucre dans une conformation C3’-endo, à 
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cause de la répulsion stérique entre le soufre et le groupement 2’OH du ribose. Cette 

modification s2T54 est spécifique des ARNt des organismes thermophiles et hyperthermophiles 

et engendre notamment une augmentation de la température de fusion (Tm) de 3°C pour 

l’ARNtIle de Thermus thermophilus (Yokoyama, 1987). Ainsi, les modifications post-

transcriptionnelles, localisées sur le corps des ARNt, peuvent stabiliser et rigidifier l’ensemble 

de la structure, mais aussi peuvent assouplir ce repliement afin de favoriser l’interaction avec 

des partenaires dans la cellule (Jackman et Alfonzo, 2013). Les modifications post-

transcriptionnelles semblent maintenir une balance entre stabilité et flexibilité de l’ARNt, en 

fonction de l’environnement.  

Il a été également observé que l’acquisition de nouvelles modifications peut dépendre de 

l’existence au préalable de nucléotides modifiés. Ce phénomène est connu, dans la littérature, 

sous le nom de "circuit des modifications" (Boguta et Reese, 2018; Han et Phizicky, 2018; 

Sokołowski et al., 2018). Par exemple, chez Thermus thermophilus, un circuit de modifications 

est mis en place en réponse aux hautes températures. La modification s2T54 est stimulée par 

la présence préalable de la modification m1A58 (Yokoyama, 1987; Shigi et al., 2006). Les 

modifications Gm18 et m1G37 sont acquises après la modification m7G46 en réponse aux hautes 

températures (Tomikawa et al., 2010). Également, la modification 5-methyl-2-thiouridine 

(m5s2) aux positions U54 ou m1A58 n’est pas observée si une pseudouridine en position 55 (Ψ55) 

est déjà présente en réponses aux basses températures (Ishida et al., 2011).  

Les circuits de modification ne sont pas spécifiques aux nucléotides localisés sur le corps 

de l’ARNt, ces évènements ont été observés, également, sur la boucle AC, dont un autre 

exemple sera évoqué au § 2.5.1.2. 

2.5.1. Effet des modifications sur le bras AC. 

Les modifications à proximité des trois bases de l’anticodon, au sein du bras AC, sont 

importantes pour le maintien de la structure tridimensionnelle de la boucle anticodon en 

stabilisant cette dernière et en prévenant les appariements potentiels de certaines bases 

adjacentes. La plupart des exemples bien documentés de modifications se produisent dans la 

région de la boucle anticodon et impliquent des modifications aux positions 34 et 37 qui sont 

très fréquemment modifiées et pour lesquelles les modifications les plus complexes sont 

retrouvées (Han et Phizicky, 2018; Barraud et Tisné, 2019). Les modifications des bases 34 et 
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37 influencent directement l’appariement de l’anticodon avec le codon de l’ARNm au sein du 

ribosome, modulant la traduction.  

2.5.1.1. Le cas de la base 34 ou " Wobble " base.  

La position 34 admet des appariements non Watson-Crick, permettant à un même ARNt de 

lire plusieurs codons dont la troisième base diverge : c’est la théorie du "wobble" énoncée par 

Francis Crick en 1966 (G peut s’apparier avec U). Cependant les propriétés physico-chimiques 

de la base 34 non modifiée ne sont pas suffisantes pour expliquer toutes les possibilités 

d’appariements codon-anticodon observées expérimentalement. En fait, le phénomène du 

"wobble" repose en grande partie sur la présence de nucléotides modifiés en position 34. En 

effet, 39 modifications sont identifiées sur la "wobble" base, devenant une des bases les plus 

modifiées des ARNt, en particulier quand cette dernière est une uridine U (Björk et al., 1987; 

Yokoyama et al., 1985). La base 34 est donc hyper-modifiée et ces modifications peuvent 

étendre ou restreindre l’appariement "wobble" (" extended " ou " restricted wobble ") (Agris 

et al., 2017). L’extension signifie qu’en plus de l’appariement possible entre une uridine et une 

guanosine, s’ajoute la possibilité de l’appariement avec une cytosine. La restriction, par la 

présence d’une modification sur la base 34, limite l’appariement avec sa base complémentaire 

ou la change avec une autre base. Les modifications chimiques de la base 34 résolvent le 

problème causé par les codons synonymes, qui sont reconnus par différents ARNt iso-

accepteurs. Voici des exemples non exhaustifs de modifications sur la base 34 qui sont 

récapitulés à la figure 19.  
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Figure 19 Exemples tirés de la littérature de modifications de la base 34 et effet sur l’appariement anticodon-
codon.  

La présence d’une queuosine, chez les bactéries, ou d’une mannosyl-queuosine chez 

les eucaryotes, à la place d’une guanosine en position 34 favorise l’appariement avec une 

uridine plutôt qu’avec une cytosine (Harada et Nishimura, 1972; Meier et al., 1985). La 

modification mcm5s2 sur la base U34 des ARNtLys,Gln,Glu chez les eucaryotes est la modification 

la plus caractérisée dans la littérature, elle consiste en une double méthylation par la 

méthyltransférase Trm9-Trm112 et une thiolation par URM1 sur les positions C5 et C2 

respectivement de l’uridine (Agris et al., 1973; Yokoyama et al., 1985; Lustig et al., 1993 ; Glatt 

et al., 2012). Le nucléotide modifié mcm5s2U s’apparie de façon stricte à l’adénosine et 

empêche l’appariement U-G, prévenant une mauvaise lecture des codons AUG (Met). La 

lysidine sur la base C34 (k2C34) reconnaît une adénosine au lieu d’une guanosine, et facilite le 

décodage du codon AUA (Ile) par l’ARNtIle
CAU au sein des bactéries en prévenant la lecture du 

codon AUG (Met). Tandis que la modification N4-acetylcytidine (ac4C) sur les ARNtMet
CAU 

prévient la lecture du codon AUA et favorise l’appariement avec le codon AUG (Harada et 

Nishimura, 1974 ; Muramatsu et al., 1988b ; Weber et al., 1990 ; Matsugi et al., 1996 ; 

Grosjean et Björk, 2004). L’équivalent de la modification k2C au sein des archées est 

l’agmatidine agm2C. 

Au sein des bactéries, la modification mnm5s2 sur la base U34 des ARNtLys
UUU (ARNt iso-

accepteur unique pour la moitié des procaryotes) permet d’étendre le décodage du codon 

AAA au codon synonyme AAG (Rozov et al., 2016). La paire wobble G – U a été caractérisée, 
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le nucléotide modifié mnm5s2U34 forme deux liaisons hydrogènes identiques à celle de 

l’appariement wobble, tandis que sous sa forme protonée, une liaison hydrogène 

supplémentaire peut se former entre l’atome N3 de l’uracile avec le groupement amine de la 

guanosine formant un état tautomères rares (Rozov et al., 2016) (figure 20).  

 

Figure 20 Différents types d’appariement de la base G avec les bases nucléotidiques. L’appariement Watson-
Crick (à gauche) admet seulement des liaisons hydrogènes entre les paires de base G-C, trois liaisons 
hydrogènes stabilisent cet appariement. L’appariement " wobble " permet de former la paire de base G-U, 
deux liaisons hydrogènes le stabilise. A droite un réarrangement des bases (via une forme énol tautomérique 
rare) permet de stabiliser par trois liaisons hydrogènes la paire de base G-U.  

La désamination de l’adénosine 34 en inosine I34 permet son appariement avec les bases A, U 

mais aussi G. Chez les procaryotes, très peu de gènes codent les ARNtCNN. La modification I34 

permet de combler le défaut de ces ARNt décodant les codons NNG (Kanaya et al., 1999). La 

modification cmo5U à la position 34 des ARNtVal
UAC d’Escherichia coli permet de décoder 

efficacement les quatre codons valines GUU/GUC/GUA/GUG. Récemment, un nouveau 

nucléotide modifié a été découvert : la methoxyuridine mo5U34 qui, au sein des procaryotes 

sur les ARNtAla, permet l’appariement de l’U34 avec les bases A, C, G et U (Ryu et al., 2018). 

Dans les mitochondries, l’ARNtMet
CAU peut être modifié par un groupement 5-formyle sur la 

cytidine 34 permettant à cet ARNt modifié de reconnaitre et décoder le codon usuel AUG mais 

également le codon AUA, alors que ce dernier est normalement assigné à l’isoleucine dans 

l’usage codon canonique (Agris et al., 2017; Haag et al., 2016; Jia et Higgs, 2008). Ces exemples 

mettent en évidence que certaines modifications permettent à un seul ARNt iso-accepteur de 

s’apparier à tous les codons synonymes. Au final, il a été mis en évidence que les modifications 

de la base 34 induisent des changements physico-chimiques affectant l’appariement de 

l’ARNt.   
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En majorité selon les exemples documentés, les modifications de la base 34 

engendrant une restriction de la paire "wobble" impliquent généralement la fidélité de la 

traduction lors de la reconnaissance du codon initiateur AUG (Met), alors que les 

modifications engendrant une liberté d’appariement semblent combler un défaut d’ARNt au 

sein de l’espèce.  

2.5.1.2. Le cas de la base 37 ou "dangling" base : 

Tout comme la position 34, le nucléotide 37 de l’ARNt est la cible de nombreuses 

modifications aux effets divers. La position 37, en 3’ de l’anticodon, est occupée par une 

purine (majoritairement une adénine), qui est fortement modifiée (Westhof et Auffinger, 

2001). La purine 37 change de conformation lors de la liaison à l’ARNt au sein du site A du 

ribosome. Pour cette raison elle est appelée la " dangling base " (la base se balançant) 

(Grosjean et al., 1976). En complexe avec l’ARNm au sein du ribosome, elle se positionne au-

dessus du couple formé par la troisième base de l’anticodon, en position 36, et la première 

base du codon de l’ARNm (Agris et al., 2007; Väre et al., 2017). La boucle AC non modifiée en 

position 37 a tendance à adopter une conformation fermée en raison de liaisons hydrogènes 

intra-boucle entre la base conservée U33 et la base purique à la position 37 (Stuart et al., 2000) 

(figure 21 A).  

 

Figure 21 Repliement de la boucle anticodon stabilisé par des appariements entre les bases en présence (B) et 
en absence (A) de modifications sur la base 37. D’après Stuart et al., 2000 

Les modifications de la position 37 aident à ouvrir la conformation de la boucle AC, 

prévenant l’appariement Watson-Crick avec des nucléotides voisins (figure 21 B) et 

contribuent également à la formation de la structure canonique de demi-tour (U-turn) 
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importante pour l’appariement codon-anticodon lors de la traduction. Voici, ci-après, 

quelques exemples de modifications de la base 37.  

La modification 2-methylthio-N6-threonylcarbamoylation ms2t6A37 sur l’adénosine 37 de 

l’ARNtLys chez l’Homme prévient l’appariement entre U33 et A37, stabilisant la forme de la 

boucle anticodon fonctionnelle pour la traduction (Vendeix et al., 2012).                                              

La méthylation de la guanine 37 (m1G37) est une modification conservée à travers les 3 

domaines du vivant et est présente dans les ARNt décodant les codons CNN et UNN, prévenant 

les erreurs de décalage du cadre de lecture du codon (Goto-Ito et al., 2017).  

La modification t6A37, qui consiste en l’ajout d’un groupement thréonyl-carbamoyle joue 

un rôle similaire à la modification ms2t6A37 mais dans les ARNt reconnaissant les codons ANN 

(Stuart et al., 2000). 

Une modification de la base 37 ajoute souvent un groupement hydrophobe (Björk et al., 

1987), ce qui renforce l’empilement de la base 37 avec la base 38 dans la boucle AC (Witts et 

al., 2013). Ceci a pour conséquence de maintenir l’appariement entre la base 36 de l’anticodon 

et la première base du codon (Auffinger et Westhof, 2001) mais aussi de favoriser le 

repliement de la boucle en conformation ouverte " u-turn " plus adaptée à l’appariement sur 

l’ARNm au sein du ribosome. Les modifications de la "dangling" base jouent donc un rôle 

important dans la structure de la boucle anticodon, ce qui confère un impact capital lors de la 

lecture des codons de l’ARNm et donc l’efficacité et la fidélité de la traduction.  
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Figure 22 Localisation des nucléotides modifiés sur la boucle AC de l'ARNt. D’après Krutyhołowa et al., 2019.   

Beaucoup de modifications se trouvent généralement aux positions 34 et 37 des ARNt 

(figure 22). De plus, les modifications retrouvées sur les nucléotides de la boucle AC sont 

souvent dépendantes les unes des autres. Parmi les exemples récents de ces circuits de 

modifications, la formation de wybutosine (yW) sur m1G37 de ARNtPhe, chez 

Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae et Homo sapiens, est grandement 

stimulée par la présence du 2’-O-methylribose des positions C32 (Cm) et G34 (Gm) (Guy et al., 

2012; Guy et Phizicky, 2015; Guy et al., 2015); la 3-methycytidine (m3C) en position 32 est 

fortement stimulée par la formation antérieure i6A37 chez Schizosaccharomyces pombe et 

Saccharomyces cerevisiae (Arimbasseri et al., 2016), ou par t6A37 (Han et Phizicky, 2018) ; alors 

que la modification 5-methycytidine (m5C) à la position C38 chez Schizosaccharomyces pombe 

est stimulée par la formation antérieure que la queuosine (Q) au résidu 34 (Boschi-Muller et 

Motorin, 2013). Pour finir, chez les procaryotes, la modification k2C semble possible si la 

modification t6A est déjà présente (Agris, 2004; Grosjean et Björk, 2004; Sonawane et 

Sambhare, 2015).  

2.5.2. Défauts de modifications reliées à des maladies génétiques.  

L’importance de certaines modifications post-transcriptionnelles des ARNt s’illustre 

également dans certains exemples de maladies génétiques. 
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Il a été vu précédemment que l’acquisition de ces nucléotides modifiées est 

maintenant reconnue pour stabiliser et réguler le repliement tridimensionnel, d’une part, et 

affiner la reconnaissance et la lecture des 61 codons du code génétique, afin de synthétiser 

de façon fidèle les protéines, d’autre part. Selon leur complexité, ces modifications sont 

synthétisées par une ou plusieurs enzymes et peuvent être influencées par des modifications 

antérieures à d’autres positions sur l’ARNt (circuit des modifications). L’étude des enzymes de 

modifications a mis en évidence un lien direct entre le phénotype des organismes (voire des 

pathologies chez l’Homme) et les modifications de l’ARNt. En voici quelques exemples.  

Les méthyl-transférases FtsJ (chez l’Homme) et Trm7 (chez Saccharomyces cerevisiae) 

induisent la méthylation de la base 32 et 34 des ARNtLeu, ARNtPhe, ARNtTrp . Des mutations dans 

les gènes codant FtsJ/Trm7 ont été reliées à des retards mentaux chez l’Homme et à des 

défauts sévères de croissance chez la levure (Towns et Begley, 2012) 

Le gène NOP2/SUN code une méthyltransférase qui catalyse la méthylation sur la 

position 34 des ARNtLeu mais également aux positions 48, 49 et 50 d’autres ARNt (Brzezicha et 

al., 2006). Des mutations dans ce gène induisent chez l’Homme un syndrome autosomique 

récessif entrainant des difficultés intellectuelles.  

D’autres gènes codant pour les enzymes de modifications sont reliés à l’apparition de 

cancers : la surexpression de TRM12, qui catalyse la formation de la wybutosine sur la position 

37 des ARNtPhe, est observée dans les cellules cancéreuses du sein (Frye et al., 2016).  

Pour finir, un défaut de la modification ms2t6A sur la base 37 des ARNtLys induit une 

synthèse anormale de la proinsuline. Ce dernier exemple relie les modifications aux 

pathologies de diabète de type II (Wei et Tomizawa, 2012). 

Ainsi, les modifications des ARNt présentent un rôle central dans le développement 

cellulaire des organismes (Torres et al., 2014). Il semblerait que les défauts de modifications 

soient corrélés à l’altération de l’efficacité et de la fidélité de la traduction qui induit une 

mauvaise synthèse ou un mauvais repliement des protéines synthétisées (Sokołowski et al., 

2018).  
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3. La modification t6A 

3.1. La découverte d’un groupement supplémentaire sur la base 37  

A partir des années 1960, la caractérisation de groupements chimiques sur les ARN s’est 

accentuée fortement. Le premier groupement thréonine sur une adénosine des ARNt 

d’Escherichia coli, de Saccharomyces cerevisiae et des tissus mammifères (foie de veau), est 

isolé par Chheda en 1969 (Chheda et al., 1969).  Il a été montré depuis que la caractérisation 

de ce dérivé d’adénosine par Résonance Magnétique Nucléaire notamment, résulte en l’ajout 

d’un groupement thréonyle qui est lié par sa fonction amine via un groupement carbamoyle, 

à l’azote en position 6 (N6) de l’adénosine 37 (A37) (figure 23). (Schweizer et al., 1969 ; 

Takemura et al., 1969).  

 

Figure 23 Structure chimique de la modification t6A sur l’adénosine 37. Une réaction de 
thréonylcarbamoylation est catalysée sur la position N6 de l’adénine. En orange est représenté le groupement 
thréonine et en gris le carbonyle. 

 

Après la découverte du monde des archées, le nucléotide modifié est retrouvé 

également sur l’ARNtMet de Thermoplasma acidophilus (Kilpatrick et Walker, 1981) puis sur 

certains ARNt décodant les codons ANN au sein de tous les archées (Edmonds et al., 1991), 

généralisant cette modification aux eucaryotes, procaryotes et archées. La conservation de 

cette modification est donc l’objet de nombreuses études. L’évolution des techniques de 

séquençage et la mise en place des banques de données (Sprinzl et Vassilenko, 2005; Sprinzl 

et al., 1998) permettent de compléter la répartition des modifications sur les ARNt au sein des 

domaines du vivant. Le nucléotide modifié t6A est alors retrouvé au sein de toutes les espèces, 

y compris les mitochondries et chez les organismes aux génomes réduits, tels que les 
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Mycoplasmes sur certains ARNt décodant exclusivement les codons ANN (Grosjean et al., 

1995). Ce caractère universel indique l’importance de cette modification pour la vie des 

organismes. 

Afin d’identifier la modification t6A, des substrats ARN radiomarqués sont injectés dans 

l’ovocyte de xénope. Les ARNt radiomarqués sont ensuite purifiés avant d’être digérés en 

nucléosides et leur contenu analysé. Cette approche permet de suivre la cinétique des 

réactions de synthèse de t6A sans connaître les enzymes qui en sont responsables (Grosjean 

et al., 1987). Différents ARNt de Saccharomyces cerevisiae ont été injectés. Au final, le 

structure en forme de L de l’ARNt et la maturation des extrémités 5’ et 3 sont nécessaires à la 

thréonylcarbamoylation de l’adénosine A37 (Morin et al., 1998). Ces études suggèrent que, 

pour que cette modification ait lieu, l’ARNt n’accepte que de légères perturbations de sa 

structure tridimensionnelle et que la machine de biosynthèse t6A est sensible aux étapes de 

maturation de l’ARNt. Également, une uridine en position 36 est absolument nécessaire pour 

la formation de la modification t6A, et une adénosine en position 38 la facilite (Morin et al., 

1998), suggérant que cette modification soit dépendante de la séquence des bases 

nucléotidiques qui l’encadrent. 

3.2. Impacts structuraux de la modification t6A  

 

La structure de l’ARNtPhe de Saccharomyces cerevisiae possédant le nucléotide modifié t6A 

montre que la base 37 modifiée ne peut plus former de liaisons hydrogènes du type Watson-

Crick avec d’autres bases de la boucle AC (Parthasarathy et al., 1978; 1974). L’ajout du 

groupement thréonyl-carbamoyle confère donc des propriétés physico-chimiques 

particulières à l’ARNt (figure 24).  
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Figure 24 Structure de l’ARNtLys
UUU (dont les nucléotides sont en verts) apparié à l’ARNm AAAA (dont les 

nucléotides sont en jaune) au sein du ribosome (code PDB 1XMQ), l’encadré à droite est un zoom sur 
l’appariement codon-anticodon. Le t6A colorié en rouge est planaire à l’anneau de l’adénine et son orientation 
à l’extérieur de la boucle AC est stabilisé par une liaison hydrogène entre les atomes N11 et N1. Cet 
encombrement stérique empêche une interaction potentielle entre l’atome N1 de l’adénosine 37 modifiée et 
l’atome N6 de l’uridine 33. 

 

En effet, la base modifiée s'oriente vers l'extérieur de la boucle AC (Parthasarathy et al., 1974). 

La structure de l’ARNtLys
UUU (code PDB 1XMQ) au sein de la sous-unité 30S du ribosome montre 

qu’une liaison hydrogène entre les atomes N11 et N1 se forme et empêche les deux azotes N6 

et N1 de l’adénine de s’apparier avec d’autres nucléotides ; ceci prévient donc l’appariement 

intra-boucle entre l’adénosine 37 et l’uridine 33 (figure 24 A) (Stuart et al., 2000; Yarian et al., 

2002; Agris et al., 2007). L’incapacité de former des liaisons hydrogènes stabilise la boucle AC 

en conformation ouverte, assurant la formation du motif " U-turn " canonique, favorable pour 

la liaison au codon de l’ARNm (Lescrinier et al., 2006). Cette conformation favorise également 

l’effet d’empilement de l’adénine modifiée avec l’adénine 38 et la première base du codon A1 

(Sonawane et Sambhare, 2015). L’encombrement stérique apporté par le groupement 

hydrophobe thréonyl-carbamoyle protège l’appariement A1-U36 énergétiquement faible de 

l’hydrolyse (car seulement deux liaisons hydrogènes stabilisent cette paire de base) (Freier et 

Tinoco, 1975; Högenauer et al., 1972; Weissenbach et Grosjean, 1981). t6A induit un 

réarrangement de la boucle anticodon et contribue à un meilleur empilement de l’anticodon 

avec le codon (Murphy et al., 2004). De plus, il a été reporté que l’ARNtLys
UUU non modifié peut 

reconnaître non seulement les codons lysines AAA et AAG, mais également les codons AAC et 
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AAU, ce qui engendrait la mauvaise lecture de ces codons asparagines. La combinaison des 

modifications de la base 37 et de la base wobble (t6A37 + s2U34 ou mnm5U34) sur l’ARNtLys
UUU 

permet la reconnaissance spécifique des codons AAA et AAG et empêche celle des codons 

AAC et AAU. De façon intéressante, il est à noter aussi que si l’ARNtLys
UUU présente seulement 

une des deux modifications citées précédemment, seul le codon AAA est reconnu (Yarian et 

al., 2002; Murphy et al., 2004) (figure 25). Ceci est encore un exemple de coopérativité entre 

deux modifications : la modification t6A " communique " avec la base 34 pour affiner la 

reconnaissance des codons.  

 

Figure 25 Effet de l’association du t6A37 et mnm5U34. L’ARNtLys
UUU modifié reconnait (représenté si dessus) le 

codon AAG de l’ARNm. Le nucléotide mnm5U34modifié forme 3 liaisons hydrogènes avec G3.  D’après Murphy 

et al., 2004. 

 

3.3. Variations autour de la modification t6A. 

Il existe également des variants de la modification t6A (figure 26), tel que l’ajout d’un 

groupement glycine (g6A) qui est retrouvé sur quelques ARNt au sein des levures (Schweizer 

et al., 1969). Un groupement isopentenyl sur l’amine N6 de l’adénosine 37 (i6A) est présent 

chez les eucaryotes et les procaryotes sur les ARNtSer (Kline et al., 1969). Un dernier variant est 

le hn6A37, une hydroxynorvaline, trouvé chez certaines bactéries et archées thermophiles 

(Reddy et al., 1992). 
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Figure 26 Représentation chimique du nucléotide modifié t6A, de ses dérivées et de ses variants. Les flèches 
indiquent les nucléotides modifiés qui découlent du t6A, c’est-à-dire qu'une seconde catalyse se réalise sur la 
modification t6A (m6t6A, ms2t6A, ct6A), l’absence de flèches indiquent les nucléotides modifiés qui varient du 
nucléotides t6A (hn6A, g6A, i6A).  

Enfin, de nombreuses modifications découlent de la modification t6A (figure 26). MtaB 

et SAM, deux enzymes de modification, catalysent la méthylation et la thiolation de 

l’adénosine 37 sur le carbone 2, présentant au préalable la modification t6A chez les 

procaryotes et les eucaryotes, formant ainsi le nucléotide ms2t6A (Arragain et al., 2010). Chez 

la levure, les plantes et certaines bactéries, une enzyme conservée CdsL (appartenant au 

cluster COG1179) est responsable de la cyclisation du t6A. Ainsi, le nucléotide ct6A est un ester 

cyclique avec un anneau d’oxazolone formé par déshydratation du carboxylate de la thréonine 

qui peut former alors une liaison avec le carbonyle. Cette modification peut être hydrolysée 

et reconvertie en t6A (Miyauchi et al., 2013). Enfin, sur certains ARNt, le nucléotide modifié 

t6A peut subir une méthylation, formant ainsi, le mt6A (Parthasarathy et al., 1978; Sprinzl et 

al., 1998) (figure 26).   

3.3.1. Mécanisme de la modification i6A, un variant du nucléotide t6A.  

Parmi ces modifications, les mécanismes des réactions sont plus ou moins élucidés. La 

caractérisation du mécanisme catalytique aboutissant à l’isopentenylation (i6A) est la plus 

achevée. En effet, i6A est une des premières modifications découvertes sur les ARNtSer
GCA au 

sein des eucaryotes et des procaryotes (Bartz et al., 1970; Kline et al., 1969). Les eucaryotes 

utilisent une enzyme nommée Mod5, tandis que les procaryotes utilisent l’enzyme MiaA pour 



 

 

46 
 

catalyser l’isopentenylation (Dihanich et al., 1987 ; Najarian et al., 1987 ; Golvko et al., 2000). 

Ces isopentyl transférases interagissent avec la boucle AC et la déforment. Même si la 

structure en forme de L de l’ARNt est essentielle à l’interaction enzyme-substrat, ce sont 

surtout des purines et des pyrimidines retrouvées aux positions 29-30 et 40-41, 

respectivement, qui déterminent la reconnaissance de l’ARNt substrat par l’enzyme (Motorin 

et al., 1997). Les bases U33, G34, C35 et A37 exposées à l’extérieur de la boucle AC rendent l’azote 

N6 de l’A37 accessible au site catalytique des enzymes. L’azote N6, déprotoné par l’aspartate 

46 de Mod5, attaque le substrat Δ2-isopentenylpyrophosphate (DMAPP), libérant un 

groupement pyrophosphate. Cet intermédiaire est synthétisé à partir de l’isopranoide et d’un 

noyau stérol (Pierrel et al., 2002; Zhou et Huang, 2008) (figure 27).  

 

Figure 27 Synthèse de la modification N6-isopentenyl sur l’adénosine 37 de l’ARNtSer
UGA Mod5 chez les 

eucaryotes et MiaA chez les procaryotes en présence du DMAPP. D’après Zhou and Huang, 2008 

La présence de la modification i6A sur l’ARNtSer
UGA permet de reconnaitre les codons UCU 

et UCC et en favorise donc la fidélité de lecture (Schweizer et al., 2017). Les ARNt, présentant 

la modification i6A, peuvent être à leur tour substrat des enzymes aboutissants à la 

modification m2i6A (Gefter, 1969).  

En raison de leur position en 3’ de l’anticodon, les modifications du nucléotides 37 font 

l’objet d’études afin de comprendre non seulement leur rôle au niveau de l’ARNt mais aussi 

d’en élucider le mécanisme catalytique. Malgré les efforts des 40 dernières années, portant 

sur la compréhension des mécanismes enzymatiques des modifications retrouvées sur les 

ARNt, les connaissances concernant les mécanismes catalytiques des modifications restent 

très limitées. Leurs caractérisations complètes sont indispensables pour la recherche 

fondamentale et pour le développement de nouvelles molécules à visées thérapeutiques.  
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Nous verrons dans les paragraphes suivants que l’identification des enzymes t6A synthases 

fut l’objet de nombreuses années de recherche et que la caractérisation du mécanisme de la 

catalyse de la modification t6A est toujours en cours.  

4. Les enzymes de modification t6A. 

4.1. La génomique comparative. 

La génomique comparative permet d’identifier des familles de gènes conservées au 

sein des espèces constituant les trois domaines du vivant. Les gènes conservés dans tous les 

organismes et de fonction inconnue sont une cible d’étude attractive, du fait de leur stricte 

conservation au cours de l’évolution (Koonin, 2005). Au début des années 2000, l’analyse des 

phénotypes des organismes à partir des constructions "knockout" (KO) de certains de leurs 

gènes a permis de mettre en évidence des familles de protéines essentielles à la survie de ces 

organismes et s’il s’avère que ces gènes sont aussi largement conservés dans les trois 

domaines du vivant alors le rôle crucial que jouent les protéines codées par ces gènes peut 

être confirmé. Parmi ces familles de protéines essentielles et conservées, les familles YrdC et 

Kae1 sont identifiées (Galperin, 2004; Koonin, 2005).  

Les protéines appartenant à la famille YrdC forment un cluster de protéines 

orthologues : COG009 (figure 28) (Tatusov et al., 2000). Dans certains organismes, la protéine 

YrdC est fusionnée à un domaine supplémentaire de 120 acides aminés. Cette version plus 

longue est nommée Sua5 car identifiée préalablement chez Saccharomyces cerevisiae. Sua5 

de Saccharomyces cerevisiae fait partie de la large famille des protéines Sua (pour suppressor 

of upstream ATG) et son rôle est attribué à la régulation des défauts d’initiation de la 

traduction (Hampsey et al., 1991; Na et al., 1992). Chez les eucaryotes, la famille de protéine 

YrdC/Sua5 est présente à la fois dans le cytoplasme et dans la mitochondrie dont la version 

mitochondriale posséde un peptide d’adressage spécifique issu d’une initiation alternative de 

la traduction (Thiaville et al., 2014). Chez les procaryotes, une nouvelle nomenclature 

différencie la version à un domaine de celle à deux domaines : TsaC1 et TsaC2, respectivement 

(Thiaville et al., 2014). Il est important de noter que la répartition de la forme courte ou longue 

au sein des organismes n’est pas encore comprise. 
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Figure 28 Distribution des protéines YrdC/Sua5 ou TsaC1/TsaC2 selon les trois domaines du vivant. Les protéines 
YrdC ou TsaC1 sont représentées par des rectangles roses. Les protéines possédant le domaine supplémentaire 
Sua5 ou TsaC2 sont représentées par un cercle vert supplémentaire. Selon Adeline Pichard-Kostuch, thèse de 
doctorat, Université Paris-Saclay, 2017.  
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Figure 29 Phylogénie de la famille Kae1/TsaD/Qri7 COG0533. Un échantillon de 100 séquences issues d’espèces 
représentatives est montré. Les séquences d’archées sont en rouge, les séquences de bactéries en bleu et 
celles d’eucaryotes en vert. Les séquences des eucaryotes intercalées parmi les séquences bactériennes 
correspondent à celles de Qri7, l’orthologue mitochondrial. Selon Ludovic Perrochia, thèse de doctorat, 
Université Paris-Saclay, 2014. 
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Les protéines appartenant à la famille Kae1 sont conservées au sein des trois règnes 

du vivant et forment également un cluster de protéines orthologues : COG0533 (figure 29). 

Les organismes eucaryotes possèdent deux formes homologues de cette famille : Kae1 et Qri7 

(Arigoni et al., 1998). Qri7 est localisé au niveau des mitochondries (Huth et al., 2003) et Kae1 

au niveau du cytoplasme (Hecker et al., 2007). Chez l’Homme, l’homologue cytoplasmique de 

Kae1 est nommé OSGEP (pour O-sialoglycoendopetidase protein) (Seki et al., 2002). 

Contrairement aux eucaryotes, les organismes bactériens et archées possèdent une seule 

forme nommée TsaD.  

4.2. La modification t6A est une réaction nécessitant deux étapes catalytiques 

effectuées par les protéines des familles YrdC/Sua5 et Kae1/TsaD/Qri7.  

Les substrats indispensables à la synthèse de la modification t6A sont l’ATP, la L-thréonine, le 

bicarbonate et le magnésium (Körner et Söll, 1974; Elkins et Keller, 1974). Lors de la catalyse 

aboutissant à la modification t6A, un intermédiaire a été isolé. Des expériences d’HPLC ont mis 

en évidence que cet intermédiaire (de formule moléculaire C15H21NO6) était le L-thréonyl-

carbamoyle-AMP (TC-AMP). L'existence de cet intermédiaire est une preuve que la 

modification t6A se déroule en deux étapes catalytiques prédites dès les années 1990 (Garcia 

et Goodenough-Lashua, 1998). Deux réactions distinctes dépendantes de l'ATP se produisent 

au cours de la synthèse de la modification t6A et sont effectuées par les protéines de la famille 

YrdC/Sua5 et Kae1/TsaD/Qri7 (El Yacoubi et al., 2011; Lauhon, 2012; Perrochia et al., 2013).   

Au cours de ces dernières années, de nombreuses expériences ont permis d’affiner le rôle 

de ces protéines dans la voie de biosynthèse t6A.  

Chez Saccharomyces cerevisiae, la fraction d’ARNt isolée à partir de souches mutantes 

ΔSua5 ne présente pas la modification t6A. Aussi le mutant ΔKae1 diminue drastiquement la 

production de la modification t6A alors que le double mutant ΔKae1 - ΔQri7 abolit totalement 

la synthèse de la modification t6A (Srinivasan et al., 2011). Par ailleurs, dans des mutants 

ΔKae1 la délétion de la séquence d’adressage aux mitochondries de Qri7 permet de rétablir la 

production t6A (El Yacoubi et al., 2011).  

Dans les bactéries, il a été mis en évidence que les mutants ΔTsaC et ΔTsaD conduisent à 

l’abolition totale de la modification t6A sur les ARNtThr et ARNtLys (El Yacoubi et al., 2009; 
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Deutsch et al., 2012; Srinivasan et al., 2011; Lei et al., 2012). Chez Escherichia coli, TsaC seule 

ne conduit pas à la synthèse de la modification t6A des ARNt (Deutsch et al., 2012).  

Dans la même année, Charles T. Lauhon montre par spectrométrie de masse et résonance 

magnétique nucléaire que la famille YrdC/Sua5 n’est pas responsable du transfert du 

groupement thréonyl-carbamoyle sur les ARNt substrats mais de la formation de 

l’intermédiaire TC-AMP (Lauhon, 2012). Ce résultat est confirmé plus tard par l'équipe de 

Biologie Cellulaire des Archées (I2BC) qui montre que Sua5 de Pyrococcus abyssi catalyse en 

présence de tous les substrats (ATP, L-thréonine, bicarbonate) l'hydrolyse de l'ATP en AMP 

(Perrochia et al., 2013).   

La première réaction aboutissant à la formation de l’intermédiaire TC-AMP est ainsi 

catalysée par les enzymes de la famille YrdC/Sua5 (TsaC1/TsaC2) (figure 30 A) et la 

thréonylcarbamoylation de l’adénosine 37 des ARNt substrats est réalisée par les enzymes de 

la famille Kae1/TsaD/Qri7 (figure 30 B) 

 

Figure 30 Voie de biosynthèse de la modification t6A. A : La première étape qui catalyse la formation du TC-
AMP en présence de la L-thréonine, de l’ATP et du bicarbonate est assurée par les enzymes de la famille 
YrdC/Sua5 (TsaC1/TsaC2 chez les procaryotes). B : Les enzymes de la famille Kae1/TsaD/Qri7 transfert le 
groupement thréonyl-carbamoyle sur les ARNt substrats et peuvent nécessiter la consommation d’ATP.  

 

Il a été montré aussi que le TC-AMP, très labile, se dégrade en quantité équimolaire en 

L-thréonine et en oxazolidinone (Lauhon, 2012). D’autres composés de dégradation sont 

identifiés tels que l’isocyanate et le N-carboxyanhydride (figure 31).  
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Figure 31 Le TC-AMP (1) se dégrade en AMP et en quantité équimolaire de L-thréonine (5) et d’oxazolidinone 
(2). D’autres composés intermédiaires sont identifiés ; l’isocyanate (3) et le N-carboxyanhydride (4). D’après 
Lauhon, 2012.  

La réaction chimique de formation du TC-AMP se déroule en deux étapes. L’acide 

aminé L-thréonine doit être déprotoné sur sa fonction ammonium pour attaquer le CO2, 

résultant en un anion carbamate. L’ion carbamate attaque le phosphate α de l’ATP pour 

former le TC-AMP (Lauhon, 2012).  

 

4.3. Structure des enzymes t6A synthases. 

4.3.1. Structure tridimensionnelle des protéines composants la famille YrdC/Sua5 

ou TsaC1/TsaC2.   

La structure cristallographique de la protéine TsaC1 d'Escherichia coli (code PDB 1HRU) montre 

qu’elle se replie en une structure compacte α/β composée de 7 hélices α et 7 brins β parallèles 

et antiparallèles (figure 32 B). L’enzyme présente une large cavité positive, pouvant constituer 

une zone d’interaction avec les acides nucléiques (Teplova et al., 2000). La structure de la 

protéine Sua5 de Sulfolobus tokodaii (Agari et al., 2008) met en évidence, tout comme son 

homologue bactérien TsaC2, un domaine N-terminal nommé "domaine YrdC" pourvu d’une 

cavité électropositive, relié par un peptide linker au domaine supplémentaire C-terminal, 

nommé " domaine Sua5 ". Au sein de la cavité, une molécule d’AMP est fixée par un motif de 

4 acides aminés (K/RxR-SxN). Ce motif est conservé chez tous les orthologues de cette famille 

(Teplova et al., 2000) (figure 32 A).  Plus récemment, une nouvelle structure a été obtenue, 

avec au sein de la cavité du domaine YrdC une molécule de TC-AMP (code PDB 4E1B). Le 

domaine Sua5, quant à lui, montre une similitude structurale avec certaines GTPases et 

adopte un pli du type "Rossmann fold" mais dépourvu de résidus impliqués dans la liaison 
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avec des nucléotides (Agari et al., 2008). Enfin, la structure de Sua5 de Pyrococcus abyssi en 

présence de bicarbonate et de L-thréonine (code PDB 6F89) ou avec une molécule de 

pyrophosphate (code PDB 6F8Y) dans le site actif a permis d’observer le peptide linker entre 

les deux domaines YrdC et Sua5. Ce peptide se replie en épingle à cheveux et entre dans le 

site actif du domaine TsaC.  

  

 

Figure 32 Structure des enzymes de la famille YrdC/TsaC/Sua5. A. Répartition et nomenclature des différents 
domaines YrdC/ TsaC1 (en violet) et Sua/TsaC2 (en noir). Le motif K/RxR-SxN est conservé au sein du domaine 
YrdC. B. Superposition des domaines TsaC1  (magenta) de Escherichia coli (code PDB 1HRU) et du domaine YrdC 
(rose)  de la protéine Sua5 de Sulfurisphaera tokodaii (code PDB 4E1B). Le domaine Sua5 est localisé à l’entrée 
du site actif du domaine YrdC. L’intermédiaire TC-AMP (en vert) est dans le site actif du domaine YrdC de la 
protéine Sua5 de Sulfurisphaera tokodaii. 

 

Cette conformation pourrait jouer le rôle de "couvercle" fermant le site actif afin de créer 

des conditions favorables à la réaction enzymatique (Pichard-Kostuch et al., 2018). Les 

homologues YrdC/TsaC1, qui ne possèdent ni de domaine Sua5 ni de peptide linker, présente 

une queue C-terminale flexible qui pourrait fermer le site actif (Teplova et al., 2000). Ces 

structures mettent en lumière que malgré une répartition aléatoire des protéines YrdC/TsaC1 

ou Sua5/TsaC2 au sein des organismes, le domaine YrdC présente un site actif qui interagit 

B 

A 
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avec la L-thréonine et les nucléotides (figure 32 B). Il faut noter que le rôle du domaine Sua5 

reste à élucider.  

 Bien que la plupart des organismes ne présentent qu’une version de YrdC/Sua5 ou 

TsaC1/TsaC2, certains organismes possèdent un autre membre de cette famille : la protéine 

YciO identifiée chez Escherichia coli. La structure de cette protéine (Jia et al., 2002) montre 

une analogie structurale avec TsaC, mais il existe des différences notables au niveau du site 

actif : en effet, la tétrade KRSN impliquée dans la fixation du nucléotide chez TsaC1/TsaC2 est 

absente. Des expériences de complémentation génétique ont montré que ce paralogue ne 

semble pas remplir la même fonction que TsaC et représenterait une famille de protéines au 

rôle différent (El Yacoubi et al., 2009; Gerdes et al., 2011). 

