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AVANT-PROPOS 

 

Les virus contiennent de petits génomes, qui peuvent être manipulés plus facilement 

que les génomes cellulaires et, dans les cellules infectées, les virus produisent souvent des 

niveaux très élevés de leurs transcrits, qui peuvent être plus facilement isolés et 

caractérisés que la plupart des ARN cellulaires. Pour ces raisons, il est intéressant de 

constater que, depuis la formulation en 1958 par Francis Crick du dogme central de la 

biologie moléculaire (Crick 1958), la virologie et la biologie des ARN sont deux disciplines 

étroitement liées. 

Ainsi, de façon historique, la preuve définitive de l’existence de l’ARN messager 

(ARNm) est apportée au début des années 1960 par une série d’expériences réalisées sur 

la bactérie Escherichia coli infectée par le bactériophage T2, conjointement par l’équipe de 

François Gros et James Watson (Gros et al. 1961), et par les travaux conduits par Sydney 

Brenner, François Jacob et Matthew Meselson (Brenner et al. 1961). En 1977, une série 

d’expériences bouleverse le principe de linéarité entre gène et protéine mis en évidence 

chez E. coli. En effet, les équipes de Phillip Sharp (Berget et al. 1977) et Richard Roberts 

(Gelinas and Roberts 1977) observent sur des clichés obtenus par microscopie électronique 

que les hybrides constitués entre les ARNm et l’ADN génomique de l’adénovirus 2 forment 

des régions non appariées. En 1978, Walter Gilbert propose de nommer « introns » 

(intragenic regions) les régions du gène qui sont éliminées de l’ARNm final et « exons » 

les régions du gène conservées (Gilbert 1978). Dans les années 1980, l’analyse des 

séquences virales du poliovirus (PV) et du virus de l’encéphalomyocardite (EMCV) par les 

équipes de Nahum Sonenberg (Pelletier and Sonenberg 1988) et Eckard Wimmer (Jang et 

al. 1988) a conduit à la description des séquences IRES (Internal Ribosome Entry Site), 

qui permettent l’initiation de la traduction indépendamment de la coiffe des ARNm. Par 

ailleurs, les rétrovirus complexes, dont le prototype est le virus de l’immunodéficience 

humaine (HIV-1), ont été un système expérimental clé pour étudier l’export nucléo-

cytoplasmique des ARNm. La transcription du provirus HIV-1 conduit à la synthèse de 

trois espèces d’ARNm : l’ARN génomique non épissé, et des ARNm partiellement ou 

complètement épissés. L’équipe de Bryan Cullen a montré que le virus HIV-1 code pour la 

protéine Rev, capable de reconnaître une séquence cible RRE (Rev-Response Element) 

présente sur les ARNm viraux non épissés, et d’interagir avec l’exportine Crm1 afin de 

permettre l’export de ces ARNm dans le cytoplasme (Malim et al. 1988; 1989). Enfin, il est 

intéressant de noter que les premiers longs ARN non codants (ARNnc) ont été décrits chez 

le virus d’Epstein-Barr (EBV) dès les années 1980 par l’équipe de Joan Steitz (Lerner et al. 
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1981; Glickman et al. 1988), avant même l’utilisation du terme long ARNnc et 

l’identification des ARNnc cellulaires. 

Au vu de ces multiples exemples non exhaustifs, on peut donc supposer que les travaux 

de recherche en virologie, et plus généralement en infectiologie1, continueront au cours des 

prochaines décennies d’éclairer notre compréhension de la fonction des ARN codants et 

non codants. 

 

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit sont le fruit de mon travail de 

thèse des quatre dernières années réalisé sous la direction du Dr Henri Gruffat dans 

l’équipe « Herpesvirus Oncogènes » au CIRI à l’ENS de Lyon. À mon arrivée au laboratoire 

en 2007 en tant que technicien de recherche Inserm, on m’a rapidement confié des tâches 

communes car je suis depuis cette date la personne compétente en radioprotection (PCR) 

du CIRI. J’ai également initié et participé à plusieurs projets de recherche visant 

principalement à caractériser la fonction de la protéine EB2 du virus d’Epstein-Barr. Ces 

travaux ont abouti à plusieurs publications scientifiques (annexes I, II et III) dont deux en 

tant que co-premier auteur. Parallèlement, j’ai suivi des cours à l’Université Lyon I et 

obtenu en 2011 un Master 2 Recherche, et j’ai ensuite décidé de préparer un doctorat. 

Mes travaux de thèse se situent au croisement de deux disciplines : la virologie et la 

biologie des ARN. Les virologues et les biologistes moléculaires trouveront, je l’espère, en 

introduction bibliographique les éléments clés nécessaires à la compréhension de mes 

résultats de thèse. Dans le chapitre I, j’aborderai la biogenèse des ARNm en mettant 

l’accent sur le rôle majeur des RBPs (RNA-Binding Proteins) et en décrivant plus 

précisément les étapes de contrôle-qualité et de traduction des ARNm. Dans le chapitre II, 

je décrirai le cycle biologique des herpèsvirus infectant l’homme, et en particulier celui du 

virus d’Epstein-Barr, et je présenterai les principales caractéristiques de la protéine EB2 

en la comparant avec ses analogues fonctionnels chez les autres herpèsvirus. 

Les principales données expérimentales obtenues au cours de mon doctorat seront 

ensuite présentées sous forme de trois publications scientifiques (articles I, II et III). Mon 

travail de technicien m’a également permis durant ma thèse de participer à d’autres projets 

dans l’équipe, qui ont dans un cas déjà été publié (annexe IV). 

 
1 L’étude des génomes bactériens a permis l’identification très récente du système CRISPR-Cas9 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) qui facilite un découpage ciblé de l’ADN 

grâce à un guidage par de petits ARN (Jinek et al. 2012). 
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Enfin, dans une discussion générale, je resituerai mes résultats de thèse par rapport 

aux résultats antérieurs et à l’état actuel des connaissances scientifiques, afin d’avoir une 

vision globale du rôle essentiel des RBPs dans le métabolisme des ARNm. 
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RÉSUMÉ 

 

La régulation post-transcriptionnelle de l’expression génique est basée sur un réseau 

complexe et dynamique d’interactions ARN-protéines. Un défi important est de 

comprendre les mécanismes par lesquels ces protéines de liaison à l’ARN (RBPs) 

influencent chaque étape du métabolisme des ARNm. Les travaux réalisés au cours de cette 

thèse ont permis de caractériser de nouvelles fonctions de la RBP virale EB2 qui est 

indispensable à la production du virus d’Epstein-Barr (EBV). Des travaux antérieurs ont 

montré qu’EB2 favorise l’accumulation cytoplasmique de la majorité des ARNm viraux, 

dont la caractéristique est d’être transcrit à partir de gènes sans intron. Nous montrons 

que le rôle d’EB2 ne se limite pas à celui de facteur d’export des ARNm car cette RBP 

stabilise aussi ses ARNm cibles dans le noyau en les protégeant de la dégradation par 

l’exosome. Nos résultats indiquent qu’en absence d’EB2 : (i) certains ARNm viraux sont 

instables car ils contiennent des sites cryptiques d’épissage ; (ii) le facteur d’épissage 

SRSF3 déstabilise ces ARNm en interagissant à la fois avec l’exosome et le complexe NEXT, 

un des cofacteurs nucléaires de l’exosome. Par ailleurs, nous montrons également qu’EB2 

est associée aux polysomes et stimule efficacement la traduction de ses ARNm cibles, en 

interagissant avec les facteurs d’initiation de la traduction eIF4G et PABP. Le 

développement d’un nouveau système de traduction in vitro nous a permis de montrer que 

l’effet d’EB2 sur la traduction nécessite le passage nucléaire de ses ARNm cibles. Ainsi, 

l’ensemble de nos travaux démontre le rôle clé d’une RBP virale dans le couplage entre les 

étapes nucléaires et cytoplasmiques de la biogenèse des ARNm. 

 

MOTS-CLÉS : protéines de liaison à l’ARN / herpèsvirus / dégradation des ARNm / 

traduction 
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ABSTRACT 

 

Post-transcriptional regulation of gene expression is based on a complex and dynamic 

network of RNA-proteins interactions. A major challenge is to understand the precise 

contribution of these RNA-binding proteins (RBPs) to each step of mRNA metabolism. 

During this thesis, we have characterized new functions of the EB2 viral RBP which is 

essential for the production of the Epstein-Barr virus (EBV). Previous works have shown 

that EB2 promotes cytoplasmic accumulation of most intronless viral mRNAs. Here, we 

show that EB2 is not just an mRNA export factor because this RBP also stabilizes its target 

mRNAs in the nucleus by protecting them from RNA exosome degradation. Our results 

indicate that in the absence of EB2 : (i) some viral mRNAs are unstable because they 

contain cryptic splice sites ; (ii) the splicing factor SRSF3 destabilizes these mRNAs by 

interacting with both the RNA exosome and the Nuclear EXosome Targeting (NEXT) 

complex. Moreover, we also show that EB2 is associated with polysomes and it strongly 

stimulates translation of its target mRNAs through interactions with the eIF4G and PABP 

initiation factors. Interestingly, the development of a new in vitro translational assay 

allowed us to show that EB2’s translation stimulation requires that EB2 binds its target 

mRNAs in the nucleus. Taken together, our works demonstrate the key function of a viral 

RBP in the coordination of the nuclear and cytoplasmic steps of mRNA biogenesis. 

 

KEYWORDS : RNA-binding proteins / herpesvirus / mRNA decay / translation 
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INTRODUCTION 

DE LA SYNTHÈSE À LA DÉGRADATION DES ARN MESSAGERS 

 

Chez les eucaryotes, l’expression génique est constituée d’un ensemble de processus 

généralement présentés comme séquentiels : transcription de l’ADN en ARN pré-messager 

(pré-ARNm), maturation en ARN messager (ARNm), export nucléo-cytoplasmique et 

traduction de l’ARNm en protéine (Figure 1). 

 

 
 

Figure 1 : Étapes de l’expression génique chez les eucaryotes. Vision linéaire de l’expression 

d’un gène codant pour une protéine : transcription de l’ADN, maturation et export de l’ARNm puis 

traduction en protéine. 

 

Toutes ces étapes ont été extrêmement bien étudiées indépendamment les unes des 

autres, notamment à l’aide de systèmes in vitro. Cependant, il est maintenant clair que la 

régulation de l’expression génique est plus complexe car toutes les étapes forment un 

ensemble continu, chacune d’elles étant liée aux suivantes et pouvant les influencer. En 

effet, dès sa synthèse, le pré-ARNm s’associe à des protéines de liaison à l’ARN ou RBPs 

(RNA-Binding Proteins) pour former une particule ribonucléoprotéique ou mRNP 
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(messenger RiboNucleoprotein Particle) (Moore 2005; Singh et al. 2015). La composition 

protéique d’une mRNP est très dynamique et joue un rôle majeur à chaque étape de la vie 

d’un ARNm car elle va réguler sa maturation, sa localisation, sa traduction ou encore sa 

dégradation (Moore and Proudfoot 2009; Mitchell and Parker 2014) (Figure 2). 

 

Dès sa transcription dans le noyau par l’ARN polymérase II, le transcrit va être modifié 

et maturé, grâce au domaine C-terminal (CTD) de l’ARN polymérase II qui joue un rôle 

central dans ce couplage (McCracken et al. 1997; Hsin and Manley 2012; Zaborowska et al. 

2016). La première modification du pré-ARNm est l’ajout d’une structure coiffe à 

l’extrémité 5’ dès que la longueur du pré-ARNm a atteint 22-25 nucléotides (Shatkin 1976). 

La coiffe (m7GpppN) est constituée d’un résidu guanosine méthylé en position N7 qui est 

relié au premier nucléotide retrouvé en 5’ de l’ARNm via une liaison 5’-5’ tri-phosphate. 

La formation de la structure coiffe est catalysée par une succession de trois réactions 

enzymatiques impliquant l’action d’une ARN tri-phosphatase (RTPase), d’une ARN 

guanylyl-transférase (GTase), puis d’une ARN-(guanine-7)-méthyltransférase (N7MTase) 

(Decroly et al. 2012). Cette structure est fondamentale chez les eucaryotes car elle est 

spécifiquement reconnue par le CBC (Cap-Binding Complex) dans le noyau, puis par le 

facteur d’initiation de la traduction eIF4E (eukaryotic Initiation Factor 4E) dans le 

cytoplasme (Izaurralde et al. 1994; Sonenberg et al. 1978). En plus de stabiliser l’ARNm en 

le protégeant de l’action des exoribonucléases, la coiffe joue un rôle important dans 

l’épissage, l’export et la traduction des ARNm (Topisirovic et al. 2011). 

Une autre modification co-transcriptionnelle est l’épissage du pré-ARNm, i.e. la 

réaction permettant d’exciser les introns par deux réactions successives de trans-

estérification et de lier ensuite les exons pour former un ARNm. Chaque intron est défini 

par la présence d’éléments situés en cis au sein de la séquence ARN : les sites 5’ SS et 3’ SS 

d’épissage (Splice Site), le site de branchement BP (Branch Point) et la séquence riche 

polypyrimidique (Poly(Y) tract). Ces séquences sont reconnues par le spliceosome, un 

complexe macromoléculaire composé de 5 petites ribonucléoprotéines nucléaires snRNPs 

(U1, U2, U4/U6 et U5) (small nuclear RiboNucleoProteins) ainsi que de nombreuses 

autres protéines telles que les facteurs SF1 (Splicing Factor 1) et U2AF (U2 snRNP 

Auxiliary Factor) (Wahl et al. 2009; Will and Lührmann 2011; Chen and Moore 2014; 

Papasaikas and Valcárcel 2016). D’autres éléments cis-régulateurs exoniques ou 

introniques, activateurs ou répresseurs, jouent un rôle important dans l’épissage du pré-

ARNm. Ces séquences sont reconnues par des facteurs trans-régulateurs dont les 

principaux membres appartiennent à la famille des protéines SR (Serine/aRginine-rich 
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proteins) et celle des protéines hnRNP (heterogeneous nuclear RiboNucleoProteins) 

(Busch and Hertel 2012). De manière intéressante, de nombreux facteurs d’épissage sont 

recrutés co-transcriptionnellement par le CTD de l’ARN polymérase II (Das et al. 2006; 

Listerman et al. 2006). Réciproquement, le spliceosome influe sur la vitesse d’élongation 

de la transcription (Fong and Zhou 2001), et il permet le recrutement de deux complexes 

protéiques jouant un rôle majeur dans le devenir des ARNm épissés : le complexe EJC 

(Exon Junction Complex) (Le Hir et al. 2000a; 2000b; 2001) et le complexe TREX 

(TRanscription/EXport complex) (Masuda et al. 2005). 

La dernière modification co-transcriptionnelle de l’ARNm est l’ajout à l’extrémité 3’ 

d’une queue poly(A) de 200 à 250 nucléotides chez les métazoaires. Celle-ci se déroule en 

deux étapes successives : (i) le clivage endonucléotidique de l’ARNm par le complexe CPSF 

(Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor), CstF (Cleavage stimulation Factor), 

CFI et CFII (Cleavage Factor I and II) ; (ii) la polyadénylation par la PAP (Poly(A) 

Polymerase) associée à la protéine PABPN1 (Poly(A)-Binding Protein Nuclear 1) qui 

interagit avec la queue poly(A) de l’ARNm dans le noyau (Elkon et al. 2013; Shi and Manley 

2015). Une fois dans le cytoplasme, la protéine PABPN1 est remplacée par la protéine 

PABPC (PABP Cytoplasmic) (Blobel 1973). Comme précédemment, le CTD de l’ARN 

polymérase II joue un rôle important en facilitant le recrutement des facteurs de clivage et 

polyadénylation (Meinhart and Cramer 2004). L’ajout d’une queue poly(A) a de multiples 

fonctions : elle protège l’ARNm des exoribonucléases, et joue un rôle dans la circularisation 

de l’ARNm en cours de traduction (Goss and Kleiman 2013). 

À la suite de toutes ces étapes de maturation nucléaire, l’ARNm dit « mature » est 

compétent pour l’export dans le cytoplasme. En effet, les RBPs associées à l’ARNm 

permettent (i) la modification de la structure de la mRNP et son compactage grâce 

notamment aux interactions entre le complexe EJC et les protéines SR (Singh et al. 2012; 

Kato et al. 2012; Han et al. 2012), (ii) le recrutement du facteur d’export TAP/NXF1 grâce 

en particulier au complexe TREX (Cheng et al. 2006) et aux protéines SR (Huang and 

Steitz 2001; Huang et al. 2003; Müller-Mcnicoll et al. 2016). L’interaction de TAP/NXF1 

avec à la fois l’ARNm et certaines nucléoporines du NPC (Nuclear Pore Complex) permet 

alors la translocation polarisée de l’ARNm dans le cytoplasme (Katahira 2015). 

 

Une fois dans le cytoplasme, la mRNP subit un profond remodelage de sa composition 

protéique, grâce entre autres à l’action d’ARN hélicases (Bourgeois et al. 2016). Certaines 

RBPs sont dissociées de l’ARNm comme le facteur d’export TAP/NXF1. D’autres RBPs, 

comme le complexe CBC et la protéine PABPN1, sont remplacées respectivement par les 
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protéines eIF4E et PABPC. Les RBPs liées à l’ARNm vont alors moduler sa traduction, sa 

dégradation ou encore sa localisation cytoplasmique (Mitchell and Parker 2014). 

L’ARNm oscille dans le cytoplasme entre l’état dit « polysomal », dans lequel il est 

activement traduit en protéines, et l’état non-polysomal, dans lequel l’ARNm est réprimé 

traductionnellement et peut former des granules (Anderson and Kedersha 2009; Buchan 

2014). Ces granules d’ARN assurent plusieurs fonctions importantes : (i) le transport de 

l’ARNm à distance du noyau, comme c’est le cas par exemple dans l’axone ; (ii) le stockage 

transitoire de l’ARNm dans les granules de stress (SG, Stress Granules) ; (iii) le site de 

dégradation de l’ARNm dans les P-bodies (Processing-bodies). La formation de ces 

granules cytoplasmiques et non membranaires est très dynamique et permet une 

adaptation rapide de la répression ou de l’activation de la traduction de l’ARNm (Balagopal 

and Parker 2009; Decker and Parker 2012; Protter and Parker 2016). 

La dernière étape de la régulation de l’expression génique est la dégradation de 

l’ARNm (Houseley and Tollervey 2009; Schoenberg and Maquat 2012). Celle-ci permet à 

la fois d’éliminer les ARNm en fin de vie et/ou de dégrader les ARNm aberrants, comme 

ceux par exemple ayant un codon stop précoce (PTC, Premature Termination Codon) au 

cours de la NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay). Dans le cas de la NMD, la 

dégradation de l’ARNm est couplée à la terminaison de la traduction, et fait intervenir des 

protéines des familles UPF (UP-Frameshift) et SMG (Suppressor with Morphological 

effect on Genitalia) (Lykke-Andersen and Jensen 2015; Popp and Maquat 2016). De façon 

remarquable, le complexe EJC joue un rôle central dans la NMD chez les métazoaires (Kim 

et al. 2001; Lykke-Andersen et al. 2001), illustrant ainsi que les étapes nucléaire et 

cytoplasmique du métabolisme des ARNm sont étroitement liées. 
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Figure 2 : L’assemblage et le remodelage de la mRNP : de la transcription à la traduction 

et la dégradation. Vision contemporaine de l’expression d’un gène codant pour une protéine : au cours 

de la transcription et de la maturation du pré-ARNm, des RBPs s’associent à l’ARNm pour former une 

mRNP. Ces RBPs influencent toutes les étapes de la vie de l’ARNm ; de nombreux exemples sont décrits 

dans le texte principal (adapté de (Müller-Mcnicoll and Neugebauer 2013)). 
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CHAPITRE I 

L’IMPORTANCE DES RBPS DANS LA BIOGENÈSE DES ARNM 

 

Les protéines de liaison à l’ARN ou RBPs (RNA-Binding Proteins) contrôlent chaque 

étape de la vie des ARNm. Leur diversité de fonctions pourrait suggérer une grande variété 

de structures responsables de la reconnaissance de l’ARN. Cependant, la majorité des 

RBPs ne présentent que quelques domaines structuraux de reconnaissance de l’ARN : le 

domaine RRM (RNA-Recognition Motif), le domaine KH (hnRNP K-homology), le 

domaine RGG (aRginine-Glycine-Glycine-rich), le domaine dsRBD (dsRNA-Binding 

Domain), et les domaines en doigts de zinc de type ZCCHC ou ZCCCH (Lunde et al. 2007; 

Ankö and Neugebauer 2012). Afin d’assurer leur spécificité de liaison à l’ARN et leurs 

diverses fonctions, les RBPs ont généralement une structure modulaire, constituée d’un ou 

plusieurs motif(s) de reconnaissance de l’ARN associé à un ou plusieurs domaine(s) 

fonctionnel(s). Parmi les domaines fonctionnels des RBPs, on trouve par exemple le 

domaine RS (Serine/aRginine-rich), ou les domaines hélicases DExH/DEAD-box. Ainsi, 

la liaison de plusieurs motifs de reconnaissance de l’ARN et de domaines fonctionnels 

permet par une simple combinaison d’augmenter la spécificité d’interaction des RBPs avec 

à la fois l’ARN et leurs partenaires protéiques (Mackereth and Sattler 2012; Ray et al. 2013; 

Gerstberger et al. 2014; Jankowsky and Harris 2015). 

 

Les RBPs ont initialement été caractérisées par des études biochimiques. Ainsi, le 

cross-link aux UV (254 nm) des protéines interagissant directement avec les ARN dans les 

cellules, suivi de la purification et l’immunodétection des protéines associées aux ARN 

polyadénylés, a permis d’identifier dans les années 1980 les protéines hnRNP 

(heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein) (Dreyfuss et al. 1984; Piñol-Roma et al. 

