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Biogenése des ribosomes
et érythropoiése : un lien inattendu

La biogenese des ribosomes est I"activité métabolique
la plus consommatrice d’énergie dans une cellule qui
prolifere. La synthése des 4 ARN et des 79 protéines
ribosomiques qui composent les deux sous-unités ribo-
somiques mobilise Iessentiel de I'activité transcrip-
tionnelle, les ARN messagers (ARNm) codant les pro-
téines ribosomiques comptant pour la moitié des ARNm
cellulaires. Par ailleurs, la production des ribosomes est
étroitement connectée a la régulation du cycle cellu-
laire [1]. Malgré son réle clé, peu de pathologies ont été
liées a la mutation de genes impliqués dans ce proces-
sus. Récemment, plusieurs maladies génétiques rares et
un syndrome hématologique acquis ont été associés a
la mutation de genes codant une protéine ribosomique
ou I’'un des 300 facteurs requis pour la maturation des
pré-ribosomes (particules précurseurs des sous-uni-
tés ribosomiques) [2]. De maniére surprenante, ces
pathologies sont presque toutes caractérisées par une
insuffisance médullaire (Tableau 1). Cette relation inat-
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L’anémie de Diamond-Blackfan

Uanémie de Diamond-Blackfan ou ADB (Diamond-
Blackfan anemia) est une maladie rare (5 a 7 cas
par million de naissances vivantes) qui résulte d’un
déficit sévere de la prolifération et de la différencia-
tion des précurseurs érythroides. La moelle osseuse
présente un nombre trés réduit d’érythroblastes (moins
de 5% des cellules nucléées), alors que les autres
lignées hématopoiétiques se différencient normale-
ment. anémie apparait dans les semaines qui suivent
la naissance et est associée chez 40 % des patients a
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Pathologie Caractéristiques cliniques

Pathologies congénitales avec insuffisance médullaire

Anémie de Diamond- érythroblustopénie, malformations congéni-

tales (cranio-faciales, des extrémités, retard
Blackfan

de croissance), prédisposition au cancer

Aplasie médullaire, anomalies de la pigmen-

tation de la peau, leucoplasies des muqueu-
Dyskératose congénitale ses, troubles des phanéres, retard staturo-
pondéral, fibrose pulmonaire, prédisposition

au cancer

Neutropénie, aplasie médullaire,
Syndrome de Shwachman- insuffisance pancréatique exocrine,
Diamond dysostose métaphysaire, retard staturo-

pondéral, prédisposition au cancer

Anémie, anomalies du cartilage et du
Hypoplasie cartilage-cheveux  squelette, retard staturo-pondéral (voire
ou chondroplasie métaphy- nanisme), anomalie des cheveux, déficit
saire de McKusick immunitaire, troubles gastro-intestinaux,

prédisposition au cancer
Pathologies congénitales sans insuffisance médullaire

Syndrome de Franceschetti- : L
i Anomalies craniofaciales
Klein ou syndrome de b J lies hématologi
Treacher-Collins sence d’anomalies hématologiques
Alopécie, troubles neurologiques,

Syndrome ANE endocrinopathie

Absence d’anomalies hématologiques
Pathologie acquise

Anémie, anomalie des mégacaryocytes, risque
Syndrome 5q- d’acutisation en leucémie aigué myéloide

Myélodysplasie acquise

Génes mutés Fonction

RPS19, RPS17, RPS24,
RPS7, RPL5, RPL1I,
RPL35a, RPL36(?),

RPS27a(?), RPS15(?)

