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I. Introduction 
 

Quelque soit l’échelle à laquelle nous nous plaçons, les questions foisonnent, et c’est autant 

de concepts et de techniques qu’il faut maîtriser, et donc de sujets passionnants! De cette 

propension à m’éparpiller, et après un peu de réflexion, je me suis finalement aperçu que mon 

véritable centre d’intérêt n’était pas l’objet étudié, quel qu’il fût, mais sa place au sein d’une 

dynamique, d’un système plus global qui lui même émerge de ses composants (Cohen and 

Stewart, 1994) plutôt que d’en être la simple somme. C’est ce quelque chose en plus (la vie ?) 

qui m’intéresse.  

 

A. La cellule, un système organique complexe  

1. Le concept de robustesse 
 
Toute cellule, des bactéries aux eucaryotes multicellulaires, doit être capable d’analyser et de 

traiter les informations en provenance de son environnement afin de proposer une ou des 

réponses adaptées à-même d’assurer le maintien de ses fonctions et donc sa survie ou, le cas 

échéant, de celle de l’organisme qu’elle compose. Cette nécessité impose à la cellule de 

pouvoir différencier un signal porteur d’informations de fluctuations aléatoires ayant lieu dans 

son environnement ou même en son sein. Cette capacité à maintenir des fonctions et un 

comportement stables face aux perturbations et incertitudes externes (ou internes) est appelée 

robustesse (Stelling et al., 2004). 

 

Au nombre des perturbations nous pouvons citer des évènements aussi différents que la 

variation des réserves d’énergie (Youk and van Oudenaarden, 2009), ou de pression 

osmotique (Muzzey et al., 2009), les mutations ou l’expression stochastique des gènes (Raj et 

al., 2010; Raj and van Oudenaarden, 2008) etc. L’avantage que procure cette capacité est 

évident, elle a donc été très tôt favorisée par l’évolution (de Visser et al., 2003). Cependant de 

tels concepts sont difficiles à rationaliser et encore plus à étudier tant ils semblent vagues aux 

premiers abords.  

 

La robustesse est une caractéristique présente à tous les niveaux de la cellule et repose sur des 

lois connues depuis longtemps des ingénieurs et des adeptes de l’automatique et de la théorie 
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du contrôle (Granjon, 2003) qui ont très tôt développé des concepts et des outils pour 

contrôler les moteurs et systèmes électriques et électroniques. Ces concepts servent 

aujourd’hui de base à la biologie des systèmes (Chuang et al., 2010) qui connaît un nouvel 

essor depuis une dizaine d’années. Cette réémergence prend sa source dans l’évolution des 

techniques de microscopie couplées aux systèmes de micro fluidique ainsi que dans 

l’augmentation des capacités de calcul et de traitement des images.  

 

2. Les différents types de rétrocontrôle et la capacité de 
mémoire 

 
 
L’utilisation du terme de robustesse en biologie n’est pas anodin car il englobe plus que les 

notions d’homéostasie ou de stabilité, pour ne nommer qu’elles. Il retranscrit la capacité de 

maintenir un comportement qui n’est justement pas stable mais souvent périodique ou pulsé. 

Un parfait exemple de l’importance d’un comportement pulsé est donné dans une publication 

récente du journal Cell (Loewer et al., 2010). La protéine p53 humaine est un facteur de 

transcription clé pour le maintien de l’intégrité de la cellule, capable de stopper le cycle 

cellulaire et de déclencher la mort programmée en réponse à des dégâts trop importants dans 

le génome. Les auteurs démontrent que cette protéine s’active de manière périodique avec une 

fréquence proportionnelle à l’intensité de l’agression, déclenchant une réponse adaptée aux 

différentes intensités de stress à laquelle la cellule peut être soumise. 

 

Ce type de comportement permettant de différencier un signal réel du bruit de fond est 

qualifié de robuste et repose sur des lois simples que sont les mécanismes de rétrocontrôle 

positifs et négatifs. Par exemple, sous l’effet de p53 les dégâts sont réparés ce qui inactive en 

retour cette même protéine. Ces phénomènes ou protocoles peuvent permettre aux systèmes 

cellulaires de se comporter comme des interrupteurs ou encore de s’auto-entretenir alors que 

le stimulus déclencheur a disparu, permettant l’apparition d’une sorte de mémoire dynamique, 

que les spécialistes appellent hystérisis (Angeli et al., 2004).  

 

Le rétrocontrôle négatif a lieu lorsqu’un système est inhibé par son produit, permettant de 

réduire la différence entre la valeur de fonctionnement à l’instant T et celle à maintenir, ce qui 

est garant de stabilité au sens propre du terme pour le système en question (Hasty et al., 

2002). La Figure I-1 illustre cela de la manière la plus simple qui soit, lorsque le produit d’un 
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gène contrôle son propre promoteur, l’expression est stabilisée, i.e. le nombre de molécules 

par cellules varie peu.  

 
 

Figure I-1 
 
Le rétrocontrôle négatif exercé par le répresseur tétracycline tetR fusionné à la GFP sur son promoteur PLtetO1 

harmonise l’expression. En effet la variation dans l’expression du tetR-eGFP est très limitée dans les cellules où 

s’exerce le rétrocontrôle mais est très étendue où il ne s’exerce pas, comme le montre la distribution d’intensité 

de fluorescence.(Hasty et al. 2002)  

 

 
 

Figure I-2 
 

Le système à rétrocontrôle positif le plus simple (Hasty et al., 2002), un élément déclencheur transitoire B (e.g. 

une hormone) active un élément A (e.g. une kinase) qui va alors assurer son rôle mais aussi s’auto activer afin de 

se maintenir actif alors que B a disparu, gardant en mémoire la présence de B. Ce type de protocole est très 

important lors du développement et est à la base de la spécialisation cellulaire (Lwigale and Bronner-Fraser, 

2009). 

 

Le rétrocontrôle positif apparaît lorsqu’un système est activé par son produit et est à la base 

des comportements dits multi-stables (Angeli et al., 2004) permettant à une fonction de se 

fixer dans un état et d’y rester jusqu’à ce qu’un stimulus vienne déplacer l’équilibre. Cela créé 

l’illusion d’un interrupteur biologique (Figure I-2). Ce type de système se retrouve à toutes les 
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échelles de notre monde (Figure I-3) et est à la base de beaucoup de fonctions cellulaires 

élégantes, notamment lors de la mise en place des mécanismes circadiens permettant aux 

cellules d’avoir une notion du temps (Cyran et al., 2003) ou lors du contrôle des variations de 

pression osmotique (Muzzey et al., 2009), comme nous le verrons plus loin. 

 

 

 
Figure I-3 

 
A. Les études actuelles prédisent que le nombre maximal d’habitants sur la terre se stabilisera aux alentours de 9 

milliards. En effet, dans les pays les plus développés, la diminution de l’espace et le partage des ressources 

semblent induire une baisse de la fertilité si bien que dans la majorité des pays occidentaux le renouvellement 

des générations n’est actuellement plus assuré (moins de 2 enfants par couples). B. Le régulateur de vitesse 

d’une voiture fonctionne sur le même principe ! À cette différence près que l’on peut décider de la limite à partir 

de laquelle l’inhibition se déclenche. 

3. La modularité 
 
La synergie et la hiérarchisation des systèmes moléculaires et cellulaires sont des 

caractéristiques biologiques de plus en plus étudiées qui nous offrent un début de 

compréhension des dynamiques qui créent et maintiennent la vie. Nous essayons alors de 

représenter ces mécanismes en tentant d’y ajouter une notion de temporalité et d’équilibre 

(Kitano et al., 2005). Nous voyons apparaître de nombreux schémas où les fonctions 

cellulaires (voies de signalisation, complexes transcriptionnels etc.) faisant partie du système 

étudié sont représentées sous forme de simples cubes, ou modules, reliés par des flèches 

retranscrivant des événements simples comme une activation ou une inhibition. Cela révèle 

clairement le manque criant d’informations quant aux mécanismes moléculaires exacts qui 

sous-tendent aux fonctions schématisées.   
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Néanmoins ce type de représentations trahit l’intuition que nous avons d’une organisation 

moléculaire à la base du concept de robustesse. Il est admis que les fonctions cellulaires 

émergent de réseaux de molécules, protéines, acides nucléiques, métabolites qui sont 

virtuellement encapsulés dans des modules fonctionnels où elles interagissent fortement entre 

elles mais peu avec d’autres modules (Hartwell et al., 1999; Lauffenburger, 2000). Cela va 

présenter de nombreux avantages, le contrôle d’une telle architecture est facilité car il suffit de 

contrôler les « sorties » et les « entrées » du module pour en contrôler l’ensemble. De plus, 

l’effet d’une mutation, par exemple, va être confiné (Albert et al., 2000) et même supporté par 

la redondance partielle de fonction qui peut être mise en place dans deux modules différents 

(Hartman et al., 2001).  

 

Une preuve expérimentale de la présence de modules fonctionnels est l’existence de gènes 

synthétiques létaux chez la levure, où la délétion (mutation) de deux gènes non essentiels 

conduit à la mort de la cellule en abolissant une redondance de fonction mise en place entre 

les deux systèmes impactés (Adams et al., 1993; Costanzo et al., 2010). Cette organisation 

n’en est pas pour autant figée et un même composant ou sous-module peut être partagé. Nous 

verrons plus tard que la protéine Arc1p de levure que j’ai étudiée lors de ma thèse correspond 

particulièrement bien à cette définition de composant nœud assurant l’interface entre plusieurs 

modules (Han et al., 2004). 

 

Ces idées ont mené à l’apparition d’un nouveau concept appelé biologie modulaire (Hartwell 

et al., 1999) permettant de faire l’interface entre la biologie moléculaire et la biologie 

cellulaire en s’intéressant à un niveau intermédiaire d’organisation. À ce niveau les objets 

d’études sont les fonctions cellulaires qui émergent des interactions moléculaires ainsi que la 

compréhension de la hiérarchisation de ces modules permettant un fonctionnement cellulaire 

robuste. Le tout, à mon sens, est relié par la biologie des systèmes qui s’attache à expliquer et 

à modéliser les lois qui régissent la dynamique de tous ces composants, qu’ils soient 

molécules ou modules. Elle utilise des outils théoriques adaptés à chaque niveau 

organisationnel comme, pêle-mêle, les équations différentielles, les fonctions de transfert, les 

réseaux bayésiens et d’autres concepts sur lesquels nous allons revenir. 

 

L’étude et la modélisation des voies de signalisation et de transduction du signal sont 

directement issues de cette mouvance (Lauffenburger, 2000; Liberali et al., 2008) qui s’étend 

maintenant à toutes les grandes fonctions cellulaires comme, par exemple, la transcription ou 
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la traduction (Cannarozzi et al., 2010) dont on étudie le rôle en tant que fonction globale, e.g. 

en considérant l’impact de la vitesse de traduction sur l’expression du génome. 

 

 

 

4. De la fonction au gène plutôt que l’inverse 

 
Un des héritages essentiels de René Descartes et de son Discours de la méthode est le principe 

d’analyse faisant partie des quatre préceptes de la méthode. Ainsi il faut ‘’diviser chacune des 

difficultés que j'examinerais, en autant de parcelles qu'il se pourrait, et qu'il serait requis 

pour les mieux résoudre’’ (Descartes, 1637). Ce principe, plein de bon sens, a été et est 

toujours suivi par les scientifiques de tous les horizons, et plus humblement par moi-même. 

Pour les biologistes de la cellule (Biophysiciens, Biochimistes, biologistes moléculaire et 

cellulaire), cela peut se traduire par ‘’commence par étudier le gène et remonte vers sa 

fonction’’.  

 

Cependant l’ère post-génomique nous a confirmé que le nombre de gènes d’un organisme 

n’est pas proportionnel à sa complexité. Si nous y ajoutons l’énorme quantité de données 

générées par les études à haut débit, le concept d’émergence acquiert une réalité prégnante, et 

ce, dans toutes les disciplines de la biologie (Perru, 2003). En effet, il est clair que la cellule 

est plus que la simple somme de ses parties, on ne peut prédire son comportement en 

analysant seulement ses sous-parties, et la connaissance de toutes ces sous-parties ne nous 

renseigne pas entièrement sur le comportement que la cellule va adopter (Adapté de Cohen 

and Stewart, 1994; Perru, 2003). En bref la connaissance des règles de base ne peut en aucun 

cas permettre de prédire les comportements qui émergent à un niveau organisationnel 

supérieur. Une bonne illustration de cette notion est donnée par l’étonnant ‘’jeu de la vie’’ 

(Gardner, 1970) expliqué dans la Figure I-4. 
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Figure I-4 
 
Le jeu de la vie est ce que l’on appelle un automate cellulaire. Mis au point en 1970 par le mathématicien John 

Horton Conway (Gardner, 1970), il illustre très bien le concept d’émergence. À partir de deux règles très simples 

on peut voir apparaître sur un espace quadrillé des structures complexes aux comportements étonnants comme de 

la reproduction, de la prédation etc. i) Une cellule morte (vide) possédant exactement trois voisines vivantes 

(pleines) devient vivante au tour suivant et ii) une cellule vivante entourée de deux ou trois voisines vivantes se 

maintien, sinon elle meurt. A, B et C, illustration des deux règles au niveau le plus simple, en vert la cellule naît 

au tour suivant, en rouge elle meurt (la configuration en B ne génère rien). D, la plus simple des structures 

oscillantes parmi les milliers répertoriées et qui peut être assimilée (mangée !) par la structure en E. E est appelé 

vaisseau et peu se déplacer en diagonale ou horizontalement. En F, une structure appelée canon, capable de créer 

des vaisseaux. (Pour voir cela en mouvement à une petite échelle : 

http://www.dlegland.fr/maths/life/applet.html)  

 

 

Il semble alors qu’il faille prendre le contre pied de Descartes, puisque le tout ne peut plus 

être expliqué par la connaissance de ses plus petites parties, il faut donc l’étudier en tant que 

tel, sans le diviser. Il est cependant fort probable qu’avec les outils dont nous disposons 

aujourd’hui, Descartes aurait immédiatement saisi l’utilité d’inverser l’approche 

expérimentale. De plus ses qualités de mathématicien, ses travaux sur la géométrie analytique, 

mais surtout son apport au calcul intégral ont permis de développer les outils d’analyse et de 

modélisation mathématique utilisés à tous les niveaux de la biologie d’aujourd’hui.  
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Dans ce contexte, la notion de module en biologie de la cellule est selon moi une notion clé ou 

l’approche cartésienne classique, de bas en haut (Bottom-up pour les anglo-saxons) qui est 

celle de mon laboratoire, rejoint les approches globales, plus récente, du haut vers le bas 

(Top-down), créant un espace conceptuel où il devient possible de faire le lien entre les 

fonctions et les événements moléculaires sous-jacents pour finalement essayer d’en saisir la 

dynamique.  

 

5. Le module, rencontre d’un mécanisme moléculaire et 

d’une structure sub-cellulaire. 

 

Ainsi, pour poursuivre mon introduction, et se rapprocher du coeur de mon sujet de thèse, il 

faut parler d’un paramètre essentiel pour le fonctionnement des modules : le milieu clos et 

restreint formé par la membrane plasmique de la cellule. Il impose d’avoir une organisation 

spatiale et temporelle bien précise afin de confiner les effecteurs moléculaires dans un 

contexte adéquat pour qu’ils produisent leurs fonctions.  

 

Nos connaissances sur ce sujet, principalement concernant l’information spatiale, 

commencent à s’étoffer. L’avènement de la microscopie en fluorescence grâce à la découverte 

de la GFP (Chalfie et al., 1994) et de ses dérivés, récompensés d’un prix Nobel de chimie en 

2008 attribué aux chercheurs Martin Chalfie, Osamu Shimomura, and Roger Y. Tsien, ainsi 

que l’évolution des microscopes photoniques comme le confocal, le bi photon et plus 

récemment le TIRF et le PALM (Brown et al.) ont permis d’associer beaucoup de fonctions à 

une ou plusieurs structures cellulaires. Ils ont même permis d’aller plus loin que la simple 

localisation subcellulaire, en expliquant comment la structure influence directement la 

fonction. 

 

Par exemple, on sait maintenant que les événements majeurs de signalisation cellulaire ont 

lieu sur les membranes et non dans la matrice cytoplasmique (plasmique, endosomale, 

mitochondriale etc.) car le mouvement des partenaires est plus facilement contrôlable dans cet 

espace qui devient pseudo-bidimensionnel à l’échelle du nanomètre (Kholodenko et al., 

2000). De la même manière il a été montré cette année que la traduction était restreinte dans 

certaines parties du corps cellulaire des neurones (Martin, 2010).  
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Nous pourrions également tirer un grand avantage de la connaissance des échelles de temps 

sur lesquelles s’organisent certaines tâches dans la cellule. Prenons un exemple : si nous 

avons connaissance du temps nécessaire à deux modules de signalisation, reliés par un de 

leurs composants, pour transférer l’information qu’ils sont chargés de porter, et que l’un est, 

par exemple, dix fois plus lent que l’autre, nous disposons directement d’une information sur 

leur hiérarchisation. 

 

Ainsi, une base de données proposant une information spatiale et temporelle pour chaque type 

de mécanisme serait d’une très grande utilité. C’est aujourd’hui un objectif atteignable grâce 

au développement de biosenseurs fluorescents (Cai et al., 2008; Chuang et al., 2010), qui sont 

capables de retranscrire l’activation ou la variation de plusieurs phénomènes comme 

l’activation d’une voie de signalisation ou l’évolution du pH, de la concentration en sels etc. 

(Arosio et al., 2010). En observant des cellules qui expriment ces outils avec les systèmes de 

microscopie en temps réel, où tout une culture peut être suivie lors de sa croissance et chaque 

cellules observées individuellement, nous rendons la dimension temporelle accessible à la 

biologie cellulaire (Muzzey and van Oudenaarden, 2009). 

 

6. Un cas d’école 

 
Afin d’illustrer concrètement ce qu’est une étude de biologie des systèmes et quels outils sont 

utilisés pour étudier les concepts que je viens d’évoquer, je vais présenter brièvement le 

travail d’un scientifique du MIT appelé Alexander Van Oudenaarden qui m’a profondément 

impressionné. Le sujet de l’étude concerne le système d’osmorégulation de la levure dont les 

mécanismes moléculaires sont bien définis (Muzzey et al., 2009). Les auteurs considèrent ce 

système comme une machine traitant une valeur d’entrée : la concentration externe en sels, 

pour la transformer en un signal de sortie : le rétablissement de l’osmose par production de 

glycérol. Ils considèrent également un point de contrôle dans le système qui est la 

relocalisation nucléaire du principal facteur de transcription Hog1, qui est au coeur de ce 

mécanisme et qui retranscrit l’activation de la voie de signalisation (Figure I-5). Ils utilisent, 

comme pour l’analyse d’un automate en ingénierie, les fonctions de transfert afin de 

déchiffrer les protocoles de ce système. 
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La fonction de transfert est une caractéristique mathématique propre au système qui permet de 

transformer le signal d’entrée en signal de sortie, c’est une notion centrale dans la 

modélisation des systèmes linéaires et non linéaires, et, leur nature dépend de l’architecture du 

système (Granjon, 2003). Un exemple simplifié en est donné lors de la diffraction des rayons 

X par un cristal, le rayon incident (signal d’entrée) est décomposé (cliché de diffraction, 

signal de sortie) selon une fonction de transfert qui est une série de Fourrier portant 

l’information de structure du cristal. 

 

Concrètement ils soumettent les cellules à des variations sinusoïdales de concentration en sels 

et enregistrent, grâce à un système de microscopie couplé à une chambre de microfluidique, la 

relocalisation du facteur de transcription dans le noyau ainsi que la production de glycérol 

pour ensuite modéliser mathématiquement cette réponse. En observant l’effet de délétions 

ciblées de gènes sur la réponse du système, ils isolent les sous-modules moléculaires et 

proposent une architecture  puis une modélisation précise de l’ensemble du système.  

 

Cette approche est un exemple de ce qui est appelé modélisation minimaliste d’un système, 

non pas parce qu’elle le simplifie, mais parce qu’on réduit les variables du système à son 

entrée et sa sortie principale. Dans ce cas, l’utilisation des fonctions de transfert est judicieuse 

car on retire de l’information sur l’architecture du système en observant le signal de sortie 

généré à partir d’un signal d’entrée imposé, c’est une sonde mathématique pour comprendre 

un système biologique. 
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Figure I-5 
 
Représentation schématique du module impliqué dans la régulation de l’osmose chez la levure, du signal qui lui 

est appliqué pour le stimuler (la variation pulsée de [NaCl]) et des réponses qui sont enregistrées aux points 

stratégiques (Variation de la quantité de Hog1 dans le noyau, augmentation de la [glycérol]). 

 

 

 

Dans un autre registre, si il faut étudier la dynamique et les équilibres d’un réseau moléculaire 

tel qu’une voie métabolique, nous utiliserons préférentiellement les équations différentielles, 

qui sont le support privilégié de ce que l’on appelle la modélisation exhaustive de systèmes 

prenant en compte toutes les variables existantes, concentration en partenaires moléculaires, 

diffusions, constantes de chaque réactions etc. Pour terminer, s’il est nécessaire de prédire un 

comportement, comme par exemple la capacité d’une cellule à être infectée par un virus, et 

que l’on ne connaît qu’une partie des paramètres cellulaires et moléculaires à la base de ce 

processus, l’apprentissage de réseau bayésiens s’avèrera être le meilleur outil (Snijder et al., 

2009).  
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J’ai exposé pour commencer une partie des concepts et de la réflexion qui, en plus des 

discussions avec mes deux directeurs de thèse ainsi qu’avec mes collègues de laboratoire, ont 

influencé l’orientation de mes travaux. Je vais donc poursuivre mon introduction et vous 

présenter deux de ces  fameux ‘’modules’’ qui ont été au cœur de mon travail de recherche. 

Après un bref récapitulatif de la diversité des mécanismes de signalisation, je parlerai des 

voies de signalisation impliquées dans la régulation du métabolisme chez la levure puis de la 

traduction et plus particulièrement des mécanismes d’aminoacylation.  
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B. La voie Snf1/4, un module essentiel pour l’adaptation 
métabolique de la levure  

 

1. Les voies de signalisation 

 
Ce que nous appelons voies de signalisation regroupe tous les réseaux moléculaires 

responsables de la réception et de la transmission d’informations importantes pour la cellule. 

Celles-ci sont captées par un senseur à la surface ou à l’intérieur de la cellule et déclenchent 

une réponse adéquate par modulation de la transcription d’un ou de plusieurs gènes, activation 

de voies métaboliques, déclenchement de mécanismes de réparation, de dégradation, 

d’apoptose ou encore contrôle du cycle cellulaire etc. Le transfert de l’information se fait 

principalement par clivage, formation de complexes ou modification post-traductionnelle 

successive des différents partenaires impliqués. Ces modifications sont principalement des 

phosphorylations (Burnett and Kennedy, 1954), acétylations (Yang and Seto, 2008), 

méthylations (Grewal and Rice, 2004), ubiquitinations (Hershko and Ciechanover, 1998), ou 

encore SUMOylations (Hannoun et al.). Je ferais une courte introduction sur l’état des 

connaissances concernant ces voies dans les cellules de mammifères, car le nombre de 

fonctions à réguler y est le plus vaste et englobe la majorité des fonctions et concepts 

fondamentaux à aborder. Je me focaliserai ensuite sur les réseaux chargés de mesurer et 

réguler le métabolisme chez la levure, en particulier la voie Snf1/4.  

 

a) Le contrôle du métabolisme de la cellule 
 

Comme le sujet est vaste, les acteurs nombreux et les voies toutes reliées par un ou plusieurs 

partenaires, je me concentrerai sur les acteurs clés et leurs rôles classés par grandes fonctions. 

Nous pouvons globalement considérer qu’une cellule doit être capable de i) produire de 

l’énergie, ii) maintenir sa structure et son génome iii) se diviser et iv) mourir, le tout en 

réponse à des stimuli venant de son environnement. Maintenir et adapter la production 

d’énergie de la cellule implique de contrôler les principales voies métaboliques, comme la 

glycolyse, le cycle de Krebs, la chaîne respiratoire etc…, et donc de contrôler les gènes, les 

enzymes et les organites assurant ces fonctions. Trois kinases sont au cœur de ce mécanisme, 

mTOR (Mammalian Target Of Rapamicine; Sarbassov et al., 2005), PKA (Protein Kinase A; 
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Bond and Forgac, 2008) et AMPK (AMP activated protein kinase; Winder and Hardie, 1999), 

qui vont recevoir des informations en provenance des récepteurs adrénergiques, à insuline 

mais également de la quantité d’AMP cyclique et de glucose témoignant de l’état énergétique 

de la cellule. 

 

Ces voies vont stimuler, réprimer voir même stopper le métabolisme des hydrates de carbone 

et des lipides via le contrôle de l’expression de gènes clés (Hietakangas and Cohen, 2009; 

Lira et al., 2010) et de la biogenèse d’organites tels que les mitochondries et les peroxisomes. 

Ces derniers sont le siège de la production d’énergie par -oxydation des lipides (Delille et 

al., 2009). 

 

Ces trois acteurs principaux contrôlent des effecteurs secondaires bien connus, notamment 

PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor) une protéine de la famille des récepteurs 

nucléaires et son partenaire PGC-1 (PPAR gamma coactivator 1-) qui vont, entre autre, 

directement activer les gènes importants pour la prolifération des peroxisomes et des 

mitochondries. (Misra et al., 2002; Tontonoz and Spiegelman, 2008; Wu et al., 1999).   

 

b) Le maintien du génome et des composants de la cellule 
 

Le maintien de l’intégrité cellulaire contre les agressions externes et internes e.g. les 

radiations, composés toxiques, ou l’oxydation du matériel cellulaire par les radicaux libres, 

requiert la participation de nombreux mécanismes et notamment d’un système très efficace de 

réparation du génome. 

 

De plus, le contrôle de l’équilibre dégradation/synthèse de processus comme le remodelage du 

cytosquelette, le renouvellement des membranes lipidiques, des protéines et des ARNs, 

garantit un contrôle dynamique de la quantité et de la qualité des composants de la cellule.  

 

La protéine p53 (Green and Kroemer, 2009) possède un rôle central dans le maintien de 

l’intégrité de l’information génétique, elle est d’ailleurs la cible d’un grand nombre de 

modifications post-traductionnelles (phosphorylation, acétylation, ubiquitination) trahissant sa 

position charnière à la croisée de multiples voies. Sa dérégulation est à l’origine de nombreux 

cancers (Halaschek-Wiener et al., 2004) et son activité, principalement comme facteur de 
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transcription, est déclenchée par l’endommagement du génome ainsi que par les 

rayonnements de haute énergie frappant la cellule (UV, rayonnements ionisants etc.). Ceci 

entraîne l’activation de tout un arsenal de défense et de réparation (Vogelstein et al., 2000). 

C’est également un acteur essentiel dans le déclenchement de l’apoptose et le contrôle du 

cycle cellulaire grâce à p21/Waf1 qui une fois activée par l’action de p53 peut stopper le cycle 

cellulaire en phase G1 (el-Deiry et al., 1993). P53 est un parfait exemple de protéine nodale, à 

l’interface de plusieurs modules. 

 

L’ancrage des structures subcellulaires ainsi que l’orchestration du trafic intracellulaire sont 

assurés par le cytosquelette (Kelly, 1990). Celui-ci est composé principalement d’actine se 

polymérisant sous l’effet du complexe Arp2/3 (Suetsugu et al., 2002) dont la fonction est 

modulée par deux Rhô-GTPases, Rac et cdc42. La première contrôle la polymérisation en 

fonction des informations provenant de l’environnement direct et relayées par les intégrines 

(Delon and Brown, 2007) et la seconde permet de synchroniser ce mécanisme avec le cycle 

cellulaire. 

 

Le renouvellement des membranes lipidiques et de ses composants est un mécanisme 

essentiel qui permet d’en contrôler l’étendue, la qualité et la composition. Ce phénomène 

repose principalement sur l’équilibre des mécanismes d’endocytose (Liberali et al., 2008) et 

d’exocytose (Ammala et al., 1994; Baldwin et al., 2006). En l’état actuel des connaissances, il 

semble que les chefs d’orchestre principaux de ce phénomène aux multiples étapes (Snijder et 

al., 2009) soient les kinases FAK (Focal Adhesion Kinase; Schaller et al., 1992) et SRC 

(prononcer sarc, pour sarcome; Kitamura and Yoshida, 1983) qui sont impliquées dans les 

mécanismes d’adhésion cellulaire et d’organisation de la membrane plasmique, ainsi que les 

protéines impliquées dans la dynamique du cytosquelette (Arp2/3, Rac, cdc42). 

 

En effet, les vésicules d’endocytose se forment en des points précis des membranes, le plus 

souvent autour de récepteurs, afin d’internaliser un ou plusieurs ligands qu’il convient de 

recycler ou de dégrader dans les endosomes ou dans l’appareil de Golgi. Ce mouvement 

intracellulaire concentrique (endocytose) et excentrique (exocytose) se fait grâce à l’ancrage 

des vésicules sur le cytosquelette. 

 

Pour finir cette partie, le renouvellement des protéines est assuré par des chaperonnes telles 

que HSP70 (Park et al., 2007) qui vont identifier les molécules mal repliées ou endommagées 
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et recruter la protéine E3 de liaison à l’ubiquitine. Celle-ci va transférer de l’ubiquitine sur la 

protéine cible mal repliée et l’envoyer vers le protéasome (Peters et al., 1994). Le principe est 

similaire en ce qui concerne la dégradation des ARNs, qui est assurée par l’exosome (Mitchell 

et al., 1997), cependant leur adressage vers les voies de dégradation est contrôlé par de 

multiples éléments comme par exemple les ARE (A-U rich elements) ou encore les 

mécanismes d’adressage induits par les mutations non-sens (Chang et al., 2007) ou l’absence 

de codon stop (Vasudevan et al., 2002) au sein des ARNm. 

c) L’apoptose  
 
La mort programmée de la cellule est un mécanisme complexe partagé entre le cytoplasme, la 

mitochondrie et le noyau ayant pour finalité la lyse et le relargage du contenu mitochondrial 

puis la fragmentation de l’ADN génomique sans destruction de la membrane plasmique. La 

mort programmée, contrairement à la mort traumatique ou à la nécrose d’une cellule, est un 

évènement contrôlé, extrêmement important pour le développement et le maintien d’une 

population de cellules et d’un organisme multicellulaire (Kerr et al., 1972). 

 

Sous l’impulsion d’un signal provenant d’un récepteur membranaire ou d’une déficience de la 

mitochondrie, des protéines spécifiques nommées caspases (cysteine-dependent aspartate-

directed proteases; Wilson et al., 1994) vont être activées, soit par clivage ou bien par 

multimérisation. Cet événement déclenche le relargage et l’activation de partenaires tels que 

le cytochrome C ,Endo-G (Li et al., 2001) ou AIF (Apoptosis Inducing Factor; Joza et al., 

2009) provenant de la mitochondrie et qui vont, directement ou indirectement induire la 

fragmentation de l’ADN génomique et la perte des fonctions cellulaires. On retrouve 

également p53 qui, à partir d’une voie parallèle impliquant notamment le système BAK/BAX 

(Vogelstein et al., 2000), peut déclencher les mécanismes d’apoptose mitochondriaux. Il peut 

donc induire la mort d’une cellule si trop de mutations ont été introduites dans le génome, et 

assure, ainsi, son rôle de suppresseur de tumeurs. 

d) Le contrôle du cycle cellulaire 
 
J’ai choisi d’aborder le contrôle du cycle cellulaire (Smith and Martin, 1973) en fin de 

chapitre car les effecteurs qui le contrôlent ont tous, de près ou de loin, un effet sur l’ensemble 

des autres fonctions. Cela se comprend facilement car certaines tâches, comme la 

transcription ou la traduction, doivent être stoppées pendant la phase M de mitose alors que 
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d’autre, comme le contrôle du cytosquelette et plus particulièrement la synthèse des 

microtubules, doivent rester actives.  

 

La cellule a donc mis en place des points de contrôle avant chaque étape importante du cycle 

cellulaire (dans l’ordre G1, S, G2, M) (Pour une très bonne revue cf Elledge, 1996) ainsi que 

des systèmes de contrôles dédiés qui vont orchestrer le déroulement du cycle et contrôler la 

majorité des fonctions de la cellule . Le cœur du système repose sur un couple de familles de 

protéines, les cyclines et leurs kinases, appelées CDKs (Cyclin Dependant Kinases) qui ont 

valu un prix Nobel à leurs découvreurs, Leland H. Hartwell, R. Timothy (Tim) Hunt and Paul 

M. Nurse (Zetterberg et al., 2001). Ces dernières sont constitutives alors que l’expression des 

différents types de cyclines est spécifique de chaque étape du cycle cellulaire.  

 

Ainsi, cyclines et CDKs ne sont actives que sous forme de dimère dont la nature, qui dépend 

de l’étape du cycle cellulaire dans laquelle la cellule se trouve, va définir le rôle et permettre 

ou non au cycle de se poursuivre (Woo and Poon, 2003). Ces dimères cyclines/CDKs sont 

contrôlés en amont par la kinase AKT (Kandel et al., 2002; Ramaswamy et al., 1999) qui 

contrôle l’entrée dans la phase S de réplication de l’ADN sous l’impulsion des facteurs de 

croissances. Cette kinase est assistée de P53 et du complexe ATM/ATR (Matsuoka et al., 

2007) qui contrôlent l’entrée en Mitose via p21, cdc25 et cdc2 et exerce une surveillance 

générale en stoppant le cycle cellulaire en cas de dommages importants dans l’ADN. Cela 

permet aux mécanismes de réparation d’exercer leur rôle ou, s’ils sont dépassés, d’induire 

l’apoptose. La kinase AKT est un effecteur central pour la cellule, elle peut contrôler le 

métabolisme à travers l’effet régulateur qu’elle exerce sur mTOR et AMPK mais aussi inhiber 

l’apoptose en contrôlant l’activité de p53. 

 

e) Synthèse 
 
Nous voyons clairement que la complexité de ces réseaux ainsi que le peu d’information que 

nous avons sur les protocoles régissant les interactions entre tous ces partenaires est un grand 

frein dans la quête d’une vision universelle des mécanismes de signalisation (Liberali et al., 

2008). Nous ne pourrons pas expliquer parfaitement la dynamique et le fonctionnement de ces 

(ce) systèmes tant qu’ils seront confinés chacun dans un modèle coupé du reste des autres 

réseaux agissant au sein de la cellule. Il y a un besoin urgent de concepts communs ne 
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pouvant émerger que de l’étude temporelle, intégrée et non biaisée de tous ces mécanismes, 

permettant d’aboutir à un espace de formalisation qui ne serait influencé ni par l’historique, ni 

par les représentations et les techniques propres à chaque domaine, mais permettant tout de 

même aux chercheurs de garder leurs repères. Dans ce contexte il est intéressant de voir 

apparaître des projets tels que Cytoscape (Cline et al., 2007), VisANT (Hu et al., 2008) ou 

CellDesigner (Funahashi et al., 2007) (Figure I-6) permettant l’intégration et la modélisation 

des données dynamiques concernant les réseaux biologiques et qui reposent tous sur une 

nomenclature commune. 