1988). Les progrès récents des techniques de protéomique ont permis d’identifier le 

répertoire complet des RBPs dans les cellules humaines HEK293 et HeLa, les cellules 

souches embryonnaires murines (mESC), et chez la levure Saccharomyces cerevisiae 

(Baltz et al. 2012; Castello et al. 2012; Kwon et al. 2013; Mitchell et al. 2013). Dans ces 

études d’interactome des ARNm, les complexes ARN-protéines sont cross-linkés aux UV, 

puis les ARN polyadénylés sont immunoprécipités avec des oligo(dT), et les protéines 

associées sont analysées par spectrométrie de masse (Figure 3). De manière très 

intéressante, ces études ont identifié 797 RBPs dans les cellules HEK293 et 860 RBPs dans 

les cellules HeLa, dont 545 RBPs en commun dans les deux lignées cellulaires (Baltz et al. 
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2012; Castello et al. 2012). Parmi celles-ci, la majorité était déjà connue mais plus de 100 

nouvelles RBPs (appelées « enigmRBPs ») ont été identifiées avec aucun domaine 

classique de liaison à l’ARN, dont 23 enzymes métaboliques (Beckmann et al. 2015; 

Castello et al. 2016). Un défi important pour le futur est de déterminer le domaine de 

liaison à l’ARN et la fonction biologique de ces nouvelles RBPs. 

 

 
 

Figure 3 : Représentation schématique de la capture de l’interactome des ARNm. Les 

cellules sont irradiées aux UV (254 nm) pour lier de manière covalente les interactions ARN-protéines, 

puis les ARN polyadénylés et leurs protéines associées sont isolés avec des oligo(dT) couplés à des billes 

magnétiques. Après traitement à la RNase, le répertoire des RBPs est déterminé par spectrométrie de 

masse (adapté de (Castello et al. 2015)). 
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I - La dégradation et le contrôle-qualité des ARNm 

 

La dégradation des ARNm a longtemps été considérée comme une simple étape 

d’élimination des ARNm en fin de vie. Au cours des deux dernières décennies, cette vision 

a été totalement remise en cause puisqu’il a été montré que les temps de demi-vie des 

ARNm, révélateurs de leur vitesse de dégradation, peuvent varier considérablement. Ainsi, 

une étude chez la levure Saccharomyces cerevisiae a montré que la demi-vie des ARNm 

les plus instables est approximativement de 2 à 3 minutes, et celle des ARNm les plus 

stables est supérieure à 90 minutes (Wang et al. 2002a). Plus récemment, l’analyse du 

turnover global des ARNm dans des fibroblastes murins NIH3T3 a révélé que la stabilité 

des ARNm codant pour des protéines appartenant à une même voie biologique est 

comparable (Schwanhäusser et al. 2011). La dégradation des ARNm n’est donc pas un 

processus par défaut mais une composante essentielle de la régulation de l’expression 

génique. 

En plus de réguler la quantité d’ARN, la dégradation des ARN assure au moins trois 

autres fonctions essentielles : (i) l’élimination des ARNm défectueux, qui conduiraient à la 

synthèse de protéines aberrantes et potentiellement délétères pour la cellule, grâce à un 

mécanisme de surveillance ou « contrôle-qualité » des ARN (Doma and Parker 2007; Isken 

and Maquat 2007) ; (ii) l’élimination des sous-produits (e.g. les introns) générés au cours 

de la maturation des transcrits primaires (Houseley and Tollervey 2009; Schoenberg and 

Maquat 2012) ; et (iii) l’élimination des transcrits intergéniques, intragéniques ou 

antisens, fonctionnels ou non et qui résultent parfois de la transcription pervasive du 

génome (Jensen et al. 2013; Porrua and Libri 2013). 

Nos connaissances actuelles des mécanismes de dégradation des ARNm reposent en 

grande partie sur des travaux réalisés chez la levure S. cerevisiae (Parker 2012). Chez cet 

organisme modèle, les mécanismes de dégradation des ARN semblent plus simples que 

chez d’autres organismes eucaryotes car le nombre de cofacteurs régulant l’activité des 

ribonucléases est moindre. Néanmoins, il est important de noter que les principales 

enzymes responsables de la dégradation des ARNm (i.e. les déadényléases, les enzymes de 

décoiffage et les ribonucléases) sont très conservées entre tous les eucaryotes. De plus, ces 

enzymes sont impliquées à la fois dans la dégradation nucléaire et cytoplasmique des 

ARNm, leur spécificité étant apportée par des cofacteurs. 

Dans cette partie, nous détaillerons les principaux acteurs impliqués dans la 

dégradation des ARNm, puis nous exposerons l’état des connaissances des mécanismes de 

surveillance des ARNm. 
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1. Les acteurs de la dégradation des ARNm 

Comme nous l’avons vu en introduction, les ARNm matures possèdent une coiffe à 

leur extrémité 5’ et une queue poly(A) à leur extrémité 3’. Dans le cytoplasme, ces 

structures sont liées par des protéines spécifiques, respectivement les protéines eIF4E et 

PABP, et protègent les ARNm de l’action des exoribonucléases. Les ARNm sont également 

associés à des RBPs qui les protègent de coupures endonucléolytiques non spécifiques. 

 

 
 

Figure 4 : Principales voies de dégradation des ARNm cytoplasmiques et nucléaires. (A) 

La dégradation cytoplasmique des ARNm est initiée par le complexe PAN2-PAN3 et poursuivie par les 

complexes CCR4-NOT et PARN. Après déadénylation, le corps de l’ARNm est dégradé par une des deux 

voies 5’-3’ ou 3’-5’. Dans la voie 5’-3’, la coiffe est clivée par l’enzyme Dcp2 puis l’ARNm est dégradé par 

Xrn1. Dans la voie 3’-5’, l’ARNm est dégradé par l’exosome ; la coiffe est finalement dégradée par 

l’enzyme DcpS. (B) La voie majoritaire de dégradation des ARNm nucléaires est la voie 3’-5’ et fait 

intervenir l’exosome. Une alternative est la voie de dégradation 5’-3’ qui implique l’exoribonucléase 

Xrn2. Lorsque les ARNm sont coiffés, Dcp2 hydrolyse la structure m7GpppN avant l’action de Xrn2. 
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La dégradation cytoplasmique des ARNm chez les eucaryotes débute le plus souvent 

par un raccourcissement de leur queue poly(A). Après cette étape de déadénylation, les 

ARNm peuvent être dégradés soit à partir de leur extrémité 5’ par l’exoribonucléase Xrn1 

après le retrait de leur coiffe par l’enzyme Dcp2, soit à partir de leur extrémité 3’ par 

l’exosome (Garneau et al. 2007; Chen and Shyu 2011; Schoenberg and Maquat 2012) 

(Figure 4A). 

Dans le noyau, la dégradation des ARNm concerne généralement les ARNm qui ont 

des défauts de maturation. Celle-ci fait également intervenir l’enzyme Dcp2 avec 

l’exoribonucléase Xrn2 qui dégrade les ARNm dans le sens 5’-3’, ou l’exosome qui dégrade 

les ARNm dans le sens 3’-5’ (Saguez et al. 2005; Fasken and Corbett 2009; Schmid and 

Jensen 2010; Mühlemann and Jensen 2012) (Figure 4B). 

 

a - Les déadénylases 

La déadénylation est la première étape de la voie canonique de dégradation des ARNm 

cytoplasmiques. Cette étape est généralement limitante et joue un rôle clé dans la 

transition entre la traduction et la dégradation des ARNm. 

Plusieurs complexes protéiques possédant une activité de déadénylation ont été 

caractérisés. Les complexes PAN2-PAN3 et CCR4-NOT sont hautement conservés entre la 

levure, la drosophile et les mammifères. Les mammifères possèdent également une 

déadénylase supplémentaire : l’enzyme PARN (Goldstrohm and Wickens 2008; 

Wiederhold and Passmore 2010). 

Le complexe PAN2-PAN3, également appelé PAN (Poly(A) Nuclease) intervient dans 

la première phase de déadénylation des ARNm. La protéine PAN2 est la sous-unité 

catalytique (Boeck et al. 1996), alors que la protéine PAN3 est la sous-unité régulatrice du 

complexe (Brown et al. 1996). Le complexe PAN2-PAN3 est recruté et stimulé par la 

protéine PABP associée à la queue poly(A) des ARNm (Uchida et al. 2004; Siddiqui et al. 

2007; Wolf et al. 2014). Chez la levure, PAN2-PAN3 est impliqué dans le raccourcissement 

de la queue poly(A) jusqu’à atteindre une taille d’environ 60 à 80 nucléotides (Brown and 

Sachs 1998). De même, chez les mammifères, l’étude de la dégradation de l’ARNm 

rapporteur b-globine a montré que ce complexe raccourcit la taille initiale de la queue 

poly(A) de 200 nucléotides à environ 80 nucléotides (Yamashita et al. 2005). La seconde 

phase de déadénylation est ensuite réalisée par le complexe CCR4-NOT (Yamashita et al. 

2005). 
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Le complexe CCR4-NOT est composé chez la levure S. cerevisiae de neuf protéines 

dont deux d’entre elles, Ccr4 et Caf1/Pop2, ont une activité exonucléase (Daugeron et al. 

2001; Tucker et al. 2002). Il est le principal complexe de déadénylation chez S. cerevisiae 

car des souches de levures mutantes ∆ccr4 ou ∆pop2 ont un phénotype avec des défauts 

de déadénylation des ARNm aboutissant à leur stabilisation (Tucker et al. 2001). Ce 

complexe est conservé chez la drosophile (Temme et al. 2004) et chez l’homme (Bianchin 

et al. 2005), mais il existe chez l’homme deux homologues de la protéine Ccr4 de levure : 

hCCR4a (CNOT6) et hCCR4b (CNOT6L), ainsi que deux homologues de la protéine Caf1 : 

hCAF1 (CNOT7) et hPOP2 (CNOT8) (Bartlam and Yamamoto 2010; Winkler and Balacco 

2013). Récemment, la purification par affinité en tandem (TAP ; (Rigaut et al. 1999)) de la 

protéine CNOT7 exprimée dans des cellules HEK293, suivie de l’analyse par spectrométrie 

de masse des protéines associées a permis d’identifier deux nouvelles sous-unités du 

complexe CCR4-NOT humain : les protéines C2ORF29/CNOT11 et CNOT10 (Mauxion et 

al. 2013). 

La déadénylase PARN (Poly(A)-specific RiboNuclease) est retrouvée chez de 

nombreuses espèces eucaryotes comme Xenopus laevis (Korner et al. 1998), Arabidopsis 

thaliana (Chiba et al. 2004), et chez les mammifères (Korner and Wahle 1997). Toutefois, 

elle est absente chez Saccharomyces cerevisiae et Drosophila melanogaster. L’enzyme 

PARN agit sous la forme d’un homodimère et son activité est dépendante de la coiffe des 

ARNm (Dehlin et al. 2000; Gao et al. 2000), mais est inhibée par la protéine PABP et les 

protéines qui lient la coiffe (Balatsos et al. 2006; Wu et al. 2009). La protéine PARN ne 

semble pas participer au processus général de déadénylation, mais est impliquée dans la 

déadénylation de certains types d’ARNm (e.g. les ARNm maternels lors de la maturation 

des ovocytes de Xenopus laevis) (Alonso 2012; Godwin et al. 2013). 

Lorsqu’un nombre minimal d’adénosine restant sur l’ARNm est atteint, de l’ordre de 

10 chez la levure et de 15 à 25 chez les mammifères, l’ARNm devient très instable et 

s’engage alors dans une voie de dégradation rapide et irréversible dans le sens 5’-3’ et/ou 

3’-5’ (Parker and Song 2004; Garneau et al. 2007) (Figure 4). 

 

b - Les enzymes de clivage de la coiffe 

Chez la levure S. cerevisiae, des études complémentaires de génétique et de biochimie 

ont montré que la dissociation de la coiffe des ARNm est effectuée par l’hétérodimère 

Dcp2-Dcp1 (Decapping enzymes 2 and 1) (Beelman et al. 1996; LaGrandeur and Parker 

1998) (Figure 5). La protéine Dcp2 est la sous-unité catalytique grâce à son domaine 

Nudix/MutT, et appartient à la famille des pyrophosphatases (Dunckley and Parker 1999). 
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Dcp2 clive la coiffe m7GpppN qui protège l’extrémité 5’ de l’ARNm et libère du m7GDP et 

un ARN 5’ monophosphate accessible aux exoribonucléases (Steiger et al. 2003; Coller and 

Parker 2004). Bien que cette enzyme soit principalement cytoplasmique, Dcp2 clive 

également la coiffe des pré-ARNm nucléaires chez S. cerevisiae (Kufel et al. 2004). La 

sous-unité Dcp1 est un membre de la famille des protéines EVH1/WH1 et interagit avec la 

protéine Dcp2 afin de stimuler son activité catalytique (She et al. 2004; 2008; Deshmukh 

et al. 2008; Valkov et al. 2016). 

 

 

 

Figure 5 : Organisation des domaines fonctionnels des protéines Dcp2 et Dcp1a. L’enzyme 

Dcp2 de Hs (Homo sapiens) contient un domaine NRD (N-terminal Regulatory Domain) suivi d’un 

domaine catalytique Nudix (Nucleotide diphosphate linked to an X moiety). La protéine Dcp1a de Hs 

est composée d’un domaine N-terminal EVH1/WH1 (Ena VASP Homology 1/WASP Homology 1), qui 

interagit avec le motif NRD de Dcp2, et un domaine C-terminal TD (Trimerization Domain). Ces 

domaines sont très conservés avec les protéines Dcp2 et Dcp1 de Saccharomyces cerevisiae et 

Drosophila melanogaster. 

 

Le complexe Dcp2-Dcp1 est conservé chez les mammifères (van Dijk et al. 2002; Wang 

et al. 2002b). Cependant, l’interaction Dcp2-Dcp1 n’est pas directe et nécessite des 

cofacteurs, comme la protéine Edc4 (Enhancer of decapping 4) (Tritschler et al. 2009). 

Par analogie avec la levure, il a été supposé pendant de nombreuses années que l’enzyme 

Dcp2 est la seule responsable du clivage de la coiffe chez les mammifères. Cette hypothèse 

a été récemment réfutée car une étude a identifié, dans les cellules murines et humaines, 

une seconde enzyme Nudt16 capable de dissocier la coiffe des ARNm (Song et al. 2010). 

De plus, l’analyse de tous les membres de la famille des protéines Nudix a montré que six 

protéines (Nudt2, Nudt3, Nudt12, Nudt15, Nudt17 et Nudt19) ont in vitro une activité de 

clivage de la coiffe (Song et al. 2013). Une question importante pour le futur est de 

déterminer si ces enzymes ont une fonction redondante ou bien spécifique de certains 

ARNm. 

De façon remarquable, le clivage de la coiffe des ARNm est régulé par de nombreuses 

RBPs chez la levure et chez l’homme. Par exemple, le complexe heptamérique Lsm1-7 (Sm-

like 1-7) se lie à l’extrémité 3’ de l’ARNm oligoadénylé et active l’enzyme Dcp2 via la 
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protéine Pat1 (Bouveret et al. 2000; Tharun et al. 2000; Chowdhury et al. 2007; 2014). La 

protéine Pat1 et l’ARN hélicase à DEAD-box Dhh1 (appelée RCK/DDX6 chez les 

mammifères) sont à la fois des stimulateurs de l’hétérodimère Dcp2-Dcp1 et des 

inhibiteurs de la traduction (Coller and Parker 2005; Nissan et al. 2010). Les protéines 

Edc1 et Edc2 (Enhancer of decapping 1 and 2) interagissent avec l’ARN et le complexe 

Dcp2-Dcp1, ce qui stimule l’activité catalytique de Dcp2 (Schwartz et al. 2003; He and 

Jacobson 2015a). 

Les cellules eucaryotes contiennent aussi un second type d’enzyme capable de 

dégrader la coiffe des ARNm : la protéine DcpS (Scavenger Decapping enzyme) (ou Dcs1 

chez la levure) (Liu et al. 2002; 2004). L’enzyme DcpS appartient à la famille des 

pyrophosphatases à domaine HIT (Histidine triad) (Séraphin 1992; Liu et al. 2002). 

Contrairement à la protéine Dcp2 qui clive la coiffe des ARNm dont la longueur est 

supérieure à 25 nucléotides, DcpS dégrade spécifiquement la coiffe des 

oligoribonucléotides inférieure à 10 nucléotides. Ainsi, DcpS hydrolyse à la fois la coiffe 

m7GpppN générée au cours de la dégradation 3’-5’ de l’ARNm par l’exosome (Wang and 

Kiledjian 2001; Liu et al. 2002), et le m7GDP produit par l’enzyme Dcp2 lors de la 

dégradation 5’-3’ (van Dijk et al. 2003). De manière intéressante, une étude récente a 

caractérisé in vitro et in vivo de nouvelles enzymes impliquées dans l’élimination des 

structures coiffe : la protéine FHIT chez l’homme et son homologue Aph1 chez la levure 

(Taverniti and Séraphin 2015). Ces enzymes permettent en combinaison avec DcpS 

d’éliminer le m7GpppN et ses dérivés produits au cours de la dégradation de l’ARNm 

(Taverniti and Séraphin 2015). 

 

c - Les exoribonucléases 

Suite au clivage de la coiffe, l’ARNm est dégradé de façon processive par les enzymes 

Xrn1 dans le cytoplasme, ou Xrn2 dans le noyau. Ces protéines appartiennent à la famille 

des 5’-3’ exoribonucléases XRN, et ont de fortes homologies de séquence et de fonction 

dans leur partie N-terminale (Zuo and Deutscher 2001; Nagarajan et al. 2013) (Figure 6). 

Xrn1 est localisée dans le cytoplasme et est une protéine de 175 kDa. Cette enzyme 

contient dans sa région N-terminale deux domaines CR1 et CR2 (Conserved Regions 1 and 

2) présents chez tous les membres de la famille XRN (Chang et al. 2011). La protéine Xrn1 

a initialement été identifiée chez S. cerevisiae (Larimer and Stevens 1990). Des 

homologues ont ensuite été décrits chez D. melanogaster (appelé Pacman) (Till et al. 

1998), A. thaliana (appelé AtXRN4) (Kastenmayer and Green 2000), et les mammifères 

(Bashkirov 1997). L’exoribonucléase Xrn1 est la principale enzyme responsable de la 
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dégradation 5’-3’ des ARNm cytoplasmiques car les ARNm déadénylés et non coiffés 

s’accumulent dans une souche de levure ∆xrn1 (Muhlrad et al. 1994). De manière 

intéressante, l’analyse des profils de sédimentation des ARNm non coiffés dans une souche 

de levure ∆xrn1 a montré que ces ARNm sont associés aux polysomes, ce qui indique que 

la dégradation des ARNm peut être co-traductionnelle (Hu et al. 2009). Par ailleurs, une 

étude récente a montré une interaction directe entre Xrn1 et les facteurs Dcp1 et Edc4, 

démontrant ainsi que le recrutement de Xrn1 est couplé au clivage de la coiffe des ARNm 

(Braun et al. 2012). 

 

 

 

Figure 6 : Structure et fonction des exoribonucléases Xrn1 et Xrn2. Les protéines Xrn1 et 

Xrn2 de Hs contiennent deux régions très conservées CR1 et CR2 (Conserved Regions 1 and 2), dont 

l’homologie de séquence est supérieure à 50 %. Le domaine catalytique de ces enzymes est localisé dans 

leur région N-terminale. 

 

L’enzyme Xrn2 (ou Rat1 chez la levure) est une protéine nucléaire de 115 kDa dont 

l’activité catalytique est similaire à celle de Xrn1 car elle dégrade spécifiquement les ARN 

5’ monophosphate (Amberg et al. 1992; Xiang et al. 2009; Miki and Großhans 2013). Les 

protéines Xrn1 et Xrn2/Rat1 sont fonctionnellement interchangeables. En effet, la 

mutation du domaine NLS (Nuclear Localization Signal) de Rat1 restaure la dégradation 

des ARNm cytoplasmiques dans une souche de levure ∆xrn1 (Johnson 1997). Inversement, 

la fusion du NLS de l’antigène T du virus SV40 à la protéine Xrn1 permet sa localisation 

nucléaire, et complémente chez S. cerevisiae le défaut de viabilité du mutant 

thermosensible rat1-ts (Johnson 1997). Cependant, les protéines Xrn1 et Xrn2 ont des 

différences intrinsèques car Xrn1 ne complémente pas toutes les fonctions de Xrn2/Rat1, 

notamment celle dans la terminaison de la transcription (Luo et al. 2006). De nombreuses 

fonctions des exoribonucléases Rat1 et Xrn2 ont été rapportées : (i) Xrn2/Rat1 favorise la 

terminaison de la transcription en dégradant le brin d’ARN non coiffé associé à l’ARN 

polymérase II après le site de clivage/polyadénylation (Kim et al. 2004; West et al. 2004; 

Porrua and Libri 2015) ; (ii) Rat1 dégrade l’ARN TERRA (Telomeric repeat-containing 
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RNA), un long ARNnc qui régule l’activité de la télomérase (Luke et al. 2008) ; (iii) 

Xrn2/Rat1 joue un rôle majeur dans la maturation en 5’ des précurseurs des ARNr 5.8S et 

28S (Henry et al. 1994; Geerlings et al. 2000; Wang and Pestov 2011). Par ailleurs, il a été 

montré que Xrn2/Rat1 interagit avec de nombreuses protéines comme Dcp2 et Dcp1 

(Brannan et al. 2012), les facteurs d’épissage PSF (Polypyrimidine tract-binding protein 

(PTB)-associated factor) et p54nrb (Kaneko et al. 2007), ou la protéine Rtt103 chez S. 

cerevisiae qui interagit avec le domaine CTD de l’ARN polymérase II (Kim et al. 2004). Le 

rôle exact de ces interactions n’a pas été caractérisé, mais on peut supposer qu’elles 

permettent le recrutement de l’exoribonucléase Xrn2/Rat1 sur ses divers substrats. 