Protéines ribosomiques

DKCI (Dyskérine) Pseudouridyl synthase,
composant des snoRNP
(modification des pré-ARN

ribosomiques) et de

+ autres genes
de composants

de la télomérase la télomérase

Maturation de la grande

SDBS o .
sous-unité ribosomique 60S
Composant ARN de la ribonu-
RMRP cléase MRP : clivage du pré-ARN
ribosomique
TCOFI Phosphi)protéine.nu.cléolaire
Treacle™ : transcription de I’ADNr
Maturation de la sous-unité
RBM28 : .
ribosomique 60S
RPS14 Protéine ribosomique

Tableau I. Pathologies liées a la mutation d’un géne codant une protéine ribosomique ou un facteur impliqué dans la biogenése des ribosomes. Pour

la dyskératose congénitale, quatre autres génes impliqués dans le complexe de la télomérase peuvent étre mutés [44]. " Treacle : codée par le

gene TCOF1 (Teacher-Collins-Franceschetti syndrome 1).

des malformations plus ou moins séveres au niveau de la face, des
extrémités des membres, de la sphére urogénitale et du cceur [3-5]. La
plupart des patients présentent un retard de croissance qui peut étre
aggravé par I’anémie chronique et les traitements. On note également
un risque augmenté d’hémopathies malignes et de certaines tumeurs
solides [6]. Plus de 60 % des patients répondent a un traitement par
des corticoides a faible dose, suivant un mécanisme mal compris. Les
patients réfractaires a ce traitement sont régulierement transfusés et
une greffe de moelle allogénique ou de sang de cordon HLA-identique
est actuellement la seule voie curative. La possibilité de résolution
spontanée, permettant d’arréter le traitement, sans que I’on puisse
en prédire le moment ou la durée, rend néanmoins difficile I'indication
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d’une greffe qui, en France, est proposée dans les for-
mes graves dépendantes de transfusions, ou les formes
compliquées. Un article de consensus sur le diagnostic
et le traitement de I’ADB a été récemment publié par
une communauté internationale de cliniciens [7].

L’ADB est liée a un défaut intrinséque des progéniteurs
érythroides et non pas du stroma médullaire, comme
indiquent a la fois des données in vitro et le succes
curatif des greffes de moelle. Uanalyse de la formation
de colonies érythroides ex vivo a partir des progéniteurs
hématopoiétiques de patients a mis en évidence un blo-
cage de la différenciation des progéniteurs érythroides.



D’apres une étude récente, la différenciation s’arréte-
rait & la transition entre les progéniteurs BFU-e (burst-
forming unit-erythroid) et CFU-e (colony-forming
unit-erythroid)!, c’est-a-dire au moment ol s’exprime
une dépendance a I’érythropoiétine [8]. Néanmoins,
cette question reste discutée : d’autres travaux ont fait
le constat d’une réduction du nombre de progéniteurs
précoces BFU-e, ce qui suggere un défaut plus en amont
dans la hiérarchie de ’hématopoiese [9, 10]. €n accord
avec cette idée, il a été montré que la différenciation
d’autres lignages hématopoiétiques pouvait étre affec-
tée chez certains patients [11, 12].

L’ADB est associée a des mutations
dans des protéines ribosomiques

La découverte d’un caryotype anormal avec une trans-
location équilibrée chez une patiente suédoise a permis
d’identifier le premier géne impliqué dans I’ADB, le géne
codant la protéine ribosomique RPS19 [13]. Des muta-
tions, toutes hétérozygotes, ont alors été identifiées
chez 25 % des patients inscrits dans I’ensemble des
registres internationaux. L'introduction par transgenése

1 BFU-e et CFU-e se distinguent par la morphologie des colonies qu’ils forment :
colonies de > 1 000 ellules éclatées (= burst) en de multiples sous colonies pour
les premiers, colonie unique de <200 cellules pour les seconds. Dans la hiérarchie
érythroide, établie sur de multiples critéres (dont la sensibilité a I’érythropoiétine),
les BFU-e sont plus immatures que les CFU-e auxquelles ils donnent naissance, ces
derniers se différenciant a leur tour en proérythroblastes reconnaissables.

de copies surnuméraires du gene RPS19 dans des cellules médullaires
de ces patients (et donc dans les progéniteurs érythroides) complé-
mente en grande partie le défaut de différenciation érythroide observé
dans des cultures ex vivo [14].