  
 

Figure I-6 
 
Capture d’écran du logiciel CellDesigner représentant une partie du réseau de contrôle du cycle cellulaire de la 

levure et les principales fonctions du logiciel (Adapté de Chuang et al., 2010). Pour plus de détails concernant la 

nomenclature cf. (Kitano et al., 2005)  

 

2. Le métabolisme de la levure et son contrôle 
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Mon travail de thèse s’est articulé principalement autour d’un organisme modèle, la levure 

Saccharomyces cerevisiae, un champignon unicellulaire appartenant au phylum des 

ascomycètes (mais ne produisant pas d’ascocarpes). Cet organisme utilise préférentiellement 

la fermentation pour produire son énergie (Figure I-7) dont le faible rendement est compensé 

par une très faible production de radicaux libres induisant peu de stress oxydatif (Maris et al., 

2001). En outre, la production d’éthanol issue de ce métabolisme fermentatif lui offre un 

avantage dans la compétition qu’il mène avec d’autres microorganismes présents dans son 

biotope. 

 

Lorsque la levure fermente, seules les voies métaboliques cytoplasmiques sont mises à 

contribution. Le réseau mitochondrial est alors réduit à son strict minimum (Maris et al., 

2001; McBride et al., 2006) afin d’assurer les tâches essentielles qui lui échoient comme la 

régulation de la concentration de calcium intracellulaire (Traba et al., 2008), la formation de 

l’-cétoglutarate, de l’acétylcœnzyme A ou encore des hèmes etc.  Ces tâches sont, par 

ailleurs, au cœur de presque toutes les voies métaboliques de la cellule (synthèses des acides 

aminés, nucléotides, lipides etc.).  
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Figure I-7 

La figure I-7 est un résumé des principales voies métaboliques de la levure les plus impactées par le shift 

diauxic. En rouge sont représentées les enzymes dont l’expression est augmentée en respiration, en bleu celles 

dont l’expression est augmentée en fermentation et réprimée en respiration. Sont également représentés les 

principaux gènes connus pour participer à la biogenèse des mitochondries et des peroxisomes. Certains gènes ou 

enzymes sont étiquetés d’une pastille révélant quelle voie de signalisation est à l’origine de leur régulation. Les 

gènes et enzymes sur fond blanc sont ceux pour lesquels il n’existe pas d’informations quant à leur régulation. 

La chaîne respiratoire est volontairement omise car sa régulation sera abordée lors de la description des derniers 

travaux effectués lors de ma thèse.  
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a) Le shift diauxic 
 

Durant la fermentation la levure utilise du glucose et le transforme en éthanol (Maris et al., 

2001; Otterstedt et al., 2004). Mais alors que la quantité de glucose diminue et que la quantité 

d’éthanol augmente, la levure s’adapte et procède à un remaniement massif de son paysage 

intracellulaire tant au niveau moléculaire qu’organellaire (De Winde et al., 1996; Hohmann 

and Mager, 2003). Cet évènement est appelé "shift diauxic" et permet à la levure de respirer.  

 

Il semble que la limite de concentration de glucose à atteindre soit de 0.2% (p/v) à partir 

d’une culture à 2% (p/v), mais cela est actuellement remis en question et semble varier d’une 

souche à l’autre. Les études les plus récentes portant sur les mécanismes de mesure et 

d’import de glucose chez la levure pointent du doigt le grand nombre de paramètres 

moléculaires (concentration en transporteurs membranaires Hxt chargés de l’import du 

glucose) et environnementaux (oxygénation, concentration en éthanol, pH…) pouvant 

influencer ce mécanisme (Otterstedt et al., 2004; Youk and van Oudenaarden, 2009). Lors de 

mon travail de thèse j’ai observé que le rapport [éthanol] / [glucose] semble avoir plus 

d’importance que la concentration de glucose seule, et ceci en conditions d’oxygénation 

optimales. 

 

L’éthanol induit un stress progressif au cours de la culture jusqu’à devenir toxique, la levure 

le dégrade alors, en respirant. Il semble en effet que l’éthanol en tant que signal induise une 

réponse partiellement redondante mais surtout complémentaire à la réponse induite par la 

baisse de glucose (Ma and Liu, 2010) via la voie Ras/PKA dont nous allons parler ; ce qui est 

logique puisque ces deux composés sont étroitement liés par la fermentation et qu’il y a 

(idéalement) 51% de la masse de glucose transformé en éthanol, le reste étant transformé en 

CO2 et H2O (Figure I-7). En réalité, la levure produit également du glycérol et de l’acétate en 

quantités non négligeables lors de la fermentation. À ma connaissance, aucune étude n’a été 

faite sur l’importance de ces sources de carbone alternatives en tant que signal modulateur de 

celui provoqué par la baisse de glucose. Il est fort probable qu’une forte quantité de ces 

substrats uniquement respirables élève la limite du shift diauxic, néanmoins il reste à savoir 

dans quelle mesure ?  
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Nombre d’enzymes de la glycolyse/fermentation sont régulées lors du shift diauxic, ainsi, 

l’alcool déshydrogénase 1 (Adh1, impliquée dans la transformation de l’acétaldéhyde en 

éthanol) ou l’hexose kinase 2 (Hxk2) sont réprimées alors que d’autres sont fortement 

surexprimées, comme l’Adh2 (qui catalyse la réaction opposée à l’Adh1) ou encore la citrate 

synthase, une enzyme clé du cycle de Krebs catalysant la formation de citrate a partir de 

l’oxaloacétate et de l’acétylcoenzyme A (DeRisi et al., 1997) et bien d’autres (Figure I-7). De 

manière concomitante, la biogenèse mitochondriale augmente très fortement afin d’offrir 

suffisamment de surface d’ancrage aux partenaires de la chaîne respiratoire dont la synthèse 

est également activée (Hohmann and Mager, 2003). Ce remodelage massif est coordonné par 

trois modules principaux qui vont allier leurs efforts grâce aux interconnections de leurs 

réseaux moléculaires respectifs. Ces voies sont i) la voie TOR qui a été identifiée pour la 

première fois chez la levure et dont le rôle principal est de gérer le métabolisme de l’azote, ii) 

la voie Ras/PKA, qui a un rôle global dans la régulation des grandes fonctions, traduction, 

transcription, cycle cellulaire etc. en fonction de l’état énergétique de la cellule grâce à l’AMP 

cyclique (AMPc), et enfin iii) la voie Snf1/4 qui garantit une adaptation précise de la levure 

aux sources de carbone alternatives (peu ou non fermentables) comme le galactose, le 

rafinose, le glycérol ou encore l’éthanol. (Pour une revue très complète cf. Zaman et al., 

2008). 

b) La voie TOR 
 

La voie TOR (Target Of Rapamycine) se compose d’une kinase centrale, le complexe 

TORC1, identifié en 1991 comme étant la cible de la rapamycine, une drogue pouvant stopper 

le cycle cellulaire (Heitman et al., 1991). Ce complexe est formé de cinq sous unités : Tor1, 

Tor2, Kog1, Lst8 et Tco89, et est inhibé par Fpr1p lorsque cette protéine est complexée à la 

rapamycine (Stan et al., 1994). Il est maintenant admis que son rôle principal est d’assurer le 

maintien du métabolisme de l’azote car son inhibition déclenche une réaction similaire à celle 

induite par une carence en azote (Shamji et al., 2000). Ce complexe est régulé par la 

concentration cellulaire de glutamate et de glutamine provenant directement du milieu ou 

synthétisés par l’addition successive de deux ions ammonium sur l’-cétoglutarate. Ces 

acides aminés font office de formes de stockage de l’azote libre de la cellule.  

 

Lorsque les conditions sont adéquates, TOR i) promeut la synthèse des ribosomes via, 

notamment, l’activation de Fhl1p (Marion et al., 2004), ii) réprime la réponse au stress via 
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Msn2 et 4 (Protéines à doigts de Zinc se liant aux séquences STRE 5'CCCCT3' et  qui 

activent  la transcription de ~200 gènes; Monteiro and Netto, 2004) et iii) réprime la synthèse 

des enzymes nécessaires à l’utilisation de sources d’azote alternatives en maintenant Gln3 

dans le cytoplasme (Gln3 active la transcription de gène en reconnaissant la séquence 

5'GATAAG3'; Beck and Hall, 1999). Ces effets sont transmis par la phosphorylation ou non 

des facteurs de transcription qui, une fois activés, peuvent se relocaliser dans le noyau et agir.  

 

La voie TOR possède un rôle crucial dans l’adaptation à la respiration car elle régule une 

partie des gènes du cycle de Krebs. En effet elle possède la capacité d’induire la relocalisation 

du facteur de transcription Rtg1,3 qui est l’effecteur final de la voie rétrograde (Dilova et al., 

2004). La voie rétrograde a pour rôle de maintenir actif une partie du cycle de Krebs, même 

en fermentation, afin de continuer à produire de l’-cétoglutarate et tous ses dérivés, 

principalement le glutamate. Le complexe TORC1 épaule également la voie Ras/PKA en 

activant Sch9, un homologue de la kinase humaine AKT, et en inhibant Yak1. Ces deux 

kinases Sch9 et Yak1 ont des rôles opposés puisque la première promeut la croissance, et 

l’autre la stoppe (Beck and Hall, 1999). Au final, la voie TOR semble plutôt équilibrer et 

harmoniser la réponse cellulaire lors d’une diminution du glucose plutôt que la contrôler 

réellement, principalement en ajustant le cycle de Krebs, très actif en respiration, avec le 

métabolisme de l’azote. 

 

Il faut noter qu’une seconde voie TOR, basée sur le complexe TORC2, existe chez la levure. 

Ce complexe, découvert récemment, ne partage que la sous unité Tor2 avec TORC1 et n’est 

donc pas sensible à la rapamycine. Son rôle semble être dédié au contrôle du cytosquelette 

d’actine et des mécanismes d’endocytose, deux systèmes étroitement reliés (Kamada et al., 

2005).  

c) La voie Ras/PKA 
 

La voie Ras/PKA se compose, à la manière de la voie TOR, d’un complexe central nommé 

Protein Kinase A (PKA). Sous sa forme inactive, PKA est formé de quatre sous unités : Tpk1, 

-2 et -3 ainsi que d’un partenaire régulateur Bcy1 (Toda et al., 1987). Lorsque l’énergie de la 

cellule baisse, l’AMP est transformée en AMP cyclique (AMPc) par l’adénylate cyclase Cyr1. 

L’AMPc se fixe à Bcy1 provoquant la dissociation du complexe en monomères actifs. On 

retrouve à ce niveau un mécanisme intéressant de double rétrocontrôle négatif, tout d’abord 
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les monomères actifs peuvent phosphoryler la sous unité régulatrice Bcy1 et augmenter ainsi, 

l’affinité de cette sous unité pour les monomères actifs. De plus, ces mêmes monomères 

Tpk1, -2 et -3 activent les phosphodiestérases Pde1 et -2 qui transforment l’AMPc en AMP 

(Ma et al., 1999). Ainsi ces deux phénomènes poussent la voie PKA à s’inactiver en forçant la 

sous unité  Bcy1 à reformer un tétramère avec les trois protéines Tpk. Cela garantit un 

fonctionnement stable de la voie PKA et un retour rapide à l’équilibre.  

 

Le rôle de la voie PKA est lui aussi global et sert à maintenir un taux d’ATP suffisant dans la 

cellule, tout comme TOR sert à maintenir une quantité suffisante d’azote. Sous sa forme 

active, la voie PKA inhibe les gènes de la phase stationnaire via l’inhibition du facteur de 

transcription Rim15 (Reinders et al., 1998) et promeut la croissance cellulaire en utilisant 

notamment les réseaux de la voie TOR (via Sch9) où ils exercent leurs rôles en synergie. Ces 

deux voies exercent une surveillance globale et adaptent la levure aux variations de sources de 

nutriments au sens large du terme, en se servant principalement d’indicateurs internes comme 

la concentration en glutamine ou en AMPc. Nous allons voir que la voie Snf1/4 exerce un rôle 

beaucoup plus précis dans l’adaptation de la levure à des sources de carbone alternatives. 
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3. La voie Snf1/4, structure et dynamique 

 
La voie Snf1/4 (Snf pour Sucrose non fermenting) a été identifiée grâce à des souches de 

levure mutantes dans ces deux gènes. Celles-ci se caractérisaient par une incapacité à utiliser 

une autre source de carbone que le glucose (Ciriacy, 1977). Elle est l’homologue fonctionnel 

de la voie AMPK des mammifères et son rôle dans la capacité de la levure à changer de 

métabolisme est essentiel (Woods et al., 1994).  

 

En effet, si les voies TOR et PKA répondent à des signaux globaux et, en retour, ralentissent 

ou accélèrent les grands systèmes comme le cycle cellulaire, la traduction, la transcription, ou 

déclanchent des mécanismes tels que l’apoptose ou la biogenèse des mitochondries, la voie 

Snf1/4 (Figure I-8) agit de manière beaucoup plus ciblée et créée le contexte moléculaire et 

cellulaire nécessaire aux deux autres voies pour fonctionner (Hardie et al., 1998; Zaman et al., 

2008). En réponse à un signal très précis : le type de source de carbone, elle va induire la 

production ou l’inhibition des enzymes clés permettant au reste de la cellule de s’adapter à la 

respiration, en produisant par exemple les transporteurs membranaires adaptés à d’autres 

sources de carbone, en diminuant l’expression de certaines enzymes clé de la glycolyse 

comme Hxk2 ou encore en déclanchant la biogenèse des peroxisomes (Simon et al., 1992).   

 

a) Partenaires et dynamiques de la voie Snf1/4 
 
 
En présence de grandes quantités de glucose, les transporteurs membranaires Hxt1 et 3 sont 

les principales portes d’entrée du glucose (Lewis and Bisson, 1991; Ozcan and Johnston, 

1999). Une fois dans le cytoplasme, ce sucre est phosphorylé par les enzymes Hxk1, -2 et 

Glk1 toutes trois capables de former du glucose-6P. Ce composé inhibe alors les trois kinases 

Sak1, Elm1 et Tos3 dont le rôle est de phosphoryler Snf1 sur la thréonine 210 (Hong et al., 

2003). Ainsi, lorsque la concentration de glucose diminue, l’inhibition des trois kinases est 

levée et Snf1 est phosphorylé. Il peut alors former trois complexes hétérotrimériques 

différents composés systématiquement de Snf4 et de Gal83, Sip1 ou -2 comme troisième 

partenaire. Snf1 est la sous unité catalytique du complexe alors que Snf4 module l’activité 

auto inhibitrice de la partie C-terminale de Snf1 (Jiang and Carlson, 1997; Kim et al., 2005).  
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Figure I-8 
 
La voie Snf1/4 et son action dans le noyau. En respiration, Snf1 se relocalise dans le noyau et inhibe notamment 
Mig1/Hxk2. Par l’inactivation de ce facteur de transcription qui normalement réprime les acteurs de la 
respiration, Snf1 active l’adaptation à la respiration. 
 

 

Après avoir été phosphorylé, Snf1 se relocalise dans le noyau s’il se lie à Gal83. Avec Sip1 le 

trimère se relocalise dans la vacuole, alors qu’il reste dans le cytoplasme s’il est en complexe 

avec Sip2 (Vincent et al., 2001). Le rôle des trimère contenant Sip1 ou Sip2 n’est pas clair il 

semblerait cependant, qu’en faisant varier la localisation cellulaire de Snf1, ils focalisent 
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l’activité du complexe sur des cibles regroupées aux endroits idoines (activation par 

phosphorylation d’enzymes du métabolisme etc.). Enfin, le complexe Reg1/Glc7 est chargé 

(entre-autre) de déphosphoryler Snf1 et donc d’éteindre la voie lorsque le glucose est en 

quantités suffisantes (Tu and Carlson, 1995). 

 

Sous sa forme active et nucléaire, Snf1 phosphoryle et contrôle principalement cinq facteurs 

de transcription. Il inhibe Mig1, en complexe avec l’hexose kinase 2 (Hxk2) qui peut se 

localiser dans le noyau (Ahuatzi et al., 2007), et active Adr1 (également cible de la voie 

Ras/PKA), Sip4, Cat8 et enfin Rgt1 (Schuller, 2003; Vallier and Carlson, 1994). 

 

Lorsque le glucose est abondant, Mig1 est localisé dans le noyau sous sa forme non 

phosphorylée et exerce majoritairement une inhibition (moins fréquemment une activation) de 

la transcription d’environ 90 gènes e.g. les gènes GAL, MAL (utilisation du galactose et 

maltose) ou de transporteurs membranaires de sources alternatives de carbone. Il se fixe 

directement sur l’ADN en ciblant les séquences du type 5’ YGGGG 3’. Lorsque la quantité de 

glucose diminue et que Snf1 se relocalise dans le noyau, Mig1 est phosphorylé et exporté 

dans le cytoplasme, ce qui stoppe le mécanisme de répression (Carlson, 1999). 

 

Adr1 est un activateur transcriptionnel se liant directement à l’ADN et est responsable de la 

mise en place du métabolisme de l’éthanol ainsi que de la -oxydation des lipides au niveau 

des peroxisomes. Il semble contrôler ~100 gènes (son site de fixation est 5’GGRGK3’). Une 

fois activé par Snf1 via un mécanisme encore non déterminé, il promeut l’expression de gènes 

comme ADH2, codant pour l’enzyme permettant de réintégrer l’éthanol dans le cycle de 

Krebs, ou PEX1, impliqué dans la formation des membranes des peroxisomes (Tachibana et 

al., 2005). Sip4 et Cat8 sont également des activateurs transcriptionnels dont le rôle est 

d’activer environ une cinquantaine de gènes impliqués dans la néoglucogenèse en se fixant 

directement sur les éléments CSRE (pour carbone source response elements : 5’TCCGGA3’). 

Un exemple de gène cible est PCK1, codant pour la phosphoénolpyruvate (PEP) 

carboxykinase et qui catalyse la transformation de l’oxaloacétate en PEP. Enfin, Rgt1 est un 

répresseur de la transcription de gènes, tels que Hxk2, impliqués dans le métabolisme du 

glucose et qui doivent être réprimés lorsque le glucose vient à manquer (Roth et al., 2004; 

Schuller, 2003). 
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b) Protocoles internes et mécanismes de modulation 
 

Il semble que l’AMP soit capable d’augmenter l’activité du complexe Snf1/4 par fixation 

directe sur la sous unité Snf4, ce qui stabilise la forme phosphorylée de Snf1 et ajoute un 

niveau de contrôle supplémentaire dans la voie. Nous pouvons également noter la présence 

d’un mécanisme de rétrocontrôle positif au même niveau, puisque la forme active de Snf1 est 

capable d’inhiber le complexe Reg1/Glc7 qui ne peut plus, en retour, déphosphoryler Snf1. 

Snf1 stoppe sa propre inhibition (Tu and Carlson, 1995) afin d’assurer une activation rapide 

de la voie. Au niveau transcriptionnel, il est intéressant de constater que les facteurs de 

transcription ciblés par Snf1 tissent un réseau d’autocontrôle : Mig1 est capable d’inhiber la 

transcription de Cat8 qui lui-même contrôle Sip4. Rgt1 quant à lui inhibe la transcription de 

Hxk2, or Hxk2 est essentiel pour l’activité de Mig1, puisqu’ils forment à eux deux la forme 

active Mig1/Hxk2. Ainsi en activant Rgt1, Snf1 renforce la répression de Mig1 en agissant 

non seulement directement par phosphorylation mais aussi au niveau transcriptionnel en 

diminuant la quantité d’Hxk2. 

 

4. Perspectives 

 
Même si les connaissances sur ces voies d’adaptation aux changements de nutriments 

semblent conséquentes, il reste énormément de vides à combler. Ainsi, les réseaux 

moléculaires responsables du relais de l’information en amont des trois grands complexes 

Snf1/4, TOR et Ras/PKA sont très peu caractérisés. De plus, l’impact de ces voies sur des 

mécanismes tels que la formation des aminoacyl-ARNts essentiels pour la traduction, ou 

encore la formation de complexes comme celui de la chaîne respiratoire restent à déterminer. 

 

Une avancée majeure dans la compréhension de ces mécanismes pourrait être faite grâce à 

l’émergence des techniques de deep-sequencing couplées à l’utilisation de bibliothèques 

d’organismes mutants ou KO permettant de quantifier de manière absolue et rapide 

l’ensemble du transcriptome d’une souche. La sensibilité de cette approche est équivalente à 

celle de la PCR quantitative, ce qui représente un grand avantage en comparaison des puces à 

ADN dont la dynamique de résolution est souvent plus faible et le traitement du signal plus 

compliqué. Ce genre d’approches permettrait de mieux comprendre l’impact transcriptionnel 

global de chaque composant des voies de signalisation. Un autre développement intéressant 
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chez la levure, est l’utilisation de logiciels de traitement de l’image permettant d’avoir accès à 

l’efficacité de croissance à partir de la taille des colonies sur milieu solide. Une étude élégante 

(Costanzo et al., 2010) proposant une classification fonctionnelle de 75% des gènes de la 

levure a été publié en Janvier de cette année, basée sur l’analyse des interactions génétiques 

de 5,4 millions de paires de gènes non essentiels (!). Les conclusions de ce travail reposent 

évidemment sur l’observation de phénotypes de létalité synthétique (deux gènes non 

essentiels entraînent la mort de la cellule s’ils sont tous deux inactivés), mais aussi sur 

l’efficacité de croissance synthétique définie par la taille des colonies que forment les souches 

mutées. Ce paramètre a été mesuré de manière automatisée pour chaque couple de gènes 

inactivés non létaux grâce au logiciel CellProfiler (Carpenter et al., 2006). 

 

L’étude des voies de signalisation chez la levure est d’une grande utilité pour la 

compréhension de nombreuses pathologies car les concepts de base des voies de signalisation 

humaines sont, en l’état actuel des choses, tous présents chez cet organisme beaucoup plus 

facilement manipulable. L’inhibiteur de la voie TOR par exemple, la rapamycine, est 

aujourd’hui utilisé comme médicament anti-rejet, ou encore comme anti-inflammatoire dans 

des pathologies lourdes comme des myopathies inflammatoires. De plus, la capacité de la 

levure à passer d’un métabolisme aérobie à la fermentation mime parfaitement l’effet 

Warburg. Cet effet, mis en évidence en 1956, est à la base de tous les mécanismes de 

transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse (Warburg, 1956) et a valu un prix 

Nobel à son découvreur : Otto Heinrich Warburg. En effet, une cellule cancéreuse n’utilise 

quasiment plus que la glycolyse pour produire son énergie, via la fermentation lactique, et 

réprime le fonctionnement mitochondrial à la manière d’une levure se réadaptant à la 

fermentation, permettant aux tumeurs de se développer dans des tissus faiblement oxygénés 

(Vander Heiden et al., 2009).  

 
 

C. L’aminoacylation, un module clé pour le respect du code 
génétique  

 
 
La traduction est un mécanisme extrêmement élaboré, chargé de transformer l’information 

portée par les ARN messagers (ARNm) en effecteurs protéiques. De fait, ce mécanisme est 

gourmand en énergie. Il convient donc de contrôler la traduction et tous les sous-mécanismes 

qui la compose, de manière stricte et rigoureuse. Je vais tout d’abord présenter les 
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mécanismes de base de la traduction ainsi que la structure moléculaire du ribosome. Je me 

concentrerai ensuite sur les mécanismes responsables de la synthèse des aminoacyl-ARNts, 

les molécules adaptatrices permettant de faire la correspondance entre les codons de l’ARNm 

et les acides aminés de la protéine qu’il code en traitant principalement le système 

eucaryotique cytoplasmique et organellaire. Je terminerai en abordant les concepts émergeants 

quant à la régulation de la traduction ainsi que l’apport de mon travail de thèse qui m’a amené 

à découvrir un nouveau mécanisme de contrôle des fonctions secondaires des aminoacyl-

ARNt synthétases. 

 

1. Le mécanisme de la traduction  

 

a) Les ribosomes eucaryotique et organellaire 
 
 
Le ribosome des eucaryotes est un complexe ribonucléoprotéique catalysant la formation de la 

liaison peptidique entre les acides aminés des protéines. La polymérisation des acides aminés 

est faite selon la séquence imposée par l’ARN messager (ARNm) sur lequel le ribosome est 

fixé. Ce mécanisme élaboré nécessite une machine moléculaire complexe. Ainsi, le ribosome 

eucaryotique complet 80S (S pour Svedberg, unité de mesure du coefficient de sédimentation) 

se compose de quatre ARNs ribosomiques (ARNr) et de quatre-vingt cinq protéines. Il se 

décompose en deux sous-unités, la 40S et la 60S. La 40S ou petite sous-unité est formée de 

l’ARNr 18S et de 33 protéines, la 60S des ARNr 28S, 5,8S et 5S et de 45 protéines. Il faut 

noter que le nombre de protéines associées au ribosome peut varier énormément et qu’elles 

sont impliquées dans beaucoup de fonctions secondaires. Chez les mammifères, la protéine 

S6, par exemple, participe aux mécanismes d’apoptose (Jeon et al., 2008), S3 participe à 

l’expression de gènes (Wan et al., 2007), et L13a à la modulation de la réponse inflammatoire 

(Mazumder et al., 2003). Leurs rôles au niveau du ribosome n’est pas encore entièrement 

résolu, mais il semble, au vu des informations apportées par la biologie structurale, qu’il soit 

principalement de maintenir l’intégrité structurelle du ribosome et de réguler son assemblage 

(Ban et al., 2000; Yusupov et al., 2001). Le ribosome actif serait donc également un réservoir 

de stockage de protéines multifonctionnelles. Le cœur du 80S, formé des sites A (Aminoacyl-

ARNt), P (Peptidyl-ARNt) et E (Exit) et l’interface 40S/60S permettant d’accueillir l’ARNm, 

sont entièrement composés d’ARN comme chez le ribosome bactérien (Nissen et al., 2000). 
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Enfin, chez la levure, trois facteurs de transcription contrôlés par la voie TOR, Fhl1, Ifh1 et 

Crf1p, vont à la fois réguler la transcription des ARNr, par l’ARN polymérase I, et celle des 

protéines ribosomiques, par l’ARN polymérase II, afin d’adapter la traduction aux réserves 

d’énergie disponibles (Pour une revue très complète sur ce sujet émergeant; Xiao and Grove, 

2009). 

 

Le ribosome mitochondrial ou mitoribosome se distingue de son homologue cytoplasmique 

par beaucoup d’aspects. Tout d’abord, il possède un ratio protéine/ARNr inversé (69/31 

contre 33/67) et est plus dense (55S chez l’humain, 70S chez la levure). Il diffère également 

par sa composition en nombre d’ARNr et de protéines, le mitoribosome des mammifères est 

formé de deux sous unités, la 28S (ARNr 12s plus 33 protéines) et 39S (ARNr 16S plus 48 

protéines). Il est à noter que pour la majorité des eucaryotes, l’ARNr 5S est importé dans la 

mitochondrie (Smirnov et al., 2008; Yoshionari et al., 1994), qu’il ne fait pas partie du 

ribosome mitochondrial et que sa fonction précise reste inconnue ! Le 12S et le 16S sont 

codés par le génome mitochondrial et les protéines sont, dans leur immense majorité, codées 

par le génome nucléaire (certaines plantes ont des gènes de protéines ribosomiques dans leur 

génome mitochondrial (Mower and Bonen, 2009), la levure encode une protéine de la 28S 

dans le génome mitochondrial). L’hypothèse consensuelle veut que cette évolution vers un 

ribosome plus protéique dans la mitochondrie serait un moyen de protéger les ARNr du stress 

oxydatif de la matrice (Sharma et al., 2003). 
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Figure I-9 
 

Récapitulatif de la composition des ribosomes cytoplasmique et mitochondrial  

b) L’expression de l’information génétique. 
 
 
Le mécanisme de la traduction repose sur un code fondamental qui permet d’exprimer sous 

forme protéique l’information stockée sur l’ARNm. Cette loi a été mise à jour grâce aux 

travaux de Marshall Nirenberg, Heinrich Matthaei, Har Gobind Khorana et Robert Holley au 

début des années soixante (Matthaei et al., 1962; Nirenberg et al., 1962; Soll et al., 1965). 

Comme les premiers codes établis se sont avérés être identiques ce code génétique a été 

qualifié d’universel et c’est pourquoi ses découvreurs ont émis l’hypothèse qu’il était apparu 

une fois au cours de l’évolution et était resté inchangé depuis, c’est l’hypothèse du "frozen 

accident" (accident figé ; (Crick, 1968). L’aspect immuable du code génétique tirait son 

origine du fait que tout changement de ce code conduirait à l’altération de la signification des 

codons et à l’introduction d’erreurs lors de la traduction de chaque ARN messager (ARNm). 

Il est cependant maintenant établi que ce code n’est pas tout à fait universel et qu’il existe des 

transgressions du code universel, la plus commune étant celle du codon STOP opale (UGA) 

qui correspond au tryptophane (W) dans quasiment tous les codes génétiques mitochondriaux.  
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Au travers de ce code génétique, la cellule associe à chacun des 20 acides aminés trouvés 

classiquement dans les protéines (il existe en tout 22 acides aminés qui peuvent être codés par 

le code génétique) un triplet de trois bases appelées codon. Ce système autorise 43 soit 64 

combinaisons réparties de la manière suivante: 61 des 64 codons codent pour un acide aminé, 

les trois derniers codons UAA (ochre), UGA (opale) et UAG (ambre) ne correspondent à 

aucun acide aminé et servent à indiquer la fin d’une phase codante. Cependant les codons 

opale, UGA, et ambre, UAG, sont utilisés, chez certains organismes pour coder 

respectivement les 21ème et 22ème acides aminés du code que sont respectivement la 

sélénocystéine et la pyrrolysine.  

 

Le codon méthionine AUG est toujours utilisé pour indiquer le début d’une phase codante 

(avec alternativement GUG et UUG pour les bactéries). Comme vous pouvez le voir sur la 

Figure I-10, plusieurs codons peuvent spécifier le même acide aminé. Cette dégénérescence, 

qui concerne majoritairement la troisième base du codon, induit un effet tampon permettant 

de supporter un certain nombre de mutations (La robustesse au niveau le plus élémentaire !). 

Dans la même logique, les acides aminés de même propriétés physico-chimiques sont codés 

par des codons proches, ce qui permet de supporter plus facilement certaines substitutions 

d’acides aminés en augmentant la probabilité de maintenir la fonction de la protéine dont 

l’ARNm aurait été muté. 

 
Figure I-10 

 

Le déchiffrage de ce code est assuré par les ARNs de transfert (ARNt) que nous aborderons 

plus longuement dans un chapitre spécifique. Chaque acide aminé est fixé sur un ou un 

groupe d’ARNt isoaccepteurs homologue(s) qui, grâce à son (leurs) anticodon(s), va (vont) 



 38

assurer le décodage du codon correspondant au sein du ribosome. Chez les eucaryotes, et 

l’Homme en particulier, il y a 48 ARNt (avec un anticodon différent) alors qu’il y a 62 codons 

à déchiffrer (61 plus le codon UGA codant la sélénocystéine). Cette insuffisance apparente en 

ARNt est palliée par le phénomène de "wobble pairing" (Crick, 1966) ou appariement flottant 

(concernant 16 des 48 ARNt), permettant à la première base du triplet de l’anticodon (s’il 

s’agit d’un G ou U) de s’apparier avec 2 bases de nature différente située en dernière position 

du codon ( respectivement C/A et A/G). Grâce à ce système un même ARNt peut reconnaître 

2 codons différents et lorsque la première base de l’anticodon (position 34 de l’ARNt) est 

modifiée posttranscriptionnellemnt en inosine, par exemple, sa capacité de décodage peut 

aller jusqu’à 3 codons différents (Figure I-11). 

 

 

 

 

Figure I-11 
 
Ce tableau représente les interactions possibles entre la base en 5’ de l’anticodon de l’ARN de transfert (position 

34 de l’ARNt) et la base en 3’ du codon de l’ARN messager. Les paires ‘’wobble’’ sont en rouge. La 

modification de la base 34 de l’ARNt se fait après transcription et implique des enzymes d’hyper modification 

spécifiques (Agris et al., 2007). Nous pouvons ajouter que la modification de la position 37 de l’ARNt en 3’ de 
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l’anticodon (sur une purine) est essentielle et met celui-ci dans les bonnes conditions pour que le ‘’wobble’’ 

s’opère (Ogle and Ramakrishnan, 2005; Yarus, 1982). 

 

La sélénocystéine et la pyrrolysine, les 21 et 22èmes acides aminés du vivant, sont un cas 

particulier de réassignation de la capacité codante d’un codon (Berry et al., 1991; Cone et al., 

1976; Srinivasan et al., 2002) puisqu’ils sont codés respectivement par des codons STOP. 

L’utilisation d’un codon STOP pour coder un acide aminé nécessite que l’ARN messager 

présente des caractéristiques structurelles spécifiques sur lesquelles nous reviendrons. La 

sélénocystéine se retrouve dans tout le vivant excepté chez la levure et certaines algues 

rouges, la pyrrolysine n’a été trouvée que chez certaines archaebactéries méthanogènes et une 

bactérie (en l’état actuel des connaissances) (Hao et al., 2002). 

 

c) Les étapes de la traduction eucaryotique 
 

(1) L’initiation 
 

L’ARN messager eucaryotique standard se caractérise par la présence d’une séquence poly-

Adénine à son extrémité 3’ et d’une coiffe (un méthyl-7-guanosine triphosphate, m7Gppp) à 

son extrémité 5’. Des protéines spécifiques se fixent sur chacune de ces structures, les PABP 

(polyA binding protein) forment un chapelet en 3’ alors qu’en 5’, eIF4E, G, A et B se fixent 

autour de la coiffe (eIF, eukaryotic initiation factor). Les PABP interagissent avec eIF4G de 

manière à circulariser l’ARNm. Cette forme est un signal pour l’export de l’ARNm hors du 

noyau, assure sa stabilité dans le cytoplasme (Brown, 1993) et est nécessaire à l’initiation de 

la traduction dite coiffe-dépendante. 

 

Lors de l’initiation de la traduction, la sous-unité 40S du ribosome devient le complexe de 

pré-initiation 43S en se fixant à eIF1, 1A, 3 et 5. La présence de ces protéines empêche la 

reformation du 80S. Le méthionyl-ARNtMéthionine initiateur (Met-ARNti
Met) est alors recruté 

sur le complexe 43S lorsque son cargo, eIF2, s’y fixe. 

Le complexe de pré-initiation 43S se fixe ensuite sur l’ARNm circularisé via l’interaction 

entre eIF3 (côté 43S) et eIF4G (côté ARNm circulaire). Dans ce nouveau complexe formé, 

eIF4A, une hélicase ARN-dépendante, facilite la fixation de la partie 43S en abolissant les 
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structures secondaires de l’ARNm puis hydrolyse son ATP, marquant le départ du mécanisme 

de scanning.  

 

Ce phénomène permet au 43S de progresser le long de la séquence 5’ non traduite de l’ARNm 

et le mène vers son but, l’AUG initiateur, stoppé uniquement par une structure secondaire de 

l’ARNm ayant le rôle de butoir et placée judicieusement en aval de l’AUG (Pestova and 

Kolupaeva, 2002). eIF1 et 1A participent alors à la sélection du bon AUG (Saini et al., 2010) 

et l’ARNr 18S ancre le complexe d’initiation à l’ARNm en formant une double hélice avec la 

séquence de Kozack, 14 nucléotides en amont de l’AUG (séquence consensus de Kozak : 

A/GCCGCC) (Kozak, 1987). 