 

d - L’exosome à ARN 

L’exosome à ARN, communément appelé exosome, est un complexe protéique 

possédant une activité exoribonucléase 3’-5’, et caractérisé par l’équipe de David Tollervey 

à la fin des années 1990 (Mitchell et al. 1996; 1997; Allmang et al. 1999). Historiquement, 

des défauts de maturation à l’extrémité 3’ de l’ARNr 5.8S ont été observés chez S. 

cerevisiae dans un mutant du gène RRP4 (Ribosomal RNA Processing 4) (Mitchell et al. 

1996). La combinaison d’analyse biochimique et génétique a montré que la protéine Rrp4 

n’a pas d’activité exonucléase intrinsèque, mais fait partie d’un complexe appelé exosome 

(Mitchell et al. 1997). Par la suite, les homologues humains de neuf composants de 

l’exosome de levure ont été identifiés, dont deux sont des membres du complexe PM-Scl 

(Polymyositis-scleroderma overlap syndrom)1 (Allmang et al. 1999). 

De manière intéressante, l’exosome est très conservé au cours de l’évolution car on le 

retrouve à la fois dans les cellules eucaryotes et les archées, tandis que les bactéries ont un 

complexe plus simple appelé dégradosome qui a des fonctions similaires (Lykke-Andersen 

et al. 2009; Jackowiak et al. 2011; Makino et al. 2013b; Hui et al. 2014; Mohanty and 

Kushner 2016) (Figure 7 et Tableau 1). Chez la levure, l’exosome est constitué d’un cœur 

de neuf sous-unités (Exo9) : six sont des ribonucléases homologues à la RNase PH 

bactérienne, et trois sont des protéines de liaison à l’ARN de type S1 ou KH. La structure 

cristallographique de l’exosome eucaryote a révélé que les sous-unités RNase PH forment 

un anneau hexamérique et sont connectées entre elles par les trois autres sous-unités 

S1/KH, qui constituent une plateforme de recrutement pour les ribonucléases associées et 

les cofacteurs de l’exosome (Liu et al. 2006; Bonneau et al. 2009; Makino et al. 2013a; 

 
1 Le complexe PM-Scl comporte onze à seize polypeptides reconnus par les anticorps de patients 

souffrant de la maladie auto-immune de polymyosite (Staals and Pruijn 2010). 
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Wasmuth et al. 2014; Makino et al. 2015; Kowalinski et al. 2016; Han and van Hoof 2016). 

Paradoxalement, le cœur de l’exosome eucaryote est catalytiquement inerte car ses sous-

unités ont perdu leur activité enzymatique. Afin d’être actif, les neuf sous-unités du cœur 

de l’exosome s’associent à une ou deux sous-unités supplémentaires : les ribonucléases 

Dis3/Rrp44 et Rrp6 (Dziembowski et al. 2006; Briggs et al. 1998). Contrairement à la 

protéine Dis3/Rrp44 dont l’activité exoribonucléase est processive, Rrp6 dégrade l’ARN 

de façon distributive et est homologue à la RNase D de E. coli (Chlebowski et al. 2013; 

Schneider and Tollervey 2013; Januszyk and Lima 2014). De plus, la sous-unité 

Dis3/Rrp44 possède à la fois une activité d’exoribonucléase 3’-5’, et d’endoribonucléase 

grâce à son domaine N-terminal PIN (Lebreton et al. 2008). L’activité d’endoribonucléase 

de Dis3/Rrp44 permet vraisemblablement de faciliter la progression de l’exosome sur des 

substrats hautement structurés. Récemment, deux études transcriptomique 

indépendantes chez S. cerevisiae, par tiling arrays (Gudipati et al. 2012) et par CRAC (in 

vivo RNA-protein cross-linking and cDNA analysis) (Schneider et al. 2012), ont montré 

que les ribonucléases Rrp6 et Dis3/Rrp44 ont des rôles distincts et communs dans la 

dégradation de divers ARN. Par exemple, Rrp6 est en grande partie responsable de la 

dégradation des précurseurs de snRNA et de snoRNA, alors que Dis3/Rrp44 joue un rôle 

important dans la dégradation des pré-ARNm non épissés (Gudipati et al. 2012; Schneider 

et al. 2012). 

 

 

Figure 7 : Architecture des RNase PH et PNPase bactériennes, de l’exosome d’archée et 

de l’exosome eucaryote. (A) La RNase PH est composée de 6 sous-unités qui forment un anneau 

héxamérique. (B) La PNPase est homotrimérique : chaque monomère contient deux domaines 

catalytiques PH1 et PH2, et deux domaines de liaison à l’ARN S1 et KH. (C) L’exosome d’archée est 

constitué de l’hétérodimère Rrp41-Rrp42 qui a une activité RNase PH-like ; ce dimère trimérise pour 

former un anneau et s’associe aux protéines S1/KH-like Csl4 et Rrp4. (D) L’exosome eucaryote est 

composé d’un cœur de 9 sous-unités catalytiquement inertes, et d’une ou deux sous-unités 

enzymatiques : Dis3/Rrp44 et Rrp6 (adapté de (Lubas et al. 2012)). 
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 Domaine(s) Archaea S. cerevisiae H. sapiens 

Cœur de 
l’exosome 

S1, KH Csl4 Csl4 hCsl4/EXOSC1 

S1, KH Rrp4 Rrp4 hRrp4/EXOSC2 

S1, KH / Rrp40 hRrp40/EXOSC3 

RNase PH Rrp41 Rrp41 hRrp41/EXOSC4 

RNase PH / Rrp46 hRrp46/EXOSC5 

RNase PH / Mtr3 hMtr3/EXOSC6 

RNase PH Rrp42 Rrp42 hRrp42/EXOSC7 

RNase PH / Rrp43 hRrp43/EXOSC8 

RNase PH / Rrp45 hRrp45/EXOSC9/PM-Scl75 

Sous-unités 
catalytiques 

RNase D / Rrp6 hRrp6/EXOSC10/PM-Scl100 

RNase II, PIN / Dis3/Rrp44 
hDis3 

hDis3L1 
 

Tableau 1 : Composition de l’exosome des Archaea, Saccharomyces cerevisiae et Homo 

sapiens. 

 

La structure et les sous-unités de l’exosome sont très bien conservées entre la levure 

et l’homme (Figure 8). Toutefois, l’homologue de la ribonucléase Rrp6 (hRrp6) est présent 

à la fois dans le noyau et le cytoplasme chez l’homme, alors que cette protéine est 

exclusivement nucléaire chez S. cerevisiae (Brouwer et al. 2001; van Dijk et al. 2007). En 

outre, le génome humain contient trois paralogues du gène DIS3 de levure : hDis3, hDis3L1 

(hDis3-like 1) et hDis3L2 (hDis3-like 2). De façon surprenante, l’exoribonucléase hDis3L2 

dégrade les ARNm cytoplasmiques indépendamment du cœur de l’exosome (Lubas et al. 

2013; Malecki et al. 2013). Les protéines hDis3 et hDis3L1 sont associées au cœur de 

l’exosome mais ont des localisations subcellulaires différentes puisque hDis3 est 

principalement nucléaire, alors que hDis3L1 est exclusivement cytoplasmique (Staals et al. 

2010; Tomecki et al. 2010). Suite à ces résultats, l’exosome humain apparaît donc plus 

complexe que l’exosome de levure. On peut supposer que le fait d’avoir deux homologues 

de Dis3/Rrp44, l’un nucléaire et l’autre cytoplasmique, confère à l’exosome humain une 

plus grande plasticité et la possibilité d’interagir avec des cofacteurs différents. 
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Figure 8 : Composition de l’exosome nucléaire et cytoplasmique chez Saccharomyces 

cerevisiae et Homo sapiens. Les ribonucléases associées au cœur de l’exosome (Exo9) diffèrent chez 

la levure et chez l’homme en fonction de la localisation subcellulaire de l’exosome. (A) Chez la levure, le 

cœur de l’exosome s’associe aux sous-unités Dis3/Rrp44 et Rrp6 dans le cytoplasme (Exo11), mais 

uniquement à Rrp6 dans le noyau (Exo10). (B) Chez l’homme, Exo11 est présent à la fois dans le 

cytoplasme et le noyau. Cependant, il existe trois homologues de la ribonucléase Dis3/Rrp44 : hDis3 est 

principalement localisée dans le noyau à l’exception du nucléole, alors que hDis3L1 est strictement 

cytoplasmique. La protéine hDis3L2 est aussi localisée dans le cytoplasme mais n’est pas associée au 

cœur de l’exosome (adapté de (Lubas et al. 2012)). 

 

e - Les Terminal Uridylyl Transferases (TUTases) 

Il est intéressant de constater que l’addition à l’extrémité 3’ d’une queue poly(A) 

stabilise les ARNm chez les eucaryotes, alors que celle-ci déstabilise les ARNm chez les 

bactéries. Chez les eucaryotes, des travaux récents ont révélé que l’uridylation des ARNm, 

i.e. l’addition d’une queue poly(U), joue un rôle important dans le contrôle de leur stabilité. 

Cette modification des ARNm est catalysée par des Terminal Uridylyl Transferases 

(TUTases), appelées aussi Poly(A) Polymerases non canoniques (ncPAP). Bien que ces 

enzymes soient absentes chez S. cerevisiae, elles sont retrouvées à la fois chez S. pombe, 

C. elegans, A. thaliana et H. sapiens (Norbury 2013; Scott and Norbury 2013; Lee et al. 

2014; Scheer et al. 2016). 

L’uridylation des ARNm a été initialement décrite à l’extrémité 3’ des produits de 

clivage des microRNA (Shen and Goodman 2004). L’addition d’une queue poly(U) a aussi 

été détectée dans le cas des ARNm d’histones, dont la particularité est d’être non 

polyadénylés et d’avoir une structure en tige boucle à leur extrémité 3’ (Mullen and 

Marzluff 2008; Marzluff et al. 2008). Ainsi, ces ARNm sont oligouridylés puis dégradés à 
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la fin de la phase S du cycle cellulaire ou lorsque la réplication de l’ADN est inhibée (Mullen 

and Marzluff 2008). Par la suite, il a été montré que la protéine TUT4/ZCCHC11 (Zinc 

finger, CCHC domain) est l’enzyme responsable de cette uridylation (Schmidt et al. 2010). 

Ceci aboutit à la liaison de la protéine Lsm1 et à la dégradation rapide des ARNm d’histones 

à la fois dans le sens 5’-3’ par les enzymes Dcp2 et Xrn1, et dans le sens 3’-5’ par l’exosome 

et l’exonucléase Eri1 (3’hExo) (Mullen and Marzluff 2008; Hoefig et al. 2013; Slevin et al. 

2014). 

En outre, l’uridylation des ARNm ne se limite pas aux ARNm non polyadénylés, 

comme ceci a été démontré chez la levure S. pombe (Rissland et al. 2007; Rissland and 

Norbury 2009). L’analyse de six ARNm par la technique de cRACE (circularized rapid 

amplification of cDNA ends) a révélé que ces ARNm ont tous plusieurs uridines à la fin de 

leur queue poly(A) (Rissland and Norbury 2009). Cette même étude a montré que la 

fréquence d’uridylation des ARNm est augmentée dans des mutants de S. pombe des 

enzymes de déadénylation ∆ccr4 ou de clivage de la coiffe dcp1-ts (Rissland and Norbury 

2009). De plus, la stabilité de l’ARNm urg1 est augmentée dans un mutant ∆cid1, dont le 

produit du gène code pour une TUTase (Rissland et al. 2007; Rissland and Norbury 2009). 

Suite à ces résultats, il a été proposé que l’uridylation et la déadénylation stimuleraient de 

façon redondante le clivage de la coiffe des ARNm. 

L’analyse par TAIL-seq à l’échelle du génome de l’extrémité 3’ des ARNm a révélé que 

l’uridylation des ARNm est aussi très répandue chez les mammifères (Chang et al. 2014). 

En effet, plus de 85 % des ARNm exprimés dans les cellules HeLa et NIH3T3 sont uridylés 

à une fréquence supérieure à 1 % (Chang et al. 2014). De manière très intéressante, la 

majorité des ARNm uridylés ont une courte queue poly(A) (inférieure à 25 nucléotides), 

suggérant que la déadénylation des ARNm précède leur uridylation. Une étude récente a 

identifié les protéines TUT4/ZCCHC11 et TUT7/ZCCHC6 comme les TUTases 

responsables de l’uridylation des ARNm chez les mammifères (Lim et al. 2014). Ces 

enzymes uridylent in vitro et in vivo spécifiquement les ARNm avec une courte queue 

poly(A), et sont inhibées par la protéine PABP (Lim et al. 2014). Étant donné que (i) la 

déplétion dans des cellules de TUT4 et TUT7 stabilise les ARNm, et (ii) les ARNm 

oligouridylés s’accumulent dans des cellules déplétées des principaux acteurs de la 

dégradation des ARNm cytoplasmiques (i.e. Xrn1, Dcp2-Dcp1 et/ou l’exosome), ces 

nouvelles données indiquent que l’uridylation permet de marquer les ARNm afin que ceux-

ci soient dégradés. Les travaux futurs devront déterminer la ou les protéine(s) qui 

détecte(nt) cette modification des ARNm. 
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f - Les endoribonucléases 

Le clivage endonucléolytique est probablement la manière la plus efficace de dégrader 

un ARNm car il génère deux fragments d’ARN : un fragment 5’ coiffé et dépourvu de queue 

poly(A) pris en charge par l’exosome (ou l’enzyme hDis3L2), et un fragment 3’ sans coiffe 

dégradé par l’exoribonucléase Xrn1 dans le cytoplasme (Tomecki and Dziembowski 2010; 

Schoenberg 2011) (Figure 9). 

 

 
 

Figure 9 : Dégradation des ARNm par clivage endonucléolytique. La dégradation de certains 

ARNm est initiée par des endoribonucléases spécifiques. L’ARNm est ensuite dégradé simultanément 

dans le sens 5’-3’ par l’enzyme Xrn1, et dans le sens 3’-5’ par l’exosome. Des exemples d’endonucléases 

sont cités dans le texte principal. 

 

À l’exception des endoribonucléases impliquées dans la voie de dégradation initiée par 

les miRNA, très peu d’endoribonucléases spécifiques ont été décrites dans la littérature. 

Parmi celles-ci, on trouve les protéines SMG6 (Eberle et al. 2009), PMR1 (Yang and 

Schoenberg 2004), APE1 (Barnes et al. 2009), IRE1 (Hollien et al. 2009), et ZC3H12a 

(Matsushita et al. 2009). 

D’autres exemples intéressants sont les endoribonucléases virales, et en particulier 

celles codées par les herpèsvirus (Glaunsinger and Ganem 2006; Kronstad and 

Glaunsinger 2012). Ces protéines s’appellent BGLF5 chez EBV (Epstein-Barr Virus) 

(Rowe et al. 2007), vhs chez HSV-1 (Herpes Simplex Virus type-1) (Elgadi et al. 1999), et 

SOX chez KSHV (Kaposi’s Sarcoma-associated HerpesVirus) (Glaunsinger and Ganem 

2004). L’endoribonucléase SOX est la mieux caractérisée et clive spécifiquement dans le 

cytoplasme les ARN cellulaires transcrits par l’ARN polymérase II, ce qui aboutit à leur 

dégradation par l’enzyme Xrn1 (Covarrubias et al. 2009; 2011; Gaglia et al. 2012; Hogg 

2016). Le mode de reconnaissance de ces ARNm n’a pas été défini mais ceux-ci doivent 

être associés aux polysomes, suggérant que l’enzyme SOX ne reconnaît pas une séquence 

précise mais interagit avec la machinerie cellulaire de traduction afin de cibler les ARNm 
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activement traduits. De façon tout à fait remarquable, des travaux récents ont montré que 

la dégradation cytoplasmique des ARNm cellulaires induite par SOX réprime la 

transcription de ces gènes, en diminuant le recrutement de l’ARN polymérase II sur leur 

promoteur (Abernathy et al. 2015). Ceci a été mis en évidence par des expériences de 

« pulse labeling » des ARNm avec du 4sU (4-thiouridine) dans des cellules infectées soit 

par KSHV, soit par un virus mutant KSHV∆SOX, et par des expériences de ChIP 

(Chromatin ImmunoPrecipitation) avec un anticorps dirigé contre l’ARN Polymérase II. 

Cette même étude a montré que l’expression des gènes viraux n’est pas affectée avec le 

virus mutant KSHV∆SOX (Abernathy et al. 2015). L’ensemble de ces résultats indiquent 

que le virus KSHV, et probablement tous les herpèsvirus, utilisent un rétrocontrôle négatif 

pour inhiber l’expression de certains gènes cellulaires, et favoriser ainsi l’expression des 

gènes viraux. 

 

2. Les mécanismes de surveillance des ARNm 

Les cellules eucaryotes ont sélectionné au cours de l’évolution des systèmes très 

performants de surveillance, ou de contrôle-qualité, dans le but de détecter puis dégrader 

les mRNPs aberrantes et/ou défectueuses. En effet, au cours de la biogenèse des ARNm, 

deux types d’erreurs peuvent être introduits : (i) des altérations en cis dans la séquence de 

l’ARN, liées à des dysfonctionnements de l’ARN polymérase II ou à des stress 

génotoxiques, et (ii) des erreurs en trans, liées à un défaut d’assemblage, à la perte d’un 

facteur de maturation ou d’une protéine constitutive des mRNPs (e.g. CBC, PABP…). De 

tels mécanismes de surveillance des ARNm sont essentiels car l’accumulation de mRNPs 

défectueuses serait délétère pour les cellules (Houseley et al. 2006; Doma and Parker 

2007; Isken and Maquat 2007; Mühlemann and Jensen 2012; Eberle and Visa 2014). 

La surveillance des ARNm implique deux étapes successives : l’identification des 

ARNm aberrants, puis leur dégradation par les mêmes enzymes que celles impliquées dans 

la dégradation normale des ARNm (i.e. Xrn1/Xrn2, Dcp2-Dcp1 et/ou l’exosome). Les 

travaux de recherche réalisés au cours des deux dernières décennies se sont 

majoritairement concentrés sur les mécanismes de reconnaissance des mRNPs 

défectueuses dans le cytoplasme. Ces mécanismes restent en revanche largement 

indéterminés dans le noyau. 
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a - Surveillance co-traductionnelle des ARNm 

Dans le cytoplasme, le contrôle-qualité des ARNm est directement connecté à leur 

traduction, et permet l’élimination des ARNm qui conduiraient à la synthèse de protéines 

tronquées et/ou aberrantes (Graille and Séraphin 2012; Shoemaker and Green 2012; 

Lykke-Andersen and Bennett 2014). Trois voies de dégradation co-traductionnelle des 

ARNm ont été décrites : la voie NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay), la voie NGD 

(No-Go mRNA Decay) et la voie NSD (Non-Stop mRNA Decay) (Figure 10). 

 

 
 

Figure 10 : Dégradation des ARNm par les voies NMD, NGD et NSD. (A) La voie NMD est 

initiée par la reconnaissance d’un codon stop précoce par le ribosome et la formation du complexe SURF. 

À la suite de la transition du complexe SURF au complexe DECID, la phosphorylation du facteur UPF1 

permet le recrutement des enzymes de dégradation des ARNm. (B) La voie NGD débute lorsque le 

ribosome est bloqué sur l’ARNm au cours de l’élongation. La liaison du complexe Dom34-Hbs1 
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provoque la dissociation des sous-unités du ribosome et le clivage de l’ARNm en deux fragments 5’ et 3’, 

dégradés respectivement par l’exosome et l’exoribonucléase Xrn1. (C) La voie NSD dégrade les ARNm 

ne possédant pas de codon stop. Le blocage du ribosome sur la queue poly(A) ou à l’extrémité 3’ de 

l’ARNm entraîne la liaison de la protéine Ski7, du complexe Ski et de l’exosome. Le complexe Dom34-

Hbs1 est également impliqué dans ce processus. Finalement, les substrats de la NSD sont dégradés par 

l’exosome et/ou l’enzyme Xrn1. 

 

La voie NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay) 

La voie NMD permet de dégrader les ARNm possédant un codon stop précoce (PTC, 

Premature Termination Codon) (Kervestin and Jacobson 2012; Popp and Maquat 2013; 

Schweingruber et al. 2013; He and Jacobson 2015b; Brogna et al. 2016; Hug et al. 2016). 