La cartographie pangénomique des SNP (single nucleotide polymor-
phisms) réalisée dans 215 familles a révélé d’autres locus en lien avec
I’ADB : une région de 18 Mb sur le chromosome 8 (8p23.3-22) et des
régions plus petites sur les chromosomes 6 et 10. Concernant le chro-
mosome 10, le séquencage du gene codant la protéine ribosomique
RPS24 a mis en évidence chez trois patients deux mutations non-sens
et une délétion de la région codante, absentes lors de I'analyse de
200 génomes contrdles [15]. Uanalyse de délétions chromosomiques
chevauchantes dans le chromosome 3 chez deux patients a permis de
mettre en cause le géne RPL35A [16]. Indépendamment, le séquencage
systématique de plusieurs genes codant des protéines ribosomiques
a montré chez des patients la présence de mutations hétérozygotes
dans les génes RPS17 [17, 18], RPS7, RPS15, RPS27a, RPL5, RPLII et
RPL36 [18]. La mutation de chacun de ces génes touche moins de 1-
2 % des patients (un seul cas répertorié pour RPS27a, RPS15 et RPL36),
sauf dans le cas de RPL5 et RPLII qui sont affectés chez 6,5% et 5%
des patients respectivement. Il est notable que ces genes codent
aussi bien des protéines de la sous-unité 40S (génes RPS) que de la
sous unité 60S (génes RPL). Sans étre aussi completes que les études
concernant la protéine RPS19, ces observations récentes montrent
I’accroissement du nombre de protéines ribosomiques liées a I’ADB et
confortent I"hypothése d’un lien entre cette maladie et la biogenese
ou la fonction des ribosomes.

Les modeles animaux de la maladie sont encore en développement.
Uinterruption du gene RPSI19 chez la souris n’a pas produit de phéno-
type a I’état hétérozygote, alors qu’elle
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est létale a I’état homozygote [19].

3'-£TS Uextinction de la synthése de RPS19 dans
I’embryon de poisson zebre grace a des
02
\J
Figure 1. Maturation du pré-ARN ribosomique
chez I’lhomme. La transcription des geénes ribo-
325 somiques par "ARN polymérase | conduit a la

synthese d’un ARN précurseur dans lequel les
portions d’ARN ribosomique 185, 5.8S, et 28S
sont incluses. Les tétes de fleche indiquent les

RPL5, RPL11, RPL35A

sites des clivages qui ameénent progressive-
ment a I’élimination des espaceurs transcrits
externes (ETS) et internes (ITS). 'élimination
de la séquence 5’-€TS peut également inter-
venir avant le clivage de I'ITS1 au site 2, ce qui
conduit a la formation de ’ARN intermédiai-
re 41S qui est ensuite résolu en ARN 21S et 32S.
PARN 5S est synthétisé indépendament par

285 e

’ARN polymérase Ill. Les noms des protéines

ribosomiques indiquent les étapes auxquelles

Sous-unité 60S

ces protéines sont requises.
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oligonucléotides de type morpholino conduit a de nombreux défauts
de développement, en particulier de I’hématopoiése [20]. Cet orga-
nisme vertébré pourrait donc s’avérer intéressant pour I'étude de la
fonction des protéines ribosomiques dans un modele intégré.

La biogenése des ribosomes

Les sous-unités ribosomiques sont le fruit de Iassemblage de
4 ARN, qui composent 'essentiel de la masse du ribosome, et d’en-
viron 80 protéines. Ce processus se déroule principalement dans
le nucléole, un domaine spécialisé du noyau [21]. Trois des 4 ARN

Haute fréquence
= de mutation (hélice 3)

B Mutation faux-sens classe |
M Mutation faux-sens classe |
[0 Délétion

Conservation

- -
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ribosomiques (ARNr) sont issus de la maturation d’un
long transcrit précurseur appelé pré-ARN ribosomique
(pré-ARNr). Ce transcrit primaire contient les ARN
ribosomiques 18S, 5,8S et 28S et subit plusieurs éta-
pes de clivage (Figure 1) qui éliminent les séquences
transcrites additionnelles (ETS et ITS pour external et
internal transcribed spacer). Par ailleurs, il est modifié
enzymatiquement par les snoRNP (RNP pour ribonu-
cleoprotein) qui catalysent I'isomérisation d’uridines
en pseudo-uridines et la méthylation des riboses de
plus de 200 nucléotides.