 

Au même moment, les protéines de la coiffe se détachent et le complexe 43S/Met-

ARNti
Met/ARNm peut se former (Cigan et al., 1988) ce qui déclanche l’hydrolyse du GTP de 

eIF2. Toutes les protéines fixées à la sous unité 40S s’en détachent  et il ne reste que eIF1A et 

5B-GTP arrivé là pour faciliter la dissociation des facteurs d’initiation. Enfin, une dernière 

hydrolyse de GTP permet à ces deux protéines de s’en aller. La grosse sous-unité 60S peut 

alors se fixer sur la 40S portant le Met-ARNti
Met qui est en interaction avec le codon AUG de 

l’ARNm et former le complexe d’initiation 80S prêt à débuter la phase d’élongation (Pestova 

and Kolupaeva, 2002). 

 

 

Il existe également d’autres mécanismes d’initiation comme i) l’initiation coiffe-indépendante 

basée sur une structure secondaire spécifique dans l’ARN messager appelée IRES (Internal 

Ribosome Entry Site; Pelletier and Sonenberg, 1988) ou encore ii) le Shunt où le ribosome 

‘’saute’’ une structure secondaire trop stable lors du scanning coiffe-dépendant pour initier la 

traduction au niveau d’un AUG en aval (Ryabova et al., 2002). Ces stratégies sont 

principalement utilisées pour la traduction des ARN de virus. 
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Figure I-12 

 
Les étapes de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes. Chez les mammifère la voie mTOR contôle la 

formation du complexe de la coiffe. La voie AMPK  quant à elle contrôle la réactivation de eIF2 par eIF2B 

(Proud, 2004). 
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(2) L’élongation 
 

Lors de la fin de l’initiation, le Met-ARNti
Met fixé sur le codon AUG initiateur se retrouve 

dans le site P du ribosome, le second codon est dans le site A et est prêt à accueillir 

l’aminoacyl-ARNt suivant. Pour cela le facteur eEF1A-GTP (eEF: eukaryotic Elongation 

Factor) se fixe aux ARNt aminoacylés (excepté le Met-ARNti
Met) et les apporte vers le site A 

du ribosome. Là, la sélection se fait grâce à l’interaction codon/anti-codon mais également 

grâce à plusieurs protéines ribosomiques (Jenner et al., 2010) et l’aminoacyl-ARNt adapté est 

alors relâché grâce à l’hydrolyse du GTP de eEF1A. eEF1A-GDP sera ensuite régénéré par 

eEF1B pour assurer un autre cycle. 

 

Dans le ribosome, l’hypothèse actuelle veut que la proximité des deux aminoacyl-ARNt du 

site A et P provoque la formation de la liaison peptidique entre l’acide aminé du site A et le 

dernier acide aminé de protéine naissante par attaque de liaison ester de l’aminoacyl-ARNt 

fixé dans le site A par le NH2 de l’acide aminé porté par l’ARNt fixé dans le site P (Polacek et 

al., 2001). Après cette étape dite de "transpeptidation", l’ARNt du site A porte la protéine en 

cour de synthèse. eEFG-GTP se fixe alors à l’interface 40S/60S, hydrolyse son GTP et pousse 

le peptidyl-ARNt du site A vers le site P et l’ARNt du site P vers le site E où il est relargué 

pour un nouveau cycle, le codon suivant prend alors place dans le site A. Le processus 

recommence jusqu’à ce que le ribosome rencontre un codon stop, les mécanismes de 

terminaison entrent alors en jeu. 

(3) La terminaison 
 

Le ribosome s’arrête lorsqu’il atteint un codon stop, le facteur eRF1 (eRF pour eukaryotic 

release factor) va directement se glisser dans le site A et interagir avec n’importe lequel des 

trois codons stop, UAA, UAG ou UGA puis provoquer l’hydrolyse du peptidyl-ARNt (eRF1 

use d’un mimétisme moléculaire en adoptant une conformation proche de celle d’eEF1A liant 

un aminoacyl-ARNt). Le facteur eRF3 va alors se fixer à eRF1 et aux PABP puis l’hydrolyse 

d’un GTP va provoquer la dissociation du 80S. Comme l’ARNm est circularisé, les ribosomes 

dissociés en fin de traduction sont directement à proximité du complexe de la coiffe et prêts à 

recommencer un cycle de traduction (He and Green, 2010; Petry et al., 2008). 
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d) La traduction mitochondriale 
 
 
La traduction mitochondriale suit les mêmes étapes que la traduction cytoplasmique, 

cependant les détails des mécanismes et les partenaires impliqués sont très peu connus (Lee et 

al., 2009). Il semble que ce système traductionnel dans son ensemble se rapproche du système 

bactérien, mais si les ARN messagers mitochondriaux de levure possèdent encore une partie 

5’ non codante pouvant porter les signaux importants pour l’initiation, les ARNm de 

mammifères n’en ont plus du tout (Gaur et al., 2008). Il semblerait donc que ce soit la partie 

5’ codante de ces messagers qui porte les signaux nécessaires au recrutement du ribosome. La 

Figure I-13 résume l’état des connaissances chez l’humain, qui est le système le mieux 

caractérisé aujourd’hui grâce aux efforts fait par la recherche sur les maladies 

mitochondriales.   

 

 

 

Figure I-13 
 

Récapitulatif des partenaires de la traduction mitochondriale qui ont été caractérisés chez les mammifères. 
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e) Avancées conceptuelles récentes 
 

(1) L’usage des codons synonymes comme élément de 
régulation de l’expression des gènes 

 
 
Nous l’avons vu, il peut exister plusieurs codons signifiant un même acide aminé. L’usage de 

ces codons synonymes dans les ARNs messagers n’est pas équitable, chez la levure par 

exemple le codon AGA est utilisé pour coder l’Arginine dans 48% des cas, alors que le codon 

CGG codant le même acide aminé n’est utilisé que 4 fois sur 100. De plus, les ARNs de 

transferts décodant les codons les plus utilisés sont plus abondants (Dong et al., 1996; Duret, 

2000; Ikemura, 1985). Il est surprenant, mais logique, de constater que l’usage des codons 

dans l’ARNm n’est pas fait au hasard mais utilisé comme élément de régulation : l’alternance 

de codons synonymes pour les acides aminés tout au long d’une séquence, ou au contraire la 

répétition des mêmes codons, permet de créer des zones de traductions lentes ou rapides et 

des protéines globalement traduites rapidement ou lentement.  

 

Deux études publiées cette année dans le journal Cell expliquent l’impact d’un tel mécanisme 

(Cannarozzi et al., 2010; Tuller et al., 2010). Cannarozzi et ses collègues ont développé un 

modèle mathématique permettant de traiter toutes les séquences codantes de la levure et de 

leur attribuer un chiffre, appelé TPI (tRNA Pairing Index). Ce chiffre caractérise de manière 

globale l’alternance des codons synonymes dans la séquence. Dans une séquence donnée 

l’acide aminé Glycine par exemple est il toujours codé par le même codon GGU, ou y a-t-il 

alternance entre GGU, GGG, GGA ou GGC? Cette analyse est faite pour tous les acides 

aminés de chaque protéine.  

 

Si l’alternance est forte, l’hypothèse est que le nombre d’ARNt différents nécessaires autour 

du ribosome en élongation devra être plus important que si l’alternance est très faible. L’étude 

montre qu’effectivement les gènes devant être fortement, mais surtout vite, exprimés (cycle 

cellulaire, shift diauxic etc.) sont caractérisés par une faible alternance dans l’usage des 

codons. Les auteurs concluent en montrant que la traduction d’une même protéine est 

impactée de manière étonnante lorsque sa séquence a été manipulée pour présenter ou non 

une alternance de codons. 

 



 45

Leur étude suggère donc, que le transport des aminoacyl-ARNt vers le ribosome (Les auteurs 

parlent de diffusion…) est l’étape limitante de l’élongation et non la sélection du bon 

aminoacyl-ARNt dans le site A. L’usage des mêmes ARNt relargués, puis recyclés, favorise 

une élongation rapide en créant une population locale d’aminoacyl-ARNt adaptés tout autour 

des ribosomes en élongation (encore un avantage de l’ARNm circularisé!). Cela suggère 

également que les systèmes d’aminoacylation sont proches des sites de traduction. Bref cela 

soulève beaucoup de questions. 

 

L’étude de la deuxième équipe s’intéresse au même concept, cependant ils s’attachent à en 

expliquer l’importance pour la robustesse et le contrôle du mécanisme de traduction dans son 

ensemble. Ils démontrent que, de manière générale, les 50 premiers codons des ARNm sont  

traduits plus lentement et servent en quelque sorte de rampe de lancement pour le ribosome. 

Ce début d’élongation représente de fait la dernière étape de l’initiation, pour éviter que les 

ribosomes ne s’entrechoquent mais également pour augmenter la probabilité, si besoin est, de 

stopper la traduction lors de son démarrage.   

 

(2) De l’intérêt de confiner le module traductionnel 
 

Les neurones ont la nécessité de projeter leur corps cellulaire afin d’établir des contacts avec 

d’autres cellules en développant des dendrites, qui vont recevoir de l’information, et des 

axones, qui vont la transmettre. Il arrive que ces extensions soient gigantesques en 

comparaison de la taille du corps cellulaire, ce qui créé un problème fondamental quant à la 

compréhension des mécanismes de transport, régulation etc. ayant lieu littéralement à des 

centimètres du génome. 

 

Toujours cette année, une équipe de Harvard (Tcherkezian et al., 2010) a montré que dans les 

dendrites et les axones, le récepteur DCC non activé retient les sous unités 40S et 60S du 

ribosome sous forme inactive ainsi que la plupart des facteurs d’initiation de la traduction. 

Sous l’effet de la netrin, il relâche tous ces composants ce qui active la traduction à un niveau 

local. Cela explique en partie l’effet de la netrin qui est un facteur de remodelage du neurone. 

En activant la traduction d’un côté ou d’un autre de la cellule, ce composé participe au 

développement d’extensions cellulaires orientées. 
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2. Les aminoacyl-ARNt synthétases et les ARN de transfert 

a) Les ARNt, synthèse, structure, fonctions 
 
La structure de l’ARNt en feuille de trèfle a été suggérée lors de la publication du premier 

séquençage d’une molécule de cette espèce, l’ARNtAlanine de levure (Holley et al., 1965). 

Hormis ce que l’on peut voir sur la Figure I-14, il faut noter que la taille de la boucle D peut 

varier de 7 à 12 nucléotides, tout comme la région (ou boucle) variable qui porte bien son 

nom et peut compter de 4 à 23 nucléotides. On distingue deux classes d’ARNt, la classe 1 

rassemblant toutes les molécules avec au plus 5 nucléotides dans la partie variable, et la classe 

2 composée des ARNtSélénocystéine, Leucine, Serine de la majorité des organismes ainsi que 

l’ARNtTyrosine procaryotique (Rich and RajBhandary, 1976) dont les boucles variables peuvent 

aller jusqu’à 23 nucléotides. On sait aujourd’hui également que certains ARNt 

mitochondriaux comme l’ARNtSerine humain ne possèdent pas de boucle D sans connaître la 

raison d’une telle différence (Kumazawa et al., 1988 ainsi que http://mamit-trna.u-strasbg.fr). 

. 



 47

 
 
 

Figure I-14 
 
Représentation schématique du repliement secondaire en feuille de trèfle (A), tertiaire en L renversé (B) et 

tridimensionnel (C) spécifique de l’ARNt. (A) Structure et composition commune à tous les ARNt (sauf 

quelques espèces mitochondriales) et numérotation officielle des bases. La forme en feuille de trèfle est permise 

grâce aux liaisons hydrogènes de type Watson-Crick qui s’établissent entre les bases. (B) Sont représentées en 

rouge les liaisons non Watson-Crick responsables du repliement en L renversé de la structure tertiaire. (C) 

Structure tridimensionnelle de l’ARNtPhe cytoplasmique de levure qui fut la première structure d’ARNt résolue 

(Kim et al., 1974). 
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Les gènes d’ARNt eucaryotiques sont transcrits spécifiquement par l’ARN polymérase III 

grâce aux éléments de reconnaissance contenus à l’intérieur de la séquence du gène. Ces 

éléments correspondent aux résidus 8 à 19 et 52 à 62 du futur ARNt et sont appelés boîte A et 

B (Smith et al., 1995). Chez les procaryotes, les ARNt sont le plus souvent inclus dans un 

long transcrit contenant également des ARN ribosomiques ou messagers. Ce transcrit primaire 

sera, par la suite, maturé pour obtenir les ARN individuels qui le compose. 

 

Tous les ARNs de transfert possèdent des extrémités 5’ et 3’ excédentaires qui seront 

enlevées lors d’étapes de maturation posttranscriptionnelles. L’excision du fragment en 5’ est 

effectuée par un complexe ribonucléoprotéique, la ribonucléase P (RNAseP). Cette enzyme 

est capable de reconnaître et de maturer les ARNt mais également certains ARN messagers, 

viraux et d’autres encore (Christian et al., 2002). Son activité est portée par un ARN 

catalytique de 400 nucléotides, en moyenne (Torres-Larios et al., 2006). Il faut toutefois 

préciser que la RNAseP de la mitochondrie humaine ne possède plus d’ARN (Holzmann et 

al., 2008). 

 

La maturation en 3’ est largement plus complexe et diffère entre les eucaryotes, les archaea et 

les bactéries, c’est pourquoi je me concentrerai sur le mécanisme eucaryotique (Pour une 

bonne revue sur ce sujet: Schurer et al., 2001). La partie 3’ est excisée jusqu’à la base 

discriminatrice (nucléotide 73 de l’ARNt) grâce à l’action de plusieurs endo- et exonucléases 

lors d’une étape qui n’est toujours pas parfaitement caractérisée. l’ARNt nucléotidyl-

transférase se fixe alors sur le bras accepteur et ajoute le triplet invariable CCA qui se situera 

à l’extrémité 3’ terminale de tous les ARNt (Solari and Deutscher, 1982). Les ARNt 

eucaryotiques peuvent cependant encore présenter des introns qu’il faut exciser afin de 

permettre leur repliement tridimensionnel sous une forme active. C’est le cas chez la levure 

pour 61 gènes de 10 espèces différentes d’ARN de transfert. Tout d’abord une endonucléase 

excise l’intron (Trotta et al., 2006) puis l’action concertée d’une CDPase (Cyclic 

DiesterPhosphatase), d’une ARN ligase, d’une adénylyl-synthétase et enfin d’une 

2’phosphatase permet de religuer les deux parties encadrant l’intron pour reformer l’ARNt, on 

retrouve même des gènes d’ARNt bipartite codant chacun une partie du futur ARN de 

transfert qui seront rassemblées ensuite (Randau et al., 2005). La molécule est à ce moment 

presque mature, il faut encore que certains de ses nucléotides soient modifiés afin de rendre 

l’ARNt pleinement fonctionnel. 
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La modification posttranscriptionnelle des nucléosides des ARNs est très courante et 

représente à elle seule un pan entier de recherches. On recense actuellement plus de 100 types 

de nucléosides modifiés (base de données : http://modomics.genesilico.pl) mais parmi tous les 

types d’ARN modifiés les ARNt sont ceux qui présentent le plus de modifications aussi bien 

quantité qu’en diversité. Chez les eucaryotes, jusqu'à 25% des nucléosides d’un ARNt 

peuvent être modifiés. Le rôle des modifications est structural et fonctionnel, elles stabilisent 

et protègent l’architecture (Dao et al., 1992; Perret et al., 1990) de la molécule tout comme 

elles favorisent les interactions ARNt/aminoacyl-ARNt synthétase. Nombre d’ARNt transcrits 

in vitro sont peu ou pas chargés par leur aminoacyl-ARNt synthétase homologue (Tamura et 

al., 1992). Plus précisément plusieurs études (Agris et al., 1973; Kern and Lapointe, 1979) ont 

montré que la modification 5-méthylaminométhyl-2-thiouridine en position 34 de 

l’ARNtGlutamate d’E.coli par du bromure de cyanogène réduit sa capacité à être aminoacylé. 

Cela signifie que cette modification intervient précisément dans les mécanismes de 

reconnaissance aminoacyl-ARNt synthétase/ARNt. Nous pouvons encore citer les 

modifications universellement trouvées dans les ARNt que sont la pseudouridine, la 

ribothymidine dans la boucle T ou encore la dihydrouridine de la boucle D (Figure I-14). 

Enfin les modifications de la position 34 de l’anticodon interviennent souvent dans la 

reconnaissance flottante des codons (wobble pairing) comme le montre la Figure I-11. 

 

Pour clore ce chapitre il faut aborder les fonctions non canoniques des ARNt qui peuvent 

assurer de nombreux rôles dans des processus autres que la traduction. Sans être exhaustif, 

l’ARNtGlycine de S.aureus par exemple est reconnu par un homologue d’EF-Tu et participe à la 

synthèse du pont penta-glycine de la paroi de Staphylococcus epidermidis et aureus 

(Giannouli et al., 2009). On peut encore citer l’ARNtLysine3 des mammifères qui sert 

d’initiateur à la transcription inverse du génome du VIH (Litvak et al., 1994). 
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b) Caractéristiques des aminoacyl-ARNt synthétases 
 
Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) sont les enzymes modulaires responsables de la 

fixation du bon acide aminé sur son ou ses ARNs de transfert homologues. Le respect du code 

génétique va donc dépendre de la présicion avec laquelle ses enzymes reconnaissent leur(s) 

ARNt(s). 

Ces enzymes fonctionnent en deux étapes, elles activent tout d’abord l’acide aminé grâce à la 

fixation d’AMP sur sa fonction -carboxylique puis dans un deuxième temps le transfert sur 

le 2’ ou 3’ OH du ribose de l’adénosine 3’ terminale de l’ARNt. La première étape nécessite 

du magnésium comme cofacteur. On peut distinguer les aaRS qui doivent se lier à l’ARNt 

pour pouvoir activer l’acide aminé (ArgRS, GluRS, GlnRS, LysRS; Ibba et al., 1997; Kern 

and Lapointe, 1980) des autres qui n’en ont pas besoin. 

Des alignements de séquences, des expériences de mutagenèse ainsi que les apports des 

premières structures de aaRS ont permis à Gilbert Eriani et ses collègues d’établir une 

classification universelle des aminoacyl-ARNt synthétases proposant deux groupes bien 

distincts en terme d’architecture et de fonctionnement (Eriani et al., 1990). 

 

 
 

Figure I-15 
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(1) La classe I 
 

Les aminoacyl-ARNt synthétases de classe I reconnaissent et fixent leur ARNt par le petit 

sillon puis courbent son extrémité 3’. L’ATP est fixé sous forme linéaire avant d’être 

hydrolysé afin d’activer l’acide aminé, celui-ci est ensuite transféré sur le 2’OH du ribose 

accepteur à l’extrémité de l’ARN de transfert (Excepté la tyrosyl et cystéinyl-ARnt synthétase 

qui le fixent sur le 3’OH ; (Cramer et al., 1975). Le facteur de transport de l’aminoacyl-ARNt 

(eEF1A chez les eucaryotes, EF-Tu chez les procaryotes) va ensuite induire une réaction 

d’isomérisation en transférant l’acide aminé du 2’ vers le 3’OH du ribose (Forster et al., 

1994). 

 

Les enzymes appartenant à cette classe se caractérisent par un site actif dont l’architecture 

correspond à un domaine de Rossmann (Rossmann et al., 1974). Ce domaine structural se 

compose de cinq brins bêta parallèles reliés par des hélices alpha. On y retrouve 

systématiquement deux séquences signature plus ou moins dégénérées HIGH et KMSKS 

(Brick et al., 1989; Hountondji et al., 1986; Rould et al., 1989), le premier motif est impliqué 

dans la fixation de l’ATP et de l’acide aminé alors que le second semble impliqué dans l’étape 

d’aminoacylation de l’ARNt du fait de la proximité entre la seconde lysine du motif KMSKS 

et l’adénosine acceptrice (Hountondji et al., 1985; Hountondji et al., 1990; Mechulam et al., 

1991). Enfin, la classe I peut être subdivisée, par homologie de séquence, en trois sous-

classes : Ia, b et c. On retrouve dans la sous classe Ia les aaRS ayant développé une fonction 

de correction (editing) des acides aminés non homologues ayant été activés par erreur. 

 

 

(2) La classe II 
 

Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) de classe II reconnaissent et fixent leur ARNt par le 

grand sillon et ne contraignent pas son extrémité 3’ qui reste linéaire. L’ATP cependant est 

fixée sous forme repliée et est complexée à trois ions magnésium dans le site actif de 

l’enzyme. Une fois activé, l’acide aminé est fixé sur le 3’OH du ribose accepteur à l’extrémité 

de l’ARN de transfert (à l’exception de la PheRS qui peut charger le 2’OH ou le 3’OH). 
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Ces enzymes sont toutes dimériques ou tétramèriques (homo ou hétéro), à l’exception de la 

phenyalanyl-ARNt synthétase mitochondriale. Ces aaRS n’ont pas de domaine de Rossmann 

pour fixer les nucléotides adénylés, leur domaine catalytique est formé des motifs 1, 2 et 3, 

caractéristiques des aaRS de cette classe, qui sont composés de neuf brins bêta antiparallèles 

et de quatre hélices alpha (Cusack et al., 1990; Ruff et al., 1991). Au sein des 3 motifs se 

trouvent trois séquences consensus largement dégénérées. Le motif 1 contient une Proline 

invariante essentielle pour la formation du site catalytique et éventuellement pour la 

dimérisation des enzymes (Eriani et al., 1993), elle peut être ponctuellement substituée par 

une Sérine ou une Thréonine (C'est le cas de la GlyRS de T.thermophilus; Mazauric et al., 

1998). Les motifs 2 et 3 possèdent deux Arginines fortement conservées qui semblent 

impliquées dans la reconnaissance de l’ATP et de l’acide aminé (Iwasaki et al., 2006; Schmitt 

et al., 1998). 

 

Comme la classe I, la classe II est divisée en trois sous-classes basées sur des homologies de 

séquence et de structure. La sous-classe IIa rassemble des aaRS dont les sites catalytiques sont 

fortement homologues et qui possèdent un domaine C-terminal en feuillet bêta (sauf la séryl-

ARNt synthétase), la sous-classe IIb est constituée de trois enzymes dont le domaine de 

liaison à l’anticodon est constitué d’un tonneau bêta, et la sous-classe IIc rassemble le reste 

des enzymes ne montrant que peu ou pas d’homologie dans leurs structures ou séquences.   

(3) La spécificité des aminoacyl-ARNt synthétases 
 
Les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) ont acquis des mécanismes d’édition pré- et post-

transfert de l’acide aminé activé. Les premières études menées dans les années 1970 montrent 

que ces enzymes sélectionnent tout d’abord leur acide aminé sur des critères d’encombrement 

si bien que des acides aminés plus petits ou de même taille peuvent être reconnus et activés, si 

toutefois les propriétés chimiques du l’acide aminé incorrectement reconnu sont assez 

similaires à celles du bon acide aminé (Baldwin and Berg, 1966; Fersht, 1977). Un deuxième 

filtre, assuré par les mécanismes de fixation de l’aminoacyl-AMP, permet d’hydrolyser un 

mauvais adénylate. Si malgré tout le transfert a lieu, un mécanisme d’édition post-transfert 

hydrolyse l’aminoacyl-ARNt mésacylé (Ce mécanisme est particulièrement bien caractérisé 

pour l'IleRS activant la Valine; Hale et al., 1997; Nureki et al., 1998; Silvian et al., 1999). La 

correction post-transfert peut être assurée par un module spécifique de l’enzyme, on parle 
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alors de module d’édition (au sens structural), ce domaine se nomme Cp1 (connective peptide 

1) pour l’isoleucyl-ARNt synthétase. 

 

Notons enfin que le facteur d’élongation véhiculant l’aminoacyl-ARNt vers le ribosome 

(eEF1A ou EF-Tu) présente une affinité faible pour les molécules mésacylées, diminuant 

encore la probabilité d’insérer un mauvais acide aminé dans une protéine (LaRiviere et al., 

2001). Au final, la fréquence d’insertion d’un acide aminé incorrect dans une protéine en 

cours d’élongation est d’un pour dix mille, ce qui constitue  tout de même une erreur toute les 

dix à vingt protéines synthétisées. 

 

Il semble cependant qu’in vivo ces erreurs soient peu détectables. Elles seraient même un 

avantage en terme d’évolution en permettant de ‘’tester’’ et même d’adapter les partenaires de 

la molécule à certaines mutations. Ainsi la cellule disposerait d’un moyen pour imposer 

progressivement une pression de sélection sur une mutation avantageuse qui serait 

directement maintenue lors de son apparition dans le génome (Drummond and Wilke, 2009; 

Moura et al., 2009). La présence au cœur des cellules de systèmes moléculaires suffisamment 

robustes pour maintenir un fonctionnement stable à l’échelle d’une vie, mais avec toutefois 

une certaine permissivité à l’erreur permet d’investiguer, au hasard, le champ des possibilités 

pour finalement faire évoluer l’espèce.    

 

Tous les ARNt adoptent la même structure tridimensionnelle et l’affinité d’une aminoacyl-

ARNt synthétase pour son substrat homologue n’est en moyenne que 100 fois supérieure à 

son affinité pour un ARNt hétérologue. La reconnaissance et surtout l’aminoacylation de la 

molécule homologue impliquent l’existence dans les ARNt de nucléotides appelés 

déterminants d’identité ou antidéterminants (Giege, 2003; Giege et al., 1993). Ils permettent, 

après fixation de l’ARNt sur l’enzyme, d’induire ou non les changements conformationnels 

du couple enzyme/substrat aboutissant à un complexe productif ou abortif. C’est donc une 

cinétique de reconnaissance et non la simple fixation de l’ARNt qui va permettre un 

réarrangement de l’enzyme et la rendre active (Ebel et al., 1973). Un très bon résumé de ces 

éléments est fait dans (Giege et al., 1998). Les expériences de mutagenèse dirigée sur le 

couple ARNt/aminoacyl-ARNt synthétase, couplées à l’analyse des constantes cinétiques 

d’aminoacylation ont montré que les nucléotides de l’anticodon ainsi que la base 

discriminatrice semblent être les déterminants majeurs de la plupart des jeux d’identités des 

ARNt. 
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3. Mécanismes particuliers 

a) Les voies indirectes 
 
Le séquençage systématique des génomes nous a montré que seul le cytoplasme eucaryotique 

ainsi qu’un tout petit nombre de bactéries utilisent une aminoacyl-ARNt synthétase (aaRS) 

pour fixer directement chacun des 20 acide aminés sur son ou ses ARNt homologues. Ainsi 

pour presque toutes les bactéries, pour toutes les archaea et pour la majorité des organites, il 

n’existe pas de gène codant une glutaminyl-ARNt synthétase (QRS). La plupart des 

procaryotes ne possèdent pas d’asparaginyl-ARNt synthétase (NRS) (Roy et al., 2003; 

Sheppard et al., 2007; Tumbula et al., 2000), certaines archaea méthanogènes ne possèdent 

pas de cystéinyl-ARNt synthétase (CRS) (Bult et al., 1996; Slesarev et al., 2002; Smith et al., 

1997) et enfin aucune sélénocyteinyl-ARNt synthétase (URS) n’a été découverte à ce jour 

(Ibba et al., 2005). Comment se fait alors la synthèse de ces aminoacyl-ARNt orphelins de 

leurs aaRS ? 

 

Pour compenser ces absences la cellule a mis en place des voies indirectes mettant en jeu 

plusieurs enzymes. Invariablement, une aminoacyl-ARNt synthétase (aaRS) va tout d’abord 

charger un acide aminé (aa) précurseur sur l’ARNt codant pour l’acide aminé final, la 

correspondance aa/anticodon n’est à ce moment pas respectée. Une enzyme ARNt-dépendante 

reconnaît alors l’aminoacyl-ARNt mésacylée et corrige l’erreur afin de restaurer la 

correspondance acide aminé/anticodon. Le nouvel aminoacyl-ARNt peut alors prendre part à 

la traduction. 

(1) Les voies de transamidation 
 
 
Lorsque la glutaminyl-ARNt synthétase (QRS) est manquante, la formation du glutaminyl-

ARNtglutamine (Q-ARNtQ) fait intervenir une glutamyl-ARNt synthétase dite non discriminante 

(ND-ERS) à spécificité double pour l’ARNt (Lapointe et al., 1986). Cette enzyme est capable 

de fixer du glutamate (E) à la fois sur l’ARNtglutamate (ARNtE) et sur l’ARNtQ.  L’intermédiaire 

mésacylé glutamyl-ARNtglutamine (E-ARNtQ) est ensuite transformé en Q-ARNtQ par une 

amidotransferase ARNt-dépendante (AdT) (Schon et al., 1988; Wilcox and Nirenberg, 1968). 

Lors de cette étape, le -carboxyl du E est activé par transfert d’un phosphate de l’ATP 

(également substrat de l’AdT) avant qu’un groupement amido (NH3) y soit fixé par l’AdT. Ce 
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groupement amido provient quasi-exclusivement de la déamidation d’une glutamine ou d’une 

asparagine catalysée par une des sous-unités de l’AdT, comme nous le verrons plus loin. 

 

L’étape de transamidation ARNt-dépendante peut être assurée par deux enzymes différentes, 

l’une est trimérique et composée de trois sous-unités nommées GatA, B et C assurant 

respectivement les fonctions d’amidase, de kinase/transamidase et de chaperonne et se 

retrouve dans toutes les branches du vivant, des bactéries aux organelles, en passant par les 

archaea. L’autre se compose de deux sous unités différentes, GatD, la glutaminase, 

homologue d’une L-Asparaginase de type I et GatE, la kinase/transamidase paralogue de 

GatB (Curnow et al., 1997; Tumbula et al., 2000)(Figure I-16). L’enzyme GatDE se retrouve 

quant à elle uniquement chez les archaea. 

 

Le mécanisme général de transamidation implique l’hydrolyse au niveau de GatA ou D d’un 

donneur d’amide (Q ou N) générant un NH4+ qui rejoindra ensuite la sous unité GatB ou E 

via un canal à ion ammonium long de 30 à 40 Angström (Nakamura et al., 2006) . L’ion 

ammonium sera ensuite transféré sur la chaîne latérale de l’acide aminé fixé à l’ARNt. 

Comme nous l’avons dit, on ne trouve l’AdT GatDE que chez les archaea où elle assure le 

rôle exclusif d’E-ARNtQ amidotransférase ou E-AdT. 

 

En effet, l’AdT GatDE est spécifique de la transamidation du glutamate (E) en glutamine (Q) 

mais les AdTs de type GatCAB sont capables de transamider à la fois le glutamyl-

ARNtglutamine (E-ARNtQ) ou l’aspartyl-ARNtasparagine (D-ARNtN) ; elles sont donc double 

spécifiques et appelées E-D-AdT. Cela s’explique par la nature chimique du couple E/Q qui 

ne diffère du couple D/N que par un carbone supplémentaire dans sa chaîne latérale, si bien 

que le site de transamidation de l’AdT GatCAB s’accommode des deux composés. 

 

À l’instar du E-ARNtQ, le D-ARNtN est lui aussi formé par une aminoacyl-ARNt synthétase 

(aaRS) à double spécificité, l’aspartyl-ARNt synthétase non discriminante (ND-DRS) que 

l’on retrouve dans beaucoup de procaryotes (Figure I-16) (Sheppard et al., 2007). C’est donc 

le bagage moléculaire de la cellule qui définira le rôle et la spécificité de l’AdT GatCAB. 

Ainsi, chez les archaea la cœxistence des deux types d’AdTs cantonne la GatCAB au seul rôle 

d’Asp-AdT. De manière générale, c’est la présence d’une ND-ERS ou d’une ND-DRS qui 

devrait permettre de définir la spécificité de l’AdT GatCAB dans un organisme (Becker and 

Kern, 1998; Becker et al., 1997; Curnow et al., 1998), mais à l’heure actuelle il est très 
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difficile, voir impossible, de prédire par sa seule séquence si une D- ou une ERS est double 

spécifique.  

 

 

 

C’est pourquoi la spécificité de l’AdT GatCAB est déduite de l’absence ou de la présence des 

deux aaRS dont elle peut compenser la fonction : la glutaminyl-ARNt synthétase (QRS) et 

l’asparaginyl-ARNt synthétase (NRS).  

 

Par exemple, un organisme comme H.pylori possède une seule AdT GatCAB et est dépourvu 

de Q- et NRS, sa GatCAB est donc une E-D-AdT. Par extension, sa E- et sa DRS doivent être 

toutes deux mésacylantes. Dans ce cas précis, il se pose une question intéressante et non 

élucidée pour le moment: comment se partage l’AdT entre ses deux substrats E-etD-ARNtQet N 

naturels (Sheppard et al., 2007)? 
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Figure I-16 

 
Schéma des voies indirectes de synthèse d’aminoacyl-ARNt 
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Les structures des amidotransférases obtenues récemment ainsi que plusieurs études de 

mutagenèse montrent que les AdTs reconnaissent l’ARNt par le bras accepteur, la boucle D et 

T (Oshikane et al., 2006) . Elles mettent également en évidence l’importance de la base U1-

A72 pour les ARNtQ ou N  devant être reconnus par les AdTs GatCAB (à l’exception des D-

AdT GatCAB des archaea) et de la base A1-U72 pour les ARNtQ reconnus par une AdT 

GatDE (Bailly et al., 2006; Nakamura et al., 2006; Namgoong et al., 2007).   

 

La formation de Q-ARNtQ dans les organites est un domaine de recherche actuellement très 

dynamique, c’est également le sujet qui a servi de point de départ pour mon travail de 

recherche. Il semble qu’il y ait une très grande variété de systèmes et de scénarios, propre à 

chaque organisme. Nous avons tenté de défricher ce sujet et de faire ressortir quelques règles 

générales dans la première revue présentée dans ce manuscrit, je vous invite donc à vous y 

référer. (Chapitre II.A). 

(2) Les voies impliquant une enzyme à phosphate de 
pyridoxal 

 

Pour terminer ce chapitre parlons des mécanismes de formation ARNt-dépendante du 

cystéinyl-ARNtcystéine (C-ARNtC) et sélénocystéinyl-ARNtsélénocystéine (U-ARNtU). Le premier 

de ces mécanismes est uniquement retrouvé chez les archaea méthanogènes possédant une O-

phosphoséryl-ARNt synthétase (SepRS) qui est une synthétase de la classe IIc dérivant de la 

phénylalanyl-ARNt synthétase (O'Donoghue et al., 2005). Classiquement, cette enzyme 

mésacyle l’ARNtC avec de la O-phosphosérine (Sep) produite à partir de 

phosphohydroxypyruvate (Helgadottir et al., 2007). Le O-phosphoseryl-ARNtCystéine (Sep-

ARNtC) est ensuite reconnu par une Sep-ARNt:Cys-ARNt synthase ou SepCysS qui va 

remplacer le groupement hydroxyle (OH) phosphorylé de la chaîne latérale par un 

groupement thiol (SH) de manière ARNt-dépendante (Figure I-16). 