4.3.2. La structure tridimensionnelle des membres de la famille Kae1/TsaD/Qri7.  

La première structure de Kae1 issu de Pyroccocus abyssi est résolue en 2007 (Hecker et al., 

2007). La protéine Kae1 est composée de deux domaines similaires, contenant cinq brins β 

antiparallèles encadrés par trois hélices α. Les deux domaines englobent une cavité qui forme 

le site actif de l’enzyme. Un métal de fer (Fe2+) est coordonné par un motif de chaines latérales 

que l’on retrouve chez les métalloprotéases. En effet, l’ion ferreux est stabilisé par les azotes 

N2 des deux histidines H107 et H111 et par le carboxylate du résidu D285, conservés chez tous les 

homologues de cette famille de protéine. De plus, une liaison hydrogène est détectée entre 

le groupement OH de la tyrosine 137 et l’ion Fe2+. Cette tyrosine est conservée uniquement 

chez les orthologues eucaryotes et archées, absente chez les orthologues procaryotes. Lors de 

la fixation d’un analogue non hydrolysable de nucléotide comme l’AMPPNP, le phosphate γ 

participe également à la coordination du métal (Hecker et al., 2007 ; 2008). 
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Figure 33 Structure tridimensionnelle de TsaD de la bactérie Salmonella thyphirurium (code PDB 3ZEU). TsaD 
est organisée en deux domaines : le domaine N-terminal (en rouge) et le domaine C-terminal (en rose) reliés 
par une hélice linker en violet. Le polypeptide flexible (mentionné dans le § 3.4.2.) est indiqué et se referme 
sur le site actif. L’ATPγS est représenté dans le site actif en jaune. Un ion Zn2+ (en gris) est fixé dans le site actif 
et coordonné par les résidus du motif HxxH et CDN, représenté en sticks. Un second ion Mg2+ (en vert) est 
également fixé dans le site actif, coordonné par les résidus S, C, D, E et T représentés en stick.  

 

La structure de TsaD de Salmonella thyphirumium (Nichols et al., 2013) met en 

évidence une architecture très similaire à celle de Kae1. TsaD et Kae1 se superposent avec une 

déviation (RMSD) de 1,61 Å (Z score = 16.1 sur 313 Cα ; identité de séquence = 34.1 %) (Nichols 

et al., 2013). La protéine est organisée également en deux domaines colorés en rouge et rose 

respectivement sur la figure 33. Le domaine N-terminal est constitué de cinq brins β 

antiparallèles et de trois hélices α externes. Le domaine C-terminal présente une topologie 

identique, pourvu de deux hélices α4 et α6 supplémentaires. Une hélice est présente entre les 

deux domaines, servant de "linker". Pour finir, une hélice α et un peptide flexible sont localisés 

à l’extrémité C-terminale de TsaD, au-dessus de la cavité située entre les deux domaines 

(figure 33). Cette cavité présente les résidus conservés comme le motif HxxH. Selon la 

condition de cristallisation, deux ligands et deux métaux ont pu être modélisés dans la cavité : 

une molécule d’ATPγS et de zinc et une molécule d’AMP et de cadmium (respectivement code 

PDB 3ZEU et 3ZET) (Nichols et al., 2013). Les métaux sont coordonnés par les acides aminés 

H111, H115, D300 ainsi que par l’oxygène O’3 du phosphate α de l’AMP. L’O1 du phosphate α de 

l’AMP forme une liaison hydrogène avec la S270. Les O2’ et O3’ du ribose forment des liaisons 

hydrogènes avec l’A167 et l’atome N1 de l’adénine forme une liaison hydrogène avec 
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l’asparagine N272. La fixation de l’ATPγS et de son métal Zn2+ correspondant est similaire à celle 

de l’AMP et du Cd2+, excepté que l’O1 du phosphate α forme une liaison hydrogène avec le 

métal et l’H139 coordonne l’O3 du phosphate γ. Pour finir un magnésium (présent dans la 

condition de cristallisation) est positionné au site nucléotidique auquel il est indirectement lié 

par des molécules d’eau au glutamate E12 en présence de ATPγS. Le mutant E12A fixe toujours 

l’ATP mais perds la capacité à fixer l’ion Mg2+ (code PDB 4WQA) supprimant l’activité de la 

modification t6A sur les ARNt substrats (Zhang et al., 2015).  

4.4. Similitude avec les enzymes de carbamoylation HypF et TobZ.  

Ces familles de protéines YrdC et Kae1 sont orthologues aux domaines de HypF et TobZ. Même 

si l’ordre des domaines diffère au sein de TobZ et HypF (figure 34) (El Yacoubi et al., 2009; 

2012) ces protéines supportent une réaction de carbamoylation. Ainsi, l'analogie structurale 

avec les domaines des protéines HypF et TobZ a permis d'affiner la compréhension du 

mécanisme de la modification t6A catalysée par les enzymes YrdC/Sua5 et 

Kae1/OSGEP/TsaD/Qri7. 

HypF transfert le groupement carbamoyle à partir d’un intermédiaire carbamoyle-

adénylate Ca-AMP sur la cystéine de l’hydrogénase HypE, la cystéine carbamoylée participe à 

Figure 34 Structure tridimensionnelle des deux enzymes de carbamoylation : HypF de Caldanaerobacter subterraneus 

subsp. tengcongensis MB4  et TobZ de Streptoalloteichus tenebrarius. A : HypF possède 4 domaines, chacun représenté 

par une couleur (code PDB 3VTH). Le domaine ACP, en bleu, fixe une molécule de phosphate (en rouge). Le domaine " Zn 

finger " fixe des ions Zn2+ (sphères grises). Le domaine YrdC, en vert, fixe une molécule d’AMPCPP, en orange, dans son 

site actif. Le domaine YrdC hydrolyse le carbamoyl-phosphate et forme le carbamoyl-AMP en présence d’ATP. Le domaine 

Kae1, en magenta, fixe également une molécule d’AMPCPP, en vert, dans son site actif. Ce dernier domaine catalyse la 

carbamoylation de la cystéine de la protéine HypE B : TobZ possède 2 domaines (code PDB 3VER). Le domaine YrdC, en 

vert, fixe une molécule de Ca-AMP dans son site actif. Après diffusion et fixation du Ca-AMP, représenté en stick vert, dans 

le site actif du domaine Kae1 (en magenta), une réaction de carbamoylation est catalysée sur le substrat tobramycine. Cet 

tobramycine carbamoylé constitue l’antibiotique : nébramycine. 
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la fixation du cluster NiFe(CN)2(CO) (Paschos et al., 2002; Blokesch et al., 2004; Petkun et al., 

2011; Shomura et Higuchi, 2012) (figure 34 A). TobZ catalyse la réaction de O-carbamoylation 

de la tobramycine pour former un antibiotique naturel, la nébramycine (Parthier et al., 2012; 

Xiao et al., 2014) (figure 34 B).  

 Bien que ces deux enzymes catalysent une réaction de carbamoylation, leurs 

mécanismes diffèrent. HypF possède 4 domaines différents représentés par des couleurs 

différentes (figure 34 A). Le domaine ACP (en bleu) fixe la molécule carbamoyl-phosphate et 

est suivi d’un domaine en doigt de zinc ("Zn finger") (en gris). Ensemble, le domaine ACP et 

"Zn finger" déphosphorylent le carbamoylphosphate (figure 35 A). Le carbamate est ensuite 

transféré au domaine YrdC, qui hydrolyse l’ATP et forme l’intermédiaire carbamoyl-AMP 

(figure 35 B). Le carbamoyl-AMP est enfin transféré au site actif du domaine Kae1 où est 

catalysé la S-carbamoylation de la cystéine C-terminale de l’hydrogénase HypE (figure 35 C). 

La cystéine carbamoylée participe à la stabilisation du cluster NiFe(CN)2(CO) nécessaire à 

l’activité de HypE (Shomura et Higuchi, 2012).  

 

Figure 35 Réaction de S-carbamoylation de l’enzyme HypF. A. Déphosphorylation du carbamoylphosphate. B. 
Le carbamate en présence d’ATP forme l’intermédiraire carbamoyladénylate (Ca-AMP). C. La cystéine de HypE 
est carbamoylé.  

  En absence des domaines APC et " Zn finger " de la protéine TobZ, le domaine YrdC, en 

vert, déphosphoryle le carbamoyl-phosphate et hydrolyse l’ATP pour former l’intermédiaire 

carbamoyl-AMP (figure 36 A). Le site de fixation du carbamoyl-phosphate de TobZ diffère de 

celui de HypF. En effet, ce site est localisé au sein du domaine YrdC assurant les deux étapes 

intermédiaires aboutissant à la formation du carbamoyl-AMP (figure 36 B). L’intermédiaire 

carbamoyl-AMP est, ensuite, transféré au site actif du domaine Kae1 qui catalyse la O-
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carbamoylation de la molécule tobramycine en nébramycine (figure 36 B) (Parthier et al., 

2012).  

 

Figure 36 Réaction de O-carbamoylation. A. Réaction de déphosphorylation et de hydrolyse de l’ATP qui 
aboutit à la formation de l’intermédiaire Ca-AMP. B. Transfert du groupement carbamoyle sur la fonction 
6’’OH du tobramycine.  

 

 

4.5. La modification t6A chez les procaryotes.  

4.5.1. La biosynthèse de la modification t6A par les protéines TsaC, TsaB, TsaD et 

TsaE.  

Les protéines TsaC et TsaD ne suffisent pas, in vitro, à catalyser seules le transfert du thréonyl-

carbamoyle sur les ARNt substrats (El Yacoubi et al., 2011), suggérant que des protéines 

partenaires sont impliquées dans la réaction. Également, il a été montré que TsaD ne 

complémente pas la modification t6A dans les levures délétées du gène KAE1 (El Yacoubi et 

al., 2011). Ainsi, les protéines partenaires de TsaD ne sont probablement pas présentes au 

sein du domaine eucaryote.  
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Figure 37 Proximité des gènes tsaE, tsaB, tsaC et tsaD de Bacillus subtilis. 

 

Tout comme le gène tsaD, deux autres gènes essentiels à la survie de Escherichia coli 

sont identifiés : tsaB et tsaE (Butland et al., 2005; Gil et al., 2004). De plus, l’étude du contexte 

génomique chez Bacillus substilis a mis en évidence la proximité, au sein d’un opéron, de 

gènes codants TsaC, TsaD, TsaB et TsaE, suggérant une fonction commune (Handford et al., 

2009) (figure 37). L’interaction de TsaB, TsaD et TsaE est confirmée par des expériences de 

"pull-down" (Handford et al., 2009).  

La formation in vitro de la modification t6A chez Escherichia coli a été dosée sur certains 

ARNt non modifiés en présence des protéines de Escherichia coli TsaC, TsaD, TsaB et TsaE, 

utilisant l’incorporation de C14 L-thréonine en présence d’ATP, de bicarbonate et de différents 

ARNt substrats non modifiés : l’ARNtThr, l’ARNtLys, le bras AC de l’ARNtLys d'Escherichia coli et 

également un ARNt de Saccharomyces cerevisiae isolé à partir de souches ΔSua5 pour que 

celui-ci soit dépourvu de nucléotide modifié t6A. Le taux d’incorporation de t6A est maximum 

sur les ARNtThr et ARNtLys d’Escherichia coli. En revanche, aucun nucléotide modifié n’est 

observé en utilisant le bras AC de l’ARNtLys comme substrat (Deutsch et al., 2012). Ce résultat 

concorde avec les expériences de microinjection d’ARNt préalablement transcrits in vitro et 

injectés dans les ovocytes de Xenope, où la structure entière en forme de L des ARNt était 

supposé nécessaire à la biosynthèse de la modification t6A (Morin et al., 1998). Sur les ARNt 

de Saccharomyces cerevisiae, la modification t6A est significativement diminuée (Deutsch et 

al., 2012), suggérant que le substrat d’une autre espèce est moins efficace. 

4.5.1.1.  TsaB est le paralogue tronqué de TsaD. 

TsaB est également conservée au sein des procaryotes et appartient au cluster orthologue : 

COG1214. En plus d’être essentiel pour la survie d’Escherichia coli, le gène tsaB est également 

essentiel aux organismes Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis 

et Francisella novicida (Freiberg et al., 2001).  

La protéine TsaB de Salmonella typhymurium est composée de 231 acides aminés 

contre 337 pour TsaD (Nichols et al., 2006). Les protéines de cette famille sont considérées 
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comme des paralogues des protéines TsaD. La première structure de TsaB de Salmonella 

thyphimurium (code PDB 2GEM et 2GEL) met en évidence un pli du type " HSP70 actine like " 

et, tout comme TsaD, comporte deux domaines (Nichols et al., 2005) (figure 38). 

 

Figure 38 Superposition de la structure de TsaB de Salmonella typhimurium (code PDB 2GEM), en bleu, et de 
la structure de TsaD de Salmonella thyphimurium (code PDB 3ZEU), en rouge. Les domaines N-terminaux sont 
similaires, cependant, les domaines C-terminaux diffèrent. 

 

La superposition de la protéine TsaB sur la protéine TsaD met en évidence une 

similitude structurale (RMSD = 3.2 Å sur 172 Cα, Z-score =6.4, identité de séquence = 17 %) 

(figure 38). Les domaines N-terminaux sont très similaires (RMSD = 1.19 Å sur 85 Cα, Z-score 

= 9, identité de séquence = 28 %), en revanche, les domaines C-terminaux diffèrent fortement. 

En effet ce dernier est tronqué de 100 acides aminés et ne permet pas de former un site actif. 

TsaB ne possède donc ni de site de liaison à l’ATP, ni au métal, ni de motif HxxH ni de site actif 

(Nichols et al., 2013) (figure 38).      
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Figure 39 Oligomérisation du partenaire TsaB. A : Deux molécules de TsaB interagissent via leurs hélices α1 et 
α2 respectives formant un empilement de 4 hélices (4 helix bundle), stabilisés par des interactions 
hydrophobes (interface du type I) B : ou par leurs brins β3 respectifs, formant un long feuillet anti parallèle 
(interface du type II).  

 

Deux formes de dimères sont observées dans certains cristaux de TsaB (Aydin et al., 

2011). La dimérisation de TsaB est confirmée, in vitro, en solution.  La première surface de 

dimérisation (type I) est réalisée entre les domaines N-terminaux, stabilisée par des résidus 

hydrophobes hautement conservés (L40, L47, I74, I78, L82) (figure 39 A) formant un motif "4 helix 

bundle". La seconde interface de dimérisation (type II) est réalisée entre les brins β3 de chaque 

monomère, formant un long feuillet antiparallèle (Aydin et al., 2011; Nichols et al., 2013). 

L’interface de type II a été à ce jour observé uniquement chez TsaB de l’organisme Thermotoga 

maritima (figure 39 B) suggérant une spécificité propre aux organismes hyperthermophiles. 

4.5.1.2. TsaE, une ATPase comme troisième partenaire.  

Le gène tsaE de la bactérie Bacillus subtilis code une petite protéine de 153 acides aminés, 

hautement conservée et unique chez les procaryotes mais absente notamment chez certaines 

espèces de Mollicutes (El Yacoubi et al., 2011; Teplyakov et al., 2002). La première structure 

cristallographique résolue de TsaE d’Haemophilus influenzae montre un repliement α/β 

typique des GTPases possédant un motif P-loop, retrouvé dans de nombreuses protéines qui 

interagissent avec les nucléotides (Teplyakov et al., 2002) (figure 40). 
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Figure 40 Le troisième partenaire TsaE de la machinerie t6A au sein des procaryotes. Structure 
tridimensionnelle de TsaE d’Haemophilus influenzae, une molécule d’ADP et un ion Mg2+ en vert sont liés par 
les résidus de TsaE. Le motif P-loop est représenté en violet. Les acides aminés W109 et E108 sont en sticks, 
ainsi que les acides aminés du motif SPT (code PDB 1HTW). 

 

Le motif P-loop génère une cavité hydrophobe permettant de stabiliser le nucléotide 

(Teplyakov et al., 2002). En effet, la protéine TsaE d’Haemophilus influenzae lie un ADP et un 

Mg2+, les phosphates sont coordonnés par les thréonines T47 et T48, les O2’ et O3’ du ribose 

partagent une liaison hydrogène avec le glutamate E11. Le métal est, quant à lui, coordonné 

par le glutamate E113 et le tryptophane W114 qui sont conservées (figure 40). Les GTPases de 

la même classe, les " petites protéines G ", sont caractérisées par la présence de " switchs " 

moléculaires, des régions proches de la P-loop qui ont la capacité de subir des changements 

conformationnels en réponse à l’hydrolyse du GTP. Malgré la ressemblance structurale avec 

ces GTPases aucun changement conformationnel a été observé pour TsaE en absence ou 

présence d’ATP. En revanche, le motif SPT est conservé dans TsaE.  

De plus, l’activité ATPase de TsaE a été caractérisée in vitro et est dépendante du Mg2+ 

(KM= 38 µM, kcat=0,42 min-1 kcat/KM= 180 s-1.M-1) (Teplyakov et al., 2002).  In vitro, le site de 

liaison au nucléotide a été analysé par l’étude de mutants de TsaE de la bactérie Escherichia 

coli, notamment le mutant E108A qui n’est ni capable de lier l’ADP, ni le Mg2+ (Zhang et al., 

2015)  

Récemment, une étude de TsaE de Bacillus subtilis montre que cette dernière possède 

aussi deux motifs HxD et SPT conservés et retrouvés dans les protéines kinases de type Hanks  

(Hanks et al., 1988; Nguyen et al., 2017). La spectrométrie de masse a permis d’identifier deux 
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résidus S60 et T62 phosphorylés sur le motif SPT de TsaE, montrant sa capacité de phosphoryler 

TsaD chez Bacillus subtilis, in vitro. Le rôle de cette phosphorylation n’est pas encore élucidé.  

4.5.1.3. Le complexe TsaBDE chez les procaryotes.  

    

Figure 41 Propriétés structurales de TsaB-TsaD. A : Structure quaternaire de l’hétérodimère TsaB-TsaD (en bleu 
et rouge brique respectivement). TsaD fixe une molécule d’ADP et de Mg2+ dans son site actif. L’interface de 
dimérisation est stabilisée par des résidus hydrophobes des hélices α1 et α2 de TsaB et des hélices α2 et α4 de 
TsaD, reconstistuant l’agencement en " 4 helix bundle " observé chez l’homodimère TsaB (interface de type I). 
A cette interface, une molécule d’ADP est observée (en stick rose et bleu), les acides aminés qui les stabilisent 
sont représentés en sitcks ci-contre. B : la surface électrostatique de TsaBD, C : la surface du degré 
d’hydrophobie sont représentées (les acides aminés hydrophobes sont représentés en jaune et orange et les 
acides aminés polaires en bleu et vert). 

 

La structure de l’hétérodimère TsaD-TsaB montre que TsaB interagit avec TsaD par leurs 

domaines N-terminaux respectifs formant l’interface de type I observée dans l’homodimère 

TsaB (figure 41 A) reconstituant le motif "4 helix bundle". En solution, des expériences de 

micro calorimétrie mesurent une constante de dissociation (KD) entre les deux sous-unités de 

0,29 μM et une stœchiométrie 1 : 1 entre ces deux sous-unités confirmant leur interaction 

(Nichols et al., 2013; Zhang et al., 2015). Un motif conservé de TsaB (64GPG(S/Y/F)TG(I/L/V)R72) 

et des acides aminés de TsaD permettent la fixation d’une molécule d’ADP à l’interface. Ainsi, 

la structure de TsaD - TsaB de Escherichia coli arbore un second site de liaison aux nucléotides 

(Zhang et al., 2015). Des mutants des acides aminés de TsaB et de TsaD empêchant la fixation 

de cet ADP, n’affectent pas la cohésion de l’hétérodimère TsaB – TsaD (Zhang et al., 2015). 

L’hétérodimère TsaBD arbore une surface électrostatique majoritairement positive (figure 41 
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B) et apolaire (figure 41 C) suggérant qu'elle pourrait être une surface d’interaction pour 

l’ARNt substrat. 

In vitro, il a été montré que l’activité ATPase de TsaE est nécessaire pour que les 

enzymes catalysent la modification t6A (Zhang et al., 2015). Des analyses de retard sur gel en 

condition native ont montré que le mutant E108A, qui empêche l’activité ATPase de TsaE ne 

pouvait plus interagir avec TsaBD, suggérant que la fixation du nucléotide stabilise la 

formation du complexe hétérotrimérique. En absence de TsaE ou en présence du mutant E108A 

TsaE l’activité t6A est réduite de plus de 60%  et un seul cycle catalytique de modification t6A 

est réalisée et l’activité ATPase de TsaE permet plusieurs cycles de modification t6A (Luthra et 

al., 2018; Zhang et al., 2015).  

Aucune structure quaternaire du complexe TsaBDE n’a été résolue permettant de 

comprendre la stabilité et l’assemblage de ce complexe. Malgré de nombreuses données 

biochimiques concernant le mécanisme de la catalyse de la modification t6A, la résolution de 

la structure quaternaire du complexe TsaBDE est nécessaire pour mieux comprendre le rôle 

de la sous-unité TsaE.  

 

4.6. La modification t6A chez les archées et les eucaryotes. 

4.6.1. Découverte du complexe KEOPS. 

Lors d’une étude génomique fonctionnelle de Saccharomyces cerevisiae conduite dans le but 

d’isoler de nouveaux gènes impliqués dans l’homéostasie des télomères, des partenaires de 

Kae1 ont été identifiés : Cgi121, Bud32 et Gon7 (yGon7) (Downey et al., 2006). A la même 

époque, il a été montré que ces 3 protéines et une petite protéine nommée Pcc1 sont 

impliqués dans la transcription de gènes essentiels (Kisseleva-Romanova et al., 2006). Ces 

protéines interagissent et forment un complexe nommé KEOPS (Kinase Endopeptidase et 

Other Proteins of small Size) ou EKC (Endopeptidase-like Kinase Chromatin-associated) 

(Kisseleva-Romanova et al., 2006) (figure 42). A l’exception de yGon7, unique chez les 

champignons, les protéines qui interagissent avec la protéine universelle Kae1 sont 

conservées chez les eucaryotes et les archées (indiquées par une étoile noire sur la figure 42). 
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Figure 42 Réseau d’interaction de Kae1 chez Saccharomyces cerevisiae. Les protéines conservées dans les 

domaines des archées et des eucaryotes sont annotées par une étoile noire.  

 

4.6.2. Les partenaires de Kae1 dans le complexe KEOPS. 

4.6.2.1. La protéine Bud32, une kinase atypique.  

Chez certaines archées, comme la Methanocaldococcus jannashii, le gène kae1 est 

fusionné au gène bud32 confirmant une fonction commune (Hunter et al., 1997 ; Koonin et 

al., 1998 ; Marcotte et al., 1999 ; Lopraeito et al., 2004 ; Naor et al., 2012). La résolution de la 

structure de la protéine de fusion de Methanocaldococcus janaaschii a révélé la première 

structure de Bud32 et celle-ci est similaire à celles des protéines de la famille des kinases du 

type RIO2 (Hecker et al., 2008; LaRonde, 2014; Mao et al., 2008). La protéine Bud32 est 

agencée en deux domaines : un domaine C-terminal qui présente un repliement typique des 

kinases du type RIO2 composé de deux brins β et cinq hélices α et un domaine N-terminal 

réduit par rapport aux domaines N-terminaux des kinases du type RIO, composé de 4 brins β 

ainsi que d’une hélice α (Hecker et al., 2008; Mao et al., 2008) (figure 43 A). Aucun nucléotide 

n’a pu être co-cristallisé avec Bud32, en présence de Kae1, et dans ces conditions la P-loop de 

Bud32 est désordonnée (Hecker et al., 2008; Mao et al., 2008).  
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Figure 43 Structure tridimensionnelle de Bud32. A : Structure du domaine Bud32 de Methanocaldococcus 

jannashii en fusion avec Kae1 (non représentée sur la figure) (code PDB 2VWB). B : Structure tridimensionnelle 
de Bud32 de Saccharomyces cerevisiae (code PDB 4ww5). Les domaines N -terminaux et C-terminaux de Bud32 
sont en bleu clair et rose respectivement. Entre les domaines N-terminaux et C-terminaux se forme une poche 
où se fixe une molécule d’AMP, stabilisée par les acides aminés représentés en stick dans Bud32 de 
Saccharomyces cerevisiae.  

La structure de l’hétérodimère Bud32-Cgi121 de Saccharomyces cerevisiae montre la 

présence d’une molécule d’AMP dans le site actif de Bud32 (Zhang et al., 2015) (figure 43 B). 

Le domaine N-terminal possède un brin β supplémentaire formant, avec les résidus du linker 

entre les deux domaines, une poche hydrophobe qui stabilise l’adénosine monophosphate. 

Un métal divalent Mg2+ est coordonné par le phosphate β du nucléotide et par les acides 

aminés D161, N166, D180, D182. Le phosphate β interagit quant à lui avec la lysine 52, acide aminé 

hautement conservé chez les protéines de la famille des kinases RIO (Zhang et al., 2015).  

Au sein des eucaryotes, la fonction de la famille des kinases RIO est reliée à la synthèse 

des ribosomes notamment dans le processing de l’ARNr 18S (Knüppel et al., 2018). La lysine 

de la p-loop conservée chez les RIO2 kinases joue un rôle important dans la liaison avec la 

particule pré-40S du ribosome (Ferreira-Cerca et al., 2012). Au sein de Bud32, cette lysine 

coordonne le phosphate β du nucléotide (Zhang et al., 2015). Le mutant ponctuel K52A chez 

Bud32 empêche l’activité d’auto-phosphorylation (Mao et al., 2008) et conduit à des défauts 

de croissance cellulaire chez la levure (Kisseleva-Romanova et al., 2006). Il a été déjà été 

montré que les kinases RIO ont une activité ATPase 50 à 100 fois plus élevée que leur activité 

d’auto-phosphorylation (Ferreira-Cerca et al., 2012). Le motif composé des acides aminés 

H160G161D162, est aussi conservé et est retrouvé au sein de la famille Bud32/TP53RK (annoté 



 

 

67 
 

par le rectangle rose sur figure 44). Dans les kinases RIO2, ce motif serait responsable de 

l’attaque nucléophile de l’aspartate sur le phosphate δ de l’ATP (LaRonde, 2014). 

 

Figure 44 Alignement des séquences de la famille Bud32/TP53RK d'Homo sapiens (Human), de Saccharomyces 

cerevisiae (Yeast), de Pyrococcus abyssi (PYRAB) avec la séquence de la protéine kinase RIO2 Archaeoglobus 

fulgidus (AFULGI). La lysine conservée est identifiée par une étoile, le motif HGD par une barre rose et le motif 
P-loop par une barre bleue.  

4.6.2.2. Cgi121 

Cgi121 est conservée chez les eucaryotes et les archées. La structure tridimensionnelle de 

cette protéine consiste en un feuillet central de brins β antiparallèles, entouré de deux et cinq 

hélices α de chaque côté (figure 45) (Mao et al., 2008 ; Zhang et al., 2015). A ce jour, aucune 

autre structure de protéine homologue de Cgi121 n’a été résolue. Sa contribution lors de la 

synthèse de la modification t6A n’est pas encore bien comprise, cependant son absence 

diminue le taux de modification t6A sur les ARNt substrats (Perrochia et al., 2013) et altère la 

croissance de Haloferax volcanii (Naor et al., 2012).  
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Figure 45 Structure tridimensionnelle de Cgi121 chez l’Homme (code PDB 3ENP). 

 

4.6.2.3. La sous-unité Pcc1. 

La structure tridimensionnelle de Pcc1 montre que cette protéine est composée de trois brins 

β antiparallèles et de deux hélices α (Mao et al., 2008) et se dimérise (figure 46 A). Les brins 

β1 ainsi que les hélices α2 de chaque sous-unité stabilisent l’interaction formant un long feuillet 

β de six brins (Mao et al., 2008) majoritairement hydrophobe (figure 46 B). La structure 

tridimensionnelle de Pcc1 est similaire à celle des domaines KH, retrouvés notamment dans 

les protéines de liaison aux ARN, ADN double brin et ADN en épingle à cheveux (Grishin, 2001; 

Nicastro et al., 2015; Valverde et al., 2008). Cette famille de protéines présente un motif GxxG 

de fixation aux acides nucléiques. Ce motif est absent chez Pcc1, cependant, il a été mis en 

évidence que des domaines KH, ayant un motif GXXG altéré, peuvent fixer des acides 

nucléiques (Brykailo et al., 2007).  
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Figure 46 A : Structure de l’homodimère Pcc1 de Pyrococcus furiosis (code PDB 3ENC). Chaque sous-unité 
interagit par leurs brins β1 respectifs et par leurs hélices α2. B : Une des sous-unités de Pcc1 est représenté 
selon la polarité des acides aminés (les acides aminés hydrophobes sont en jaune et les acides aminés polaires 
sont en bleu), montrant que l’interaction entre les deux sous-unités est majoritairement hydrophobe.  

 

4.6.3. Les différentes sous-unités Kae1, Bud32, Cgi121 et Pcc1 s’agencent de façon 

linéaire.  

La structure tridimensionnelle de Cgi121-Bud32-Kae1 montre que le complexe s’agence de 

façon linéaire, aucune interaction n’est détectée entre Cgi121 et Kae1 (Mao et al., 2008) 

(figure 47).  Aucun changement conformationnel drastique de Bud32 n’a été observé en 

interaction avec Kae1 ou Cgi121. Seule la boucle "p-loop" devient ordonnée en présence du 

nucléotide. Bud32 interagit avec Kae1 via ses deux domaines, alors que pour Kae1, 

l’interaction implique principalement le domaine C- terminal. Une région appelée insert 

spécifique 1 est localisée dans le domaine C-terminal de Kae1 et joue le rôle d’une plateforme 

d’interaction avec Bud32. De manière intéressante, la zone de contact avec Bud32 de cet 

insert est structurée seulement chez les orthologues d’archées et d’eucaryotes, et flexible 

chez les orthologues bactériens, chez qui Bud32 est absent. (Hecker et al., 2008). En 

comparaison avec la structure de Kae1 de Pyrococcus abyssi (Hecker et al., 2007), il semble 

que la présence de Bud32 ne modifie pas la conformation globale de Kae1. Enfin, une autre 

région d’interaction est particulièrement intéressante : les structures révèlent que la queue 

C-terminale de Bud32 se rapproche du site catalytique de Kae1, proche du centre de 

coordination du fer. La délétion de cette région de Bud32 ne perturbe pas l’interaction avec 
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Kae1, mais affecte fortement la croissance chez la levure, indiquant que cette région est 

nécessaire à la fonction de Bud32 ou pour la catalyse de la modification t6A (Mao et al., 2008). 

 

Figure 47 Structure quaternaire (code PDB 3ENH) de la protéine de fusion Kae1-Bud32 (en rouge et en rose 
respectivement) en interaction avec Cgi121 (en beige). Bud32 interagit avec le domaine C-terminal de Kae1. 
L’extrémité C-terminale de Bud32 représentée en boule se positionne à l’entrée du site actif de Kae1. L’insert 
de Kae1 en marron est situé à l’interface avec Bud32.  

 

 La comparaison des structures de Cgi121 seule et en complexe avec Bud32 ne montrent 

pas de changements conformationnels significatives. Cgi121 interagit exclusivement avec le 

domaine N-terminal de Bud32 (Zhang et al., 2015). L’interface Bud32-Cgi121 est stabilisée par 

une combinaison d’interaction hydrophobe, de liaisons hydrogènes et d’interactions 

électrostatiques.  
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Figure 48 Structure quaternaire de Pcc1 en interaction Kae1 (code PDB 5jmv). Deux sous-unités de Pcc1 (bleu 
et bleu-gris) interagissent l’une avec l’autre via les brins β1 et les hélices α2. Un monomère de Pcc1 (en bleu) 
interagit avec Kae1. L’interface est stabilité par des interactions hydrophobes de l’hélice α1 - α2 de Pcc1 et α2 
– α4 de Kae1, formant un empilement de quatre hélices (" 4 helix bundle "). Une molécule d’AMP et de Mg2+ 

(en vert) sont fixées dans le site actif de Kae1.  

 

La structure du complexe d’archée montre que Pcc1 interagit avec le domaine N-terminal 

de Kae1 ; les hélices α1 et α2 de Kae1 et de Pcc1 stabilisent cette interface, formant un 

empilement de quatre hélices ("4 helix bundle") (figure 48) (Mao et al., 2008). La majorité des 

interactions entre ces deux sous-unités sont de nature amphiphile. De façon intéressante, le 

mode d’interaction est similaire à celui de TsaBD, malgré l’absence de similitude structurale 

entre les deux protéines TsaB et Pcc1.  

Pcc1-Kae1, dans le cristal, forme un complexe avec une stœchiométrie 2 :1.  En revanche, 

en solution le complexe Pcc1-Kae1 d’archée et de levure forment un hétérotétramère avec 

une stœchiométrie 2 :2 (Mao et al., 2008 ; Wan et al., 2016 ; Zhang et al., 2015). La surface 

d’interaction entre les deux sous-unités de Pcc1 dans le complexe trimérique Pcc1-Kae1 est 

identique à celle des deux sous unités Pcc1 de l’homodimère (Mao et al., 2008). Ce résultat 
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suggère que la présence de Kae1 n’altère pas la surface d’interaction entre les deux sous-

unités de Pcc1.  

 Pour finir, il a été mis en évidence que les sous-unités Kae1, Cgi121, Bud32 et Pcc1 chez 

les archées forment un complexe en solution de stœchiométrie 2 :2 :2 :2. Grâce aux 

différentes structures quaternaires des sous-complexes résolues jusqu’à présent, un modèle 

a été proposé où Cgi121 interagit avec Bud32, Bud32 interagit avec Kae1, et enfin Kae1 

interagit avec Pcc1. Les deux sous-unités de Pcc1 se dimérisent assurant la stœchiométrie 

2 :2 :2 :2 formant un octamère (Mao et al., 2008). Cet agencement est également observé 

chez l'Homme (Wan et al., 2017). 

4.6.3.1. Une cinquième sous-unité compose le complexe KEOPS chez les 

eucaryotes.  

Une cinquième sous-unité, nommée yGon7, composant le complexe KEOPS, est retrouvée 

chez les levures (Kisseleva-Romanova et al., 2006; Lopreiato et al., 2004). yGon7 de 

Saccharomyces cerevisiae est une petite protéine de 123 acides aminés et est désordonnée 

seule en solution (Zhang et al., 2015). La première structure cristallographique de yGon7 a été 

résolue en complexe avec Pcc1 (code PDB 4WXA) (Zhang et al., 2015). Au contact de Pcc1, 

yGon7 se replie en deux brins β antiparallèles et en deux hélices α. L’interaction entre Pcc1 et 

yGon7 est réalisé par les brins β1 de chaque sous-unité formant un long feuillet antiparallèle 

à 5 brins. Une seconde surface d’interaction implique les hélices α1 et α2 de yGon7 et Pcc1, 

respectivement (figure 49). Ce mode d’interaction est similaire à celui de l’homodimère Pcc1 

(Zhang et al., 2015) et est stabilisé majoritairement par des interactions hydrophobes via les 

acides aminés des hélices α et polaires via les acides aminés des brins β.   

      

Figure 49 Structure quaternaire du 
complexe Pcc1 (en bleu) et yGon7 (en 
orange) de Saccharomyces cerevisiae 
(code PDB 4WXA). L’interface est 
stabilisée entre les résidus des hélices 
α2 et α1 de Pcc1 et yGon7, 
respectivement, ainsi que les résidus 
des brins β1 de Pcc1 et de yGon7, 
formant, ainsi, un long feuillet anti 
parallèle de cinq brins.  
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L’identification de l’homologue de yGon7 au sein de tous les eucaryotes par 

l’alignement de séquences fut un échec. En 2012, lors d’une étude des voies cellulaires 

activées par l’antigène tumoral humain PRAME (preferentially expressed antigen in 

melanoma), il a été mis en évidence que les sous-unités du complexe KEOPS interagissent avec 

la ligase Cullin2 (Costessi et al., 2012). A partir de l’analyse de l’interactome des protéines du 

complexe KEOPS et de la Cullin2, de nombreux partenaires potentiels ont été identifiés dont 

une protéine nommée C14orf142. C14orf142 est prédite comme étant de petite taille (100 

acides aminé) dépourvue d’éléments de structures secondaires stables (Costessi et al., 2012) 

suggérant qu’elle pourrait être la cinquième sous-unité du complexe KEOPS humain. En 2016, 

l’équipe de Franck Sicheri analyse les séquences de Gon7 des champignons et découvre une 

similitude de séquence entre C14orf142 de l’Homme et Gon7 de Candida glabrata (identité 

de séquence = 19,7 %) (Wan et al., 2016). De plus, des expériences de " pull-down " confirment 

que C14orf142 interagit directement avec la protéine LAGE3 suggérant que C14orf142 est 

l’analogue de yGon7 (Wan et al., 2016). La structure de C14orf142 en complexe avec son 

partenaire LAGE3 (l’homologue humain de Pcc1) est nécessaire pour lever les incertitudes 

concernant l’analogie structurale de cette protéine avec la protéine yGon7 de la levure.  

4.6.4. La structure quaternaire du complexe KEOPS chez les eucaryotes et les 

archées.  

C14orf142 empêche la dimérisation du complexe KEOPS et, in vitro, sa présence augmente 

l’activité de modification t6A sur les ARNtLys
UUU d’un facteur 3 à 4 (Wan et al., 2016). Les 

orthologues de C14orf142, que l’on renommera GON7 dans cette thèse par la suite, ont été 

retrouvés au sein des métazoaires élargissant le complexe de quatre à cinq sous-unités au sein 

des champignons et des métazoaires (figure 50). Un des objets de cette thèse sera la 

caractérisation structurale de la sous-unité GON7 chez l’Homme (c.f chapitre III).  

Figure 50 Représentation schématique des structures quaternaires des complexes KEOPS chez les archées (à 
gauche) et les eucaryotes (à droite). Le complexe archée est composé des sous-unités Pcc1, Kae1, Bud32 et 
Cgi121. Pcc1 forme une plateforme d’homodimérisation, conduisant à la formation d’un octamère linéaire et 
symétrique de 8 sous-unités. En présence de yGon7 (ou C14ORF142 chez les métazoaires), le complexe 
eucaryote forme un pentamère. 
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Un modèle de la structure tridimensionnelle du complexe KEOPS entier de la levure 

pentamérique proposé à partir de structures cristallographiques des sous complexes montre 

un arrangement linéaire où Pcc1 interagit avec Kae1 qui interagit avec Bud32 qui interagit 

avec Cgi121 (Zhang et al., 2015). In vivo la délétion du gène GON7 chez Saccharomyces 

cerevisiae conduit à une diminution drastique de la modification t6A (Wan et al., 2016). Le 

complexe KEOPS des archées et des eucaryotes diffère par la présence de la cinquième sous-

unité, qui jusqu’à présent n’a toujours pas été identifiée chez les archées. Un des objets de 

cette thèse portera sur la recherche de cette cinquième sous-unité chez les archées (cf. 

chapitre IV).  

4.6.5. Fonction des sous-unités du complexe KEOPS chez les eucaryotes et les 

archées. 

Après la découverte de l’équipe de Valérie De Crécy, plaçant Kae1 au centre de la 

biosynthèse de la modification t6A, de nombreuses études ont permis d’éclaircir le rôle des 

différentes sous-unités de KEOPS dans la biosynthèse de la modification t6A chez les archées 

et les eucaryotes. La délétion des gènes BUD32, PCC1 et KAE1 chez Saccharomyces cerevisiae 

conduit à une diminution significative de la modification t6A sur les ARNtIle
AAU ; en revanche, 

le rôle de Cgi121 semble moins primordial (Srinivasan et al., 2011). De plus, des mutants 

ponctuels thermosensibles de Kae1 et Pcc1 chez Saccharomyces cerevisiae présentent une 

diminution de la quantité de t6A dans les conditions non permissives (Daugeron et al., 2011). 

Chez l’archée Haloferax volcanii, l’absence de Pcc1 conduit également à une légère diminution 

de la quantité de t6A au niveau des ARNt et n'affecte pas significativement sa croissance, 

suggérant que cette protéine pourrait jouer un rôle accessoire dans la synthèse de la 

modification t6A (Naor et al., 2012). Mao et al. ont montré que Kae1 est la cible de 

phosphorylation de Bud32 (Mao et al., 2008). Et une activité ATPase de Bud32 est détectée et 

confirmée in vitro chez Pyrococcus abyssi (Perrochia et al., 2013) et des mutations dans le site 

actif de Bud32 affecte la croissance des levures et des archées (Mao et al., 2008; Perrochia et 

al., 2013). Cependant au sein du complexe KEOPS, la fonction de Bud32 est à ce jour encore 

méconnue. 

