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souche déficiente pour pbpla. Néan-
moins, MacP non-phosphorylable est
toujours capable d’interagir avec PBP2aq,
indiquant que la phosphorylation de
MacP n’est pas nécessaire a la forma-
tion du complexe PBP2a/MacP. Toutefois,
cette phosphorylation pourrait influen-
cer la fonction de PBP2a au sein du com-
plexe d’assemblage et de réticulation du
peptidoglycane.

Dans le futur, il faudra comprendre non
seulement le mécanisme moléculaire
d’activation de la fonction de PBP2a
par MacP, mais également comment ce
mécanisme est régulé par phosphoryla-
tion et coordonné a la fonction des autres
protéines de division, elles-mémes subs-
trats de StkP. Il a été montré que cette
kinase influence également, par interac-
tion directe, la fonction de PBP2x, une
PBP essentielle du pneumocoque [8]. Il a
récemment été démontré que la protéine
régulatrice CozE agit négativement sur
PBPla, dont la suractivité s’avére létale
[12]. Dans ce contexte, on ne peut pas
exclure que la fonction des trois autres
PBP (PBP1b, PBP2b et PBP3) du pneu-
mocoque puisse également dépendre

de protéines régulatrices. Répondre a
I’ensemble de ces questions permettra
de comprendre les rouages de la divi-
sion cellulaire et de la morphogeneése
du pneumocoque et d’autres bactéries
a Gram-positif. Cette connaissance fon-
damentale devrait ouvrir la voie a des
travaux de recherche plus appliqués pour
développer de nouvelles molécules alté-
rant "assemblage du peptidoglycane. ¢
MacP, a regulator of the cell wall
assembly in the human bacterial
pathogen Streptococcus pneumoniae
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> Comment une cellule répond-elle et
s’adapte-t-elle aux fluctuations de son
environnement, par exemple, a la dispo-
nibilité en nutriments, est une question
d’importance fondamentale. Plusieurs
voies de signalisation, dont celles impli-
quant la kinase mTOR (mammalian tar-
get of rapamycin), TORC1 (mTOR com-
plex 1) et TORC2, renseignent les cellules
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sur la quantité et la qualité des sucres,
des acides aminés et des composés
azotés disponibles. Ces voies contrdlent
le taux de croissance et I'induction de
programmes développementaux via dif-
férents effecteurs, qui modulent les
profils transcriptionnels, traductionnels,
post-traductionnels et métaboliques
des cellules [1, 2].
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La régulation de I'expression des génes
joue un role fondamental dans ce pro-
cessus et peut s’effectuer a plusieurs
étapes [3]. Une étape critique est I’ini-
tiation de la transcription, qui requiert
le recrutement séquentiel de nombreux
facteurs, dont des complexes co-acti-
vateurs. Des études ont caractérisé leur
composition et leurs activités, cepen-
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Figure 1. Le co-activateur transcriptionnel SAGA fonctionne en aval de TORCI. Le co-activateur
transcriptionnel SAGA (Spt-ada-gcn5-acetyl-transferase) régule Iexpression des génes de dif-
férenciation en aval de TORC1 (target of rapamycin complex 1) et est phosphorylé en réponse
aux nutriments. A. Schéma simplifié de la voie de signalisation TORCL chez Schizosaccharomyces
pombe. En conditions riches en nutriments, la voie TORCI est active et contribue a I’inhibition de
la différenciation. SAGA, via la sous-unité acétyltransférase Genb, réprime I"expression des genes
de différenciation, suggérant que TORCL et SAGA pourraient agir dans la méme voie. B, C. Analyse
d’épistasie entre Tscl (tuberous sclerosis complex 1) /Tsc2 (TORC1) et Gen5 (SAGA). B. expres-
sion d’un geéne de différenciation est quantifiée par RT-qPCR (reverse transcription-quantitative
polymerase chain reaction) & partir ¢’ARN extraits de souches de différents génotypes, qui ont
été cultivées soit en conditions riches (en bleu), ou carencées en nutriments pendant 4 heures (en
rouge). C. Le nombre de cellules différenciées dans ces mémes souches est compté au microscope.
Les fleches blanches indiquent des levures en état de différenciation sexuelle. D. Analyse du profil
de migration de la sous-unité architecturale Taf12 de SAGA par électrophorése et immuno-détec-

tion d’extraits protéiques de levures cultivées dans les conditions indiquées. La fleche indique

I'isoforme phosphorylée de Taf12, dont la migration est retardée.

dant, comment les co-activateurs inter-
pretent-ils les signaux provenant des
voies de signalisation reste peu étudié
[4].