 

La voie de formation du U-ARNtU est retrouvée dans quasiment tout le règne vivant, en effet 

le sélénium est un excellent nucléophile essentiel à de nombreuses enzymes chargées de 

réactions d’oxydoréduction comme la glutathion peroxydase impliquée dans la prise en 

charge des radicaux libres (Lobanov et al., 2009; Ran et al., 2007). Ainsi, le groupement 

sélénol a un pKa bien plus faible que celui du groupement thiol (5,2 contre 8,5) lui permettant 

de rester ionisé au pH cellulaire. L’insertion de U est faite par lecture du codon stop UGA car 
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l’ARN messager encodant une sélénoprotéine possède une structure secondaire appelée 

SECIS. L’insertion du U-ARNtU se fait grâce à SelB qui le transporte spécifiquement (EF-Tu 

ou eEF1A ne reconnaissent pas le U-ARNtU). Cette protéine se fixe directement sur l’élément 

SECIS ou, chez les eucaryotes, via une protéine d’interface SBP2, qui place idéalement le U-

ARNtU près du ribosome. Les mécanismes de formation de cet aminoacyl-ARNt divergent 

pour les bactéries et les eucaryotes/archaea, je vous invite donc à vous référer à la Figure I-16. 

La voie fait intervenir, dans tous les cas, une séryl-ARNt synthétase (ND-SRS) à double 

spécificité. Notons, que les enzymes ARNt-dépendantes SelA et SepSecS fonctionnent avec 

du phosphate de pyridoxal comme cofacteur tout comme la SepCysS. 

 

Je vous invite à lire la revue suivante faite par le Pr. Dieter Söll. (Sheppard et al., 2008) si 

vous désirez encore plus de détails concernant les questions évolutives, structurales ou 

mécanistiques que les voies indirectes ne manquent pas de soulever.  

 

 

b) Complexes et concept de channeling. 
 
 
Une des questions majeure à laquelle les spécialistes de la traduction et de l’aminoacylation 

essayent de répondre actuellement concerne les moyens mis en œuvre par la cellule pour 

maintenir la stabilité de l’aminoacyl-ARNt. Cette molécule est caractérisée par sa liaison ester 

très riche en énergie, reliant l’acide aminé et le ribose accepteur de l’ARNt. Il faut donc en 

permanence assurer sa protection depuis son lieu de synthèse jusqu’au ribosome. L’effet 

protecteur du facteur d’élongation EF-Tu (ou eEF1A) est largement documenté, une fois 

activé sous forme GTP il stabilise la liaison ester, protège l’aminoacyl-ARNt et discrimine les 

espèces bien appariées de celles qui sont mésacylées (Ibba, 2001; Ling et al., 2009). Le 

mécanisme de sélection se base sur la capacité de la ‘’partie acides aminé’’ et de la ‘’partie 

ARNt’’ de chaque aminoacyl-ARNt à se lier fortement ou faiblement à EF-Tu.  

 

 

Pour pouvoir se lier efficacement au facteur d’élongation l’aminoacyl-ARNt doit être le 

résultat d’un couplage d’un acide aminé de faible affinité pour EF-Tu avec un ARNt de forte 

affinité pour EF-Tu ou vice-versa (LaRiviere et al., 2001). C’est le cas de tous les aminoacyl-

ARNt correctement chargés. Les aminoacyl-ARNt dont le couple acide aminé/ARNt est 
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fort/fort ou faible/faible sont exclus de la synthèse protéique par EF-Tu, le premier parce qu’il 

ne pourra plus se détacher d’EF-Tu et le deuxième parce qu’il ne pourra pas se lier à EF-Tu. 

Notons que les aminoacyl-ARNt mischargés utilisés par les voies indirectes comme la voie de 

transamidation, appartiennent tous à la catégorie des couples acide aminé/ARNt  faible/faible. 

 

 

On ne disposait cependant que d’hypothèses pour expliquer le problème de la stabilisation des 

aminoacyl-ARNt intermédiaires E, D, Sep et S-ARNtQ, N, C et U utilisés par les voies indirectes. 

En effet, ces intermédiaires mésacylés posent problème, ils ne doivent pas être reconnus par le 

facteur d’élongation pour ne pas provoquer d’erreur de décodage (Q par E, N par D, C et U 

par Sep), mais s’ils ne sont pas reconnus comment se fait la protection de la liaison ester de 

ces aminoacyl-ARNt ?  

 

 

La publication d’un travail majeur fait dans notre laboratoire basé sur l’étude des constantes 

cinétiques globales et spécifiques régissant la synthèse indirecte de N-ARNtN chez 

T.thermophilus (Bailly et al., 2007) couplée à des expériences de gel filtration, ont démontré 

l’existence en solution d’un complexe très stable entre l’ARNtN, la ND-DRS et l’AdT 

GatCAB.  

 

 

 

Cette ribonucléoprotéine a été baptisée "transamidosome". Il semble donc que les voies 

indirectes de synthèse des aminoacyl-ARNt s’organisent autour de complexes regroupant tous 

les partenaires, ARNt et enzymes, de la voie. Une organisation de ce type présente plusieurs 

avantages, notamment l’amélioration de l’efficacité globale de synthèse du produit final par 

compensation des points faibles d’un partenaire par les points fort de l’autre (augmentation du 

kcat de la ND-DRS, la charge de l’ARNtN par du D est l’étape limitante au cœur du 

complexe), protection de la liaison ester car l’intermédiaire mésacylé n’est pas relâché mais 

également, dans le cas de T.thermophilus, stabilisation des partenaires lors de l’augmentation 

de la température (cette bactérie est thermophile, sa température de croissance optimale est de 

65-70°C). Cette stratégie qui consiste à maintenir l’ARNt en permanence en complexe, dans 

le transamidosome, avec EF-Tu, puis dans le ribosome, tout cela pour le protéger se nomme 

channeling (canalisation) de l’ARNt. 
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La mise en évidence de complexes équivalents pour d’autres voies indirectes est un sujet de 

recherche très dynamique actuellement, notamment en biologie structurale. J’ai participé, lors 

de l’étape d’affinement des données cristallographiques, à la résolution de la structure du 

transamidosome de T.thermophilus qui est la première structure d’une ribonucléoprotéine de 

transfert. Ce travail, mené principalement par Michael Blaise et Daniel Kern est présenté puis 

discuté au chapitre III.      

 

4. Localisation subcellulaire et fonctions secondaires des 

aminoacyl-ARNt synthétases 

a) Les complexes multi-synthétasiques et le contrôle des 
fonctions secondaires des aminoacyl-ARNt synthétases 

 
 
On pourrait penser que les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) sont des enzymes 

fonctionnant seules, or il n’en est rien et on retrouve dans tous les domaines du vivant des 

complexes macromoléculaires plus ou moins importants et élaborés impliquant une ou 

plusieurs aaRS dont le rôle va du contrôle de la qualité de l’aminoacylation à la régulation des 

fonctions secondaires des partenaires (Figure I-17). 

 

 

(1) Chez les bactéries 
 

 

Malgré leur apparente simplicité, on retrouve dans les systèmes bactériens trois complexes 

impliquant des aaRS. Ces complexes prennent une forme simple et n’impliquent qu’un type 

de synthétase à la fois. Le premier exemple est le transamidosome formé de l’ARNtN, de la 

ND-DRS et d’une GatCAB dont nous avons déjà parlé au chapitre précédent et dont nous 

reparlerons. 



 62

 
Figure I-17 

 
Résumé des complexes impliquant une ou plusieurs aminoacyl-ARNt synthétases. Ce tableau est adapté de 
(Hausmann and Ibba, 2008). 
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Le deuxième exemple concerne la protéine YbaK qui forme un complexe hétérodimérique 

avec la prolyl-ARNt synthétase (PRS) (An and Musier-Forsyth, 2005). Nous l’avons déjà dit, 

certaines aaRS ont développé des domaines spécifiques d’édition afin de corriger les erreurs 

d’activation d’acides aminés et de charges qu’elles font en quantité non négligeable, on peut 

également retrouver ces domaines d’édition sous forme libre (Ahel et al., 2003), c’est le cas 

d’YbaK qui est un homologue du domaine de correction de la PRS (on peut citer également 

d’autres domaines d’édition libres comme AlaX ou PrdX). En plus de la proline (P), la PRS 

est capable d’activer et de charger l’alanine (A) et la cystéine (C) sur son ARNtProline (ARNtP) 

homologue. Cependant, si elle est capable d’hydrolyser le A-ARNtP , elle est incapable de 

faire de même pour le C-ARNtP (Ambrogelly et al., 2002). Ce problème est résolu par la 

formation du complexe YbaK/PRS (Ruan and Soll, 2005).  

 

La bactérie D.radiodurans présente la particularité d’avoir deux gènes de tryptophanyl-ARNt 

synthétase (WRS) différents (tout comme d’autres bactéries; Brown et al., 2003). La WRS II 

est plus proche de la WRS humaine que de son homologue bactérien et est notamment 

surexprimée en réponse au stress. Grâce à son domaine N-terminal supplémentaire, elle forme 

un complexe avec la Nitric Oxyde Synthase (NOS) ce qui permet la formation de 4-nitro-

tryptophane fixé ou non sur l’ARNtTryptophane (ARNtW) à partir d’un donneur : l’arginine. La 

formation de ce complexe profite aux deux enzymes en augmentant l’affinité de la NOS pour 

l’arginine et de la WRS II pour l’ARNtW. Il semble que ce mécanisme soit important pour la 

synthèse de la paroi de cette bactérie en conditions de stress comme une exposition aux 

radiations (Buddha et al., 2004a). Notons que la partie N-terminale supplémentaire de la WRS 

II est retrouvée sur d’autres protéines de réponse au stress (Buddha et al., 2004b). 

 

 

(2) Chez les archaea 
 
On retrouve dans ces organismes des complexes impliquant plus d’une aminoacyl-ARNt 

synthétase (Goldgur and Safro, 1994), il faut maintenant identifier leurs fonctions 

biologiques.  

 

Le premier exemple concerne la prolyl-ARNt synthétase (PRS) de Methanocaldococcus 

jannaschii  qui se fixe à la protéine de fonction inconnue Mj1338 prédite comme ayant un 

rôle dans le métabolisme du carbone. On ne connaît pas le rôle de cette association qui ne 
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semble pas augmenter l’affinité de la PRS pour l’ARNtProline (ARNtP), il semble également 

que Mj1338 puisse se lier avec la lysyl-ARNt synthétase (KRS) et l’aspartyl-ARNt 

synthétase. Cela suggère l’existence d’un complexe tétramérique entre ces trois aaRS et la 

protéine Mj1338 de fonction encore inconnue (Lipman et al., 2003). 

 

Chez Methanothermobacter thermautotrophicus a été identifié un complexe stable entre la 

leucyl-ARNt synthétase (LRS), la PRS et la KRS permettant d’augmenter l’efficacité des 

deux derniers partenaires mais pas de la LRS. De plus, un complexe stable entre la LRS et 

EF1A a également été identifié, augmentant cette fois-ci l’efficacité de la LRS, ce qui laisse 

croire à l’existence d’un complexe multi-synthétasique comprenant trois aaRS et le facteur 

d’élongation EF1A. La présence d’EF1A au sein de ce complexe pourrait permettre de 

faciliter le transfert des aminoacyl-ARNt selon le principe du channeling (Hausmann et al., 

2007; Praetorius-Ibba et al., 2007; Praetorius-Ibba et al., 2005). 

 

 

(3) Chez les eucaryotes 
 

 

Les complexes multisynthétasiques eucaryotiques sont particulièrement bien caractérisés dans 

deux organismes modèles, la levure Saccharomyces cerevisiae ainsi que les cellules de 

mammifères. Ces investigations démontrent que les complexes multisynthétasiques gagnent 

en taille et en fonctions à mesure que l’organisme se complexifie, laissant supposer le rôle que 

jouent ces dépôts de protéines dans la sophistication progressive des modules fonctionnels de 

la cellule. 

 

La séryl-ARNt synthétase de levure forme un complexe stable avec une protéine impliquée 

dans la biogenèse des peroxisomes, Pex21p, via un domaine C-terminal supplémentaire 

(Godinic et al., 2007; Mocibob and Weygand-Durasevic, 2008; Rocak et al., 2002). Ce dimère 

semble augmenter l’affinité de la synthétase pour son ARNt mais représente surtout un lien 

très intéressant entre l’aminoacylation et la formation des peroxisomes. Ce lien sera discuté 

lors de la présentation de la deuxième revue portant sur un autre complexe multisynthétasique 

de levure, le complexe méthionyl-ARNt synthétase/Arc1p/glutamyl-ARNt synthétases 

(complexe AME)  qui a été l’objet central de mes derniers travaux de thèse. Ainsi, je ne vais 
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pas aborder la description structurale et fonctionnelle du complexe AME tout de suite et vous 

invite à lire la revue et la discussion qui lui sont dédiées (chapitre II.D).  

 

Toujours chez la levure, la tyrosyl-ARNt synthétase forme un complexe avec la protéine Knr4 

(Dagkessamanskaia et al., 2001) impliquée dans la synthèse de la membrane plasmique, le 

rôle de ce complexe n’a pas encore été identifié, mais il pourrait avoir son importance lors de 

la sporulation où ces deux protéines participeraient à la formation de di-tyrosine, un 

composant essentiel de la paroi des spores (Coluccio et al., 2004; Ivakhno and Kornelyuk, 

2005). 

 

Chez l’Homme et les eucaryotes supérieurs, un complexe se démarque des autres, le 

complexe multi-synthétasique ou MSC (Bandyopadhyay and Deutscher, 1971; Kerjan et al., 

1994). Celui-ci englobe neuf activités aminoacyl-ARNt synthétases assurées par huit enzymes 

différentes, ainsi que trois protéines auxiliaires assurant le maintien de la structure globale, 

p38, p43 et p18 (Robinson et al., 2000). On y trouve les lysyl-, isoleucyl-, leucyl-, méthionyl-, 

glutaminyl-, arginyl- et aspartyl-ARNt synthétases (respectivement K-, I-, L-, M-, Q-, R- et 

DRS) ainsi que la glutamyl-prolyl-ARNt synthétase (EPRS) composée d’un même peptide 

dans lequel les deux aminoacyl-ARNt synthétases sont fusionnées dans l’ordre suivant : E- 

puis PRS de l’extrémité N-terminale vers l’extrémité C-terminale, grâce un linker.  

 

En plus de ce complexe massif de 1.4 MDa, on retrouve également un complexe dimérique 

entre la valyl-ARNt synthétase (VRS) et eEF1A ou entre la DRS ou la KRS qui se sont 

détachées du MSC et eEF1A. Comme pour ces deux dernières, l’EPRS peut se détacher du 

MSC pour former un complexe d’inhibition de la traduction, appelé complexe GAIT, dans 

lequel l’EPRS interagit avec la protéine ribosomique L13a, la glyceraldéhyde 3-phosphate 

déshydrogénase (GAPDH), et NSAP1 sur lequel nous allons revenir un peu plus longuement. 

Enfin, il existe également un complexe entre la KRS et la protéine Gag du VIH impliquée 

dans l’assemblage de la particule virale et l’empaquetage de l’ARNtLysine, même si on ne peut 

pas réellement qualifier cet assemblage de complexe synthétasique eucaryotique. 

 

Il est intéressant de voir que le MSC contient uniquement des aaRS activant des acides aminés 

chargés ou hydrophobes, mais non aromatiques, alors que les aaRS dédiées aux plus petits ou 

aux plus grands acides aminés sont absentes (Wolfson and Knight, 2005) de ce complexe. Il 

est finalement possible que toutes ces enzymes rejoignent le complexe à un moment ou à un 
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autre et que notre vision actuelle du MSC est altérée par les limites des techniques utilisées 

pour le caractériser (Hausmann and Ibba, 2008).   

  
 
 
 

Figure I-18 
 
 
Représentation schématique de la composition du MSC et des fonctions secondaires de ses composants d’après 

les données les plus récentes (Kaminska et al., 2009), les sous-complexe I et II peuvent se former en l’absence de 

p38. Les interactions double-hybride proviennent de (Quevillon et al., 1999). Les détails des fonctions 

secondaires sont exposés dans le texte principal.  
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La  cryo-microscopie a permis de voir que le MSC est une particule compacte en forme de V 

(Norcum, 1989, 1999). Une étude basée sur une approche de double hybride indique qu’il y a 

11 interactions entre les domaines additionnels des aaRS au sein du complexe (Vellekamp and 

Deutscher, 1987), sans compter les interactions potentielles entre les corps catalytiques (Agou 

and Mirande, 1997; Han et al., 2003; Kaminska et al., 2009; Kim et al., 2000; Quevillon et al., 

1999; Rho et al., 1999). Ainsi, il semble que les interactions soient nombreuses et se 

stabilisent mutuellement. On sait par exemple, que la liaison de p38 à la QRS est stabilisée 

par la présence de p43 et de la RRS. La KRS et la DRS sont les enzymes les moins fortement 

ancrées dans le complexe et peuvent être détachées du MSC par simple augmentation de la 

concentration en sel, suivent ensuite la MRS, la QRS et la RRS que l’on retrouve libres dans 

la cellule (Cirakoglu et al., 1985; Han et al., 2006a; Han et al., 2006b; Ko et al., 2001; 

Norcum, 1991). 

 

Les protéines p38, p43 et p18 sont essentielles à l’existence du complexe, p38 semble 

interagir plus ou moins fortement (affinité de 0.3 nM à 5 M ; (Robinson et al., 2000) avec 

toutes les protéines du complexe mais selon des canevas qui n’ont pas encore été clairement 

déchiffrés (Kim et al., 2002). Il a cependant été démontré qu’elle peut interagir fortement avec 

le domaine WHEP, présent sur la WRS, HRS, EPRS, GRS et MRS (Jia et al., 2008; Shiba, 

2002). Cette protéine possède également une fonction en dehors du MSC. En se liant à la 

protéine FUSE, elle promeut l’inhibition de c-myc qui est lui-même un activateur 

transcriptionnel à large champ. P38 semble également être un activateur de p53 (Han et al., 

2008) . Comme p38, p43 est une protéine qui stabilise l’ensemble du MSC (Wolfe et al., 

2003) et qui peut se relocaliser dans la mitochondrie, bien que l’on ne connaisse pas sa 

fonction dans se compartiment (utilisation d’un site d’initiation alternatif ; (Shalak et al., 

2009). P43 est également l’homolgue d’Arc1p et partage avec lui le domaine EMAPII-like 

(que l’on retrouve également dans certaines aaRS) qui peut lui être retiré lors d’un clivage 

apoptotique afin de déclancher toute une panoplie de mécanismes inflammatoires (Shalak et 

al., 2001).  

 

Enfin, le rôle de p18 n’est pas encore bien défini, dans le MSC, elle assure un rôle similaire à 

celui de ses deux partenaires, mais son homologie avec la partie N-terminale de la VRS 

impliquée dans la liaison avec eEF1A pourrait permettre à p18 de recruter ce cargo et créer un 

phénomène de channeling d’aminoacyl-ARNt entre le MSC et le ribosome (Sang Lee et al., 
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2002). Pour être complet j’ajouterai que p18, comme p38, active p53 dont nous avons parlé au 

début de l’introduction (Park et al., 2005). Pour approfondir le sujet, vous pouvez vous référer 

à deux excellentes revues, Aminoacyl-tRNA synthetase-interacting multifunctional proteins 

(AIMPs): a triad for cellular homeostasis de S. Kim (Park et al., 2010) ainsi que Aminoacyl-

tRNA synthetase complexes: molecular multitasking revealed écrite par Michael Ibba et ses 

collègues (Hausmann and Ibba, 2008). 

 

L’exposition de la multitude des fonctions connues pour ces complexes est faite à dessein. En 

effet, à travers le prisme de nos connaissances sur le sujet, on peut distinguer le rôle central de 

ces assemblages dans l’organisation et le contrôle des fonctions de la cellule. La formation de 

ces complexe ne semble pas uniquement faite pour rassembler les aminoacyl-ARNt 

synthétases (aaRS) afin d’augmenter leur capacité d’aminoacylation, effet qui d’ailleurs n’est 

pas mis en évidence dans le cas du MSC, mais plutôt de contrôler par rétention ou relargage, 

des fonctions secondaires que les aaRS auraient acquis au cours de l’évolution, par l’addition 

de domaines supplémentaires ou apparition d’interactants permettant d’étendre leur réseaux 

fonctionnel (Ray et al., 2007).  

 

Ainsi la première hypothèse avancée quant au rôle de ces complexes est de confiner les 

partenaires dans le cytoplasme. Il semble que la majorité des aaRS soient présentes dans le 

noyau humain et formeraient même un potentiel MSC pour y assurer un rôle de contrôle de la 

qualité des ARNt avant export vers le cytoplasme (Steiner-Mosonyi and Mangroo, 2004; 

Wolfe et al., 2003). La MRS humaine, clairement présente dans les nucléoles, est même 

chargée de promouvoir la transcription des ARN ribosomiques(Ko et al., 2000). Ce sujet est 

abordé plus en détail dans la deuxième revue ainsi que dans les commentaires des premier et 

deuxième articles. Cette discussion est faite en parallèle avec l’import mitochondrial des 

aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS). En effet nous avons montré que le complexe AME 

assure un rôle essentiel dans la synchronisation de l’import de ses deux partenaires la MRS et 

l’ERS, importés respectivement dans le noyau et la mitochondrie. 

 

Le plus bel exemple du rôle de régulation des fonctions secondaires portées par les enzymes 

du MSC est celui de la glutamyl-prolyl-ARNt synthétase (EPRS). Le Pr. Paul Fox et son 

équipe ont montré dans une succession de travaux que cette enzyme peut quitter le MSC après 

une double phosphorylation du triple domaine WHEP, assurant le rôle de linker entre les 

partie ERS et PRS (Jia et al., 2008). Cette phosphorylation est déclanchée par un traitement de 
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deux heures à l’interféron  et semble impliquer la voie PKA et/ou CDK (Arif et al., 2009). 

Une fois libre, cette enzyme se lie à un premier partenaire NSAP1 pour former un pré 

complexe inactif puis, environ 14 à 16h plus tard, à deux autres partenaires, L13a et la 

GAPDH pour former le complexe GAIT (-interferon activated inhibition of translation) actif 

capable de se fixer sur un motif spécifique en 3’ d’une trentaine d’ARN messagers codant 

pour des protéines de la réponse inflammatoire (Kapasi et al., 2007; Mazumder et al., 2003; 

Sampath et al., 2003; Sampath et al., 2004). L’EPRS englobée dans le complexe GAIT 

s’ancre sur la tige-boucle et maintien la protéine d’initiation de la traduction eIF4G afin de 

stopper la traduction. Ainsi au bout de 14h une partie de la réponse inflammatoire induite par 

l’interféron est stoppée.  

 

b) Autres fonctions secondaires des aminoacyl-ARNt 
synthétases  

 
Pour terminer cette introduction j’aimerai brièvement évoquer les fonctions alternatives des 

aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) libres qui peuvent également assurer des fonctions 

secondaires. 

L’alanyl- et la thréonyl-ARNt synthétases (A- et TRS) d’Escherichia coli ainsi que l’aspartyl-

ARNt synthétase (DRS) de levure obéissent à un mécanisme d’auto rétrocontrôle qui, comme 

nous l’avons vu, permet de stabiliser leur expression. La première se fixe directement sur son 

gène et inhibe la transcription (Putney and Schimmel, 1981), les deux suivantes inhibent leur 

traduction en se fixant sur une structure en 5’ de l’ARNm mimant la structure de l’ARNt 

homologue (Frugier et al., 2005; Romby and Springer, 2003).  

 

La TRS et la tyrosyl-ARNt synthétase (YRS) humaines possèdent après clivage et sécrétion 

une activité de cytokine (Fleckner et al., 1991; Liu et al., 2004; Wakasugi et al., 2002a; 

Wakasugi et al., 2002b), tout comme l’histidyl-ARNt synthétase, l’asparaginyl-ARNt 

synthétase et la séryl-ARNt synthétase. Cependant ces trois dernières enzymes ne semblent 

pas nécessiter de clivage pour activer leur fonction secondaire (Ramirez et al., 2006). 
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Figure I-19 
 

Résumé des fonctions secondaires attribuées aux différentes aminoacyl-ARNt synthétases. 
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D. Les complexes multi protéiques,  une stratégie simple pour 
coordonner les modules fonctionnels de la cellule 

 
 
Une étude systématique des complexes de la levure a démontré qu’il existe dans cet 

organisme plus de 500 complexes différents formés en moyenne de 5 partenaires (Krogan et 

al., 2006). Ces complexes peuvent être stables afin d’exécuter des tâches complexes 

(ribosome, récepteurs etc.), ou dynamiques dans le but de transférer de l’information 

(complexes d’activation de la transcription, transmission du signal etc.). Mais au-delà de leur 

fonction primaire, ces complexes pourraient nous cacher leur rôle le plus fondamental : la 

régulation des fonctions secondaires de leurs partenaires.  

 

Les travaux de Paul Fox et de ses collaborateurs sur le complexe GAIT et le rôle de l’EPRS 

illustrent ce concept et nous ont amené à repenser les complexes sous un nouveau jour, en 

montrant qu’une fois relâchée, l’EPRS inhibe la traduction et est donc capable d’assurer un 

rôle qui dévie de sa fonction primaire d’aminoacylation. 

 

Ainsi, le MSC (et le ribosome également) peut être considéré comme un dépôt de molécules 

assurant des fonctions primaires en complexe mais pouvant être chargés d’autres fonctions 

non encore élucidées une fois relâchées, qu’il faut alors arriver à isoler en se mettant dans des 

conditions ou la fonction primaire n’interfère pas. Si les exemples ne sont pas nombreux, tout 

complexe macromoléculaire, stable ou non doit être considéré comme étant potentiellement 

une stratégie de contrôle de la fonction alternative de ses partenaires. 

 

Mon travail de thèse a débuté par l’étude du rôle d’une protéine mitochondriale de levure dont 

la fonction était alors inconnue, Pet112. Cette protéine est un homologue des GatB de 

bactéries, cependant, une étude publiée un an avant ma thèse semblait confirmer l’absence de 

voie de transamidation dans la mitochondrie de levure (Rinehart et al., 2005). Après une 

année et demie, mon travail a permis de prouver que cette protéine fait partie d’une 

amidotransférase ARNt-dépendante (AdT) mitochondriale chargée de synthétiser le Q-ARNtQ 

mitochondrial. La surprise est venue du premier partenaire de la voie de transamidation. En 

effet, la glutamyl-ARNt synthétase non discriminante essentielle à la production du 

précurseur mitochondrial E-ARNtQ s’est avéré être l’ERS cytoplasmique (ND-cERS) qui est 
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de facto doublement localisée entre le cytoplasme et la mitochondrie. Cette double 

localisation est contrôlée par Arc1p le partenaire cytoplasmique de la ND-cERS, une protéine 

à ce moment là déjà bien connue. J’ai alors vérifié l’évolution de l’expression de cette 

protéine au cours de l’adaptation de la levure à la respiration. En effet, la levure se prête bien 

à ce genre d’investigations. Il s’est avéré qu’Arc1p est fortement sous exprimée lors de 

l’adaptation à la respiration, alors que la ND-cERS, son partenaire, reste exprimée de manière 

stable. Ce comportement génère un import plus important de la synthétase en augmentant la 

proportion de sa forme libre, seule forme capable d’être importée. Nous avons alors fait un 

bilan des connaissances sur Arc1p qui s’avère être une protéine au fonctions diverses et mal 

connues, mais qui respecte cette idée d’une protéine nodale au cœur de multiples modules. 

 

Au regard des résultats obtenus, je me suis interrogé sur le rôle cellulaire de Arc1p et de sa 

place vraisemblable à l’interface d’au moins deux modules, l’adaptation à la respiration et la 

traduction, via son rôle dans l’import mitochondrial de la ND-cERS afin que celle-ci permette 

la synthèse de Q-ARNtQ dans la mitochondrie. Nous avons alors cherché à savoir quel est le 

rôle physiologique et cellulaire du complexe impliquant Arc1p, le complexe AME, dans 

l’adaptation à la respiration. Ces travaux sont présentés dans le dernier manuscrit de la partie 

principale de ma thèse.  

 

Mon investigation des voies de signalisation de la levure et du schéma transcriptionnel de 

Arc1p nous ont permis de prouver que Arc1p est contrôlé par la voie Snf1/4 et que sa 

répression augmente la quantité de formes libre des deux aaRS qui lui sont fixées, la MRS 

cytoplasmique et la ND-cERS. Ces deux enzymes vont alors respectivement rejoindre le 

noyau et la mitochondrie afin de déclencher de manière synchronisée la production de 

partenaires essentiels à la respiration : les sous unités de la chaîne respiratoire.  

 

Ce rôle de synchroniseur est apparu essentiel et représente le cœur de ces travaux, en effet la 

cellule, pour coordonner spatialement l’expression de gènes de génomes présents dans deux 

compartiments bien distincts, utilise le complexe AME. Ce complexe endosse le rôle de relai 

qui a la charge de transformer un signal qui lui provient de manière verticale en deux signaux 

distincts. Il parvient à le faire via le relargage synchrone de ses deux partenaires. Par cette 

approche, nous avons également pu découvrir par quel moyen est synchronisé une partie de la 

chaîne respiratoire car le respect de la stoichiométrie dans les complexes de la chaîne 
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respiratoire est vital. En effet la désynchronisation de ce système peut mener à la mort de la 

cellule par production massive de radicaux libres. 

 

C’est dans ce rôle de synchronisation et de division du signal reçu par relargage ou rétention 

de ses partenaires que les complexes deviennent essentiels selon nous. Il est certain que ce 

type de système et de signalisation va devenir de plus en plus courant à mesure que 

l’évolution des techniques permettra de séparer la fonction primaire de la fonction secondaire 

d’une protéine afin de contrôler celle-ci et d’étudier son rôle. 
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II. Résultats et discussion 
 

A. La formation de glutaminyl-ARNt glutamine dans les organites 
 

Les mitochondries et chloroplastes ont la particularité de posséder leur propre génome qu’il 

faut transcrire puis traduire. En ce qui concerne la traduction, les organites possèdent leur 

propre système d’aminoacylation ainsi qu’un ribosome organellaire spécifique. Cependant le 

génome mitochondrial humain, par exemple, n’a conservé que 13 gènes codant pour des 

partenaires de la chaîne respiratoire ou des protéines impliquées dans la régulation de sa 

formation, 22 gènes d’ARN de transfert et 2 gènes d’ARN ribosomiques (le 16S et le 12S cf. 

I.C.1.d). Le génome de la levure quant-à lui code 18 gènes de protéines, 25 gènes d’ARN de 

transfert 2 gènes d’ARN ribosomiques (21S et 15S) (Gray et al., 2001) et un gène de l’ARN 

catalytique de la RNAseP. Il arrive même que le génome mitochondrial de certains 

organismes primitifs ne codent plus aucun gène d’ARNt (C'est le cas des trypanosomes; 

Benne, 1994).  

 

Comme le génome mitochondrial ne code aucune aminoacyl-ARNt synthetase et que parfois 

certains gènes d’ARNt sont manquant, cet organite doit absolument importer ses aminoacyl-

ARNt synthétases (aaRS) et éventuellement les ARNts qui manquent. C’est pourquoi nous 

devrions trouver dans le génome nucléaire de tous les eucaryotes étudiés jusqu’à présent 20 

gènes codant les aaRSs dédiées à l’aminoacylation cytoplasmique et 20 codant les aaRSs 

mitochondriales. Ces dernières, uniquement dédiées à l’aminoacylation des ARNt 

mitochondriaux portent, en général, une pré-séquence d’adressage du côté N-terminal qui sert 

de signal d’import. Cette séquence est globalement basique et prend généralement la forme 

d’une hélice . Elle permet à la protéine d’être reconnue par le système TOM d’import 

mitochondrial, qui va la déplier puis la transférer au complexe TIM. Ce dernier fait pénétrer la 

protéine dans la matrice mitochondriale où la séquence d’adressage est clivée grâce à la 

chaperone HSP70 qui assiste une protéase spécifique. Il existe d’autres types de séquences 
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d’adressage internes qui sont beaucoup moins bien caractérisées car plus difficilement 

identifiables.(Pour une bonne revue cf: Bolender et al., 2008).  

 

On retrouve donc dans les génomes nucléaires des gènes spécifiques d’aaRS mitochondriales 

facilement identifiés par la présence de pré séquences d’adressage. Il arrive cependant qu’on 

ne puisse pas trouver la version mitochondriale et qu’il n’y ait qu’une version cytoplasmique 

du gène l’aminoacyl-ARNt synthétase en question. Dans ce cas le gène encode la plupart du 

temps les deux formes grâce à deux sites alternatifs d’initiation de la traduction, aboutissant à 

deux produits traductionnels différents, l’un importable car synthétisé avec une pré séquence 

d’adressage et l’autre qui reste dans le cytoplasme (Chatton et al., 1988; Tang et al., 2004; 

Turner et al., 2000). 

 

Il existe cependant un exemple échappant à tous ces cas de figure, la glutaminyl-ARNt 

synthétase mitochondriale (mQRS). En effet on ne retrouve jamais de gène codant pour cette 

enzyme, et ceci dans tous les génomes des eucaryotes séquencés à ce jour. De plus dans la 

quasi-totalité de ces eucaryotes, le gène de la QRS cytoplasmique ne possède pas de site 

alternatif d’initiation de la traduction. La seule exception recensée à ce jour est celle des 

eucaryotes unicellulaires Leishmania tarentolae et Trypanosoma brucei où il a été montré 

qu’il existe une activité mQRS mais la forme mitochondriale issue de la traduction alternative 

du gène unique de QRS n’a pas encore été caractérisée (Nabholz et al, 1994 ; Rinehart et al, 

2004) 

 

Ainsi, plusieurs cas de figures peuvent être envisagés afin de synthétiser le Q-ARNtQ 

mitochondrial : premièrement la QRS cytoplasmique est importée grâce à des séquences 

d’adressage internes, soit il y a utilisation d’une voie de transamidation organellaire. Ce 

dernier cas de figure nécessiterait l’import d’une glutamyl-ARNt synthétase non 

discriminante (ND-ERS) et d’une amidotransférase ARNt-dépendante (AdT) qui assureront la 

synthèse du Q-ARNtQ mitochondrial. 

 

Au moment où nous avons rédigé cette revue, l’équipe de Laurence Drouard-Maréchal en 

collaboration avec notre équipe venait de démontrer que la voie de transamidation est utilisée 

pour la synthèse du Q-ARNtQ dans la mitochondrie et le chloroplaste d’A.thaliana et que ces 

2 organites utilisent la même AdT organellaire doublement adressée (Pujol et al., 2008). En 

revanche, trois années plus tôt, l’équipe de Dieter Söll publiait un article suggérant que cette 
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même voie indirecte était absente de la mitochondrie de levure (Rinehart et al., 2005). Ainsi, 

nous discutons dans la revue suivante le problème que pose l’identification de la voie de 

formation du Q-ARNtQ dans les organites, en nous appuyant sur les informations disponibles 

à ce moment sur les plantes (A.thaliana et l’orge), la levure, ainsi que deux parasites, T.brucei 

et L.tarentolae.  