Les résultats obtenus par les précédentes études semblent indiquer que les sous-unités 

du complexe KEOPS participent à de nombreux processus cellulaires fondamentaux. Pendant 

de nombreuses années, la pléiotropie des phénotypes observés ne permettait pas d’établir un 
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rôle biologique clair pour le complexe KEOPS. En effet, il a été montré, en 2006, que Kae1 

présente un rôle dans l’homéostasie des télomères (Downey et al., 2006) et dans la régulation 

de la transcription des gènes essentiels (Kisseleva-Romanova et al., 2006). L’hétérogénéité de 

ces phénotypes observés, suite à un défaut de TsaD/Kae1/Qri7, montrent que cette famille 

universelle présente un rôle crucial au sein de la machinerie cellulaire des différents 

organismes. 

4.7. Un système minimaliste dans les mitochondries.  

4.7.1. Qri7, l’orthologue mitochondrial de Kae1/TsaD.  

Les eucaryotes possèdent une seconde version de Kae1, nommée Qri7 chez Saccharomyces 

cerevisiae ou OSGEPL chez l’Homme. Les études phylogénétiques ont montré que la version 

Qri7/OSGEPL est présente chez les génomes eucaryotes, exceptés dans les organismes 

dépourvus de mitochondries (tels que Microsporidiomycota ou Entamoebidae) et émerge de 

la branche bactérienne (Huh et al., 2003 ; Galperin et Koonin, 2004 ; Hecker et al., 2007). Cette 

hypothèse est confirmée par les données expérimentales attribuant une localisation 

cytoplasmique à Kae1 et mitochondriale à Qri7 (Hecker et al., 2007 ; Oberto et al., 2009).  

QRI7 de Saccharomyces cerevisiae complémente l’extinction du gène KO tsaD en 

restaurant la viabilité de la souche bactérienne. En revanche, le gène KAE1 de la levure ne 

complémente pas l’extinction du gène tsaD (Oberto et al., 2009) suggérant que Qri7 seul peut 

assurer l’activité de modification t6A et au contraire que Kae1 seul ne soit pas capable en 

dehors du complexe KEOPS de restaurer l’activité de modification t6A. Le mutant ΔKAE1 de 

Saccharomyces cerevisiae présente une quantité résiduelle de t6A, alors qu’un double mutant 

ΔKAE1/ΔQRI7 ne présente plus aucun nucléotide modifié t6A (Srinivasan et al., 2011) 

confirmant le rôle de Qri7 dans la modification t6A (Wan et al., 2013 ; Thiaville et al., 2014).  

4.7.2. La formation d’un homodimère Qri7 assure la biosynthèse t6A sur les ARNt 

mitochondriaux.  

La structure de Qri7 est organisée en deux domaines et montre qu’elle est un homologue 

structural de Kae1 et TsaD (Wan et al., 2013 ; Tominaga et al., 2014). En solution, Qri7 forme 

un homodimère (Wan et al., 2013) retrouvé également dans l’unité asymétrique de la 

structure cristallographique (code PDB 3WUH) (figure 51). Les deux monomères interagissent 

par leurs domaines N-terminaux respectifs et l’interface est formée par un faisceau de 4 
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hélices ("4-helix bundle"). La dimérisation de Qri7 est stabilisée par des liaisons hydrogènes, 

des interactions de van der Waals et apolaires entre les hélices α1 et α2 de chaque sous-unité 

(Tominaga et al., 2014) (figure 51).  

 

Figure 51 Structure quaternaire de l’homodimère Qri7 de Saccharomyces cerevisiae (PDB ascension 3WHU). 
Les deux sous-unités Qri7 (en rouge et rose) interagissent par leur domaine N terminal respectif via un motif 
d’amas d’hélices α ("4 helix bundle"). Une molécule d’AMP est retrouvée dans les sites actifs des deux sous-
unités (stick vert) et un ion Zn2+ (sphère grise). 

 

Une étude de mutagénèse dirigée des résidus impliqués dans l’interaction a montré que la 

dimérisation de Qri7 est nécessaire à la biosynthèse de la modification t6A (Wan et al., 2013). 

Entre les domaines N et C-terminaux de Qri7, qui forment la cavité du site actif, une molécule 

d’AMP est retrouvée. Les groupement hydroxyles 2’ et 3’ OH du ribose sont coordonnés par 

l’aspartate 203. L’adénosine est stabilisée par les acides aminés D221, S328 et N329, tandis que 

le phosphate est coordonné par G325, G173 et S360. Le Zn2+ est coordonné par le motif HHD et 

par une molécule d’eau qui coordonne également le phosphate. La région comprise entre les 

acide aminés 72-79 est désordonnée bien que les acides aminés de cette boucle soient très 

conservés. Chez l’orthologue lointain TobZ, la boucle équivalente interagit avec le substrat 

tobramicyne et les acides aminés de cette boucle participe à la déprotonation de l'hydroxyle 

du substrat (Parthier et al., 2012). Cette comparaison a permis de proposer que cette boucle 
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flexible de Qri7 pourrait jouer un rôle dans l’interaction avec l’ARNt (Tominaga et al., 2014). A 

ce jour, aucune structure d’un membre de la famille Kae1/TsaD/Qri7 avec son substrat ARNt 

n’a été résolue et leur mode d’interaction reste inconnu.  

Il est intéressant de noter que l’interface des deux sous-unités Qri7 est similaire aux 

interfaces observées pour les complexes entre TsaD-TsaB et Kae1-Pcc1 (Wan et al., 2013). 

L'alignement des séquences des homologues de la famille Ka1/OSGEP/TsaD/Qri7 est exposé 

en annexe 2 (cf. page 326).  

4.8. Les t6A synthases à travers les trois domaines du vivant.  

 La caractérisation des machineries de biosynthèse de t6A au sein des différents domaines du 

vivant montre que ce sont deux protéines universelles, YrdC/Sua5 et Kae1/YgjD/Qri7 qui sont 

responsables de cette réaction.  

En revanche des partenaires annexes non universels ont été sélectionnés selon les 

organismes et sont strictement requis (figure 52). Malgré les différences selon les espèces, la 

caractérisation structurale des différents complexes permet de trouver des analogies. En 

effet, les hélices du domaine N-terminal des membres de la famille Kae1/TsaD/Qri7 

interagissent toujours avec deux hélices de leurs partenaires, reconstituant le motif "4-helix 

bundle". La conservation de ce type d’interaction au cours de l’évolution illustre 

probablement un besoin de stabilisation de l’enzyme catalytique. Les partenaires Bud32 et 

Cgi121 sont uniques au sein des eucaryotes et des archées. Ces protéines interagissent du 

côté du domaine C-terminal de Kae1. Hecker et al., avait mis en évidence un peptide nommé 

" insert 1 " de Kae1 qui interagit avec Bud32 localisé au domaine C-terminal et structuré 

uniquement chez les eucaryotes et archées. (Hecker et al., 2008). Cet élément qui diverge chez 

les procaryotes pourrait être le résultat d’une spécialisation de Kae1 au sein des archées et 

des eucaryotes. Malgré la nécessité des protéines Bud32 et de Cgi121, leurs fonctions exactes 

restent toujours peu connues.  

Pour finir, l’existence d’un système minimaliste fonctionnel à deux composants Sua5 et 

Qri7 dans la mitochondrie indique qu’il est possible que le dernier ancêtre commun possédait 

lui aussi un système à deux composants uniquement : Sua5 et Qri7 suffisant pour assurer la 

modification t6A.  

Dans le schéma suivant, les protéines qui assurent la catalyse de la modification t6A sont 

récapitulées. 
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Figure 52 Schéma récapitulatif des protéines assurant la catalyse de la modification t6A.  

 

4.9. Le défaut de la modification t6A affectent différemment les espèces. 

La modification t6A est essentielle à la vie cellulaire de la majorité des bactéries, à l’exception 

de Deinoccocus radiodurans, Thermus thermophilus, Synechocystis PCC6803 et Streptococcus 

mutans, chez qui le défaut de t6A est compatible avec la survie (Thiaville et al., 2015; de Crécy-

Lagard et Jaroch, 2020). Des phénotypes pléiotropes selon les organismes sont observés suite 

à un défaut ou à l’absence de la modification t6A : des défauts de la division cellulaire, une 

augmentation des protéines de glycation, l’accumulation de la cyanophycine, une répartition 

inhabituelle de l’ADN, une perte du nucléoïde et une morphologie cellulaire modifiée (Allali-

Hassani et al., 2004; Handford et al., 2009; Oberto et al., 2009). Chez Deinoccocus radiodurans, 

le défaut t6A semble sensibiliser davantage la bactérie à la mytomycine C, et induit un pontage 

(cross-link) au niveau de l’ADN. De plus, l’étude du protéome, met en évidence une 

augmentation significative d’expression des protéines en réponse au stress dans les souches 

ΔTsaC (Onodera et al., 2013). Bien que non-essentielle chez Deinococcus radiodurans, 
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l’absence de la modification t6A perturbe l’expression protéique (103 protéines sont sur-

exprimées et 66 protéines sont sous-exprimées) (Thiaville et al., 2015).  

 

Chez les eucaryotes, la modification t6A n’est pas essentielle stricto sensu. Par exemple, 

chez Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe, l’absence de la modification 

t6A provoque une croissance des cellules non optimales (Kisseleva-Romanova et al., 2006). 

Des études ont montré que les mutants ΔKAE1 chez Saccharomyces cerevisiae, conduisent à 

des décalages de lecture et des défauts d’initiation de la traduction (El Yacoubi et al., 2011; 

Lin et al., 2010; Daugeron et al., 2011). Également, une étude du " ribosome profiling " a mis 

en évidence que le défaut de t6A ne conduit pas à une altération globale du processus de 

traduction, en revanche, des erreurs de lecture du codon d’initiation et des décalages de 

lecture des codons de gènes spécifiques sont observés (Thiaville et al., 2016). Aussi, le défaut 

de la modification t6A altère significativement le contrôle de la vitesse de lecture des codons, 

suggérant que la modification t6A présente un rôle dans la reconnaissance des différents 

codons ANN. Une traduction infidèle pourrait conduire à l’obtention de fragments de 

protéines non-fonctionnelles potentiellement toxiques pour la cellule (Thiaville et al., 2016). 

Chez Arabidopsis thaliana, la délétion de QRI7 provoque un arrêt de la croissance de la plante 

(Haussehel et al., 2009). Chez Saccharomyces cerevisiae et Candida elegans, l’absence de Qri7 

a pour conséquence une fragmentation du génome mitochondrial ainsi qu’une morphologie 

aberrante de cet organite (Oberto et al., 2009). 

 

Malgré son universalité, l’absence de la modification t6A n’a pas les mêmes conséquences 

chez tous les organismes. Il a été vu (§ 2.5.1.2.) que l’absence de la modification t6A empêche 

la lysylation de de cytosine 34 (k2C) chez les procaryotes qui permet la reconnaissance des 

codons AUA. Très récemment, il a été démontré que la modification hn6A, un variant de la 

modification t6A, peut être catalysée par les enzymes t6A synthases sur les ARNt substrats de 

Escherichia coli et Thermotoga maritima (Swinehart et al., 2020). L’effet drastique du défaut 

des enzymes t6A synthases dans les bactéries pourrait être relié à ces modifications 

supplémentaires.  
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4.10. Effet du défaut t6A sur les organismes pluricellulaires. 

Le syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS) est une maladie autosomique récessive rare dont 

les mécanismes restent encore à élucider (Galloway et Mowat, 1968). Il se caractérise par un 

syndrome néphrotique cortico-résistant, des anomalies du système nerveux central 

entrainant une microcéphalie, des retards mentaux et des dysfonctionnements rénaux 

conduisant à une greffe du rein dans la majorité des cas. La plupart des patients atteints du 

syndrome GAMOS meurent avant 20 ans (Braun et al., 2017, 2018). Ces dernières années, un 

lien fort entre des disfonctionnements du système de modifications des ARNt et des 

pathologies humaines a été mis en évidence (Power et al., 2015 ; Kapur et al., 2018). Chez 

l’Homme une mutation ponctuelle récessive dans OSGEP a été séquencée chez des patients 

présentant un retard global du développement qui se manifeste par une protéinurie et une 

hypomagnésémie (Edvardson et al., 2017). Récemment, un séquençage exhaustif de l’exome 

de patients atteints de GAMOS a permis d’identifier des mutations sur les gènes codant pour 

4 sous-unités du complexe KEOPS : OSGEP, LAGE3, TP53RK et TPRKB (Braun et al., 2017). Le 

séquençage d’exome de patients a aussi permis d’identifier des mutations sur le gène codant 

la protéine putative WDR73, dont la fonction n’est pas bien déterminée mais pourrait avoir 

un rôle dans la régulation des microtubules d’une part, (Colin et al., 2014) ainsi que le gène 

codant la protéine WDR4, d’autre part. De façon intéressante, cette dernière est requise pour 

catalyser la méthylation de la position 7 de la guanosine 46 (modification m7G) des ARNt, 

localisée sur la boucle variable (Alexandrov et al., 2002; Leulliot et al., 2008).  

Également, le défaut de la modification t6A a été étudié chez la drosophile (Drosophila 

melanogaster) (Lin et al., 2015). L’étude rapporte que les mutants homozygotes ΔKAE1 ont 

significativement moins d’ARNt possédant la modification t6A, et conduisent à un 

développement anormal des tissus et une absence totale des disques imaginaux, aboutissant 

à l’arrêt de la métamorphose des larves (Lin et al., 2015 ; Rojas-Benítez et al., 2017).  

Au bilan, les défauts des modifications post-transcriptionnelles des ARNt peuvent 

présenter des phénotypes spécifiques selon les organismes, majoritairement ces défauts 

impactent les tissus neuronaux et rénaux chez l’Homme (Kapur et al., 2018). Une traduction 

infidèle semble être la cause de ces syndromes, en revanche la vulnérabilité spécifique de 

certains types de tissus (reins et système nerveux chez l’Homme notamment) lors de 

l’embryogénèse reste incomprise.  
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La plupart des pathologies autosomiques rares à caractère héréditaire n’ont actuellement 

aucun traitement. Ainsi la compréhension de ces voies de modifications des ARNt, dont celles 

de la modification t6A, présente un intérêt crucial car elle pourrait permettre d’envisager des 

approches thérapeutiques dans le but de corriger les hypo et hyper-modifications des ARNt 

ou de réguler l’expression des enzymes de modification des ARNt. Pour le moment, 

l’identification des mutations sur les gènes codant les protéines responsables de ces voies de 

modifications pourrait être un grand pas pour le diagnostic précoce in utéro. La 

compréhension du mécanisme des enzymes de la modification t6A pourrait contribuer, 

également, à obtenir plus d’informations concernant les modifications post-

transcriptionnelles des ARNt.  

 

5. Problématique et objectifs de la thèse.  

 

En première approximation, la formation d’une molécule d’ARNt fonctionnelle suit un schéma 

global simple (de la transcription à la maturation). Dès la seconde moitié du 20e siècle, des 

modifications chimiques sont découvertes sur les acides nucléiques et notamment sur l’ARNt. 

Le rôle des modifications localisées sur la boucle anticodon de l’ARNt s’avèrent être 

essentielles pour l’efficacité et la fidélité de la traduction avec des phénotypes qui varient 

selon les organismes. Afin de comprendre le mécanisme de la biosynthèse de la modification 

t6A nous nous sommes concentrés sur l’étude des enzymes de la modification t6A. Une 

caractérisation structurale et une étude fonctionnelle de ces enzymes de modification a été 

entreprise dans les trois règnes du vivant.  

 L’objectif de ce travail de thèse était d’apporter des éléments de réponse concernant :  

(i) Le mécanisme du complexe TsaBDE chez les procaryotes. Les questions que nous 

nous posions étaient les suivantes :  

- Comment interagit la protéine TsaE avec TsaBD ? Quels sont les acides aminés 

impliqués dans cette interaction ? Quel est le rôle joué par TsaE ?  La fixation 

de l’ARNt est-elle compatible avec la fixation de TsaE ? 

- Quels sont les acides aminés de TsaD, la sous-unité catalytique, impliqués dans 

la fixation de l’intermédiaire TC-AMP et ceux impliqués dans la catalyse de la 
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modification t6A ? A partir de ces connaissances peut-on cibler le site actif de 

TsaD pour développer des antibiotiques ? 

(ii) Le mécanisme du complexe KEOPS pentamérique chez l’homme responsable de la 

modification t6A.   

- Comment interagit la cinquième sous-unité GON7 avec les autres sous-unités ? 

Et quel est son rôle ? Comment s’assemble le complexe KEOPS ? 

- Peut-on, à partir de la structure tridimensionnelle du complexe KEOPS, 

comprendre les mutations conduisant au syndrome Galloway-Mowat ?   

- Comment interagit l’ARNt avec le complexe KEOPS ?  

(iii) Existe-t-il une cinquième sous-unité protéique au sein du complexe KEOPS chez les 

archées.  

- Peut-on identifier une cinquième sous-unité chez Pyrococcus abyssi ? Quelle 

est sa fonction ? Comment s’assemble le complexe KEOPS chez les archées ?  

 

Nous verrons au chapitre I que nous nous sommes intéressés à l’étude du complexe bactérien 

en résolvant la structure tridimensionnelle du complexe ternaire TsaBDE de la bactérie 

Thermotoga maritima.   

Dans le second chapitre nous avons, en collaboration avec l’équipe de Charles Lauhon, 

étudié l’effet d’un inhibiteur de la sous-unité catalytique TsaD de la bactérie d’Escherichia coli 

(chapitre II).  

Nous nous sommes également intéressés au complexe KEOPS humain en collaboration 

avec l’équipe de Corine Antignac (de l’institut Imagine). La structure du complexe 

OSGEP/LAGE3/GON7 a été résolu par cristallographie et a permis de confirmer l’existence de 

GON7 dans le complexe KEOPS humain. L’effet de mutants de cette sous-unité au sein du 

complexe et de la protéine YrdC dans le syndrome GAMOS a été étudié. Ces résultats seront 

abordés au chapitre III.  

Enfin dans le dernier chapitre, une étude, en collaboration avec Tamara Basta, Marie-

Claire Daugeron et Violette Da Cunha de l’équipe de Jacques Oberto, ayant permis 

l’identification de la cinquième sous unité du complexe KEOPS des archées sera développée. 
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Ce cinquième partenaire présenterait une fonction, au sein du complexe, similaire à celle de 

Gon7 chez les eucaryotes.  

  



 

 

84 
 

 



 
 

Chapitre I 

I. Etude du rôle de TsaE dans la modification t6A chez les bactéries. 

I.1. Présentation de l’article.  

Chez les bactéries, la modification t6A s’effectue donc en deux étapes successives catalysées 

par 4 protéines (TsaC1 ou TsaC2, TsaB, TsaD et TsaE). TsaC1 (ou TsaC2, l’orthologue possédant 

un domaine Sua5 C-terminal supplémentaire) forme l’intermédiaire TC-AMP à partir de la L-

thréonine, de bicarbonate et d’ATP (figure 53 A). Lors d’une seconde étape, le complexe 

TsaBDE catalyse la thréonylcarbamoylation des ARNt substrats (figure 53 B). Si les protéines 

TsaBDE sont absentes, l’intermédiaire TC-AMP est labile et vite dégradé (figure 53 C) (Lauhon, 

2012).  

 

Figure 53 La réaction de modification t6A se déroule en deux étapes successives. A : Chez les procaryotes, TsaC1 
ou TsaC2 utilise la L-thréonine, l’ATP et le carbonate pour synthétiser l’intermédiaire TC-AMP. B : Puis le 
complexe enzymatique TsaBDE catalyse la réaction de thréonylcarbamoylation de l’adénosine 37 des ARNt 
substrats. C : En absence de TsaBDE, le TC-AMP se dégrade en AMP et en L-thréonine ou en oxazolidinone (L-
thr-Ox).  D’après Lauhon, 2012. 

 

Les études de Wenhua Zhang dans l’équipe ont montré que l’activité ATPase de TsaE est 

absolument nécessaire pour l’activité t6A de TsaBD. TsaE appartient structuralement à la large 

famille des petites protéines G mais ne possède pas d’activité GTPase. Par contre elle a une 

très faible activité ATPase qui s’active en présence de TsaBD (KM = 1,4 mM et 0.644 mM 

respectivement en présence et en absence de TsaBD) (Teplyakov et al., 2002; Zhang et al., 

2015).  
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L’ATP, ou des analogues non hydrolysables comme l’AMPPNP ou l’AMPCPP, sont 

indispensables pour la formation d’un complexe ternaire TsaBDE. De façon surprenante, W. 

Zhang dans l’équipe avait également remarqué que le complexe TsaBDE n’avait pas d’affinité 

pour l’ARNt (manuscrit de thèse). Afin de comprendre les interactions entre les différents 

partenaires pendant la modification du t6A, une étude structurale du complexe trimérique 

TsaBDE de la bactérie Thermotoga maritima (le complexe de Escherichia coli n’a pas pu être 

cristallisé) a été entamée et les résultats sont présentés dans l’article " The structure of 

TsaB/TsaD/TsaE complex reveals an unexpected mechanism for the bacterial t6A tRNA-

modification " publié dans Nucleic Acid Research en 2018. La structure du sous complexe de 

TsaBD sans TsaE de la bactérie Escherichia coli (EcTsaBD) (code PDB 4YDU) avait été résolue 

précédemment au sein du laboratoire et sera mise en perspective à la notre (Zhang et al., 

2015). Les résultats présentés seront ensuite comparés à ceux obtenus dans une étude 

biochimique et structurale qui a été menée en parallèle par le groupe de Manal Swarjo (Luthra 

et al., 2018, 2019).  

Des cristaux du complexe TsaBDE de Thermotoga maritima (TmTsaBDE) n’ont pu être 

obtenus qu’en présence d'AMPCPP. La structure quaternaire de TmTsaBDE a été résolue 

initialement à l’aide d’un jeu de données à une résolution de 3,14 Å et dans un second temps 

un nouveau jeu de données a été enregistré à une résolution de 2,9 Å. Elles ont mis en 

évidence les points suivants : 

• Le complexe TsaBDE se dimérise et forme un hexamère de stœchiométrie 2 :2 :2 

chez la bactérie Thermotoga maritima. La dimérisation est stabilisée par le feuillet 

de cinq brins β antiparallèles du domaine C-terminal de TsaB, formant ainsi un long 

feuillet antiparallèle (figure 5A de l’article). Différentes structures 

cristallographiques de TsaB de différents organismes ont mis préalablement en 

évidence l’homodimérisation de TsaB par le domaine N-terminal via une interface 

du type I (cf. § 4.5.1.1. page 61) et seul TsaB de Thermotoga maritima, à ce jour, 

présente un second type d’interaction (interface de type II), identique à celui 

observé dans l’hexamère TsaBDE (Aydin et al., 2011). Il est probable que cette 

dimérisation soit spécifique à certaines bactéries hyperthermophiles en réponse 

aux environnement plus extrêmes (figure 5 de l'article page 98).  
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• La présence de TsaE n’affecte pas de façon importante l’interface du complexe 

TsaBD (figure 3 de l'article page 96). Le mode d’interaction entre TsaB et TsaD est 

identique à celui du complexe TsaBD seul d'Escherichia coli (code PDB 4YDU) 

(figure 2 de l'article page 94).  

• TsaE se positionne entre TsaB et TsaD. Elle engage majoritairement des 

interactions avec TsaD et à un degré moindre avec TsaB. L’AMPCPP et un ion Mg2+ 

sont fixés dans une poche à l’interface de TsaE et des hélices du domaine C-

terminal de TsaD (les hélices α4 et α6). Ce site ne ressemble pas à un site de fixation 

de nucléotides classique et expliquerait pourquoi le nucléotide est nécessaire pour 

une interaction efficace entre TsaBD et TsaE. 

• TsaE, utilise sa P-loop (GAGKTT) pour former des liaisons hydrogènes avec les 

phosphates du nucléotide. Le tryptophane W109
 forme également une liaison 

hydrogène avec le phosphate γ de l’AMPCPP. Les acides aminés D158, E162, K166, K213, 

localisés sur les hélices α4 et α6 de TsaD, forment aussi des liaisons hydrogènes avec 

le phosphate γ de l’AMPCPP. L’ion Mg2+ est, quant à lui, stabilisé par des liaisons 

hydrogènes formées avec les acides aminés T42, S61, T63, D80, E108 de TsaE et avec les 

acides aminés D158, E162, K166 de TsaD. Le site de fixation du nucléotide est ainsi 

partagé entre TsaE et TsaD (figure S4 de l'article page 109).   

• L’interaction de TsaE avec TsaBD induit des changements de conformation 

importants de la sous unité TsaD (figure 3 de l'article page 96). En effet, en 

présence de TsaE, la position relative des deux domaines N et C-terminaux créant 

la cavité du site actif sont considérablement écartés, mettant en évidence une 

flexibilité intrinsèque de l’enzyme. En effet, si on superpose les deux 

conformations de TsaD sur leurs domaines C-terminaux respectifs, les hélices α2 

sont décalées de près de 11 Å, ouvrant ainsi la cavité du site actif. La structure de 

TmTsaBDE permet d’observer une conformation ouverte de la sous unité 

catalytique TmTsaD contrairement à celle fermée observée dans le complexe 

EcTsaBD. Également, la région des acides aminés 31 à 47 de TsaD en présence de 

TsaE est totalement désordonnée. La région correspondante dans le complexe de 

TsaBD d'Escherichia coli est repliée en une hélice α. Dans cette conformation cette 

région rentrerait en clash stérique avec TsaE. Une seconde région désordonnée est 
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localisée entre les résidus 292 et 294 de TsaD en présence de TsaE (figure S5 de 

l'article page 110). A proximité de cette région, l’acide aminé D296, conservé, fournit 

le groupement carboxylate qui participe à la coordination de l’ADP et du métal Fe2+ 

dans le site actif de TsaD en conformation fermée (TsaD de Escherichia coli). Le site 

actif, en conformation fermée, présente également un second métal Mg2+ à 

proximité du phosphate β de l’ADP qui est coordonné par les acides aminés D11 et 

E12. De façon surprenante, le mutant E12A abolit l’activité in vitro t6A mais l’ATP est 

toujours lié au site actif (Zhang et al., 2015). Ce résultat suggère que l’ion Mg2+ est 

nécessaire à la réaction de thréonylcarbamoylation. La fixation de TsaE induit des 

perturbations du site actif de la sous-unité catalytique TsaD qui affectent 

significativement la position des acides aminés (D296, H109, H113, D11, E12) impliqués 

dans la coordination des métaux et des phosphates des nucléotides.  

• Des données cristallographiques à 2,9 Å de résolution du complexe TmTsaBDE ont 

permis de modéliser une seconde molécule d’ATP non hydrolysable (AMPCPP) 

dans le site actif de TsaD que la densité électronique de la précédente structure 

cristallographique ne nous avait pas permis d’identifier. Etant donné la meilleure 

qualité du second jeu de données et l’identification d’un nucléotide localisé au 

niveau du site actif de TsaD, un corrigendum a été publié dans Nucleic Acid 

Research en 2019 (cf. page 114). L’interaction de l’AMPCPP est stabilisée par les 

résidus du domaine C-terminal de TsaD (S134, G135, G161, D165, G178, D182, G264, N268). 

En revanche, aucune densité électronique ne permet de modéliser un métal dans 

le site actif. Les résidus impliqués dans la coordination du métal et des phosphates 

du nucléotide présentent toujours des réarrangements structuraux dans la 

conformation ouverte de la sous unité TsaD : (i) H109 et H113 sont décalés de plus 

de 3 Å, (ii) les acides aminés 290 à 295 à proximité de D296 sont toujours 

désordonnés et (iii) D11 et E12 sont également décalés de 3 Å. Cette nouvelle 

structure ne contredit pas les conclusions du premier papier.  

• Pour finir TsaE est majoritairement électronégative (figure S6 de l'article page 111) 

et occupe l'entrée du site de TsaD. Il a été montré que la présence de TsaE empêche 

la fixation de l'ARNt (Luthra et al., 2018). Sa position, ses propriétés 
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électronégatives et les données biochimiques expliquent l'incompatibilité de 

fixation de l'ARNt avec TsaE.  

Une ouverture de l’enzyme TsaD est donc induite par la présence de TsaE. TsaE qui occupe 

l’entrée du site actif de TsaD empêche la fixation de l’ARNt dans le site actif de TsaD, suggérant 

que l’ouverture de TsaD, bien que compatible avec la coordination d’un nucléotide par les 

acides aminés du domaine C-terminal, est concomitante avec une inactivité catalytique 

(perturbation des acides aminés impliqués dans la fixation des métaux).  
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b. 
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c. 

 

 

Figure S1  

Structure based sequence alignment of the TmTsaBDE subunit homologues. 

The sequence alignments of the subunits are superposed by the secondary structure 

assignment based on the crystal structure of TmTsaBDE. Conserved residues are boxed 

in red, well conserved residues are in red. THEMA: T. maritima; HAEIN: H. influenza; 

BACSU: B. subtilis; VIBPA: V. parahaemolyticus; SALTY: S. typhimurium; PSEAR: P. 

aerogunosa; ECOLI: E. coli 

 

a. Structure based sequence alignment of TsaB homologues. At the bottom: 

secondary structure of EcTsaB.Residues interacting with TsaD and TsaE are 

marked with red and yellow stars respectively. Residues involved in ADP binding 

as observed in the EcTsaBD crystal structure are marked as red ovals.  



 

 

107 
 

b. Structure based sequence alignment of TsaD homologues. At the bottom: 

secondary structure of EcTsaD. Residues interacting with TmTsaB and TmTsaE 

are marked with blue and yellow stars respectively. Residues involved in ADP 

binding of EcTsaBD are marked as brown filled ovals. Residues of TmTsaD 

involved in AMPCPP binding are marked as red empty ovals. 

c. Structure based sequence alignment of TsaE homologues. At the bottom: 

secondary structure of BsTsaE. Residues interacting with TmTsaB and TmTsaD 

are marked with blue and red stars respectively. Residues of TmTsaE involved in 

AMPCPP binding are marked as red filled ovals. 

 

 

 

 

Figure S2 

Superposition of TmTsaE (yellow), BsTsaE (light grey) and HiTsaE (grey). The ADPs 

(bound to BsTsaE and HiTsaE) and AMPCPP (bound to TmTsaE) are represented as 

sticks, Mg-ions from BsTsaE and HiTsaE as grey spheres, from TmTsaE as orange 

sphere. α3 is the negatively charged helix that is bound near the TmTsaBD interface. 
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Figure S3 

Superposition of the two TmTsaBDE copies in the asymmetric unit. One copy is in colour 

(TmTsaB: blue, TmTsaD: red, TmTsaE: yellow), the other is uniformly grey. The most 

significant structural difference is situated at the C-terminus (marked Ct) of TsaB: in one 

copy it is ordered as a helix (blue Ct), while in the other it is stretched and partially 

disordered (grey Ct).  
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Figure S4 

2Fo-Fc experimental residual electron density map centred around the AMPCPP ligand 

(sticks) and contoured at 1.5 ��. Mg-ion represented as grey sphere, Mg-ligands of TsaE 

are labelled (yellow sticks). TsaD residues interacting with the �P of AMPCPP are shown 

as red sticks. 
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Figure S5 

Overlay of EcTsaBD (PDB ID 4YDU; EcTsaB in cyan and EcTsaD in grey) and TmTsaBDE 

(same colour code as for panel a). The N-terminal domains of TsaD were used for 

superimposition. ADP (bound to the active site of EcTsaBD) and AMPNPP bound to 

TmTsaE are shown as sticks. The Mg- and Fe-ions bound to EcTsaD are shown as pink 

and grey spheres respectively. α1 of TmTsaD which is disordered in the context of 

TmTsaBDE is indicated. 
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Figure S6 

Electrostatic surface potential of HiTsaE (left) and BsTsaE (right). Colour scale from 

positively (blue) to negatively (red) charged. 
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Figure S7 

The sequence conservation projected onto the surface. Left panel : surface presentation 

of TsaBD with TmTsaE presented in ribbon (AMPCPP in sticks). The black circle represent 

here patch I whose preserved residues could involve in interaction with TsaC. Right 

panel : sequence conservation of TsaE with TmTsaBD presented in ribbon. The 

conservation scaled varies between variable (cyan) and conserved (raspberry). 
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Figure S8 

Superposition of the archaeal M. janaschii Bud32/Kae1 complex2 onto TmTsaDE (Bud32 

dark grey, Kae1 light grey, TsaD red and TsaE yellow). Bud32 and TsaE both bind to the 

helical extension within the C-terminal domain of Kae1/TsaD but their binding modes 

(and structures) are unrelated. 
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I.2 Discussion des résultats obtenus par le groupe de Manal Swarjo (Luthra et al., 

2019). 

En parallèle à cette étude, une autre équipe aux USA a résolu une autre structure 

cristallographique de TmTsaBDE (Luthra et al., 2019). La figure 54 illustre les différents sites 

actifs de TsaD en conformation ouverte (code PDB 6S84 et 6N9A) et en conformation fermée 

(code PDB 4YDU). Les deux structures de TmTsaBDE (celle résolue dans l’équipe, code PDB 6S84 

et celle de l’équipe de Manal Swarjo, code PDB 6N9A) sont très similaires mais montrent 

toutefois quelques différences intéressantes :  

• L’équipe de Manal Swarjo observe une molécule d’ATP et un ion Mg2+, localisés à 

l’interface de TsaE et TsaD stabilisant cette interaction. La présence de TsaE induit un 

changement de conformation de la sous unité catalytique TsaD, très comparable à notre 

structure. Les deux sous unités TsaD se superposent avec une déviation moyenne 

(RMSD) de 1.27 Å (Z-score 17.2 sur 304 positions Cα alignées).  

• Une molécule de carboxy-AMP (Cax-AMP), identifiée par l'équipe de M.Swarjo, est fixée 

dans le site actif de TsaD (figure 42 B). L’adénosine et le phosphate α se superposent 

parfaitement avec l’adénosine et le phosphate α de l’AMPCPP dans notre structure. 

L’origine de ce carboxy-AMP n’est pas claire et les auteurs de l’article n’expliquent pas 

pourquoi ce ligand pourrait bien se trouver dans le site actif de TsaD. Il reste à vérifier 

si la densité électronique de cette structure ne pourrait pas être expliquée par une 

molécule d’ADP (dont l’encombrement stérique est compatible avec la densité 

électronique) ou alors par une molécule de carbamoyle-AMP. 

• En revanche, un ion Zn2+ est fixé dans le site actif de cette nouvelle structure. Les 

positions des acides aminés H109, H113, H136 et D296 sont déviées par rapport à notre 

structure (figure 54 A) et sont dans une conformation permettant la coordination du 

métal Zn2+ (figure 54 B). Cependant, la position relative du métal Zn2+ par rapport au 

métal Fe2+ présent dans EcTsaD est déviée de    ̴5 Å et ne participe pas à la coordination 

du nucléotide dans la structure de Luthra et al., 2019. Pour finir, les acides aminés D11 

et E12 de EcTsaD coordonnent le second métal Mg2+ à proximité du phosphate β de l’ADP 

(figure 54 C) ; les positions relatives de ces acides aminés dans TmTsaD présentent une 

déviation de près de 11 Å et ne permettent pas la coordination du métal Mg2+. 
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Figure 54 Représentation des sites actifs des différentes structures cristallographiques connues de TsaD.                            
A : Site actif en conformation ouverte de TsaD de la bactérie Thermotoga maritima (code PDB 6S84). Un 
analogue non hydrolysable de l’ATP (AMPCPP) est stabilisée par les acides aminés du domaine C-terminal de 
TsaD représentés en stick. B : Site actif de TsaD de Thermotoga maritima (code PDB 6N9A). Une molécule de 
carboxy-AMP (Cax-AMP) est stabilisée par les acides aminés du domaine c-terminal de TsaD représentés en 
stick. Une molécule de Zn2+ est coordonnée par les acides aminés en stick. C : Site actif de TsaD de Escherichia 

coli en conformation fermée (code PDB 4YDU). Une molécule d’ADP et des ions Mg2+ et Fe2+, en vert et orange 
respectivement, sont liés dans le site actif. 
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Cette nouvelle structure de TsaBDE de Thermotoga maritima (code PDB 6N9A) met en 

évidence que la position des deux domaines de TsaD présente toujours un changement de 

conformation drastique induisant une ouverture du site actif de l’enzyme en présence de TsaE. 

Les seules différences entre ces deux structures sont localisées aux résidus H109, H113, H136 et 

D296 qui présentent une orientation supportant la coordination du métal Zn2+. De façon 

inattendue, cette nouvelle structure cristallographique de TsaBDE montre que l’histidine 136 

participe à la liaison du métal Zn2+, dont l’équivalent, l’histidine 139, ne participe pas à liaison 

du Fe2+ dans EcTsaD en conformation fermée (déviation de ~ 3 Å du groupement Nε1). Cela 

suggère que la conformation ouverte et la présence du métal à proximité oriente l’H136 de 

manière favorable à la coordination. Lors du passage vers la conformation fermée, la 

coordination serait rompue entre le métal Zn2+ et l’H136, permettant la coordination du Zn2+ au 

nucléotide. Il est probable que cette structure soit un autre état intermédiaire passant de la 

forme inactive à active.  

I.3. Conclusion de l’article I.  

La catalyse de la modification t6A par les protéines TsaBDE implique 2 substrats : le premier 

étant l’intermédiaire TC-AMP et le second est l’ARNt. 

Les structures TmTsaBDE supportent les données biochimiques mais laissent encore 

beaucoup de zones d’ombre en ce qui concerne la compréhension du mécanisme réactionnel. 

Même si TsaE est indispensable pour la réaction, sa position dans le complexe ternaire TsaBDE 

est incompatible avec une réaction en une seule étape. En effet, en présence d’un nucléotide 

non-hydrolysable, et sans doute aussi en présence d’ATP, le site actif de TsaD n’est pas 

accessible pour un substrat volumineux tel que l’ARNt en présence de TsaE. De plus, l’ouverture 

de TsaD et les réarrangements structuraux de son site actif induits par la présence de TsaE 

suggèrent que la sous-unité catalytique soit dans un état inactif dans le contexte du complexe 

ternaire TsaBDE fixant un nucléotide. Des expériences d’interaction ont montré que la présence 

de TsaE empêche la formation d’un complexe ARNt-TsaBDE, en revanche son absence permet 

de former le complexe nucléo-protéique ARNt-TsaBD (Luthra et al., 2018).  

Des expériences de cinétiques ont montré que TsaBD, seul, est capable de catalyser une 

réaction t6A ("single turn-over"), et que l’activité ATPase de TsaE est nécessaire pour atteindre 

plusieurs cycles de modification ("multiple turn-over") (Luthra et al., 2018). La catalyse de la 
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modification t6A sur un ARNt substrat laisserait TsaD dans un état inactif que seule la présence 

de TsaE, accompagnée de l’hydrolyse d’une molécule d’ATP serait capable de restaurer.  

Les différentes structures cristallographiques représentent probablement des 

conformations illustrant les différentes étapes ("snapshots") le long du chemin réactionnel et 

ont permis de proposer une fonction de la troisième sous-unité TsaE. Cependant, de 

nombreuses incertitudes demeurent quant à l’ordre d’interaction des différents substrats. 

Dans le complexe TsaBDE, un nucléotide (AMPCPP ou cax-AMP) est stabilisé dans le site actif 

de TsaD : l’intermédiaire TC-AMP pourrait être ainsi transmis au site actif de TsaD dans une 

conformation ouverte. L’ion Zn2+ observé dans le site actif de TmTsaD de la structure du 

complexe TmTsaBDE de l’équipe de Manal Swarjo suggère un état pré-actif qui précèderait la 

dissociation de l’interaction avec TsaE et le rapprochement des deux domaines de la sous unité 

catalytique TsaD induisant, ainsi, la fermeture du site actif.  Il est possible que la fermeture du 

site actif soit aussi induite après la fixation de l'ARNt substrat.  
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Chapitre II 

I. Etude du site actif de TsaD chez les procaryotes. 

II.1. Présentation de l’article II (soumis à NAR). 

Comme énoncé précédemment, la catalyse de la modification t6A se déroule en deux étapes 

(figure 53 page 85). Les protéines TsaC1 ou TsaC2 forment un intermédiaire TC-AMP, ce dernier 

est pris en charge par le complexe trimérique TsaBDE pour modifier l’adénosine 37 des ARNt 

substrats. Le mécanisme de transfert du groupement thréonyl-carbamoyle sur les ARNt 

substrats est très peu comprise. Seule la structure tridimensionnelle de Sua5 a été résolue en 

présence de l’intermédiaire TC-AMP permettant d’identifier les résidus responsables de sa 

fixation (Agari et al., 2008). Aucune structure tridimensionnelle de TsaD ou de ses homologues 

(Kae1, Qri7) n’a été résolue en présence de cet intermédiaire. Des structures en présence de 

nucléotides ATP, ADP ou AMP liés au site actif ont été obtenues mais permettent seulement 

d’émettre des hypothèses quant aux résidus impliqués dans la fixation de l’intermédiaire TC-

AMP.  