Schizosaccharomyces pombe est une
levure fissipare, unicellulaire, qui pro-
lifere a I’état haploide en présence de
nutriments dans le milieu extérieur. €n
réponse G une carence, plus particulie-
rement d’une source d’azote, S. pombe
entre soit en quiescence, soit en dif-
férenciation sexuelle si un partenaire
est présent. S. pombe représente donc
un excellent modeéle expérimental pour
étudier les mécanismes de décision de
prolifération en réponse aux nutriments.
Contrairement a Saccharomyces cerevi-
siae, une autre levure modele, les voies
de signalisation mTOR sont parfaitement
conservées entre S. pombe et les mam-
miferes (Figure 14).
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Plusieurs études ont établi que, chez
S. pombe, les voies TORCI et TORC2 ont
des roles opposés dans le contrdle de
I’équilibre entre prolifération et diffé-
renciation sexuelle [5]. TORCL stimule
la croissance et inhibe la différenciation
sexuelle en conditions riches, alors que
TORC2 induit Pentrée en différencia-
tion en réponse a une carence. De la
méme maniere, des travaux de notre
laboratoire ont montré que le complexe
co-activateur transcriptionnel SAGA
(Spt-ada-gen5-acetyl-transferase) est
capable soit de réprimer soit d’induire
I’expression des génes de différenciation
sexuelle, en fonction de la disponibilité
en nutriments [6].

Ces observations soulevaient deux ques-
tions. Tout d’abord, quel mécanisme
explique-t-il les fonctions antagonistes
de TORCL et TORC2 sur I’équilibre entre

prolifération et différenciation ? €t
comment un co-activateur transcrip-
tionnel comme SAGA peut-il détecter un
changement du niveau de nutriment et
ainsi réprimer ou activer la transcription
de génes cibles ? Nous avons combiné
des approches de génétique, de biochi-
mie et de protéomique quantitative pour
répondre a ces questions. Nos travaux
montrent que les voies de signalisation
TORCI et TORC2 modulent le niveau de
phosphorylation de la sous-unité Tafl?2
(TATA-Box-binding protein-associated
factor 12) du complexe SAGA, afin de
coordonner I’entrée en différenciation
sexuelle avec la disponibilité en nutri-
ments [7].

Interactions génétiques entre TORCI,
TORC2 et SAGA

Nous avons tout d’abord réalisé des
analyses d’interactions génétiques chez
S. pombe. €n conditions de prolifération,
riches en nutriments, TORC1 et la sous-
unité acétyltransférase de SAGA, Gen5,
inhibent P'expression des genes de dif-
férenciation. Ainsi, lorsque la voie TORCI
est suractivée, par exemple en activant
la GTPase Rheb (GTP-binding protein,
Ras homolog enriched in brain) dans
les mutants tscIA! ou tsc2A, S. pombe
est incapable d’induire la différencia-
tion en réponse a une carence (Figure 1
B-C). Les mutants gcn5A présentent,
eux, le phénotype opposé et entrent en
différenciation méme en présence de
nutriments (Figure 1 B-C). Les doubles
mutants (gcn5A tsclA et gen5A tsc2A)
ont un phénotype identique aux simples
mutants gendA, c’est-a-dire une diffé-
renciation sexuelle constitutive (Figure 1
B-C). La mutation gen5A est épista-
tique’ sur des mutations ponctuelles
qui augmentent directement I'activité
catalytique de TORCI. 'absence de Gecnb
supprime donc le phénotype causé par la
suractivation de TORC1, démontrant que

! Le complexe TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis complex) agit
comme un régulateur de Rheb. Les mutants tscIA n’expriment
pas le géne tscl, A indique une délétion.