 

À la lumière des informations disponibles nous avançons un concept général, si l’organisme 

en question possède un gène d’ARNtQ dans son génome mitochondrial et que son génome 

nucléaire code la protéine Pet112, homologue de la sous-unité GatB des AdT procaryotiques, 

il est très probable qu’il utilise une voie de transamidation organellaire. Il doit donc y avoir 

import d’une ND-ERS ainsi que d’une AdT dans la mitochondrie.  

 

À l’inverse, s’il n’y a pas d’ARNtQ codé par le génome mitochondrial et que le gène codant la 

protéine Pet112 est absent du génome nucléaire, il est vraissemblable que cet eucaryote 

importe la voie cytoplasmique (la QRS cytoplasmique et l’ARNtQ cytoplasmique) de 

formation du Q-ARNtQ. La seule exception à ce paradigme restait la levure S. cerevisiae, qui 

possède la protéine Pet112 et un  gène codant l’ARNtQ dans le génome mitochondrial alors 

qu’il avait été montré qu’elle importe la voie cytoplasmique de formation du Q-ARNtQ. Nous 

le verrons dans la partie suivante, les travaux menés au cours de ma thèse sur la protéine 

mitochondriale de levure Pet112 rétabliront le paradigme que nous avons établi dans cette 

revue. 
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B. Composants et mécanismes de contrôle de la voie de  
formation du glutaminyl-ARNt glutamine dans la mitochondrie de 
Saccharomyces cerevisiae 

 
 
Notre revue se termine sur un constat, la glutaminyl-ARNt synthétase (QRS) du cytoplasme 

de levure est importée dans la mitochondrie, avec deux des trois types d’ARNtglutamine 

cytoplasmique différents par leur anticodon (ARNtQ1 : UUG, ARNtQ3 : CUG) (Rinehart et 

al., 2005).  

 

Des indices semblent, cependant, indiquer que la levure pourrait utiliser une amidotransférase 

pour la synthèse du glutaminyl-ARNtglutamine (Q-ARNtQ) mitochondrial. En effet, elle possède 

un gène mitochondrial codant pour un ARNtQ ainsi que des gènes nucléaires codant des 

homologues des sous-unités GatB et GatA des amidotransférases ARNt-dépendantes (AdT) 

bactériennes, respectivement PET112 (codant la protéine Pet112) et YMR293C. La délétion de 

PET112 générant un phénotype "petite" qui est caractéristique d’un gène codant une protéine 

essentielle de la mitochondrie (Mulero et al., 1994), il était envisageable qu’une AdT 

mitochondriale existe dans la mitochondrie de levure. Cette hypothèse était d’autant plus 

réaliste que le phénotype petite induit par la délétion du gène PET112 pouvait être 

complémentée par l’expression d’une sous-unité GatB bactérienne fusionnée à une séquence 

N-terminale d’adressage mitochondrial (Kim et al., 1997). 

 

Cependant, si la voie cytoplasmique de formation du Q-ARNtQ est effectivement importée 

dans la mitochondrie de levure, Pet112 n’a pas de raison de faire partie d’une AdT. 

L’alternative qu’il restait à vérifier était si l’évolution de la levure avait effectivement fait 

dévier la protéine Pet112 de son rôle de sous-unité d’une enzyme de la traduction, ce qui était 

un projet particulièrement intéressant. 

 

J’ai donc débuté ce projet, que mon directeur de thèse m’a proposé, en 2006 en cherchant  les 

interactants de la protéine Pet112 par purification d’affinité en tandem (TAP), à partir d’une 

souche de levure dans laquelle la séquence de l’étiquette TAP avait été introduite en 3’ du 

gène PET112. Cette purification a permis d’isoler un complexe trimérique parfaitement 

semblable à une AdT puisqu’il est composé de Pet112 (orthologue de GatB), de l’amidase 

YMR293C (orthologue de GatA) et d’une troisième sous-unité dont la fonction était 

inconnue, YGR102C mais identifiée comme une chaperonne mitochondriale putative 
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(orthologue de GatC). Nous avons par la suite renommé cette dernière GatF en raison de 

l’absence d’homologie de séquence avec les sous-unités GatC bactériennes (F car les lettres 

A, B, C, D, et E avaient été utilisée successivement, mais également parce que F correspond à 

la première lettre de Fungi) 

 

J’ai alors cloné les trois gènes de l’AdT GatFAB de levure sous forme d’opéron artificiel 

(avec une étiquette hexahistidine en C-terminal de la protéine GatB) dans un plasmide 

d’expression bactérien et cherché à obtenir un clone surexprimant l’AdT. Mais aucun des 

plasmides d’expression que j’ai créés ni aucune des techniques classiques d’expression 

utilisées n’ont permis d’obtenir l’AdT recombinante. Au bout d’un an et demi de tests 

d’expression et après avoir utilisé la plateforme de l’IGBMC et testé de nombreuses 

constructions (plasmides, promoteurs différents etc…) dans autant de systèmes d’expression 

(Gateway pour différentes souches d’E.coli, de Baculovirus, de Pichia) nous avons opté pour 

la fabrication d’un opéron synthétique composé des gènes gatf, gata et gatb auprès d’une 

compagnie privée nommée GenScript. Leur stratégie est très intéressante : ils optimisent 

l’usage des codons en fonction de l’organisme (et même de la souche) utilisée pour 

l’expression hétérologue (en l’occurrence E.coli BL21) et surtout ils introduisent des 

mutations conservatives qui abolissent les structures secondaires que pourrait adopter le 

messager afin de faciliter le passage des ribosomes sur l’ARNm lors de la traduction.  

 

Cela m’a permis, après transformation dans la souche BL21, d’obtenir une souche 

surexprimant une quantité suffisante de protéine pour commencer les tests fonctionnels. Les 

expériences que j’ai menées nous ont d’abord permis de prouver que les trois protéines 

s’assemblent bien en un trimère et que ce trimère GatFAB possède une activité AdT. Ces 

premiers tests ont été réalisés avec un aspartyl-ARNt asparagine (D-ARNtN) hétérologue 

bactérien, en partant du principe que l’AdT GatFAB comme toutes les AdT trimériques de 

type GatCAB est une E-D-AdT (Curnow et al., 1998). En parallèle, des tests de 

transamidation effectués grâce à des extraits protéiques mitochondriaux et de l’ARNt 

mitochondrial total, couplés à des expériences de localisation mitochondriale pour chacune 

des trois sous-unités fusionnées à la GFP, nous ont permis de montrer que tous les partenaires 

de la voie de transamidation (activité glutamyl-ARNt synthétase non discriminante ou ND-

ERS ainsi que AdT) sont bien présents dans cet organite et sont bien responsables de la 

formation de Q-ARNtQ mitochondrial. 
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Afin de disposer de tous les outils nécessaires à la caractérisation in vitro des étapes de la voie 

mitochondriale de transamidation, j’ai tout d’abord dû purifier les ARNtE et Q mitochondriaux 

à partir d’ARNt mitochondrial non-fractionné. Une adaptation de la méthode de purification 

par oligonucléotides biotinylés décrite dans l’article de Rinehart et de ses collègues fut 

nécessaire, car les conditions qu’ils utilisaient ne m’ont pas permis de reproduire la 

purification de l’ARNtQ mitochondrial telle qu’ils la décrivaient. Cette technique se base sur 

la complémentarité de séquence entre un oligonucléotide biotinylé immobilisé sur une matrice 

de streptavidine-Sepharose et l’espèce d’ARNt que l’on veut purifier. 

 

A ce stade de l’étude, nous avions caractérisé l’AdT mitochondriale, et prouvé qu’il existait 

bien une voie de transamidation mitochondriale responsable de la formation de Q-ARNtQ. Il 

nous restait encore à identifier la glutamyl-ARNt synthétase mitochondriale non discriminante 

(ND-ERS) responsable de la formation du E-ARNtQ substrat de l’AdT.  

 

J’ai tout d’abord cloné, surexprimé et purifié l’ERS mitochondriale, mais les tests d’activité 

que j’ai effectué avec de l’ARNtQ mitochondrial pur de levure ont confirmé son caractère 

discriminant montré également par Rinehart et ses collègues quelques années auparavant 

(Rinehart et al., 2005). L’ERS mitochondriale est incapable de charger l’ARNtQ 

mitochondrial avec du E et donc n’est pas la ND-ERS mitochondriale que nous recherchions. 

 

Comme le génome de la levure ne code que deux glutamyl-ARNt synthétases distinctes 

(ERS), celle que nous venions de tester (l’ERS mitochondriale) et la glutamyl-ARNt 

synthétase cytoplasmique, nous en avons en quelque sorte "mathématiquement" déduis que si 

l’ERS mitochondriale n’était pas la ND-ERS, alors l’ERS cytoplasmique devait l’être. Bien 

que mathématiquement inattaquable notre hypothèse se heurtait à deux obstacles majeurs : 

cette aaRS avait déjà fait l’objet d’études très appronfondies qui ont indubitablement prouvées 

qu’elle est bien cytoplsamique et ne possède pas de séquence d’import mitochondrial à son 

extrémité N-terminale, et jamais il n’a été rapporté qu’elle pouvait charger un autre ARNt que 

l’ARNtE cytoplasmique. J’ai tout de même surproduit et purifié l’ERS cytoplasmique qui s’est 

avérée être non-discriminante dans une expérience d’aminoacylation in vitro, puisque capable 

de charger l’ARNtQ mitochondrial purifié avec du E. Nous nous sommes dès lors attelés à 

vérifier si cette ND-ERS pouvait être importée dans la mitochondrie. 
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Mélanie Brayé, notre technicienne, m’a aidé à mettre en évidence la localisation 

mitochondriale de l’ERS cytoplasmique par Western Blot. J’ai confirmé ces résultats avec 

l’aide de Bruno Senger grâce à des approches de génétique de levure qui nous ont permis de 

monter que la séquence d’import mitochondriale de la ND-ERS cytoplasmique (ND-cERS) est 

composée des résidus 191 à 199. En effet, la levure est encore capable de croître sur milieu 

respiratoire avec une ND-ERS progressivement raccourcie de N vers C, jusqu’à ce que le 

peptide 191-199 soit retiré. Ces expériences et les précieux conseils de Bruno m’ont 

également permis de m’initier à la puissance de ce type de techniques de croisement puis de 

chasse de plasmide permettant de remplacer très facilement un gène essentiel par une copie 

modifiée.  

 

Cette expérience montrait indubitablement que l’ERS cytoplasmique était une enzyme 

essentielle à la mitochondrie. Comme son activité de formation du E-ARNtE cytoplasmique 

est également essentielle pour la synthèse protéique cytoplasmique, nous nous sommes 

demandés comment cette enzyme essentielle pour les deux compartiments pouvait être 

doublement localisée. 

 

L’ERS cytoplasmique de levure et la méthionyl-ARNt synthétase se distinguent de toutes les 

autres aaRSs cytoplasmiques de cet organisme puisqu’elles forment un complexe avec une 

protéine appelée Arc1p. Cependant la raison pour laquelle ce complexe se forme est encore en 

grande partie méconnue. 

 

Nos résultats suggèrent une explication plausible à ce phénomène : comme cette ERS peut 

charger l’ARNtQ dans la mitochondrie, la liaison à Arc1p restreint la spécificté de l’ERS au 

seul ARNtE lorsquelle est dans le cytoplasme. Nous avons alors émis l’hypothèse qu’en plus 

de restreindre sa spécificité pour l’ARNt, elle pourrait aussi, en se liant à l’ERS, restreindre 

ou réguler sa localisation subcellulaire. 

 

Pour vérifier notre hypothèse nous avons comparé par Western Blot et microscopie confocale, 

la quantité d’ERS cytoplasmique importée dans les mitochondries de levure d’une souche 

sauvage et d’une souche privée d’Arc1p (le gène ARC1 n’est pas essentiel). Ces expériences 

ont montré qu’il y a nettement plus de ND-ERS cytoplasmique dans la mitochondrie d’une 

souche qui n’exprime pas Arc1p. Ce partenaire cytoplasmique maintient donc la ND-ERS 

dans le cytoplasme en se fixant sur sa partie N-terminale et en masquant la séquence d’import 
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mitochondriale. Enfin, nous avons pu montrer, par Western Blot, qu’Arc1p est fortement sous 

exprimé lorsque la levure respire, et ceci de façon à libérer et permettre l’import d’une 

quantité plus importante de ND-ERS dans la mitochondrie qui devient essentielle pour la 

levure qui adopte ce métabolisme. C’est ce résultat qui a servit de point de départ pour la 

dernière étude que j’ai menée au cours de ma thèse et qui concerne la dynamique de 

régulation d’Arc1p au cours de l’adaptation à la respiration. Nous le verrons un peu plus loin, 

ce mécanisme est essentiel pour la mise en place du métabolisme respiratoire. 
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Si je ne devais retenir que deux messages que ce travail a tenté de faire passer ce seraient les 

suivants : i) même si une protéine a une localisation subcellulaire bien établie (comme c’est le 

cas pour l’ERS cytoplasmique) et qu’il existe par ailleurs déjà un orthologue dans un autre 

compartiment subcellulaire (comme c’est le cas de l’ERS mitochondriale) cela ne signifie pas 

que les deux formes sont uniquement restreintes aux compartiments dans lesquels elles ont été 

identifiées initialement. Dans notre cas l’ERS cytoplasmique va dans la mitochondrie même si 

cet organite contient déjà une ERS qui lui est propre. ii) Nous avons mis en évidence une 

nouvelle stratégie de double localisation d’un même peptide dans le cytoplasme et la 

mitochondrie: la séquestration cytoplasmique par liaison à une protéine jouant le rôle d’ancre. 

Ceci signifie qu’il n’existe pas dans la levure d’ERS cytoplasmique per se, elles sont toutes 

deux mitochondriales, mais l’une d’entre-elles est retenue dans le cytoplasme. Cette étude a 

également soulevé un certain nombre de questions que je n’ai pas eu le temps d’étudier et qui 

feront probablement l’objet d’études ultérieures dans mon équipe d’accueil. 

 

La question de l’import et du rôle de la glutaminyl-ARNt synthétase (QRS) cytoplasmique 

dans les mitochondries de levure reste toujours irrésolue. Nous décrivons dans la partie des 

résultats supplémentaires le clonage du gène de cette aminoacyl-ARNt synthétase fusionnée à 

la séquence d’import mitochondrial de la malate deshydrogénase (MDH) et sous dépendance 

d’un promoteur fort. Cette construction a ensuite été insérée dans une souche pet112 shuffle. 

Dans cette souche le gène pet112 n’est pas chromosomique mais sur un plasmide. Elle est 

équivalente à une souche sauvage et donc possède des mitochondries pleinement 

fonctionnelles. Nous avons ensuite chassé le plasmide portant pet112 afin de ne laisser que le 

plasmide portant notre construction MDH-QRS (cf. material & methods de l’article). Le 
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phénotype classique induit par la délétion de pet112 est un phénotype petite, en effet comme 

le gène est absent, l’amidotransférase ne peut se former et la mitochondrie ne produisant plus 

de Q-ARNtQ (ou peu, la QRS importée du cytoplasme est sensée en fabriquer) la synthèse 

protéique mitochondriale est bloquée. La cellule perd alors l’activité mitochondriale et ne peut 

plus croître sur une source de carbone uniquement respirable (glycérol). 

 

Le travail de l’équipe du Pr. Dieter Söll a montré que la QRS cytoplasmique est capable de 

charger l’ARNtQ mitochondrial substrat de l’amidotransférase de levure (Rinehart et al., 

2005), nous pensions donc compenser l’absence de la voie indirecte (délétion de PET112) en 

augmentant la quantité de QRS qui est importée, car notre construction s’ajoute au gène 

sauvage porté par le génome. Comme vous pouvez l’observer, le phénotype petite n’est pas 

levé par la transformation de la souche avec le plasmide surexprimant la QRS fusionnée à une 

séquence d’adressage mitochondriale. Cette expérience montre que la QRS ne peut remplacer 

la voie transamidation (supplemental figure 3). De plus, aucune des tentatives d’identification 

des ARNtQ cytoplasmiques dans la fraction d’ARNt mitochondrial total n’a confirmé les 

résultats obtenus par Rinehart et ses collègues (dans notre contexte expérimental). En 

conclusion, il semble que si la QRS est réellement importée du cytoplasme, sa fonction doit 

obligatoirement avoir dévié de l’aminoacylation de l’ARNtQ codé par le génome 

mitochondrial. 

 

La ND-ERS cytoplasmique de levure appartient à une nouvelle famille d’ERS qui s’apparente 

à celle de l’ERS2 d’Helicobacter pylori qui ne charge que l’ARNtQ et plus l’ARNtE. 

Néanmoins dans notre cas il existe une différence subtile apportée par la 

compartimentalisation des ARNt substrats de la ND-ERS cytoplasmique. Dans le cytoplasme 

elle ne charge que l’ARNtE et dans la mitochondrie que l’ARNtQ. Cette observation nous a 

poussé à rechercher quels éléments communs avaient ces ARNts. Nous nous sommes aperçus 

que l’élément commun majeur était la présence dans l’ARNtE cytoplasmique et l’ARNtQ 

mitochondrial de la même première paire de bases U1-A72 dans le bras accepteur ; alors que 

cette paire de bases est remplacée par une paire G1-C72 dans l’ARNtQ cytoplasmiques et 

ARNtE mitochondrial. Or, nous savons d’après un travail mené au laboratoire (Bailly et al., 

2006) que l’élément essentiel qui détermine si un aminoacyl-ARNt peut être transamidé par 

une AdT de type GatCAB est la première paire de bases des ARNt N ou Q qui est toujours une 

paire U1-A72. En d’autres termes, l’ARNtE cytoplasmique de levure possède tout les 

déterminants qui lui permettraient d’être transamidé. Chez un procaryote, cette situation serait 
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très dangereuse, puisque n’ayant pas de compartimentalisation subcellulaire cet E-ARNtE 

serait en contact de l’AdT et donc transamidé en Q-ARNtE, ce qui provoquerait des erreurs de 

décodage, probablement létales, des codons glutamate. Chez la levure la dangerosité d’une 

telle ressemblance de l’ARNtE et de l’ARNtQ est neutralisée par leur compartimentalisation. 

 

Cette inversion des déterminants mitochondriaux et cytoplasmiques des ARNt du système 

E/Q permet à la cellule de faire naviguer une même synthétase entre les deux compartiments 

alors qu’elle n’y décode pas le même acide aminé. Du point de vue de l’évolution on peut 

comprendre qu’il est plus facile de voir apparaître un changement de paire de bases sur 

l’ARNt plutôt qu’un remaniement des mécanismes de reconnaissance d’une protéine qui 

nécessiterait probablement la mutation de nombreux résidus de la protéine. En ce sens, nous 

pouvons considérer les éléments d’identité des ARNts comme un second type de code 

génétique car ils sont également garants de la correspondance codon/acide aminé. 

 

Nous sommes allé plus loin et avons comparé toutes les séquences mitochondriales et 

cytoplasmiques d’ARNt E et Q eucaryotiques disponibles dans les banques de données avec 

l’aide précieuse d’un doctorant de notre équipe, Frédéric Fischer, qui est très intéressé par ces 

questions d’évolution. Nous avons observé qu’il y a systématiquement inversion des 

déterminants cytoplasmiques et mitochondriaux : les ARNtQ et E cytoplasmiques possèdent 

tous respectivement un G1-C72 et un U1-A72 et, à l’inverse, les ARNtQ et E mitochondriaux 

ont respectivement un A1-U72 et un G1-C72, à l’exception des apicomplexes. Rappelons que 

ces organismes n’ont plus d’ARNts portés par le génome mitochondrial et qu’ils n’ont pas de 

GatCAB dans leur génome nucléaire. 

 

En conclusion il semblerait donc que tous les eucaryotes utilisent une voie de formation 

indirecte du Q-ARNtQ mitochondrial mais également une ND-ERS doublement localisée. 

Leurs présences sont trahies respectivement par i) des gènes nucléaires codant pour une 

potentielle AdT et des gènes d’ARNts dans le génome mitochondrial, ainsi que ii) par 

l’inversion des déterminants dont nous venons de parler. Cette dernière hypothèse est 

renforcée par le fait que l’on retrouve des gènes codant des protéines homologues d’Arc1p 

chez tous les eucaryotes. Ces protéines pourraient être parfaitement jouer le rôle d’ancre 

cytoplasmique pour une ND-ERS doublement localisée. 

Alors que nous finissions le projet de levure, j’ai commencé à faire des expériences afin de 

vérifier si le système que nous avions trouvé chez la levure se retrouvait également chez 
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l’Homme. Ce projet est aujourd’hui poursuivit par Guillaume Octobre, un chercheur post-

doctorant de notre équipe. Chez l’homme l’ERS cytoplasmique se fixe à p38 dans le 

cytoplasme ( I.C.4.a)(3) ), même si la complexité de l’organisme et de ses composants 

augmente, on peut penser, comme nous allons le voir, qu’un système équivalent à celui de la 

levure a été mis en place pour la synthèse du Q-ARNtQ mitochondrial humain. 

 
 
 

C. Composants et mécanismes de contrôle de la voie de  
formation du glutaminyl-ARNt glutamine dans la mitochondrie 
Humaine 

 

1. Contexte 

 
Il est facile de trouver les séquences des trois sous unités de l’amidotransférase humaine par 

recherche bioinformatique. Ainsi, lorsque je travaillais à l’expression de l’amidotransférase de 

levure, j’ai également entrepris de cloner les trois sous unités GatA, B et C d’une potentielle 

amidotransférase mitochondriale humaine. Le Dr. Jean-Marie Garnier de l’IGBMC m’a 

fourni une banque de cDNA de cerveau de fœtus humain qui m’a permis d’amplifier puis de 

cloner les trois gènes, gatA, gatB et gatC dans le vecteur de sous-clonage pCR-TOPO 2.1. 

Alors que je finissais ces clonages, nous nous sommes rendu au tRNA Workshop à Uppsala 

(Suède) et avons pu constater que l’équipe Japonaise du Pr. T.Suzuki de l’université de Tokyo 

était bien plus avancée que nous dans la caractérisation de la voie de formation du Q-ARNtQ 

mitochondrial humain. Ils avaient mis en évidence l’activité de transamidation ARNt-

dépendante de la GatCAB humaine recombinante. Ils n’avaient toutefois pas encore identifié 

la ND-ERS à l’origine de la formation du E-ARNtQ dans la mitochondrie (la mésacylation de 

leur ARNtQ était faite avec un extrait protéique mitochondrial contenant de facto la ND-ERS). 

J’ai donc décidé de mettre ce projet de côté pour me focaliser sur le projet de levure. 

 

Il s’est ensuite écoulé environ un an avant que nous puissions mettre en évidence le système 

de transamidation de la levure, et ses spécificités quant à l’import mitochondrial de la ND-

ERS cytoplasmique. L’équipe du Pr. Suzuki n’ayant toujours pas publié son travail sur la voie 

de transamidation mitochondriale humaine, nous avons pensé que son équipe butait sur 
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l’identification de la ND-ERS humaine, car selon toute vraisemblance l’ERS mitochondriale 

humaine est également discriminante et ne peut donc pas charger l’ARNtQ mitochondrial. 

 

En effet, comme chez la levure, on retrouve une inversion des déterminants des ARNtE et Q 

cytoplasmiques et mitochondriaux suggérant que la ND-ERS est l’ERS cytoplasmique et non 

l’ERS mitochondriale. Des alignements de séquences montrent également que les ERS 

mitochondriales humaines et de levure sont proches, tout comme les enzymes cytoplasmiques 

qui sont également fortement similaires, ce qui renforce l’hypothèse d’une fonction identique. 

Néanmoins, le système humain semble beaucoup plus complexe, l’ERS cytoplasmique 

humaine est retrouvée fusionnée à la PRS (prolyl-ARNt synthétase, EPRS) via un linker 

composé de trois domaines WHEP. Chacun de ces domaines est composé de deux hélices  

qui sont capables de se lier à la protéine p38, un homologue fonctionnel d’Arc1p, et qui 

permet à l’EPRS de faire partie du MSC. (I.C.4.a)(3)  

Le Pr. Shiba de l’université de Tokyo, a mis en évidence par analyse bioinformatique que ces 

domaines WHEP sont issus de l’évolution de séquences d’adressage mitochondrial (Shiba, 

2002). Un autre travail montre qu’en plus de se fixer à p38, ces domaines WHEP sont 

reconnus par la chaperone HSP90 (Kang et al., 2000) qui, chez l’humain, est chargée de 

transporter les protéines mitochondriales possédant des séquences d’adressage internes vers la 

machinerie d’import mitochondriale (Young et al., 2003). Ainsi, toute une série d’indices 

nous confortent dans notre hypothèse selon laquelle l’ERS cytoplasmique humaine pourrait 

être importée dans la mitochondrie et assurer le rôle de ND-ERS dans la voie de 

transamidation. L’EPRS pourrait soit être importée dans son intégrité ou bien être clivée lors 

de sa translocation à travers les complexes d’import mitochondriaux afin de ne faire se 

relocaliser que la partie ERS de l’EPRS. 

2. Clonage, purification et tests de l’activité de 

transamidation de l’amidotransférase GatCAB humaine 

 
Afin de gagner un temps précieux face à l’équipe japonaise concurrente qui tardait toujours à 

publier ses résultats, nous avons fait synthétiser l’opéron codant pour la GatCAB humaine en 

suivant exactement la même stratégie que celle décrite dans l’article précédent. Son 

organisation est représentée sur la Figure II-1. 
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Le plasmide pET20b-hsaGatCAB a ensuite été inséré dans une souche d’E.coli BL21 DE3. 

La production du complexe codé sous forme d’opéron artificiel a été induite par addition 

d’une concentration finale de 0,2 mM d’IPTG dans une culture à 37°C ayant atteint une 

densité cellulaire correspondant à A600 nm = 0.6. L’expression s’est faite à 18°C sur la nuit. Les 

cellules ont été récupérées puis cassées selon la procédure classique décrite dans la section 

des Méthodes Supplémentaires de la publication précédente (Frechin et al., 2009). L’AdT 

GatCAB mitochondriale humaine, contenue dans l’extrait obtenu, a été purifiée sur colonne 

Talon (CloneTech). Cette matrice est saturée en ion divalent cobalt Co2+ permettant de retenir 

l’extension 6×Histidine que nous avons placée à l’extrémité C-terminale de la sous-unité 

GatB de l’AdT humaine comme le montre la Figure II-2.     

 
Figure II-1 

 
Architecture de l’opéron HsaGatCAB élaboré afin de surexprimer et purifier le complexe de l’AdT GatCAB 

humaine. Cette stratégie a été largement utilisée pour la surexpression des AdT bactériennes et est très bien 

décrite dans cette revue (Bailly et al., 2008). Elle permet d’exprimer tout un groupe de gènes sous le contrôle 

d’un seul promoteur transcriptionnel appelé opérateur (Alpers and Tomkins, 1965). Le terme d’opéron a été 

proposé pour la première fois par Jacques Monod en 1960 dans un compte rendu de l’académie des sciences 

Francaise (Jacob et al., 1960). Il reçut d’ailleurs en 1965 un prix Nobel de Physiologie et de Médecine pour cette 

découverte avec François Jacob et André Michel Lwoff. On peut retrouver quelques ARN messagers 

polycistroniques chez des eucaryotes comme C.elegans ou la drosophile (Brogna and Ashburner, 1997; Spieth et 

al., 1993). 
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Figure II-2 

L’intéraction entre une séquence poly-histidine et la matrice Talon se fait grâce à l’établissement de liaisons de 

coordination autour d’un ion cobalt Co2+. Cette coordination implique un groupement nitrilotriacétate fixé à la 

matrice et les noyaux imidazole des histidines. L’addition d’imidazole libre induit le décrochage de la poly-

histidine par compétition. 

 

Après charge de l’extrait brut sur la colonne d’affinité, la matrice a été lavée avec un tampon 

contenant 25 mM d’imidazole identique à celui utilisé pour la purification de la GatFAB de 

levure, puis l’AdT humaine est éluée par addition du même tampon contenant cette fois-çi 

100 mM d’imidazole. La Figure II-3 montre le gel obtenu lors d’une purification de GatCAB 

humaine. Les protéines contenues dans les fractions d’élution contenant 100 mM d’imidazole, 

ont été dialysées contre le tampon sans imidazole et directement utilisées pour un test de 

transamidation dans des conditions rigoureusement identiques à celles décrites 

précédemment.(Frechin et al., 2009)  
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Figure II-3 

Séparation par électrophorèse sur gel de polyacrilamide 12% en conditions dénaturantes des protéines contenues 
dans un aliquote de chacune des fractions de la purification de l’AdT GatCAB humaine. Les concentrations 
indiquées se réfèrent à l’imidazole. 
 
 
Comme on peut le voir sur la Figure II-4, l’AdT GatCAB humaine est capable de transamider 

un aminoacyl-ARNt hétérologue mésacylé, en l’occurrence du D-ARNtN de Thermus 

thermophilus. En effet, comme je l’ai déjà indiqué auparavant, les AdT de type GatCAB sont 

double spécifiques et donc capables d’activer et de transamider du glutamate (E) en glutamine 

(Q) ou de l’aspartate (D) en asparagine (N) à condition que ces acides aminés soient fixés sur 

un ARNtQ ou N dont la première base est un U1-A72. Comme c’est la présence généralement la 

présence ou l’absence d’une asparaginyl-ARNt synthétase (NRS) et/ou d’une QRS qui permet 

de deviner la spécificité d’une AdT de type GatCAB (E-AdT ou D-AdT), je précise, qu’en 

l’occurrence, la mitochondrie humaine possède une asparaginyl-ARNt synthétase (NRS) 

mitochondriale bien identifiée par sa séquence d’adressage, ainsi qu’une DRS mitochondriale 

présumée discriminante, il est donc peu probable que la GatCAB humaine présente une 

activité Asp-AdT dans cet organite. Toutefois l’ARNtN mitochondrial possèdant une paire de 

bases U1-A72 il est potentiellement transamidable si par hasard il était chargé avec du D. 
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Figure II-4 

 
Test de transamidation du D-ARNtN de T. thermophilus en N-ARNtN catalysé par l’AdT GatCAB humaine. En 

présence de la GatCAB, de l’asparagine (N) est formée de manière ARNt-dépendante. Les conditions 

expérimentales sont décrites en détail dans la partie Méthodologique de la publication précédente (Frechin et al., 

2009). Le principe de ce test d’activité est le suivant : du [14C]D est chargé sur de l’ARNtN de T.thermophilus 

grâce à la ND-DRS du même organisme, puis Le [14C]D-ARNtN est incubé en présence de l’AdT humaine, 

d’ATP et d’un donneur d’amide (généralement la glutamine). Après un temps variable d’incubation, les 

aminoacyl-ARNts ainsi que les ARNts non chargés sont précipités afin d’éliminer le [14C]D libre n’ayant pas 

servi lors de la réaction et le [14C]N libre qui pourrait avoir été formé par des traces d’asparagine synthétase 

contaminant notre préparation d’AdT. Les aminoacyl-ARNts sont déacylés en conditions alcalines puis le milieu 

réactionnel est neutralisé par addition de potasse, sèché sous vide (Speed-Vac) repris dans un volume minimal 

d’eau desionisée et déposé sur une plaque de cellulose qui va servir de support à la chromatographie en couche 

mince. Un flux de solvant acide va ensuite séparer le [14C]D du [14C]N contenus dans le milieu réactionnel. Dans 

ces conditions, le [14C]N a un rapport d’affinité matrice/solvant plus élevé que celui du [14C]D et migre donc 

moins vite. L’image est ensuite révélée par exposition sur plaque photosensible (image plate) ou film 

d’autoradiographie et révélée par scanning dans un Phosporimager ou dévéloppement photographique. Sur cette 

image le sens de migration est du haut vers le bas. 
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3. Remplacement de la ND-ERS de levure par l’ERS 

cytoplasmique humaine. 

 
Toujours dans l’optique de vérifier le plus rapidement possible si notre hypothèse selon 

laquelle l’ERS cytoplasmique humaine pourrait être importée dans la mitochondrie humaine 

et y jouer le rôle de ND-ERS pour la voie de transamidation, nous avons choisi de vérifier si 

cette ERS humaine pouvait fonctionnellement remplacer la ND-ERS de levure dans une 

souche de levure.  

 

En d’autres termes, l’ERS cytoplasmique humaine est-elle importable dans les mitochondries 

de levure et peut-elle soutenir la croissance d’une levure en respiration utilisant ses 

mitochondries et requérant donc une voie de transamidation active ?  

 

J’ai donc transformé la souche ND-ERS "shuffle" décrite dans (Frechin et al., 2009) avec 

deux plasmides différents qui nous ont été fourni par le Dr. Marc Mirande travaillant au 

LEBS à Gif-sur-Yvette. Ces plasmides de levure portent chacun une version modifiée de 

l’ERS humaine sans la partie prolyl-ARNt synthétase (l’ERS humaine fait normalement partie 

de l’enzyme bifonctionnelle EPRS). La première forme possède encore les trois domaines 

WHEP situés à la suite du C-terminal de l’ERS et qui, dans l’EPRS native, lient la partie ERS 

et PRS, la seconde forme est délétée de ces domaines WHEP. 

 

 

 

Nous avons obtenu deux souches différentes contenant chacune deux constructions : le 

plasmide de la ND-ERS endogène et le plasmide de l’ERS humaine avec ou sans domaine 

WHEP. Ces souches ont été mises en culture sur un milieu contenant du 5-fluoroorotate 

(5FOA). Le plasmide de la ND-ERS portant un gène de sélection dont le produit est une 

enzyme capable de transformer le 5FOA en un composé toxique, sur ce milieu seules les 

souches ayant ‘’chassé’’ le plasmide de la ND-ERS vont pouvoir croître. 
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Figure II-5 
 
 
 
 
Test de la capacité de croissance en fermentation (YPD) et respiration (YPGly) de souches de levure ayant 

remplacée la ND-ERS endogène par l’ERS cytoplasmique humaine avec ses trois domaines WHEP (Human 

cERS+WHEP) ou sans (Human cERS). Un phénotype "petite" typique apparaît dans le premier cas, montrant 

qu’il y a perte de l’activité mitochondriale, ce qui n’est pas le cas avec l’ERS humaine sans les domaines WHEP 

qui complémente la perte de la ND-ERS de levure. 

 

 

 

 

 

La Figure II-5 montre que les deux souches fonctionnant avec les ERS humaines sont 

capables de croître en fermentation, montrant que l’enzyme humaine peut assurer le rôle 

cytoplasmique de la ND-ERS de levure en formant le E-ARNtE cytoplasmique. Par contre, 

seule la souche possédant l’ERS cytoplasmique humaine sans les domaines WHEP est 

capable de respirer. Les conclusions que nous avons tirées de cette expérience sont que : i) 

l’ERS humaine est importable et importée dans la mitochondrie de levure, et ii) est capable 

d’assurer la première  
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étape de la voie indirecte qui est la formation du E-ARNtQ mitochondrial. iii) Les domaines 

WHEP, en revanche, l’empêchent soit d’être importée soit d’aminoacyler l’ARNtQ dans la 

mitochondrie.  