Bien que la voie NMD soit retrouvée chez tous les eucaryotes, celle-ci diffère quelque peu 

d’une espèce à l’autre. Brièvement, les protéines UPF (UP-Frameshift) et SMG 

(Suppressor with Morphological effect on Genitalia) constituent le cœur de la machinerie 

NMD chez les métazoaires. Le modèle actuel indique que les substrats de la NMD sont à la 

fois les ARNm qui lient le complexe CBC, et ceux qui lient la protéine eIF4E (Durand and 

Lykke-Andersen 2013; Rufener and Mühlemann 2013). Les mécanismes permettant de 

distinguer un PTC d’un codon stop normal sont encore mal compris. Chez les mammifères, 

il a été montré qu’un codon stop est reconnu comme précoce si celui-ci est situé à une 

distance supérieure à 50-55 nucléotides en amont d’une jonction exon-exon, marquée par 

le complexe EJC (Lykke-Andersen et al. 2000; 2001). D’autres travaux ont montré que la 

longueur et la composition de la région 3’ UTR sont des caractéristiques importantes des 

substrats de la NMD (Amrani et al. 2004; Hogg and Goff 2010; Boehm et al. 2014; Toma 

et al. 2015). En d’autres termes, certains composants de la machinerie NMD, et en 

particulier la protéine UPF1, sont capables de détecter un PTC en estimant la distance qui 

le sépare de la queue poly(A) (Hogg and Goff 2010). Dans tous les cas, l’identification d’un 

PTC au cours de la traduction aboutit à la formation d’un complexe de surveillance SURF 

(SMG1-UPF1-eRF1-eRF3) (Kashima et al. 2006). Les facteurs SMG8 et SMG9 s’associent 

également au complexe SURF, régulant ainsi la phosphorylation de UPF1 par SMG1 

(Yamashita et al. 2009). L’ARN hélicase DHX34 permet alors l’interaction de la protéine 

UPF1 avec les protéines UPF2 et UPF3 du complexe EJC pour former le complexe DECID 

(DECay-InDucing) (Hug and Cáceres 2014). À ce stade, la phosphorylation de UPF1 par 

la kinase SMG1 marque un point de non-retour dans la dégradation des ARNm contenant 

un PTC (Kurosaki et al. 2014). Celle-ci entraîne d’une part la répression de la traduction 

(Isken et al. 2008), et d’autre part la liaison de l’endonucléase SMG6 et des protéines 

SMG5-SMG7 aboutissant au recrutement des enzymes de clivage de la coiffe et/ou de 
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déadénylation (Ohnishi et al. 2003; Eberle et al. 2009; Okada-Katsuhata et al. 2012; Loh 

et al. 2013; Durand et al. 2016). La contribution de chacune de ces voies de dégradation 

reste encore inconnue chez les mammifères, et il est probable qu’elles agissent de façon 

simultanée. Enfin, de manière intéressante, l’ARN hélicase et translocase UPF1 permet un 

profond remodelage de la mRNP indispensable à sa dégradation (Franks et al. 2010; 

Fiorini et al. 2013; 2015). Ceci soulève une question importante pour le futur, i.e. 

déterminer les ARN hélicases jouant ce rôle dans les autres voies de dégradation des 

mRNPs. 

 

La voie NGD (No-Go mRNA Decay) 

Une deuxième voie co-traductionnelle a été décrite, la voie NGD, permettant de 

détecter et dégrader les ARNm avec des structures ou séquences qui obligent le ribosome 

à s’arrêter en cours de traduction (e.g. des structures en tige-boucle, des pseudo-nœuds, 

des séquences riches en GC ou des bases endommagées) (Harigaya and Parker 2010; 

Graille and Séraphin 2012). Cette voie de dégradation a été mis en évidence chez S. 

cerevisiae où des analyses génétiques ont montré que l’insertion d’une tige-boucle dans 

l’ARNm rapporteur PGK1 induit une coupure endonucléolytique de cet ARNm en amont 

du ribosome arrêté puis sa dégradation (Doma and Parker 2006). Les protéines Dom34 et 

Hbs1, qui présentent des similarités respectivement avec les facteurs de terminaison de la 

traduction eRF1 et eRF3, ont été identifiées comme des acteurs importants de la voie NGD 

(Doma and Parker 2006; Graille et al. 2008; van den Elzen et al. 2010; Tsuboi et al. 2012). 

Des études biochimiques ont montré que le complexe Dom34-Hbs1 se lie directement au 

site A du ribosome et dissocie les deux sous-unités (Shoemaker et al. 2010), et que cette 

réaction est stimulée par l’ATPase Rli1/ABCE1 (Pisareva et al. 2011; Shoemaker and Green 

2011). De plus, les protéines Dom34 et Hbs1 induisent le clivage endonucléolytique de 

l’ARNm à proximité du site de pause du ribosome, ce qui aboutit à sa dégradation par 

l’exoribonucléase Xrn1 et l’exosome. 

 

La voie NSD (Non-Stop mRNA Decay) 

Enfin, les ARNm qui ne possèdent pas de codon de terminaison (e.g. à la suite d’un 

clivage/polyadénylation alternatif) sont dégradés par la voie NSD (Graille and Séraphin 

2012; Klauer and van Hoof 2012). Initialement, des études chez la levure ont montré que 

la protéine Ski7 joue un rôle central dans cette voie. En effet, le domaine C-terminal de 

Ski7 reconnaît le ribosome bloqué à l’extrémité 3’ de l’ARNm, et son domaine N-terminal 
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recrute l’exosome et le complexe Ski, entraînant la dégradation de l’ARNm dans le sens 3’-

5’ (Frischmeyer et al. 2002; van Hoof et al. 2002). Cependant, il a été mis en évidence par 

la suite que la voie NSD peut être initiée indépendamment de la protéine Ski7 car les 

ARNm sans codon stop sont instables dans une souche de levure mutante ∆ski7 (Inada 

and Aiba 2005). En outre, la protéine Ski7 est absente chez les mammifères. Des travaux 

récents indiquent que le complexe Dom34-Hbs1 joue aussi un rôle important dans la voie 

NSD en permettant la dissociation des sous-unités du ribosome et le clivage 

endonucléolytique des ARNm sans codon stop (Tsuboi et al. 2012; Saito et al. 2013). Ceci 

entraîne alors la dégradation de ces ARNm dans le sens 5’-3’ et 3’-5’. Au vu de ces résultats, 

il semble donc que les voies NGD et NSD soient in fine deux voies de dégradation des 

ARNm très proches car elles font intervenir les mêmes acteurs. 

 

b - Surveillance nucléaire des ARNm 

Peu d’études se sont intéressées au contrôle-qualité des ARNm dans le noyau, et nos 

connaissances actuelles reposent en grande partie sur des travaux réalisés chez la levure S. 

cerevisiae (Moore 2002; Jensen et al. 2003; Saguez et al. 2005; Schmid and Jensen 2010; 

Tutucci and Stutz 2011; Schmid and Jensen 2013; Kilchert and Vasiljeva 2013; Porrua and 

Libri 2013). 

 

 
 

Figure 11 : Contrôle-qualité des mRNPs nucléaires. Le contrôle-qualité (QC) de l’assemblage des 

particules ARNm-protéines (mRNPs) se produit à chaque étape de la biogenèse des ARNm. Ainsi, des 

défauts lors de l’ajout de la coiffe, de l’épissage, de la polyadénylation ou de l’export des ARNm 

entraînent la dégradation nucléaire de ces mRNPs. 
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De façon remarquable, la surveillance nucléaire des ARNm contrôle chaque étape de 

leur biogenèse (i.e. l’ajout de la coiffe, l’épissage, la polyadénylation et l’export des ARNm) 

(Figure 11). La plupart de ces mécanismes de contrôle-qualité des ARNm sont co-

transcriptionnels, ce qui a l’avantage pour les cellules d’économiser de l’énergie dans la 

maturation et le transport des mRNPs aberrantes. Le modèle actuel de reconnaissance de 

ces mRNPs indique que ce serait la dynamique d’assemblage des complexes ARNm-

protéines qui serait contrôlée. En d’autres termes, il existerait une compétition entre les 

étapes de maturation et dégradation des ARNm, et chaque étape de la biogenèse des 

mRNPs disposerait d’une fenêtre d’opportunité très précise pour se réaliser, sinon ces 

mRNPs seraient rapidement détournées vers les voies de dégradation (Mühlemann and 

Jensen 2012; Eberle and Visa 2014; Oeffinger and Montpetit 2015). En accord avec ce 

modèle, deux études récentes ont montré chez la levure que la susceptibilité aux enzymes 

de dégradation des ARNm et des longs ARNnc est différente, et que cela serait dû à la 

composition protéique de ces RNPs (Tuck and Tollervey 2013; Andersson et al. 2014). 

À l’heure actuelle, il n’a pas été mis en évidence de système de réparation nucléaire des 

mRNPs aberrantes. En général, la détection de ces ARNm aboutit à leur dégradation dans 

le sens 3’-5’ par l’exosome, ou plus rarement dans le sens 5’-3’ par l’enzyme Xrn2. De 

manière intéressante, la détection de mRNPs défectueuses peut aussi aboutir à leur 

rétention nucléaire, et parfois à l’arrêt de la transcription du gène correspondant (Jensen 

and Moore 2005; Vanacova and Stefl 2007; Eberle and Visa 2014; Kilchert et al. 2016). 

 

Contrôle-qualité (QC) en 5’ des ARNm 

Chez S. cerevisiae, l’exoribonucléase Rat1/Xrn2 agit conjointement avec l’enzyme 

pyrophosphohydrolase Rai1 et l’enzyme de clivage de la coiffe Dxo1 (Xiang et al. 2009). 

L’analyse génétique d’une souche de levure mutante ∆rai1 a révélé que la stabilité des 

ARNm coiffés mais non méthylés est augmentée (Jiao et al. 2010), démontrant ainsi qu’il 

existe un mécanisme de contrôle-qualité de l’ajout de la coiffe en 5’ des ARNm. Par la suite, 

il a été montré que les ARNm non coiffés sont stables dans une souche de levure mutante 

∆rai1 et ∆dxo1, et que la protéine Dxo1 possède une double activité enzymatique de clivage 

de la coiffe et 5’-3’ exoribonucléase (Chang et al. 2012). Chez les mammifères, une étude 

récente a montré que l’homologue de Dxo1, la protéine Dom3Z/DXO, a aussi des activités 

pyrophosphohydrolase, de clivage de la coiffe et 5’-3’ exoribonucléase (Jiao et al. 2013). 

Ainsi, il apparaît donc que la protéine Dom3Z/DXO joue un rôle central dans le contrôle-

qualité en 5’ des ARNm. 
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En outre, des expériences de ChIP-seq ont montré que l’enzyme Xrn2 se localise à 

proximité des sites d’initiations de la transcription (TSSs), ainsi que les protéines Edc3, 

Dcp1a et Dcp2 (Brannan et al. 2012). Cependant, un rôle direct de l’exoribonucléase Xrn2 

dans le contrôle-qualité en 5’ des ARNm n’a jamais été démontré. 

 

Contrôle-qualité (QC) de l’épissage des pré-ARNm 

La réaction d’épissage des pré-ARNm est la source potentielle de nombreuses erreurs, 

mais les processus de reconnaissance et de dégradation de tels ARNm dans le noyau sont 

mal connus. 

Chez les mammifères, l’étude de la dégradation de l’ARNm rapporteur b-globine 

contenant un site d’épissage muté a montré que ces ARNm aberrants sont dégradés co-

transcriptionnellement par la sous-unité hRrp6 de l’exosome et l’exoribonucléase Xrn2 

(Davidson et al. 2012). De manière intéressante, cette même étude a montré que de 

nombreux pré-ARNm endogènes sont aussi dégradés par Xrn2 lorsque l’épissage est 

inhibé par la spliceostatin A (SSA)1 (Davidson et al. 2012). Toutefois, la façon dont 

l’extrémité 5’ non coiffé de l’ARNm est générée n’est pas comprise. Il est probable qu’elle 

soit le résultat de l’action de l’enzyme Dcp2 et/ou de l’endoribonucléase hDis3/hRrp44 de 

l’exosome. 

Chez la levure S. cerevisiae, des travaux pionniers ont montré que l’exosome joue un 

rôle important dans le contrôle-qualité des pré-ARNm non épissés (Bousquet-Antonelli et 

al. 2000). Des travaux plus récents ont montré qu’en effet, les pré-ARNm non épissés 

représentent une classe importante des substrats de l’exosome (Gudipati et al. 2012; 

Schneider et al. 2012). De plus, l’accumulation des pré-ARNm chez des souches de levure 

mutantes de l’exosome est souvent corrélée à une augmentation de l’épissage de certains 

transcrits (Bousquet-Antonelli et al. 2000; Gudipati et al. 2012), suggérant que certains 

pré-ARNm cibles de l’exosome peuvent être épissés. Pour toutes ces raisons, il a été 

proposé qu’il existerait une compétition entre l’épissage et la surveillance nucléaire par 

l’exosome des pré-ARNm (Bousquet-Antonelli et al. 2000; Gudipati et al. 2012; Niemela 

et al. 2014). En d’autres termes, un épissage lent des pré-ARNm aboutirait à une forte 

proportion de dégradation des transcrits par l’exosome et donc à peu d’ARNm, alors qu’un 

épissage rapide aboutirait au contraire à un niveau élevé d’ARNm (Figure 12). 

 
1 La spliceostatin A bloque la formation du complexe SF3b du spliceosome, et par conséquent inhibe 

la réaction d’épissage (Kaida et al. 2007; Roybal and Jurica 2010). 
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Figure 12 : Modèle d’interaction entre les processus d’épissage et de dégradation des pré-

ARNm. Lorsque l’épissage des pré-ARNm se produit rapidement, tous les transcrits naissants sont 

maturés et une grande quantité d’ARNm est générée. Par contre, lorsque l’épissage est lent, beaucoup 

de transcrits non épissés sont dégradés par l’exosome, et peu d’ARNm sont donc produits. Grâce à ce 

mécanisme, la régulation négative de la maturation des pré-ARNm peut réprimer l’expression des gènes 

de manière très efficace (adapté de (Kilchert et al. 2016)). 

 

En accord avec ce modèle, plusieurs études très récentes démontrent un lien direct 

entre les machineries d’épissage et de dégradation des pré-ARNm. Chez la levure S. 

cerevisiae, les protéines SR-like Gbp2 (G-strand binding protein 2) et Hrb1 (Hypothetical 

RNA-binding protein 1) semblent être des facteurs clés de la surveillance nucléaire des 

ARNm (Hackmann et al. 2014). En effet, (i) une forte proportion d’ARNm non épissé est 

retrouvée dans le cytoplasme en absence de ces protéines (Hackmann et al. 2014) ; (ii) les 

facteurs d’épissage Gbp2 et Hrb1 interagissent génétiquement et physiquement avec des 

protéines impliquées dans le contrôle-qualité des ARNm nucléaires (Hackmann et al. 

2014). Par ailleurs, chez la levure S. pombe, le complexe MTREC (Mtl1-Red1 core), aussi 

appelé complexe NURS (Nuclear RNA silencing), se lie spécifiquement aux ARN CUTs 

(Cryptic Unstable Transcripts) et aux ARNm non épissés, et ciblent ces ARN pour la 

dégradation par l’exosome dans le noyau (Lee et al. 2013b; Egan et al. 2014; Zhou et al. 

2015b). Paradoxalement, chez S. pombe, l’épissage des pré-ARNm semble être stimulé par 

le recrutement co-transcriptionnel au niveau des séquences introniques de cofacteurs de 

l’exosome (Kong et al. 2014). Ceci pourrait être le résultat d’une meilleur efficacité 

d’élimination des produits intermédiaires de maturation des ARNm. Enfin, chez les 

mammifères, une étude a montré par des expériences de co-immunoprécipitation à partir 

d’extraits nucléaires de cellules HEK293 que le complexe tri-snRNP U4/U6.U5 interagit 

avec plusieurs composants de la machinerie de dégradation des ARNm, dont la protéine 
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hRrp6/PM-Scl100 de l’exosome (Nag and Steitz 2012). L’ensemble de ces données 

suggèrent que l’épissage et le contrôle-qualité des pré-ARNm sont étroitement liés. Un défi 

important pour le futur est la compréhension de la régulation de ce processus. 

 

Contrôle-qualité (QC) en 3’ des ARNm 

La surveillance nucléaire de la maturation en 3’ des ARNm a été décrite pour la 

première fois chez la levure S. cerevisiae (Hilleren et al. 2001; Libri et al. 2002; Milligan 

et al. 2005). Dans ces études, l’analyse de mutants thermosensibles du gène pap1, codant 

pour la PAP (Poly(A) Polymerase), a montré que les ARNm avec des défauts de 

polyadénylation sont retenus au niveau des sites de transcription, mais en absence de la 

protéine Rrp6, ces ARNm ne sont plus retenus (Hilleren et al. 2001; Libri et al. 2002; 

Milligan et al. 2005). Ainsi, il a été proposé que l’exosome joue un rôle central dans la 

vérification de l’intégrité des ARNm lors de leur maturation co-transcriptionnelle en 3’ 

(Jensen et al. 2003; Saguez and Jensen 2009). 

Ce mécanisme de contrôle-qualité en 3’ des ARNm semble être conservé chez les 

mammifères. En effet, la mutation du site de clivage/polyadénylation dans le gène 

rapporteur b-globine entraîne la rétention des transcrits non maturés au niveau des sites 

de transcription avec l’ARN polymérase II, et ceci de façon dépendante de la sous-unité 

hRrp6 de l’exosome (de Almeida et al. 2010). Ces résultats démontrent un lien direct entre 

la terminaison de la transcription et la surveillance nucléaire des ARNm par l’exosome. 

 

Contrôle-qualité (QC) de l’export des ARNm 

Plusieurs observations suggèrent que l’exosome participe également au contrôle-

qualité de l’assemblage des mRNPs dans le noyau. Ainsi, il a été mis en évidence chez la 

levure S. cerevisiae des liens génétiques entre l’exosome et le complexe THO, qui relie la 

transcription et l’export des ARNm (Jensen et al. 2001; Rougemaille et al. 2007; 2008; 

Assenholt et al. 2008; Saguez et al. 2008). 

De façon remarquable, différents phénotypes sont associés à la délétion ou la mutation 

individuelle d’un composant du complexe THO chez S. cerevisiae : (i) certains ARNm, 

comme par exemple l’ARNm de choc thermique HSP104, sont retenus au niveau des sites 

de transcription et ont des défauts de polyadénylation (Jensen et al. 2001; Rougemaille et 

al. 2007; Saguez et al. 2008) ; (ii) d’autres transcrits sont rapidement dégradés par 

l’exosome car ces ARNm s’accumulent dans une souche de levure mutante ∆rrp6 

(Rougemaille et al. 2007; Assenholt et al. 2008). Les mécanismes permettant de détecter 
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ces défauts d’assemblage et de cibler ces mRNPs vers l’exosome sont à l’heure actuelle 

totalement inconnus. 

 

Rétention nucléaire des transcrits 

La dégradation des ARNm est seulement un aspect du contrôle-qualité des mRNPs 

nucléaires. Plusieurs études ont démontré que la détection de défauts de maturation des 

ARNm aboutit souvent à la rétention de ces transcrits aberrants au niveau de la chromatine 

(Custódio et al. 1999; Hilleren et al. 2001; Thomsen et al. 2003; Galy et al. 2004; Prasanth 

et al. 2005; Eberle et al. 2010; Kallehauge et al. 2012; Bahar Halpern et al. 2015). Ceci a 

pu être mis en évidence grâce au développement de la technique de RNA-FISH (RNA-

Fluorescence In Situ Hybridization) qui permet de détecter des molécules d’ARN grâce à 

une sonde fluorescente spécifique. 

Il existe un lien étroit entre la rétention nucléaire et la dégradation des mRNPs 

aberrantes chez les eucaryotes. En effet, des travaux chez S. cerevisiae ont montré que 

dans une souche de levure mutante ∆rrp6, les ARNm avec des défauts de polyadénylation 

ne sont plus retenus au niveau des sites de transcription (Hilleren et al. 2001). Ceci a 

également été démontré chez les mammifères car la déplétion de hRrp6 par siRNA 

supprime l’accumulation au niveau de la chromatine du pré-ARNm rapporteur b-globine 

contenant des sites d’épissage mutés (Eberle et al. 2010). Cependant, les mécanismes 

moléculaires restent incompris. 

En outre, l’utilisation comme modèle de la levure S. cerevisiae indique que la rétention 

nucléaire des transcrits agit comme un contrôle-qualité supplémentaire afin d’empêcher 

l’expression de mRNPs aberrantes (Kallehauge et al. 2012). En effet, dans une souche de 

levure mutante ∆mex67, les ARNm sont retenus au niveau de la chromatine, et lorsque le 

facteur d’export Mex67 est surexprimé, les ARNm relâchés précocement de la chromatine 

ne sont pas traduits alors que ceux qui sont relâchés tardivement sont traductionnellement 

actifs (Kallehauge et al. 2012). Ces résultats sont particulièrement intéressants et 

suggèrent que la rétention nucléaire des transcrits a un double objectif : (i) elle empêche 

la libération dans le cytoplasme des mRNPs défectueuses, et (ii) elle octroie un temps 

additionnel afin que ces mRNPs soient correctement maturées et assemblées dans le 

noyau. 
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3. Les RBPs et le contrôle-qualité des ARNm nucléaires 

Les travaux de recherche réalisés au cours des deux dernières décennies ont permis de 

caractériser précisément les acteurs de la dégradation nucléaire des ARNm, et de décrire 

les systèmes de surveillance des ARNm. À l’heure actuelle, un défi important est de 

comprendre comment ces ARNm aberrants sont reconnus afin d’être rapidement éliminés 

dans le noyau. 

De façon surprenante, l’activité enzymatique de l’exosome est relativement faible in 

vitro (Liu et al. 2006; Dziembowski et al. 2006), suggérant que des protéines cellulaires 

régulent son activité et/ou permettent la reconnaissance de ses substrats. Des travaux 

récents indiquent que certaines RBPs jouent un rôle fondamental dans le contrôle-qualité 

et la dégradation nucléaire des ARN par l’exosome (Chlebowski et al. 2013; Makino et al. 

2013b; Losh and van Hoof 2015; Thoms et al. 2015). C’est le cas en particulier des 

complexes TRAMP (Trf4/5-Air1/2-Mtr4 Polyadenylation) et NEXT (Nuclear EXosome 

Targeting), et des protéines qui lient la coiffe et la queue poly(A) des ARNm (i.e. CBC et 

PABPN1). 

 

a - Le complexe TRAMP 

La spécificité de dégradation des ARN par l’exosome semble être apportée par des 

adaptateurs ou cofacteurs, dont les mieux caractérisés sont chez la levure S. cerevisiae le 

complexe cytoplasmique Ski (Superkiller) (Brown et al. 2000; Halbach et al. 2013) et le 

complexe nucléaire TRAMP (Trf4/5-Air1/2-Mtr4 Polyadenylation) (LaCava et al. 2005; 

Vanacova et al. 2005; Wyers et al. 2005; Schmidt and Butler 2013). De façon remarquable, 

ces deux complexes contiennent chacun une ARN hélicase à DExH-box, respectivement 

les protéines Ski2 (Anderson and Parker 1998) et Mtr4 (la Cruz et al. 1998), avec une 

activité enzymatique ATPase et hélicase 3’-5’ directionnelle. 