Au cours de ce processus, les pré-ARNr sont associés
avec des co-facteurs (protéines et snoRNP) dans des
particules ribonucléoprotéiques appelées pré-riboso-
mes. La particule initiale ou particule 90S est scindée en
deux a la suite du clivage de I'ITS1, donnant naissance
aux particules pré-40S et pré-60S qui suivent des voies
de maturation indépendantes. Uanalyse protéomique
de ces particules chez la levure Saccharomyces cerevi-
siae a révélé que plus de 150 protéines participent de
maniére transitoire a la composition des pré-ribosomes
a différents stades, un nombre qui pourrait étre plus
élevé chez les mammiferes. Les étapes ultimes de la
synthese des sous-unités 40S et 60S interviennent dans
le cytoplasme, comme la maturation de I’extrémité
3’ de ’ARN 18S [22]. Les modalités des clivages des
pré-ARNr chez les mammiféres ne sont pas aussi bien
connues que chez la levure. On peut néanmoins noter
que la maturation de "ARN 18S comprend des étapes
supplémentaires chez les mammiféres.

RPS19 et RPS24 sont essentielles
a la formation des particules pré-40S

Uétude de la fonction de RPS19 dans la biogenése des
ribosomes a révélé que cette protéine intervient a la

Figure 2. Position des mutations faux-sens liées a ’ADB dans la
structure de la protéine RPS19. La structure de RPS19 (Pyroc-
cocus abyssi) est composée d’un ensemble d’hélices o orga-
nisé autour de I’hélice 3 (A: vue en ruban; B : vue en surface).
’hélice 3 correspond a la zone hyper-mutée de la protéine. Les
mutations peuvent étre réparties en deux classes: certaines
affectent des résidus dans le coeur hydrophobe de la protéine
et la déstabilisent (classe |, en bleu) ; d’autres touchent des
acides aminés en surface de la protéine et perturbent pro-
bablement des interactions intermoléculaires (classe Il, en
rouge). Les résidus en orange indiquent deux délétions détec-
tées chez des patients. Les acides aminés mutés sont proches
dans la structure. Les mutations de classe |l définissent un

sillon trés conservé dans la famille des protéines RPS19 (C).



transition entre la particule 90S et la particule pré-40S.
ChezS. cerevisiae, I'interruption de la synthése de RPS19
entraine un clivage anormal dans I'ITS1 [23]. Plusieurs
facteurs pré-ribosomiques spécifiquement associés a la
particule pré-40S ne sont plus incorporés. Les particules
pré-40S anormales formées en I"absence de RPS19 ne
quittent pas le noyau et sont dégradées rapidement, et
I’ARN 18S n’est pas produit.

Un défaut de maturation similaire est observé apres
I’interruption de la synthése de RPS19 grdce a des siARN
dans des cellules humaines en culture [24-26]. Dans ce
cas, le pré-ARN ribosomique 21S n’est plus clivé en ARN
18S-¢, le dernier précurseur de I’ARN 18S. Les particules
pré-40S contenant de "ARN 21S s’accumulent et sem-
blent bloquées dans le nucléole, ce qui entraine I’effon-
drement de la production des sous-unités 40S.
Récemment, nous avons montré que la mutation de
RPS24 bloque I'élimination du 5’-€TS [27]. Les autres
protéines ribosomiques impliquées dans I’ADB sont éga-
lement nécessaires a la production de la petite ou de la

grande sous-unité [16, 18]. Ainsi, en amont de leur réle potentiel dans
la traduction, ces protéines sont d’abord nécessaires a la biogenése
des ribosomes.