 

Cette expérience de complémentation de fonction dans un environnement cellulaire 

hétérologue ne prouve pas que l’ERS humaine est importée dans la mitochondrie de l’Homme 

et qu’elle y assure le rôle de ND-ERS. En revanche, elle montre que l’ERS cytoplasmique 

peut potentiellement assurer le rôle de ND-ERS chez l’homme, elle possède toutes les 

caractéristiques structurales (séquence d’import) et fonctionnelles (charge d’un ARNtQ 

mitochondrial) nécessaires (Frechin et al., 2009). Néanmoins, il est absolument nécessaire de 

prouver que cette protéine est mitochondriale et non-discriminante dans le contexte natif 

humain. Cette vérification nécessite également d’identifier la forme sous laquelle cette ERS 

est importée, c’est-à-dire sans ou avec un, deux ou trois domaines WHEP, sous forme d’EPRS 

ou encore en complexe avec une autre protéine etc. Nous avons pu discuter avec le Pr. Paul 

Fox lors d’un séminaire à l’ibmc où il exposait ses derniers travaux sur le complexe GAIT. Il 

nous a alors indiqué l’existence d’un variant naturel de l’EPRS qui pourrait être la forme 

mitochondriale que nous recherchons. 

 

4. Expression et purification de la mini-EPRS humaine.  

 
Le gène de l’EPRS possède un site de poly-adénylation alternatif. Grâce à ce mécanisme, la 

cellule est capable de générer une version plus courte nommée mini-EPRS composée 

uniquement de la partie ERS ainsi que de deux domaines WHEP. Le Pr. Paul Fox nous a donc 

fait parvenir le plasmide pET28b-miniEPRS qui nous a permis d’obtenir l’enzyme sous forme 

recombinante fusionnée à une queue poly-histidine à son extrémité N-terminale. La 

production et la purification de cette enzyme se sont faites exactement dans les mêmes 

conditions que celles utilisées pour la GatCAB humaine (expression à 18°C pendant la nuit). 

Il est intéressant de constater que les deux protéines humaines que j’ai purifiées sont mieux 

produites à 18°C sans choc thermique préalable. Il semble donc que le ralentissement de la 

vitesse de traduction, qui a probablement été induit par la baisse de température, permet de se 

rapprocher des conditions de traduction des eucaryotes supérieurs. En effet, la traduction 

eucaryotique est caractérisée par une vitesse d’élongation moyenne de 2 à 6 acides aminés 
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(aa) par seconde alors que cette vitesse est, en moyenne, de 20 à 25 aa/s chez les procaryotes 

(Forchhammer and Lindahl, 1971; Ross and Orlowski, 1982). 

 
Figure II-6 

 
Séparation par électrophorèse sur gel de polyacrilamide 12% en conditions dénaturantes des protéines contenues 

dans un aliquote de chacune des fractions de la purification de la mini-EPRS humaine. Les concentrations 

indiquées se réfèrent à la quantité d’imidazole. 

 

 

5. perspectives 

 
A ce stade de l’avancement de ce projet de recherche, l’équipe du Pr. Suzuki publiait, 

finalement, son travail sur la voie de formation du Q-ARNtQ mitochondrial humain au mois 

de septembre 2009 (Nagao et al., 2009). Le résultat réellement surprenant avancé par ce 

travail est que l’ERS mitochondriale humaine semblerait être la ND-ERS essentielle à la voie 

indirecte de formation du Q-ARNtQ. Le coeur du travail est de très grande qualité et démontre 

la présence et l’importance de la voie de transamidation dans la mitochondrie humaine en 

caractérisant clairement l’amidotransférase GatCAB et en montrant son activité et sa 

localisation subcellulaire. Cependant, la mise en évidence de l’activité ND-ERS de l’ERS 

mitochondriale est nettement moins convaincante. Les conditions expérimentales retranscrites 

dans la partie méthodologique de cet article attestent du fait que l’aminoacylation de l’ARNtQ 

mitochondrial a été effectuée, in vitro, en présence d’une concentration d’ERS mitochondriale 

100 fois supérieure à celle de l’ARNt qui se trouve dans le milieu réactionnel.  
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Comme nous l’avons indiqué lors du chapitre sur la spécificité des aminoacyl-ARNt 

synthétases (I.C.2.b)(3)), celles-çi font des erreurs, il est ainsi tout à fait possible de générer 

une activité de mésacylation in vitro, en se mettant dans des conditions qui n’ont aucune 

chance de se produire in vivo. En effet, on estime qu’un rapport ‘’physiologique’’ entre 

aminoacyl-ARNt synthétase et ARNt se situe, au contraire, autour de 100 fois moins 

d’enzyme que d’ARNt à charger. Les conditions utilisées par Nagao et ses collègues sont 

donc équivalentes à un excès d’enzyme de 10000 fois par rapport aux conditions jugées 

comme étant proches des conditions physiologiques.  

 

Ce rapport d’une enzyme pour 100 ARNt permet d’être dans des conditions de spécificité 

optimales et minimise également l’apport, lors de la réaction, de contaminants potentiels dont 

on ne s’affranchit jamais totalement lors de la purification d’une enzyme recombinante. En 

utilisant 10000 fois plus d’enzyme que ce qui est requis, Nagao et ses collègues augmentent 

d’autant la concentration de protéines contaminantes, favorisent une activité non spécifique de 

la synthétase et donc augmentent la probabilité d’aminoacyler leur ARNt avec le glutamate 

qui est de toutes façons le seul acide aminé utilisable dans le milieu réactionnel. 

 

Ce constat, ainsi que toutes les expériences que j’ai menées jusqu’ici nous confortent dans 

l’hypothèse que l’ERS cytoplasmique humaine est importée dans la mitochondrie. Cette ERS, 

sous forme EPRS ou mini-EPRS, est capable via ses domaines WHEP de se fixer à p38 qui 

assure peut être un rôle similaire à celui d’Arc1p. Il est tentant de penser qu’une fois libre, 

l’ERS se relocalise dans la mitochondrie et augmente l’activité mitochondriale, pendant que 

p38 active p53 (nous avons vu cette particularité des protéines p38 et p18 dans le chapitre 

I.C.4.a)(3) lorsqu’elles ne font pas partie du complexe multi synthétasique) afin d’anticiper un 

stress oxydatif, de facto, plus élevé. Mais ce ne sont que mes hypothèses, qui restent à être 

testées expérimentalement.  

 

Par manque de temps, je n’ai pas pu aller plus loin dans ce projet qui est maintenant poursuivi 

par Guillaume Octobre, un chercheur Post-Doctorant de notre équipe. Son projet se compose 

de deux objectifs principaux. Le premier sera de vérifier si l’ERS cytoplasmique est la ND-

ERS mitochondriale. Pour cela, Guillaume a commencé à faire des tests in vitro d’import 

mitochondriaux, afin de vérifier si la mini-EPRS marquée radioactivement est capable d’être 

importée dans des mitochondries humaines fraichement purifiées. Il va également falloir 

développer les outils nécessaires pour vérifier la fonction mitochondriale de l’ERS 
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cytoplasmique humaine en commençant par purifier l’ARNtQ mitochondrial humain ainsi que 

les ARNtQ et E cytoplasmiques et ARNtE mitochondrial, qui serviront de contrôle aux 

expériences d’aminoacylation et de transamidation in vitro. Cette partie me semble vraiment 

être le facteur limitant du projet, car les quantités de cellules humaines à obtenir afin de 

produire assez d’ARNt total sont énormes, il ne faut pas moins de 10g de cellules humaines 

(~104 cm2 de culture de cellules adhérentes) par purification d’après les deux préparations 

préliminaires d’ARNt total humain que j’ai effectuées à la fin de ma thèse.  

 

Le deuxième axe de ce projet va consister à développer un système de "silencing" partiel de 

p38 dans les cellules humaines. En effet, nous aimerions voir si le fait d’augmenter le taux 

d’ERS cytoplasmique non fixée à p38, a un effet sur l’activité mitochondriale via 

l’augmentation de son import dans l’organite. Selon nos hypothèses, la diminution du taux de 

p38 devrait déplacer l’équilibre de fixation des domaines WHEP vers la protéine HSP90, qui 

est elle aussi capable de se fixer sur ces motifs (Kang et al., 2000). Cela pourrait induire une 

augmentation de l’import mitochondrial (Young et al., 2003) de l’ERS cytoplasmique et, 

pourquoi pas, doper l’activité de l’organite. 

 

Si ces hypothèses semblent encore loin d’être vérifiées, les conclusions tirées de mon dernier 

projet concernant l’étude du rôle cellulaire du complexe AME (Arc1p/MRS/ERS) de levure 

semblent les accréditer.  

 

En effet, nous allons voir que l’augmentation de la quantité de ND-ERS importée dans la 

mitochondrie de levure a un impact très important sur la production globale des sous-unités de 

la chaine respiratoire codées dans le génome mitochondrial. Cet effet prend place dans un 

système plus global permettant à cet organisme de synchroniser son adaptation à la 

respiration. 
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D. Les multiples fonctions d’Arc1p 
 
 
Nous avons mis en évidence le rôle d’Arc1p en tant qu’ancre cytoplasmique chargée de 

moduler l’import mitochondrial de la glutamyl-ARNt synthétase (ND-ERS) cytoplasmique de 

levure. Ce constat a généré de multiples questionnements quant-à son rôle cellulaire. Au-delà 

de sa simple fonction de cofacteur de la méthionyl-ARNt synthétase (MRS) et de la ND-ERS, 

nous allons voir que  Arc1p est une de ces protéines pivots qui, même si elles ne sont pas 

essentielles, sont garantes de la sophistication, de la complexité mais aussi de la flexibilité des 

mécanismes de la cellule. 

 

Dans la revue qui suit, nous nous proposons de faire le bilan des caractéristiques structurales 

et fonctionnelles d’Arc1p, ainsi que de ses multiples liens avec d’autres fonctions. En effet, 

Arc1p est capable de se fixer sur des structures nucléotidiques spécifiques (Johnson et al., 

2008), de reconnaitre des dommages dans l’ADN (Rieger et al., 2006), Arc1p peut être 

phosphorylé (Mah et al., 2005), biotinylé (Kim et al., 2004), reconnaître des lipides 

(Fernandez-Murray and McMaster, 2006), participer au transport des ARN de transfert etc. 

Bref, Arc1p semble être un point de rencontre de multiples modules fonctionnels au cœur 

desquels son rôle n’est pas encore élucidé. 
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E. Le role de Arc1p dans l’adaptation de la levure à la 
respiration 

 
 
Un des points les plus intéressants soulevés par l’étude de la voie de formation du glutaminyl-

ARNt glutamine (Q-ARNtQ) dans la mitochondrie de levure, est le lien entre l’import de la 

glutamyl-ARNt synthétase cytoplasmique non-discriminante (ND-ERS) et l’adaptation à la 

respiration. En effet, nous avons montré qu’Arc1p diminue lorsque la levure s’adapte à la 

respiration et, que cette diminution provoque une relocalisation plus importante de ND-ERS 

cytoplasmique dans la mitochondrie. Pourquoi la levure a-t-elle mis en place un mécanisme 

de ce type (et vraisemblablement tous les eucaryotes) ? Quel est l’intérêt de contrôler 

l’aminoacylation et donc la traduction dans la mitochondrie ? Et surtout, dans quelles 

conditions et par quels moyens la cellule contrôle-t-elle la quantité d’Arc1p synthétisée ?  Ce 

sont ces questions auxquelles nous avons essayé de répondre. Le travail qui va suivre est le 

résumé des 18 derniers mois de ma thèse ainsi que le témoin de ma volonté à essayer 

d’intégrer l’aminoacylation dans le contexte plus large de l’adaptation métabolique et des 

voies de signalisation. Il me semble devoir ici remercier toutes les personnes qui ont travaillé 

avec moi sur ce projet, tout particulièrement Hubert et Robert, sans oublier Bruno, qui ont su 

me cadrer, m’épauler et trouver de l’intérêt dans cette réorientation. En effet, ce projet intègre 

de nouveaux thèmes comme les voies de signalisation reliées au métabolisme et la biogénèse 

de la chaîne respiratoire. Cela a donc demandé à tout le monde de s’éloigner de sa zone de 

confort!  

 

La grande majorité des protéines présentes dans la mitochondrie sont synthétisées dans le 

cytoplasme puis importées. Les fonctions que ces protéines assurent ne sont donc pas 

touchées par une modification de la traduction mitochondriale, qui ne concernera que les 

gènes transcrits puis traduits in organello.  

 

Ces gènes sont ceux portés par le génome mitochondrial, qui sont tous dédiés à la mise en 

place et au maintien de la chaîne respiratoire (Figure II-7). Chez la levure par exemple, les 18 

protéines mitochondriales participent au maintient du génome, au contrôle de la transcription, 

et de la traduction des composants essentiels de la chaîne respiratoire (Figure II-8). Ainsi, 

directement ou indirectement, toute l’information contenue et exprimée dans la mitochondrie 

va servir finalement à assurer le fonctionnement du mécanisme de la respiration.   
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Figure II-7 



 127

 
 
 
 
Légende de la Figure II-7 
 
 
 
Schéma du fonctionnement et de la composition de la chaîne respiratoire de levure, la NADH 

oxydase ainsi que la fumarate réductase transfèrent les électrons en provenance de leurs 

substrats respectifs sur l’ubiquinone (chez la levure la NADH oxydase n’est pas une pompe à 

protons).  

 

La forme réduite ubiquinol transite alors vers le cytochrome bc1 où ses électrons sont 

transférés sur le cytochrome C. Celui-ci est ensuite oxydé au niveau du complexe cytochrome 

c oxidase et qui transfère les électrons sur de l’oxygène pour former de l’eau. Ce flux 

d’électrons permet un pompage de proton H+ de la matrice mitochondriale vers l’espace inter-

membranaire, ce qui créé un potentiel de membrane utilisé par l’ATP synthase pour former de 

l’ATP. En effet le retour des protons à travers le canal de ce complexe transmembranaire 

induit des changements conformationnels permettant d’établir une liaison phosphate riche en 

énergie entre l’ADP et un phosphate inorganique (Pi).  

 

On dit ainsi, que l’oxydation des composés provenant du cycle de Krebs (NADH, fumarate et 

FADH2) sont ‘’couplés’’ à la phosphorylation de l’ADP en ATP grâce au flux d’électrons et 

au gradient de protons qui en résulte. L’étape critique de ce mécanisme se situe au niveau du 

cytochrome bc1 (Zara et al., 2009) au niveau duquel une quantité non négligeable d’électrons 

peuvent ‘’s’échapper’’ et créer des radicaux libres (Muller et al., 2004). Cette fuite a lieu lors 

du transfert des électrons de l’ubiquinol vers le cytochrome c vraisemblablement au niveau de 

la sous-unité COB ou cytochrome b. Il est donc essentiel que la stoichiométrie existant entre 

cette protéine et les autres partenaires du complexe cytochrome bc1 soit respectée et 

maintenue (Yin et al., 2010). 
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Figure II-8 
 

Résumé de la fonction des protéines codées dans le génome mitochondrial. 
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On peut donc considérer qu’un mécanisme dont le rôle est vraisemblablement de contrôler la 

traduction mitochondriale, doit prendre place au sein des mécanismes plus généraux de 

l’adaptation à la respiration. 

 

Nous avons tout d’abord voulu trouver laquelle des voies connues pour être impliquées dans 

l’adaptation à la respiration : la voie TOR, PKA, Snf1/4 pouvait être à l’origine de la 

diminution d’Arc1p, ainsi que le moment exact où la diminution avait lieu. Il nous a fallu 

ensuite caractériser le rôle cellulaire des partenaires du complexe AME (Arc1p/MRS/ERS), 

puis définir les mécanismes moléculaires sous la dépendance de son contrôle. 

 

Dans cette étude, nous avons tout d’abord cherché à mettre en évidence les mécanismes de 

contrôle de la quantité d’Arc1p. La technique de la PCR quantitative m’a permis de montrer 

que la voie Snf1/4 contrôle la transcription d’Arc1p via le facteur de transcription Mig1 

complexé à Hxk2. Pour cela, j’ai tout d’abord montré que la synthèse de l’ARNm de Arc1p 

est diminuée 10 à 20 fois lors du shift diauxic, puis que certaines souches délétées de gènes 

clés (mais non essentiels) des voies TOR, PKA et Snf1/4,  perdent cette capacité de 

régulation.  

 

L’étape suivante fût de montrer, par Western blot et microscopie confocale, que la MRS du 

complexe AME subit également la diminution de Arc1p comme un événement régulant la 

quantité de sa forme libre, forme qui sera ensuite importée non pas dans la mitochondrie mais 

dans le noyau. Cette piste nous a paru évidente au vu des rapports précédents quant-à son 

import nucléaire et quant-au rôle de la MRS cytoplasmique humaine détachée du MSC qui se 

localise dans les nucléoles afin de promouvoir la transcription de gènes. De fait, lorsqu’Arc1p 

diminue, il y a libération synchronisée de MRS et de ND-ERS, qui peuvent, respectivement, 

rejoindre le noyau et la mitochondrie. Ludovic Enkler, alors en stage de Master II, m’a épaulé 

plus qu’efficacement dans cette étude de la relocalisation de la MRS et du rôle de la forme 

libre de la MRS. 

 

Nous avons alors cassé ce mécanisme de synchronisation afin d’étudier l’effet d’une telle 

perturbation chez la levure. J’ai généré une souche de levure nommée ARC où Arc1p est 

fortement surexprimé sous dépendance d’un promoteur constitutif. De cette manière, nous 
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retirons à la cellule la capacité de contrôler la quantité d’Arc1p. J’ai ensuite créé deux autres 

souches nommées nM et nE, basées sur la souche ARC. Dans chacune d’elles, en plus de la 

surexpression d’Arc1p, soit la partie N-terminale de la MRS soit la partie N-terminale de la 

ND-ERS est surexprimée. Ces parties N-terminales sont les sous-domaines impliqués dans 

l’interaction Arc1p/aaRS. Ainsi, dans la souche nM, la surexpression du domaine N-terminal 

de la MRS induit le relargage de cette dernière par un phénomène de compétition au niveau 

de son site de fixation sur Arc1p, idem pour la souche nE et la ND-ERS. 

 

Dans la souche ARC, les deux enzymes ND-ERS et MRS sont toujours fixées à Arc1p, et ceci 

quelque soit le métabolisme que la levure veut utiliser. Dans la souche nE, il y a plus de ND-

ERS libre importable dans la mitochondrie que de MRS libre importable dans le noyau. À 

l’inverse dans la souche nM, il y a plus de MRS libre que de ND-ERS libre. 

 

Des tests en gouttes, des mesures de consommation d’oxygène ainsi que la quantification de 

la production de radicaux libres, pour chacune des souches, nous ont permis de mettre en 

évidence l’importance du complexe AME lors de l’adaptation à la respiration. Ce complexe 

prend toute son importance dans sa dimension de synchronisateur, en effet les phénotypes les 

plus forts surgissent lorsque le relargage synchrone des deux enzymes est perturbé. 

 

Ces phénotypes s’expliquent en raison de la nature particulière de la chaîne respiratoire. La 

spécificité de ce complexe concerne sa nature bi-partite ; c’est, en effet, le seul complexe 

macromoléculaire connu à ce jour pour être codé par deux génomes séparés dans des 

compartiments différents de la cellule (Figure II-7), les gènes de ses sous-unités sont portés à 

la fois par le génome nucléaire (la majeur partie) et mitochondrial. Ainsi, la synchronisation 

de la production de ces sous-unités est essentielle, la chaîne respiratoire, et en particulier le 

complexe III ou cytochrome bc1, est le principal site de production de radicaux libres dans la 

cellule. La production nucléaire et mitochondriale de tous les partenaires de la chaîne 

respiratoire doit donc être très finement synchronisée afin de respecter une stoichiométrie 

idéale qui permet d’éviter une production massive de radicaux libres en provenance de 

complexes dont la composition est déséquilibrée. 

 

Nous avons comparé nos différentes souches par PCR quantitative. Notre étude ciblait les 

gènes de la chaîne respiratoire codés dans le génome nucléaire. Cela nous a permis de montrer 

que la MRS de levure a principalement un rôle dans le contrôle de la transcription des gènes 
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des sous-unités du complexe III ou cytochrome bc1 codés par le noyau. Des expériences de 

quantification de la traduction mitochondriale ont également permis de montrer qu’un import 

accru de ND-ERS dans la mitochondrie (souche nE) génère une augmentation globale de 

l’activité de traduction mitochondriale.  

 

Notre modèle propose ainsi que le complexe AME synchronise la production des sous-unités 

nucléaires et mitochondriales de la chaîne respiratoire en permettant la relocalisation 

synchrone de la MRS dans le noyau et de la ND-ERS dans la mitochondrie. Le relargage est 

permis par la diminution d’Arc1p lors du shift diauxic, diminution qui est déclenchée par la 

voie Snf1/4 en réponse à la diminution de glucose. 

 

Ce travail est présenté dans la version de l’article que nous aimerions soumettre à la fin du 

mois de septembre 2010. Il est possible qu’il soit encore modifié après la rédaction de ce 

manuscrit de thèse. 
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Summary 

Eukaryotic cytosolic aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) assemble into so-called 

multisynthetase complexes (MSCs) ranging from nine aaRSs and three non-catalytic auxiliary 

proteins in mammals to two aaRSs, glutamyl- and methionyl-tRNA synthetases (E- and MRS) 

and the protein Arc1p (AME complex), in the yeast Saccharomyces cerevisiae. The current 

view about these MSCs is that they constitute reservoirs for releasable multifunctional aaRS 

that, upon leaving, can exert their secondary roles. Yet, the majority of the MSC’s aaRSs are 

still waiting to be attributed their secondary functions. Likewise, the function of the small 

yeast AME complex, is still unknown. We show herein that during the transition from 

fermentation to respiration, the Snf1/4 glucose-sensing pathway inhibits transcription of the 

ARC1 gene thereby decreasing the level of Arc1p, and triggering concomitant release of 

cMRS and cERS from the AME complex. Both aaRSs relocalize respectively into the nucleus 

and the mitochondria to synchronize nuclear transcription and mitochondrial translation of 

genes of the mitochondrial respiratory chain. By artificially desynchronizing cMRS and cERS 

release and therefore uncoupling their secondary regulatory functions we bring evidences that 

the AME MSC complex functions as a pivotal synchronizer for the synthesis of respiratory 

chain subunits. 

 

 

Introduction 

 

Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRSs) belong to a family of ubiquitous enzymes 

originally identified for their primary function which is to generate the complete set of 

perfectly paired aminoacyl-tRNAs (aa-tRNAs) that will be used by ribosomes to translate 

messenger RNA (mRNA) codons into their corresponding amino acids (aa) (Söll and 
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Schimmel, 1974). While the primary and original role of aaRSs is to decode genetic codes, 

they additionally also bare a myriad of alternative functions. It is believed that their ancient 

and ubiquitous nature combined to their capacity to annex various new modules through 

evolution led to the selection of this family of enzyme for featuring this array of additional 

secondary functions (Ibba and Söll, 2000; Schimmel and Ribas De Pouplana, 2000; Brown et 

al., 2010). They range from cellular processes outside protein synthesis that do exploit their 

primary function of synthesizing aa-tRNA, like aa or cell-wall synthesis (Roy et al., 2003; 

Stewart et al., 1971) to others that do not depend on aminoacylation like RNA splicing, 

translational silencing or even cell-signaling (Rho et al., 2002; Sampath et al., 2004; 

Wakasugi et al., 1999). The latter non-canonical functions of aaRSs have quasi-exclusively 

been characterized in metazoans in which the functional diversification of these enzymes is 

directly linked to another distinctive feature of the higher-eukaryotes’ aaRSs, which is their 

propensity to assemble into large so-called multisynthetase complexes (MSC) (Negrutskii et 

al., 1994; Kaminska et al., 2009). The concept that has emerged during the last decade is that 

MSCs are reservoirs for releasable multifunctional and wandering aaRSs (Ray et al., 2007; 

Park et al., 2008; Hausmann and Ibba, 2008). The idea is that sequestration inside MSCs 

restricts aaRSs’ activities to their primary function of tRNA charging while upon release they 

can carry out their alternate regulatory role. Probably one of the best examples that illustrate 

this concept is the human glutamyl-prolyl-tRNA synthetase (EPRS) which participates to the 

mammalian MARS complex but is also released upon interferon- induction and assembles 

into the so-called GAIT complex that performs translational silencing of certain genes 

(Sampath et al., 2004). Among the nine aaRSs and the three auxiliary proteins proteins, p18, 

p38 and p43, that constitute the MARS complex several have been shown to be able to leave 

the MSC and to exert alternative functions, including especially the auxiliary proteins (Park et 

al., 2008). However, most of the aaRSs are still pending to be attributed a secondary function, 
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and, in several cases the stimulus leading to release from the complex and the mechanism by 

which the aaRSs or auxiliary proteins leave the complex are still unknown.  

The presence of MSC, while being seemingly a generic feature of higher eukaryotes, is 

not restricted to these particular species. Such a MSC was also found in the yeast 

Saccharomyces cerevisiae in which two aaRSs, cytosolic glutamyl-tRNA synthetase (cERS) 

and cytosolic methionyl-tRNA synthetase (cMRS) are bound to Arc1p, initially identified as a 

cofactor of tRNA export (Simos et al., 1996). Until recently, no secondary alternative 

functions could be attributed to the two aaRSs that participate to the Arc1pcMRScERS 

(AME) complex. Besides the fact that binding to Arc1p enhances their aminoacyltion 

efficiencies and prevents a small fraction of the two aaRS to relocalize in the nucleus 

(reviewed in Frechin et al., 2010), no real grounds for the existence of the yeast AME 

complex could be found. In a recent study, we showed that cERS can dissociate from the 

AME complex, and upon leaving, is imported into yeast mitochondria in which it specifically 

produces the mischarged mitochondrial glutamyl-tRNAGln (E-mtRNQ) that will subsequently 

be converted into the cognate glutaminyl-tRNAGln (Q-mtRNQ) by the mitochondrial GatFAB 

tRNA-dependent amidotransferase (AdT) (Frechin et al., 2009). Most importantly, we showed 

that Arc1p behaves as a cytosolic anchoring platform for a preferentially mitochondrial cERS 

and that expression of Arc1p is down-regulated when yeast cells are switched from 

fermentation to respiration, thus allowing increased import of cERS to satisfy a higher demand 

of Q-mtRNAQ for mitochondrial protein synthesis (Frechin et al., 2009). This discovery raised 

many issues among which what pathway and mechanism controls expression of Arc1p and 

what happens with cMRS when released from the AME complex upon alleviation of Arc1p ? 

 We show herein that during the diauxic shift, meaning the transition from fermentation 

to respiration, the Snf1/Snf4 glucose-sensing pathway inhibits transcription of the ARC1 gene 

thereby decreasing the level of Arc1p. This triggers concomitant release of cMRS and cERS 
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from the AME complex that relocalize respectively into the nucleus and the mitochondria to 

synchronize nuclear transcription and mitochondrial translation of genes of the mitochondrial 

respiratory chain (RC). By artificially desynchronizing cMRS and cERS release and therefore 

uncoupling their secondary regulatory functions we bring evidences that the AME MSC 

complex functions as a pivotal synchronizer for the synthesis of respiratory chain subunits. 

 

Results 

 

ARC1 gene is transcriptionally repressed by the Snf1/4 glucose-sensing pathway 

during the diauxic shift. 

We studied the evolution of ARC1 transcript during classical growth conditions in 

SCGlu with 2% glucose. In this medium, Saccharomyces cerevisiae growth curve follows a 

characteristic two-step pattern in which two exponential growth phases are separated by an 

intermediate plateau. In the first exponential phase (figure 1A, 0 to app. 8h), yeast fermentates 

glucose into ethanol (Otterstedt et al., 2004). Then, when the decreasing concentration of 

glucose reach a certain threshold, yeast stops dividing and starts a huge molecular and cellular 

remodelling called the diauxic shift. This step is essential for yeast to be able to acquire the 

capacity to use non-fermentable carbon sources like ethanol or glycerol that will be used 

during the second exponential phase via the respiratory metabolism (Figure 1A, app. 13h to 

the end) (Brauer et al., 2005; Zaman et al., 2008). Time-resolved quantification of ARC1 

mRNA was performed by q-PCR on aliquots taken during classical growth in order to observe 

ARC1 transcription levels when adaptation to respiration occurs (Figure 1B). This experiment 

shows that ARC1 transcription starts to be strongly downregulated during the diauxic shift, 

whereas transcription of MES1 and GUS1, the genes encoding the two aaRRs binding to 

Arc1p, remains stable all along the culture (figure 1B), a result in agreement with data 
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reported previously (Frechin et al., 2009). Thus, Arc1p is the only partner of the AME 

complex impacted by the global adaptation to respiration. Quantification, by FACS, of the 

fluorescent signal generated by a yeast strain encoding a chromosomally-fused Arc1p-GFP 

under the control of its own promoter, allows us to confirm that Arc1p starts to decrease at the 

end of the fermentative growth phase (first  exponential phase, Figure 1C, -S1B and –S1C). 

This result confirms our previously published Western blot observations (Frechin et al., 

2009), and unambiguously proves that during the diauxic shift Arc1p is reduced, but not 

cMRS and cERS which remain stably expressed. This regulation will therefore generate an 

augmented pool of the released forms of these two aaRSs during the respiration phase. Taking 

into account the rapid regulation of ARC1, these results suggest that Arc1p, by its ability to 

modify the proportion of free cMRS and cERS, might play a more crucial role than initially 

foreseen in the adaptation to respiration. To decipher the rank of Arc1p in a putatively new 

molecular pathway controlling adaptation to respiration, we determined which major nutrient-

sensing pathway controls transcription of ARC1. We chose to use relative q-PCR 

quantification to monitor the capacity of different yeast knock-out strains, compared to the 

wild type strain, to down-regulate ARC1 transcription upon shifting from fermentation to 

respiration. Each of the selected strain was deleted of one gene encoding a key partner of the 

Snf1/4-, Tor- or PKA pathway (see Table S1), the three main pathways involved in adaptation 

to nutrient changes (Zaman et al., 2008). We observed that only deletion of key genes in the 

Snf1/4 pathway abolish the capacity of the cell to inhibit ARC1 transcription (characterized by 

histogram of same height for fermentation and respiration, Figure 1D, Table S2) confirming 

that this pathway modulates ARC1 transcriptional levels upon switch of nutritional carbon 

sources. Our results show that four of the main Snf1/4 partners intervene in ARC1 

transcriptional control, i) the Snf1 kinase that can form a complex with ii) the nuclear-import 

factor Gal83 (Yang et al., 1994) and the target of Snf1, iii) the transcription factor Mig1 in 
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complex with iv) Hxk2 (Ahuatzi et al., 2004) (figure 1D). By implementing the well-

described schematic network of Snf1/4 pathway (Figure 1E) (Zaman et al., 2008) with our 

data, one can come to the conclusion that the transcription activator/repressor complex 

Mig1/Hxk2 (Santangelo, 2006; Schuller, 2003) activates directly ARC1 transcription during 

fermentation or via a yet unknown cascade of possible additional transcription factors. Indeed, 

Cat8 and Sip4, the two known transcription activators controlled by Mig1/Hxk2 (Rahner et 

al., 1996; Vincent and Carlson, 1999), are not essential for ARC1 regulation (Figure 1D). We 

therefore propose that, triggered by glucose alleviation, the complex Snf1/4 is phosphorylated 

either by the Tos3, Elm1 or Sak1 kinases and enters the nucleus to phosphorylate the 

Mig1/Hxk2 complex, provoking export of Mig1 from the nucleus (Santangelo, 2006) and 

therefore turning off ARC1 transcriptional activation. One can note that deletion of Snf4 does 

not abolish transcriptional regulation of ARC1 mRNA upon switch to respiration. One reason 

for this is that upon binding to Snf1, Snf4 blocks the auto-inhibition activity of Snf1 (Jiang 

and Carlson, 1996; McCartney and Schmidt, 2001), however, it does not impair the capacity 

of Snf1 to be phosphorylated and thus to be active in the nucleus. 

 

cMRS relocalizes to the nucleus of Saccharomyces cerevisiae during respiration. 

Arc1p has already been shown for more than a decade to form the ternary AME 

complex with two cytosolic aaRSs, cERS and cMRS, but until recently the functional role for 

this AME complex remained elusive. We showed in our previous study that cERS is in fact a 

mitochondrial protein which is only retained in the cytosol by binding to Arc1p (Frechin et 

al., 2009). Cytosolic anchoring or release of the cERS is therefore strictly depending on the 

cellular concentration of Arc1p which is adjusted according to the metabolism, fermentation 

or respiration, used by yeast to process nutritional carbon sources. One would logically guess 

that decrease of Arc1p in the cytosol will also triggers release of cMRS that could relocalize in 
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another subcellular compartment like cERS does. One possible place where the released cMRS 

could relocalize is in the nucleus since earlier studies reported presence of this aaRS in the 

nucleus of strains deprived of Arc1p (reviewed in Frechin et al., 2010; Galani et al., 2001; 

Golinelli-Cohen and Mirande, 2007). However, both the physiological event leading to 

nuclear relocalization of cMRS as well as the role this aaRS could play in the nucleus remains 

still unknown. Our hypothesis is that nuclear relocalization of cMRS takes place when yeast 

switches from fermentation to respiration because the decrease of Arc1p creates a large pool 

of free cMRS. To verify this hypothesis, we observed a yeast strain expressing a 

chromosomal-encoded cMRS-GFP controlled by its own promoters (Figure 2A, Table S1) 

using confocal microscopy. Growth of this strain was controlled in order to reach either the 

fermentation or a respiration state. We compared, for these two growth conditions, the 

localization of the cMRS-GFP signal and that of nuclei stained with Hoechst. Figure 2A 

shows that cMRS is localized in quasi all nuclei of the yeast cells when grown under 

respiratory conditions, in opposition to cells grown under fermentation which all display a 

clear nuclear exclusion of cMRS-GFP. We confirmed this result using a different approach 

based on the purification of nuclei from a wild type strain grown either under fermentation or 

respiratory conditions. Nuclear extracts from these two pools of nuclei were obtained 

following a fast purification protocol that limits passive diffusion of proteins out of the 

nuclear pores (supp experimental procedures). Western blot analysis using specific anti-cMRS 

antibodies shows that there are already traces of cMRS that can be detected in nuclei from 

yeast cells that fermentate but that the nuclear pool of cMRS is increased by more than one 

order of magnitude when yeast respires (Figure 2B). Signal generated by antibodies directed 

against the phosphorylated histone H2A and the nucleolar protein Nop1 demonstrate that the 

quantity of protein extract we analysed are comparable, and anti-PGK signal confirms that 

cytoplasmic contamination of the two nuclear extracts is negligible. These lines of 
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experimental evidences lead us to conclude that upon shift and adaptation to respiration, the 

decrease of Arc1p concentration induces release of cMRS from which a large proportion is 

imported in the nucleus. 

 

Design of a molecular tool desynchronizing the release of cMRS and cERS from 

Arc1p. 