Récemment, la structure cristallographique des protéines Mtr4 (Jackson et al. 2010b; 

Weir et al. 2010) et Ski2 (Halbach et al. 2012) a révélé qu’en plus de leur domaine hélicase, 

ces enzymes contiennent un domaine unique KOW (Kyrpides-Ouzounis-Woese) 

indispensable à leur fonction. Ce domaine flexible en forme d’arche peut lier in vitro l’ARN 

(Weir et al. 2010; Halbach et al. 2012), et in vivo des défauts de maturation de l’ARNr 5.8S 

sont observés dans une souche de levure mutante mtr4-archless (Klauer and van Hoof 

2013). Ceci suggère fortement que le domaine KOW de Mtr4 pourrait être impliqué dans 

la reconnaissance de ses substrats. 
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En plus de l’ARN hélicase Mtr4, le complexe TRAMP est également composé chez S. 

cerevisiae de la poly(A) polymérase Trf4 ou Trf5, et de la protéine de liaison à l’ARN à doigt 

de zinc Air1 ou Air2. Il existe deux formes du complexe TRAMP in vivo : TRAMP4 (Trf4-

Air2-Mtr4) et TRAMP5 (Trf5-Air1-Mtr4) mais le complexe TRAMP4 est largement 

prédominant de par la forte expression de Trf4 comparée à celle de Trf5 (Houseley and 

Tollervey 2006; Egecioglu et al. 2006; San Paolo et al. 2009; Hamill et al. 2010; Schmidt 

et al. 2012; Falk et al. 2014). Trf4 et Trf5 appartiennent à la super-famille des poly(A) 

polymérases non canoniques (Martin and Keller 2007; Norbury 2013). À la différence de 

l’enzyme Pap1, Trf4 et Trf5 ne possèdent pas de domaine de liaison à l’ARN, et ne peuvent 

donc pas polyadényler leur substrat en l’absence des RBPs Air1 ou Air2 (Holub et al. 2012; 

Schmidt et al. 2012). En outre, la polyadénylation des ARN par Trf4 et Trf5 est distributive 

in vitro, par opposition à l’activité processive de Pap1 (Vanacova et al. 2005). 

Le complexe TRAMP peut stimuler la dégradation des ARN par l’exosome de plusieurs 

façons différentes. D’une part, l’addition par Trf4 d’une courte queue poly(A) permettrait 

à Mtr4 de déplier la molécule d’ARN grâce à son activité hélicase (Jia et al. 2011; 2012; 

Taylor et al. 2014). D’autre part, l’oligoadénylation de l’ARN pourrait fournir à l’exosome 

une extrémité 3’ non structurée capable d’entrer dans le cœur de l’exosome et d’être 

dégradée de façon processive par la sous-unité Dis3/Rrp44 (Wasmuth and Lima 2012; 

Drazkowska et al. 2013; Liu et al. 2014; Wasmuth et al. 2014). En accord avec ce modèle, 

les ARN hautement structurés tels que les ARNt sont de faibles substrats de l’exosome, et 

leur dégradation efficace nécessite les protéines Trf4 et Mtr4 (Vanacova et al. 2005). Enfin, 

il a été montré que le complexe TRAMP peut stimuler in vitro l’exoribonucléase Rrp6 de 

l’exosome de façon indépendante de la polyadénylation de l’ARN, mais le mécanisme de 

cette stimulation reste à être élucider (Callahan and Butler 2010). 

Des travaux chez la levure S. cerevisiae ont montré que le complexe TRAMP est 

impliqué dans la dégradation des ARN CUTs (Cryptic Unstable Transcripts) (Wyers et al. 

2005), dans la maturation des pré-ARNr (la Cruz et al. 1998), et dans la surveillance des 

snRNA, snoRNA, ARNt et ARNm (Kadaba et al. 2004; Grzechnik and Kufel 2008; Wlotzka 

et al. 2011; Stuparevic et al. 2013). Toutefois, les mécanismes de reconnaissance de ses 

substrats par le complexe TRAMP restent largement indéterminé. 

De façon remarquable, il existe chez l’homme un complexe hTRAMP nucléaire putatif 

(Lubas et al. 2011; Fasken et al. 2011). Ce complexe est composé de l’ARN hélicase 

hMTR4/SKIV2L2, de la poly(A) polymérase hTRF4-2/PAPD5 (PAP-associated domain-

containing protein 5) et de la protéine à doigt de zinc ZCCHC7 (Zinc finger, CCHC 

domain). Ces protéines ont chacune des domaines fonctionnels identiques à leur 
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homologue chez S. cerevisiae (Lubas et al. 2011; Fasken et al. 2011; Osman et al. 2011; 

Rammelt et al. 2011) (Figure 13). 

 

 

 

Figure 13 : Structure et fonctions des protéines hTRF4-2, ZCCHC7 et hMTR4 du complexe 

hTRAMP. La protéine hTRF4-2/PAPD5 est composée d’un domaine Nucléotydil-transférase et d’un 

domaine PAP-associated (PAP). La protéine ZCCHC7 contient quatre domaines en doigts de zinc (ZnF) 

de type ZCCHC. Enfin, l’ARN hélicase hMTR4/SKIV2L2 contient trois domaines fonctionnels : un 

domaine DExH/DEAD liant l’ATP, un domaine Hélicase C-terminal et un domaine unique Kyrpides-

Ouzounis-Woese (KOW). 

 

Le complexe hTRAMP a été identifié dans des cellules HEK293 suite à l’analyse par 

spectrométrie de masse des protéines co-immunoprécipitées avec la sous-unité hRrp6 de 

l’exosome (Lubas et al. 2011). De plus, cette même étude a montré par microscopie à 

fluorescence que les trois protéines hTRF4-2, ZCCHC7 et hMTR4 sont localisées dans le 

nucléole, même si l’ARN hélicase hMTR4 est également retrouvée dans le nucléoplasme 

des cellules (Lubas et al. 2011). En accord avec sa localisation nucléolaire, il a été montré 

que le complexe hTRAMP participe comme chez la levure à la maturation des pré-ARNr 

(Lubas et al. 2011; Sudo et al. 2016). Étant donné que le complexe hTRAMP est localisé 

dans le nucléoplasme, l’ensemble de ces nouvelles données indiquent qu’il existe dans les 

cellules de mammifères une compartimentation nucléaire des adaptateurs de l’exosome 

(Lubas et al. 2011; Norbury 2011). 

 

b - Le complexe NEXT 

Dans les cellules humaines HEK293, l’analyse par spectrométrie de masse des 

protéines co-immunoprécipitées avec les sous-unités hRrp6 et hRrp41 de l’exosome a 

révélé la présence de nombreuses RBPs (Tomecki et al. 2010; Lubas et al. 2011). Parmi 

celles-ci, il a été montré que les trois protéines hMTR4, RBM7 et ZCCHC8 interagissent de 

façon stable et stœchiométrique au sein d’un complexe appelé NEXT (Nuclear EXosome 
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Targeting) (Lubas et al. 2011). Les protéines RBM7 et ZCCHC8 ont une localisation 

strictement nucléoplasmique et s’associent avec les fractions non nucléolaires de hMTR4 

et de l’exosome (Figure 14). 

 

 

 

Figure 14 : Localisation subnucléaire des cofacteurs de l’exosome hTRAMP et NEXT. 

L’ARN hélicase hMTR4 joue un rôle central car elle s’associe dans le nucléoplasme aux protéines RBM7 

et ZCCHC8 pour former un complexe stable et trimérique NEXT. Dans le nucléole, hMTR4 interagit 

avec les protéines hTRF4-2 et ZCCHC7 au sein du complexe hTRAMP. La protéine hTRF4-2 est 

également retrouvée sous forme libre dans la fraction nucléoplasmique du noyau (adapté de (Lubas et 

al. 2011)). 

 

Il existe des homologues des protéines RBM7 et ZCCHC8 chez tous les vertébrés. 

L’étude structurale de la protéine RBM7 a permis de mettre en évidence un domaine 

canonique RRM (RNA Recognition Motif) lui permettant de lier l’ARN in vivo (Guo et al. 

2003; Hrossova et al. 2015; Sofos et al. 2016). La protéine ZCCHC8 contient également un 

domaine de liaison à l’ARN de type ZCCHC (Zinc finger, CCHC domain) participant 

certainement à la reconnaissance des substrats du complexe NEXT (Gustafson et al. 2005) 

(Figure 15). 
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Figure 15 : Structure et fonctions des protéines RBM7, ZCCHC8 et hMTR4 du complexe 

NEXT. La protéine RBM7 contient un domaine de liaison à l’ARN de type RRM. La protéine ZCCHC8 

est composée de deux domaines fonctionnels : un domaine en doigt de zinc (ZnF) de type ZCCHC et un 

domaine riche en proline. L’ARN hélicase hMTR4/SKIV2L2, commune au complexe hTRAMP 

nucléolaire, contient un domaine DExH/DEAD liant l’ATP, un domaine Hélicase C-terminal et un 

domaine unique Kyrpides-Ouzounis-Woese (KOW). 

 

Au niveau fonctionnel, il a été rapporté que le complexe NEXT participe avec 

l’exosome à la dégradation de plusieurs classes d’ARN tels que les PROMPTs1 (PROMoter 

uPstream Transcripts) et les précurseurs des snRNAs (Lubas et al. 2011; Andersen et al. 

2013; Hrossova et al. 2015). En effet, la déplétion par siRNA de RBM7 ou ZCCHC8 stabilise 

efficacement les PROMPTs dans le noyau (Lubas et al. 2011), et il a été montré par la suite 

par des expériences de RIP (RNA ImmunoPrecipitation) que ces deux protéines 

interagissent avec les PROMPTs (Andersen et al. 2013). 

Toutefois, la reconnaissance de ses substrats par le complexe NEXT reste mal 

comprise. Afin de répondre en partie à cette question, une étude très récente a cartographié 

par iCLIP (individual-nucleotide resolution UV Cross-Linking and ImmunoPrecipitation) 

les sites de fixation in vivo de la protéine RBM7 à l’échelle du transcriptome (Lubas et al. 

2015). Les résultats montrent que RBM7 s’associe à tous les transcrits de l’ARN 

polymérase II, et s’accumule dans les pré-ARNm à l’extrémité 3’ des introns (Lubas et al. 

2015). De plus, des expériences de « pulse labeling » des ARN démontrent que RBM7 

s’associe aux ARN nouvellement synthétisés (Lubas et al. 2015). Ces nouveaux résultats 

sont très intéressants et suggèrent que le complexe NEXT pourrait participer à un 

contrôle-qualité précoce des ARNm au cours de leur biogenèse. 

 
1 Les PROMPTs sont des ARNnc coiffés et polyadénylés. Ils sont générés suite à la transcription bi-

directionnelle de la plupart des promoteurs de gènes codant pour des protéines et clivés/polyadénylés à 

un site PAS proche du TSS. Ces ARNnc nucléaires sont très instables de par leur dégradation par 

l’exosome (Preker et al. 2008; Almada et al. 2013; Ntini et al. 2013; Jensen et al. 2013). 
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c - Le complexe CBC 

Le complexe CBC (Cap-Binding Complex), composé de l’hétérodimère CBP20-

CBP80, est recruté co-transcriptionnellement sur différentes classes d’ARN tels que les 

(pré-)ARNm, snRNA, snoRNA et PROMPTs. Ce complexe joue un rôle central dans le 

métabolisme des ARN car il permet le lien entre les étapes de transcription, d’épissage, de 

maturation en 3’, d’export nucléo-cytoplasmique, de traduction et de dégradation des ARN 

(Izaurralde et al. 1994; 1995; Flaherty et al. 1997; Mazza et al. 2001; Balatsos et al. 2006; 

Merz et al. 2007; Kim et al. 2009; Lenasi et al. 2011; Pabis et al. 2013). 

De manière très intéressante, des études récentes ont caractérisé deux sous-complexes 

distincts avec CBC qui ciblent les ARN soit vers l’export nucléo-cytoplasmique, soit vers la 

dégradation (Hallais et al. 2013; Andersen et al. 2013). 

La première étude a identifié le complexe CBCAP composé de CBC et des protéines 

ARS2 et PHAX (Hallais et al. 2013). La protéine ARS2 (Arsenic resistance protein 2) 

interagit avec les ARN contenant des tiges-boucles, comme les pri-miRNA et les ARNm 

d’histones, et contrôle leur transcription, leur maturation en 3’ et leur stabilité (Gruber et 

al. 2009; 2012). La protéine PHAX (Phosphorylated adaptor for RNA export) est un 

facteur d’export des snRNA et de transport intranucléaire des snoRNA (Ohno et al. 2000; 

Boulon et al. 2004) ; son recrutement sur les longs ARN coiffés comme les ARNm est 

inhibé par la protéine hnRNP C (McCloskey et al. 2012). Dans cette étude, il a été montré 

que la protéine ARS2 stimule à la fois la formation des extrémités 3’ de plusieurs familles 

d’ARN dont les snRNA, et le recrutement de PHAX sur le CBC (Hallais et al. 2013). Ainsi, 

le complexe CBCAP permet le couplage entre les étapes de maturation et d’export nucléo-

cytoplasmique des snRNA (Hallais et al. 2013). 

Une autre étude a identifié un second complexe appelé CBCN et constitué de CBC, 

ARS2 et du complexe NEXT associé à la protéine à doigt de zinc ZC3H18 (Andersen et al. 

2013). En combinant des expériences de RIP et de déplétion par siRNA des composants de 

CBCN, il a été montré que ce complexe CBCN recrute l’exosome et stimule la dégradation 

de certains ARN comme les PROMPTs, les snRNA et les ARNm d’histones (Andersen et al. 

2013). 

L’ensemble de ces nouveaux résultats indiquent que le complexe CBC-ARS2 

détermine le destin de certains ARN car il peut soit promouvoir leur export nucléo-

cytoplasmique, soit leur dégradation en fonction de son association avec PHAX ou NEXT-

ZC3H18 (Hallais et al. 2013; Andersen et al. 2013; Müller-Mcnicoll and Neugebauer 2014). 

Il serait très intéressant de déterminer maintenant comment le complexe CBC-ARS2 

discrimine les ARN entre ceux qui doivent être exportés dans le cytoplasme, et ceux qui 
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doivent être dégradés dans le noyau. Il est probable que d’autres RBPs recrutées co-

transcriptionnellement, comme des facteurs d’épissage et/ou la protéine PABPN1, 

participent à cette sélection. 

 

d - La protéine PABPN1 

Comme nous l’avons mentionné en introduction, la queue poly(A) des ARNm lie dans 

le noyau la protéine PABPN1 (Poly(A)-Binding Protein Nuclear 1) et la protéine PABPC 

(PABP Cytoplasmic) dans le cytoplasme, même si chacune de ces protéines est capable de 

faire la navette entre les deux compartiments cellulaires (Lemay et al. 2010b). 

Chez S. cerevisiae, plusieurs PABP ont également été caractérisées : Pab1 et Nab2, qui 

sont respectivement majoritairement cytoplasmique et nucléaire, et homologues des 

protéines humaines PABPC et ZC3H14. La protéine Nab2 lie avec une très forte affinité les 

ARNm polyadénylés via ses sept domaines à doigt de zinc dans sa région C-terminale 

(Brockmann et al. 2012). Nab2 est recrutée sur les ARNm au cours de leur synthèse, facilite 

leur export nucléo-cytoplasmique en interagissant avec les protéines Yra1 et Mex67, puis 

est remplacée dans le cytoplasme par Pab1 (Hector et al. 2002; Fasken et al. 2008; Iglesias 

et al. 2010). De manière intéressante, il a été montré que la liaison de Nab2 à la queue 

poly(A) est fortement augmentée en absence de Rrp6 à la fois in vitro et in vivo (Schmid 

et al. 2012). De plus, la déplétion de la protéine Nab2 aboutit à l’accumulation de certains 

ARNm (Schmid et al. 2012), suggérant que Nab2 et l’exosome nucléaire régulent de façon 

conjointe le niveau de certains ARNm. Une fonction similaire de faciliter la dégradation de 

certains pré-ARNm et snoRNA par l’exosome a été montrée pour la protéine nucléaire 

Pab2 chez S. pombe (Lemay et al. 2010a; Lemieux et al. 2011). Cette fonction semble être 

conservée chez l’homme car (i) la déplétion par siRNA de PABPN1 stabilise dans le noyau 

certains longs ARNnc et pré-ARNm, et (ii) la protéine PABPN1 favorise l’hyperadénylation 

de certains ARN nucléaires (Beaulieu et al. 2012; Bresson and Conrad 2013; Bresson et al. 

2015; Muniz et al. 2015). Cependant, il est difficile d’avoir à l’heure actuelle une vision 

claire du rôle de la protéine PABPN1 dans le contrôle-qualité des ARNm nucléaires. 

Récemment, la fonction de la protéine Nab2 dans la biogenèse des ARNm chez S. 

cerevisiae a été mieux caractérisée grâce au système « anchor-away »1 (Schmid et al. 2015). 

Cette étude a montré que la déplétion rapide de Nab2 aboutit à une diminution globale de 

la quantité d’ARNm, mais pas d’ARN non polyadénylé (Schmid et al. 2015). Cette 

 
1 La technique « anchor-away » (AA) permet chez la levure la déplétion nucléaire et rapide d’une 

protéine en présence de rapamycine (Haruki et al. 2008). 
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diminution est dûe à un évènement nucléaire indépendant de la transcription, et la 

déplétion de Nab2 conduit à une dégradation rapide des ARNm néo-synthétisés par 

l’exosome nucléaire (Schmid et al. 2015). Ces nouvelles données peuvent apparaître 

contradictoires avec les résultats plus anciens montrant que la déplétion à long terme de 

Nab2 aboutit à l’accumulation nucléaire de certains ARNm (Schmid et al. 2012), mais cette 

observation est probablement le résultat d’un défaut d’export des ARNm matures. Aussi, 

la protéine Nab2 semble agir à deux étapes du métabolisme des ARNm dans le noyau : sa 

liaison aux ARNm polyadénylés les protège d’abord de la dégradation précoce par 

l’exosome, puis elle permet le recrutement des facteurs d’export Yra1 et Mex67. 
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II - La traduction des ARNm 

 

La traduction des ARNm chez les eucaryotes est un processus complexe soumis à une 

régulation fine et élaborée. La traduction peut être divisée en trois étapes principales : (i) 

l’initiation au cours de laquelle la petite sous-unité ribosomale (40S) est recrutée sur 

l’ARNm, progresse le long de la région 5’ non traduite (5’ UTR) jusqu’à atteindre le codon 

d’initiation où le ribosome complet (80S) s’assemble ; (ii) l’élongation au cours de laquelle 

le ribosome se déplace le long de la séquence codante de l’ARNm et fait correspondre à 

chaque codon rencontré un acide aminé spécifique ; (iii) enfin, la terminaison provoquée 

par l’arrivée du ribosome à un codon stop, le ribosome se détache alors de l’ARNm, libère 

la chaîne polypeptidique synthétisée et les sous-unités ribosomales sont recyclées 

(Hershey et al. 2012). 

Ce processus en plusieurs étapes permet une régulation à différents niveaux, mais 

l’initiation est l’étape qui fait intervenir le plus de facteurs, et qui est généralement 

considérée comme limitante (Shah et al. 2013). Néanmoins, des exemples de régulation 

des phases d’élongation et de terminaison de la traduction ont également été décrits (Dever 

and Green 2012; Chu et al. 2014; Yu et al. 2015). 

Dans cette partie, nous allons nous concentrer sur les mécanismes de l’initiation de la 

traduction, et sur la régulation de la traduction par les virus et certaines RBPs cellulaires à 

travers différents exemples illustratifs. 

 

1. Le ribosome 

Le ribosome constitue la centrale cellulaire de production des protéines, et est un 

complexe ribonucléoprotéique composé d’ARN ribosomaux (ARNr) associés à des 

protéines ribosomales. Sa masse moléculaire totale atteint 2.3 MDa chez la bactérie, 3.3 

MDa chez la levure et 4.3 MDa chez l’homme (Yusupova and Yusupov 2014) (Figure 16). 

Chez les eucaryotes, le ribosome complet 80S est composé de deux sous-unités 40S et 

60S. La petite sous-unité ribosomale 40S est elle-même composée d’un seul ARNr (18S, 

1870 bases) et de 33 protéines rpS (ribosomal protein Small). La sous-unité 40S joue un 

rôle majeur dans la recherche du codon d’initiation au cours de la phase d’initiation, et 

assure l’interaction entre les codons de l’ARNm et les anticodons des ARN de transfert 

(ARNt) lors de l’élongation. La grande sous-unité 60S se compose de trois ARNr (5S, 5.8S 

et 28S de 121, 156 et 5034 bases respectivement) et de 47 protéines rpL (ribosomal protein 
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Large). La sous-unité 60S est porteuse de l’activité peptidyl-transférase du ribosome qui 

catalyse la formation des liaisons peptidiques entre les acides aminés. 

 

 

 

Figure 16 : Composition des ribosomes bactérien et eucaryotes. Les ribosomes bactérien et 

eucaryotes partagent un noyau conservé (« the common core ») composé d’ARNr (bleu clair) et de 

protéines ribosomales (rouge clair), auxquels s’ajoutent des ARNr et des protéines ribosomales qui leur 

sont propres. D’après (Yusupova and Yusupov 2014). 

 

Au cours de la dernière décennie, les structures cristallographiques du ribosome de 

bactérie, de levure et de drosophile ont été déterminées (Cate et al. 1999; Ben-Shem et al. 