Notre article présente la structure de TsaBD de la bactérie Escherichia coli en présence 

d’un analogue TC-AMP non hydrolysable (nom de code BK951 ; figure 55). Le protocole de 

purification de TsaBD est exposé en annexe 1 (page 319). Ce composé a été synthétisé par 

Charles Lauhon de l’université du Wisconsin. A partir de la molécule 6-chloropurine riboside et 

de L-thréonine, une synthèse chimique a permis de substituer un oxygène du phosphate du TC-

AMP par un carbone, ce qui le rend non hydrolysable et stable. 

 

Figure 55 Produit finale de la synthèse de l’analogue non hydrolysable du TC-AMP nommé BK951, la synthèse a 
été réalisée par l’équipe de Charles Lauhon. 

L’analyse complète de cette étude est illustrée par l’article en cours de rédaction et de 

publication intitulé " Structure of a reaction intermediate mimic in t6A biosynthesis bound in 

the active site of the TsaBD heterodimer from Escherichia coli" en collaboration avec Charles T. 
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Lauhon (Université de Madison, USA). Les résultats présentés seront comparés à ceux obtenus 

avec la structure de TsaBD de Salmonella typhimurium qui possède un analogue de l’ATP non 

hydrolysable dans son site actif (ATPγS) (code PDB 3ZEU) et d’Escherichia coli possédant un ADP 

dans son site actif (code PDB 4YDU). Pour finir, une dernière comparaison sera faite avec la 

structure tridimensionnelle de TobZ, protéine possédant les deux domaines homologues 

à TsaC1 et TsaD et, au sein de son domaine TsaD, un adénylate carbamoyle et un ion Fe2+ sont 

fixés (code PDB 3VER).  

 

Figure 56 Site de fixation de la molécule BK951 (en vert) dans le site actif de TsaD. Les liaisons hydrogènes sont 
représentées par les pointillés noirs. La liaison de coordination entre le Zn2+ et l’oxygène du carboxylate du 
BK951 est réprésenté en violet. Enfin les demi cercles rouges hachurés représentent les interactions de van der 
Waals. 

 

Des analyses d’interaction ont montré que l’affinité de BK951 avec TsaBD est de l’ordre 

du micromolaire (KD = 3.4 ± 0.6 µM et une IC50 (concentration inhibitrice médiane) de 1.3 ± 0.5 

µM).  Ces valeurs sont du même ordre de grandeur que celles retrouvées pour la fixation du 

TC-AMP (IC50 =1.5 ± 0.4 µM). La structure du complexe TsaBD/BK951 a été résolue à une 
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résolution de 2.31 Å. Une densité électronique supplémentaire dans le site actif de TsaD a 

permis de placer la molécule BK951 ainsi qu’un ion Zn2+ dans le site actif de TsaD. Les structures 

de TsaBD, en présence et en absence de la molécule BK951, sont très similaires (RMSD ~ 0.39 

Å) montrant que la fixation de la molécule n'induit pas de changement conformationnel 

important. L’ion Zn2+ est coordonné par les acides aminés H111, H115, D300 d’une part et par 

l’oxygène du phosphate α et les oxygènes du carboxylate du BK951 de l’autre. La S9 et l’H139 

forment des liaisons hydrogènes avec le groupement thréonyle et le groupement carboxylate 

respectivement. Les résidus N272, G268, G127 et G138 forment des liaisons hydrogènes avec 

l’adénosine, le phosphonate et le carbamate (figure 56).  

Une étude de mutagénèse dirigée, réalisée par les collaborateurs, ciblant les acides 

aminés du site actif de TsaD de la bactérie Escherichia coli a été réalisée. Les mutants H111A, 

H115A et D300A ne possèdent plus d’activité t6A. A l’inverse, le mutant H139A ne montre pas de 

différence d’activité significative par rapport à l’enzyme sauvage suggérant que l’H139 n’est pas 

un résidu catalytique. De façon surprenante, les mutants S9A et S9G diminuent 

significativement l’activité t6A de l’enzyme et le mutant S9T diminue au tiers l’activité. La 

cystéine voisine mutée, C10A, qui forme une interaction de van der Waals avec le groupement 

thréonyle, montre un effet moindre sur l’activité t6A. En revanche, le double mutant S9G et C10G 

abolit totalement l’activité de l’enzyme, suggérant un effet additif. 
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II.2. Représentations schématiques du site actif de TsaBD et du domaine Kae1 de 

TobZ en présence de différents substrats.    

 

Figure 57 Les sites de fixation des différents substrats dans le site actif de TsaD de Samolnella typhirunium (panel 
A), de  d’Escherichia coli (panel B) et de TobZ de Streptoalloteichus tenebrarius (panel A). Les nucléotides sont 
en vert. Les liaisons hydrogènes sont représentées en pointillées, les liaisons de coordination sont représentées 
en violet et enfin les interactions de van der Waals sont représentées en demi-cercle hachurés rouge. Les 
molécules d’eau sont représentées par des sphères cyan. 

A B 

C 
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Figure 58 Alignement multiple des séquences des protéines TsaD de Escherichia coli (ECOLI), de Salmonella 

typhirunium (SALTY), de Haemophilus influenzae (HAEIN), de Thermotoga maritima (THEMA), de Bacillus 

subtilis (BASCU), de Staphylococcus aureus (STAAU), de Mycobacterium tuberculosis (MYCTU) et de la protéine 
TOBZ de Streptoalloteichus tenebrarius (STRSD). Les acides aminés conservés sont surlignés en rouge et ceux 
similaires sont écrits en rouge. Les acides aminés coloriés en jaunes sont discutés dans le texte. 
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Les structures cristallographiques de TsaBD des bactéries Salmonella typhimurium et 

Escherichia coli, ainsi que celle de TobZ de Streptoalloteichus tenebrarius ont été résolues en 

présence respectivement d’analogue non hydrolysable de l’ATP (ATPγS), d’ADP et de 

carbamoyle-AMP (Ca-AMP) liées aux sites actifs des protéines. La comparaison des sites actifs 

met en évidence que les acides aminés de TsaD impliqués dans la liaison des différents ligands 

et ceux du domaine Kae1 de TobZ impliqués dans la fixation du Ca-AMP sont très similaires 

(figure 57) et de plus, ces acides aminés s’alignent à des positions équivalentes sur l’alignement 

multiple de séquence illustré à la figure 58.  

Les ions Zn2+ et Fe2+ sont coordonnés par les histidines (H111 - H114 et H115 - H118) et les 

aspartates (D300 - D338) conservés dans StTsaD et EcTsaD (figures 57 A et B). De façon similaire 

à la fixation de la molécule BK951, l’histidine 139 de TsaD partage une liaison hydrogène avec 

le phosphate γ de l’ATPγS.  

Également, le peptide S136 - G137 - G138, conservé au sein de la famille TsaD/Kae1/Qri7, 

stabilise l’oxygène du carbamoyle de BK951, du phosphate γ de l’ATPγS et du phosphate β de 

l’ADP (ce peptide est localisé par une barre violette sur la figure 58). Chez TobZ, le peptide G138 

- Q139 - G140 (retrouvé à une position équivalente dans SmTsaD et EcTsaD) stabilise le 

groupement carbamoyle du Ca-AMP (figure 57 C).  

En présence d’ATPγS et d’ADP les acides aminés D11 et E12, conservés chez les 

procaryotes, coordonnent des molécules d’eau et un ion Mg2+, qui stabilisent l’oxygène du 

phosphate α (figure 57 A et B). Cette liaison est très similaire à celle réalisée par une molécule 

d’eau, partageant une liaison hydrogène avec l’aspartate 15 de TobZ, sur l’oxygène du 

phosphate α (figure 57 C) (ces acides aminés sont localisés par une barre verte sur la figure 58). 

Dans TobZ, les acides aminés H14 - D15, localisés proche du groupement carbamoyle du Ca-AMP 

et de la tobramycine (accepteuse du carbamoyle), sont supposés participer à déprotonation du 

groupement 6’ hydroxyle de la molécule tobramycine pour favoriser l’attaque nucléophile sur 

le Ca-AMP aboutissant au transfert du groupement carbamoyle sur la molécule de tobramycine 

formant le produit nebramycine (Parthier et al., 2012).  

La dyade H14 - D15 de TobZ et D11 - E12 de TsaD se superposent, suggérant une fonction 

commune. En revanche, nous n’avons pas pu observer de densité électronique dans le site actif 

de TsaD en présence de la molécule BK951 qui aurait pu correspondre à une molécule d’eau ou 

d’ion Mg2+ en face du phosphate α. 
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Figure 59 Superposition de l’intermédiaire TC-AMP (en magenta) (résolue dans la structure de Sua5 de 
Sulfolobus tokodaii code PDB 411B) sur l’analogue BK951 (en vert), dans TsaD de la bactérie Escherichia coli. Le 
métal Zn2+, sphère grise, coordonne le groupement thréonyle de la molécule BK951. Le métal Mg2+, sphère verte, 
coordonne l’oxygène du phosphate α du TC-AMP dans Sua5. La superposition de l’intermédiaire TC-AMP sur la 
molécule BK951 met en évidence une rotation du phosphate α.  

 

La superposition de l’intermédiaire TC-AMP de la structure de Sua5 de Sulfolobus 

tokodaii (code PDB 4E1B) sur la molécule BK951 dans TsaD de Escherichia coli (figure 59) met 

en évidence une rotation du groupement phosphate α de la molécule BK951 causée, 

probablement, par la substitution de l’oxygène en carbone dans la molécule BK951. Si le 

phosphate α était orienté comme dans la molécule de TC-AMP, il pourrait être coordonné par 

des molécules d’eau et par un ion Mg2+, eux même stabilisés par les résidus D11 et E12 et 

orienterait le ligand dans une conformation favorable à l’attaque nucléophile par le N6 de l’A37 

de l’ARNt. 
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II.3. Conclusion de l’article. 

L’étude menée en collaboration avec l’équipe de Charles Lauhon a permis de caractériser pour 

la première fois les acides aminés impliqués dans la fixation d’un analogue stable de 

l’intermédiaire TC-AMP (BK951) au site actif de TsaD. La mutagénèse dirigée a permis 

d’identifier les acides aminés qui participent à la fixation de la molécule BK951 et ceux qui 

participent probablement à la catalyse de la modification t6A. La comparaison avec le site 

catalytique de l’enzyme TobZ, permet d’émettre des hypothèses quant au mécanisme 

catalytique de la modification t6A.  

 La boucle S9CDE12 est très conservée chez les procaryotes, ce qui suggère qu’elle joue 

un rôle important dans la réaction de transfert t6A, éventuellement dans la déprotonation de 

l’adénosine 37 de l’ARNt substrat. Zhang et al ., ont mis en évidence que la substitution du 

glutamate 12 en alanine ne possédait plus d’activité t6A et ne fixait plus d’ion Mg2+ (code PDB 

4WQA) sans toutefois altérer la fixation du nucléotide ATP, suggérant un rôle catalytique pour 

l’ion Mg2+ (Zhang et al., 2015). Cependant, les acides aminés D11 et E12 de TsaD sont substitués 

par des acides aminés asparagine et lysine chez les eucaryotes et des acides aminés histidine 

et thréonine chez les archées. Le rôle de cette boucle reste donc à démontrer.  

Également, l’ordre de fixation des différents substrats n’est pas connu. Comme vu dans 

le chapitre précédent, la présence de TsaE n’est pas compatible avec la fixation de l’ARNt 

substrat, le complexe TsaBDE pourrait être un état pré-actif compatible avec la fixation de 

l’intermédiaire TC-AMP, comme suggéré par la fixation de l’ATPγS dans le site actif de TsaD en 

conformation ouverte (cf. chapitre I). Une étude du complexe ternaire TsaBDE avec l’analogue 

BK951 pourrait être envisagée au sein du laboratoire.  
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Chapitre III 

III. Effets de YrdC et de GON7 sur la modification t6A chez l’Homme. 

III.1. Présentation de l’article « Defects in t6A tRNA modification due to GON7 et 
YRDC mutations leads to Galloway-Mowat ».  

 

Les défauts de modifications des ARNt sont impliqués dans différentes pathologies, et ce champ 

d’investigations est en pleine expansion. Ces pathologies sont très souvent liées à des 

désordres neuro-développementaux chez l’Homme (Kapur et Ackerman, 2018; Ramos et Fu, 

2019). Parmi ces pathologies, le syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS) est une maladie 

neuro-rénale rare qui se caractérise par des syndromes néphrotiques stéroïdes résistants 

(SNRS), une microcéphalie, ainsi que des défauts neurologiques (Galloway et Mowat, 1968). Le 

GAMOS est donc cliniquement hétérogène et présente des origines génétiques diverses. En 

effet, de nombreuses mutations GAMOS ont été identifiées sur les gènes WDR73 et WDR4 (cf. 

§ 4.10 page 80), mais également sur les gènes codant 4 protéines du complexe KEOPS 

humain (OSGEP, TP53RK, TPRKB, LAGE3) (Colin et al., 2014; Edvardson et al., 2017; Braun et al., 

2017, 2018; Wang et al., 2018).  

 Il a été vu dans l’introduction que la première étape de la modification t6A chez les 

eucaryotes est assurée par la famille YrdC/Sua5 puis la seconde étape est réalisée par le 

complexe KEOPS (El Yacoubi et al., 2009, 2011). 

 

Récemment, l’orthologue de Gon7 de la levure (yGon7) a été identifié chez les 

métazoaires. Nommé dans un premier temps C14orf142, il a été renommé GON7. yGon7 est 

identifiée comme une IDP (intrinsically destructured protein) mais 50% de la protéine se  

structure lorsqu’elle est en interaction avec son partenaire Pcc1 (Zhang et al., 2015). GON7 de 

l’Homme interagit avec LAGE3, formant avec OSGEP, TP53RK et TPRKB un pentamère (Wan et 

al., 2017). Malgré le faible taux d’identité de séquence entre yGon7 et GON7 (17 % d’identité 

de séquence et 34 % de similitude de séquence), ces deux protéines partagent le même 

partenaire Pcc1/LAGE3 (Wan et al., 2017; Drew et al., 2017).  

 

Dans cette étude, réalisée en collaboration avec l’équipe de Corine Antignac et 

Géraldine Mollet de l’institut IMAGINE, de nouvelles mutations sur les gènes codant YrdC et 

GON7 ont été identifiées, et leur impact sur la biosynthèse de la modification t6A conduisant 

au GAMOS a été étudié. De plus, la structure cristallographique du sous-complexe OSGEP-
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LAGE3-GON7 à 1,9 Å de résolution est présentée (code PDB 6GWJ). La caractérisation 

structurale montre que GON7 acquiert sa structure tridimensionnelle en interaction avec 

LAGE3.  

 

 Le séquençage de l’exome entier de 11 patients présentant les caractéristiques du 

syndrome GAMOS, provenant de 5 familles différentes, a permis d’identifier des mutations sur 

les gènes YRDC et GON7. Le séquençage ainsi que les analyses génétiques et cellulaires ont été 

réalisés par l’équipe de Corine Antignac à l’institut IMAGINE.  

Deux mutations hétérozygotes sur le gène YRDC au sein d’une famille ont été détectées. 

L’une est une mutation faux-sens (C251>T) qui conduit à la traduction de l’acide aminé valine à 

la position 84 à la place d’une alanine (A84V). La seconde est une délétion de 4 paires de base 

(721_724del) conduisant à un décalage de lecture et à la traduction d’une valine à la position 241 

à la place d’une isoleucine (V241I). Enfin une troisième famille présente une mutation 

homozygote décalante de 3 paires de base (794_796del) conduisant à la délétion de l’acide aminé 

leucine à la position 265 (L265del). Afin de savoir où ces diverses mutations sur YrdC se 

localisent, un modèle in silico tridimensionnel a été réalisé à partir de la structure de son 

homologue Sua5 de Sulfolobus tokadaii (code PDB 4EIB, 20% d’identité de séquence entre les 

2 protéines). L’intermédiaire TC-AMP et l’ion Mg2+ ont été placés par superposition des sites 

actifs des deux protéines. La mutation A84V est localisée proche de l’ion Mg2+ qui coordonne le 

phosphate α du TC-AMP, alors que les mutations V241I et L265del sont localisées à l’extrémité C-

terminale de YrdC (figure 1e de l’article, page 183). Ces mutations n’altèrent ni l’expression de 

la protéine YrdC dans les cellules de podocytes, ni la stabilité de sa structure tridimensionnelle 

analysée par des spectres 1D H1-HSQC avec toutefois une dégradation du mutant V241I (figure 

3b de l’article, page 185). Des études de complémentation chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae, chez qui le gène SUA5 a été invalidé et remplacé par les gènes sauvage et mutants 

YRDC, ont été réalisées. La croissance optimale des levures (fitness) et le taux de nucléotides 

modifiés t6A sur les ARNt substrats sont affectés chez les mutants A84V et L265del, d’un facteur 

1,3 et 1,75 respectivement. Les effets sur le fitness des levures sont plus importants pour le 

mutant V241I et aucun nucléotide modifié n’a été détecté sur les ARNt substrats, confirmant la 

corrélation entre la synthèse de la modification t6A et la croissance des levures (figure 3 de 

l'article, page 185). Dans les cellules humaines, tous les mutants de YrdC diminuent 

significativement le taux de nucléotides t6A modifiés sur les ARNt substrats, ce qui a pour effet 
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d’altérer la prolifération et la synthèse des protéines dans les podocytes et d’augmenter 

l’apoptose de ces cellules. 

 

Concernant GON7, 4 familles présentent une mutation homozygote non-sens (C21>A) 

qui conduit à l'introduction d’un codon stop à la place de la tyrosine 7. Une cinquième famille 

présente une mutation spontanée différente qui se caractérise par une duplication de 

nucléotide (C19dup) impliquant la tyrosine 7 et conduisant à un décalage de lecture du codon 

et un codon stop prématuré. Aucune complémentation dans la levure, chez qui le gène GON7 

a été invalidé, par la protéine humaine GON7 n’a pu être observée. Cette incapacité de GON7 

à complémenter yGon7 chez la levure suggère une spécificité d’interaction de GON7 avec 

LAGE3 chez l’Homme et de Gon7 avec Pcc1 chez la levure. L’analyse de ces interfaces sera 

développée en partie supplémentaire.  

Les deux mutations conduisent à l’absence de la protéine GON7 dans les cellules. Les 

mutants GON7 altèrent l’expression des protéines de 66 % dans les cellules (figure 4c de l’article 

page 186). Cependant, seule une légère diminution du taux de nucléotides modifiés (figure 3d 

de l’article page 185) et un faible impact sur le taux de prolifération et le taux d’apoptose dans 

les podocytes sont détectés chez ces mutants (figure 4a-b de l’article page 186). Pour expliquer 

le GAMOS des patients possédant les mutations de GON7, la stabilité de LAGE3, son partenaire 

direct a été étudiée dans des cellules HEK293T. En absence de GON7, LAGE3 est dégradée de 

50 % en 6 heures (figure 6b de l’article page 189). En revanche, la présence de GON7 empêche 

la dégradation de la protéine LAGE3. Ce résultat montre que GON7 stabilise LAGE3, son 

partenaire direct dans le complexe KEOPS.  

 

L’analyse par RMN 2D 1H-15N SOFAST-HMQC de GON7 a révélé que cette protéine ne 

possède pas de structure secondaire en solution. Après addition de LAGE3 en solution, environ 

35 pics du signal H1-N15 se décalent ou s’éteignent, confirmant que GON7 interagit avec LAGE3 

et acquiert ses structures secondaires. Lors de son interaction avec LAGE3, les signaux HSQC de 

35 résidus restent localisés entre 8 et 8,5 ppm, suggérant qu’une partie de GON7 est toujours 

désordonnée malgré son interaction avec LAGE3 (c.f. figure supplémentaire 6a, page 201).  

 

Les propriétés structurales en solution de GON7 ont été également étudiées par 

diffusion des rayons X aux petits angles couplée à une chromatographie d’exclusion stérique 
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(SEC-SAXS), ce qui a permis de confirmer l’absence de structure compacte/globulaire de la 

protéine lorsqu’elle est seule en solution. La partie linéaire de la courbe de Guinier (ln I(q) 

versus q2) indique que GON7 est monodisperse en solution (c.f. figure supplémentaire 6d, page 

201). De plus, la représentation selon Kratky confirme que GON7 est désordonnée mais le 

plateau d’intensité situé au voisinage de (qRg)2I(q)/I(0)=1,5 suggère la présence d’éléments de 

structure secondaires locales et/ou transitoires (c.f. figure 5a page 187). La fonction de Guinier 

et la distribution des distances Pr indiquent des rayons de giration Rg proches de 31,8 et 32,4 

Å respectivement. La masse moléculaire dérivée de I0/c de 14,7 kDa est compatible au poids 

moléculaire théorique de GON7 (12,59 kDa) d'une forme monomèrique. La distance maximale 

mesurée s’étend jusqu’à 125 Å (c.f. figure supplémentaire 6b). L’ensemble de ces données 

confirme que l’extension maximale de GON7 est la conséquence d’un état déstructuré et non 

d'une oligomérisation.  

 

Figure 60 Tableau récapitulatif des paramètres structuraux à basse résolution des objets étudiés par SEC-SAXS.  

D’autre part, les sous-complexes LAGE3-GON7 (LG) et OSGEP-LAGE3-GON7 (OLG) ont 

également été étudiés par SEC-SAXS. Les représentations de Guinier (ln I(q) versus q2) sont 

linéaires démontrant que les complexes LG et OLG sont monodisperses (cf. figure 

supplémentaire 6d, page 201). Leurs rayons de giration suggèrent que les complexes OLG et LG 

sont plus compacts que GON7 seule (figure 60). Les poids moléculaires mesurés à partir de I0/c 

sont compatibles avec les stœchiométries 1 :1 :1 pour OLG et 2 :2 pour LG (figure 60). De plus 

les extensions maximales calculées à partir de la fonction de Patterson suggèrent une forme 

linéaire allongée des complexes et ainsi un enchainement linéaire des sous-unités (c.f. figure 

supplémentaire 6b, page 201). En présence de LAGE3 ou de LAGE3 et OSGEP, le Kratky-plot 

sans dimension présente des courbes en « cloche » avec un maximum situé en qRg ~ 2 et 

(qRg)2I(q)/I(0)=1,1, confirmant que GON7 se structure au contact de LAGE3 avec toutefois des 

éléments flexibles dans les deux complexes (c.f. figure 5a de l’article, page 187). De plus, l’allure 
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des courbes, en présence ou en absence de OSGEP, sont similaires, ce qui montre que la sous-

unité OSGEP ne joue pas de rôle dans l’acquisition du repliement tridimensionnel de GON7.  

La structure cristallographique du sous-complexe OLG à 1,9 Å de résolution confirme 

toutes ces observations en solution. Les sous-unités forment un complexe linéaire. Dans ce 

complexe, 45 % de GON7 adopte une structure bien définie. Cependant aucune densité 

électronique n’a permis de modéliser les acides aminés de 51 à 106 de GON7, suggérant qu’ils 

restent flexibles. La structure de GON7 est composée de 2 brins β (des acides aminées 1 à 20), 

dont le brin β1 interagit avec le brin β1 de LAGE3, et en une hélice α1 qui interagit avec l’hélice 

α2 de LAGE3 (figure supplémentaire 14d de l’article, page 209). Les acides aminés 1 à 59 de 

LAGE3, prédits comme désordonnés, ne sont pas observés dans la structure de LAGE3. Le 

domaine N-terminal de LAGE3 et le domaine C-terminal de GON7 (les régions prédites flexibles 

du sous complexe OLG), ont été modélisés et leurs positions optimales ont été trouvées en 

ajustant la courbe calculée des modèles possibles avec la courbe expérimentale de SAXS. La 

courbe calculée du modèle final s'ajuste à la courbe expérimentale (χ2 = 0.33) confirmant que 

ces régions sont flexibles en solution (figure 5d de l’article, page 187).  

Le mode d’interaction de LG est identique à celui de Pcc1-Gon7 de la levure et les deux 

hétérodimères se superposent avec une déviation faible (RMSD de 1,4 Å ; figure 5d de l’article, 

page 187). Malgré une faible identité de séquence, la résolution de la structure 

tridimensionnelle de GON7 en complexe avec LAGE3 et OSGEP révèle donc une structure très 

similaire à celle qu’acquière Gon7 en complexe avec Pcc1 chez la levure. Cette forte similitude 

structurale confirme que ces deux protéines, majoritairement déstructurées seules en solution, 

des homologues structuraux en interaction avec leurs partenaires LAGE3/Pcc1, comme 

initialement prédit par l'équipe de Sicheri (Wan et al., 2017). En revanche, la différence des 

séquences suggère une grande distance évolutive de ces gènes.
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III.2. Conclusion de l’article. 

 

Cette étude, alliant des approches de génétique humaine à des approches biochimiques et 

structurales, a mis en évidence l’impact de mutations des gènes codant les protéines YrdC et 

GON7 sur le taux de modification t6A des ARNt et in fine sur des dérégulations cellulaires 

entrainant la pathologie GAMOS. Ainsi, nous avons montré que le défaut de la modification 

t6A des ARNt altère globalement la synthèse des protéines, conduisant à l’apoptose cellulaire.  

Alors que le défaut de YrdC diminue significativement le taux d'ARNt modifié, ce qui a pour 

conséquence un phénotype GAMOS sévères, le défaut de GON7 entraine des symptômes plus 

légers chez les patients GAMOS.  

En absence de GON7, LAGE3 dimérise et les sous-unités du complexe KEOPS s’agencent 

en octamère de stœchiométrie 2 :2 :2 :2 (Wan et al., 2017). En revanche, la présence de 

GON7, qui interagit avec la surface hydrophobe de LAGE3, induit la formation d’un pentamère 

de stœchiométrie 1 :1 :1 :1 :1 (Wan et al., 2017). Chez la levure, il a été suggéré que yGon7 

stabilise le complexe pentamérique (Zhang et al., 2015). Cet agencement pentamérique 

impacte positivement l’activité d’un facteur 4 à 5 de la modification t6A (Wan et al., 2017). 

Cependant, en absence de GON7, le complexe KEOPS in vitro de stœchiométrie 2 :2 :2 :2 

assure tout de même une activité t6A (Wan et al., 2017).  

L’ensemble de ces données montre que GON7 contribue à la stabilisation de la forme 

stœchiométrique 1 :1 :1 :1 :1 du complexe KEOPS, qui est la forme la plus active d’un point de 

vue catalytique. Toutefois son absence n’altère pas drastiquement la modification t6A, 

expliquant le symptôme « adoucit » des patients GAMOS qui présentent des mutations sur 

GON7. 

 Nous avons évoqué en introduction générale, la disparité des phénotypes lors d’un 

défaut de la modification t6A à travers les espèces (cf. § 4.9. page 78). Ainsi, la modification 

t6A est essentielle à la survie de la majorité des bactéries. Quant aux champignons, l’altération 

de la modification t6A est tolérée sous des conditions standards non stressantes et conduit 

souvent à des erreurs de lecture des codons, altérant globalement la machinerie de la 

traduction.  

Enfin, le défaut de la modification t6A modifie le développement des organismes 

pluricellulaires avec un impact d’intensité variable selon les organes. En effet, le défaut t6A 

altère globalement les podocytes et les cellules neuronales chez l’Homme et le 
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développement des disques imaginaux chez la Drosophila melanogaster (Rojas-Benítez et al., 

2017). L’exacerbation du phénotype au sein de ces cellules peut s’expliquer par une forte 

activité mitotique qui demande une machinerie de traduction des protéines hautement 

performante, rendant ces organes vulnérables en cours de développement à chaque 

perturbation.  

Même si des fonctions alternatives ont été attribuées au complexe KEOPS, tel que 

l'homéostasie des télomères, pouvant expliquer les phénotypes pléiotropes dans les 

organismes (Downey et al., 2006; Kisseleva-Romanova et al., 2006; He et al., 2019; Liu et al., 

2018), notre étude montre que le syndrome GAMOS est relié au défaut de la modification t6A 

causé par les mutations sur les gènes YRDC et GON7.
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III.3. Résultats supplémentaires. 

III.3.1. Evolution des interfaces GON7/LAGE3 et Gon7/Pcc1.  

 

Les protéines GON7/yGon7 sont considérées comme des IDPs (Zhang et al., 2015; Wan et al., 

2017). Les IDPs sont des protéines qui évoluent très rapidement et il est très difficile de statuer 

sur leur origine évolutive (Brown et al., 2011). De plus, les IDPs peuvent interagir avec des 

partenaires différents dans divers contextes biologiques et par conséquent acquérir des 

conformations différentes (Dyson et Wright, 2005). Même si les séquences peuvent diverger 

significativement pendant l’évolution, le « fold » des protéines est généralement plus 

préservé (Illergård et al., 2009). Il est considéré que deux protéines qui possèdent un pli 

tridimensionnel similaire et plus de 30 % d’identité de séquence sont des homologues c’est-

à-dire qu’elles partagent un ancêtre commun. Ici nous avons l’exemple des protéines GON7 

et yGon7 qui présente une structure tridimensionnelle presque identique en interaction avec 

LAGE3 et Pcc1 et ayant une fonction commune alors qu'elles possèdent seulement 17 % 

identité de séquence. 

De façon surprenante, au sein du laboratoire il a été observé que GON7 de l’Homme 

ne complémente pas la souche Saccharomyces cerevisiae lors de l’extinction du gène yGON7, 

observé aussi par l'équipe de F. Sicheri (Wan et al., 2017), suggérant une spécificité des 

interfaces GON7/LAGE3 et yGon7/Pcc1.  

Nous avons entrepris une analyse des séquences dans le but de comprendre cette 

incapacité de complémentation. 18 séquences de GON7, dont 6 séquences de métazoaires et 

12 séquences de champignons, ont été alignées avec MAFFT (Katoh et al., 2019). L’alignement 

multiple des séquences a permis de révéler quelques acides aminés conservés et quelques 

acides aminés similaires au sein des GON7 (surlignés en rouge et jaune respectivement sur la 

figure 62). Nous avons aussi identifié les acides aminés impliqués dans l’interaction avec leur 

partenaire LAGE3/Pcc1 respectif (surlignés en cyan sur l'alignement en figure 63).  

Les séquences des protéines de la famille LAGE3 et Pcc1 ont été également alignées 

avec MAFFT (Katoh et al., 2019). Nous avons ainsi identifié et localisé les acides aminés des 

protéines LAGE3 et Pcc1 impliqués dans l’interaction avec leurs partenaires GON7 et yGon7 

respectifs (figure 61). Les acides aminés stabilisant les interfaces sont localisés à des positions 

équivalentes dans les deux structures GON7-LAGE3 et Gon7-Pcc1 (figure 61). 

Les séquences Gon7 des champignons sont plus longues que celles des GON7 des 

métazoaires. A titre d’exemple GON7 de l’Homme possède 100 acides aminés alors que Gon7 
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de levure en possède 123. Gon7 de Saccharomyces cerevisiae (code PDB 4WXA) se replie en 2 

brins β antiparallèles (acides aminés 1 à 19), suivis d’une région désordonnée (acides aminés 

20 à 64) puis enfin de deux hélices α consécutives. Il est important de noter que dans des 

séquences Gon7 de différents champignons, les acides aminés de cette région désordonnée 

sont conservés ou similaires chez les organismes (région encadrée en noir sur l'alignement en 

figure 62).  

Cette région n'est pas conservée dans les séquences de GON7 des métazoaires et les 

deux hélices α1 de GON7 et yGon7 s'alignent. Au cours de l’évolution, les séquences des 

métazoaires pourraient avoir perdu cette insertion ou bien les séquences des champignons 

auraient pu acquérir cette insertion en interaction avec d’autres partenaires.  

La leucine 33 de GON7 est conservée dans toutes les séquences et est localisée au 

début des hélices α1 (surlignée en rouge sur l'alignement, figure 62 page 229). De même, la 

tyrosine 7 est conservée et localisée sur les brins β1, à l’exception de GON7 de Sarcophilus 

harrisii qui possède une phénylalanine à cette position (localisée par une étoile verte sur 

l'alignement en figure 62). L’encombrement stérique de ces deux résidus aromatiques est 

similaire. Un glutamate ou un aspartate sont localisés au début des brins β2 (E11 pour la 

séquence GON7). Au bilan, il semblerait qu’au début de chaque élément de structure 

secondaire, les acides aminés sont conservés ou présentent des propriétés physico-chimiques 

similaires. 

Aussi, nous avons étudié les acides aminés impliqués dans la stabilisation des 

hétérodimères. Par exemple, la K41 de GON7 interagit avec l'aspartate D125 de LAGE3. Ce 

dernier acide aminé est conservé dans Pcc1 et interagit avec la Q78 qui présente un 

encombrement stérique similaire à la lysine. Ces acides aminés occupent des positions 

équivalentes dans les structures (figure 61 A et B). Mais les acides aminés qui stabilisent ces 

interfaces ne sont pas toujours conservés ou ne présentent pas toujours des propriétés 

physico-chimiques similaires.  
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Figure 61 Structure quaternaire des complexes (A) GON7-LAGE3 de l’Homme (en orange et bleu 
respectivement) (code PDB 6GWJ) et (B) Gon7-Pcc1 de Saccharomyces cerevisiae (en orange et bleu 
respectivement) (code PDB 4WXA). Les acides aminés représentés en stick sont ceux qui sont impliqués dans 
l’interaction et sont surlignés sur les alignements multiples des séquences Figures x et y, respectivement en 
cyan et magenta pour GON7/Gon7 et LAGE3/Pcc1.  

Par exemple, la tyrosine 7 et la phénylalanine 48 de GON7 forment des liaisons 

hydrogènes avec la cystéine 113 de LAGE3 (figure 61 A). La tyrosine 8 et l’arginine 88 de Gon7 

de Saccharomyces cerevisiae forment des liaisons hydrogènes avec l’aspartate 63 de Pcc1 

(figure 61 B). Ces acides aminés sont localisés à des positions équivalentes sur les structures 

(figure 61). Sur l'alignement de la famille de protéines LAGE3-Pcc1, les acides aminés C113 et 

D63 s’alignent (figure 63), présentant des encombrements stériques et des charges qui 

diffèrent. Ils interagissent avec la phénylalanine F48 et l'arginine R88 respectivement qui 

occupent des positions équivalentes dans GON7/Gon7 et qui ont également des propriétés 
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polaires différentes. Aussi, la phénylalanine F30 de GON7 interagit avec la proline P70 de LAGE3, 

alors qu'aux positions équivalentes dans la levure, la tyrosine Y66 de Gon7 interagit avec le 

glutamate E20 de Pcc1.  

La nature de ces acides aminés diffère par leur propriété physico-chimique mais 

stabilisent l'interface à des positions équivalentes.  

La co-évolution des protéines GON7, yGon7 et LAGE3, Pcc1 a donc permis de conserver 

le même mode d'interface d'un long feuillet de brins β anti-parallèles et de deux hélices α. 

Néanmoins, la divergence des séquences entre GON7 et yGon7 permet d'expliquer que cette 

interface reste spécifique dans chaque espèce et que la protéine GON7 de l’Homme ne 

complémente pas la levure délétée de son gène codant yGon7. 

Pour tester cette pression évolutive, il serait intéressant d'essayer de complémenter 

par LAGE3-GON7 dans la levure délétée des gènes PCC1-GON7. Aussi, il serait intéressant de 

muter l'aspartate 63 par une cystéine et le glutamate 20 par une proline dans les séquences 

de Pcc1 de la levure et tester son interaction avec GON7 de l'Homme.  
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Figure 62 Alignement des sous-unités GON7 des métazoaires (en marron) et Gon7 des champignons (en 
orange). 18 séquences ont été alignées avec MAFFT (online version 7). La matrice utilisée est BLOSUM 40. Les 
séquences proviennent de UNIPROT (HUMAN : Homo sapiens, BOVIN : Bos taurus, PIG : Sus scrofa, RAT : 
Rattus norvegicus, MOUSE : Mus musculus, SARHA : Sarcophilus harrisii, CANGA : Candida albicans, YEAST : 
Saccharomyces cerevisiae, TORDC : Torulaspora delbrueckii, KAZAF : Kazachstania africana, NAUDC : 
Naumovozyma dairenensis, ASHGO : Ashbya gossypii, KLULA : Kluyveromyces lactis, WICCF : 
Wickerhamomyces ciferrii, DEBHA : Debaryomyces hansenii, 9ASCO : Debaryomyces fabryi, SPAPN : 
Spathaspora passalidarum, SCHPO : Schizosaccharomyces pombe.) L’alignement multiple de séquence a été 
ensuite traité par ESPRIPT. Les acides aminés surlignés en jaune sont similaires et en rouge sont strictement 
conservés. Les acides aminés surlignés en cyan sont impliqués dans l’interaction avec leurs partenaires 
respectifs LAGE3 ou Pcc1. La région des acides aminés 20 à 64 de yGon7, désordonnée, absente chez GON7, 
est encadrée en noire. Les étoiles vertes indiquent les acides aminés discutés dans le texte.  
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Figure 63 Alignement des sous-unités LAGE3 des métazoaires (en marron) et Pcc1 des levures (en orange).16 
séquences ont été alignées avec MAFFT (version 7). La matrice utilisée est BLOSUM68. Les séquences 
proviennent de UNIPROT (HUMAN : Homo sapiens, BOVIN : Bos taurus, PIG : Sus scrofa, RAT : Rattus 

norvegicus, MOUSE : Mus musculus, CANGA : Candida albicans, YEAST : Saccharomyces cerevisiae, KAZAF : 
Kazachstania africana, NAUDC : Naumovozyma dairenensis, ASHGO : Ashbya gossypii, KLULA : Kluyveromyces 

lactis, WICCF : Wickerhamomyces ciferrii, DEBHA : Debaryomyces hansenii, 9ASCO : Debaryomyces fabryi, 
SPAPN : Spathaspora passalidarum, SCHPO : Schizosaccharomyces pombe). L’alignement multiple de 
séquence a été ensuite traité par ESPRIPT. Les acides aminés surlignés en jaune sont similaires et en rouge 
sont strictement conservés. Les acides aminés surlignés en magenta sont impliqués dans l’interaction avec 
leurs partenaires respectifs GON7 ou Gon7. Ceux surlignés en rouges sont strictement conservés et ceux en 
jaunes sont similaires. Les étoiles vertes indiquent les acides aminés discutés dans le texte. 
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III.3.2. Modélisation de la structure 3D du complexe entier KEOPS humain par 

diffusion des rayons X aux petits angles.  

III.3.2.1. Matériels et Méthodes. 

Production, expression et purification des protéines solubles. 

Les gènes codant les protéines GON7, LAGE3, OSGEP, TP53RK, TPRKB ont été sous clonés entre 

les sites NdeI et XhoI dans un plasmide pET24a (nommé BC25) sous le contrôle du promoteur 

T7. Les protéines TP53RK et TPRKB ne s'expriment pas (cf. article III, page 209), nous avons 

donc construit des plasmides monocistroniques possédant les gènes codant TP53RK et TPRKB 

sous clonés respectivement dans des plasmides pET24d et pET21a (le détail des séquences est 

en annexe 3). 

 100 ng du plasmide BC25 ont été incubés dans 100 µL de souches chimio compétentes 

BL21 gold DE3 (Novagen). 50 ng du plasmide pET24d-TP53RK et 50 ng du plasmide pET21a-

TPRKB ont été co-incubés dans 100 µL de souches chimio compétentes BL21 Rosetta 

(Novagen). L’expression des protéines a été réalisée dans un milieu 2YT riche supplémenté en 

antibiotiques appropriés et la production des protéines a été induite à l’IPTG (0,5 µM). Après 

l’induction à l’IPTG, une centrifugation (4000 g, 20 minutes, 8°C) a été réalisée. Les culots 

bactériens sont resuspendus dans 35 mL de tampon 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 

mM β-mercaptoéthanol. 70 mL de suspension bactérienne exprimant OLG et 30 mL de 

suspension bactérienne exprimant TP35RK et TPRKB sont mélangés puis conservés à -20°. 

Après décongélation, la lyse des cellules est réalisée par sonication à 0°C (Branson sonifier 

250, 3 cycles de 1 min, 30% de puissance). Les extraits cellulaires totaux sont centrifugés 30 

minutes à 20000 g et le surnageant, composés de la fraction protéique soluble dont les 

protéines recombinantes d’intérêt, est récupéré pour la suite de la purification (Quevillon-

Cheruel et al., 2004). Le surnageant est incubé avec la résine de silice Ni2+NTA (Qiagen). Ainsi 

les protéines du complexe KEOPS sont purifiées selon la méthode IMAC (Immobilized Metal 

Affinity Chromatography) et éluées par des sauts de concentrations croissantes d’imidazole 

(de 60 à 400 mM) qui rentrent en compétition avec l’affinité de l’étiquette 6 histidines avec 

les ions Ni2+. Les fractions d’élution contenants les protéines d’intérêts sont réunies et 

concentrées par ultra-filtration sur membrane de porosité (seuil de coupure de 30 kDa 

(Centricon). Les protéines sont ensuite purifiées par chromatographie d’exclusion stérique 
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utilisant des colonnes Superdex 200 16-600 (GE-Healthcare) préalablement équilibrées dans 

un tampon 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoéthanol. L’élution le long 

de la colonne se fait avec un débit de 1 ml.min-1. Des fractions de 1,5mL sont collectées en 

sortie de colonne. Un détecteur d’UV mesure l’absorbance à 280 nm et 260 nm en sortie de 

colonne, ce qui permet d’identifier les fractions où les protéines sont présentes et s'il y a 

présence de nucléotides. Enfin les fractions d’intérêt sont analysées en sortie de colonne par 

SDS-PAGE et celles contenant les protéines d’intérêts les plus pures sont réunies et 

concentrées par ultra-filtration sur membrane de porosité (seuil de coupure de 30 kDa 

(Centricon). La concentration des protéines est estimée par lecture de l’absorbance à 280 nm. 