In a previous study we already showed that while Arc1p cellular concentration is 

drastically reduced upon switch to respiration both cMRS and cERS overall concentration 

stays constant (Frechin et al., 2009). Along the same line, qRT-PCR data show that while 

ARC1 transcription is inhibited during the diauxic shift, those of GUS1 (cERS gene) and 

MES1 (cMRS gene) remain unaltered (Figure 1B), suggesting that augmented pool of nuclear 

cMRS and mitochondrial cERS, observed during respiration, comes from the increased levels 

of released cMRS and cERS and not from an increased expression of both genes. One logical 

way to verify this hypothesis is to deprive the cell of its capacity to adjust the synthesis of 

Arc1p and to artificially modulate the release and import of the two free aaRS. To do so, we 

developed three specific strains called ARC, nE and nM (Summarized in Figure 3A). The 

ARC strain is based on a arc1 strain transformed with the plasmid p425GPD-arc1 

(Mumberg et al., 1995) which overexpresses Arc1p in a constitutive manner regardless of the 

metabolism that yeast has to use. Figure 3B shows indeed that unlike the wild type strain, the 

ARC strain has lost the ability to inhibit transcription of ARC1 upon switch to respiration, 

suggesting that the level of Arc1p in this strain will be such as both cERS and cMRS will 

remain bound to this cytosolic anchor even under respiratory conditions. The nE and nM 

strains are based on the ARC strain respectively cotransformed with the p424GPD-nE or 

p424GPD-nM plasmid overexpressing the 190 first amino acids of the cERS or the 160 first 

amino acids of the cMRS. These N-terminal domains of cERS and cMRS have been shown to 
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be solely responsible for binding to Arc1p (Simader et al., 2006); and in the case of 

p424GPD-nE, the 190 first aa do not contain the putative mitochondrial targeting sequence 

located directly downstream in the native N-terminus of cERS (Frechin et al., 2009). By 

constitutively overexpressing Arc1p we aim at constantly anchoring both aaRS in the cytosol 

even in respiration condition in which they are normally released. By additionally 

overexpressing the Arc1p binding-domain of cERS (nE strain) or cMRS (nM strain) we aim at 

triggering the release of respectively only cERS or cMRS from Arc1p by exchanging on the 

AME complex the native and full-length form by its N-terminal domain (Schematized in 

Figure 3A). Therefore, in the nE strain the competiting N-terminal peptide should induce 

release of cERS while cMRS would stay anchored on Arc1p. Conversely, in the nM strain the 

cMRS should be released from Arc1p while the cERS should stay blocked. We first verified 

that both nE and nM strains have kept their unability to inhibit transcription of ARC1 in 

respiratory conditions (Figure 3B). Then, to validate our approach, we measured the release 

efficiency from Arc1p for cMRS and cERS in all three strains grown during 12 h, by checking 

whether cMRS and cERS are free or included in higher molecular weight (MW) complexes 

using size-exclusion chromatography (Figure 3C). Indeed, both free cMRS and cERS display a 

MW of approximately 85 kDa, whereas when in complex with Arc1p each duplex reaches a 

MW of 130 kDa and of 215 kDa when the trimeric AME MSC is formed. The distribution of 

cERS and cMRS, in the crude extracts of all three strains submitted to size-exclusion 

chromatography was revealed by measuring the relative specific activities of cMRS and cERS 

in all fractions along the entire elution profile (Figure 3C). We can observe that, as expected, 

in the extract of the ARC strain the two synthetase activities cluster in the high MW fractions 

thereby confirming that, by overexpressing Arc1p, cMRS and cERS are kept in complex with 

this anchor. In the extract of the nE strain the cERS activity is equally distributed between 

high MW fractions corresponding to the Arc1p-bound state and the lower MW fractions 
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corresponding to the cERS released from Arc1p (Figure 3C). As expected, in the extract of the 

nE strain, the cMRS has not been release from Arc1p as shown by the restriction of the cMRS 

activity to only high MW fractions (Figure 3C, nE strain). On the opposite, the extract of the 

nM strain displays an equally split distribution of cMRS activity between high (Arc1p-bound 

state) and low (released state) MW fractions whereas cERS is uniformly in the Arc1p-bound 

state. Note that even if Arc1p is constitutively expressed we could find traces of free cMRS 

and cERS in the extracts of all three strains in agreement the presence of a small quantity of 

cMRS in the nucleus (Figure 2B) and of cERS in the mitochondria of a wild type strain grown 

under fermentation conditions (Frechin et al., 2009). We would also like to emphasize that the 

efficiency of the desynchronized release of either cERS or cMRS in the nE and nM strains, 

evaluated by specific activity measurements, might be underestimated because the 

aminoacylation efficiency of both aaRSs bound to Arc1p is higher than those of the free 

forms. Therefore, while our data show that in the nE and nM strains approximately half of 

respectively cERS and cMRS have been released from Arc1p, the proportion of the released 

form is very likely higher. This line of experiments validates our approach to desynchronize 

the release of cERS and cMRS from Arc1p by alternatively overexpressing the Arc1p binding-

domain of one of the two aaRSs. The three strains we engineered constitute, therefore, a 

perfect tool to study the cellular role of the AME MSC from which cERS and cMRS can be 

selectively released (Figure 3A). 

 

Synchronicity in the release of cMRS and cERS from Arc1p is essential for efficient 

respiration. 

Our previously published and present data point at Arc1p being a pivotal factor in 

adaptation of yeast to respiration. The first piece of evidence supporting this assumption is 

that transcription of the ARC1 gene is under the control of the Snf1/4 pathway which is the 
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major glucose-sensing check-point in yeast. However, Arc1p is not an effector per se. We 

believe the two aaRSs that are restrained by Arc1p to relocate inside the mitochondria and the 

nucleus to be the direct effectors in the adaptation to respiration. We already know that cERS 

is essential for mitochondrial translation (Frechin et al. 2009) and we know that upon release, 

cMRS is imported in the nucleus, but its participation to processes related to the capacity of 

yeast to respire has yet to be shown. However, one can easily foresee that since upon decrease 

of Arc1p triggered by the diauxic shift both aaRSs are concomitantly released, cMRS is 

certainly involved in the adaptation to respiration. More intriguing is the reason why there is a 

synchronized release and relocation of both synthetases during the adaptation step and 

whether this synchronicity is important. In order to tackle these issues and to define the role 

that each of the three partners could play in this adaptation process, we first investigated the 

capacity of the ARC, nE and nM strains to produce energy, resume cell cycling and divide 

using drop tests on media that force cells to use either fermentation or respiration. Compared 

to the wild type strain, we can see that none of the three strains display any apparent growth 

defect after three days of growth on glucose plates, a carbon source that yeast has to 

fermentate (Figure 4A). This shows that overexpressing Arc1p or the N-termini of cERS or 

cMRS does not interfere with the primary activities of both aaRSs which are to produce the 

cognate cytosolic aa-tRNAs (see also Figure S2), neither with any another essential cellular 

function. Thus, any alteration of phenotype or any effect that will be observed with the ARC, 

nE or nM strains cannot originate from a defect in E-ctRNAE or M-ctRNAM formation. When 

switched to plates containing glycerol, a carbon source that forces yeast to respire, one can 

observe that all three strains display defects in their growth phenotype (Figure 4A). The ARC 

strain grow slower than the wild type strain on glycerol plates confirming that overexpression 

of Arc1p induces an effect when yeast uses respiration, in agreement with previously 

published data from a high throughput study based on the systematic overexpression of almost 
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all yeast ORFs (Niu et al., 2008). In this study, authors observe that overexpression of Arc1p 

increases the length of the G1 cell-cycle phase, when cells are grown on galactose, a carbon 

source on which yeast will preferentially respire. The nE strain shares the same phenotype 

than the ARC strain suggesting that solely enriching mitochondria with cERS does not 

counterbalance the slow growth phenotype generated by overexpressing Arc1p. Strikingly, 

the nM strain does not grow at all on glycerol plate suggesting that the nuclear targeting of 

cMRS while cERS is sequestered on Arc1p kills yeast cells that are forced to respire (Figure 

4A). This suggests that, more than the simple release of the two synthetases, the 

synchronization of this event is vital for growth in respiratory conditions. However, the 

respiratory phenotypes revealed by the drop tests experiments constitute only a partial readout 

of the efficiency of the respiration metabolism of the three strains we engineered. To prove 

that the respiratory defect is due to a global reduction of the activity of the mitochondrial 

respiratory chain (RC) we checked the capacity of the ARC, nE and nM strains, to consume 

oxygen (O2) by oximetry (Averet et al., 1998). The wild type, ARC, nE and nM strains were 

grown in SCGalactose -Trp -Leu medium until 2 A600 nm. We used galactose since on this 

carbon source yeast almost exclusively uses respiration. However, this respiratory carbon 

source is not as strong as glycerol, thereby allowing the nM strain, which dies quickly when is 

forced to respire, to survive. We measured, in a hermetic chamber, the decrease of dissolved 

O2 concentration mediated by a normalized quantity of cells from each strain. Figure 4B 

shows that, when compared to the wild type O2 consumption velocity, the ARC, nE and nM 

strain display a 11%, 31% and 76% decrease there of the O2 consumption capacity. 

Surprisingly, the RC of the nM strain is still able to function and the reduced capacity of this 

strain to use the oxidative phosphorylation mechanism cannot explain by itself the incapacity 

of this strain to grow on a carbon source like glycerol on which the strain can only use 

respiration (Figure 4A). We, thus, compared the production of reactive oxygen species (ROS) 
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in the ARC, nE and nM strains to that of the wild type. ROS are by-products of the RC (Chen 

et al., 2003; Muller et al., 2004) and thus provide a fairly good readout of the RC integrity. 

The four strains were grown in the same conditions used for oximetry experiments and 

stained with 2’, 7’ dichlorofluorescein diacetate which penetrates the cell and is processed by 

esterases before its ROS-mediated activation into a green fluorescent compound. We took 

confocal microscopy images of the four strains 20 minutes after the treatment (figure 4C) 

keeping the same microscope settings and quantifying the fluorescence signal with the Image 

J software. Figures 4 C and D shows that the level of ROS production of the ARC strain is 

normal whereas that of the nE strain is lowered by approximately 30% and that of the nM 

strain is more than doubled, which constitute a severe intensification of ROS production. 

These results show that the perturbation induced by the sole nuclear targeting of cMRS impact 

the equilibrium of the RC which in turns produces a massive quantity of ROS. While 

production of reasonable quantities of ROS is necessary for cell signalling, an excess of ROS 

can activate apoptosis (Eisenberg et al., 2007) which explains why the nM strain is unable to 

grow in respiration conditions. One would have a priori thought that enriching mitochondria 

with cERS, which is what happens in the nE strain, would have ameliorate the respiration 

capacity impaired by overexpression of Arc1p. However, it is obvious that targeting the cERS 

to the mitochondria while keeping cMRS sequestered in the cytosol is worse than locking both 

of them in the cytosol, since the respiration efficiency of the nE strain, in comparison with the 

ARC strain, is decreased by 20%. Enriching nuclei with cMRS but blocking the augmented 

mitochondrial import of cERS is even more deleterious to the cells because they lose two-

thirds of their respiration efficiency when compared to the ARC strain and produce twice as 

much ROS. One of the possible reasons that could explain these results is that the secondary 

and alternative function of cERS and cMRS is to regulate the expression of the genes encoding 

some of subunits of the RC and that binding to Arc1p is the strategy that was adopted by yeast 
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to synchronize the secondary function of these two aaRSs. That cERS is essential to 

mitochondrial translation and therefore to the synthesis of mitochondria-encoded subunits of 

the RC is not a surprise, however, if our hypothesis is true it would mean that cMRS 

modulates transcription of genome-encoded subunits of the RC. 

 

Nuclear cMRS binds to RNA polymerase II 

It has already been shown that cMRS can interact with proteins localized in the nucleus 

or involved in the nuclear import of proteins. For example, cMRS is able to interact with Ssa1 

(Gong et al., 2009) a chaperone involved in recognition and import of nuclear proteins, and 

also with Ssb1, a chaperone important also for adatptation to respiration (von Plehwe et al., 

2009). In addition, cMRS seems to interact also with Hat1, a member of the HAT transcription 

complex as well as with Taf6, a subunit of TFIID and SAGA transcription initiation 

complexes. However, these interactions were mainly described in high throughput studies 

(Gavin et al., 2002; Krogan et al., 2006) and no biological functions were, so far, attributed to 

these cMRS-containing nuclear complexes. Nevertheless, if cMRS is involved in the 

transcriptional control of genes of the RC, one would expect cMRS to bind to factors that 

modulate transcription of genes. In order to confirm these interactions and to get insights into 

the role played by cMRS in the nucleus, we specifically searched for cMRS nuclear partners 

using tandem affinity purification (TAP) approach (Puig et al., 2001). In our case, the major 

limit of this procedure is that cMRS is already almost exclusively found in complex with 

Arc1p and cERS and these major interactants might mask partners present in lesser amounts 

like transcription factors. In order to decrease the quantity of Arc1p bound to cMRS, and since 

Arc1p was shown to be excluded from the nucleus (Karanasios et al., 2007), we generated a 

nuclear-enriched protein extract from the cMRS-TAP strain grown under respiratory 

conditions prior to proceeding with the purification (Figure 5A). Figure 5B shows that the 
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cMRS-TAP fusion protein and associated components were recovered from nuclear-enriched 

protein extracts by Tandem Affinity Purification. Analysis of the final pulldown fraction by 

SDS-PAGE showed several proteins associated to the cMRS bait (Figure 5B). LC-MS/MS 

analysis of the bands recovered from the gel identified the cMRS bait, Arc1p and Rpb7, the 

alternative subunit of RNA polymerase II (Choder, 2004) which modulates selection of the 

genes that will be transcribed. Although we didn’t retrieve Taf6 and Hat1 in our analysis, this 

new pulldown assay undoubtedly shows that cMRS binds to RNA polymerase II and is 

therefore very likely involved in transcription regulation. Since complexes that modulates 

transcription are highly dynamic and thus difficult to identify by fishing approaches, we 

performed a second TAP but stopped after the first IgG step (Figure 5A), in order to be able to 

identify much weaker interactants of cMRS. Using this strategy, we found Ssa1 Ssb1 in 

complex with cMRS-TAP (Figure S3), suggesting that the Ssa1 chaperone is probably the 

cargo for cMRS import in the nucleus, and that cMRS is involved in adaptation to respiration. 

Once again, we did not identify any other transcription factors, which are possibly hidden, 

during LC-MS/MS analysis, by the higher amount of the contaminants (subtracted after 

control experiment) that are retained kept when removing the second affinity purification step. 

Having shown that cMRS features the major attributes of a transcription factor (nuclear 

localization and binding to RNA polymerase) and that disconnecting its nuclear translocation 

from cERS mitochondrial relocation has such a drastic respiratory phenotype (nM strain), we 

decided to check whether cMRS regulates transcription of one of the most important gene 

cluster for respiration, those of the RC encoded in the nucleus. 

 

cMRS and cERS activate and coordinate nuclear transcription and mitochondrial 

translation of genes of the subunits of the RC. 
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Every eukaryote that uses respiration possesses a RC embedded in the inner membrane 

of mitochondria and composed of an assembly of macromolecular edifices (Schagger and 

Pfeiffer, 2000). The number of proteins subunits forming the five macromolecular particles of 

this chain is species-specific. However, one rule is universally respected: genes coding for 

subunits of the RC are spatially partitioned between the nuclear and mitochondrial genomes. 

This peculiarity raises the issue of how the cell synchronizes the production of nuclear- and 

mitochondrial-encoded protein subunits in order to assemble the RC complexes with the 

needed perfect stoichiometry (Ryan and Hoogenraad, 2007). This question is of particular 

importance since assembly of RC complexes with an inaccurate stoichiometry is at the origin 

of multiple mitochondrial diseases in Human (Coenen et al., 2001). One can easily guess that 

there has to be a mitochondria-nucleus cross-talk in order to coordinate the timing and 

production of subunits encoded by separated genomes. The nature and mechanisms 

underlying this cross-talk is a long standing question (Forsburg and Guarente, 1989) that is 

just starting to be addressed (Liu and Butow, 2006; Ryan and Hoogenraad, 2007). Since upon 

dissociation from the AME complex the two aaRSs relocate rightly in the compartments 

hosting the separated genes of the RC subunits, we hypothesized that both cMRS and cERS 

might be essential factors for coordinating their production. The first piece of evidence 

sustaining this hypothesis comes from the nature of cMRS nuclear interactants that make us 

really suspect that this enzyme participates to the transcription of nuclear genes. To test our 

hypothesis we compared transcription of all nuclear-encoded components of the RC produced 

during the respiratory phase, in the wild type, ARC and nE strains (figure 3A, -6A, -6B, Table 

S3, -S4). The two latter strains being the ones in which cMRS is sequestered in the cytosol, it 

will inform us whether genes of the RC subunits are controlled by cMRS. Since the nM strain 

is unable to switch to respiration this strain was not used for our comparative study because it 

might have very likely cause aberrant and non interpretable results. Figure 6A and 6B show 
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that in the ARC and nE strains, in which cMRS cannot relocate in the nucleus, transcription of 

the core components of the cytochrome bc1 complex (green squares) are downregulated 

compared to the wild type strain. The same transcription inhibition is observed for Cbp3, 

Cbp4 and to some extend for Mba1 which are genes that encode three proteins which 

assemble the cytochrome bc1 complex in the mitochondrial inner membrane (Kronekova and 

Rodel, 2005; Rep and Grivell, 1996) (figure 6A, -6B, yellow squares). These results show that 

the main role of the cMRS in the nucleus is to promote transcription of the genes of the 

cytochrome bc1 subunits. Note that Cor1, the last nucleus-encoded component of the 

cytochrome bc1 complex was not studied for technical reasons. To further validate our 

hypothesis that both aaRS are involved in coordinating the synthesis of the RC complexes, we 

verified whether augmentation of cERS import into mitochondria, driven by Arc1p decrease, 

has a direct impact on the mitochondrial translation. To do so, we monitored the overall 

mitochondrial protein synthesis rate of the wild type, ARC and nE strains, using radioactive 

labelling of newly synthesized proteins. After addition of cycloheximide which stops 

cytosolic translation, cells were mixed with [35S]-L-methionine during 10 and 20 minutes. 

Protein extracts obtained for each condition were separated by PAGE, radiolabeled peptides 

were revealed by phosphorimaging and quantified using the ImageQuant software. Figures 6C 

and 6D show that the mitochondrial protein synthesis of the ARC strain is approximately 

reduced by 20% as compared to that of the wild type strain. When releasing cERS, which is 

the case in the nE strain, the rate of mitochondrial protein is increased by 60% as compared to 

that of wild type strain. This shows that the rate of overall mitochondrial translation is directly 

depending on the quantity of cERS that can be addressed to mitochondria. It also suggests that 

E-mtRNAQ, the aa-tRNA specifically generated by the mitochondrial pool of cERS, is 

probably the limiting aa-tRNA species for mitochondrial protein synthesis in respiring yeast. 

Such global augmentation of the mitochondrial translation mediated by an augmented import 
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of an aaRS was also observed by artificially increasing import of mitochondrial leucyl-tRNA 

synthetase in human mitochondria (Li and Guan, 2010). To summarize, upon switch to 

respiration cMRS will relocate into the nucleus and activate transcription of the nuclear-

encoded genes of the cytochrome bc1 complex while cERS is imported into mitochondria and 

activates translation of all mitochondrial-encoded genes of the RC.  

All these physiological, cellular and molecular observations using a comparative study 

of the strains in which we desynchronized the release of cERS and cMRS (summarized in the 

Figure 6E) allows us to propose the following model: glucose depletion activates the Snf1/4 

pathway that inhibits transcription of ARC1 followed by Arc1p alleviation allowing the 

release of cMRS and cERS that relocate into the nucleus and mitochondria to synchronize 

nuclear transcription and mitochondrial translation of RC genes (Figure 7). 

 

Discussion 

 

Little is known about the mitochondria-nucleus cross-talk that enables coordinated expression 

of nuclear- and mitochondrial-encoded subunits of the respiratory chain complexes (Figure 

S7A). This long-standing issue (Forsburg and Guarente, 1989) is just starting to be addressed 

(Liu and Butow, 2006; Ryan and Hoogenraad, 2007) while being of prime importance, since 

assembly of respiratory chain complexes with an inaccurate stoichiometry is at the origin of 

multiple mitochondrial diseases in Human (Coenen et al., 2001). This is particularly true for 

the cytochrome bc1 which is the major source of mitochondrial ROS (Chen et al., 2003; 

Muller et al., 2004). Our study not only brings new pieces of evidence for the criticalness of 

maintaining the right stoichiometry in assembling the cytochrome bc1 edifice but most 

importantly shows that the right stoichiometry is obtained by synchronizing expression of the 

subunits that build up this complex. As seen with the desynchronized nM and nE strains, any 
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failure to do so leads to respiratory phenotypes or even lethality. Knowing that cytochrome 

bc1 is the major source of ROS production, we can now propose scenarios that explain the 

severe ROS generation and lethality of the nM strain on non-fermentable carbon source and 

the mild decrease of the respiration capacity and ROS production of the nE strain (Figure 4A, 

4B, 4C, 4D). In the nM strain, cytoMRS is artificially released from Arc1p, relocates into the 

nucleus and induces transcription of the nine nuclear-encoded genes of the cytochrome bc1 

subunits, as well as of key enzymes involved in formation of cytochrome c oxydase (Mss51) 

and ATP synthase (ATP17) (Figure 6A and B). Meanwhile, sequestration of cytoERS in the 

cytosol impedes overall mitochondrial protein synthesis and thus that of cytochrome b (cob), 

the only mitochondrial-encoded subunit of this complex. As a consequence, cytochrome bc1 

complex is very likely assembled with an inaccurate stoichiometry (Figure 6D), since there is 

an excess of nuclear-encoded subunits. Such an unbalanced cytochrome bc1 complex has 

already been shown to produce a massive quantity of superoxyde species (Crofts, 2004; Yin et 

al., 2010). One possible explanation for the increased ROS production by the cytochrome bc1 

complex of the nM strain could be that the depletion of cytochrome b, which transfers 

electrons from ubiquinol to cytochrome c, could generate a breach that allows electrons to 

escape the respiratory chain and convert oxygen species into ROS (ref). This model is in 

accordance with the mild beneficial effect on ROS production observed in the nE strain 

(Figure 4C, 4D) in which the assembly of cytochrome bc1 complexes presenting an excess of 

the mitochondrial-encoded cytochrome b (Figure 6B, 6C) would block the electron leakage 

during transfer from ubiquinol to cytochrome c. However, the positive effect of having 

respiratory chain complexes presenting an excess of the mitochondrial-encoded subunits 

(Figure 6B, 6C), on ROS production, is counterbalanced by a decrease in the respiration 

efficiency (Figure 4B). Considering that the limit of our desynchronizing approach is that 

overexpression of Arc1p is not sufficient to completely sequester both aaRSs in the cytosol, 
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the phenotypes and molecular effects we observe with the ARC, nM and nE strains are very 

likely attenuated by the leaky release of both aaRS (see also Figure 3C). It is therefore 

probable that nuclear cytoMRS might impact transcription of more genes than just the ones we 

identified (Figure S6). The same limitation applies to the effects of cytoERS on overall 

mitochondrial translation. However, one has to keep in mind that the system is by itself 

naturally leaky, since in the wild type strain both cytoMRS and cytoERS have been found in 

the nucleus and the mitochondria of yeast cells that are fermenting, when Arc1p expression is 

at its maximum. This natural and uncontrolled release of small quantities of both aaRSs is 

probably mandatory for keeping a basal level of nucleus-mitochondria cross-talk necessary 

for not attempting to the maintenance of mitochondria during fermentation.  

In yeast and Human (Finley and Haigis, 2009; Liu and Butow, 2006) we are just 

starting to understand the major role played by the different nutrient-sensing pathways such as 

TOR, AMPK (equivalent to yeast Snf1/4 pathway) or sirtuins, and by the mitochondrial 

metabolites like Ca2+, ROS or glutamate involved in feedback controls. However, the 

molecular effectors activated by nutrient-sensing pathways to synchronize expression of the 

nuclear and mitochondrial genes of the subunits of the respiratory chain complexes have yet 

to be discovered. To our knowledge the Arc1p/cytoMRS/cytoERS particle, that has been 

deviated by the cell from its primary function to relay sensing of the glucose level and 

concomitant expression of genes of the respiratory chain complexes, constitutes the first 

reported example of such kind of expression synchronizer. When looking at the mechanism 

by which this synchronizer adjusts the spatiotemporal expression of subunits composing 

complexes encoded by genomes separated in two different compartments, it appears to be 

irresistibly simple. To synchronize the expression of compartmentalized genes, two cytosolic 

proteins that are primarily producing aa-tRNAs alternatively appear to be a nuclear 

transcription modulator and a mitochondrial translation regulator that are both sequestered on 
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a cytosolic anchor. The simple decrease in expression of the anchor will ensure the 

synchronized relocation of both aaRSs and thus concomitant expression of nuclear and 

mitochondrial genes. As a consequence, one additional issue raised by our study is to define 

what we consider as the primary location and function of these proteins, as cytoERS and 

cytoMRS are undoubtedly essential cytosolic proteins producing aa-tRNAs. It also raises the 

more fundamental question of how to unravel alternative functions carried by essential 

multifunctional proteins. Progressive disruption of a complex such as multi-aminoacyl-tRNA 

synthetase complexes (MSC) in order to study the synchronization of the subcellular 

alternative relocation and functions of aaRSs is one of probably many artificial approaches 

that can be used. It is also a natural strategy that has been shown to be used in other signalling 

pathways, leading to the emerging new concept that MSC, and more generally 

macromolecular complexes, can be considered as reservoirs blocking multifunctional proteins 

with multiple subcellular locations (Hausmann and Ibba, 2008; Lee et al., 2004; Ray et al., 

2007). As an example, it has already been shown that human cytoMRS, that belongs to the 

human MSC can relocalize into the nucleolus of dividing cells and control transcription of 

rRNA (Ko et al., 2000). Likewise, the Glutamyl-Prolyl-tRNA synthetase or EPRS can be 

released from the human MSC upon phosphorylation of two serines (Arif et al., 2009) of the 

non catalytic WHEP domain linking the two synthetase cores. Once released, EPRS forms an 

heterotetrameric complex that inhibits, via the binding to a specific GAIT element (Sampath 

et al., 2004), translation of specific mRNAs involved in the inflammatory response. It is 

probably more than just a coincidence that, in two different species, the same aaRS escape a 

MSC and are used by cell signaling pathways to modulate expression of genes. Considering 

that in S. cerevisiae more than 500 macromolecular edifices assembling transiently, or more 

stably, on average 5 proteins have been identified, one may wonder how many of these might 

as well serve to transduce signals or to relocate multifunctional proteins. 
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Experimental Procedures 

 

Growth conditions and monitoring of the diauxic shift in glucose medium 

Classical conditions: a yeast culture composed of SCGlu medium seeded at 0.5 A600 nm with a 

saturated BY4741 starter is grown during 16 hours at 30°C in a Unitron incubator (Infors). 

The growth curve is obtained by following A600 nm of the growing culture. The specific two-

steps pattern of the diauxic shift is seen only in optimal oxygenation conditions by filling a 1 

L or 5 L Erlen with 50 mL orv250 mL of medium in order to obtain optimal surface for 

liquid-gas exchange. SCGlu is composed of 6,75 g.L-1 of Yeast Nitrogen Base, 2 g.L-1 of 

Drop-Out mix minus Ade, His, Leu, Trp and Ura (US Biological), 20 mg.L-1 of Ade, His, 

Ura, 50 mg.L-1 of Trp, 250 mg.L-1 of Leu and 20 g.L-1 of glucose. Sterilisation is always made 

by filtration on 0.22 mm cartridges (Millipore). 

 

Relative q-PCR experiments: 

All total mRNA samples are prepared with trizol® (Invitrogen), all cDNAs are prepared using 

AMV reverse transcriptase (MP biomedicals) with 6 g of total mRNA and a 16-mer polydT 

oligoDNA following recommendations of manufacturers. All q-PCR reaction mixtures are 

performed with 5 × HOT Pol® EvaGreen® qPCR Mix Plus Rox (Euromedex) and 

quantifications were performed in a MX3005P (Stratagene). Data were analyzed with the 

REST software (Pfaffl et al., 2002). Each value of the evolution of ARC1, GUS1 and MES1 

mRNA amounts is made by measurement of the quantity of the three transcripts contained in 

total mRNA preparation from 10 mL aliquots of a BY4741 culture made in classical 

conditions. ACT1, NUP57 and NOP1 were used as internal references. Analysis of the 
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capacity to regulate ARC1 transcription was obtained by comparing ARC1 mRNA amount in 

total mRNA preparations from 10 mL of Knock-Out yeast strains grown in fermentation and 

respiration respectively 4 h or 12-16h in classical conditions. Preparation of total mRNA 

samples for quantification of the transcription of nuclear-encoded partners of the MRC in the 

ARC and nE strains (with WildType as reference) is made using 10 mL of a culture of each 

strain grown during 16h in SCGlu -Leu -Trp with 2% glucose in order to adapt to respiration. 

For the two latter, q-PCR experiments, ACT1, NUP57, GUS1 and MES1 were used as internal 

references.  

 

Confocal live microscopy 

One mL of the cytoMRS-GFP strain grown in SCGlu -His up to 2-3 A600 nm (fermentation) or 

7-8 A600 nm (respiration) was coloured with 3 L of Hoechst (5 mg/mL) during 10 min, then 

pelleted and washed with fresh medium. A 10 L-aliquot was resuspended, mounted on 

coverslips and observed with a Zeiss LSM510 confocal microscope, using a 63× water 

immersion objective (NO 1.4). Images were processed with the AIM3.2 software. For ROS 

measurements, the WT, ARC, nE and nM strains were grown in SCGal -Leu-Trp up to 3 A600 

nm, prior addition, during 20 min, of 10 M of 2’, 7’ dichlorofluorescein diacetate (DCF) in 1 

mL of each of the three cultures (SCGal is equivalent to SCGlu except glucose is replaced by 

galactose). Cells were pelleted, washed with fresh medium and mounted on coverslips. 

Signals generated by ROS in each of the three strains were observed in the same conditions 

using the same confocal microscope than for colocalisation observations. Quantification of 

the signal intensity in all acquired images was made with Image J software.  

 

Fast purification of nuclei and obtention of nuclear protein extracts. 
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Yeast cells were pelleted at 1500g for 10 min, resuspended in 1 volume of Sorbitol buffer and 

broken in 50 mL Falcon previously filled with glass beads using a FastPrep® (MP 

Biomedicals) with a program of 6 pulses of 25 seconds each at 6 m.s-1. Broken cells were then 

centrifuged twice at 290g for 10 min and then twice at 430 g for 10 min. One additional 

centrifugation at 1200g for 5 min was done in order to progressively eliminate cell fragments 

and keep nuclei in the supernatant. Nuclei were then pelleted at 2900g for 15 min, 

resuspended in one volume of fresh sorbitol buffer and subjected to two additional differential 

centrifugation cycles composed of the two successive steps at 1200g and 2900g in order to 

purify nuclei from remaining cell fragments and other subcellular structures. For 

immunodetection purposes nuclear protein extracts were prepared as follows: fresh nuclei, 

suspended in lysis buffer, were disrupted by sonication (VibraCell BioblockScientific) and 

centrifuged 90 min at 105000g in order to pellet all cytosolic contaminants adsorbed on 

membrane fragments.  
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Legends to figures 

 

 

 

 

Figure 1: ARC1 transcription is repressed during the diauxic shift by the Snf1/Snf4 

glucose-sensing pathway while GUS1 and MES1 transcription remains unaltered. (A) 

Conventional two-steps growth curve of a wild type Saccharomyces cerevisiae strain 

grown in SCGlu medium. During the first exponential phase (~0 to 8 h; 0-5 A600 nm) the wild 

type BY4741 yeast strain ferments glucose into ethanol before reaching an intermediate 

plateau called diauxic shift (D.S). During this ~2h long step, yeast carries out its respiration 

adaptation that allows to start a second exponential growth phase (~starting at 10h, 5-7 A600 

nm) during which non-fermentable carbon sources like ethanol or glycerol are used with a 

notable augmentation of oxygen consumption (see Figure S1A).The curve is the result of four 

independent growth experiments. (B) Quantification of GUS1, MES1 and ARC1 
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transcription during classical growth conditions shows that ARC1 transcription is almost 

completely inhibited during the D.S. ACT1, NUP57 and NOP1 genes were used as internal 

reporters. Each curve is the result of three independent experiments. Plots without error bars 

are issued from a REST “not different” result (p-Value close to 1). (C) Monitoring the 

cellular level of Arc1p using a strain expressing a GFP-fused Arc1p. The chromosomal 

arc1-gfp gene is under the control of ARC1’s own promoter. The amount of Arc1p-GFP l is 

measured by FACS (Becton Dickinson FacsCalibur). The decrease starts during the D.S, 

however, since GFP fusion proteins are usually more stable, native Arc1p real decrease must 

be faster. See also Figure S1. (D) Quantification of ARC1 mRNA in strains deleted from 

core genes of the Snf1/4 pathway. Total mRNA extracts of the various strains were prepared 

from strains grown in SCGlu in classical conditions to reach fermentation (~4 h ) or 

respiration (12-16 h). After cDNA synthesis, the ARC1 mRNA relative quantity in respiration 

versus fermentation was measured by q-PCR, using ACT1, NUP57, MES1 and GUS1 as 

internal references. Each measurement was done three times and experiments were repeated at 

least four times. Bars represent standard error. For controls in the other nutrient sensing 

pathways see Table S2. (E) Schematic representation of the Snf1/4 pathway with its main 

components. The network responsible for the specific regulation of ARC1 is highlighted.  
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Figure 2: Subcellular localization of 

cMRS in fermenting and respiring 

yeast. (A) Subcellular localization of 

cMRS-GFP fusion protein 

monitored by confocal microscopy. 

Focal planes of 0.6 m thickness were 

observed by live confocal microscopy. 

The GFP fluorescent signal of a 

fermenting (~3 A600 nm) and respiring 

(~7 A600 nm) yeast strain encoding a 

chromosomal cytoMRS-GFP gene 

controlled by its natural promoter is 

observed. Nuclei were stained with 

Hoechst. (B) Quantification of the 

relative enrichment in nuclear cMRS when yeast switches to respiration. Comparison of 

the quantity of cMRS present in nuclear or cytosolic (cyto) protein extracts from yeast grown 

under respiratory (resp) or fermentation (ferm) conditions using anti-cMRS antibodies 

(@cMRS). Nuclei were prepared as described in the Experimental procedures, using a fast 

purification protocol to limit passive diffusion of the nuclear proteins. Contamination of 

nuclear extracts by cytosolic proteins was checked using anti-PGK (@PGK) antibodies. 