2011; Anger et al. 2013). Récemment, la structure atomique du ribosome humain avec une 

résolution supérieure à 3.0 Å a été visualisée par cryo-microscopie électronique (cryo-EM) 

(Khatter et al. 2015). Le modèle obtenu représente les 220 000 atomes qui constituent les 

deux sous-unités du ribosome et permet, pour la première fois, d’explorer son agencement 

en détail et d’identifier les différents acides aminés et nucléotides en trois dimensions. 

Cette connaissance de la structure et de la dynamique du ribosome humain ouvre la voie à 

de nouvelles perspectives. Ainsi, il est désormais envisageable d’étudier les effets 

secondaires de certains antibiotiques, destinés à s’attaquer au ribosome bactérien, et qui 

ciblent par erreur le ribosome humain. 

 

2. L’initiation de la traduction dépendante de la coiffe 
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Figure 17 : Étapes de l’initiation de la traduction des ARNm chez les eucaryotes. L’initiation 

de la traduction débute par le recrutement du complexe 43S PIC grâce au complexe eIF4F qui interagit 

avec la coiffe méthylée de l’ARNm. Le complexe balaie ensuite la région 5’ UTR de l’ARNm jusqu’au 

codon d’initiation, où la sous-unité 60S interagit alors avec la sous-unité 40S pour former un ribosome 

80S compétent pour l’élongation (adapté de (Hinnebusch 2014)). 
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Nom 
Nombre de sous-
unités et masse 
moléculaire (kDa) 

Fonction 

Facteurs d’initiation canoniques 

eIF1 1 (12.7) 

Assure la fidélité de la reconnaissance du codon d’initiation ; 
favorise le balayage ; stimule la liaison de eIF2-GTP-Met-
tRNAi à la sous-unité 40S ; empêche l’hydrolyse prématurée 
de eIF2-GTP par eIF5 

eIF1A 1 (16.5) 
Stimule la liaison de eIF2-GTP-Met-tRNAi à la sous-unité 
40S ; coopère avec eIF1 dans le balayage et la sélection du 
codon d’initiation 

eIF2 3 (36.1, 38.4 et 51.1) 
Forme un complexe ternaire (TC) eIF2-GTP-Met-tRNAi qui se 
lie à la sous-unité 40S 

eIF2B 
5 (33.7, 39.0, 50.2, 59.7 
et 80.3) 

Facteur d’échange de la guanosine (GEF) qui permet le 
recyclage de eIF2-GDP en eIF2-GTP 

eIF3 13 (800 au total) 

Interagit avec la sous-unité 40S, eIF1, eIF4G et eIF5 ; stimule 
la liaison de eIF2-GTP-Met-tRNAi à la sous-unité 40S ; 
favorise le recrutement du complexe 43S PIC sur l’ARNm ; 
possède une activité anti-association entre les sous-unités 40S 
et 60S 

eIF4A 1 (46.1) ARN hélicase ATP-dépendante à DEAD-box 

eIF4B 1 (69.3) RBP qui augmente l’activité hélicase de eIF4A 

eIF4E 1 (24.5) Lie la coiffe m7GpppG de l’ARNm 

eIF4F 3 (246.1 au total) 
Complexe de liaison cytoplasmique de la coiffe de l’ARNm 
comprenant eIF4A, eIF4E et eIF4G 

eIF4G 1 (175.5) 
Interagit avec eIF4A, eIF4E, eIF3, PABP et l’ARNm ; stimule 
l’activité hélicase de eIF4A 

eIF4H 1 (27.4) 
RBP qui augmente l’activité hélicase de eIF4A et est 
homologue à un fragment de eIF4B 

eIF5 1 (49.2) 
Active l’activité GTPase de eIF2-GTP lors de la reconnaissance 
du codon d’initiation 

eIF5B 1 (138.9) 
GTPase dépendante du ribosome qui assure l’association des 
sous-unités 40S et 60S 

Facteurs auxiliaires 

DHX29 1 (155.3) 
ARN hélicase à DExH-box qui lie la sous-unité 40S et favorise 
le balayage des régions 5’ UTR longues et structurées 

eIF6 1 (26.6) 
Facteur anti-association qui lie la sous-unité 60S et empêche 
son association avec la sous-unité 40S 

PABP 1 (70.7) 
Interagit avec la queue poly(A) de l’ARNm, eIF4G et eRF3 ; 
stabilise l’association de eIF4F à la coiffe de l’ARNm 

 

Tableau 2 : Rôle des facteurs eIFs impliqués dans l’initiation de la traduction coiffe-

dépendante des ARNm. 
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Chez les eucaryotes, l’initiation de la traduction de la majorité des ARNm est 

dépendante de leur structure coiffe m7GpppN en 5’. Elle fait intervenir au moins 12 

facteurs canoniques d’initiation (eIFs, eukaryotic Initiation Factors) dont le recrutement 

est temporellement et spatialement régulé (Sonenberg and Hinnebusch 2009; 

Hinnebusch and Lorsch 2012; Hinnebusch et al. 2016). L’initiation de la traduction peut 

être divisée en quatre étapes principales (Figure 17 et Tableau 2) : (i) la formation d’un 

complexe eIF4F à l’extrémité 5’ de l’ARNm) ; (ii) la formation d’un complexe de pré-

initiation 43S (43S PIC, Pre-Initiation Complex) ; (iii) le recrutement du complexe 43S 

PIC par le complexe eIF4F et le balayage de la région 5’ UTR de l’ARNm ; (iv) la 

reconnaissance du codon d’initiation AUG et l’assemblage du ribosome 80S. 

 

a - Le complexe eIF4F et la protéine PABP 

Le complexe hétérotrimérique eIF4F est composé du facteur eIF4E, de l’ARN hélicase 

eIF4A et de la protéine eIF4G (Grifo et al. 1983; Merrick 2015). 

 

Le facteur eIF4E 

Le facteur d’initiation eIF4E est une protéine de 24.5 kDa dont la fonction principale 

est de lier la structure coiffe de l’ARNm, comme cela a été démontré par chromatographie 

d’affinité avec des billes m7GTP-Sepharose (Sonenberg et al. 1978; 1979). La protéine 

eIF4E interagit avec la coiffe 7-methylguanosine grâce à deux résidus tryptophane 

spécifiques (Marcotrigiano et al. 1997) (Figure 18). eIF4E interagit aussi avec le facteur 

d’initiation eIF4G sur sa face opposée, ce qui augmente son affinité pour la coiffe de 

l’ARNm (Haar et al. 2000). In vitro, dans un lysat de réticulocytes de lapin (RRL), il est 

possible de titrer la protéine eIF4E par l’ajout d’analogues moléculaires de la coiffe, ce qui 

inhibe l’initiation de la traduction coiffe-dépendante de l’ARNm (Soto Rifo et al. 2007). 

Physiologiquement, l’activité de eIF4E peut être régulée par les protéines 4E-BP (eIF4E-

Binding Proteins) (Pause et al. 1994). Chez les mammifères, trois protéines 4E-BP1-3 ont 

été décrites dont les activités sont régulées par phosphorylation via la voie de signalisation 

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). Sous leurs formes hypophosphorylées, les 

protéines 4E-BP interagissent avec eIF4E et inhibent la traduction, alors que les protéines 

4E-BP hyperphosphorylées ne lient pas eIF4E (Gingras et al. 1999; Ma and Blenis 2009). 

Comme les protéines 4E-BP et eIF4G ont un site de liaison commun, ces protéines entrent 

donc en compétition pour interagir avec le facteur eIF4E (Mader et al. 1995; Peter et al. 

2015). 
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Figure 18 : Structure tridimensionnelle du facteur d’initiation eIF4E. La protéine eIF4E 

interagit avec la coiffe de l’ARNm grâce à deux résidus tryptophane W52 et W102 qui forment une cavité. 

Les protéines eIF4G et 4E-BP interagissent de façon mutuellement exclusives avec la surface opposée 

de eIF4E (adapté de (Goodfellow and Roberts 2008)). 

 

Le facteur eIF4A 

La deuxième sous-unité du complexe eIF4F est la protéine eIF4A. eIF4A est une 

protéine de 46 kDa qui possède une activité hélicase ARN et ATP dépendante (Grifo et al. 

1982; Ray et al. 1985). eIF4A participe à la fois au déroulement de la structure secondaire 

de l’ARNm à proximité immédiate de la coiffe afin d’augmenter le recrutement du 

complexe 43S PIC, et au déroulement des autres structures secondaires lors du balayage 

de la région 5’ UTR de l’ARNm (Rozen et al. 1990; Svitkin et al. 2001). 

L’étude structurale de eIF4A a permis de mettre en évidence un motif très conservé 

parmi de nombreuses hélicases appelé DEAD-box, en référence à sa séquence en acides 

aminés (acide aspartique – acide glutamique – alanine – acide aspartique) (Linder et al. 

1989) (Figure 19). Les hélicases de la famille DEAD-box ou DDX (DEAD-box RNA 

helicase) partagent toutes neuf motifs conservés impliqués dans leur activité ATPase et/ou 

de liaison à l’ARN (Linder and Jankowsky 2011). In vitro, l’initiation de la traduction peut 

être diminuée en ciblant la protéine eIF4A à l’aide de molécules chimiques comme 

l’hippuristanol ou la pateamine A (Bordeleau et al. 2006b; 2006a). In vivo, l’activité de 

eIF4A est finement régulée par deux autres facteurs d’initiation, eIF4B et eIF4H (Rogers 

et al. 2001). 

De manière intéressante, il existe trois isoformes d’eIF4A chez les mammifères : 

eIF4AI, eIF4AII et eIF4AIII. eIF4AI et II ont une homologie de 95 % et sont 

fonctionnellement identiques, alors que la protéine eIF4AIII a seulement une homologie 
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de 65 % avec ces protéines, et est une protéine du cœur de l’EJC (Exon Junction Complex) 

(Chan et al. 2004). 

 

 

 

Figure 19 : Structure et fonctions de l’ARN hélicase à DEAD-box eIF4A. La protéine eIF4A 

peut être divisée en deux grands domaines, un domaine N-terminal (domaine I) et un domaine C-

terminal (domaine II). Dans le domaine I, plusieurs motifs tels que le motif Q, AXXGXGKT et DEAD se 

lient à l’ATP et portent l’activité ATPase. Le motif PTRELA lie l’ARN cible. Dans le domaine II, les motifs 

FXXT et HRIGRXXR lient tous les deux l’ARNm cible. De plus, le motif HRIGRXXR interagit avec 

l’ATP ; le motif SAT lie et hydrolyse l’ATP nécessaire au changement de conformation pour l’activité 

hélicase d’eIF4A. 

 

Le facteur eIF4G 

La dernière sous-unité du complexe eIF4F est la protéine eIF4G. eIF4G est une 

protéine de 175 kDa qui a initialement été caractérisée comme étant capable de restaurer 

la synthèse protéique dans un lysat de cellules préalablement infectées par le poliovirus 

(PV) (Tahara et al. 1981). 

La protéine eIF4G joue un rôle central dans la traduction en interagissant avec de 

nombreux facteurs d’initiation, assurant ainsi le lien entre la coiffe de l’ARNm et la sous-

unité 40S du ribosome (Figure 20). Au sein du complexe eIF4F, eIF4G interagit à la fois 

avec eIF4E grâce à son domaine N-terminal, et avec l’ARN hélicase eIF4A grâce à ses 

domaines central- et C-terminal (Lamphear et al. 1995; Imataka and Sonenberg 1997; 

Morino et al. 2000; Korneeva et al. 2001). Le domaine central d’eIF4G interagit aussi avec 

le facteur eIF3, ce qui lui permet de recruter la sous-unité 40S du ribosome au sein du 

complexe 43S PIC (Marcotrigiano et al. 2001; LeFebvre et al. 2006). En outre, eIF4G est 

également capable de lier l’ARNm à travers plusieurs domaines RBD, dont un domaine de 

type RRM (Prévôt et al. 2003b; Yanagiya et al. 2009). 
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En plus de son rôle direct dans le recrutement du complexe 43S PIC, le facteur eIF4G 

interagit aussi grâce à sa région N-terminale avec la protéine PABP, qui lie la queue poly(A) 

de l’ARNm (Imataka et al. 1998). De façon remarquable, l’interaction eIF4G/PABP permet 

le rapprochement des extrémités 5’ et 3’ de l’ARNm sous une conformation particulière 

appelée « closed-loop » (Wells et al. 1998). 

 

 

 

Figure 20 : Structure et fonctions du facteur d’initiation eIF4G. La protéine eIF4G peut être 

divisée en trois domaines fonctionnels : un domaine N-terminal qui lie les protéines PABP et eIF4E ; un 

domaine central impliqué dans l’interaction avec eIF4A et eIF3, et qui a aussi deux domaines de liaison 

à l’ARNm ; enfin, un domaine C-terminal qui contient un site supplémentaire d’interaction avec eIF4A, 

et une région d’interaction avec la kinase Mnk qui phosphoryle notamment le facteur d’initiation eIF4E. 

 

La protéine PABP 

La protéine PABP (aussi appelée PABP1 ou PABPC1) impliquée dans l’initiation de la 

traduction est une protéine de 70 kDa capable d’interagir avec la queue poly(A) de l’ARNm 

(Blobel 1973). La PABP lie 12 adénosines mais recouvre au total 25 à 27 nucléotides et peut 

multimériser le long de la queue poly(A) (Baer and Kornberg 1980; 1983; Sachs et al. 

1987). 

Chez l’homme, plusieurs PABP ont été identifiées et regroupées au sein d’une famille 

de protéines comprenant cinq membres : PABPC1, PABPC3 et PABPC5 (PABP 

Cytoplasmic 1, 3 and 5) ; iPABP (inducible PABP) ; PABPN1 (PABP Nuclear 1) (Eliseeva 

et al. 2013; Goss and Kleiman 2013). PABPN1 interagit dans le noyau avec la queue poly(A) 

des ARNm au cours de leur maturation. La protéine PABPC5 est liée au chromosome X 

alors que la protéine iPABP est exprimée spécifiquement dans les lymphocytes T. PABPC1 

est exprimée de façon ubiquitaire et est principalement cytoplasmique, mais elle peut être 

relocalisée dans le noyau à la suite d’un stress cellulaire ou d’une infection virale (Afonina 

et al. 1998; Smith et al. 2014). La protéine PABPC1, plus communément appelée PABP, est 

celle dont la fonction est la mieux caractérisée. 
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Structurellement, la protéine PABP contient plusieurs domaines fonctionnels : un 

domaine N-terminal comprenant quatre RRM distincts, et un domaine C-terminal 

modulant son activité (Adam et al. 1986; Melo et al. 2003) (Figure 21). Les deux premiers 

RRM (RRM1+2) ont une forte affinité pour la queue poly(A), alors que les autres RRM 

(RRM3+4) interagissent faiblement avec l’ARN et auraient donc un rôle de régulateur 

(Burd et al. 1991; Deo et al. 1999; Khanam et al. 2006). De plus, le RRM2 est impliqué dans 

la liaison de PABP avec le facteur d’initiation eIF4G (Kessler and Sachs 1998). Le domaine 

C-terminal de PABP contient une région riche en proline (appelée « Linker ») impliquée 

dans l’homodimérisation de PABP, suivi d’un domaine MLLE (methionine – leucine – 

leucine – acide glutamique) responsable d’interactions avec d’autres protéines (Kozlov et 

al. 2001; Derry et al. 2006). Ainsi, le domaine MLLE (auparavant appelé PABC) lie le 

facteur d’initiation eIF4B (Bushell et al. 2001), et régule l’activité de PABP en interagissant 

avec les protéines Paip-1 et Paip-2 (PABP-interacting protein-1 and -2) (Craig et al. 1998; 

Khaleghpour et al. 2001). 

La protéine PABP a une fonction importante dans le contrôle de la dégradation des 

ARNm cytoplasmiques qui débute généralement par leur déadénylation (Schoenberg and 

Maquat 2012). Elle est également impliquée dans la voie des miRNA car elle interagit avec 

la protéine GW182 du complexe miRISC (miRNA-Induced Silencing Complex) (Jonas and 

Izaurralde 2015). Enfin, de par son interaction avec eIF4G, la protéine PABP permet aussi 

la circularisation des ARNm et la stimulation de leur traduction (Kahvejian et al. 2005). 

Cette conformation des ARNm appelée « closed-loop » a été visualisée à la fois par 

microscopie à force atomique et par microscopie électronique (Wells et al. 1998; Kopeina 

et al. 2008), et est également soutenue par des études fonctionnelles (Soto Rifo et al. 2007; 

Amrani et al. 2008). In vitro, la traduction d’ARNm coiffés et polyadénylés dans un lysat 

de RRL est plus efficace que la traduction d’ARNm non-coiffés et/ou non-polyadénylés 

(Soto Rifo et al. 2007), démontrant la synergie de la coiffe et de la queue poly(A) dans la 

traduction. Le mécanisme par lequel l’interaction eIF4G/PABP stimule la traduction reste 

encore peu compris. Comme la protéine PABP interagit aussi avec le facteur d’initiation 

eIF4B et le facteur de terminaison eRF3, il a été proposé que l’interaction eIF4G/PABP 

favoriserait le recyclage des sous-unités du ribosome vers la coiffe de l’ARNm après la 

dissociation du ribosome 80S à un codon stop (Amrani et al. 2008). 
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Figure 21 : Structure et fonctions de la protéine cytoplasmique PABP. La protéine PABP 

contient 4 RRM dans sa région N-terminale ; les RRM1 et 2 sont responsables de l’interaction avec la 

queue poly(A) alors que les RRM3+4 lie l’ARN de façon non-spécifique. Le RRM2 est par ailleurs 

responsable de l’interaction avec eIF4G. La région C-terminale de PABP contient un domaine Linker 

important dans l’homodimérisation de PABP, suivi d’un domaine MLLE impliqué dans l’interaction 

avec le facteur d’initiation eIF4B. 

 

b - Le complexe de pré-initiation 43S 

En parallèle à la formation du complexe eIF4F au niveau de la coiffe de l’ARNm, le 

complexe de pré-initiation 43S (43S PIC) est assemblé. Ce complexe comprend le 

complexe ternaire eIF2-TC (eIF2-Ternary Complex) et la sous-unité 40S du ribosome 

associée aux facteurs d’initiation eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF5 (Jackson et al. 2010a; 

Hinnebusch 2014). 

Le complexe ternaire eIF2-TC est constitué du facteur d’initiation eIF2 associé au GTP 

et à l’ARNt-Methionine initiateur (Met-tRNAi) (Figure 22). Le facteur eIF2 est composé 

de trois sous-unités : a, b et g. eIF2g interagit à la fois avec une molécule de GTP et le Met-

tRNAi, et a une activité GTPase (Erickson and Hannig 1996; Kapp and Lorsch 2004). 

eIF2b lie le Met-tRNAi et le facteur d’initiation eIF5, mais semble jouer un rôle mineur 

(Asano et al. 1999; Naveau et al. 2013). Enfin, la sous-unité a régule le recyclage de la forme 

eIF2-GDP inactive à la forme eIF2-GTP active via le facteur eIF2B qui a une fonction de 

GEF (Guanine-nucleotide Exchange Factor) (Rowlands et al. 1988; Gordiyenko et al. 

2014). De manière intéressante, eIF2a peut être phosphorylée par quatre sérine-thréonine 

kinases : PKR (Protein Kinase dsRNA-dependent), PERK (PKR-like ER Kinase), GCN2 

(General Control Non-derepressible-2) et HRI (Heme-Regulated Inhibitor), qui sont 

activées en réponse à différents stress (Donnelly et al. 2013). La phosphorylation de eIF2a 
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sur le résidu Ser-51 inhibe le recyclage de la forme eIF2-GDP à eIF2-GTP, et par 

conséquent l’initiation de la traduction (Dever et al. 1992; Dever 2002). 

 

 

 

Figure 22 : Formation du complexe ternaire eIF2-TC. eIF2 inactif (constitué de trois sous-unités 

a, b et g) lié à une molécule de GDP est recyclé par le facteur d’initiation eIF2B sous la forme eIF2-GTP. 

La forme active de eIF2 se lie ensuite à l’ARNt-Methionine initiateur (Met-tRNAi) pour former le 

complexe ternaire eIF2-GTP-Met-tRNAi. 

 

Une fois le complexe ternaire eIF2-TC formé, celui-ci s’associe avec la sous-unité 40S 

du ribosome et les facteurs d’initiation eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF5 pour former le complexe 

de pré-initiation 43S PIC (Hinnebusch 2014) (Figure 17). Deux modèles d’assemblage du 

complexe 43S PIC sont décrits : (i) un assemblage stochastique des différents facteurs, 

comme dans le modèle de la traduction procaryote, où chaque facteur d’initiation se lie 

individuellement à la sous-unité 40S. En accord avec ce modèle, il a été montré que chacun 

des facteurs eIF1, eIF1A et eIF3 interagit directement avec la sous-unité 40S, mais pas le 

facteur eIF5 (Majumdar et al. 2003; Kolupaeva et al. 2005) ; (ii) un assemblage ordonné 

où les facteurs eIF1, eIF3 et eIF5 s’associent d’abord au complexe ternaire pour constituer 

un complexe multi-facteurs (MFC), celui-ci interagit ensuite avec la sous-unité 40S du 

ribosome via le facteur eIF1A (Asano 2000; Sokabe et al. 2012). Des études chez S. 

cerevisiae ont montré que eIF1, eIF2-TC, eIF3 et eIF5 peuvent former in vitro un complexe 

MFC stable (Aylett et al. 2015). Cependant, son existence dans les cellules de mammifères 

reste controversé car seules les interactions eIF1/eIF3 et eIF2b/eIF5 ont été démontrées 

in vitro (Fletcher et al. 1999; Bieniossek et al. 2006). Dans les cellules de mammifères, le 

complexe MFC pourrait donc se former une fois la liaison avec la sous-unité 40S établie, 

afin de stabiliser les interactions du complexe 43S PIC. 
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c - Le balayage de la région 5’ UTR de l’ARNm par le complexe 

43S PIC 

Le complexe 43S PIC est recruté sur l’ARNm grâce au complexe eIF4F qui interagit, 

d’une part avec la coiffe de l’ARNm via la protéine eIF4E, et d’autre part avec le facteur 

eIF3 du complexe 43S PIC via la protéine eIF4G (Kumar et al. 2016). Une fois ce complexe 

48S formé, la sous-unité 40S du ribosome associée à certains facteurs d’initiation peut 

alors balayer la région 5’ UTR de l’ARNm à la recherche du codon d’initiation (Hinnebusch 

2014; Archer et al. 2016) (Figure 17). 