Pour cela, on utilise les valeurs théoriques du coefficient d’extinction molaire et du poids 

moléculaire (en faisant l’hypothèse que la DO à 280nm est uniquement due aux protéines 

d’intérêt). De plus, l’examen du spectre d’absorbance entre 240 et 340 nm permet de vérifier 

l’absence de contamination par des acides nucléiques.  

 

SAXS : enregistrement, collection et traitement des données. 

Les mesures de SAXS ont été réalisées sur la ligne SWING du synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin). 

L’énergie du faisceau incident est fixée à 12,6 keV, soit λ = 1 Å, pour les mesures réalisées sur 

des protéines en solution. La distance entre l’échantillon et le détecteur (Eiger 4M Dectris)) est 

fixée à 1,8 m. La gamme du vecteur de diffusion est ainsi de 0,0085 < q < 0, 5 Å-1, où q = 

4πsinθ/λ et 2θ étant l’angle de diffusion. L’échantillon est injecté dans une colonne de 

chromatographie d’exclusion de taille (GF-HPLC), directement connectée à la cellule de 

mesure, permettant ainsi de séparer les contributions provenant des différents objets 

éventuellement présents dans la solution injectée, et en particulier de s’affranchir de la 

contribution due aux agrégats. La cellule de mesure est un capillaire thermostaté à 15°C, de 

diamètre 1,5 mm. 

 Le complexe KEOPS a donc été injecté sur une colonne de chromatographie d’exclusion 

(SE- HPLC Bio Sec3, Agilent, 4.5x300 mm) équilibrée avec un tampon 20 mM Tris HCl pH 7,5, 

200 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoéthanol dans le but de séparer le complexe d’éventuels 

agrégats ou des partenaires isolés. Le débit de l’élution était de 0,3 µL/min. Pendant l’élution, 

les courbes de diffusion ont été enregistrées toutes les secondes avec un temps mort entre 

les courbes de 0,01s. Pour chaque courbe, la concentration des protéines est estimée à partir 
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de l’absorption à 280 nm par un spectrophotomètre UV localisé juste avant la cellule de 

mesure du SAXS. Les intensités diffusées sont mises en échelle absolue en normalisant par la 

diffusion de l’eau. 

 Un grand nombre de courbes de diffusion ont été collectées et moyennées avant 

l’élution du complexe étudié. Elles correspondent à la diffusion du tampon, qui est ainsi 

soustraite des courbes de diffusion de la solution de protéine, afin d’obtenir le signal de la 

protéine uniquement. La courbe finale représentative du complexe étudié est obtenue en 

comparant les différentes courbes mesurées au maximum du pic d’élution, en sélectionnant 

les courbes identiques et en les moyennant. Ces étapes ont été réalisées avec le programme 

Foxtrot développé sur la ligne SWING, et le programme US-SOMO (Brookes et al., 2016). Le 

logiciel Primus a été utilisé pour déduire de la courbe I(q) la masse moléculaire, le rayon de 

giration, et la fonction de distribution des distances (Franke et al., 2017). 

 Un modèle in silico du complexe KEOPS humain a été réalisé en utilisant le logiciel 

MODELLER (Sali et al., 1995). Les positions des régions flexibles sont obtenues en ajustant la 

courbe calculée du modèle à la courbe expérimentale des intensités I(q) en utilisant le logiciel 

DADIMODO (Evrard et al., 2011). Un dernier ajustement de la courbe calculée a été faite avec 

le programme CRYSOL de la suite ATSAS (Svergun et al., 1995).  

III.3.2.2. Résultats.  

L’expression recombinante des protéines ainsi que leur purification puis la reconstitution du 

complexe ont été réalisés comme décrit dans la partie Matériel et Méthodes. L’analyse 

structurale du complexe en solution a été faite par SEC-SAXS sur la ligne Swing du synchrotron 

SOLEIL (St Aubin) (cf. Matériel et Methodes).  

Le complexe KEOPS humain a été purifié par chromatographie d'affinité sur ions 

métalliques (Ni2+) immobilisés suivie d’une chromatographie d’exclusion stérique utilisant une 

colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). Le chromatogramme montre que des 

protéines sont éluées à un volume d'élution de 78 mL. Le volume d'élution est compatible 

avec la taille du complexe KEOPS de 112000 Da selon la calibration de la colonne 

préalablement effectué. Un pic minoritaire est élué vers 50 mL correspondant au volume mort 

de la colonne. L’absorbance à 260 nm montre que ce pic correspond probablement à l'élution 

d’acides nucléiques (figure 64). Un autre pic minoritaire est élué à un volume d'élution de 90 
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mL correspondant à des sous-complexes. Les fractions issues du pic majoritaire de la 

chromatographie d’exclusion ont été analysées par SDS-PAGE (figure 64 B) confirmant la 

présence des 5 sous-unités du complexe : GON7 (12 kDa), LAGE3 (17 kDa), OSGEP (35kDa), 

TP53RK (30 kDa) et TPRKB (21 kDa).  

KEOPS forme donc un complexe suffisamment stable pour être élué par 

chromatographie d’exclusion stérique. Dans le but de caractériser la conformation et de 

confirmer l’état d’oligomérisation du complexe KEOPS (mesuré par MALLS Wan et al., 2017), 

des expériences de SAXS couplées à une chromatographie d’exclusion ont été réalisées (SEC-

SAXS) avec cet échantillon. 

 

Figure 64 Purification du complexe hKEOPS. A. Le suivie de l’élution sur colonne S200 16-600 est représenté 
sur le chromatogramme. L’absorbance de l’UV à 260 et 280 nm est en bleu et rouge respectivement. B. Analyse 
SDS-Page des protéines du complexe KEOPS en sortie de colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). Un 
marqueur de taille a été chargé sur le gel, les bandes correspondent à 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50 
kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa, 10 kDa. L’étoile verte correspond à la faction du pic situé dans le volume 
mort de la colonne. 
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Résultats. 

Les analyses des expériences de SEC-SAXS ont permis d’obtenir de nombreuses 

informations structurales du complexe KEOPS humain à basse résolution en solution qui sont 

résumées dans le tableau suivant (figure 65).  

 

Figure 65 Paramètres d’acquisition des données SAXS et paramètres expérimentaux déduits de la courbe I(q) 
du complexe KEOPS humain. a La masse moléculaire est calculée à partir de la séquence en acide aminés. b La 
masse moléculaire expérimentale est obtenue en utilisant l’approche Bayesienne qui combine 4 méthodes 
différentes d’obtention de la masse à partir de la courbe I(q). 

Les courbes de diffusion correspondant au maximum du pic d’élution ont été 

moyennées.  La courbe de Guinier (Iq vs q2) linéaire montre que l'objet étudié en solution est 

monodisperse (figure 66 A). L’application de la loi de Guinier a permis de déterminer un rayon 

de giration de 38,7 Å. La masse moléculaire de KEOPS, déduite de la courbe I(q), est de 109 

kDa, en accord avec la masse calculée sur la séquence (112,9 kDa). Les protéines du complexe 

KEOPS forment donc un complexe pentamérique de stœchiométrie 1 :1 :1 :1 :1. 
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La fonction de distribution des distances P(r) déduite de la courbe I(q) a permis une 

seconde estimation du rayon de giration (38.8 Å) et une estimation de la dimension maximale 

de la particule (Dmax) de 134 Å, ce qui en fait un objet plutôt allongé (figure 66 B).  

 

Figure 66 Résultats de SEC-SAXS. A. Représentation de Guinier. B. Fonction de Distribution des distances (Pr) 
du complexe KEOPS humain, conduisant à un rayon de giration de 38.8 Å et une extension maximale de 134 
Å. 

Un modèle in silico de la structure tridimensionnelle du complexe KEOPS humain a été réalisé 

en utilisant Modeller (Sali et al., 1995), en se basant sur les structures des sous-complexes ou 

des homologues connues (Bud32-Cgi121 (code PDB 4WW9), OSGEP-LAGE3-GON7 (code PDB 

Figure 67 Ajustement du modèle in silico du complexe humain. La courbe expérimentale de diffusion des 
rayons X du complexe KEOPS humain est représentée en noire. La courbe bleue représente la courbe de 
diffusion calculée sur le modèle in silico du complexe KEOPS. La superposition des deux courbes s’ajuste 
parfaitement avec un χ2= 1,532. L’encart en haut à droite représente le complexe KEOPS in silico ajusté par 
DADIMODO (en rouge ; OSGEP, en bleu ; LAGE3, en orange ; GON7, en rose ; TP53RK, en beige ; TPRKB). 
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6GWJ)).  Dans ce modèle, la région C-terminale de GON7 est manquante. Elle a été modélisée 

à partir de la courbe de SAXS en utilisant le programme DADIMODO (Evrard et al., 2011) qui 

détermine la position des régions manquantes en ajustant la courbe calculée sur le modèle à 

la courbe expérimentale. Le modèle structural obtenu est en accord avec les résultats de SAXS 

comme en témoigne la valeur de χ2=1,532 (figure 67). Il suggère que le complexe KEOPS 

humain est un complexe linéaire comme celui de la levure (Zhang et al., 2015), et que 

l’extrémité C-terminale de GON7 est essentiellement désordonnée.  

 L’étude par SEC-SAXS nous a apporté de nombreuses informations structurales. Tout 

d'abord, la forme du complexe en solution est étendue avec une extension maximale de 138 

Å. Aussi, l’ajustement du modèle in silico sur la courbe expérimentale I(q) confirme la 

flexibilité de l’extrémité C-terminale de GON7, confirmant que seuls 50 % de la protéine 

GON7possède des structures secondaires et tertiaires comme observées dans la structure 

cristallographique du sous complexe OSGEP-LAGE-GON7 (code PDB 6GWJ). Les 5 sous-unités 

du complexe KEOPS forment un complexe stable de stœchiométrie 1 :1 :1 :1 :1 de la même 

façon que le complexe KEOPS de la levure. Wan et al., ont mis en évidence par SEC-MALLS 

qu'en absence de GON7, les autres sous-unités du complexe KEOPS forment un objet de 

stœchiométrie 2 :2 :2 :2 en solution (Wan et al., 2017). Nos données montrent sans 

ambiguïté que la présence de GON7 réorganise le complexe KEOPS humain en pentamère. 

III.3.3. Etude structurale du complexe KEOPS humain avec son substrat : 

l’ARNtIle
AUU. 

III.3.3.1. Matériels et Méthodes.  

Production et purification de l’ARNtIle
AUU par transciption in vitro.  

Les ARNt ont été transcrits in vitro en insérant en 3' la séquence du ribozyme HDV (annexe 4). 

Les gènes codant l'ARNtIle
AUU suivi du ribozyme (ces deux séquences sont séparées par un site 

NdeI) ont été sous clonés entre les sites BgIII et XhoI dans un plasmide pUC18 (nommé 

pUC18DNAARNt). 

100 ng du plasmide pUC18DNAARNt ont été incubés dans 100 µL de la souche XL1 blue 

résistantes à la tétracycline (Novagen). Les bactéries transformées par choc thermique sont 

amplifiées dans un milieu riche 2YT supplémenté des marqueurs de sélection adéquate 

(ampicilline et tétracycline à 50 µg.mL-1) pendant 1 nuit à 37°C sous agitation (200 rpm). L’ADN 
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plasmidique est ensuite purifié à l’aide du kit commercial Endofree plasmid Maxi Kit (Qiagen). 

Une dernière étape de purification de l’ADN plasmidique est réalisée par précipitation à 

l’isopropanol 100% (Edelmann et al., 2014). L’ADN plasmidique pUC18DNAARNt est ensuite 

linéarisé par l’enzyme de restriction XhoI formant la matrice linéaire pUC18DNAARNt. Cette 

matrice (0,02 µg.µL-1) est ensuite utilisée pour la réaction de transcription in vitro par la T7 

polymérase (0,03 µg.µL-1) dans un tampon 40 mM Tris HCl pH 8, 1 mM spermidine, 5 mM DTT, 

0,01 % triton 100 X, 2 mM de chaque NTPS (Thermofischer), 10 mM MgCl2 pendant 4 heures 

à 37°C. Pour s’affranchir au maximum de la fraction de ribozyme HDV non clivé, la réaction est 

supplémentée de 5 mM final de MgCl2 qui sert de cofacteur pour la réaction d’auto-clivage du 

ribozyme. La solution est incubée pendant 20 min à température ambiante puis 10 min à 65°C 

et enfin 30 min à température ambiante. La solution est centrifugée pendant 10 min à 7000g 

pour sédimenter le pyrophosphate PPi (un des produits de la réaction de transcription). Le 

surnageant est concentré à l’aide d’une membrane de 5 kDa (centricon). Un volume de 

solution de réaction est mélangé à un volume d’urée à 7 M dans le but de dénaturer l’ARNt et 

le ribozyme. La fraction d’ARNt est purifiée sur gel d'acrylamide 10% et 7M urée. La migration 

est réalisée dans un tampon TBE 0,5x (44 mM Tris pH 8,3, 44 mM boric acid, 0.1 mM EDTA) à 

300 V pendant 3 à 4h afin de séparer les bandes correspondantes à la fraction du ribozyme et 

à la fraction d’ARNt. Après découpage de la bande idoine, les ARNt purs sont récupérés par 

électro élution (35 min, 100V) dans un tampon TBE 0,5X et précipités avec 2,5 volumes 

d’éthanol 100 % froid supplémenté d’acétate de sodium (2.5 M pH 7,5) pendant une nuit à -

20°C. La solution précipitée est finalement centrifugée (1h, 20000g, 4°C) et selon la taille du 

culot, les molécules d’ARNt sont supendues dans 100 à 200 µL de tampon (20 mM HEPES, pH 

7,5, 20mM MgCl2). La concentration finale d'ARNt est estimée par lecture de l’absorbance à 

260 nm (Nanodrop).  

 

Tests d’interaction préliminaires de l’ARNtIle
AUU avec le complexe KEOPS par technique de 

retard sur gel.  

La réaction d'interaction entre le complexe KEOPS et l'ARNtIle
AUU a été réalisée dans un volume 

final de 40 µL contenant 0,18 pmol (45 nM) d’oligonucléotide (ARNtIle
AUU) radiomarqué au 32P 

et de protéine à différentes concentrations, dans un tampon contenant 25 mM HEPES pH 7.5, 

50 mM NaCl, 20 mM MgCl2, 5 mM β mercaptoéthanol.  Après incubation pendant 30 min à 
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4°C ou à température ambiante, 2 µL de tampon de dépôt 6x (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 20% 

glycerol, 1 mM EDTA, 0,1 mg/ml BSA, et 0,1% xylène cyanol) ont été ajouté à la réaction, puis 

le mélange a été déposé sur un gel de polyacrylamide (37 :5 :1) 6%, 0,5 x TBE, 0,5 mM EDTA  

et les complexes nucléo-protéiques ont été séparés par électrophorèse dans un tampon 

TBE1X, sous une tension de 100 V (7.5 V/cm) à 4°C pendant 3 à 4 heures. Après migration, le 

gel a été séché puis la radioactivité a été révélée par exposition sur un écran PhosphorScreen 

(GE) et une lecture à 533 nm par un scanner Typhoon. L’intensité des bandes a été mesurée 

par le logiciel ImaJ.  

Purification du complexe KEOPS- ARNtIle
AUU par chromatographie d’exclusion stérique.  

L'ARNtIle
AUU pur a été incubé avec le complexe KEOPS humain a un ratio 1 : 1 pendant 1 heure 

à 4°C. La solution a été ensuite déposé sur chromatographie d’exclusion stérique (colonne 

Superdex 200 10-300 analytique) préalablement équilibré dans un tampon 20 mM Tris HCl pH 

7,5, 200 mM NaCL, 20 mM MgCl2. La colonne analytique permet de charger des petits volumes 

de 100 à 500 µL dans le but d’analyser la stabilité du complexe nucléoprotéique. 

III.3.3.2. Résultats.  

Purification de l'ARNt. 

Après linéarisation du plasmide, l’ARNt est ensuite transcrit in vitro, et purifié selon un 

protocole décrit en Matériels et Méthodes. La révélation par ombrage UV du gel acrylamide 

en condition dénaturante (Figure 68) permet d’observer deux bandes majoritaires 

correspondantes au ribozyme et à l’ARNtIle, ainsi qu’une bande peu intense en haut du gel 

correspondant à la fraction ARNt – ribozyme attestant une bonne efficacité de coupure du 

ribozyme. La bande de l’ARNt a été ensuite découpée et les molécules d'ARNt ont été extraites 

Figure 68 Analyse de la purification de l’ARNtIle
AUU. Révélation par ombrage UV (λ = 254 nm) du gel 10% 

acrylamide 7M urée.  
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par électro élution. Les molécules d’ARNt ont été précipitées à l’éthanol puis suspendues dans 

100 µL de tampon adéquat. Les ARNt sont concentrés à 12 mg/mL soit 495 µM.   

 

Essai de tests d'interaction entre le complexe KEOPS et de l'ARNt. 

Nous avons également étudié les propriétés de fixation in vitro du complexe KEOPS 

humain avec l'ARNtIle
AUU par la technique de retard sur gel. La figure 69 montre que la 

présence du complexe provoque un retard de migration des ARNtIle
AUU radiomarqués sur gel 

d’acrylamide en condition native, détectable dès 150 nM de protéine, et visible sous la forme 

d’une bande discrète retardées correspondant au complexe nucléoprotéiques (figure 69).  

L’intensité des bandes mesurées par ImaJ met en évidence que à une concentration 

500nM de complexe KEOPS, 66% de l’ARNtIle
AUU substrat sont retardés. Malheureusement la 

gamme de concentration du complexe KEOPS ne permet pas d’observer un taux de 100% de 

l’ARNtIle
AUU substrat retardés. Nous pouvons tout de même estimer un ordre de grandeur de 

la constante de dissociation approximatif. Comme KD= 
["#]⋅[&#]

[&"]
, à concentration majoritaire en 

enzyme et à concentration limitante en substrat, on peut approximer que [𝐸𝑙] = [𝐸'] − [𝐸𝑆] 

e𝑡	[𝑆𝑙] = [𝐸𝑆]. Ainsi KD = 
&"⋅(&')&")

&"
 et donc KD = [𝐸'] − [𝐸𝑆] . A demi-saturation du substrat : 

[𝐸']>> [𝑆𝑙]et [𝐸']>> [𝐸𝑆] , donc KD = [𝐸']. Comme 66 % de l’ARNt substrat sont retardés à 

Figure 69 Propriétés de fixation à l’ARNt par le complexe KEOPS humain par retard sur gel. Les concentrations 
croissantes du complexe KEOPS sont écrites en haut du gel. Les fractions d’ARNt libre et retenue par le 
complexe KEOPS calculées à partir de l’aire des bandes par ImaJ sont notées dans le tableau en bas du gel.  
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500 nM du complexe KEOPS, on peut approximer que dans ces conditions, le KD est d'environ 

380 nM ((500/0,66) x 0,5)), ce qui a été confirmé plus tard dans le laboratoire par Dr. Sylvie 

Auxilien, qui a mesuré un KD de 260 nM en absence de Mg2+ par anisotropie de fluorescence 

de l’ARNt possédant une sonde fluorescente (données non publiées).  

La quantité d'ARNt purifié nous fait défaut et nous n'avons pas pu reconstituer le 

complexe nucléoprotéique avec un taux d'occupation du complexe KEOPS à 100 % par l'ARNt. 

Après une incubation de 1 heure à 4°C, le complexe KEOPS en présence de l’ARNtIle
AUU a été 

purifié par chromatographie d’exclusion stérique analytique Superdex 200 10/300 (GE 

Healthcare) à pH neutre et en présence de Mg2+ (voir Matériel et Méthode). Un échantillon 

d’ARNtIle
AUU a été également injecté seul dans les mêmes conditions expérimentales, afin de 

localiser son volume d’élution sur cette colonne. Les chromatogrammes d’élution et le gel 

SDS-PAGE correspondant aux fractions d’élution du complexe sont illustrés à la figure 70. 

 

Figure 70 A gauche est représenté les 2 chromatogrammes d’élution superposés de l’ARNtIle seul (le suivie de 
l’absorbance à 260 nm et 280 nm est représenté en vert et noir respectivement) et du complexe KEOPS-ARNtIle 
(le suivie de l’absorbance à 260 nm et 280 nm est représenté en rouge et bleu respectivement). Les fractions 
correspondantes au pic B et C sont analysées sur gel SDS Page en condition dénaturante (à droite). 

Un seul pic d’élution est observé en sortie de colonne, grâce au suivi de l’absorbance 

à 260 et 280 nm, lors de la purification de l’ARNtIle (le pic A de la figure 70), alors que 2 pics 

sont visibles lors de la purification du complexe nucléoprotéique (les pics B et C). Le pic B 

présente une absorbance majoritaire à 280 nM et minoritaire à 260 nm, montrant que les 

fractions ne contiennent pas d’acides nucléiques. Les fractions du pic B sont analysées sur gel 

SDS-PAGE. Elles contiennent des protéines de taille correspondant à celles attendues pour les 

protéines du complexe KEOPS. Les fractions du pic C ne contiennent pas de protéine, 
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suggérant que l’absorbance mesurée provient de l’ARNt seul. Etant donné que les pics A et C 

sont élués approximativement au même volume d’environ 15 mL, cela suggère que le 

complexe nucléoprotéique n’est pas suffisamment stable pour être purifié par 

chromatographie d’exclusion stérique. En revanche les volumes de rétention des pics A et C 

sont trop faibles pour pouvoir correspondre à un ARNt unique qui a une masse moléculaire 

d’environ 28 kDa. Ceci suggère que l’objet élué présente une masse plus volumineuse qu’une 

molécule d’ARNt monomérique. Il est possible que des interactions attractives entre les 

molécules d’ARNt se soient produites. L’optimisation de la purification du complexe KEOPS 

avec son substrat ARNtIle sera poursuivie dans le laboratoire.  

 

 Malgré l’incapacité de purifier un complexe nucléoprotéique par chromatographie 

d’exclusion stérique, illustrant la faible interaction de l’ARNt avec le complexe protéique, nous 

avons décidé d’étudier le complexe KEOPS-ARNtIle par microscopie électronique en 

transmission en mélangeant extemporanément le complexe KEOPS humain et l'ARNtIle avec 

un ratio 1 : 1.   
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III.3.3.3. Etudes préliminaires du complexe KEOPS humain en présence de 

l’ARNtIle par microscopie électronique en transmission.  

 

Nous n’avons pas réussi à cristalliser le complexe KEOPS fixé à son substrat ARNt et nous avons 

donc décidé d’entamer une étude structurale par cryo-microscopie électronique combinée à 

l’analyse d’images de particules isolées. Le complexe nucléoprotéique présente une masse 

moléculaire théorique de 140 kDa et, bien que petit, se prête à l’analyse en cryo-microscopie 

électronique. Ces études ont été réalisées en collaboration avec Catherine Vénien-Bryan de 

l'IPMC (Sorbonne Université). La cryo-microscopie électronique en transmission (MET) s’est 

progressivement imposée comme une technique de choix pour la biologie structurale et la 

détermination de structures à haute résolution (Frank, 1995). 

 

Propriétés du microscope électronique en transmission pour l'analyse des échantillons 

biologiques. 

Le microscope électronique est constitué d'un canon à électrons (source des 

électrons), un système pour accélérer les électrons (avec des tensions d'accélération allant de 

60 à 300 keV), un système pour focaliser le faisceau d'électrons (lentilles électromagnétiques) 

un porte-échantillon avec un système de 

refroidissement à l'azote ainsi qu’un système 

d’enregistrement de l'image formée (figure 71). 

La colonne dans laquelle se déplace les 

électrons est sous un vide très élevé afin que seule 

l'interaction entre les électrons et l'échantillon se 

produise. Trois défauts optiques existent dans le 

microscope (Bendory et al., 2020) 

Le premier défaut observé est l'aberration 

chromatique. Les électrons diffusent à différentes 

vitesses créant ainsi des faisceaux d'électrons à 

différentes longueurs d'ondes. Le développement 

technologique des microscopes permet de pallier 
Figure 71 Représentation schématique d'un 
microscope électronique à transmission (MET). 
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ce défaut et de produire des faisceaux d'électrons homogènes.  

Le second défaut est l'aberration de sphéricité dû à des anomalies des lentilles. En effet 

les rayons des électrons traversant au centre de la lentille sont moins déviés que ceux qui sont 

éloignés et ainsi les électrons vont converger à des différentes distances focales. Pour corriger 

ces aberrations, une correction sera appliquée lors du calcul de la fonction de transfert du 

contraste (CTF) (Sigworth, 2016) 

Enfin le troisième défaut est l'astigmatisme de l'image créé par la déviation de la 

convergence. Ce dernier peut se corriger par l'expérimentateur lors de la prise de vue mais 

aussi lors de l'étape de la correction de la CTF.  

L'image de l'échantillon se forme grâce à l'interaction entre les électrons (chargés 

négativement) et les atomes de l'échantillon (chargés 

positivement) (Frank, 2006). Cette interaction onde-

particule est étudiée comme un ensemble d'ondes 

planes ou corpuscules. Deux types d'interaction ont lieu 

: la diffusion élastique ne montre pas de perte d’énergie 

lors de leur déviation des électrons et la diffusion 

inélastique (figure 72). Cette dernière se réalise lorsque 

l'électron du faisceau communique son énergie à un 

électron d'un atome de l'échantillon. Cette énergie peut 

éjecter l'électron de l'atome ou l'électron atteint un 

niveau d'énergie supérieur libérant un photon qui 

détruit l'échantillon. Cette perte de photon créé le bruit 

de fond de l'image. La diffusion élastique produit le 

signal pour former l'image mais créé un décalage de 

phase appelé contraste de phase. 

Les caméras numériques de dernières générations permettent de détecter 

directement les électrons contrairement aux caméras CCD sensibles aux photons et qui 

nécessitaient la conversion des électrons en électrons, ce qui était une source du bruit formé 

sur les images (Bai et al., 2015) 

Figure 72 Représentation des 
phénomènes de diffusion élastique et 
inélastique d'un faisceau d'électron à 
travers les différentes couches d'électrons 
composant l'atome. 
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 Comme dit précédemment, le calcul de la fonction de transfert du contraste et la prise 

en compte des corrections imputables aux différents défauts et aberrations du microscope 

électronique sont indispensables pour former l'image de l'échantillon (Heimowitz et al., 2020).  

 La CTF est une méthode quantitative pour traduire la fonction d'onde de sortie et 

former une image finale. Lorsqu'une fonction d'onde d'électrons passe à travers une lentille, 

la fonction passe par une transformée de Fourier. La CTF est évaluée en déterminant la 

fréquence spatiale pour laquelle la fonction est nulle. Plus la fréquence spatiale correspondant 

à une CTF est élevée, plus l’image est de haute résolution. 

Pour corriger les aberrations optiques du microscope, dont l'aberration sphérique et 

l'astigmatisme et pour permettre un plus grand contraste de phase, la transformée de Fourier 

a été multipliée par une CTF modélisée à plusieurs valeurs de défocalisation différentes (figure 

73). Plus il y a d’images (avec des valeurs de défocalisation différentes) plus l’espace de Fourier 

est recouvert. Afin d’atteindre des données à haute résolution, une série de groupes d'images 

à des valeurs de défocalisations différentes est donc enregistrée (Velázquez-Muriel et al., 

2003).  

 

Figure 73 Effet de la CTF sur la résolution et le contraste des images. Pour observer l'effet de la CTF sur l'image, 
la transformée de Fourier a été multipliée par une CTF qui prend en compte deux valeurs de défocalisation 
différentes.  
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L'interaction onde – particule produit également de la chaleur et induit donc des 

mouvements à l'échantillon biologique qui se trouve à la température de l'azote liquide (-

180°C). Les images collectées sont ainsi détériorées par ces mouvements qui introduisent 

énormément de bruit dans les images. Pour corriger cette limitation, les détecteurs les plus 

performants enregistrent plusieurs prises de vue dans le même champ : c’est-à-dire que 

chaque prise de vue enregistre une image "frame", il y a en a un certain nombre par seconde, 

et l'alignement de toutes ces images forment un film. Afin d'obtenir un film le plus net 

possible, les images sont sommées de la façon suivante : les deux dernières images sont 

alignées puis le résultat sera aligné avec l'image précédente jusqu'à la fin des séries d'images 

correspondant à cette prise de vue. L'alignement des images est un processus automatisé par 

le logiciel MotionCorr (Scheres, 2012; Li et al., 2013) implémenté dans les suites de 

programmes Relion 3.0.1 et Cryosparc (Scheres, 2015; Punjani et al., 2017). Lorsque les 

détecteurs ne peuvent pas collecter les images en mode film, ces dernières sont enregistrées 

en mode linéaire (Boutin et al., 2016).  

 

Préparation des échantillons. 

Pour l'observation, l'échantillon est déposé sur une grille (présentant un maillage fin) de 3mm 

de diamètre. Cette grille est généralement en Cuivre mais peut aussi être en Or. Au-dessus de 

cette grille, une fine couche de carbone est déposée. Cette couche peut être continu (pour la 

coloration négative) ou discontinu pour la cryo-MET, dans ce cas cette couche est formée de 

trous de diamètre variable et espacées régulièrement. C'est sur cette fine pellicule de carbone 

que l'échantillon se reposera ensuite pour pouvoir être examiné au microscope. Le carbone 

est généralement une substance hydrophobe. Pour rendre la surface hydrophile, les grilles 

sont soumises à une décharge luminescente (plasma) formée par le passage d’un courant 

électrique au travers d’un gaz à basse pression « glow-discharge » (Vénien-Bryan et al., 2017).  

L'étude des objets biologiques nécessite des étapes de mises au point. Avant d'étudier 

les spécimens en cryo-EM, l'analyse des échantillons par coloration négative permet de 

rapidement observer les particules, de s'assurer de leurs homogénéités et de lea faisabilité de 

l'étude en condition cryo.  
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La méthode de coloration négative (Brenner et Horne, 1959) est utilisée pour obtenir 

des images des macromolécules à très fort contraste. L'échantillon biologique est entouré 

d’une solution de sels de métaux lourds 

tels que les sels d’uranium sur une grille 

en cuivre recouverte d’une couche de 

carbone (Harris, 1991). Les atomes 

lourds sont utilisés parce qu'ils 

interagissent fortement avec le faisceau 

d'électrons et diffusent les électrons. Le 

degré de diffusion des faisceaux 

d’électrons est beaucoup plus 

important dans les régions d’atomes lourds que dans celles où se trouve la protéine (figure 

74). Les électrons hautement diffusés peuvent être stoppés par l’objectif du MET alors que la 

majorité des électrons traversant la protéine ou les zones où il n'y a pas ou peu de colorant 

sont récupérés sur le plan film. Ceci forme le contraste d’amplitude. Cette technique est 

rapide à mettre en œuvre mais induit des artefacts tels que parfois un aplatissement des 

structures qui s'élève à 10%, la résolution est limitée à 15-16 Å (Adrian et al., 1984). De plus, 

le colorant ne pénètre pas à l'intérieur de l'échantillon, et ne recouvre que la surface de la 

protéine, comme un "moule" (figure 74). Il est réparti de façon inégale autour de la protéine. 

Le colorant étant très hydrophile, il se fixera davantage sur les surfaces les plus hydrophiles 

(Mannella et Frank, 1984), ainsi certaines régions peuvent présenter plus de contraste que 

d'autres. Cette étape de coloration négative est souvent utilisée pour caractériser l’échantillon 

biologique et permet de s’assurer de la qualité des particules, de la présence des protéines 

ainsi que des ligands de grande taille. 

 

 La méthode de la cryo-microscopie électronique (cryo-EM) (Adrian et al., 1984; 

Dubochet et al., 1988; Lepault et Dubochet, 1986) est plus délicate à mettre en œuvre que la 

méthode de coloration négative. En revanche, la cryo-EM préserve la structure native des 

macromolécules car elle élimine les artéfacts dus à la coloration négative. Les informations 

sur les images en cryo sont dominées par le contraste de phase contrairement à la coloration 

négative. Les échantillons déposés sur les grilles sont plongés dans l’éthane liquide à -180°C à 

Figure 74 Présentation de la technique de coloration 
négative. Diffusion des faisceaux d'électrons à travers la 
solution d'atomes lourds qui entoure l'objet biologique.  
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très grande vitesse, ainsi le spécimen est maintenu dans un état hydraté congelé 

biologiquement intéressant. La vitesse rapide de congélation empêche l’eau de former des 

cristaux. Celle-ci se trouve sous forme solide amorphe, on dit que la glace est vitreuse et 

n'arrête pas les électrons contrairement aux cristaux de glace qui interagissent fortement avec 

les électrons et les arrêtent. Les grilles sont finalement conservées dans de l'azote liquide (-

195°C) jusqu’à utilisation. 

 

III.3.3.3.1. Matériels et Méthodes. 

Nous avons décidé d’étudier par cette technique le complexe KEOPS humain en interaction 

avec l’ARNtIle
AUU. Les séquences du complexe KEOPS humain et de l’ARNtIle se trouvent en 

annexe 3 et 4 (cf. page 327). Le complexe KEOPS a été purifié comme exposé au paragraphe 

III.3.2.1. (cf. page 233) et nous avons produit et purifié l’ARNtIle par transcription in vitro 

comme exposé au paragraphe III.3.3.1. (cf. pages 239). 

 

Etude préliminaire du complexe KEOPS avec et sans l'ARNt en coloration négative.  

Les différents complexes préparés ont été déposés sur des grilles préalablement 

ionisées (à 25 mA pendant 60 secondes), et incubés pendant 15 à 60 secondes. Les 

échantillons ont été ensuite colorés avec 2 % d'acétate d'uranyle. Les images ont été 

collectées sur un MET JEOL 2100 à 200 kV à un grossissement nominal de x30 000 avec une 

caméra CCD Gatan 2k×2k (correspondant à une taille de pixel de 3,57 Å au niveau de 

l'échantillon) par Catherine Vénien-Bryan à l’IPMC. Les paramètres de collecte sont donnés 

dans le tableau suivant (figure 75).  

 

Figure 75 Paramètres de collecte pour l’analyse du complexe KEOPS et de son substrat ARNtIle par MET en 
coloration négative.  
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 50 images ont été collectées pour chaque complexe. Nous avons analysé les images 

avec la suite de programmes EMAN2 (Ludtke et al., 1999; Tang et al., 2007). 4000 et 6243 

particules ont été sélectionnées ("picking") manuellement sur les images du complexe KEOPS 

et du complexe KEOPS-ARNtIle respectivement. Les particules ont été regroupées en classes 

2D selon leur orientation et leur conformation par Relion 3.0.1. (Scheres, 2019). Les meilleures 

classes ont été sélectionnées dans le but de reconstruire un modèle tridimensionnel initial 

(classification 3D) (Scheres, 2012).  

 

Etude préliminaire en cryo-EM de complexe KEOPS-ARNtIle, collecte sur un microscope Talos 

Artica à 200 kV. 

Grace au consortium d'INSTRUCT ERIC (programme INEXT), nous avons eu 

l'opportunité de mettre au point les conditions de cryo-EM au Centre National de 

Biotechnologie de Madrid (CNB). Avant l'étape de vitrification, nous avons déchargé les grilles 

de type Cu R 0,6/1 (SPI supplies) pendant 60 secondes à 25 mA pour générer une surface 

hydrophile. 3 µL du complexe KEOPS préalablement incubé avec l'ARNt à un ratio 1: 1 à 

plusieurs concentrations 20, 10 et 5 µM ont été ensuite vitrifiés avec un Vitrobot 

(Thermofischer) à 4°C pendant 3 secondes.  

Les images ont été collectées sur un microscope Talos Artica à 200 kV de la plateforme 

Cryo-EM du CNB (Madrid) à un grossissement nominal de x120 000 (correspondant à une taille 

de de 0,855 Å/pixel au niveau de l'échantillon) avec une caméra Falcon III Les paramètres de 

collecte sont récapitulés dans le tableau suivant (figure 76). 

A cause d'un problème technique sur le 

microscope, la collecte en mode 

"movie" n'était pas disponible. Ainsi la 

grille préparée avec le complexe KEOPS 

- ARNtIle à 5 µM a été sélectionnée pour 

acquérir 400 images en mode linéaire. 

Le traitement des données a été réalisé 

avec les suites de programmes EMAN2 

et Relion 3.0.1 (Tang et al., 2007; Figure 76 Paramètres de collecte sur le microscope 
électronique Talos Artica pour l'analyse cryo-EM.   
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Scheres, 2012). 1760 particules ont été rigoureusement sélectionnées manuellement et ont 

été rangées dans 20 classes initiales différentes. Ces classes ont été ensuite utilisées pour 

l’apprentissage du logiciel automatique de "picking ", nommé Cryolo (Wagner et Raunser, 

2020). 41000 particules ont été ainsi sélectionnées et rangées dans 100 classes différentes. 35 

classes ont été sélectionnées pour reconstruire un modèle initial 3D.  

 

Etude en cryo-EM du complexe KEOPS-ARNtIle : collecte sur un microscope Titan Krios 300 kV. 

De nouvelles grilles pour l'observation en condition cryo ont été préparées sur la 

plateforme de Cryo-microscopie électronique de Gif-sur-Yvette. Nous avons utilisé des grilles 

Quantifoil Ru Cu 400 de maille 1,2/1,3 (SPI supplies). 3 µL du complexe KEOPS-ARNt à 3,15 µM 

ont été déposés sur des grilles à l’aide du vitrobot (Thermofischer) avec les paramètres 

suivants utilisés : 60 secondes d’incubation et 8 secondes de "blotting" à 4°C.  

Les données ont été collectées sur un microscope Titan Krios (Thermofischer) à 300 kV 

de la plateforme NanoImaging de l’institut Pasteur à un grossissement nominal de 130 000 

avec une caméra Gatan K3 

(correspondant à une taille de 0,68 Å 

par pixel au niveau de l'échantillon). 

Les paramètres de collecte sont 

récapitulés dans le tableau suivant 

(figure 77). Le traitement des données 

a été réalisé avec les suites de 

programmes Relion 3.0.1. et cryosparc 

(Scheres, 2012; Punjani et al., 2017). 

6903 images dont chaque 

image possède 40 frames ont été 

collectées. 

 

Figure 77 Paramètres de collecte sur le microscope 
électronique Titan Krios.  
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Etant donné la forte dose utilisée (78 e-/ Å2), les 6903 séries d'images ont été alignées 

avec les 30 premiers clichés, permettant de s’affranchir des 10 derniers pour lesquels 

l'échantillon se trouvait dégradé par l'application de la forte dose en électrons par MotionCorr 

implémenté dans Relion 3.0.1 (figure 78 A). En effet la dose accumulée sur ces derniers 

"frames" peuvent détruire l ‘échantillon, et détériorer la résolution. Une analyse de la CTF 

(fonction de transfert de contraste) par CTFfind4 a été réalisée et seules les images comprises 

entre 3.5 et 5 Å de résolution ont été gardées soit 6054 images (figure 78 B). 2033 particules 

ont été sélectionnées manuellement sur 45 images différentes (la taille de la boite utilisée est 

de 256 pixels et la taille de la boite utilisée pour l’extraction des particules est de 300 pixels). 

20 classes 2D ont été définies à partir des 2033 particules et 12 classes satisfaisantes ont été 

sélectionnées (figure 78 C) pour l’apprentissage du logiciel automatique de « picking », 

nommé Topaz, implémenté dans la suite cryosparc (figure 78 D) (Bepler et al., 2019).  1 251 

238 particules ont été isolées et rangées dans 100 classes 2D différentes (figure 78 E). 96 

classes 2D ont été sélectionnées pour reconstruire 4 modèles initiaux 3D (figure 78 F).  

 

 

 

Figure 78 Déroulement du traitement de données en cryo-EM. A. Alignement des 30 premiers frames. B. 
Analyse de la CTF global pour chaque image et sélection des images possédant une résolution comprise entre 
3.5 et 5 Ȧ. C. « Picking » manuel des particules sur 40 images. D. « Picking » automatique sur la totalité des 
images. E. Classification des particules en 100 classes. F. Reconstruction de 4 modèles 3D à partir des 96 classes 
sélectionnées.  
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Modélisation in silico de la structure tridimensionnelle de l’ARNtIle
AUU. 