Z Uépistasie désigne Iinteraction entre deux ou plusieurs
genes.
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Figure 2. Réle du co-activateur SAGA sur I’équilibre entre prolifération et différenciation

sexuelle. Le co-activateur SAGA (Spt-ada-gen5-acetyl-transferase) contrdle I’équilibre entre

prolifération et différenciation sexuelle en aval des voies TORCI (target of rapamycin complex

1) et TORC2, via la phosphorylation de sa sous-unité architecturale Taf12. €n présence de nutri-

ments, TORC1 active la phosphatase PP2A, qui dé-phosphoryle Taf12. Sans nutriments, la voie
TORC1-PP2A est inhibée alors que la voie TORC2-Gad8” T est activée. La kinase Gad8* phospho-

ryle alors Taf12 et induit I"entrée en différenciation (diff) sexuelle.

Genb régule I'expression des génes de
différenciation en aval de TORCI.

€n utilisant la méme stratégie d’analyse
du phénotype des doubles mutants, nous
avons observé que SAGA contréle la dif-
férenciation sexuelle en aval de la voie
TORC2. Ces interactions génétiques sont
spécifiques des voies TORC1 et TORC2.
€n effet, nous n’avons détecté aucune
interaction fonctionnelle entre SAGA et
les kinases PkalP®* StylP3¢ (mitoge-
nic-activated protein kinase-P38) ou
Ssp2”MPK (AMPKaL) qui, chez S. pombe,
contribuent également au contrdle de
I’équilibre entre prolifération et diffé-
renciation en réponse aux nutriments.

Identification et caractérisation d’une
phosphorylation de SAGA

Des approches de biochimie et de phos-
pho-protéomique ont par la suite per-
mis de comprendre comment TORCI et
TORC2 controlaient SAGA. Pour cela, nous
avons analysé le complexe SAGA par
spectrométrie de masse quantitative,
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grdce au marquage métabolique de S.
pombe par des isotopes lourds d’acides
aminés (SILAC). 'analyse de ses sous-
unités a indiqué que la composition de
SAGA est identique dans les cellules en
prolifération ou en différenciation. &n
revanche, I"analyse des peptides phos-
phorylés a révélé des différences. En
effet, une sous-unité architecturale de
SAGA, Tafl2, est plus fortement phos-
phorylée au sein de complexes SAGA
purifiés a partir de cellules carencées,
en comparaison aux conditions riches.
Nous avons constaté que Genb n’est pas
différentiellement phosphorylée dans
ces conditions.

Plusieurs expériences ont confirmé que
Tafl2 est phosphorylée a la suite d’une
carence nutritionnelle. Tout d’abord,
nous pouvons détecter une isoforme de
Tafl2 spécifiquement dans des extraits
protéiques de cellules carencées
(Figure I1D). Des tests supplémentaires
ont confirmé que cet isoforme corres-
pond a des phosphorylations de Tafl?,

sur plusieurs résidus. De plus, Tafl2 est
trés rapidement phosphorylée, environ
trente minutes apres la disparition des
nutriments du milieu, comme la déplé-
tion d’une source d’azote (Figure 1D).
Cette modification est dynamique, car
Tafl2 est rapidement dé-phosphorylée
si on rajoute des nutriments a des cel-
lules carencées. Enfin, la substitution
des acides aminés correspondants en
résidus soit non phosphorylables, soit
mimant la charge négative de la phos-
phorylation, perturbe I’entrée en dif-
férenciation sexuelle. €n conclusion, la
cinétique, la réversibilité et I’impor-
tance physiologique de la phosphoryla-
tion de Tafl2 suggeérent que des voies de
signalisation qui répondent a la dispo-
nibilité en azote contrdlent directement
cette modification.

TORC1 et TORC2 modulent

la phosphorylation de Taf12

via des effecteurs distincts

Nos résultats de génétique et de bio-
chimie étaient cependant contradic-
toires. €n effet, la génétique démontrait
que TORCI régulait SAGA, directement
ou indirectement. Pourtant, lorsque
S. pombe était carencée, I’activité de
TORC1 diminuait rapidement [8,91, alors
que la phosphorylation de SAGA augmen-
tait concomitamment (Figure 1D).