La reconnaissance du codon d’initiation est une étape clé de la traduction chez les 

procaryotes et les eucaryotes. Chez les bactéries, la plupart des ARNm sont 

polycistroniques et par conséquent, chaque ARNm a plusieurs sites d’initiation de la 

traduction. La séquence Shine-Dalgarno (SD) située en amont de chaque codon 

d’initiation assure le recrutement de la sous-unité 30S du ribosome via son appariement 

avec une séquence complémentaire présente dans l’ARNr 16S (Shine and Dalgarno 1974; 

Calogero et al. 1988). En revanche, chez les eucaryotes, les ARNm sont majoritairement 

monocistroniques et le codon d’initiation est souvent le premier AUG situé en 5’ de 

l’ARNm. Le recrutement de la sous-unité 40S du ribosome sur la coiffe et le balayage de la 

région 5’ UTR assure ainsi la reconnaissance et la sélection du codon d’initiation AUG. 

L’étape de balayage (ou « scanning ») de la région 5’ UTR par le complexe de pré-

initiation nécessite que les structures secondaires de l’ARNm soient dénaturées. Une étude 

récente a montré que la vitesse de balayage du complexe PIC est comprise entre 6 à 8 bases 

par seconde, même en présence de motifs fortement structurés dans la région 5’ UTR 

(Vassilenko et al. 2011). De plus, l’analyse de la traduction de plusieurs ARNm rapporteurs 

avec une taille variable de leur 5’ UTR a démontré que la relation entre le temps de balayage 

du complexe PIC et la longueur de la 5’ UTR est linéaire (Vassilenko et al. 2011). 

L’ensemble de ces résultats indiquent que le complexe PIC a une activité ARN hélicase 

intrinsèque. 

Le facteur d’initiation eIF4A a longtemps été considéré comme l’ARN hélicase 

canonique du complexe PIC mais des hélicases supplémentaires ont récemment été 

caractérisées (Parsyan et al. 2011). Ainsi, il a été montré que l’ARN hélicase DHX29 facilite 

la traduction des ARNm dont la région 5’ UTR est très structurée (Pisareva et al. 2008). La 

protéine DDX3 est également impliquée dans la traduction de certains ARNm, comme 

l’ARN génomique de HIV-1 qui présente la structure tige boucle TAR (Trans-Activation 

Response element) en 5’ (Lee et al. 2008; Soto Rifo et al. 2012; 2013). De manière 

intéressante, des travaux chez la levure ont montré que l’ARN hélicase Ded1, l’homologue 



 

 79 

de DDX3 s’associe à la fois aux complexes nucléaire CBC et cytoplasmique eIF4F de liaison 

de la coiffe, et que son activité enzymatique est stimulée par ces facteurs (Hilliker et al. 

2011; Senissar et al. 2014). De ce fait, l’ARN hélicase Ded1 est un cofacteur important du 

complexe eIF4F qui est recruté sur les ARNm dans le noyau, et pourrait donc participer 

chez la levure au remodelage des mRNPs à différentes étapes de leur vie. 

 

d - La reconnaissance du codon d’initiation et l’assemblage du 

ribosome 

Les travaux pionniers de Marylin Kozak lui ont permis à la fin des années 1970 de 

proposer le modèle actuel d’initiation de la traduction par balayage de la région 5’ UTR de 

l’ARNm jusqu’à la reconnaissance du premier codon d’initiation AUG (Kozak 1978) 

(Figure 17). 

Une étude empirique de la séquence de la région 5’ UTR de 699 ARNm a permis de 

définir un contexte nucléotidique optimal pour la reconnaissance de l’AUG initiateur : 

GCC(A/G)CCAUGG, où une purine en position -3 et une guanosine en position +4 sont 

les déterminants principaux (le +1 correspondant à l’adenosine du codon initiateur) 

(Kozak 1987; 1997). Ainsi, si le complexe de pré-initiation rencontre un codon AUG avec 

un contexte nucléotidique défavorable, il est ignoré, et on parle alors de « leaky scanning » 

(Kozak 1989; 2002). De plus, Marylin Kozak a également montré que la taille de la région 

5’ UTR a un rôle important dans la sélection du codon d’initiation. Ainsi, si le premier AUG 

se situe à une distance inférieure à 12 nucléotides de la coiffe de l’ARNm, celui-ci n’est pas 

reconnu et l’élongation de la traduction débute au second AUG (Kozak 1980; 1986a; 

1986b). Le développement récent des outils de bioinformatique et de la technique de 

« ribosome profiling », permettant de déterminer la répartition et la quantité de ribosomes 

le long de l’ARNm par séquençage à haut débit, a permis d’actualiser le modèle proposé 

par Marylin Kozak (Ingolia et al. 2009; Ingolia 2014; Brar and Weissman 2015; Ingolia 

2016). Il a été montré que certains ARNm contiennent des sites d’initiation de la traduction 

en amont du cadre de lecture (uORF, upstream Open Reading Frame), et des codons 

d’initiation non conventionnels (CUG, ACG, GUG) (Wegrzyn et al. 2008; Wethmar 2014). 

Au cours du balayage de la région 5’ UTR de l’ARNm, les facteurs d’initiation eIF1 et 

eIF1A jouent un rôle déterminant pour assurer la fidélité de l’initiation de la traduction. 

Ceux-ci permettent le maintien de la conformation « ouverte » de la sous-unité 40S du 

ribosome propice à l’étape de balayage (Pestova et al. 1998; Pestova and Kolupaeva 2002; 

Passmore et al. 2007). eIF1 permet au complexe de pré-initiation de distinguer les codons 

AUG présents dans un contexte nucléotidique favorable, de ceux présents dans un mauvais 
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contexte (Lind and Åqvist 2016). En effet, son interaction avec le facteur eIF5 empêche 

l’hydrolyse du GTP du complexe ternaire eIF2-TC (Reibarkh et al. 2008). Lorsque le codon 

d’initiation est reconnu, l’appariement du codon avec l’anticodon est accompagné de 

l’interaction du facteur eIF1A avec la sous-unité 40S et du déplacement du facteur eIF1 au 

niveau du site P du ribosome (Weisser et al. 2013). Le départ de la protéine eIF1 provoque 

alors le passage de la sous-unité 40S du ribosome à une conformation « fermée » (Maag et 

al. 2005; Hussain et al. 2014). En parallèle, le GTP du complexe ternaire est hydrolysé avec 

l’aide du facteur eIF5, et l’activité GTPase du facteur eIF5B permet l’association des sous-

unités 40S et 60S pour former un ribosome 80S compétent pour l’élongation (Pestova et 

al. 2000; Acker et al. 2006; Fernández et al. 2013; Lomakin and Steitz 2013; Saini et al. 

2014). 

 

3. Les RBPs et le contrôle de la traduction 

La traduction des ARNm peut être activée et/ou réprimée par différents acteurs, dont 

les principaux sont les miRNAs et les protéines de liaison à l’ARN (RBPs). Parmi les RBPs, 

il a été montré que le complexe EJC et certaines protéines SR peuvent moduler la 

traduction (Singh et al. 2015). 

 

a - Le complexe EJC 

Le complexe EJC (Exon Junction Complex) illustre parfaitement comment les RBPs 

assurent la communication entre les différentes étapes de la maturation des ARNm, et 

influencent à la fois leur export, leur localisation, leur dégradation et leur traduction dans 

le cytoplasme (Le Hir et al. 2016). 

Au début des années 2000, des expériences de cross-link in vitro et de digestion à la 

RNase H ont permis de montrer que le complexe EJC est déposé sur l’ARNm par la 

machinerie d’épissage 20 à 24 nucléotides en amont des jonctions exon-exon (Le Hir et al. 

2000a; 2000b). Bien que la composition de ce complexe soit très dynamique, il a été 

identifié un complexe « cœur » tétramérique qui lie l’ARNm de façon stable, et qui peut 

s’associer à des facteurs périphériques nucléaires et/ou cytoplasmiques. 

Le cœur de l’EJC est composé de l’hétérodimère Magoh-Y14, de l’ARN hélicase à 

DEAD-box eIF4AIII et de la protéine MLN51 (appelée Barentz chez la drosophile) 

(Kataoka et al. 2000; 2001; Chan et al. 2004; Degot et al. 2004) (Figure 23). De façon 

remarquable, l’utilisation de protéines recombinantes et la structure cristallographique du 

cœur de l’EJC ont révélé que la protéine eIF4AIII agit comme une « pince » serrant 
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l’ARNm, et permet la fixation du complexe indépendamment de la séquence ARN (Ballut 

et al. 2005; Andersen et al. 2006; Bono et al. 2006). Plus récemment, il a été montré que 

le cœur de l’EJC est recruté sur l’ARNm grâce à la protéine CWC22, un composant du 

spliceosome qui interagit de façon direct avec l’ARN hélicase eIF4AIII (Barbosa et al. 2012; 

Steckelberg et al. 2012). Une fois dans le cytoplasme, le complexe EJC est dissocié au cours 

du « pioneer round of translation »1 grâce à la protéine PYM (Partner of Y14 and Magoh), 

qui interagit à la fois avec le dimère Magoh-Y14 et la sous-unité 40S du ribosome (Gehring 

et al. 2009). 

 

 
 

Figure 23 : Structure cristallographique du cœur du complexe EJC. Représentation du cœur 

du complexe EJC comprenant les protéines MLN51 (en magenta), Magoh (en rouge), Y14 (en jaune) et 

eIF4AIII (en bleu et en vert). Les protéines sont dans un complexe lié à un fragment d’ARN (en gris) et 

à une molécule d’ATP non-hydrolysable. Les représentations graphiques (A) et (B) montrent la 

disposition des différents éléments selon deux vues différentes. D’après (Le Hir and Andersen 2008). 

 

Le complexe EJC, déposé sur les ARNm dans le noyau au cours de l’épissage, est 

capable de moduler leur traduction dans le cytoplasme (Le Hir and Séraphin 2008). Les 

premiers éléments démontrant un rôle de ce complexe dans la traduction ont été apportés 

peu de temps après sa caractérisation (Nott 2003; Nott et al. 2004). En effet, l’ajout d’un 

intron en 5’ du gène rapporteur Renilla luciferase entraîne une augmentation significative 

 
1 Le « pionner round of translation » est un modèle d’initiation de la traduction faisant intervenir 

le complexe CBC, avant que celui ne soit remplacé par le facteur canonique eIF4E (Maquat et al. 2010). 
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de l’activité luciferase ; cet effet est le résultat à la fois de l’augmentation de la quantité 

d’ARNm luciferase cytoplasmique et de son efficacité de traduction (Nott 2003). De plus, 

la présence d’un intron en 5’ du gène rapporteur entraîne une délocalisation du transcrit 

dans les polysomes, dû à la présence de complexes EJC (Nott et al. 2004). Enfin, la 

stimulation de la traduction et la délocalisation des ARNm dans les fractions polysomales 

peuvent être reproduits artificiellement par des expériences de « tethering » des 

composants du complexe EJC sur un ARNm issu d’un gène sans intron (Nott et al. 2004). 

Des travaux de plusieurs équipes ont caractérisé les mécanismes moléculaires 

permettant au complexe EJC de stimuler la traduction. En 2008, une étude a identifié la 

protéine SKAR (S6K1 Aly/REF-like target) comme un nouveau facteur périphérique du 

complexe EJC (Ma et al. 2008). SKAR est un substrat de la kinase S6K1, dont l’activité est 

régulée par la voie de signalisation mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), et 

interagit préférentiellement avec les ARNm épissés et coiffés avec le complexe CBC, mais 

pas avec le facteur eIF4E (Richardson et al. 2004; Holz et al. 2005; Ma et al. 2008). De 

plus, la déplétion par shRNA de SKAR, de la kinase S6K1 ou de eIF4AIII du cœur du 

complexe EJC diminue l’efficacité de traduction d’un ARNm issu d’un gène rapporteur 

avec intron (Ma et al. 2008). Ainsi, il a été proposé que le recrutement de la kinase S6K1 

par la protéine SKAR du complexe EJC permettrait de stimuler, via la voie de signalisation 

mTOR, la traduction des ARNm ayant subi l’épissage (Ma et al. 2008). 

Une autre étude a montré que la protéine MLN51 du complexe EJC interagit avec le 

facteur eIF3 et active la traduction (Chazal et al. 2013). En effet, des expériences de 

surexpression et de déplétion par siRNA de chaque composant du cœur du complexe EJC 

ont montré que seule la protéine eIF4AIII influence l’efficacité de traduction d’un ARNm 

rapporteur Firefly luciferase (Chazal et al. 2013). Ces résultats peuvent être reproduits in 

vitro car la déplétion de MLN51 dans du lysat de réticulocytes de lapin (RRL) diminue la 

traduction d’un ARNm Renilla luciferase, et l’ajout de protéine Flag-MLN51 dans du 

RRL∆MLN51 restaure la traduction de cet ARNm (Chazal et al. 2013). Des analyses par co-

immunoprécipitation avec des extraits cellulaires et par interaction in vitro avec des 

facteurs purifiés ont montré que MLN51 interagit avec le facteur d’initiation eIF3. Étant 

donné que la protéine eIF3 joue un rôle central dans l’initiation de la traduction 

(Hinnebusch 2006), l’ensemble de ces résultats indiquent que la protéine MLN51 assure 

le lien entre le complexe EJC et la machinerie de traduction (Chazal et al. 2013). 

Enfin, des travaux récents ont montré que la protéine eIF4AIII augmente la traduction 

des ARNm coiffés par le complexe CBC (Choe et al. 2014). En effet, eIF4AIII est recruté 

sur le complexe CBC via son interaction directe avec la protéine CTIF (CBC-dependent 
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Translation Initiation Factor), une protéine homologue à eIF4G impliquée dans le 

« pioneer round of translation » (Kim et al. 2009; Choe et al. 2014). Par ailleurs, le 

recrutement de eIF4AIII sur la coiffe des ARNm semble indépendant de la présence d’un 

intron (Choe et al. 2014). De plus, des expériences de déplétion par siRNA de eIF4AIII 

montrent que eIF4AIII favorise la traduction des ARNm avec une structure tige-boucle 

dans leur région 5’ UTR (Choe et al. 2014). Ainsi, ces travaux démontrent un nouveau rôle 

de l’ARN hélicase eIF4AIII dans le « pioneer round of translation » des ARNm. 

De façon remarquable, une étude réalisée avec des cellules de drosophile a montré 

pour la première fois que le dépôt du complexe EJC n’est pas constitutif mais différentiel, 

car celui-ci n’est pas associé à toutes les jonctions exon-exon des transcrits (Saulière et al. 

2010). Plus récemment, deux études indépendantes ont identifié à l’échelle du génome les 

sites de fixation du complexe EJC dans des cellules HeLa et HEK293 (Saulière et al. 2012; 

Singh et al. 2012). Ces études ont montré avec des approches différentes, de CLIP-seq 

(Cross-Linking and ImmunoPrecipitation coupled to high-throughput sequencing) et de 

RIPiT (RNA : protein ImmunoPrecipitation in Tandem), que le complexe EJC est associé 

à 80 % des jonctions exoniques (Saulière et al. 2012; Singh et al. 2012). De plus, elles ont 

révélé des sites de fixation non-canoniques du complexe EJC, car seulement 50 à 60 % des 

sites de liaison identifiés sont 24 nucléotides en amont de jonctions exon-exon (Saulière et 

al. 2012; Singh et al. 2012). L’analyse de ces sites de fixation non-canoniques a montré 

qu’ils sont à proximité immédiate de sites de liaison de protéines SR, et en accord avec 

cette observation, l’analyse par spectrométrie de masse des protéines associées à EJC a 

révélé la présence de nombreuses protéines SR (Saulière et al. 2012; Singh et al. 2012). 

L’ensemble de ces résultats suggèrent une étroite collaboration du complexe EJC et des 

protéines SR, et pourrait expliquer leurs nombreux parallèles fonctionnels. 

 

b - Les protéines SR 

La famille des protéines SR (Serine/aRginine-rich) est composée de 12 membres 

phylogénétiquement et structurellement conservés, identifiés dans les années 1990 de par 

leur fonction dans l’épissage des pré-ARNm (Zahler et al. 1993; Neugebauer et al. 1995). 

Ces protéines ont initialement été nommées en fonction de leur poids moléculaire, mais il 

a été récemment proposé de les renommer selon la nomenclature SRSF (SR Splicing 

Factor) suivi d’un nombre de 1 à 12 (Manley and Krainer 2010) (Figure 24). 

Structurellement, toutes les protéines SR ont dans leur région N-terminale un ou deux 

domaine(s) de reconnaissance de l’ARN de type RRM (RNA Recognition Motif), et dans 

leur région C-terminale un domaine RS appelé ainsi à cause de sa richesse en résidus serine 
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et arginine et impliqué à la fois dans les interactions avec des protéines et avec l’ARN 

(Zhong et al. 2009; Ankö 2014). L’abondance de résidus serine confère aux protéines SR 

une grande capacité de phosphorylation par de nombreuses kinases tels que les protéines 

de la famille SRPK (SR Protein specific Kinase) (Gui et al. 1994), Clk (Cyclin-dependent 

like kinase) (Colwill et al. 1996), l’ADN topoisomerase I (Rossi et al. 1996) ou AKT 

(Blaustein et al. 2005). L’état de phosphorylation des protéines SR joue un rôle important 

dans la régulation de leur activité, en contrôlant notamment leur interaction avec certains 

composants du spliceosome et leur localisation subcellulaire (Soret and Tazi 2003; Xiang 

et al. 2013; Zhou and Fu 2013). 

 

 

 

Figure 24 : Structure des protéines de la famille SR. Les protéines SR ont une structure 

semblable comprenant un ou deux domaine(s) RRM dans leur partie N-terminale, suivi d’un domaine 

RS dans leur partie C-terminale. SRSF7 contient un domaine supplémentaire à doigt de zinc (Zn). 

 

Les protéines SR sont traditionnellement considérées comme (i) des protéines 

activatrices de l’épissage qui se fixent sur des séquences ESE (Exonic Splicing Enhancer) ; 

(ii) des protéines qui recrutent certains composants du spliceosome pour favoriser la 
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reconnaissance des sites d’épissage ; (iii) des protéines dont la fonction peut être 

antagonisé par les protéines hnRNP (heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein) ; et (iv) 

des protéines qui ont des sites préférentiels de fixation à l’ARN partiellement dégénérés, 

même si plusieurs protéines SR peuvent lier la même séquence ARN (Long and Caceres 

2009; Howard and Sanford 2014). L’étude par CLIP-seq des sites de fixation in vivo des 

protéines SR ont confirmé en partie ces observations (Sanford et al. 2009; Ankö et al. 

2010; 2012; Pandit et al. 2013). En effet, il a été montré que les protéines SRSF1 (ASF/SF2) 

et SRSF2 (SC35) interagissent principalement avec des séquences exoniques (Sanford et 

al. 2009; Pandit et al. 2013). Par contre, les protéines SRSF3 (SRp20) et SRSF4 (SRp75) 

peuvent lier à la fois des séquences exoniques et introniques généralement proches des 

jonctions exon-intron, et de façon surprenante les ARNm d’histones issus de gènes sans 

intron et de nombreux ARNnc (Ankö et al. 2010; 2012). 

Au cours de la dernière décennie, de nombreux travaux ont montré que la fonction des 

protéines SR ne se limite pas à celle de facteur d’épissage. Elles participent en particulier 

au couplage de l’épissage avec la transcription, car elles interagissent avec le domaine C-

terminal (CTD) de l’ARN polymérase II (La Mata and Kornblihtt 2006; Das et al. 2007). 

Cette interaction directe leur permet d’être recrutées co-transcriptionnellement sur le pré-

ARNm naissant (Sapra et al. 2009). Réciproquement, l’interaction des protéines SR avec 

le CTD de l’ARN polymérase II régule la transcription. En effet, il a été montré que SRSF2 

(SC35) interagit avec le facteur P-TEFb (Positive Transcription Elongation Factor b) ce 

qui entraîne la phosphorylation des résidus Ser2 du CTD de l’ARN polymérase II, et par 

conséquent l’activation de l’élongation de la transcription (Lin et al. 2008; Ji et al. 2013). 

En outre, les protéines SR ont aussi été décrites comme importantes dans le maintien 

de la stabilité génique (Li and Manley 2005). La déplétion de SRSF1 (ASF/SF2) dans des 

cellules entraîne l’apparition de cassures double-brin de l’ADN et la phosphorylation de 

l’histone H2AX (Li and Manley 2005). Dans le modèle proposé, SRSF1 empêcherait 

l’hybridation de l’ARNm nouvellement synthétisé avec le brin d’ADN complémentaire et 

l’apparition de structures « R-loop » mutagènes (Li and Manley 2005; Santos-Pereira and 

Aguilera 2015). En accord avec ce modèle, il a été montré que l’expression de la protéine 

SRSF1 est altérée dans de nombreux cancers (Das and Krainer 2014; Neelamraju et al. 

2015). 