Altération de la biogenése des ribosomes chez les patients

€n accord avec les données obtenues in vitro, des cellules de
patients atteints d’ADB présentent un défaut de maturation du pré-
ARNr reproduisant I'effet des siRNA contre la protéine ribosomique
considérée [16, 24-27]. Ainsi, on retrouve un défaut de conversion
de I’ARN pré-ribosomique 21S en ARN 185-€ dans des cellules médul-
laires CD34* (cellules souches et progéniteurs hématopoiétiques),
ou dans des fibroblastes cutanés de patients porteurs de mutations
dans RPS19 [24-26]. Un défaut similaire peut étre observé dans des
lignées lymphoblastoides établies a partir des lymphocytes de ces
patients [24, 26, 27]. €n revanche, des lignées lymphoblastoides
dont le géne RPS24 est altéré montrent un taux élevé d’ARN 30S [27],
alors que c’est la maturation des ARNr 5,85 et 28S qui est retardée
en présence de la mutation de RPL35A, RPL5 et RPLII [16, 18]. La
présence d’un retard de maturation des ARN ribosomiques dans des

fibroblastes cutanés est en accord avec

Mutation d'un géne de protéine ribosomique

la nature ubiquitaire de la biogenese
des ribosomes. De fait, les malforma-

A

Transcription —— épissage

Traduction =

Haplo-insuffisance

Anomalies
de la biogenese
des ribosomes

Quantité limitante
(ou qualité défectueuse ?)
des ribosomes
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Stabilité les pré-ribosomes
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N

Stress ribosomique
(activation de p53 par des protéines
ribosomiques libres, Arf...)
Arrét du cycle cellulaire, apoptose

o
Anomalies de traduction
Problémes d'initiation, de fidélité,
de régulation de la traduction ?
production insuffisante d'hémoglobine ?

tions constitutives de certains patients
atteints d’ADB, comme le risque aug-
menté de néoplasies, indiquent que
I’effet des mutations ne se limite pas a
I’érythropoiese.

La structure de RPS19
révele 'impact des mutations
au cours de ’ADB

Les mutations répertoriées dans le
gene le plus fréquemment muté, RPSI9,

Figure 3. Modéle de I’impact de la mutation
des protéines ribosomiques dans [’anémie de
Diamond-Blackfan. Les mutations d’un gene
de protéine ribosomique affectent soit la
syntheése de la protéine a différents niveaux,
soit son incorporation dans les ribosomes. Ces
situations aboutissent toutes a une insuffi-
sance en protéine dont la conséquence pre-
miere est d’affecter la biogenése des riboso-
mes. Le stress qui en résulte active une voie
de réponse susceptible de ralentir ou d’arréter
le cycle cellulaire. De plus, la limitation de la
quantité de ribosomes produits peut conduire
a des défauts qualitatifs ou quantitatifs de la

traduction.

&
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affectent la région promotrice, les séquences introniques et I’en-
semble de la séquence codante: mutations faux-sens, non-sens,
insertions, délétions [28]. Si certaines de ces mutations aboutissent
clairement a un alléle nul, 'impact des nombreuses mutations ponc-
tuelles faux-sens est plus difficile a évaluer a priori. Pour répondre a
cette question, nous avons récemment résolu la structure cristalline
de la protéine S19e de I’archéon hyperthermophile Pyrococcus abyssi
[29]. Cette protéine présente plus de 50 % de similitude avec son
homologue humain et s’est avérée étre un bien meilleur candidat
a la cristallisation. Cette structure a révélé deux classes de muta-
tions faux-sens (Figure 2). Un premier groupe affecte des résidus
enfouis dans le coeur hydrophobe de la protéine et impliqués dans le
maintien de sa structure. De fait, la mutation de ces acides aminés
affecte la stabilité de RPS19 et provoque la dégradation de la pro-
téine par le protéasome dans des cellules en culture [30-32]. Une
deuxiéme classe de mutations touche des acides aminés localisés
a la surface de la protéine qui définissent des domaines basiques
essentiels pour incorporation de RPS19 dans la particule pré-40S,
comme I’ont confirmé des expériences chez la levure S. cerevisiae
[29] et dans des cellules humaines en culture [30].

Ainsi, qu’elles diminuent la synthese de RPS19, provoquent sa
dégradation ou affectent ses surfaces d’interaction, les mutations
pathogéniques de RPS19 entrafnent toutes un déficit d’incorporation
de RPS19 dans les pré-ribosomes, et par conséquent affectent la
production des sous-unités 40S.

Les progéniteurs érythroides
victimes d’un stress ribosomique ?