Un modèle in silico de l’ARNtIle
AUU a été réalisé à partir de la structure tridimensionnelle de 

l’ARNtIle de Oryctolagus cuniculus (code PDB 4UJE chaine A) par le serveur RNAcomposer 

(Antczak et al., 2016). Ce modèle 3D in silico est réalisé dans le but de vérifier la présence de 

l’ARNt dans la structure de cryo-EM. De plus, si la présence de l’ARNt est confirmée ce modèle 

servira à affiner la structure de l’ARNt des données expérimentales de cryo-EM (Popenda et 

al., 2012).  

III.3.3.3.2. Résultats.  

Coloration négative et construction d'un modèle préliminaire.   

L’analyse de 50 images du complexe KEOPS et 50 images du complexe KEOPS-ARNtIle 

collectées sur un microscope JEOL à 200 kV en coloration négative ont permis d’analyser les 

objets à basse résolution et de calculer un modèle initial (figure 79). Les images collectées 

montrent que le complexe KEOPS avec l'ARNt est suffisamment homogène. Nous n'observons 

pas d'agrégats et les particules sont convenablement séparées ce qui est encourageant pour 

l'analyse en particules isolées. 4000 et 6243 particules pour les complexes KEOPS et KEOPS-

ARNtIle, respectivement, ont été sélectionnées manuellement pour créer les classes 2D.  

Figure 79 Image collectée du complexe KEOPS avec l'ARNtIle sur le microscope JEOL à 200 kV. La particule 
semble homogène et est suffisamment séparée des particules voisines pour l'analyse.   
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Les classes 2D montrent un objet linéaire mais nous n’avons pas pu observer de 

différences significatives entre le complexe KEOPS seul (figure 80 A) et en présence de l’ARNtIle 

(figure 80 B). Cependant, nous pouvons observer sur les classes 2D du complexe KEOPS seul 

(figure 80 A) que certaines orientations mettent en évidence un objet plus courbé comparé à 

l’objet observé sur les classes 2D du complexe KEOPS-ARNtIle. Cette différence suggère qu’en 

présence de l’ARNt, un changement de conformation du complexe KEOPS s’est produit ou que 

nous n’avons pas sélectionné des particules dans cette orientation. Après analyse des classes 

2D seules les classes de meilleure qualité ont été choisies (celles annotées avec un carré de 

couleur) pour reconstruire un modèle 3D initial.  

Une structure tridimensionnelle à 20 Å de résolution a été obtenue pour les particules 

du complexe KEOPS, permettant de mettre en lumière plusieurs détails de la structure (figure 

81 A). La reconstruction 3D révèle un objet linéaire compatible avec les modèles in silico du 

complexe KEOPS de l’Homme (cf. § III.3.3.2). L’objet s’étend sur 140 Å et présente un volume 

de l’ordre de 209000 Å3 compatible avec l’extension maximale mesurée par SAXS qui est de 

138 Å (cf. § III.3.2.2.). Concernant les particules du complexe KEOPS avec l’ARNtIle, une 

structure 3D à 16 Å de résolution a été obtenue (figure 81 B), qui montre un objet également 

linéaire et un volume de 275500 Å3 potentiellement compatible avec le complexe KEOPS et 

l’ARNtIle. Ces valeurs sont approximatives car l'application du colorant en coloration négative 

augmentent significativement la masse de l'objet observé.  

Figure 80 Classes 2D des particules collectées par MET en coloration négative (A) du complexe KEOPS humain 
et (B) du complexe KEOPS-ARNtIle.                                                                                                             
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Figure 81 Reconstruction 3D des particules sélectionnées par classification 2D (A) de l’objet KEOPS humain à 
20 Å de résolution et (B) du complexe KEOPS-ARNtIle à 16 Å de résolution. La reconstruction a été réalisée par 
la méthode Bayesian implémentée dans Relion 3.0.1. Le modèle KEOPS humain et le modèle de l’ARNtIle ont 
été superposés dans la reconstruction 3D à 16 Å de résolution à l’aide de l’outil de visualisation chimera.  

 

De plus, les modèles du complexe KEOPS et de l’ARNtIle ont été superposés 

manuellement au mieux sur le modèle 3D à 16 Å de résolution. Nous avons orienté la boucle 

anticodon de l’ARNt à proximité du site actif de la sous-unité catalytique OSGEP. Dans ce 

modèle 3D, le corps de l’ARNt s’oriente du côté des sous-unités LAGE3 et GON7 (figure 81 B).  

Cette superposition met en évidence que le volume du modèle 3D est compatible avec 

le complexe KEOPS et une molécule d’ARNtIle. Cependant, nous arrivons à la limite résolutive 

de la coloration négative qui est de 15-16 Å du aux artefacts décrits (cf. Matériels et Méthodes 

page 248) et au grain du colorant. Ces résultats sont encourageants et justifient de poursuivre 

l’analyse structurale du complexe nucléoprotéique en cryo-microscopie électronique, afin 

d’obtenir des données à haute résolution, ce qui nous permettra de confirmer la position de 

l’ARNt dans ce modèle.  
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Optimisation des grilles pour la cryo-EM et construction d'un modèle initial du complexe 

KEOPS-ARNtIle à basse résolution.  

 

Nous avons préparé différentes grilles à 3 concentrations différentes 20, 10 et 5 µM du 

complexe KEOPS - ARNtIle. Les images ont été analysées sur le microscope Talos Artica à 200 

kV (CNB Madrid). Les différentes images du complexe à 20 µM et 10 µM montrent que les 

particules sont trop concentrées et ne sont pas suffisamment séparés (figure 90 A et B), alors 

que l'image montre que le complexe à 5 µM (figure 90 C) se réparti de façon homogène et que 

les particules sont suffisamment séparées pour l'analyse en particule isolée. Cette répartition 

homogène justifie la collecte de 400 images à cette concentration. Les images ont été traitées 

au laboratoire avec les suites de programmes EMAN2 et Relion 3.0.1 (cf. Matériels et 

Méthodes). A partir des particules sélectionnées avec le logiciel Cryolo, 100 classes 2D ont été 

réalisées pour ranger les particules selon leurs orientations et leurs conformations sur les 

images. Les 35 meilleures classes (figure 91) montrent un complexe linéaire.  

Figure 90 Images collectées sur le microscope Talos Artica à 200 kV des complexes KEOPS-ARNtIle à 20 (A), 10 
(B) et 5 µM (C). Les particules sont en noirs et la répartition de l'objet est plus homogène sur l'image C.  



 

 

256 
 

 

Nous observons beaucoup de bruit sur les classes car les images ont été collectées en 

mode linéaire. Malgré le manque de détails, quelques classes montrent un objet en forme de 

croix ; ce pattern est proche du modèle en coloration négative du complexe KEOPS - ARNtIle. 

Un modèle 3D initial à partir de ces 35 classes a été construit (figure 92) et montre que l'objet 

est linéaire avec une densité électronique compatible à l'ARNt. Toutefois les classes 2D 

présentent énormément de bruit et la résolution du modèle est de 12 Å. Le modèle 3D initial 

montre que la position de l'ARNt serait peut-être différente de celle suggérée par le modèle 

initial en coloration négative. 

Figure 91 Classes 2D sélectionnées à partir de 19557 particules du complexe KEOPS -ARNtIle "pickées" sur les 
images à l'aide du logiciel CRYOLO. 

Figure 92 Modèle initial 3D à 12 Å de résolution du complexe KEOPS -ARNtIle par analyse cryo-EM.  
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 Ces résultats nous ont encouragé à poursuivre l'étude en cryo-EM du complexe KEOPS-

ARNtIle et de collecter les images en mode "movie" en utilisant un microscopeplus performant. 

Après avoir préparé les grilles avec le complexe KEOPS - ARNt sur la plateforme Gif-sur-

Yvette, les images ont été enregistrées sur un microscope Titan Krios ,  300 kV sur la 

plateforme de NanoImaging de l’institut Pasteur. Les images ont été traitées au laboratoire 

avec les suites de programmes Relion 3.0.1 et Cryosparc (cf. Matériels et Méthodes). A partir 

des particules sélectionnées avec le logiciel Topaz implémenté dans Cryosparc, 100 classes 2D 

ont été réalisées pour ranger les particules (environ un million) selon leurs orientations et 

leurs conformations sur les images. Certaines classes montrent beaucoup de signal et de 

détails alors que peu de bruit est observé. Selon certaines orientations on peut observer la 

projection de la densité électronique supplémentaire pouvant correspondre à l'ARNt au 1/3 

de l’objet (figure 93 B1, B8, C5, C6, C9, E8). Certaines classes montrent beaucoup de finesse 

et sont de meilleures qualités que les classes 2D réalisées avec les jeux de données précédents. 

Par exemple, les classes A3, A6, A7, B1, C5, C6, C9, E5, E8, G1, G3, G5, G10, H9 et J4 montrent 

beaucoup de détails et on peut deviner possiblement certains éléments de structure 

secondaire (figure 93).    
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Figure 93 Classification 2D selon l’orientation des particules sur les images sélectionnées par Topaz. Les lettres 
et les chiffres sont ajoutés pour faciliter la discussion des classes 2D.  

 

A partir de 96 classes 2D (1 251 238 particules) des étapes de reconstruction de 4 

modèles initiaux en imposant une symétrie C1 ont été réalisées permettant de classer les 

différents objets, de s’affranchir au mieux des mauvaises particules mais aussi de détecter 

l’hétérogénéité de l’échantillon étudié avant d’affiner le modèle 3D (figure 94). Les 4 modèles 

initiaux A, B, C et D ont été reconstruits à partir de 423 528 particules, 266 898 particules, 295 

642 particules et 265170 particules respectivement et atteignent une résolution de seulement 

9 Å. Le modèle A présente le plus grand nombre de particules et semble être compatible avec 
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le complexe KEOPS-ARNtIle. Les modèles B, C et D, quant à eux, ne semblent pas compatibles 

avec une molécule d’ARNt complexée au complexe KEOPS. Au bilan, plus de 65 % des 

particules ne semblent pas complexées à l’ARNt, ce qui en fait une fraction importante et 

compatible au Kd estimé entre l'ARNt et le complexe KEOPS.  

 

Figure 94 Reconstruction de 4 modèles initiaux à ~ 9 Å de résolution à partir des 96 classes 2D sélectionnées 
dans Cryosparc. 

 

Il est, également, possible que le complexe KEOPS présente de la flexibilité intrinsèque 

augmentant l’hétérogénéité de l’échantillon. Malheureusement, pour le moment, nous ne 

sommes pas parvenus à un modèle initial à une résolution satisfaisante pour débuter les 

étapes d’affinement. 

  

La résolution obtenue à 10 Å est décevante face à la qualité des classifications 2D. Même 

si nous travaillons sur un objet petit (140kDa) dépourvu de symétrie et peut-être flexible, nous 

avons identifié plusieurs pistes qui nous permettrons d'obtenir une meilleure résolution :  

i) Nous aimerions retraiter les données cryo-EM en sélectionnant rigoureusement les 

classes 2D.  

ii) De nombreux paramètres utilisés lors de la reconstruction 3D devront être également 

réévalués.  

iii) Nous pourrions également utiliser les plus belles classes 2D pour resélectionner les 

particules à l'aide du logiciel Topaz. Ce nouveau jeu de particules sélectionnées devra être 

retraité.  
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Dans un second temps, si les données collectées ne suffisent pas à obtenir une structure 

3D à une résolution satisfaisante, la préparation du complexe KEOPS-ARNtIle devra être 

réévaluée. De nouvelles méthodes se développent ces dernières années pour améliorer la 

résolution des données en cryo-EM. Par exemple, des pontages chimiques peuvent être 

introduits pour stabiliser l’interaction entre les sous-unités des complexes oligomériques 

et/ou l’interaction avec le substrat. Également des pontages chimiques sont souvent réalisés 

entre les protéines de petite taille et un anticorps augmentant la taille de l’objet étudié et 

facilitant ainsi le « picking » des particules (Pal et al., 2018). Ces différentes méthodes seront 

envisagées si le traitement des données n’aboutit pas. Aussi les essais de cristallisation du 

complexe KEOPS avec l'ARNt sont toujours en cours au laboratoire, et des tests de 

cristallisation avec un ARNt tronqué sont également envisagés. 
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Chapitre IV 

IV. Identification de la cinquième sous-unité du complexe KEOPS chez les archées. 

IV.1. Présentation de l’étude.  

 

Nous avons vu dans le chapitre précédent (chapitre III) que l’identification de GON7 de 

l’Homme a permis d’élargir la famille des protéines GON7 aux métazoaires et aux 

champignons (Wan et al., 2017). Malgré le faible taux d’identité de séquence entre GON7 et 

yGon7 (17 % d’identité de séquence), les deux protéines adoptent la même structure 

tridimensionnelle lorsqu’elles sont en complexe avec leurs partenaires (respectivement 

LAGE3 et Pcc1) (codes PDB 6GWJ et 4WXA). Chez l’Homme, nous avons mis en évidence que 

la présence de GON7 permet l'agencement du complexe KEOPS avec une stœchiométrie 

1 :1 :1 :1 :1, comme chez la levure (Zhang et al., 2015), alors que son absence permet une 

dimérisation du complexe KEOPS, avec une stœchiométrie 2 :2 :2 :2. Il a été vu que le taux de 

la modification t6A est augmenté sur les ARNt substrats en présence de GON7, suggérant que 

le complexe pentamérique est plus actif (Wan et al., 2017, Arrondel et al., 2019). A ce jour, 

aucun homologue de séquence ou de structure de Gon7 n’a été identifié chez les archées. Le 

complexe d’archée s’agence avec une stœchiométrie 2 :2 :2 :2. La surface hydrophobe de Pcc1 

forme comme chez l’Homme ou la levure la plateforme de dimérisation, et l’octamère assure 

la synthèse de la modification t6A sur les ARNts substrats (Mao et al., 2008; Perrochia et al., 

2013). Au regard de la présence des protéines GON7 et yGon7 chez deux groupes d’eucaryotes 

phylogénétiquement distants, de fortes présomptions quant à l’existence d’une cinquième 

sous-unité chez les archées sont émises. 

 Lors d’une analyse du contexte génomique des gènes de KEOPS de Pyrococcus abyssi 

GE5, réalisée dans le but de construire des souches dont les gènes codant les protéines du 

complexe KEOPS seront étiquetées au locus, ce fut par hasard que Marie-Claire Daugeron et 

Tamara Basta (de l’équipe Biologie Cellulaire des Archées I2BC) ont identifié deux gènes 

annotés PCC1 dans ce génome. Les deux gènes sont localisés sur deux loci différents. Ce 

deuxième gène est renommé PCC2 pour des soucis de clarté. 

Dans le phylum Thermococcales, le gène PCC1 est localisé dans un opéron encadré par 

les gènes codant une ribonucléoprotéine, impliquée dans la biogénèse des ribosomes, et le 
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facteur d’élongation de la traduction EF-2 (figure 95). Quant au gène PCC2, il est localisé dans 

un autre opéron, encadré par les gènes codant la protéine RecJ like (probablement une 

exonucléase) et une protéine ribosomale de la sous-unité 30S (figure 96). Dans le phylum 

Thermococcales, la localisation des gènes PCC1 et PCC2 est éloignée, suggérant un événement 

ancien de la duplication.  

Figure 95 Contexte génomique de Pcc1 dans les génomes (1) Pyrococcus abyssi GE5, (2) Thermococci archaeon 

strain B21_G6, (3) Pyrococcus sp. NCB100, (4) Pyrococcus sp. NA2, (5) Pyrococcus horikoshii OT3, (6) Pyrococcus 

horikoshii strain UBA8834, (7) Pyrococcus sp. ST04. La synténie a été réalisée à l’aide d’une recherche du gène 
PCC1 (en rouge) localisé aux positions 280821-281054 sur le génome de Pyrococcus abyssi GE5 et comparé à 6 
autres génomes dans la banque de données PATRIC (https://www.patricbrc.org/). 
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Figure 96 Contexte génomique de PCC2 dans les génomes (1) Pyrococcus furiosis COM1, (2) Pyrococcus furiosis 

DSM3638, (3) Pyrococcus horikoshii OT3, (4) Pyrococcus sp. ST04, (5) Pyrococcus sp. NA2, (6) Pyrococcus abyssi 

GE5, (7) Thermococcus barophilus MP, (8) Pyrococcus yayanosii CH1, (9) Thermococcus sp. ES1, (10) 
Thermococcus sp.4557, (11) Thermococcus celericrescens strain DSM 17994. La synténie a été réalisée à l’aide 
d’une recherche du gène PCC2 (en rouge) localisé aux positions 1509435-1509686 sur le génome de Pyrococcus 

furiosis COM1 et comparé à 10 autres génomes dans la banque de données PATRIC 
(https://www.patricbrc.org/).  

 

Pour mieux comprendre la relation évolutive qui existe entre ces deux gènes, une 

comparaison des séquences a été réalisée par l'équipe de Biologie cellulaire des Archées. La 

majorité des génomes d’archées connus possèdent ces deux versions du gène, renommés 

PCC1 et PCC2, à l’exception des génomes réduits chez qui le gène PCC2 n’a pas été identifié 

comme les nanoarchées du clade DPAN (figure 97).  
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Figure 97 Distribution des gènes PCC1 et PCC2 au sein des Archées. Chaque phylum est représenté par un 
organisme référent dont le séquençage de son génome est entier.  

L’arbre phylogénétique construit à partir d’un alignement des séquences de Pcc1 et 

Pcc2 présente deux groupes monophylétiques séparés par une longue branche. Une telle 

topologie peut correspondre à un évènement ancestral de duplication donnant lieux à deux 

gènes qui ont suivi une trajectoire évolutive distincte au sein des différentes lignées d’archées. 

Cette topologie et la présence simultanée des deux gènes dans la grande majorité des phylums 

d’Archées indique que Pcc1 et Pcc2 sont des paralogues (figure 1 de l'article en cours page 

277).  

 A titre d’exemple, Pcc1 et Pcc2 de Pyrococcus abyssi partagent 20 % d’identité de 

séquence. Les séquences Pcc1 et Pcc2 connues chez les archées ont été alignées selon leur 

composition en acides aminés par un profil HMMER (Potter et al., 2018), permettant de 

dresser un logo de la séquence pour ces deux protéines (figure 98). Les deux versions sont 

similaires selon 1 motif " signature " commun F/Y14-x-S/N/D/E16-x-K/D/E18-A20-x-x-x-
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Y/F/A/L24-x-A/S26-L/I/V27-x-P/I/V29-E/D30 sur les deux séquences logos. En revanche, elles 

diffèrent selon un motif "signature" caractéristique de chacune, composé de deux aspartates 

D70-D71 dans les séquences Pcc2 et d’une asparagine et d’une sérine N67-S68-x-x-R/K71-W/L72 

dans les séquences Pcc1 (figure 98). Le motif commun et les deux motifs caractéristiques de 

Pcc1 et de Pcc2 sont localisés sur leurs structures secondaires respectives. 

 

 

Figure 98 Les séquences logos des protéines (A) Pcc1 et (B) Pcc2 sont des représentations graphiques des 
séquences alignées des protéines de chaque famille. La taille relative de chaque lettre des acides aminés 
illustre leur fréquence à chaque position et leur degré de conservation à travers les séquences alignées. Les 
blocs de séquences signatures (partagé entre les deux versions pour celui localisé en N-terminal, et spécifique 
de chacune pour celui localisé en C-terminal), sont encadrés. Le domaine C-terminal de Pcc2 et de Pcc1 diffère 
fortement. D’après Schneider et Stephens, 1990. 

 

Les prédictions structurales suggèrent que Pcc2 pourrait être un homologue de Pcc1 

et comme il est connu que Pcc1 se dimérise (code PDB 3ENO), l'hypothèse que Pcc2 et Pcc1 

forment un hétérodimère a été émise. Afin de tester cette hypothèse des expériences 

protéomiques et biochimiques ont été réalisées. De nombreuses questions ont également 

émergées. Forment-elles un complexe in vivo avec les protéines Kae1, Cgi121, Bud32 ? Quel 

est l’effet de Pcc2 sur la biosynthèse de la modification t6A in vitro et in vivo ? Quelle est la 

structure tridimensionnelle de cette protéine Pcc2 ? Pcc2 joue-t-elle le rôle de GON7 chez les 

archées ?   
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 Pour répondre à ces questions nous avons entrepris une étude structurale de Pcc2 en 

complexe avec les autres sous-unités du complexe KEOPS de l’archée Pyrococcus abyssi (Pa). 

Tout d’abord, différents complexes et sous-complexes ont été purifiés par chromatographie 

d’affinité suivie d’une chromatographie d’exclusion stérique. Le complexe composé des 

protéines Kae1, Bud32, Cgi121, Pcc1 et Pcc2 (KBCP1P2) a été purifié ainsi que le sous-complexe 

KBCP1. Malgré le faible degré d’identité de séquence Pcc1 a pu être remplacé par Pcc2 pour 

former un complexe stable avec KBC in vitro (KBCP2) (dont les protocoles de purification sont 

décrits en annexe 5). Le sous-complexe Pcc2-Pcc1 a été également purifié. Enfin la protéine 

Pcc2 seule a été purifiée de la même manière. Selon l’algorithme de prédiction de désordre 

PONDR, la protéine Pcc2 est prédite comme une protéine ordonnée (figure 99), ce qui est 

encourageant pour sa cristallisation (Obradovic et al., 2003).  

 

Figure 99 Prédiction de l’ordre et du désordre selon la séquence en acide aminé de Pcc2 de Pyrococcus abyssi. 
L’algorithme de PONDR utilise des fenêtres de 9 acides aminés qui coulissent le long de la séquence 
L’algorithme mesure la charge nette et l’hydropathie des acides aminés reflétant l’ordre et le désordre de la 
protéine. Un score compris entre 0 et 0,5 illustre une forte prédiction à acquérir des structures secondaires et 
un score entre 0,5 et 1 illustre une forte prédiction à être désordonné. 

Nous avons obtenu des cristaux de PaPcc2 seule et en complexe avec PaPcc1, qui ont 

diffracté et qui ont permis de collecter des jeux de données dont l’analyse, décrite dans 

l’article en cours de rédaction, a abouti à la résolution des structures 3D à 3,2 et 1,8 Å de 

résolution (cf. page 271). PaPcc2 est organisée en 3 brins β antiparallèles et 3 hélices α se 

positionnent sur l’une des faces du feuillet. 3 sous-unités de PaPcc2 sont retrouvées dans 

l’unité asymétrique. 2 monomères interagissent via leurs brins β1 et leurs hélices α3, formant 

un long feuillet de brins β antiparallèle stabilisé par des liaisons hydrogènes et des forces de 
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van der Waals (interface de type I) (figure 3 de l'article en cours page 279). La troisième sous-

unité interagit via des liaisons hydrogènes et des forces de van der Waals entre les acides 

aminés des brins β2 et des hélices α (interface de type II). Cette troisième sous-unité interagit 

avec une sous-unité de l’unité asymétrique voisine reproduisant l’interface de type I .  

PaPcc1 est également organisée en 3 brins β antiparallèles et 2 hélices α alors que 

GON7 est agencée en deux brins β et une hélice α. Ainsi, PaPcc2 présente une structure 

tridimensionnelle très similaire à celle de PaPcc1 (RMSD = 1.48 Å, Z score = 7.2 sur 76 Cα) 

confirmant l’orthologie structurale partagée entre ces deux protéines.  

La structure cristallographique de l’hétérodimère PaPcc1-Pcc2 nous a montré qu’elle 

est similaire à l’homodimère PfPcc1 (PDB code 3ENO). PaPcc1 et PaPcc2 interagissent via leurs 

brins β1 respectifs et leurs hélices α2 terminales. En revanche, la superposition d’une sous-

unité de PaPcc2 de l’homodimère sur une sous-unité PaPcc1 de l’hétérodimère montre un 

décalage de 10 Å de la seconde sous-unité PaPcc2 le long du brin β1 ce qui conduit à une 

interface légèrement différente (figure 4 de l'article page 281).  

Aucun cristal des complexes KBCP1P2, KBCP1 et KBCP2 n’a pu être obtenu. Par contre, 

nous avons pu étudier ces complexes par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS), ce 

qui a donné des informations structurales en solution (forme de l’objet, rayon 

hydrodynamique, stœchiométrie, masse moléculaire) (figure 100). Ces analyses sont 

également décrites dans l’article en cours de rédaction. Les complexes KBCP1 et KBCP2 ont une 

masse moléculaire théorique de 91 et 92 kDa respectivement. La courbe des intensités I(q) 

obtenue par SAXS a permis de déterminer les masses moléculaires de KBCP1 de l’ordre de 185 

kDa et de KBCP2 de l’ordre 180 kDa compatible avec une stœchiométrie 2 :2 :2 :2 en solution. 

Comme observé dans les structures cristallographiques des homodimères PfPcc1 (code PDB 

3ENO) et PaPcc2 (la notre), il a été suggéré que Pcc1 et Pcc2 assurent la dimérisation des 

complexes KBCP1 et KBCP2 respectivement.   
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Figure 100 Tableau récapitulatif des données structurales des différents complexes archées. 

En revanche, le complexe KBCP1P2 présente une masse moléculaire expérimentale de 

95 kDa proche du poids moléculaire théorique de 101 kDa. KBCP1P2 est donc compatible avec 

une stœchiométrie 1 :1 :1 :1 :1 suggérant que Pcc1 et Pcc2, ensemble, empêche la 

dimérisation du complexe. La fonction de distribution des distances montre que le complexe 

KBCP1P2 possède une extension de 125 Å alors que les complexes KBCP1 et KBCP2 ont une 

extension maximale de 188 et 205 Å, respectivement, confirmant l’agencement linéaire du 

pentamère et des octamères. Des modèles in silico ont été réalisés à partir des structures 

cristallographiques connues (BC de la levure (code PDB 4WW9), KP1 (code PDB 3ENC), et les 

structures présentées dans cette étude (P1P2 et Pcc2 seule). Les courbes calculées Iq des 

modèles in silico ont été comparées aux courbes expérimentales et la position des sous-unités 

a été ajustée à l’aide du logiciel DADIMODO, confirmant l’agencement linéaire et leurs 

stœchiométries. 
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Identification and characterization of the KEOPS fifth subunit in archaea. 

 

Daugeron Marie-Claire1, Missoury Sophia1, Da Cunha Violette1, Lazar Noureddine1, Collinet 

Bruno1,2, van Tilbeurgh Herman1, Basta Tamara1.  

1Université Paris-Saclay, CEA, CNRS, Institute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), 91198, 

Gif-sur-Yvette, France 

2 Institut de Minéralogie de Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC), Sorbonne-

Université, UMR7590 CNRS, MNHN, Paris, France. 

Introduction  

tRNAs were discovered in 1958 and recognised as adaptor molecules allowing the genetic 

code to be translated into proteins (Hoagland et al.,  1958; Crick, 1958). Subsequent sequence 

analysis of these molecules revealed that they carried numerous post transcriptionally 

modified nucleosides (Holley et al.,  1965). Presently more than 100 different modified 

nucleosides are found in tRNA (Marck and Grosjean, 2002; Machnicka et al.,  2013; Boccaletto 

et al.,  2018). Much research effort went into the understanding of the mechanistic and 

functional aspects of these chemical modifications. Alterations in the chemistry of the 

nucleotides contained in the main body of the tRNA, are believed to have impact on the 

tertiary structure and hence the stability or to affect the interactions with their partners. Most 

of the more complex modifications are found at the level of the anticodon stem-loop of the 

tRNA molecules and often play critical functional roles such as the expanding or restricting the 

decoding properties of tRNA and maintaining translational fidelity (Jackman and Alfonzo, 

2013; Agris et al.,  2007, 2017). The N6-threonylcarbamoyl adenosine (t6A) modification at 

position 37 of tRNAs decoding ANN codons, is one of the few universal modifications of tRNA 

(Chheda et al.,  1969; Schweizer et al.,  1969; Takemura et al.,  1969). The t6A modification 

facilitates correct anticodon–codon pairing by enhanced base stacking and by preventing 

intraloop base pairing of U33-A37, thereby helping the formation of the canonical U-turn 

structure and thus enhancing the translation fidelity (Grosjean et al.,  1995; Sundaram et al.,  

2000; Murphy et al.,  2004; Vendeix et al.,  2012). A deficit of t6A formation leads to pleiotropic 

phenotypes. Absence of t6A is non-viable in bacteria, reduces severely fitness in yeast and 
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archaea, leads to developmental impairments in model multicellular organisms and to GAMOS 

in humans (Naor et al.,  2012; Thiaville et al.,  2014; Lin et al.,  2015; Kisseleva-Romanova et 

al.,  2006; Braun et al.,  2017; Arrondel et al.,  2019). Despite heterogeneous effects, 

phenotypes are globally caused by mis-regulation of translation causing reading errors and 

frameshifts (Thiaville et al.,  2014; de Crécy-Lagard and Jaroch, 2020; Ogura, 2020; Pollo-

Oliveira et al.,  2020).  

The formation of t6A in all organisms occurs through two distinct ATP-dependent 

reactions. First, the ubiquitous YrdC/Sua5 enzymes form an unstable intermediate threonyl-

carbamoyl adenosine (TC-AMP) using L-threonine, bicarbonate and ATP (Lauhon, 2012). 

Subsequently, the universal Kae1/TsaD/Qri7 enzyme transfers the threonyl-carbamoyl moiety 

from TC-AMP onto A37 of substrate tRNAs (Srinivasan et al.,  2011; El Yacoubi et al.,  2009, 

2011; Perrochia et al.,  2013a). While Sua5/YrdC family members function independently, 

Kae1/TsaD/Qri7 always act within multi-subunit protein complexes whose composition varies 

among species. In mitochondria, Qri7 functions as a homodimer. In bacteria, TsaD forms a 

trimeric complex with two other proteins, TsaB and TsaE (Zhang et al.,  2015a; Luthra et al.,  

2018; Missoury et al.,  2018; Luthra et al.,  2019). In eukaryotes and archaea, Kae1 is a part of 

an ancient macromolecular assembly named KEOPS (Kinase Endopeptidase and Others 

Proteins of Small size), further composed of Bud32, Cgi121, Pcc1. A fifth core subunit, named 

Gon7, was identified in fungi (Costessi et al.,  2012; Downey et al.,  2006; Kisseleva-Romanova 

et al.,  2006; Lopreiato et al.,  2004; Wan et al.,  2016; Zhang et al.,  2015b; Wan et al.,  2017). 

Bud32 is related to the small atypical RIO2 kinase proteins (Knüppel et al.,  2018). Its presence 

is required for t6A formation and deletion mutants are hardly viable in yeast, but its function 

is not yet understood  (Perrochia et al.,  2013a). Cgi121 has no structural homologues and it is 

dispensable for t6A synthesis in vitro. It binds tightly to Bud32 and stimulates its 

autophosphorylation activity as well as t6A formation in vitro, suggesting an effector function 

(Mao et al.,  2008; Perrochia et al.,  2013). The two other subunits Pcc1 and Gon7 are small β-

sheet proteins that are functionally important and necessary for in vivo t6A activity in yeast. 

Pcc1 consists of a three stranded anti-parallel β sheet packed into two α helices on one face, 

and solvent exposed on the other. Pcc1 has a large hydrophobic surface that is covered either 

through homodimer formation (archaea) or through heterodimerization with Gon7 in yeast 

(Zhang et al.,  2015). Despite the low sequence similarity, human GON7 (hGON7) exhibits 
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similar biochemical characteristics to yGon7. Indeed, as yGon7, hGON7 is a small 11 kDa 

protein that, although is an intrinsically disordered protein alone in solution, adopts a well-

defined structure for about 50% of its polypeptide chain upon interaction with LAGE3 (the 

human Pcc1 ortholog). yGon7 and hGON7 form an anti-parallel β sheet packed against 2 α 

helices (Zhang et al.,  2015b; Arrondel et al.,  2019). Upon complex formation, Pcc1/yGON7 

and LAGE3/GON7 form a continuous six stranded β-sheet, completed by packing of helices 

such that the interaction mode is conserved. In presence of yGon7, the eukaryotic KEOPS 

complex has a 1:1:1:1:1 stoichiometry. In absence of hGON7, KEOPS dimerizes resulting in a 

hetero-octamer with 2:2:2:2 stoichiometry (Zhang et al.,  2015b; Wan et al.,  2017). It has been 

shown that the presence of hGON7 or yGon7 improves the amount of t6A modification in vitro 

and increases the cellular stability of the KEOPS complex in vivo (Wan et al.,  2017; Arrondel 

et al.,  2019).  

 Sequence similarity search for yGon7 orthologs outside Fungi was unfruitful. However, 

the recent discovery of hGON7 ortholog in Metazoans (Wan et al.,  2017) raised the possibility 

that a fifth KEOPS subunit could exist in other eukaryotic groups and in archaea.   

 We here present the identification of a putative core fifth subunit of archaeal KEOPS, 

that we named Pcc2. We show that Pcc2 protein of Pyrococcus abyssi forms a stable 

pentameric complex with the other four subunits in vitro or an octamer in absence of Pcc1. 

Furthermore, we determined the crystal structure of the Pcc2 and of the Pcc1-Pcc2 

subcomplex, showing that Pcc2 is a structural homolog of Pcc1. Although Pcc2 has a different 

fold from yGon7 and hGON7, it associates in a very similar way with Pcc1 indicating that this 

association is functionally important requirement that has been conserved from Archaea to 

Eukaryotes.  

Materials and Methods 

Cloning procedures 

The genes encoding PaKEOPS subunits PAB_RS09585 (Kae1), PAB_RS08575 (Bud32), 

PAB_RS06930 (Cgi121) and PAB_RS01470 (Pcc1) were amplified by polymerase chain reaction 

(PCR) using as DNA template, pKEOPS500 plasmid (Perrochia et al., 2013a). The gene 

PAB_RS00380 encoding Pcc2 was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using genomic 

DNA of P. abyssi GE5 strain as template. Different combinations of bicistronic or polycistronic 
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sequences were cloned into Pet26b (Novagen) NdeI-XhoI either using T4 ligase (NEB) or by 

Gibson assembly (NEB) following the protocol supplied by the manufacturer. The sequences 

of used oligonucleotides are listed in supplementary information section. 

pKP1His6 and pKP2His6 contain each a bicistronic sequence with Kae1 plus Pcc1 or Kae1 plus 

Pcc2 encoding genes, respectively. The genes encoding Pcc1 and Pcc2 are fused at their 3’ end 

to a sequence encoding a hexa-histidine tag indicated as His6. 

pKP2strep-P1his6 contains a bicistronic sequence with Kae1, Pcc2 and Pcc1 encoding genes. 

The gene encoding Pcc2 is fused at its 3’ end to a sequence encoding a Strep-tag indicated as 

strep whereas the gene encoding Pcc1 is fused at 3’ end to a sequence encoding a hexa-

histidine tag. 

pKBC and pKB contain Kae1, Bud32 and Cgi121 encoding genes or Bud32 and Cgi121 encoding 

genes respectively. These genes are not fused to an epitope tag encoding sequence.  

 

Heterologous expression and purification of recombinant proteins  

Recombinant proteins were expressed in Rosetta2 (DE3) pLysS E. coli strain (Novagen). The 

cells were transformed either with pKBC, pBC, pKP1-His6, pKP2-His6 or with pKP2strep-P1 his6 

plasmids and were grown at 37°C in complete LB medium with kanamycin and 

chloramphenicol until the optical density (600 nm) reached of 0.6-0.7. Gene expression was 

induced by addition of IPTG (1mM), and incubation was continued at 37°C for 2h. Cells were 

collected by centrifugation (5000 g, 15 min) and resuspended in cold Lysis buffer (20 mM Tris-

Hcl (pH 8), 300 mM Nacl, 5mM ßmercaptoethanol, 10 % Glycerol) supplemented with 

complete EDTA free protease inhibitors cocktail (Roche). Cells were lysed at 4°C with a one-

shot cell disruptor (Branson sonifier 250, 3 x 1 min) and the lysate was clarified by 

centrifugation at 30 000 g for 30 min at 18°C. The clarified lysate was incubated 10 to 15 min 

at 65°C to precipitate Escherichia coli proteins. The precipitates were removed by 

centrifugation at 30 000g for 20 min at 18°C. The soluble fraction was adjusted to 10 mM 

imidazole and His-tagged proteins were purified by gravity flow affinity chromatography on 

an NiNTA resin column (Quiagen) at room temperature. Equilibration, washes and elution 

steps were done with lysis buffer containing respectively 10, 40 and 400 mM imidazole. 

Fractions of interest were pooled and loaded on HiTRAP Heparin affinity column (GE 

Healthcare) pre-equilibrated in lysis buffer. Elution was done with a linear NaCl gradient (from 
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150 mM to 1M). Fractions of interest were pooled, concentrated at 18°C and submitted to 

size exclusion chromatography on a HiLoadR 16/600 SuperdexR 200pg or a HiLoadR 16/600 

SuperdexR 75pg (GE Healthcare). 

To purify different complexes, cell pellets obtained with cells transformed with different 

plasmids were mixed in defined ratio and lysed together.  

P1P2 and P2 sub-complexes used for SAXS analysis and crystallization were purified from pKBC 

transformed cells mixed with pK1-P2 transformed cells (ratio 2:1) and from pKBC transformed 

cells mixed with pK2 transformed cells (ratio 2:1), respectively. In these conditions, a 

significant excess of P1P2 and P2 complexes over the complete KEOPS complexes is obtained. 

The CBKP1P2, CBKP1 and CBKP2 complexes used for SAXS analysis and enzymatic assays were 

purified from pKBC transformed cells mixed with pBC transformed cells and either pKP1His6 

transformed cells (2:1:1 ratio) or pKP2His6 transformed cells (2:1:1 ratio) or pKP2strep-P1His6 

transformed cells (2:1:1 ratio). In these conditions, four or five subunit KEOPS complexes can 

be purified. 

 

Phylogenetic analysis  

For the phylogenetic analysis, we chose 27 couples of Pcc2 and Pcc1 paralogs from one 

representative of each phylum of Archaea. Protein alignment was done with MAFFT V7 with 

the amino acid matrix Blosum 30 and iterative refinement methods L-INS-I or G-INS-I (Katoh 

et al.,  2019). The Triming was performed with BMGE with a BLOSUM30 matrix and the -b 1 

parameter (Criscuolo and Gribaldo, 2010). The Maximum likelihood trees were performed 

using IQ-TREE v1.7 software (http://www.iqtree.org/) (Nguyen et al.,  2015) with the best 

substitution model as suggested by the ModelFinder option -MFP. The branch robustness was 

estimated by the SH-aLRT approximate likelihood ratio test (Guindon et al.,  2010), the 

ultrafast bootstrap approximation (Hoang et al.,  2018) (10000 replicates for each), and with 

the transfer bootstrap expectation approaches (Lemoine et al.,  2018) based on 500 bootrees.  

 

Crystallization of the PaPcc1-Pcc2 heterodimer  

Fractions from purification by size exclusion chromatography containing the heterodimeric 

PaPcc1-Pcc2 complex were then pooled and concentrated to 7.9 mg.mL-1 for crystallization 

trials. Crystals were obtained by mixing 100 nL of the protein solution with 100 nL of 15% PEG 
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6K and 5% glycerol using the sitting-drop vapor diffusion method. Crystals appeared after 

about 21 days of incubation at 18°C. The crystallization drop was equilibrated against a 70 µL 

reservoir solution of 15% PEG6K and 5% glycerol. Crystals were cryo-protected by quick-

soaking in 20% PEG6K and 20% glycerol prior to flash freezing in liquid nitrogen. 

 

Crystallization of the PaPcc2 monomer  

Fractions containing pure monomeric PaPcc2 were concentrated to 22 mg.mL-1 for 

crystallization trials. Crystals of Pa Pcc2 were obtained by mixing 100 nL of the protein solution 

with 100 nL of 30% PEG 3K 0.2 M lithium sulfate and 0.1 M Tris HCl pH 8.5 using the sitting 

drop vapor diffusion (crystals appeared after 17 days of incubation at 18°C). The crystallization 

drop was equilibrated against a 70 µL reservoir solution of same the precipitant. Crystals were 

cryo-protected by quick-soaking in 50% paraffin and 50% paratone prior to flash freezing in 

liquid nitrogen. 

SAXS analysis 

SAXS experiments were carried out at the SOLEIL synchrotron SWING beamline (Saint-Aubin, 

France). The sample to detector (Eiger 4M Dectris) distance was set to 1500 mm, allowing 

reliable data collection over the momentum transfer range 0.005 Å−1 < q < 0.5 Å−1 with q = 

4πsin θ/λ, where 2θ is the scattering angle and λ is the wavelength of the X-rays (λ = 1.0 Å). 