Pour résoudre ce paradoxe apparent,
nous avons formulé I’hypothése que
TORCI1 active une phosphatase qui dé-
phosphoryle la sous-unité Taf12 de SAGA.
€n effet, chez la levure S. cerevisiae,
la protéine phosphatase PP2A est un
effecteur connu de TORCL. Des approches
génétiques ont démontré que, chez S.
pombe, TORC1 active la phosphatase
PP2A et que celle-ci fonctionne en amont
de SAGA. Des expériences réalisées in
vitro et in vivo ont permis d’établir que
PP2A est directement responsable de la
déphosphorylation de Tafl2 en condi-
tions riches en nutriments. Nous avons
aussi montré que TORCL régule PP2A
indirectement, en inhibant la kinase
Ppk18treatwall "en réponse a une carence,
I’activité de TORCL diminue, permettant
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I’activation de Ppk18¢ree™all " qui phos-

phoryle "endosulfine Igol®. La forme
phosphorylée d’Igol inhibe alors I'acti-
vité phosphatase du complexe PP2A et
empéche la déphosphorylation de Tafl2.
Nous n’avons cependant pas pu déter-
miner par quel mécanisme TORCI inhibe
la kinase Ppkl18treatvall en conditions de
prolifération.

Le niveau de phosphorylation de Tafl2
est la résultante de I'action de la phos-
phatase PP2A et d’une kinase. Nous
avons donc testé le role de toutes les
kinases impliquées dans la signalisation
en réponse a une carence nutritionnelle
chez S. pombe. Cette approche candidate
a permis 'identification de TORC2 et de
sa cible canonique, la kinase Gad8*¥T. La
voie TORC2-Gad8**T contribue en effet &
la phosphorylation de Tafl2 in vitro et in
vivo, en accord avec 'interaction géné-
tique que nous avions observée entre
TORC2 et SAGA.

Conclusions et perspectives

€n conclusion, la sous-unité Tafl2 du
complexe SAGA subit une phosphorylation
rapide et dynamique en réponse a la dis-
ponibilité en nutriments, qui résulte des
activités antagonistes de deux voies de
signalisation. €n présence de nutriments,
TORCL active la phosphatase PP2A, qui

¥ Dans divers organismes, il a été reporté que les endosulfites
Igo 1 et 2 se liaient @ la sous-unité B55 de PP2A quand ils
étaient phosphorylés par Greatwall.

dé-phosphoryle Tafl2. Une carence
nutritionnelle inhibe inversement TORCI
et PP2A, via la kinase Ppkl1gbreatwall gp
paralléle, la voie TORC2-Gad8”KT activée
contribue a la phosphorylation de Tafl12,
et module la sortie du cycle cellulaire
et I’entrée en différenciation sexuelle
(Figure 2).

Les activités régulatrices de SAGA sur les
geénes inductibles sont bien caractérisées.
Par contre, comment SAGA répond aux
fluctuations de I'environnement et aux
voies de signalisation restait une question
ouverte, a laquelle nos travaux apportent
un élément de réponse. Chez S. pombe,
SAGA est en effet une cible directe de
voies de signalisation qui répondent a
la disponibilité en nutriments. SAGA est
donc un nouvel effecteur de ces kinases
dans la régulation de I'expression des
génes controlant "équilibre entre proli-
fération et différenciation. De plus, ces
résultats révelent un mécanisme nouveau
de contrdle de la transcription par les
voies de signalisation TORCI et TORC2, qui
convergent vers un effecteur commun. €n
perspective, il sera important d’étudier
I’effet de la phosphorylation de Tafl2
sur les fonctions du complexe SAGA, et
notamment de Gen), afin d’identifier le
mécanisme complet de la réponse de SAGA
aux voies de signalisation sensibles aux
nutriments. ¢

The TOR SAGA to the rescue of starved
yeast cells
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