Les données récentes nous conduisent a envisager un mécanisme
physiopathologique commun aux mutations des différents genes
de protéines ribosomiques dans I’ADB (Figure 3). Si I’on extrapole
les résultats obtenus pour RPS19, on peut envisager que la perte
de fonction de chacune des protéines codées par ces genes provo-
que une anomalie de la biogenese des ribosomes, ce qui peut avoir
deux conséquences directes : d’une part I’établissement d’un stress
ribosomique, encore appelé stress nucléolaire, et d’autre part une
limitation de la quantité de ribosomes fonctionnels.

La notion de stress ribosomique a été largement documentée, méme
si elle reste mal définie sur le plan mécanistique. Ainsi, "arrét de la
transcription des génes ribosomiques ou I’altération de la fonction
de protéines nucléolaires provoque un arrét du cycle cellulaire a
la transition G1/S dans des cellules en culture [33]. Ces résultats
sont corroborés par plusieurs exemples in vivo indiquant que I’al-
tération de la biogenese des ribosomes se traduit par des défauts
de contrdle du cycle cellulaire [34]. Uarrét du cycle cellulaire, sous
I’effet d’un défaut de biogenese des ribosomes, pourrait mettre en
jeu des protéines ribosomiques libres: RPL5, RPL11 et RPL23 peu-
vent ainsi activer la protéine p53 en séquestrant la protéine HDM?2,
une €3 ubiquitine-ligase qui conjugue I'ubiquitine a p53 et active
sa dégradation par le protéasome [35-37]. Il a aussi été proposé
que la protéine ribosomique RPL11 inhibe directement I'activité du
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facteur de transcription c-Myc [38]. Ainsi, un défaut
de synthese ou de maturation des ribosomes pourrait
conduire a Iaccumulation de protéines ribosomiques
libres qui contribueraient a ces mécanismes anti-pro-
lifératifs. A ce titre, la mutation de RPL5 et RPL11 chez
certains patients atteints d’ADB [18] rend plausible
I"implication directe de ces mécanismes dans la phy-
siopathologie de I’ADB.

Une autre piste conduit directement au suppresseur de
tumeur Arf (p19*F chez la souris, p14** chez I’homme)
qui peut bloquer la progression en phase Gl indépen-
damment de p53 [39]. Arf entre en jeu a différents
niveaux de la biogenése des ribosomes et pourrait
intervenir dans le contrdle de qualité de ce processus
[40]. Plus largement, les études protéomiques de la
composition du nucléole et des données fonction-
nelles suggérent fortement que ce domaine nucléaire
joue un réle central dans la régulation de la proliféra-
tion cellulaire et agit comme un senseur concentrant
des protéines permettant de répondre a différents
stress [41, 42].

Si I'hypothese d’un stress ribosomique est une piste
importante pour comprendre comment la mutation de
protéines ribosomiques peut interrompre un processus
de différenciation, elle ne rend pas compte du lien
physiopathologique privilégié entre I'altération de
la biogenese des ribosomes et I’érythropoiése. Il est
possible qu’un stress ribosomique devienne critique
dans certaines situations physiologiques, au cours du
développement et lors de I’érythropoiese. En effet, le
processus de différenciation érythroblastique provo-
que un cataclysme fonctionnel et architectural dans
le noyau cellulaire : la condensation de la chromatine
préparant I’expulsion du noyau aboutit @ un arrét
progressif de la transcription et a un remaniement
important de la structure nucléolaire, ce qui pourrait
amplifier 'effet de stress. €n aval de la biogeneése des
ribosomes, la limitation de la quantité de ribosomes
ou, plus indirectement, un défaut qualitatif des ribo-
somes consécutif a la désorganisation de leur syn-
these, pourrait affecter 'efficacité ou la régulation
de la traduction a cette étape de forte prolifération
cellulaire et de production massive d’hémoglobine.
Plusieurs facteurs pourraient alors concourir a I'ar-
rét du cycle cellulaire, voire au déclenchement de
I"apoptose.

Conclusion
L'étude de I’ADB a permis de faire émerger le concept

nouveau de « maladie ribosomique » et mis en évi-
dence une relation physiologique particuliere entre
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