To collect data on homogenous protein samples, SAXS data were collected at the exit of a size 

exclusion high-performance liquid chromatography (SEC HPLC Bio-SEC3 Agilent) column 

directly connected to the SAXS measuring cell. Sixty-five microliters of 

Kae1/Bud32/Cgi121/Pcc1/Pcc2 (KBCP1P2), KBCP1, and KBCP2 samples concentrated at 2.55, 

0.72 and 3 mg/ml, respectively, were injected into the column preequilibrated with a buffer 

composed of 20 mM Tris pH 8.5, 300 mM NaCl, and 5 mM 2-mercaptoethanol and 5% glycerol. 

Flow rate was set at 300 µl/min, frame duration was 1.0 s, and the dead time between frames 

was 0.01 s. The protein concentration was estimated by UV absorption measurement at 280 

and 295 nm using a spectrometer located immediately upstream of the SAXS measuring cell. 

A large number of frames were collected before the void volume and averaged to account for 

buffer scattering. SAXS data were normalized to the intensity of the incident beam and 

background (i.e. the elution buffer) subtracted using the program FoxTrot50, the Swing in-

house software. The scattered intensities were displayed on an absolute scale using the 
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scattering by water. Identical frames under the main elution peak were selected and averaged 

for further analysis. Radii of gyration, maximum particle dimensions, and molecular masses 

were determined using PrimusQT (Franke et al.,  2017).  

 

Modelling of the complete KEOPS complex 

A composite KEOPS complex was modelled using a combination of structures of archaea 

KEOPS subcomplexes and of the present PaPcc1-Pcc2 structure by the Modeller software (Sali 

et al.,  1995). The Dadimodo and FoxsDock program (Evrard et al.,  2016) were then used to 

adjust/complete the models of KBCP1P2, KBCP1 and KBCP2 respectively as to optimally fit the 

experimental curve I(q). An ultimate adjustment was performed using the program CRYSOL 

(Svergun et al., 1995).  

Comparative sequence and structure analysis 

Multiple sequence alignment of the archaea Pcc2 family members was realized using the 

blosum62 matrix6 with MAFFT (online version 7) (Katoh et al.,  2019). Structure-based 

alignment of a subset of these members was performed using the ESPRIPT web-server (Robert 

and Gouet, 2014). All figures of structures were generated with Pymol (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC). Structure comparisons was performed with 

the PDBeFold web server.  

Results 

Identification of a Pcc1 paralog in archaea  

The recent discovery of the fifth core subunit of KEOPS in metazoa raised the possibility that 

a corresponding subunit could exist also in other eukaryotes and in archaea. In search for such 

a subunit we noticed in the archaea Thermococcales the existence of two genes annotated as 

Pcc1 and encoded on two distinct loci on the chromosome (supplementary figure 1). These 

genes encode two proteins of similar size (82 amino acids for Pcc1, 85 amino acids for Pcc1-

like) and exhibit modest but significant pairwise sequence identity (22 % identity, 55 % 

similarity for Thermococcus kodakarensis orthologs). Using HMM-based sequence similarity 

searches, we detected Pcc1-like proteins in 11% of DPANN, 38% of Asgard, 83% of TACK and 

88% of Euryarchaeaota analysed genomes. Except for several DPANN phyla, all the analyzed 
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archaeal genomes contained both Pcc1 and Pcc1-like encoding genes (figure 1 a. and b.). The 

alignment of representative Pcc1 and Pcc1-like sequences from 27 archaeal phyla allowed the 

identification of conserved motifs (supplementary figure 2). Of note, the motif N67S/T68 in Pcc1 

sequences is replaced by D/E70D/E71 in Pcc1-like sequences (T. kodakarensis numbering) 

indicating that this might be a distinguishing feature between the two proteins. The 

phylogenetic tree constructed from this alignement showed bipartite topology with one 

monophyletic clade corresponding to Pcc1 orthologs and the other to Pcc1-like orthologs 

(figure 1 c.). Collectively, these data indicated that Pcc1-like and Pcc1 proteins are paralogs 

present in the vast majority of Archaea. To underscore the evolutionary connection with Pcc1 

we named its paralog Pcc2.  
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Figure 1: Identification of Pcc1 paralogs among archaea domain. a. prevalence of Pcc1 and Pcc2 paralogs 
among archaeal phyla Number of found Pcc1 or Pcc2 paralogs is indicated in the corresponding columns. Full 
black circle corresponds to 100 % and white circle to 0% of genomes containing both Pcc1 and Pcc2 encoding 
genes. n.d. means not determined. b. distribution of Pcc1 (red circles) and Pcc2 (blue circles) mapped onto 
archaeal phylogenetic tree. The position of the four superphyla is indicated. c. maximum likelihood 
phylogenetic tree made from alignment of 27 Pcc1 or Pcc2 sequences representative of the archaeal diversity. 
The statistical support for the branch separating Pcc1 and Pcc2 clades was evaluated from 500 boot trees using 
transfer bootstrap expectation. This means that the branch separating the two clades occurred in 455 
bootstrap trees out of 500. 

 

PaPcc2 protein co-purifies with archaeal KEOPS subunits 

To investigate if Pcc2 could interact with KEOPS subunits we expressed the four known 

subunits of KEOPS from Pyrococcus abyssi (PaKEOPS) among which Pcc1 carried hexahistidine 

tag together with Pyrococcus abyssi Pcc2 ortholog (PaPcc2) and performed Ni-NTA affinity 

chromatography followed by heparin and size exclusion chromatography. With this procedure 

a. b. 

c. 
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we purified a complex containing Kae1, Bud32, Cgi121, Pcc1 and a fifth band with apparent 

molecular mass corresponding to that of Pcc2 (Figure 2). The apparent stoichiometry of the 

purified complex was 1:1:1:1:1 as judged from SDS-PAGE analysis. We also purified an excess 

of Pcc1-Pcc2 complex which was used for crystallization trials (see below). 

We next tested whether Pcc2 can replace Pcc1 in a four-subunit complex. Similar purification 

scheme was employed with Pcc2 being the sole His-tagged protein. The purified complex 

contained four bands corresponding to Kae1, Bud32, Cgi121 and Pcc2 with apparent 

stoichiometry of 1:1:1:1. An excess of Pcc2 was also purified and used for crystallization trials 

(see below) (Figure 2). 

These experiments demonstrated that in vitro Pcc2 can associate with KEOPS subunits either 

as a fifth subunit or by replacing Pcc1 to form four membered complex.    

 

 

Figure 2: Purification of five and four subunit Pcc2-containing KEOPS complexes. The size exclusion 
chromatography analysis of five (a.) or four (b.) subunit KEOPS complex. The corresponding SDS-PAGE analysis 
of the two boxed peaks is shown below each chromatogram. I corresponds to the protein sample injected on 
the column. The fractions analyzed are indicated above each gel. K stands for Kae1, B for Bud32, C for Cgi121, 
P1 for Pcc1 and P2 for Pcc2.   

 

The Pcc2 crystal structure   

The structure of PaPcc2 was solved by molecular replacement at a resolution of 1.84 Å and 

contains three PaPcc2 copies in the asymmetric unit. The structures of the 3 copies in the 

asymmetric unit is nearly identical (RMSD around 1.3 Å). Two copies form a tight dimer 

b. a. 
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whereas the third copy is more loosely associated with the two others. An identical dimer is 

created by the third copy through crystal symmetry contacts (Figure 3.a). PaPcc2 forms a three 

stranded anti-parallel β-sheet with three α helices packed against one face of the sheet 

(βαα’ββα topology) (figure 3.a). PaPcc2 and Pcc1 share the same fold and superpose very well 

with a RMSD of 1.48 Å (Z score of 7.2 for 76 Cα positions) (figure 3.b).  

 

Figure 3: a. Structure and packing of the three copies of PaPcc2 in the asymmetric unit. The dimer that 
resembles the PaPcc1-Pcc2 heterodimer is represented by the subunits in green and orange, the third subunit 
is in grey. b. Superimposition of the PaPcc2 homodimer (pink and orange) with one subunit of the PfPcc1 
homodimer (each subunit is colored in black and grey). c. Packing of PaPcc2 homodimer into the asymmetric 
unit. Interface type I sticks residues are involved into the packing stabilization. 

  

The main structural difference between Pcc1 and Pcc2 resides in the connection 

between strands β 1 and β2 that consists of a single α helix for Pcc1 and 2 perpendicularly 

oriented α helices for PaPcc2. The Pcc2 dimer is very similar to that of the Pcc1 homodimer 

and also to the PaPcc1-Pcc2 heterodimer, described below. The two β1 strands associate to 

form a continuous six stranded anti-parallel β-sheet. This Pcc2 homodimer is stabilized by 9 

hydrogen bonds between β1 strand (interface area 815.6 Å2: interface type I) (figure 3.c). The 

second dimer interface in the asymmetric unit is formed by packing of the α1 and α2 helices 

against the β-sheet (interface type II). This last subunit contacting the β1-strand as the 
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interface type I of a neighboring Pcc2 heterotrimer in the crystal (not shown) suggesting that 

this interface is probably purely crystallographic. The superimposition of PaPcc2 (type I) with 

the PfPcc1 homodimer highlights a transverse sliding of second subunit along its β1 strand 

axis (figure 3.b).  

These data revealed that PaPcc2 structurally closely resembles PaPcc1 despite the low 

level of sequence identity suggesting, after the gene duplication event, the existence of strong 

positive selection to conserve the overall structure.   

Structure of the Pcc1-Pcc2 heterodimer  

The structure PaPcc1-Pcc2 was solved at 3.18 Å resolution. The asymmetric unit of the crystal 

contains one copy of the PaPcc1-Pcc2 heterodimer (figure 4.a). The β1-strands of PaPcc1 and 

PaPcc2 align to create a six stranded anti-parallel β-sheet. The packing of the two C-terminal 

helices of Pcc1 and Pcc2 provides the main hydrophobic interface of the heterodimer 

(interface area of 1154.5 Å2 (figure 4.b). PaPcc2 provides a similar fold that PaPcc1, but PaPcc2 

has an helix insertion (figure 4 c. and d.). Morever the  PaPcc1-Pcc2 dimer structure is very 

similar to that of the Pcc1 homodimer (figure 4.b) (PDB ID 3ENC) but is somewhat different 

from the Pcc2 homodimer (RMSD = 2.4 Å, Z-score = 7.37, 144 positions of Cα aligned) (figure 

6.b). However, the structure of one subunit PaPcc2 as present in its homodimer and in the 

PaPcc2-Pcc1 heterodimer are nearly the same (RMSD 0.98 Å) suggesting that binding of Pcc2 

to Pcc1 does not induce a significant conformational change in Pcc2 structure (supplementary 

figure 3).   
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Figure 4: Structure of PaPcc1-Pcc2 heterodimer. a. Cartoon presentation of PaPcc1-Pcc2 (in blue and orange 
respectively). b. Packing of PaPcc1Pcc2 heterodimer into the asymmetric unit. sticks residues are involved into 
the packing stabilization c. Superimposition of PaPcc2 (in orange) onto PaPcc1 (in blue). d. Topology diagrams 
of PaPcc1 and PaPcc2 respectively. 

 

Analysis of KEOPS complexes in solution. 

To learn more about the oligomeric status of the Pcc1 and Pcc2 complexes in solution, we 

performed SAXS experiments. Three complexes were analyzed:  KBCP1P2, KBCP1 and KBCP2. 

Samples of these were loaded onto a Bio-SEC3 Agilent size exclusion chromatography 

mounted before the SAXS cell. Guinier plot shows a linear curve testifying of monodispersy of 

the complexes (supplementary figure 7 a.). Our SAXS data established that the KBCP1P2 

complex has a Mw of 90 kDa approximatively in agreement with the theoretical Mw of 101 

kDa and most compatible with a heteropentamer of 1 :1 :1 :1 :1 stoichiometry in accordance 

with size exclusion chromatography data (Table 2). Based on a combination of crystal 

structures (KP1 (PDB code 3ENC), BC (PDB code 4WW9) and the present P1P2), we constructed 

a 3D-model of the KBCP1P2 pentamer using the software MODELLER. The calculated scattering 

curve of this pentamer model fits very well the experimental SAXS curve, yielding a χ2 value of 

0.619 (supplementary figure 4). The Patterson function allowed us to calculate the maximal 

extension of the object, that is around 125 Å (supplementary figure 7 b.).  Next, we showed 
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by SAXS that KBCP2 complex is stable and has a Mw of approximatively 180 kDa, not 

compatible with the theoretical Mw of 91 kDa. This strongly suggests that KBCP2 forms an 

octamer in solution with (Table 2) 2 :2 :2 :2 stoichiometry. We created a model for this 

complex, using a combination of previous BKP1 and the present Pcc2 homodimer structures. 

We replaced P1 by the closely related P2 in the KBP1 complex and imposed P2 homodimer (PDB 

code 7A66) as the central dimerization unit to construct the octamer. This model fitted the 

experimental SAXS curve satisfactorily with a χ2 value of 1.64 (supplementary figure 5).  

Archaeal KEOPS complex was previously shown to form octamers via Pcc1 dimerization (Mao 

et al., 2008; Perrochia, Guetta, et al., 2013). To get structural information about this octamer 

we collected SAXS data and established that the KBCP1 complex has a Mw of approximately 

186 kDa, confirming KBCP1 has 2 :2 :2 :2 stoichiometry in solution (Table 2). We then made a 

model of octameric KBCP1, using the structure of the Pcc1 as the dimerization unit (PDB ID 

3ENC). The initial model created a few steric clashes (Wan et al.,  2016) which could be 

released using the FoxsDock software. The adjusted KBCP1 octamer model fitted very well to 

the experimental SAXS curve with a χ2 value of 1.39 (supplementary figure 6). The KBCP1 

octamer adopts a linear shape, in line with a maximal extension around 188 Å. The KP1 

interface in the octamer is slightly twisted compared to that in the KP1 structure (PDB code 

3ENO) but we modelled it as the interface of OSGEP-LAGE3 (PDB code 6GWJ) (supplementary 

figure 8). The proximity of the Kae1 subunits in the octamer raises the question about the 

existence of possible steric hindrance for tRNA binding. However, it has been shown that there 

is no difference in the in vitro t6A activities of the tetrameric and octameric KEOPS complexes 

(Wan et al.,  2016). 

Together, the SAXS data indicated that PaPcc2 when associated to four-subunit PaKEOPS 

complex prevents its dimerization like the action of GON7 within the human KEOPS complex.    

Discussion 

The t6A modification pathway is present in virtually all living cells. In eukaryotic organisms the 

threonyl-carbamoyl transferase activity is executed by the universal Kae1/TsaD enzyme within 

the KEOPS protein complex composed of five subunits. The sequences of four subunits (Kae1, 

Bud32, Cgi121, Pcc1) , are very well conserved among organisms, while that of the fifth 

subunit Gon7 diverges considerably between fungi and metazoans (Wan et al.,  2017). Apart 
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for Kae1, the functional role and associated mechanism of the other four units is still not 

understood. Deletion of Gon7, Bud32 and Pcc1 abolishes t6A activity and is lethal for 

prokaryotic cells while it results in growth and developmental retardation in single and 

multicellular eukaryotes (Thiaville et al.,  2016). Recently, mutations in the five KEOPS subunits 

in human were linked to a very debilitating genetic disease with low life expectancy (Braun et 

al.,  2017; Arrondel et al.,  2019).  

In this study we have identified a paralog of KEOPS subunit Pcc1 which we named Pcc2. 

Both paralogs are widely conserved in Archaea suggesting that the gene duplication resulting 

in Pcc1 and Pcc2 is an ancient event that occurred before the diversification of Archaea. The 

high prevalence of both paralogs in Archaea indicate that Pcc1 and Pcc2 have important and 

distinct functions in Archaea.  

We solved crystal structures of Pcc1-Pcc2 heterodimer and Pcc2-Pcc2 homodimer. 

Pcc1 has structural similarities with the well documented KH domain (RMSD 1.95 Å on 71 Cα 

between PaPcc1 and KH1 domain of poly C binding protein PDB ID 2AXY), which functions as 

a versatile RNA, ssDNA, RNA hairpin binder (Grishin, 2001; Valverde et al.,  2008; Nicastro et 

al.,  2015) in line with its capacity to bind tRNA (Perrochia et al.,  2013b). Pcc2 is also related 

to the KH domain family, but the typical GxxG motif is absent between α1 and α1’ helices. The 

closest structural homolog of Pcc2 is the KH3 domain of hnRNP K (RMSD 2.764 Å on 64 Cα, 

PDB code 1J5K). Structure of hnRNP K - ssDNA complex shows that ssDNA contacts the protein 

in a narrow hydrophobic groove formed by four positively charged residues (K-K/R-K-R) and 

capped by hydrophobic residues (Braddock et al., 2002). PaPcc2 has three positively charged 

residues located in α1’ helice (K36, K38, K39) surrounded by hydrophobic residues (S32 and S40). 

We were unable to model the side chain of K39, suggesting that this residue is flexible in 

contact with solvent or in absence of a ligand. In analogy to hnRNP K, Pcc2 could therefore 

harbor the capacity to bind nucleic acids. These speculative observations should be tested by 

isothermal titration calorimetry.  

The superposition of the Pcc1-Pcc2 heterodimer with Pcc2-Pcc2 or Pcc1-Pcc1 

homodimers revealed that the contact with Pcc1 does not induce a significant conformational 

change in Pcc2 (supplementary figure 8). However, we observed a significant shift alongside 

the heterodimer contact interface (about 10 Å) as compared with homodimers (figure 3 b.) 



 

 

284 
 

impacting the maximum dimension of KBCP2 octamer (supplementary figure 7 b.).  It is 

tempting to speculate that this shift explains, at least in part why, unlike KBCP1 or KBCP2, the 

KBCP1P2 does not form a hetero-octamer in vitro. The SAXS data collected for different KEOPS 

complexes and their corresponding models may provide an additional explanation 

(supplementary figure SAXS data). Indeed, the interface between the Kae1 and Pcc1 (PDB code 

3ENO) is stabilised by a four-helix bundle created between α1 and α2 helices of Pcc1 and α2 

and α1 helices of Kae1. In the model of the equivalent interface in the KBCP2 hetero-octamer 

the α2 helix of PaPcc2 is perpendicular to the α2 helix of Pcc1 (supplementary figure 8). Such 

conformation results, in our model structure, in smaller contact surface with Kae1 and 

consequently, less stable interaction with Kae1. Coincidentally, the major difference between 

Pcc1 and Pcc2 orthologs resides in the sequence of α2 helices (supplementary figure sequence 

alignment and logo) which contains several conserved residues specific either for Pcc1 or for 

Pcc2. The conserved Asn67 of Pcc1 interacts with Pcc2-specific Asp/Glu70 in the Pcc1-Pcc2 

heterodimer interface while the conserved Thr/Ser67 contributes together with conserved 

Arg71Trp72 to the stabilization of the Kae1-Pcc1 interface. The corresponding Pcc2 residue is 

Asp/Glu71 which cannot establish an equivalent interaction. Based on these data we propose 

that the arrangement Kae1-Pcc1-Pcc2 is the most stable conformation for the archaeal KEOPS 

complex.  

In spite of absence of sequence or structural similarity between Pcc2 and Gon7 the 

interface PaPcc1-PaPcc2 and hGon7-LAGE3 is remarkably similar (figure 5). The superposition 

of these crystallographic structures (RMSD = 1.64 Å, Z-score = 8, 106 positions of Cα aligned) 

revealed that both heterodimers are stabilised through a 6-strand β or 5-strand β antiparallel 

sheets and two helices. This suggest that this interface with the KEOPS fifth subunit is 

conserved from archaea to eukaryotes. 
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Figure 5: Structural comparison of Pcc1-Pcc2 and hLAGE3-hGon7 heterodimers. Superimposition of the 
crystallographic PaPcc1-PaPcc2 structures (in blue and orange, respectively) on hLAGE3-hGON7 (in green and 
grey, respectively) is shown on the left. The top right insert is a zoom on the 6-strand β and 5-strand β 
antiparallel sheets stabilising the two interfaces, respectively. The bottom right insert is a zoom on the helices 
that also contribute to the building of the interfaces. 

 

Archaeal KEOPS complex catalyses the formation of t6A in vitro in absence of the fifth 

subunit (Perrochia et al. 2013). What is the oligomeric state and composition of archaeal 

KEOPS in vivo and the function of Pcc2 in the t6A synthesis remains to be investigated. In 

analogy to Gon7 proteins we can speculate that Pcc2 may have a regulatory role rather than 

direct function in the t6A synthesis.  

The HMM sequence searches for Pcc2 orthologs in public databases did not retrieve 

any significant hits outside Archaea indicating that if Pcc2 related proteins exist in eukaryotes 

they are highly divergent. This would not be surprising given that the yGon7 and hGon7, both 

found in opisthokonts, are highly divergent. Nevertheless, our study provides evidence that 

the interface between Pcc1 orthologs and the archaeal or eukaryotic fifth subunits is highly 

conserved even across the long evolutionary distances. We can therefore predict that fifth 
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KEOPS subunits different from Gon7 will be found in eukaryotes outside of Fungi and 

Metazoans.  
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 PaPcc2 PaPcc1Pcc2 

PDB code 7A66 7A67 

Number of molecules in 

asymmetric unit 

3 2 

Space group 

Cell parameters (Å, °) 

C 1 2 1 

76.80 81.31 66.48 

90.00 121.59 90.00 

P 32 2 1 

69.898 69.898 92.751 

90.00 90.00 120.00 

Resolution (Å) 50-1.84 

(1.96-1.84) 

50.00-3.18 

(3.36-3.18) 

X-ray wavelength 0.983988 0.980066 

No. of total reflections 
 205991 

(32315) 

87363 

(11857) 

No. of unique reflections 
 29812 

(4675) 

4659 

(678) 

Completeness (%) 
99.5  

(96.9) 

98.4 

(91) 

I/σ 
18.24 

(1.08) 

10.54 

(1.54) 

CC1/2 99.9  

(65.5) 

99.7 

(85.9) 

Rcryst  0.204 () 0.185 

Rfree 0.229 (0.3270) 0.250 

RMSD bond lengths (Å) 0.010    

 

0.010 

RMDS bond angles (°) 1.12 1.25 

Average B (Å2) 45.0 60.0 

Clashscorea 

MolProbity scorea 

2.07                                    

0.98 

10.5 

3.09 

Ramachandran plot (%) 

Favored 

Allowed 

Outliers 

 

98.37 

1.63 

0.00 

 

89.38 

9.37 

1.25 

 

Table 1: Data collection and refinement statistics. Values for the highest resolution shell are in parentheses. 
CC1/2 = percentage of correlation between intensities from random half-dataset. a Calculated with MolProbity 
(MolProbity score combines the clashscore, rotamer, and Ramachandran evaluations into a single score, 
normalized to be on the same scale as X-ray resolution). 
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Table 2: SAXS results and data collection parameters. 
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Supplementary information 

 

 

 

Supplementary figure 1: a. Genomic context of PCC1 into (1) Pyrococcus abyssi GE5, (2) Thermococci archaeon 

strain B21_G6, (3) Pyrococcus sp. NCB100, (4) Pyrococcus sp. NA2, (5)  Pyrococcus horikoshii OT3, (6) 
Pyrococcus horikoshii strain UBA8834, (7) Pyrococcus sp. ST04. Synténie was perform from research of PCC1 

(in red) localised from 280821 to 281054 on Pyrococcus abyssi GE5 genome and compared to other genomes 
into database PATRIC (https://www.patricbrc.org/). b. Genomic context of PCC2 into (1) Pyrococcus furiosis 

COM1, (2) Pyrococcus furiosis DSM3638, (3) Pyrococcus horikoshii OT3, (4) Pyrococcus sp. ST04, (5) Pyrococcus 

sp. NA2, (6) Pyrococcus abyssi GE5, (7) Thermococcus barophilus MP, (8) Pyrococcus yayanosii CH1, (9) 
Thermococcus sp. ES1, (10) Thermococcus sp.4557, (11) Thermococcus celericrescens strain DSM 17994. 

Syntenie was performed as PCC1. 

a. 

b. 
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Supplementary figure 2: Alignment of Pcc1 and Pcc1-like sequences. a. alignment of Pcc1 (top) and Pcc1-like 
(below) sequences. The alignment was done using MAFFT v7. MView program was used to visualize the 
alignment. The residues conserved in 70 % of sequences or more are highlighted and the residues with similar 
physico-chemical properties are indicated in the same color. The percent of pairwise identity with respect to 
the top sequence is indicated next to the sequence name. b.  sequence logo obtained from the alignment using 
WebLogo 3 (see materials and methods). The position in the sequence is indicated on the X-axes, the 
conservation level for each position is indicated in bits on the Y axes. The size of each letter is proportional to 
the frequency of their occurrence in the alignment. The motifs N67S/T68 and D/E70D/E71T specific for Pcc1 or 
Pcc1-like sequences, respectively, are boxed.  

 

a. 

b. 



 

 

295 
 

 

Supplementary figure 3: Superimposition of Pcc2 alone (in orange) and Pcc2 in complex with Pcc1 (in grey). 

 

 

Supplementary figure 4: a. Saxs data (black dots) of the KBCP1P2 complex. The red curve represents a 
theoretical scattering curve of a model of the pentameric KBCP1P2 complex, represented in (b). Cgi1321 
(Peach), Bud32 (Rose), Kae1 (red), Pcc1 (blue) and Pcc2 (orange). 
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Supplementary figure 5: a. Saxs data (black dots) of the KBCP2 complex. The orange curve represents a 
theoretical scattering curve of a model of an octameric KBCP2 complex, represented in (b). Cgi132 (Peach), 
Bud32 (Rose), Kae1 (red) and Pcc2 (orange). Pcc2 forms the dimerization unit of the octamer. 

 

Supplementary figure 6: a. Experimental saxs data (black dots) of the KBCP1 complex. The blue curve 
represents a theoretical scattering curve of a model of an octameric KBCP1P2 complex, represented in (b). 
Cgi132 (Peach), Bud32 (Rose), Kae1 (red) and Pcc1 (blue). Pcc1 forms the dimerization unit of the octamer. 
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Supplementary figure 7: a. Guinier plot of KBCP2 in orange, KBCP1P2 in red and KBCP1 in blue b. Distance 
distribution (Pr) curves for KBCP2 (orange) and for the KBCP1 (blue) and KBCP1P2 (red) complexes. The 
normalized distance distribution was calculated by PrimusQT implemented in Atsas software. 

 

 

Supplementary figure 8: Comparison of interaction mode between Kae1 and Pcc1 or Pcc2.  

 



298 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

299 
 

IV.2. Conclusion.  

  

L’identification de PaPcc2 et la résolution de sa structure tridimensionnelle a mis en évidence 

et confirmé plusieurs points :  

• Malgré seulement 20 % d’identité de séquence, PaPcc1 et PaPcc2 possèdent des 

structures 3D très similaires confirmant que PaPcc2 est le paralogue de PaPcc1.    

• In vitro, le complexe KBCP1 se dimérise via la sous-unité PaPcc1 et forme un octamère 

de stœchiométrie 2 :2 :2 :2. La structure 3D de l’homodimère PfPcc1 (code PDB 3ENO) 

montre que l’oligomérisation permet d’enfouir et de stabiliser la surface hydrophobe 

de chaque monomère PfPcc1.  

• In vitro, la présence de Pcc2 empêche la dimérisation du complexe KBCP1 permettant 

un agencement de stœchiométrie 1 :1 :1 :1 :1. La courbe de diffusion des intensités 

SAXS de KBCP1P2 mesure sans ambiguïté que ce complexe est un pentamère. 

• De façon surprenante, in vitro, le complexe KBCP2 se dimérise aussi et forme un 

octamère de stœchiométrie 2 :2 :2 :2. Comme la structure cristallographique de 

PaPcc2 montre un homodimère dans l’unité asymétrique semblable à celui de PfPcc1, 

l’hypothèse que PaPcc2 forme la plateforme de dimérisation a été émise et un modèle 

3D in silico de KBCP2 dimérique a été réalisé. Ce modèle s’ajuste de façon satisfaisante 

à la courbe des intensités expérimentales de SAXS confirmant cet agencement.  

 

Perrochia et al., a mis en évidence que le complexe KBCP1 interagit in vitro avec un ARNt 

substrat (Kd ~ 100 à 500 nM) et catalyse la modification t6A (Perrochia et al., 2013). Cependant 

aucune donnée, ex vivo, n'est disponible et permettrait de trancher quant à l’activité t6A 

supportée par une stœchiométrie 2 :2 :2 :2 ou 1 :1 :1 :1.  

In vitro, Pcc2 réorganise l’oligomère en empêchant la dimérisation du complexe KEOPS et 

en stabilisant le complexe en pentamère. Des expériences biochimiques quant à l’effet de 

Pcc2 sur l’activité de la modification t6A sur les ARNt substrats sont prévues et permettront 

d’affiner le rôle de Pcc2 au sein du complexe KEOPS.  

L’effet de Pcc2 sur l’organisation et la stœchiométrie du complexe est identique à celui de 

GON7/Gon7 sur le complexe KEOPS dans les champignons et les métazoaires. De plus, 

l’interface des hétérodimères PaPcc1Pcc2 et LAGE3-GON7 (code PDB 6GWJ) sont proches 
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(RMSD = 1,64 Å, Z score = 8 sur 106 positions Cα alignées) (figure 5 de l'article en cours page 

285). Ces similitudes montrent une conservation du mode d'interaction des différents 

hétérodimères. Il serait intéressant de faire des essais de complémentation de PaPcc1-Pcc2 

dans la levure chez qui les gènes PCC1 et yGON7 ont été invalidés préalablement. Également, 

des tests ex vivo ou in cellulo pourraient être envisagés pour tester quant à l’existence du 

pentamère chez les archées.  
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES. 
 

Rappels sur la modification t6A.  

L’absence de la modification t6A est reliée à des phénotypes pléiotropes au sein des 

organismes, allant de la non-viabilité des bactéries à des défauts de développement de 

certains organes chez les métazoaires, dont le GAMOS observé chez l’Homme (Braun et al., 

2017; Lin et al., 2010; Lin et al., 2018; Thiaville et al., 2014; Thiaville et al., 2015). Chez la levure, 

le défaut t6A conduit à une croissance très altérée des clones mais une croissance minimale 

est toutefois observée en condition permissive. Ces phénotypes diffèrent selon les organismes 

et sont souvent la conséquence d’une mauvaise homéostasie de la synthèse des protéines, 

conduisant à leur agrégation ou à leur mauvais repliement (Thiaville et al., 2016). 

La famille d’enzyme ubiquitaire Kae1/OSGEP/TsaD/Qri7 nécessite des partenaires 

divers selon les espèces, formant des complexes oligomériques différents. Les fonctions des 

partenaires ne sont pas toujours bien comprises, ce qui nécessite leurs caractérisations afin 

de mieux comprendre leurs implications dans la modification t6A. Selon leurs contributions, 

un défaut de ces sous-unités pourrait expliquer aussi les variations des phénotypes dans les 

organismes.  

Les travaux conduits pendant ma thèse sont majoritairement des études structurales 

des différents complexes oligomériques au sein des trois domaines du vivant.  
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Les t6A synthases au sein des procaryotes. 

Réarrangements structuraux de TsaD par TsaE chez les procaryotes. 

A la suite des travaux de W. Zhang dans l’équipe, qui avait résolu la structure du sous complexe 

TsaBD d’Escherichia coli et avait remarqué que TsaE était essentielle pour l'activité t6A (Zhang 

et al., 2015), nous avons poursuivi la caractérisation du complexe ternaire TsaBDE de 

Thermotoga maritima. La structure cristallographique du complexe de TsaBDE a permis de 

clarifier de nombreuses informations biochimiques (figure 101). 

TsaE interagit avec TsaBD mais majoritairement avec TsaD (figure 101). La présence de 

l'ATP est nécessaire pour l'interaction entre TsaE et TsaBD (Zhang et al., 2015). La structure de 

TsaBDE a effectivement montré qu'un analogue de l'ATP (ATPγS) est présent à l'interface de 

TsaD et TsaE (figure 102). En plus de son rôle de stabilisateur, le site de fixation du nucléotide 

partagé entre TsaD et TsaE explique l’augmentation de l’activité ATPase de TsaE observée en 

présence de TsaBD (Zhang et al., 2015). Les acides aminés de TsaD impliqués dans la fixation 

du nucléotide sont très conservés dans les protéines TsaD (figure 102), en effet la lysine 166 

est conservée dans les trois domaines du vivant alors que la lysine 213 est conservée 

uniquement chez les procaryotes. Ainsi, les protéines TsaD dans les procaryotes semblent 

avoir évoluées pour assurer la fixation du nucléotide avec TsaE et participer à l’hydrolyse de 

l’ATP. 

Figure 101 Structure quaternaire de TsaBDE de Thermotoga maritima. TsaE est en orange, TsaD en rouge et 
TsaB en bleu. Les deux nucléotides ATPγS sont représentés en sticks verts.  
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Il a été mis en évidence par l’équipe de M. Swarjo que le complexe ternaire TsaBDE est 

incompatible avec la fixation d’un ARNt (Luthra et al., 2018). Notre structure quaternaire 

TmTsaBDE confirme pourquoi la fixation d’une molécule d’ARNt est incompatible avec la 

présence de TsaE (figure 101), car celle-ci occupe la surface de TsaBD majoritairement 

électropositive et l'entrée du site actif de TsaD. 

Figure 102 Site de fixation de l’ATPγS à l’interface de TsaD et TsaE. L’ATPγS est représenté en stick vert et est 
stabilisé par les acides aminés de TsaE et TsaD. Un ion Mg2+ (ajouté dans la solution de cristallisation) est 
localisé à proximité et est coordonné par les chaines latérales des acides aminés de TsaE et TsaD et également 
par les phosphates β et γ du nucléotide. 
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L’interaction avec TsaE induit aussi des changements drastiques de conformation de la 

sous-unité catalytique TsaD. D’abord, les domaines N et C-terminaux s’écartent l’un de l’autre 

provoquant une ouverture du site actif de TsaD. Malgré cette ouverture du site actif, TsaD est 

toujours capable de fixer une molécule d'ATPγS (figure 103) en maintenant les interactions de 

l’adénosine et du ribose avec les chaines latérales des acides aminés du domaine C-terminal 

de TsaD, les mêmes qui sont observées dans des complexes TsaBD-nucléotides en absence de 

TsaE. Par contre les interactions de l'ATPgS avec les acides aminés du domaine N-terminal de 

TsaD ont été rompues par la présence de TsaE. En effet, les acides aminés H109 et H111 de TsaD 

sont désordonnés et ne fixent plus de métal. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par 

l’équipe de M. Swarjo. Dans leur structure de TmTsaBDE, un métal est toujours présent malgré 

l'ouverture du site actif de TsaD (Luthra et al., 2019), mais il n’est ni coordonné par les mêmes 

histidines ni par le phosphate γ du nucléotide comme dans EcTsaBD (code PDB 4YDU) (Zhang 

et al., 2015). On peut donc se poser la question de savoir si on est en présence de structures 

qui représenteraient deux étapes différentes le long du chemin réactionnel. 

La présence du nucléotide ATPγS dans la conformation ouverte de TsaD suggère que 

l’intermédiaire TC-AMP pourrait se fixer sur le complexe TsaBDE avant que l’ARNt substrat 

Figure 103 Site de fixation de l’ATPγS dans le site actif de TsaD. L’ATPγS est représenté en stick vert et est 
stabilisé par les acides aminés du domaine C-terminal de TsaD. La phénylalanine 64 de TsaE en orange se 
positionne à proximité de la boucle S134GGH137 de TsaD qui participe à la stabilisation du nucléotide. 
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n’arrive dans le site actif de TsaD. L’étude menée en collaboration avec Charles Lauhon 

(Université du Wisconsin) a permis d’observer le mode de fixation d’un analogue non 

hydrolysable de l’intermédiaire TC-AMP (la molécule BK951). Dans ce complexe, TsaD est en 

conformation fermée et un ion Zn2+ est coordonné par les histidines 109, 111 et l’aspartate 

300 mais également par le groupement carboxylate du groupement thréonine de la molécule 

BK951. Il en a été conclu que ce métal jouerait un rôle dans la fixation de l’intermédiaire plutôt 

que dans la catalyse.  

Des données cristallographiques ont montré qu’un second métal (Mg2+) se fixe dans le 

site actif de EcTsaD en conformation fermée (code PDB 4YDU) (Zhang et al., 2015). Il est 

coordonné, d’une part, par les phosphates α et β du nucléotide et d’autre part, par le 

glutamate 12 (E12), totalement conservé chez les procaryotes mais pas dans les orthologues 

eucaryotes ou d’archaea. Le mutant E12A ne présente plus aucune activité t6A, montrant qu’il 

est indispensable pour la catalyse (Zhang et al., 2015). En revanche, nous n’avons pas observé 

d’ion Mg2+ dans notre structure de EcTsaBD (co-cristallisé avec la molécule BK951) (code PDB 

6S84). L’une des explications possibles de l’absence de ce métal est la rotation du groupement 

phosphate α causée, probablement, par la substitution d’un oxygène en carbone dans la 

molécule BK951. Le rôle du glutamate et la participation d’un éventuel second métal dans le 

mécanisme réactionnel n’ont donc pas été bien établis.  

L’étude de mutagénèse dirigée, réalisée par l'équipe de C. Lauhon (Chapitre II), a 

permis en plus du glutamate 12 et des histidines 109 et 111, d’identifier des acides aminés 

supplémentaires qui sont indispensables pour la catalyse de la modification t6A. La sérine 9 et 

la cystéine 10 qui contactent la partie thréonyle de la molécule BK951, sont des acides aminés 

conservés chez les procaryotes et localisés sur la même boucle que le E12. Leur mutagenèse 

affecte également la catalyse, montrant que cette boucle joue un rôle important.  

L’activité ATPase de TsaE est nécessaire pour la catalyse de la modification t6A. 

Il a été montré in vitro, dans le laboratoire, que TsaE était nécessaire pour la modification t6A 

(Zhang et al., 2015). En revanche, notre structure montre que l’interaction de TsaE avec TsaBD 

empêche la fixation de l’ARNt. Ces deux résultats qui semblent contradictoires dans un 

premier temps ont été partiellement conciliés par des expériences biochimiques menées dans 

l’équipe de M. Swarjo. L’ensemble de ces données montre que TsaBD seul n’est capable 
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d'effecteur qu'un seul cycle de catalyse. En revanche, l’interaction avec TsaE, couplée à 

l’hydrolyse de l’ATP, maintient la machine catalytique de TsaD (Luthra et al., 2018). Ceci a été 

montré grâce à l’étude du mutant E108A de TsaE, (E108 interagit avec le nucléotide ATPγS) qui 

ne présente plus d’activité ATPase et n’interagit plus avec TsaBD (Zhang et al., 2015). En 

présence de TsaBD, ce mutant ne permet qu’une seule modification t6A ("single turnover "), 

alors qu’en présence de la protéine sauvage, TsaBD effectue plusieurs cycles de modification 

t6A ("multiple turnover") (Luthra et al., 2018).   

Nos observations et celles de l’équipe Swarjo permettent de dresser un schéma théorique 

de la modification t6A (figure 104). La fixation de TsaE provoque une ouverture et une 

perturbation partielle du site actif de TsaD. Cette conformation semble capable de fixer le 

substrat TC-AMP.  L’hydrolyse de l’ATP à l’interface de TsaD et TsaE conduirait à la dissociation 

de TsaE. L’ARNt devrait alors interagir avec TsaBD et occuper un site de fixation, similaire à  

 

 

celui de TsaE, pour subir la modification t6A. Ces derniers points sont encore très spéculatifs 

et leur confirmation nécessitera d’avoir des informations sur la structure du complexe TsaBD 

avec l’ARNt. Il se pourrait aussi que la conformation de TsaD soit inactive après dissociation 

de TsaE mais que la fixation de l’ARNt induise une forme fermée et active. 

Stabiliser la forme inactive de TsaD pendant une partie du cycle réactionnel pourrait se 

justifier afin d'éviter l’hydrolyse de l’intermédiaire TC-AMP qui a été déjà montré comme étant 

Figure 104 Schéma réactionnel hypothétique de la modification t6A chez les procaryotes.  
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extrêmement labile et qu’il ne peut se maintenir qu’en se fixant dans un site actif, comme cela 

a été montré dans le cas de TsaC (Lauhon, 2012). La conformation ouverte de TsaD permettrait 

peut-être de fixer et de stabiliser le TC-AMP avant que l’ARNt n’arrive dans le site actif. Ce 

mécanisme putatif n’est certainement pas la seule possibilité du cycle réactionnel puisque 

d’autres homologues (QRI7, Kae1, OSGEP) n’ont pas besoin de TsaE.  

Inhibition de TsaE : cible thérapeutique potentielle ? 