Quantities of total nuclear proteins used for PAGE prior to blotting were normalized anti-

pH2A (@pH2A) and anti-pNOP1 (@pNOP1) signals. Histograms represent the quantity of 

cMRS in nuclei of respiring wild type yeast nuclei relative to nuclei of fermenting wild type 

yeast. 
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Figure 3: Artificially desynchronizing release of cMRS and cERS from Arc1p by 

competition with their N-terminal Arc1p binding domain. (A) Schematic description of 

the three strains engineered to desynchronize release of cMRS and cERS. Arc1p, full-

length or N-terminus (in blue) of cMRS and full-length or N-terminus (in red) of cERS are 

schematized as well as their expected binding state, in complex or free in the wild type (WT), 

ARC, nE and nM strains grown under fermentation (ferm. 2 h) or respiratory (resp. 12 h) 

conditions. The ARC strain is obtained by transforming an arc1 strain with a p425GPD 

plasmid carrying the ARC1 gene (in gree) under the control of the strong and constitutive 
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promoter GPD (pGPD) and with the empty p424 plasmid. The nE strain is obtained by 

transforming the ARC strain with a second p424GPD plasmid carrying the gene encoding for 

the first 190 aa (Nter-gus1, in red) of the cERS. The nM strain is obtained by transforming the 

ARC strain with a p424GPD plasmid overexpressing the first 160 aa (Nter-mes1, in blue) of 

the cytoMRS. Control wild type strain (WT) was transformed with the empty p425 and p424 

plasmids. (B) Comparison of the relative quantity of ARC1 mRNA in the WT, ARC, nE 

and nM strains after 2h or 12h of culture. The quantities of ARC1 mRNA, determined by 

qRT-PCR, present in the WT, ARC, nE and nM strains grown in fermentation (2h) or in 

respiratory (12 h) conditions were compared to that of the WT strain grown in fermentation. 

(C) Analysis by size-exclusion chromatography of the release of cMRS and cERS from 

the AME complex in the ARC, nE and nM strains. Size-exclusion chromatographies were 

performed on total extract of the ARC, nE and nM strains. The three elution profiles (mAU as 

a function of retention in mL) were identical to that of the ARC strain which is displayed. The 

same quantity of proteins in each fraction (500 L) was tested for its capacity to form 

[14C]Glu-tRNA (cERS specific activity, orange histograms) or [35S]Met-tRNA (cMRS specific 

activity, violet histograms).  
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Figure 4: Synchronized 

release of both cMRS and 

cERS by Arc1p is essential 

for adaptation of yeast to 

respiration. (A) Analysis of 

the capacity of the wild 

type (WT), ARC, nE and 

nM strains to ferment or 

respire by drop tests on 

glucose and glycerol media. 

The four strains were grown 

in SC -Leu-Trp with 2% 

glucose up to 2 A 600nm, 

plated on glucose- (YPD) or 

glycerol- (YPGly) media and 

grown at 30°C for three days. 

Each dot represents a ten-

fold dilution and of the 

previous one. (B) 

Comparative analysis of 

the oxygen consumption 

capacity of the WT, ARC, nE and nM strains. The four strains were grown in SCGalactose 

-Leu-Trp up to 2 A 600nm. Histograms represent the uncoupled maximal O2 consumption 

speed measured in an oxymeter (Hansatech oxygraph) using the same quantity of cells of the 

WT (yellow), ARC (red), nE (green) and nM (blue) strain dissolved in fresh SC medium. 
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Background oxygen consumption obtained after cyanide treatment is subtracted from the 

initial measured value. (C) Evaluation of the ROS produced by the WT, ARC, nE and nM 

strains by confocal microscopy on 2’, 7’ dichlorofluorescein diacetate (DCF) -treated 

cells. Each strain was grown like in (B), treated with 4 M of DCF for 20 minutes and images 

were acquired using a Zeiss LSM 510 confocal microscope with the same settings. The colour 

code, indicated by squares in the top left corner of the images, refers to the strains as follows: 

yellow: WT, red: ARC, green: nE and blue: nM. (D) Relative quantification of the ROS 

production in the four strains. Measurements were done using image J, on four different 

images of cells from each strain treated and observed as in (C). 
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Figure 5: Identification of the nuclear interactants of cMRS by Tandem Affinity 

purification coupled to LC:MS/MS. (A) Schematized TAP strategy used for the 

identification of cMRS nuclear interactants. Nuclei are purified using the fast purification 

procedure described in the Experimental Procedures. (B) G250 Colloïdal Blue-stained SDS-

PAGE separation of the cMRS-TAP nuclear interactants purified by Tandem Affinity 

Purification. The Tap purification procedure that was used included each time repeated 

washing steps. The contamination of Arc1p bound to the nuclear pool of cMRS-TAP is due to 

the use of the fast purification procedure of nuclei. When regular purification of nuclei was 

used, no contamination by Arc1p was observed (see Figure S3). Proteins mentioned on the 

figure were identified by LC:MS/MS, for other additional interactants see Table S5. 

 



 165

 

 

 



 166

 

 

 

Figure 6: Synchronization of nuclear transcription and mitochondrial translation of the 

genes of RC subunits is controlled by cMRS and cERS released from Arc1p. (A and B) 

Relative q-PCR analysis of the transcription of the nuclear genes encoding subunits of 

the bc1 complex in the ARC (A) and nE (B) strains that sequesters cMRS in the cytosol 

compared to the WT strain. Green histograms represent genes of core components of the 

bc1 complex, yellow histograms those of proteins involved in assembly of this complex and 

its insertion in the inner membrane and blue histograms alternative genes for cytochrome C. 

Squares represent standard errors and middle bars mean values, all p-values were below 

0.002. Measurements were done using four genes as internal references, ACT1, GUS1, 

NUP57 and MES1. For the effect of nuclear cMRS on transcription of other genes of the 

respiratory chain subunits encoded in the nucleus see Table S6A. (C) PAGE monitoring the 

efficiency of protein synthesis in the mitochondria of the ARC, nE and WT strains. 

Cytosolic proteins synthesis was inhibited using cycloheximide and mitochondrial protein 

synthesis is visualized by incorporation of [35S]Methionine in newly synthesized proteins. (D) 

Comparison of the mitochondrial translation efficiency between the ARC and nE 

strains. The quantity of total [35S]-radiolabeled mitochondrial proteins of the ARC and nE 

starins, relative to the WT strain, was measured using Image Quant on 4 independent PAGE 

experiments like the one shown in (C). (E) Schematic summary of all effects triggered by 

desynchronizing release of cMRS and cERS from Arc1p. The state, released or anchored 

on Arc1p, of cMRS and cERS in the WT, ARC, nE and nM strains is shown (first column). 

The level mitochondrial translation (yellow histograms) and nuclear transcription (blue 

histograms), is indicated. The growth phenotype on YPGly, the oxygen uptake and the ROS 
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production ranging from normal level (+) to severe decrease (---) or increase (+++) is shown. 

The respiratory chain complexes are schematized and the subunits under transcriptional 

control of cMRS are in blue and those under translational control of cERS in are in yellow. 

The effect on transcription or translation, increase or decrease, of the subunits of the 

complexes controlled cMRS and cERS in the WT, ARC, nE and nM strains are symbolized by 

increased or decreased sizes of the corresponding complexes. 
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Figure 7: Summary of spatio/temporal control of the release of cMRS and cERS from the 

AME complex and their role in adaptation of yeast to respiration. Under high 

concentration of glucose, the Snf1/4 pathway is turned off (┤) and the Mig1/Hxk2 complex 

stimulates (→) ARC1 transcription (◄┘)and therefore Arc1p production. When the glucose 

level decreases and reaches a critical threshold, the need to use non fermentable carbon 

sources stimulates (→) the Snf1/4 pathway, inhibiting (┤) the transcription of ARC1 via 

phosphorylation and subsequent export of Mig1 outside the nucleus. cytoMRS and cytoERS are 

progressively found into their free forms and imported (blue arrows) in the nucleus and the 

mitochondria respectively, in order to synchronize the nuclear transcription (└►) and 

mitochondrial translation of partners of the respiratory chain. 
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Supplemental Information 

 

Extended Experimental Procedures 

 

Fast purification of nuclei and preparation of nuclear protein extracts. 

Sorbitol buffer is composed of 1.1M Sorbitol and lysis buffer of 50 mM Hepes-Na at pH7.2 

and 50 mM NaCl, both contains also 5 mM -Mercaptoethanol and protease inhibitor cocktail 

cOmplete®, EDTA-free (Roche). Evolution of the saturation of O2 was monitored in a 

Labfors® bioreactor (Infors). 

Immunodetection analysis and FACS fluorescence measurements  

BY4741 S100 extracts were used as controls to visualize the proportion of the cMRS cytosolic 

fraction and for Arc1p quantification. For all extracts, protein concentration was determined 

using Bradford, and 10–15 µg of proteins were separated by SDS-PAGE on a 12% gel prior 

to electroblotting onto Hybond-P® membrane (Amersham). Detection was carried out using 

anti-rabbit or anti-mouse goat antibodies, HRP-conjugated (Bio-Rad) and ECL-plus® 

reagents (Amersham) according to the manufacturer’s instructions. We used rabbit anti-cMRS 
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primary antibody (1:5000) to quantify the amount of cMRS in each extract. To control the 

relative quantity and purity of our nuclear extracts, we used as a nuclear protein marker the 

phosphorylated Histone 2A and the Nop1 nucleolar protein, which were detected using mouse 

anti-pH2A (1:1000) and mouse anti-Nop1 (1:2000) both from Abcam, and as a cytosolic 

marker, PGK, which was revealed using mouse anti-PGK (1:2000). The quantifications of 

Arc1p and cERS, used as controls, were done using anti-Arc1p (1:5000) and anti-cERS 

(1:5000) rabbit antibodies. Evolution of the Arc1-GFP signal in classical conditions was 

monitored in a FACS Calibur from BD Biosciences by measuring the mean fluorescence 

generated by 1×105 ARC1-GFP cells grown in SCGlu -His with 2% Glucose. Aliquots were 

taken during 16 h. 

 

Engineering of the ARC, nE and nM strains and oximetry measurements 

The arc, nE and nM DNA fragments were synthesized by Genscript and subcloned into 

p425GPD (arc) and p424GPD (nE and nM) (Mumberg et al., 1995) between the SalI and SacI 

restriction sites. An arc1 strain was transformed with the p425GPD-arc recombinant 

plasmid and subsequently transformed with the empty p424GPD, p424GPD-nE or p424GPD-

nM plasmids yielding respectively the ARC, nE and nM strains. Control Wild Type strain was 

BY4741 cotransformed with the p425GPD and p424GPD empty plasmids. These four strains 

were grown in SCGal -Leu -Trp with 2% Galactose up to 2 A600 nm and 300 L aliquots of 

each culture was mixed with 700 L of fresh medium in the hermetic chamber of an 

Hansatech oxygraph® oximeter. Rates of O2 consumption were measured after addition of 

carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) at the final concentration of 2 

M and corrected by subtraction of 2 mM KCN-insensitive respiration. 

 

Tandem affinity purification  
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Nuclei from cMRS-TAP strain were purified as described above from 2 L of cells grown in 

respiration. The S100 obtained after sonication of nuclei in buffer A and 90 min of 

centrifugation at 105000g was subjected to the TAP procedure as described previously (Puig 

et al., 2001) except that washing steps after each binding on IgG and Calmoduline beads were 

repeated once. 

 

Measurements of mitochondrial translation rates 

Mitochondrial translation labelling for the WT, ARC and nE strains were performed as 

described in (Barrientos et al., 2002). Protein extracts were separated by SDS-PAGE and the 

resulting 12% gel was dried and revealed by scanning the 1-h-exposed image plate with a Fuji 

Bioimager. Amounts of [35S]-methionine-containing proteins in each lane were quantified 

using the ImageQuant software. 

 

Protein digestion for nano-LC-MS/MS studies  

Protein bands were manually excised from the gels and transferred into 96-well microtitration 

plates. Excised gel samples were cut in small pieces and washed three times by incubation in 

25 mM NH4HCO3 for 15 min and then in 50% (v/v) acetonitrile containing 25 mM NH4HCO3 

for 15 min. Samples were then dehydrated with 100% acetonitrile and then reduced with 10 

mM DTT during 1 h before being alkylated with 55 mM iodoacetamide for 1 h in the dark. 

Gel pieces were washed again with the destaining solutions described above. 0.250 µg of 

modified trypsin (Promega, sequencing grade) in 25 mM NH4HCO3 were added to the 

dehydrated gel spots depending on protein amount. After 30 min incubation at room 

temperature, 20 µL of 25 mM NH4HCO3 were added on gel pieces before incubation 

overnight at 37°C. Peptides were then extracted from gel pieces in 20 µL of 50% acetonitrile / 

5% formic acid. 



 177

 

Nano-LC-MS/MS analysis.  

For nano-LC-MS/MS analysis, the dried extracted peptides were transferred in vials 

compatible with nano-LC-MS/MS analysis (Ultimate 3000, Dionex and MicroTOF-Q, 

Bruker). The method consisted in a 60-min gradient at a flow rate of 300 nL/min using a 

gradient from two solvents: A (0.1% formic acid in water) and B (0.08% formic acid in 

acetonitrile). The system includes: a 300 µm × 5 mm PepMap C18 precolumn (Dionex) in 

order to pre-concentrate peptides and a 75 µm × 150mm C18 column (Dionex) used for 

peptide elution. MS and MS/MS data were acquired in a data-dependent mode using Hystar 

(Bruker) and processed using Mascot software (Matrix Science). Consecutive searches against 

the NCBI nr database first and then against the S. cereviaiae taxonomy were performed for 

each sample using an intranet version of Mascot 2.0. Peptide modifications allowed during the 

search were: N-acetyl (protein), carbamidomethylation(C) and oxidation (M). The other 

parameters were: peptide tolerance = 0.4 Da, MS/MS tolerance = 0.4 Da, 2 missed cleavage 

sites by trypsin allowed. Proteins showing two peptides with a score higher than the query 

threshold (p-value<0.05) were automatically validated with Proteinscape (Bruker). Each 

protein identified by only one peptide was checked manually using the classical fragmentation 

rules.  
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Supplemental figure 1. 

A.Evolution of the O2 

concentration during classical 

growth in SCGlu.After the 

diauxic shift the medium O2 

saturation decrease from 75% to 

15% because of the use of the 

respiration metabolism. B. 

Western blot analysis of the 

evolution of Arc1p quantity 

during adaptation to 

respiration in classical growth 

conditions. D.S means diauxic 

shift. Time plots are relative to the time of growth of yeast in SCGlu 2% in conditions defined 

above.  

 

 

 

 

 

 

Supplemental figure 2. (A) Analysis of the capacity of the wild type (WT), pNop1:ARC1, 

and ARC1 strains to ferment or respire by drop tests on glucose and glycerol media. 

The three strains were grown in SC (or SC –Ura for pNop1:ARC1) with 2% glucose up to 2 A 

600nm, plated on glucose- (YPD) or glycerol- (YPGly) media and grown at 30°C for three 

days. Each dot represents a ten-fold dilution of the previous one. 
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Strain Genotype Source 
BY4742 (Wild type) MAT, his31, leu20, lys2, ura Euroscarf 
tos3 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 

YGL179c::kanMX4 
Euroscarf 

reg1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YDR028c::kanMX4 

Euroscarf 

snf1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YDR477w::kanMX4 

Euroscarf 

snf4 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL115w::kanMX4 

Euroscarf 

gal83 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YER027c::kanMX4 

Euroscarf 

mig1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL035c::kanMX4 

Euroscarf 

adr1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YDR216w::kanMX4 

Euroscarf 

cat8 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YMR280c::kanMX4 

Euroscarf 

sip4 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YJL089w::kanMX4 

Euroscarf 

hxk2 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL253w::kanMX4 

Euroscarf 

tpk1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YJL164c::kanMX4 

Euroscarf 

tpk2 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YPL203w::kanMX4 

Euroscarf 
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tpk3 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YKL166c::kanMX4 

Euroscarf 

tor1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YJR066w::kanMX4 

Euroscarf 

pkh1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YDR490c::kanMX4 

Euroscarf 

gpa1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YHR005c::kanMX4 

Euroscarf 

ras1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YOR101w::kanMX4 

Euroscarf 

yak1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YJL141c::kanMX4 

Euroscarf 

rgt1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YKL038w::kanMX4 

Euroscarf 

arc1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL105w::kanMX4 

Euroscarf 

WildType (WT) Mat, his31; leu20; lys20; ura30;, 
p425GPD, p424GPD 

Euroscarf 

pNOP-ARC1 Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL105w::kanMX4, pRS316-pNOP-ARC1 

this work 

ARC Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL105w::kanMX4, p425GPD-ARC1, 
p424GPD 

this work 

nM Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL105w::kanMX4, p425GPD-ARC1, 
p424GPD-N_MRS 

this work 

nE Mat, his31; leu20; lys20; ura30; 
YGL105w::kanMX4, p425GPD-ARC1, 
p424GPD-N_ERS 

this work 

MRS-TAP MATa ade2 arg4 leu2-3,112 trp1-289 ura3-
52, YGR264c-TAP:URA3 

CellZome 

ARC-GFP MATa, his31 leu20 met150 ura30, 
YGL105w-GFP :HIS3MX6 

In vitrogen 

MRS-GFP MATa, his31 leu20 met150 ura30, 
YGR264c-GFP:HIS3MX6 

In vitrogen 

 

Table S1: Yeast strains used or engineered during this study 
 
 

 

 

 

 Expression p-value Std Error ARC1 transcript. 

inhibition 
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Wild type 0.106 0.000 0.021-0.315 yes 

pkh1 0.047 0.000 0.005-0.368 yes 

tor1 0.065 0.005 0.035-0.111 yes 

tpk1 0.062 0.002 0.007-0.388 yes 

tpk2 0.032 0.002 0.018-0.056 yes 

gpa2 0.062 0.000 0.007-0.467 yes 

ras1 0.132 0.000 0.080-0.216 yes 

 

Table S2  ARC1 transcription (transcript.) is still inhibited during adaptation to respiration in 

strains deleted of essential genes of the TOR and PKA pathway (Std: standard). 

 

 

Gene Expression p-value Std Error variation 

FMC1 0,547 0,049 0,284 - 1,091 NO 

ATP1 0,496 0,001 0,366 - 0,688 Down 

ATP2 0,606 0,007 0,432 - 0,886 Not Clear 

ATP3 0,340 0,000 0,148 - 0,609 Down 

ATP5 2,269 0,025 1,818 - 2,968 Not Clear 

ATP4 1,276 0,633 0,747 - 2,256 NO 

ATP7 0,781 0,605 0,434 - 1,330 NO 

ATP12 0,758 0,116 0,526 - 1,094 NO 

ATP17 0,284 0,002 0,116 - 0,681 Down 

ATP19 0,390 0,003 0,235 - 0,636 Down 

ATP22 1,224 0,700 0,374 - 4,279 NO 

INH1 2,758 0,330 0,803 - 9,812 NO 

STF1 0,563 0,121 0,349 - 0,881 NO 
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STF2 0,428 0,252 0,157 - 1,082 NO 

NDI1 0,985 0,963 0,609 - 1,473 NO 

NDE1 0,743 0,429 0,459 - 1,271 NO 

NDE2 0,207 0,063 0,081 - 0,490 Not Clear 

SDH1 1,205 0,881 0,820 - 2,123 NO 

SDH2 1,576 0,137 1,074 - 2,701 NO 

SDH3 1,117 0,826 0,452 - 2,429 NO 

SDH4 1,008 0,913 0,603 - 1,787 NO 

ACP1 0,739 0,171 0,593 - 0,977 NO 

OXA1 1,661 0,124 1,123 - 2,306 NO 

COX4 1,170 0,707 0,768 - 2,380 NO 

COX5B 1,601 0,212 0,959 - 3,051 NO 

COX6 0,833 0,696 0,467 - 1,479 NO 

COX7 0,726 0,551 0,374 - 1,289 NO 

COX8 1,842 0,013 1,292 - 3,062 Not Clear 

COX9 1,117 0,925 0,763 - 1,975 NO 

COX11 2,038 0,229 1,052 - 3,705 NO 

COX12 0,841 0,452 0,619 - 1,380 NO 

COX13 1,107 0,789 0,777 - 1,808 NO 

COX14 1,661 0,423 0,891 - 2,824 NO 

COX15 0,744 0,353 0,444 - 1,518 NO 

COX16 1,825 0,524 0,797 - 4,121 NO 

COX17 2,296 0,025 1,515 - 2,969 Not Clear 

COX19 1,324 0,490 0,695 - 2,531 NO 
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Table S3: Comparative quantification of nuclear respiratory chain 

gene transcription between WT and ARC strains. NO: no 

variation, Down: inhibition. 

 

Gene Expression p-value Std Error variation 

FMC1 0,426 0,059 0,190-0,981 Not clear 

ATP1 0,447 0,001 0,278-0,742 Down 

ATP2 0,376 0,002 0,227-0,614 Down 

ATP3 0,318 0,002 0,206-0,553 Down 

ATP4 0,996 0,815 0,621 - 1,871 NO 

ATP5 2,038 0,108 1,609 - 2,654 NO 

ATP7 0,884 0,858 0,463 - 1,433 NO 

ATP12 0,540 0,010 0,333-0,861 Not clear 

ATP17 0,229 0,000 0,097 - 0,620 Down 

ATP19 0,565 0,019 0,359 - 0,878 Not clear 

ATP22 0,479 0,067 0,188 - 1,358 NO 

INH1 2,203 0,425 0,623 - 7,848 NO 

STF1 0,418 0,000 0,253 - 0,655 Not Clear 

STF2 0,354 0,096 0,127 - 0,846 Not Clear 

NDI1 0,852 0,494 0,612 - 1,309 NO 

NDE1 0,796 0,653 0,484 - 1,394 NO 

NDE2 0,367 0,092 0,138 - 0,753 NO 

SDH1 0,872 0,692 0,593 - 1,479 NO 

SDH2 1,267 0,677 0,592 - 2,356 NO 

SDH3 0,812 0,676 0,305 - 1,665 NO 

SDH4 0,653 0,292 0,417 - 1,247 NO 
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Table S4: Comparative quantification of nuclear respiratory chain 

gene transcription between the WT and nE strains. NO: no 

variation, Down: inhibition. 

 

ACP1 

 

 

 

 

 

 

0,377 0,031 0,250 - 0,548 Not Clear 

OXA1 1,591 0,191 1,087 - 2,481 NO 

COX4 0,581 0,329 0,368 - 1,139 NO 

COX5B 1,194 0,855 0,703 - 2,422 NO 

COX6 0,714 0,451 0,421 - 1,274 NO 

COX7 0,734 0,646 0,392 - 1,240 NO 

COX8 1,399 0,387 0,918 - 2,161 NO 

COX9 1,107 0,961 0,771 - 2,011 NO 

COX11 1,859 0,208 1,341 - 3,061 NO 

COX12 0,801 0,372 0,589 - 1,312 NO 

COX13 1,167 0,583 0,795 - 1,828 NO 

COX14 0,987 0,893 0,635 - 1,644 NO 

COX15 0,463 0,198 0,302 - 1,021 NO 

COX16 1,036 1,000 0,682 - 1,758 NO 

COX17 2,066 0,108 1,501 - 2,938 NO 

COX19 1,309 0,458 0,751 - 1,938 NO 
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F. Conclusions 
 

La raison pour laquelle les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS) forment des complexes 

multisynthétasiques (MSCs) reste encore à être élucidée. La première hypothèse sur laquelle 

les spécialistes se sont penchés concernait l’intérêt catalytique d’une telle organisation. Y a-t-

il systématiquement augmentation de l’efficacité d’aminoacylation lorsque les aaRS sont 

associées en complexe et les protéines auxiliaires y participent-elles ? Si ce type d’effet peut 

être constaté dans certains cas particuliers (Figure I-17) il ne semble pas que ce soit la raison 

principale du regroupement des aaRS, puisque le MSC des mammifères, par exemple, 

n’apporte aucun avantage catalytique aux aminoacyl-ARNt synthétases qui le composent. De 

même, l’effet d’Arc1p sur les activités de la méthionyl- et de la glutamyl-ARNt synthétases 

(M- et ND-ERS) n’est pas essentiel puisque, par exemple, le Km de la ND-cERS pour son 

ARNtE cytoplasmique reste stable que la synthétase soit ou non fixée à Arc1p (Graindorge et 

al., 2005).  

 

Devant cette constatation, la communauté des spécialistes des aminoacyl-ARNt synthétases a 

très vite admis que la formation de tel complexes devait avoir un rôle dans le contrôle, non 

pas de la fonction primaire d’aminoacylation, mais des fonctions secondaires que ces enzymes 

auraient acquises au cours de l’évolution. En effet l’augmentation de la complexité d’un 

organisme va de pair avec une sophistication graduelle de tous les complexes 

macromoléculaires qu’il contient et donc ceux regroupant des aaRS également. Cela ne peut 

être expliqué que par la nécessité de créer puis de contrôler de nouvelles fonctions. 

 
Malgré de nombreux indices et éléments de réponse concernant ce concept, il n’existe à ce 

jour qu’un seul cas décrivant dans sa quasi-totalité la régulation de la fonction secondaire 

d’une aminoacyl-ARNt synthétase (aaRS) par sa rétention dans un complexe 

multisynthétasique. En effet, le MSC de l’Homme contrôle la fonction secondaire de la 

glutamyl-prolyl-ARNt synthétase (EPRS) qui consiste à inhiber la traduction de certains ARN 

messagers de la réponse inflammatoire. Dans ce cas uniquement, on connaît le stimulus, le 

traitement à l’interféron  qui est à la base du relargage le l’EPRS, ainsi que la finalité de cet 

événement, qui consiste à former un complexe d’inhibition de la traduction. L’ensemble du 
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système assure un rétrocontrôle intégral permettant d’éteindre automatiquement une réponse 

inflammatoire au bout d’à peu près14h. 

 

De ce point de vue, notre étude représente une avancée majeure dans la compréhension du 

rôle des complexes multisynthétasiques, puisque nous montrons qu’un stimulus précis, la 

baisse de la concentration en glucose, génère un signal relayé par la voie de signalisation 

Snf1/4 qui va permettre de diminuer la quantité d’Arc1p. Au travers de cette diminution, 

Arc1p endosse alors le rôle de chef d’orchestre qui sépare et synchronize l’information reçue 

en deux parties distinctes représentées par le relargage de ses deux partenaires la MRS et la 

ND-cERS. Ces aaRS libres rejoignent respectivement le noyau et la mitochondrie dans un 

mouvement concerté afin de déclencher de manière synchrone la production des partenaires 

de la chaîne respiratoire dont la production doit se faire de manière sur-contrôlée puisqu’une 

erreur de stoechiométrie peut mener à la surproduction de radicaux libres et à la mort de la 

cellule. 

 

Par ce travail nous mettons en évidence deux concepts fondamentaux, premièrement l’intérêt 

que va avoir une cellule à former des complexes supramoléculaires, car nous voyons ici que la 

stratégie qui consiste à créer des dépôts de protéines multifonctionnelles se révèle être une 

solution très efficace lorsqu’il s’agit de créer de nouvelles fonctions ou d’augmenter la 

sophistication d’un système sans pour autant augmenter le nombre de gènes codant pour de 

nouveaux acteurs moléculaires. De plus, nous proposons un mécanisme qui permet, pour la 

première fois, d’expliquer dans son entièreté, comment la cellule parvient à synchroniser un 

événement vital qui est la mise en place de la chaîne respiratoire, alors que ses composants 

sont codés dans des compartiments différents, le noyau et la mitochondrie.  
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III. Travaux parallèles 
 

J’ai intégré le laboratoire avec une formation initiale de cristallographe, je ne voulais 

cependant pas mettre toute mon énergie dans un seul projet. J’ai donc débuté ma thèse avec 

deux sujets, celui concernant le rôle de la protéine Pet112 de levure ainsi qu’un projet 

cristallographique où il me fallait épauler Mickael Blaise alors en train de finir sa thèse dans 

notre équipe. J’ai donc été associé à deux de ses travaux : premièrement la résolution de la 

structure de l’Asparagine synthétase de Pyrococcus horikoshii complexée à ses substrats et 

deuxièmement la résolution de la structure du transamidosome de T.thermophilus pour lequel 

Mickael Blaise venait d’obtenir des cristaux.  

 

J’ai également poursuivi les travaux initiés par Mickael concernant la résolution de la 

structure de la protéine YadB d’E.coli, dont le gène est un paralogue du gène de la glutamyl-

ARNt synthétase mais ayant perdu le domaine de liaison à l’anticodon. Mon objectif était 

d’arriver à cristalliser puis résoudre la structure du complexe entre YadB et son substrat, 

l’ARNtaspartate (ARNtD). L’intérêt de l’obtention d’une telle structure, est que YadB reconnaît 

l’ARNtD par l’anticodon et aminoacyle, avec un glutamate (E), la première base de 

l’anticodon de l’ARNt qui est un nucléoside modifié appelé queuosine. La fonction de cette 

aminoacylation de l’anticodon de l’ARNtD est actuellement toujours inconnue. Pour une 

question d’homogénéité ainsi que d’espace je ne vous présenterai pas ce travail qui 

malheureusement n’a pas abouti à la l’obtention de cristaux du complexe YadB-tRNAD 

malgré le temps et l’énergie que j’y ai investi. 

 

Je vais vous présenter dans les quelques pages qui suivent un travail publié récemment dans la 

revue EMBO Journal et mené principalement par Daniel Kern et Mickael Blaise (Blaise et 

al.). Dans ce travail, nous décrivons la structure du transamidosome de T.thermophilus, un 

complexe ribonucléoprotéique de 520 kDa composé de deux amidotransférases (AdT) 

GatCAB et de deux aspartyl-ARNt synthétases non discriminantes (ND-DRS) dimériques qui 

se font face ainsi que de quatre ARNt asparagine (ARNtN) assurant la cohésion de l’ensemble. Le 

rôle (décrit au chapitre I.C.3.b) ) de ce complexe est de promouvoir la formation de N-ARNtN 

par tansamidation ARNt-dépendante et ainsi éviter le relargage d’un D-ARNtN 

potentiellement dangereux pour la traduction des codons N.  
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La structure du complexe a été résolue par diffraction des rayons X à une résolution de 3 

Angström et révèle une caractéristique exceptionnelle permettant à la ribonucléoprotéine 

d’exister. En effet, seulement deux ARNtN sur les quatre que contient le complexe, sont 

orientés de manière classique leur permettant d’atteindre séquentiellement les sites actifs de la 

ND-DRS puis de la GatCAB. Ces deux ARNtN catalytiques sont reconnus par un monomère 

de chacune des deux ND-DRS dimériques ainsi que par la sous-unité GatB de chaque AdT. 

Les deux autres ARNtN, en revanche, ne sont pas orientés d’une façon permettant la catalyse, 

mais créent un lien entre le deuxième monomère de chaque ND-DRS dimérique et l’interface 

GatC/GatB de l’AdT en regard. Ces ARNts permettent donc de maintenir la structure de 

l’ensemble du complexe lors de l’étape de relargage du N-ARNtN, ce sont des ARNts 

uniquement structurants. 

  

Cette observation n’a pas manqué de nous surprendre, en effet, les expériences en solution 

menées précédemment (gel filtration, DLS ; (Bailly et al., 2007)) prouvaient sans conteste que 

le complexe en solution est plus petit (380 kDa) que le complexe décrit par la structure 

cristallographique, contenant apparemment une ND-DRS et deux ARNtN en moins. Ainsi la 

présence de ces ARNts structurants laissait penser à un éventuel artefact de cristallisation, il 

aurait été plus logique d’observer un complexe ne contenant que des ARNts orientés de 

manière productive.  

 

Mickael a donc effectué des expériences de SAXS (small angles X-ray scattering) afin de 

déterminer non seulement l’enveloppe du complexe du transamidosome en solution mais 

également pour vérifier l’existence de l’ARNt structurant en solution. Les résultats ont tout de 

suite prouvé que l’enveloppe de la molécule ne peut contenir que deux AdTs, une ND-DRS 

dimérique et ses deux ARNtN. Ces résultats ont également permis de renforcer l’hypothèse de 

l’existence des ARNts structurants en solution pour les raisons que je vais exposer dans les 

paragraphes qui suivent. 

 

Le dimère de ND-DRS possède un axe de symétrie d’ordre 2 passant par le centre de 

l’interface entre les deux sous-unités, autrement dit, si on soumet la moitié de la molécule à 

une rotation de 180° autour de cet axe, on reforme l’autre moitié de la molécule. Ainsi comme 

les deux ARNtN sont fixés de la même manière sur chacun des monomères, ils sont également 

soumis à la même symétrie.  
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Allons maintenant au bout du raisonnement, les AdT n’ont qu’une manière de reconnaître 

l’ARNtN dans le but de le transamider, manière que nous pouvons qualifier d’active. Ainsi les 

AdTs doivent également être reliées l’une et l’autre par cette symétrie d’ordre 2 dans le 

complexe en solution en admettant qu’elles reconnaissent toutes les deux leur ARNtN de 

manière identique dite ‘’active’’. 

 

Après cette suggestion de ma part, Mickael Blaise a généré deux modèles basés sur la 

structure cristallographique du transamidosome, i) une ND-DRS avec un ARNtN catalytique 

et l’autre structurant qui se différencient par le mode de reconnaissance utilisé par leur AdTs 

respectives, cette reconnaissance étant différente, la symétrie entre les deux AdTs n’est plus 

respectée.  ii) Un modèle plus classique où les deux AdTs sont symétriques et reconnaissent 

les ARNtN en mode ‘’actif’’. Mickael a tout de suite constaté que la forme i) s’adaptait 

beaucoup mieux dans l’enveloppe moléculaire définie par SAXS. 

 

La présence d’un ARNtN structurant et inactif pour chaque ND-DRS impliquée dans le 

transamidosome a ensuite été confirmée encore une fois par des approches enzymatiques. 

 
Brièvement, des expériences de cinétiques pré-stationnaires et stationnaires montrent 

clairement que les deux ARNtN portés par le dimère de ND-DRS ne sont absolument pas 

aminoacylés de manière équivalente lorsque cette dernière fait partie du transamidosome 

(effet qui n’existe pas lorsque la ND-DRS ne fait pas partie du transamidosome). La 

différence de l’ordre 100 fois entre les deux constantes (0.19 s-1 et 0.0018 s-1) définies à partir 

des courbes biphasiques préstationnaires, montre clairement l’existence d’une population 

d’ARNtN très rapidement aminoacylée et d’une autre, comparativement, très peu 

aminoacylée. Couplée aux résultats de SAXS, cette constatation valide l’existence de 

l’ARNtN structurant au sein du transamidosome. 

 

Ainsi, pour conclure, la structure cristallographique représente le complexe du 

transamidosome en solution lors de l’étape particulière de transition entre une nouvelle ND-

DRS et celle portant l’ARNtN actif du cycle précédent. (Ce complexe peut être isolé et en 

raison des conditions de cristallisation dans lesquelles le transamidosome est inactif).  

 

En effet, l’arrivée d’une nouvelle ND-DRS avec deux ARNtN actifs et structurants déclenche 

le départ de l’autre ND-DRS dont l’ARNtN actif vient d’être transamidé. Cet intermédiaire 
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structural de 520kDa, dont l’existence est très courte lors d’un cycle de transamidation 

normal, permet de maintenir une structure apparente constante en solution dont la masse 

moyenne est de 380 kDa tout en assurant un relargage efficace du N-ARNtN synthétisé, vers 

EF-Tu et donc le ribosome. 

 

Mon rôle dans ce travail a principalement consisté à épauler Mickael Blaise lors de 

l’affinement des données cristallographiques afin de replacer si nécessaire les molécules de 

solvant et les acides aminés dans leur position/conformation vraisemblable. Ce qui représente 

un travail conséquent pour une structure de 520 kDA. Pour cela je me suis servit du logiciel 

de visualisation et de construction COOT couplé au logiciel PHENIX dont je n’ai utilisé en 

l’occurrence que les fonctionnalités dédiées à l’affinement de la structure. 
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