Lors de la modification t6A, la majorité des procaryotes nécessitent TsaE qui, en induisant des 

changements conformationnels, promeut le renouvellement de la sous-unité catalytique 

TsaD. Il a été montré que TsaE est présente dans la majorité des génomes des bactéries, à 

l’exception de certains organismes tels que des Mollicutes qui possèdent des génomes réduits 

(Deutsch et al., 2012). De plus il n'a pas été identifié, à ce jour, d’homologues chez les 

eucaryotes. Ainsi, le développement de molécules inhibitrices qui ciblent la fonction de TsaE 

pourrait potentiellement empêcher la modification t6A sur les ARNt, conduisant à la mort des 

bactéries.   

Le site de fixation de l’ATP qui stabilise l'interaction TsaD et TsaE est atypique et 

pourrait présenter une cavité intéressante pour le développement d'inhibiteurs. Un inhibiteur 

qui empêcherait l’interaction entre TsaD et TsaE pourrait diminuer le niveau de modification 

t6A ce qui aurait pour conséquence la mort cellulaire.  

Au contraire, un composé qui renforcerait l’interaction entre TsaD et TsaE et qui 

empêcherait la dissociation de TsaE, pourrait aussi empêcher la fixation de l’ARNt. Des 

molécules qui préviennent ou renforcent l’interaction entre TsaD et TsaE pourraient ainsi 

avoir un potentiel d’antibiotique.  

Bien que la molécule BK951 soit déjà un bon inhibiteur, il serait difficile de le faire 

évoluer vers une molécule thérapeutique. En effet, les structures d’OSGEP humain et de TsaD 

sont très proches et il est probable que la molécule BK951 inhibe également l’homologue 

humain (des expériences sont prévues au laboratoire). Son utilisation causerait donc sans 

doute des problèmes d’effets secondaires. De plus, le BK951 est hydrophile et aura sans doute 

des difficultés pour traverser la membrane bactérienne. 
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L’activité protéine kinase de TsaE. 

Il a été montré que TsaE possède également une activité kinase (cf. § 4.5.1.2) et pourrait 

phosphoryler TsaD (Nguyen et al., 2017). Dans notre structure, la sérine 60 coordonne le Mg2+ 

et la thréonine 62 est localisée proche du phosphate γ de l’ATP (du motif SPT) (figure 103 page 

304). La conservation de ce motif classe TsaE dans la famille des kinases du type Ser/Thr Hanks 

(Nguyen et al., 2017). Ces kinases s’organisent en deux lobes formant la poche du site actif 

(Janczarek et al., 2018). Le domaine N-terminal est impliqué dans la liaison et dans 

l'orientation d'une molécule d'ATP, alors que le domaine C-terminal est responsable de la 

liaison au substrat protéique et du transfert du groupement phosphate (Endicott et al., 2012). 

Le domaine N-terminal des kinases contient la boucle P, la boucle de fixation du Mg2+ et la 

boucle catalytique est retrouvée entre les domaines N et C-terminaux (Janczarek et al., 2018). 

Dans toutes les kinases, le substrat est orienté afin que l'hydroxyle soit dirigé vers l’aspartate 

catalytique (ici le D166). Dans les Ser/Thr kinases, une lysine située deux résidus après (K168) 

interagit avec le phosphate γ en stabilisant la charge négative portée par l'oxygène du 

phosphate γ (figure 105) (Endicott et al., 2012). 

 

Figure 105 Diagramme schématique du mécanisme catalytique de le protéine kinase A (PKA). La molécule 
d’ATP est en rouge. La sérine substrat qui est phosphorylée est en vert. Les acides aminés catalytiques D166 et 
K168 sont indiqués par un cercle rouge. D’après Endicott et al., 2012. 

TsaE est une ATPase qui présente une faible activité ATPase seule et ne présente pas 

de domaine C-terminal. La poly-L-lysine (PLL) a déjà démontré qu'elle stimulait fortement 

l'activité de plusieurs protéines kinases (Absalon et al., 2009). Nguyen a montré que l’activité 

d’autophosphorylation de TsaE est augmentée par la PLL (Nguyen et al., 2017). Les hélices du 

domaine C-terminal de TsaD qui participent à la fixation du nucléotide engagent les chaines 

latérales des lysines K166 et K213 pour former des liaisons hydrogènes avec les phosphates β /γ 
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et un aspartate D158 est localisé très proche des hydroxyles de la sérine 60 et de la thréonine 

62 du motif SPT (figure 102 page 303). Cette proximité rappelle le site actif des kinases. 

Il faudrait tout d'abord tester l'activité de phosphorylation de TsaE dans le contexte de 

la modification t6A. Le développement des peptides inhibiteurs des kinases est un champ 

d’investigation en essor. Il serait donc intéressant de tester l’activité inhibitrice de ces 

peptides sur TsaE si celle-ci possède une activité kinase dans le contexte de la modification 

t6A.  
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Les t6A synthases au sein des eucaryotes et des archées. 

Contribution de GON7 chez l’Homme : formation d’un complexe à 5 sous-unités.  

yGon7 constitue la cinquième sous-unité du complexe KEOPS de Saccharomyces cerevisiae. 

Cette petite protéine de 123 acides aminés (code UNIPROT P46984) est intrinsèquement 

déstructurée seule en solution et seulement 60% de sa séquence se structure lorsqu’elle entre 

en interaction avec Pcc1 (Zhang et al., 2015). Avec les autres sous-unités du complexe KEOPS, 

yGON7 forme un complexe pentamérique en solution (Zhang et al., 2015).  

 Avant le début de ma thèse, l'homologue de yGon7 chez l'Homme, C14, avait été 

identifiée et ensuite renommé GON7 (Wan et al., 2017). Tout comme chez la levure, GON7 

semble former avec les autres partenaires du complexe KEOPS un complexe à 5 sous unités 

(figure 106) et sa présence augmente de 70% l’activité t6A du complexe (Wan et al., 2017). 

Cependant, GON7 et yGon7 ne présentent que 17 % d'identité de séquence et aucune donnée 

structurale n’étant disponible, il n’était ni possible de statuer quant à l'orthologie de ces deux 

protéines, ni quant à la façon dont GON7 interagit avec les partenaires du complexe KEOPS.  

Nos études structurales, présentées dans le chapitre III, ont permis de mettre en 

évidence que GON7 interagit avec LAGE3 et que malgré une faible similitude de séquence 

entre GON7 et yGon7, ces deux sous-unités, désordonnées seules en solution, se structurent 

en un feuillet de 2 brins β antiparallèles et en une longue hélice α en interaction avec leurs 

partenaires respectifs LAGE3 et Pcc1. Leurs interfaces forment un feuillet de 5 brins β 

antiparallèles et les hélices α de GON7 et yGon7 interagissent avec l'hélice C-terminale de 

LAGE3 et Pcc1. Malgré des structures identiques, GON7 ne peut pas complémenter la levure 

délétée de yGon7, ce qui suggère une évolution des interfaces au sien des organismes. Pour 

confirmer ces observations, il serait intéressant d'essayer de complémenter la levure, délétée 

de Pcc1 et yGon7, par LAGE3 et GON7.  

Des mutations sur GON7 et YRDC conduisant au syndrome GAMOS chez l'Homme ont 

été étudiées en collaboration avec l'équipe de Corine Antignac (article du chapitre III). Les 

données obtenues ex vivo et in vitro ont permis de mettre en évidence que GON7 stabilise le 

complexe KEOPS et améliore la catalyse de la modification t6A par rapport au complexe à 4 
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sous unités, mais son absence est moins délétère que les mutations de la sous-unité 

catalytique YrdC. 

Nous avons également montré que les 5 sous-unités forment un pentamère en 

solution et que GON7 empêche la formation d'un octamère (figure 106). La signification 

fonctionnelle de ce changement drastique de la structure quaternaire du complexe KEOPS 

n'est pas très claire mais l'ensemble des données montre que le complexe à 4 sous unités peut 

assurer une modification t6A minimale pour la survie des organismes eucaryotes. En revanche, 

la présence de GON7 implique une modification t6A optimale pour le bon fonctionnement de 

l'organisme.  

 

Figure 106 Schématisation de l'effet de GON7 sur l'agencement du complexe KEOPS chez les métazoaires. 

 

Identification d’une cinquième sous unité du complexe KEOPS archée.  

Après l'identification de la cinquième sous unité GON7/Gon7 du complexe KEOPS dans les 

métazoaires et les champignons, de fortes présomptions concernant l'existence d'une 

cinquième sous unité chez les archées ont émergé. Utilisant des techniques d’analyse des 

génomes, Tamara Basta et Marie-Claire Daugeron de l'équipe Biologie cellulaire des Archées 

(I2BC, Gif sur Yvette) ont identifié un gène dans Pyrococcus abyssi codant une protéine PaPcc2 

qui présente 20 % d'identité de séquence avec PaPcc1. Ce gène de fonction inconnue est 

conservé dans la majorité des génomes connus à l'exception des génomes réduits tels que les 

organismes du clade DPAN. Deux hypothèses concernant la fonction de ce gène ont été 

proposées : soit Pcc2 est un paralogue de Pcc1 et les deux protéines peuvent s’échanger selon 

les conditions cellulaires, soit Pcc2 est la cinquième sous-unité de KEOPS chez les archées. La 

structure de PaPcc2 est similaire à celle de PaPcc1 mais différente des protéines GON7/Gon7. 
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Il a été clairement montré in vitro que Pcc2 seule dimérise et forme des hétérodimères en 

présence de Pcc1.  

Selon nos données de SAXS, en solution le complexe KBCP1P2 forme un pentamère et 

KBCP1 dimérise et forme un octamère. De façon surprenante le complexe KBCP2 a pu être 

purifié, montrant que PaPcc2 peut remplacer PaPcc1. L'analyse de ce complexe a montré que 

tout comme KBCP1, KBCP2 dimérise et forme un octamère en solution (figure 107).  

 

Figure 107 Représentation schématique de l’effet de Pcc2 sur l’agencement des complexes Kae1-Bud32-
Cgi121-Pcc1 et Kae1-Bud32-Cgi121 dans Pyrococcus abyssi. 

 

Il a été montré que PaKae1 interagit faiblement avec l'ARNt substrat (KD apparent ~1 µM), 

mais que l'affinité augmente pour le sous-complexe PaKae1-Pcc1, suggérant que Pcc1 

contribue à la fixation de l'ARNt (KD apparent ~ 100 -500 nM) (Perrochia et al., 2013). La structure 

de Pcc1 est similaire à celles des protéines possédant des domaines KH. Ce motif structural 

est connu pour interagir avec les acides nucléiques (Valverde et al., 2008). En revanche, Pcc1 

ne possède pas le motif GxxG caractéristique à cette famille de protéine. La boucle AC de 

l'ARNt interagit probablement avec la surface électropositive de Kae1 tout en présentant 

l'adénosine 37 dans son site actif et Pcc1 pourrait interagir avec le corps de l'ARNt. Pcc2 

pourrait également contribuer à une meilleure fixation de l'ARNt. La recherche d'homologues 

structuraux a mis en évidence une analogie avec la protéine hnRNP K (RMSD 2.764 Å sur 64 

Cα superposés, PDB code 1J5K). La structure du complexe hnRNP K – ADN simple brin (ADNsb) 
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montre que cet ADN interagit avec la protéine dans une poche constituée de 4 acides aminés 

basiques (K-K/R-K-R), encadrée par des acides aminés hydrophobes (Braddock et al., 2002). 

PaPcc2 possède trois acides aminés basiques localisés sur l'hélice α1’ (K36, K38, K39) encadrés par 

des acides aminés hydrophobes (S32 and S40). Ce site de PaPcc2 pourrait participer à la fixation 

de l'ARNt.  

Il faudrait cependant confirmer que le complexe KBCP1P2 existe in vivo. Dans un 

premier temps, il faudra vérifier si on peut isoler le complexe à 5 sous-unités à partir de 

cultures de cellules. Dans un deuxième temps on pourrait tester si le gène Pcc2 est essentiel 

ou si l'invalidation du gène PCC2 a un impact sur la physiologie des cellules d’archées et mettre 

ces résultats en perspective avec des observations sur les cellules délétées pour Pcc1. Il sera 

aussi important de mesurer l’effet de Pcc2 sur les activités t6A in vitro.  

L'hétérodimère PaPcc1-Pcc2 montre des ressemblances avec les hétérodimères 

Pcc1/Gon7 et LAGE3/GON7. Il serait donc intéressant de tester la complémentation de la 

levure, délétée de Pcc1 et Gon7, par Pcc1 et Pcc2.  

En conclusion nous avons observé que tout comme les sous-unités GON7/Gon7, 

PaPcc2 présente un rôle de régulateur de l’état oligomérique de KEOPS in vitro. De façon 

surprenante, son analogie structurale avec PaPcc1 lui permet d’interagir avec Kae1 en absence 

de Pcc1, assurant la dimérisation du complexe KEOPS et reconstituant l’octamère, ce qui 

suggère un rôle compensatoire. 

Il avait été montré chez Haloferax volcanii que l'absence de Pcc1 ne provoquait pas de 

diminution de la modification t6A in vivo, suggérant un rôle accessoire de cette protéine (Naor 

et al., 2012). Il est très probable que l’absence de phénotype dans la souche délétée du gène 

PCC1 est imputable à la présence de Pcc2. En absence de Pcc1, Pcc2 pourrait prendre le relais 

et avoir une fonction redondante, mais la fonction de KBCP2 n’est pas encore bien comprise. 

Il est possible que l'interaction de Pcc1 avec Kae1 soit plus forte que celle de Pcc2 avec 

Kae1. Ainsi Pcc1 et Pcc2 sont en compétition et Kae1 semble privilégier Pcc1 pour former un 

motif "4 helix bundle" plus stable. Ces observations sont basées sur les modèles ab initio et 

devront être testées par des expériences de calorimétrie par exemple, si l'on arrive à purifier 

les sous-unités séparément. Également des expériences de thermo-stabilité des sous-



 

 

314 
 

complexes KP1 et KP2 peuvent être envisagées. Et enfin la structure du sous-complexe KP2 

serait intéressante pour vérifier si l'interface est similaire à celle de KP1. 

Adaptation des enzymes t6A synthases selon les règnes du vivant. 

Bien que la famille d’enzyme Kae1/OSGEP/TsaD/Qri7 soit universelle, différents 

partenaires ont été recrutés au cours de l’évolution pour assurer la seconde étape de la 

modification t6A (figure 108) (El Yacoubi et al., 2012). Ainsi, nos études structurales ont permis 

d’affiner les structures quaternaires des différents complexes des trois domaines du vivant.  

Dans les mitochondries, seule la sous-unité catalytique Qri7 assure la 

thréonylcarbamoylation des ARNt. Il a été mis en évidence qu'elle se dimérise via ses 

domaines N-terminaux.  

Dans les procaryotes, TsaBD interagit avec la protéine TsaE, et cette interaction est 

stabilisée par l'ATP entre les hélices du domaine C-terminale de TsaD et la boucle P de TsaE. 

Cependant, ce mode d’interaction est totalement différent de celui réalisé par Kae1 et OSGEP 

avec Bud32 et TP53RK, respectivement, dont ces dernières sont uniques chez les archées et 

les eucaryotes. Leurs plis tridimensionnels sont reliés à celui des kinases RIO et une activité 

ATPase in vitro a été observée chez Bud32 de Pyrococcus abyssi (Perrochia et al., 2013). Des 

mutations dans le site actif de Bud32 de Saccharomyces cerevisiae présentent des effets 

délétères pour la survie de la cellule, similaires à ceux observés par la délétion du gène BUD32, 

ce qui montre que la fonction de Bud32 pourrait être reliée à son activité ATPasique. 

Cependant, la fonction de Bud32 reste pour le moment incomprise. De plus, les sous-unités 

Bud32 et Cgi121 ne semblent pas améliorer la fixation de l'ARNt (Perrochia et al., 2013). La 

structure du complexe KEOPS entier avec l’ARNt est indispensable pour répondre à ces 

questions.  



 

 

315 
 

 

Figure 108 Représentation schématique des différentes machineries de synthèse de la modification t6A dans 
les 3 domaines du vivant et dans les mitochondries de Saccharomyces cerevisiae. La catalyse est assurée par 
les familles d’enzymes ubiquitaires YrdC/Sua5 (TsaC1/TsaC2) et Kae1/OSGEP/TsaD/Qri7. Ces dernières 
nécessitent des partenaires différents selon les espèces.  
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Les enzymes Kae1/OSGEP/TsaD/Qri7 interagissent tous via leurs domaines N-

terminaux avec des partenaires différents. Les structures Kae1/Pcc1 ou OSGEP/LAGE3 ont 

déjà montré que leurs interfaces étaient semblables à celle de TsaD/TsaB et Qri7/Qri7. Il 

semblerait que les sous-unités catalytiques ont sélectionnées au cours de l’évolution un mode 

d’interaction "4 helix bundle" malgré des partenaires divers.   

Enfin l'étude structurale de Pcc2 chez les archées et de GON7 chez l'Homme montre 

que tout, comme dans la levure, ces cinquièmes sous-unités changent drastiquement la 

structure quaternaire du complexe KEOPS, le stabilisant en pentamère. Malgré un impact 

identique sur l'état d'oligomérisation des complexes, Pcc2 ne présente pas de structure 

identique à la famille GON7/Gon7. Il n'est pas impossible que ces sous-unités interagissent 

avec d'autres partenaires au sein des cellules.    

La diversité des partenaires conduisant probablement à des mécanismes de la 

modification t6A différents pourrait décrire des fonctions alternatives du complexe KEOPS 

chez les eucaryotes.  

Il a été mis en évidence que le complexe KEOPS présente une fonction dans la 

réparation de l'ADN chez Saccharomyces cerevisiae.  En effet dans un premier temps Cgi121 

et Bud32 ont été identifiés comme des régulateurs de cdc13-1, un allèle des télomères 

(Downey et al., 2006). Leurs délétions ainsi que les autres sous-unités du complexe KEOPS de 

la levure conduisent au raccourcissement des télomères et à l'inhibition de la recombinaison 

télomérique. De façon similaire, la délétion de la protéines Sua5 chez Saccharomyces 

cerevisiae conduit également à un défaut des télomères (Meng et al., 2010). Ce phénotype 

commun du complexe KEOPS et de la protéine Sua5 est un argument supplémentaire pour 

suggérer leur implication dans l'homéostasie des télomères. Récemment, il a été montré 

qu’en absence du complexe KEOPS, la surexpression de la sous-unité Qri7, délétée de sa 

séquence d'adressage aux mitochondries, restitue la modification t6A et un phénotype 

sauvage de la levure. En revanche, Qri7 ne restitue pas la longueur optimale des télomères, 

confirmant l'implication du complexe KEOPS dans la régulation de l'ADN (He et al., 2019). 

Cette fonction alternative pourrait expliquer la diversité observée de la cinquième sous-unité 

GON7/Gon7 chez les métazoaires et les champignons et de Pcc2 des archées, dont ces 

organismes ne présentent pas de télomères. 
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Il a été également mis en évidence que le complexe KEOPS joue un rôle dans les 

mécanismes de transcription des gènes essentiels dans la levure (Kisseleva-Romanova et al., 

2006).  

Chez l’Homme, l’étude de l’interactome de KEOPS ou de ses sous-complexes a révélé 

près de 152 partenaires spécifiques (Costessi et al., 2012; Wan et al., 2017). Notamment, 

GON7 et LAGE3 chez l'Homme pourraient interagir avec des protéines chaperonnes et 

pourraient ainsi réguler le repliement des protéines. Il a été suggéré que LAGE3 et GON7 

pourraient participer à la stabilisation de OSGEP dans le contexte du complexe KEOPS (Wan 

et al., 2017).  

Ces résultats semblent indiquer que les sous-unités du KEOPS aient des rôles 

supplémentaires pour la cellule pouvant expliquer les nombreux phénotypes observés lorsque 

les organismes sont faces à un défaut de ces sous-unités.  
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ANNEXES  

Annexe 1 : Expression, production et purification du complexe TsaBD d'Escherichia coli. 

Matériels et Méthodes. 

100 ng du plasmide pET28adtsaD et 100 ng du plasmide pET9dtsaB ont été inoculés dans 100 

µL de souches chimio compétentes BL21 gold DE3 (Novagen) respectivement. L’expression 

des protéines a été réalisée dans un milieu 2YT riche, sélectionnée en présence de marqueurs : 

antibiotiques appropriés (50 µg.mL-1) et la production simultanée des protéines a été induite 

à l’IPTG (0,5 µM) sous le contrôle du promoteur T7. Après l’induction à l’IPTG, une 

centrifugation (4000 g, 20 minutes, 8°C) a été réalisée. Les culots bactériens sont suspendus 

dans 35 mL de tampon 20 mM Hepes pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoéthanol puis 

conservés à -20°. Après décongélation, la lyse des cellules est réalisée par sonication (Branson 

sonifier 250, 3 cycles de 1 min, 30% de puissance). Les extraits cellulaires totaux sont 

centrifugés 30 minutes à 20000 g et le surnageant, composé de la fraction protéique soluble 

dont les protéines recombinantes d’intérêt, est récupéré pour la suite de la purification 

(Quevillon-Cheruel et al., 2004). Les surnageants sont incubés avec la résine de silice Ni2+NTA 

(NiNTA-Agarose Qiagen). Ainsi les protéines TsaB et TsaD sont purifiées selon la méthode 

IMAC séparément (Immobilized Metal Affinity Chromatography) et éluées par des sauts de 

concentrations croissantes d’imidazole (de 20 à 400 mM) qui rentrent en compétition avec 

l’affinité de l’étiquette 6 histidines avec les ions Ni2+. Les fractions d’élution contenants les 

protéines d’intérêts sont réunies et concentrées par centrifugation sur membrane de porosité 

limitée à des objets de 10 kDa (cut-off) (Centricon). Les protéines sont ensuite purifiées par 

chromatographie d’exclusion stérique utilisant des colonnes Superdex 200 16-600 de façon 

séparées (GE Healthcare) préalablement équilibrées dans un tampon 20 mM Hépes pH 7,5, 

200 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoéthanol. L’élution le long de la colonne se fait avec un débit 

de 1 ml.min-1. Des fractions de 1,5mL sont collectées en sortie de colonne. Enfin les fractions 

d’intérêt sont analysées en sortie de colonne par gel SDS-PAGE. Et les fractions contenant les 

protéines d’intérêts les plus pures sont réunies et concentrées par centrifugation sur 

membrane de 10 kDa (Centricon). Puis le complexe TsaBD est reconstitué extemporanément 

à un ratio 1 :1 en molarité et est purifié par chromatographie d'exclusion stérique utilisant une 
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colonne superdex S200 16-600 (Ge Healthcare) préalablement équilibrées dans un tampon 20 

mM Hépes pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM β-mercaptoéthanol. Les fractions d'élution sont 

analysées par gel SDS-PAGE et celles contenant le complexe TsaBD sont réunies et 

concentrées par centrifugation à l'aide d'une membrane de porosité 30 kDa (Centricon).  

Résultats. 

 

Figure 109 Purification du complexe TsaBD d'Escherichia coli. A. Le suivie de l’élution sur colonne S200 16-600 
est représenté sur le chromatogramme. B.B' Analyse SDS-Page des protéines TsaB et TsaD en sortie de 
purification par chromatographie d'affinité sur ions Ni2+. C. C'. Analyse SDS-Page des protéines TsaB et TsaD 
en sortie de colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). D. Analyse SDS-Page du complexe TsaBD en sortie 
de colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare). 



 

 

321 
 

Les protéines TsaB et TsaD ont été purifiées par chromatographie d'affinité sur ions 

métalliques (Ni2+) immobilisés suivie d’une chromatographie d’exclusion stérique utilisant une 

colonne Superdex 200 16-600 (GE Healthcare) séparément.  

L'analyse des fractions d'élution de la chromatographie d'affinité sur ions Ni2+ montre 

que TsaB est éluée à une concentration de 20 mM d'imidazole. Les fractions les plus pures 

contenant TsaB sont celles correspondant à 80 mM d'imidazole jusqu'à 400 mM (figure 109 

B). Le chromatogramme de TsaB montre que des protéines sont éluées à un volume d'élution 

de 87,2 mL (figure 109 A). Le volume d'élution n'est pas compatible avec le poids moléculaire 

de TsaB monomérique (M = 25,180 kDa) mais avec la taille d'un homodimère. Les fractions les 

plus pures, encadrées en rouge (figure 109 C) sont réunies et concentrées par centrifugation 

sur membrane.  

L'analyse des fractions d'élution de la chromatographie d'affinité sur ions Ni2+ montre 

que TsaD est élué à une concentration de 20 mM d'imidazole. Les fractions les plus pures 

contenant TsaB sont celles correspondant à 200 mM d'imidazole jusqu'à 400 mM (figure 109 

B'). Le chromatogramme de TsaD montre que des protéines sont éluées à un volume d'élution 

de 82,18 mL (figure 109 A). Le volume d'élution n'est pas compatible avec le poids moléculaire 

de TsaB monomérique (M = 36 kDa) mais avec la taille d'un homodimère. Les fractions les plus 

pures, encadrées en noir (figure 109 C') sont réunies et concentrées par centrifugation sur 

membrane. 

Le complexe TsaBD est reconstitué extemporanément avec un ratio 1 :1 et est purifié 

sur chromatographie d'exclusion stérique. Le chromatogramme (figure 109 A) montre que les 

protéines sont éluées à un volume de 82,98 mL, le volume d'élution est compatible avec le 

poids moléculaire de l'hétérodimère (M = 61,171 kDa). L'analyse des fractions correspondant 

au pic sur gel SDS PAGE confirme la présence des deux protéines TsaBD (figure 109 C) 

montrant que le complexe est suffisamment stable pour être co-élue sur chromatographie 

d'exclusion stérique. 

Les protéines les plus pures (cadre gris sur la figure 109 C) sont réunies et concentrées 

par centrifugation sur membrane de porosité de 30 kDa. Les protéines pures ont été ensuite 

utilisées pour la cristallogenèse du complexe TsaBD avec la molécule BK951 (cf. chapitre II 

pages 121).  
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Annexe 2 : Comparaison des séquences de la sous-unité catalytique. 

Alignement multiple de séquences de la sous-unité catalytique Kae1/OSGEP/TsaD/Qri7 chez 

les eucaryotes, archées, bactéries et mitochondries. L'alignement a été réalisé par MAFFT en 

utilisant la matrice BLOSUM 60 (Katoh et al., 2019). La région 10 à 15 est indiquée par une 

barre grise. La sérine 10 est conservée ou substituée par une thréonine chez les archées. Les 

acides aminés suivants forment une triade d'acides aminés "ANK" conservée chez les 

eucaryotes, "AHT" ou "AWA" chez les archées et "CDD" ou "CDE" chez les procaryotes et dans 

les mitochondries. Les acides aminés qui stabilisent la fixation du métal dans le site actif sont 

indiquées par une étoile violette. Seuls les acides aminés la tyrosine 130 et l'histidine 139 sont 

spécifiques aux eucaryotes/archées et aux bactéries/mitochondries respectivement.  
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Annexe 3 : Séquences des gènes codant les protéines du complexe KEOPS humain.  

  

 

 

 

Annexe 4 : séquence du pUC18DNAARNt 

Séquence du gène codant le promoteur T7 (en noir), l’ARNtIle
AUU et du ribozyme sous cloné 

entre les sites : BgIII et XhoI dans le plasmide puc18. Entre la séquence du gène codant 

l'ARNtIle
AUU (en rouge) et la séquence du gène codant le ribozyme (en vert) un site de 

restriction a été inséré : NdeI (séquence soulignée) :  

AGATCTTAATACGACTCACTATAGGGCCGGTTAGCTCAGTTGGTTAGAGCGTGGTGCTAATAACGCC

AAGGTCGCGGGTTCGATCCCCGTACGGGCCATGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCG

ACCTGGGCTACTTCGGTAGGCTAAGGGAGAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTCTCGAG 
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Annexe 5 : Expression, production et purification des complexes archées. 

Matériels et Méthodes. 

Des séquences polycistroniques contenant différentes combinaisons de sous-unités PaKEOPS 

codant pour les gènes codant Kae1, Bud32, Cgi121, Pcc1 et Pcc2 ont été clonées dans les 

plasmides pETt26b entre les sites de restriction NdeI-XhoI annotés respectivement pKBC, pBC, 

pKP1His6, pKP2His6 et pKP2strep-P1his6. Les gènes codant pour Pcc1 et Pcc2 sont fusionnés 

à leur extrémité 3' à une séquence codant pour un marqueur hexa-histidine indiqué comme 

His6. 

Les protéines recombinantes ont été exprimées dans les souches de Rosetta2 (DE3) pLYS 

E coli (Novagen). Les souches bactériennes transformées par les plasmides pKBC, pBC, pKP1-

His6, pKP2-His6 ou pKP2strep-P1 his6 ont été cultivées à 37°C dans un milieu LB complet avec 

de la kanamycine et du chloramphénicol jusqu'à une densité optique (600 nm) de 0,6-0,7.  

Après induction avec l'IPTG (1mM), l'incubation a été poursuivie à 37°C pendant 2h. Les 

cellules ont été collectées par centrifugation et remises en suspension dans un tampon de lyse 

froid + des inhibiteurs de protéase complets sans EDTA (Roche). Le tampon de lyse est 

composé de 20 mM de Tris-Hcl (pH 8), 300 mM de Nacl, 5 mM de ß-mercaptoéthanol, 10 % 

de Glycérol. Selon les expériences, la concentration de NaCl et de glycérol utilisé peut varier, 

des variations seront indiquées. Les cellules ont été lysées à 4°C avec un broyeur cellulaire à 

un coup et le lysat a été clarifié par centrifugation à 30 000 g pendant 30 min à 18°C. Comme 

les protéines recombinantes proviennent d'archées thermophiles, le lysat clarifié a été incubé 

pendant 10 à 15 minutes à 65°C pour précipiter les protéines d'Escherichia coli. Les précipités 

de protéines ont été éliminés par centrifugation à 30 000 g pendant 20 minutes à 18°C. La 

fraction soluble a été ajustée à 10 mM d'imidazole et les protéines ont été purifiées par 

chromatographie d'affinité à écoulement par gravité sur une colonne de résine NiNTA 

(Quiagen) à température ambiante. Les étapes d'équilibrage, de lavage et d'élution ont été 

réalisées avec un tampon de lyse contenant respectivement 10, 40 et 400 mM d'imidazole. 

Les fractions d'intérêt ont été mises en commun et chargées sur une colonne d'affinité 

d'héparine HiTRAP prééquilibrée dans un tampon de lyse. L'élution a été réalisée avec un 

gradient linéaire de NaCl (de 150 mM à 1M). Les fractions d'intérêt ont été regroupées, 

concentrées à 18°C et chargées sur une chromatographie d'exclusion de taille sur un HiLoadR 
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16/600 SuperdexR 200pg ou un HiLoadR 16/600 SuperdexR 75pg selon la taille des complexes 

protéiques.   

Chaque étape de la purification a été contrôlée par analyse SDS-PAGE des aliquotes sur 

des gels à gradient de 4 à 20 %, les protéines ont été révélées par le colorant Commassie 

InstantBlueTm (Sigma-Aldrich). 

Les complexes CBKP1P2, CBKP1 et CBKP2 utilisés pour l'analyse de SAXS ont été purifiés 

chacun à partir du mélange suivant de cellules Rosetta : 2 volumes pKBC + 1 volume pBC et 

respectivement 1 volume pKP1His6 ou 1 volume pKP2His6 ou 1 volume pKP2strep-P1His6. 

Dans ces conditions, la stœchiométrie des différentes sous-unités est la meilleure obtenue et 

permet la purification d'une plus grande quantité de complexes KEOPS complets. En revanche, 

dans ces conditions, on obtient un excès significatif des complexes P1P2 et P2 par rapport aux 

complexes KEOPS complets dont les volumes d'élutions par chromatographie d'exclusion 

stérique sont différents et ont permis d'isoler ces sous-unités. Les complexes P1P2 et la 

protéine P2 pures ont été mis en cristallisation.  
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Résultats. 

Purification du complexe KBCP1P2 : 

Les protéines du complexe KBCP1P2 ont été 

purifiées par chromatographie d'affinité sur ions 

métalliques (Ni2+) immobilisés suivie d’une 

chromatographie d'affinité et d’exclusion stérique 

utilisant une colonne Superdex 200 16-600 (GE-

Healthcare). 

L'analyse des fractions d'élution de la 

chromatographie d'affinité sur ions Ni2+ montre 

que les sous-unités du complexe sont éluées à 400 

mM d'imidazole (figure 110 A). Les protéines du 

complexe sont ensuite chargées sur une colonne 

de chromatographie d'affinité et sont éluées selon 

un gradient de concentration croissante en sels. Le 

chromatogramme montre que des protéines sont 

éluées à une concentration de 300 mM NaCl (figure 

110 C). L'analyse SDS PAGE confirment que les 

protéines correspondent à celles du complexe 

KBCP1P2 (figure 110 B). Les fractions les plus pures 

sont réunies et concentrées puis chargées sur une 

colonne de chromatographie d'exclusion stérique 

Superdex 200 16-600 (GE-Healthcare). Le 

chromatogramme montre que 2 pics différents sont 

élués à des volumes de 68,43 mL et 90,93 mL (figure 

110 E). L'analyse SDS PAGE de ces fractions 

confirment que le pic 1 (encadré en jaune) 

correspond aux protéines du complexe KBCP1P2 et que le pic 2 (encadré en rose) correspond 

aux protéines P1P2 (figure 110 D). Les fractions les plus pures sont réunies puis concentrées 

par centrifugation sur membrane et enfin conservées à -80°C.  

Figure 110 Purification du complexe KBCP1P2.  
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Purification du complexe KBCP2 : 

Les protéines du complexe KBCP2 ont été 

purifiées de façon identique que les 

protéines KBCP1P2 (figure 111 A-C).  

Le chromatogramme montre que 2 

pics différents sont élués à des volumes de 

60 mL et 90 mL (figure 111 E). L'analyse SDS 

PAGE de ces fractions confirment que le pic 

1 (encadré en noir) correspond aux 

protéines du complexe KBCP2 et que le pic 

2 (encadré en bleu) correspond aux 

protéines P2 (figure 111 D). Les fractions les 

plus pures sont réunies puis concentrées 

par centrifugation sur membrane et enfin 

conservées à -80°C. 
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Figure 111 Purification du complexe KBCP2.  
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Purification du complexe KBCP1 : 

 

Les protéines du complexe KBCP1ont été 

purifiées par chromatographie d'affinité 

sur ions métalliques (Ni2+) immobilisés 

suivie d’une chromatographie d’exclusion 

stérique utilisant une colonne Superdex 

200 16-600 (GE-Healthcare). 

 L'analyse des fractions d'élution de 

la chromatographie d'affinité sur ions Ni2+ 

montre que les sous-unités du complexe 

sont éluées de 20 à 400 mM d'imidazole 

(figure 112 A). Les protéines du complexe 

sont ensuite chargées sur une colonne de 

chromatographie d'exclusion stérique 

Superdex 200 16-600 (GE-Healthcare). Le 

chromatogramme montre que 2 pics 

différents sont élués à des volumes de 

69,34 mL et 125,32 mL (figure 112 C). 

L'analyse SDS PAGE de ces fractions 

confirment que le pic 1 (encadré en noir) 

correspond aux protéines du complexe KBCP1 (figure 112 B). Les fractions les plus pures sont 

réunies puis concentrées par centrifugation sur membrane et enfin conservées à -80°C. 
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Figure 112 Purification du complexe KBCP1.  
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Liste des abréviations et acronymes :  

aaRS = Aminoacyl-tRNA-synthetase 

AC = Anticodon 

ACP = Acylphosphatase 

ADP = Adénosine diphosphate 

ADN = acide désoxyribonucléique 

AMPCPP = α,β-Methyleneadenosine 5ʹ-triphosphate 

ATPγS = adenosine-5ʹ-o-(3-thio-triphosphate) 

AMP = Adénosine monophosphate 

ARN = Acide ribonucléique 

ARNm = ARN messager 

ARNr = ARN ribosomique 

ARNt = ARN de transfert 

ATP = Adénosine triphosphate 

ATPase = Adénosine triphosphate hydrolase 

Ca-AMP = carbamoyl-AMP 

CCAse = ARNt nucléotidyl-transférase 

COG = Cluster of Orthologous Genes 

CTF = Contrast Transfer Function 

EF = Elongation factor  

HIV = Human Immunodeficiency Viruses 

IPTG = Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

KO = knock-out 

MET = Microscopie Electronique en Transmission 

RMSD = Root-Mean-Square Deviation 

t6A = N6-thréonyl-carbamoyle-adenosine 

χ2
 = khi-deux 
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Titre : Etude structurale et fonctionnelle des systèmes de modification t6A des ARNt dans les trois domaines du 

vivant.  

 

Mots clés :  modification post-transcriptionnelle ARNt, biosynthèse t6A, thréonyl-carbamoyle, structure. 

Résumé : La thréonylcarbamoylation de la base A37 

des ARNt de type ANN (t6A) est universelle au sein des 

trois domaines du vivant car essentielle au bon 

fonctionnement de la cellule. La synthèse se catalyse 

en deux étapes, dont la première est assurée par la 

famille d’enzymes YrdC/Sua5, qui forme 

l'intermédiaire thréonyl-carbamoyle-AMP et la 

seconde par Kae1/OSGEP/Qri7/TsaD qui transfère le 

groupement thréonyl-carbamoyle du TC-AMP sur les 

ARNt substrats. La seconde famille d'enzymes requiert 

des partenaires protéiques différents selon le 

domaine du vivant. Le but de cette thèse était de 

comprendre les différents systèmes de biosynthèse 

du t6A au niveau moléculaire en utilisant des 

techniques biochimiques et structurales (la diffraction 

des rayons X (cristallographie), la diffusion des rayons 

X en solution (SAXS) et la cryo-microscopie 

électronique). La structure quaternaire du complexe 

TsaBDE de Thermotoga maritima a été résolue 

mettant en lumière les changements 

conformationnels de la sous-unité catalytique TsaD 

qui se traduit par une ouverture et une perturbation 

partielle du site actif induits par la présence de TsaE. 

Combinés à des données biochimiques, il apparaît que 

ce remodelage est nécessaire au recyclage du site 

catalytique. Chez l'Homme, la structure du sous-

complexe OSGEP-LAGE3-GON7 a été résolue mettant 

en évidence que GON7, intrinsèquement 

désordonnée en solution, se structure au contact de 

LAGE3. L'étude structurale du complexe humain par 

SAXS combinée aux études génétiques et 

biochimiques montrent que GON7 stabilise le 

complexe sous forme pentamérique. Ces données ont 

été indispensable pour mieux comprendre les bases 

moléculaires d’une maladie génétique rare (le 

syndrome de Galloway-Mowat) causée par des 

mutations dans toutes les protéines de la voie de 

synthèse du t6A. Enfin, une cinquième sous-unité a été 

identifiée comme potentielle homologue de GON7 

chez les Archées. Son étude structurale montre que la 

structure est différente de celle de GON7. Cependant, 

cette protéine stabilise le complexe sous forme 

pentamérique, mimant l'effet de GON7 chez les 

eucaryotes.   
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Abstract: The t6A modification of the A37 position of 

ANN-type tRNAs is totally conserved in the 3 domains 

of life as it is essential to the general functioning of the 

cell. It is carried out in two catalytic steps. the 

YrdC/Sua5 enzyme family, first, synthetizes the 

thréonyl-carbamoyle-AMP (TC-AMP) intermediate, 

then the Kae1/OSGEP/Qri7/TsaD enzyme family 

transfers the threonyl-carbamoyl moiety of TC-AMP 

onto the tRNA substrate. The enzymes that are 

responsible for the transfer step use different protein 

partners in bacteria, archaea and eukaryotes. The aim 

of this thesis was to understand at a molecular level 

these various threonylcarbamoylation systems using a 

combination of biochemical and biophysical 

techniques (crystallography, X-ray scattering in 

solution (SAXS) and cryo-electron microscopy). The 

structure of the ternary TsaBDE complex of 

Thermotoga maritima was solved, highlighting 

conformational changes of TsaD that result in its 

opening and the partial melting of its active site 

induced by its interaction with TsaE. Combined with 

biochemical data, it was concluded that this 

conformational change seems necessary to promote 

multiple catalytic turnovers. In Humans, the structure 

of the OSGEP-LAGE3-GON7 KEOPS sub-complex has 

been solved, showing that GON7, which is intrinsically 

disordered in solution, becomes structured upon 

interaction with LAGE3. The study of the structural 

properties of the whole human complex showed that 

GON7 stabilizes a pentameric form of the complex. 

These data were indispensable for a better 

comprehension of the molecular basis of a rare 

genetic disease (Galloway-Mowat syndrome) caused 

by mutations in all subunits of the t6A biosynthesis 

proteins. Finally, a fifth subunit has been identified as 

the potential homologue of GON7 in Archaea. 

However, its structural study shows that the fold is 

different from GON7’s. Nevertheless, this protein 

stabilizes the archaeal complex in a pentameric form, 

as GON7 does in Eukaryotes. 
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