Bien que les protéines SR soient nucléaires, certaines d’entre elles, SRSF1 (ASF/SF2), 

SRSF3 (SRp20) et SRSF7 (9G8), sont capables de faire la navette entre le noyau et le 

cytoplasme (Cáceres et al. 1998). Ces trois protéines SR sont également capables 

d’interagir avec le facteur d’export TAP/NXF1 et de favoriser ainsi l’export nucléo-
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cytoplasmique de certains ARNm, comme l’ARNm d’histone H2A issu d’un gène dépourvu 

d’intron (Huang and Steitz 2001; Huang et al. 2003; Huang and Steitz 2005; Müller-

Mcnicoll et al. 2016). 

Les protéines SRSF1 (ASF/SF2) et SRSF2 (SC35) stimulent aussi le processus de NMD 

(Nonsense-Mediated mRNA Decay) qui dégrade les ARNm contenant un codon de 

terminaison de traduction précoce (PTC) (Zhang and Krainer 2004). Dans le cas de SRSF1, 

cette propriété ne requiert pas la navette entre le noyau et le cytoplasme de la protéine, 

mais nécessite le domaine RS de SRSF1 (Zhang and Krainer 2004). Le rôle des protéines 

SR dans la voie NMD n’a pas été étudié davantage, mais on peut supposer qu’il est dû à 

leur association avec le complexe EJC. 

Enfin, les protéines SR qui ont la capacité de faire la navette nucléo-cytoplasmique, 

SRSF1 (ASF/SF2), SRSF3 (SRp20) et SRSF7 (9G8), peuvent réguler la traduction de leurs 

ARNm cibles. En effet, SRSF1 est associée aux polysomes et stimule efficacement la 

traduction d’un ARNm rapporteur Firefly luciferase contenant une séquence ESE (Sanford 

et al. 2004). Plus récemment, il a été montré que SRSF1 interagit à la fois avec la kinase 

mTOR et la phosphatase PP2A, qui respectivement phosphoryle et dé-phosphoryle les 

protéines 4E-BP (Michlewski et al. 2008). Cette double interaction aboutit à 

l’hyperphosphorylation des protéines 4E-BP, et par conséquent stimule l’initiation de la 

traduction (Michlewski et al. 2008). Le mode d’action des protéines SRSF3 et SRSF7 sur 

la traduction de leurs ARNm cibles semble différents. La protéine SRSF3 est capable 

d’activer la traduction des ARNm viraux du poliovirus (PV) contenant une séquence IRES, 

en interagissant avec la protéine PCBP2 (Poly(rC)-Binding Protein 2) (Bedard et al. 2007). 

En accord avec ce modèle, il a été montré que SRSF3 est relocalisée du noyau vers le 

cytoplasme lors de l’infection par le poliovirus (Fitzgerald and Semler 2011). Par ailleurs, 

la protéine SRSF7 stimule la traduction des ARNm du rétrovirus MPMV (Mason-Pfizer 

Monkey Virus) qui contiennent un motif spécifique CTE (Constitutive Transport Element) 

(Swartz et al. 2007). 
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4. Régulation de la traduction par les virus 

À l’exception des virus « géants » comme le Mimivirus1, tous les virus utilisent les 

ribosomes et les facteurs d’initiation, d’élongation et de terminaison cellulaires pour 

traduire leurs ARNm en protéines. Au cours de l’évolution, les virus ont donc acquis 

diverses stratégies pour détourner à leur profit la machinerie cellulaire de traduction 

(Walsh et al. 2013; Glaunsinger 2015; Jan et al. 2016) : (i) certains virus à ADNdb (e.g. 

Herpèsvirus) codent pour une RBP qui lie les ARNm viraux et favorise leur traduction ; (ii) 

le virus Influenza code pour une polymérase capable de retirer la coiffe des ARNm 

cellulaires et de l’ajouter aux ARNm viraux (ce processus est connu sous le nom de « cap 

snatching ») ; (iii) certains virus (e.g. HPV) codent pour des protéines qui modifient la 

localisation subcellulaire ou l’état de phosphorylation de certains facteurs comme eIF2a 

ou 4E-BP ; (iv) certains virus (e.g. PV, FMDV) codent pour une protéase qui clive certains 

facteurs d’initiation comme eIF4G ou PABP ; et (v) plusieurs virus à ARN (e.g. EMCV, 

HCV) ont dans leur région 5’ UTR une structure de type IRES. 

 

a - Les protéases virales 

Les protéines eIF4G et PABP, impliquées dans l’initiation de la traduction coiffe-

dépendante, peuvent être clivées par de nombreuses protéases virales (Lloyd 2006; Walsh 

and Mohr 2011; Mohr and Sonenberg 2012). Plus rarement, les facteurs d’initiation eIF4A 

et eIF5B peuvent aussi être clivés (Belsham et al. 2000; de Breyne et al. 2008). 

 

Clivage de eIF4G 

Certains picornavirus, comme PV (PolioVirus) et FMDV (Foot-and-Mouth Disease 

Virus), codent pour une protéase capable de cliver le facteur d’initiation eIF4G (Figure 25). 

Ainsi, lors de l’infection par PV, la protéase 2A (2Apro) clive eIF4G, libérant un fragment 

amino-terminal et un fragment carboxyl-terminal (Ventoso et al. 1998). Le fragment N-

terminal contient les domaines de liaison à PABP et à eIF4E, et le fragment C-terminal 

(appelé p100) contient les domaines de liaison à eIF4A et eIF3. La protéase L (Lpro, 

Leader protease) de FMDV clive également eIF4G en deux fragments (Lamphear et al. 

1995). Le site de clivage de 2Apro est situé entre les résidus d’acides aminés 681/682, alors 

 
1 Le génome du Mimivirus de 1.2 megabases contient 8 gènes codant pour des composants 

essentiels de l’appareil de traduction protéique : 4 aminoacyl tRNA synthetases, et 4 facteurs d’initiation, 

d’élongation et de terminaison (Raoult et al. 2004). 
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que Lpro clive entre les résidus d’acides aminés 674/675 (Glaser and Skern 2000). Dans 

les deux cas, le recrutement du complexe 43S PIC sur la coiffe des ARNm cellulaires est 

impossible et leur traduction est totalement inactivée. Par contre, le fragment C-terminal 

de eIF4G associé à eIF4A, eIF3 et au ribosome est suffisant pour la traduction des ARNm 

viraux (Ohlmann et al. 1996). 

Les sites de clivage de la protéase (PR) de HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus-1) 

sont différents de ceux des protéases des picornavirus (Ventoso et al. 2001; Prévôt et al. 

2003a). Ce clivage en trois fragments de eIF4G entraîne alors l’inhibition du balayage du 

ribosome. Par ailleurs, la protéase PR clive uniquement eIF4GI, alors les protéases 2Apro 

et Lpro clivent indifféremment les facteurs eIF4GI et eIF4GII (Ohlmann et al. 2002; 

Perales et al. 2002). 

 

 

 

Figure 25 : Clivage de eIF4G par les protéases virales. La protéase 2A (2Apro) de PV et la 

protéase L (Lpro) de FMDV clivent eIF4G entre le domaine de liaison à eIF4E et le site de liaison à l’ARN 

(RRM). La protéase (PR) de HIV-1 a deux sites de clivage : le premier situé entre le domaine RRM et le 

domaine de liaison à eIF4A, et le second situé entre les domaines de liaison à eIF3 et eIF4A. 

 

Clivage de PABP 

La protéine PABP est une cible privilégiée au cours des infections virales (Smith and 

Gray 2010). De façon remarquable, la protéase 2Apro de PV, qui a comme substrat le 

facteur eIF4G, clive aussi PABP (Figure 26). Le site de clivage de 2Apro est situé dans le 

domaine « Linker » de PABP, ce qui dissocie la région N-terminale contenant les RRM de 

la région C-terminale impliquée dans les interactions protéine-protéine (Joachims et al. 

1999). Cette activité de 2Apro de PV n’est pas conservée par la Lpro de FMDV, qui clive 

uniquement eIF4G. De plus, le poliovirus code pour la protéase 3C (3Cpro) qui a trois sites 

de clivage dans le domaine « Linker » (Kuyumcu-Martinez et al. 2002). Cette protéolyse 

de PABP par 2Apro et 3Cpro de PV ne modifie pas la stabilité des ARNm, mais inhibe la 

traduction des ARNm polyadénylés (Kuyumcu-Martinez et al. 2004). Enfin, la protéase 
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(PR) de HIV-1 clive la protéine PABP à la fois dans le RRM3 et dans son domaine « Linker » 

(Alvarez et al. 2006). Le clivage par PR de eIF4G et PABP inhibe l’initiation de la traduction 

coiffe- et poly(A)-dépendante, mais n’affecte pas la traduction de l’ARN génomique de 

HIV-1 (Castello et al. 2009). 

 

 

 

Figure 26 : Clivage de PABP par les protéases virales. Les protéases 2A (2Apro) et 3C (3Cpro) 

de PV clivent PABP respectivement une et trois fois dans son domaine « Linker ». La protéase (PR) de 

HIV-1 a deux sites de clivage dans la protéine PABP : un premier dans le RRM3 et un second dans le 

domaine « Linker ». 

 

b - Les séquences IRES 

En parallèle à la voie classique d’initiation de la traduction dépendante de la coiffe des 

ARNm, il existe au moins deux alternatives possibles. La première, caractérisée très 

récemment, est dépendante des modifications m(6)A (N6-methyladenosine) des ARNm1 

(Meyer et al. 2015; Wang et al. 2015b; Zhou et al. 2015a). Ces travaux révèlent deux 

mécanismes possibles d’initiation de la traduction par les m(6)A : (i) la présence de m(6)A 

dans la région 5’ UTR de l’ARNm permet le recrutement du complexe 43S PIC via une 

interaction directe avec le facteur d’initiation eIF3 (Meyer et al. 2015) ; (ii) la protéine 

YTHDF1, qui lie spécifiquement les m(6)A dans la région 3’ UTR de l’ARNm, est associée 

avec certains facteurs d’initiation et le ribosome, et facilite ainsi leur recrutement grâce à 

la conformation « closed-loop » de l’ARNm (Wang et al. 2015b). Il est intéressant de noter 

que les méthylations m(6)A de l’ARNm ne modifient la traduction qu’en condition de 

stress cellulaire (Zhou et al. 2015a). 

 
1 La méthylation m(6)A est la modification interne la plus fréquente des ARNm (environ 20 % du 

transcriptome chez les mammifères) (Fu et al. 2014; Meyer and Jaffrey 2014; Gilbert et al. 2016). 
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La seconde alternative possible d’initiation de la traduction est dépendante des IRES 

(Internal Ribosome Entry Sites). Ces séquences très structurées, localisées le plus souvent 

dans la région 5’ UTR de l’ARNm1, permettent un recrutement direct de la sous-unité 40S 

du ribosome à proximité du codon d’initiation (Hellen 2009; Thompson 2012). Les IRES 

ont été initialement caractérisés chez les virus, mais ils ont été depuis fonctionnellement 

identifiés dans plus de 80 ARNm cellulaires, dont l’ARNm codant pour le proto-oncogène 

c-myc (Jackson 2013). 

 

 

Figure 27 : L’initiation de la traduction dépendante des IRES. Les IRES viraux peuvent être 

classés en quatre types principaux. Pour chaque type de séquence IRES sont représentés la structure 

secondaire d’un prototype, ainsi que les facteurs d’initiation nécessaires au recrutement de la sous-unité 

40S du ribosome (adapté de (Jackson et al. 2010a)). 

 
1 L’analyse à haut débit avec un gène rapporteur bicistronique de séquences d’ARNm de 174 nt, 

d’origine virale ou cellulaire, a démontré la présence de séquences IRES non seulement dans les régions 

5’ UTR, mais aussi de façon surprenante dans les séquences codantes et les régions 3’ UTR de certains 

ARNm (Gebauer and Hentze 2016; Weingarten-Gabbay et al. 2016). 
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Les IRES viraux peuvent être classés en quatre types, en fonction de leur besoin en 

facteurs d’initiation, de leur structure secondaire et de leur localisation par rapport au 

codon d’initiation (Jackson et al. 2010a; Lozano and Martínez-Salas 2015) (Figure 27). Les 

IRES de type 1 et 2 de la famille des Picornaviridae ont une taille d’environ 450 

nucléotides, et n’ont pas besoin du facteur d’initiation eIF4E. Les IRES de type 1 (e.g. PV, 

PolioVirus) sont séparés du codon d’initiation par une région de 100 à 150 nucléotides 

balayée par le complexe 43S PIC, alors que les IRES de type 2 (e.g. EMCV, 

EncephaloMyoCarditis Virus) recrute le 43S PIC directement sur le codon d’initiation (Yu 

et al. 2011; Sweeney et al. 2014). Les IRES de type III de la famille des Flaviviridae (e.g. 

HCV, Hepatitis C Virus) ont une longueur d’environ 300 nucléotides, et recrutent 

directement le 43S PIC grâce à une interaction avec le facteur eIF3 (Hashem et al. 2013). 

Enfin, les IRES de type IV de la famille des Dicistroviridae (e.g. CrPV, Cricket Paralysis 

Virus) ont une taille assez courte d’environ 200 nucléotides. De façon remarquable, ils 

n’ont pas besoin de facteur d’initiation et ils sont capables de recruter directement la sous-

unité 40S du ribosome en absence de eIF2-TC et de Met-tRNAi (Costantino et al. 2008; 

Fernández et al. 2014). La famille des Retroviridae, dont les ARNm contiennent à la fois 

une structure coiffe et IRES, ne fait pas partie de cette classification. Les IRES des 

Retroviridae sont plus proches fonctionnellement des IRES cellulaires, car la traduction 

de l’ARNm viral peut être initiée soit par la coiffe, soit par la séquence IRES (Balvay et al. 

2007). 

La traduction efficace initiée par les IRES cellulaires et certains IRES viraux nécessite 

également des protéines de liaison à l’ARN appelés ITAF (IRES Trans-Acting Factors). De 

nombreux ITAF ont été caractérisés comme les protéines PTB (Polypyrimidine-Tract-

Binding protein) (Kafasla et al. 2010), PCBP2 (Poly(rC)-Binding Protein 2) (Blyn et al. 

1997), ou La (Lupus antigen) (Meerovitch et al. 1989). Toutes ces RBPs interagissent avec 

les IRES mais ne sont pas responsables du recrutement de la sous-unité 40S du ribosome. 

Leur action serait comparable à des chaperonnes, en favorisant le repliement correct des 

structures secondaires de l’ARN (King et al. 2010). Ceci illustre à nouveau le rôle majeur 

des RBPs dans le contrôle de la traduction des ARNm. 
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CHAPITRE II 

LA PROTÉINE EB2 : UNE RBP VIRALE MULTI-FONCTIONNELLE 

 

I - Le Virus d’Epstein-Barr (EBV) 

 

Le Virus d’Epstein-Barr (EBV), aussi appelé HHV-4 (Human HerpesVirus-4), fut au 

milieu des années 1960 le premier virus oncogène humain identifié (Epstein et al. 1964). 

La découverte de ce virus en 1964 fut l’aboutissement de plusieurs années de recherche 

menées par Sir Anthony Epstein, Bert Achong et Yvonne Barr, en collaboration avec le 

chirurgien britannique Denis Burkitt. Ce dernier, qui exerça pendant près de vingt ans en 

Ouganda, fut le premier à décrire en 1958 la présence de tumeurs lymphoïdes localisées 

aux niveaux des maxillaires supérieures et de l’abdomen de jeunes enfants africains 

(Burkitt 1958). Ce lymphome, dit de Burkitt (BL), représentait alors la tumeur la plus 

fréquemment rencontrée chez les enfants en Afrique de l’Est. La distribution géographique 

des tumeurs, ainsi que les conditions climatiques associées, étaient selon Burkitt en faveur 

de l’hypothèse d’un agent infectieux (Burkitt 1962). Ces données épidémiologiques furent 

l’objet de nombreuses conférences au Royaume-Uni. Le virologue Anthony Epstein, qui 

assista à l’une d’entre elles, fut particulièrement intéressé par ces travaux et initia une 

collaboration avec Denis Burkitt afin de rechercher la présence éventuelle de particules 

virales au sein de biopsies issues de tumeurs congelées. Ainsi, Anthony Epstein et son 

étudiante Yvonne Barr rapportèrent en 1964 l’établissement des premières lignées 

cellulaires à partir de biopsie de BL (Epstein and Barr 1964). La même année, l’examen en 

microscopie électronique de ces lignées cellulaires permit à Epstein, Barr et Achong 

d’observer des particules virales ayant la morphologie des herpèsvirus mais n’ayant pas 

d’effet cytopathique sur des cellules permissives aux herpèsvirus connus à l’époque 

(Epstein et al. 1964) ; ce nouvel agent infectieux fut nommé Virus d’Epstein-Barr. En 1968, 

des études séro-épidémiologiques démontrèrent qu’EBV infecte plus de 90 % de la 

population adulte mondiale et qu’il constitue l’agent causal de la mononucléose infectieuse 

(MNI) (Henle et al. 1968). À la même époque, différentes équipes mirent en évidence l’une 

des propriétés fondamentales d’EBV : sa capacité d’immortaliser des lymphocytes B in 

vitro en lignée cellulaire lymphoblastoïde (LCL), soulignant ainsi les propriétés 

étiologiques de ce virus (Pope 1967; Henle et al. 1967; Gerper et al. 1969). Par la suite, les 

équipes de Harald zur Hausen et de George Klein montrèrent indépendamment dans les 

années 1970 la présence de génomes viraux d’EBV dans les cellules de BL et de carcinomes 
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de rhinopharynx (NPC) (Hausen et al. 1970; Gunvén et al. 1970; Kaschka-Dierich et al. 

1976), ce qui constitua un argument supplémentaire d’un lien étiologique entre EBV et 

certains cancers. Depuis, il a été montré qu’EBV est impliqué dans de nombreuses 

pathologies humaines que nous préciserons brièvement à la fin de cette partie, après avoir 

décrit successivement les principales caractéristiques et le cycle biologique de ce virus. 

 

1. Généralités sur le virus EBV 

a - Taxonomie 

Le virus d’Epstein-Barr appartient à la famille des Herpesviridae, une famille de virus 

particulièrement répandue dans le règne animal1 et dont huit de ses membres sont 

strictement humains. Tous les herpèsvirus partagent des propriétés communes 

structurales et physiologiques. Ce sont des virus enveloppés à ADN double brin qui 

persistent de façon définitive dans l’hôte infecté après la primo-infection. L’infection 

persiste sous une forme latente mais conduit selon une fréquence variable à des phases de 

réactivation du cycle productif qui correspondent à une reprise de la multiplication active 

du virus. 

Les herpèsvirus humains sont répartis en trois sous-familles définies principalement 

selon leur tropisme cellulaire et la durée de leur cycle productif : 

 - les Alphaherpesvirinae regroupent les virus herpès simplex de type 1 et 2 (HSV-1 

ou HHV-1 et HSV-2 ou HHV-2) et le virus de la varicelle et du zona (VZV ou HHV-3) ; 

 - les Betaherpesvirinae sont constitués du cytomégalovirus humain (HCMV ou 

HHV-5) et des herpèsvirus humains 6 et 7 (HHV-6 et HHV-7) ; 

 - les Gammaherpesvirinae comprennent le virus d’Epstein-Barr (EBV ou HHV-4) 

et l’herpèsvirus associé au sarcome de Kaposi (KSHV ou HHV-8). 

Les herpèsvirus humains ont tous un pouvoir pathogène (Tableau 3). Ils sont réactivés 

plus fréquemment chez les sujets immunodéprimés et, dans ce contexte, les manifestations 

cliniques associées à la primo-infection ou aux réactivations sont plus sévères. Ce 

comportement opportuniste des herpèsvirus humains explique la gravité de certaines 

maladies qui leur sont associées. 

 

 
1 La dernière classification officielle de l’ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) 

datant de Juillet 2016 dénombre au total 88 virus dans cette famille (Adams et al. 2016). 
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Virus Sous-famille Tropisme cellulaire Pathologies associées 

HSV-1 a-herpesvirinae 
ganglions nerveux, 

cellules épithéliales 

Herpès orofacial et génital, 
encéphalites, kératites 

HSV-2 a-herpesvirinae 

VZV a-herpesvirinae cellules épithéliales varicelle, zona 

CMV b-herpesvirinae 

monocytes, 

cellules épithéliales et 
musculaires 

syndrome mononucléosique, 
hépatite, rétinite, pneumonie 

HHV-6 b-herpesvirinae 

lymphocytes B et T, 

cellules épithéliales et 
nerveuses 

roséole, encéphalite, 
myocardites 

HHV-7 b-herpesvirinae 
lymphocytes T, 

cellules épithéliales 
roséole 

EBV g-herpesvirinae 
lymphocytes B, 

cellules épithéliales 

mononucléose infectieuse, 
lymphomes, carcinomes 

KSHV g-herpesvirinae lymphocytes B 
lymphomes, 

sarcome de Kaposi 
 

Tableau 3 : Principales pathologies associées aux herpèsvirus humains. 

 

b - Structure du virion 

Le virion d’EBV mesure entre 100 et 200 nm de diamètre et présente une structure 

comparable à celle de tous les autres herpèsvirus (Figure 28). Les particules virales 

comportent : 

 - le nucléoïde, qui est constitué d’une molécule linéaire d’ADN bicaténaire de 172 

Kpb enroulée autour d’une structure protéique fibrillaire appelée « core » ; 

 - une capside icosaédrique constituée de 162 sous-unités ou capsomères ; 

 - un tégument, constitué d’une couche fibreuse de phosphoprotéines, qui entourent 

la nucléocapside ; 

 - une enveloppe composée d’un double feuillet lipidique, dérivé des membranes 

plasmique ou cellulaire de la cellule hôte, et de glycoprotéines virales. 
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Figure 28 : Observation en microscopie électronique de particules virales d’EBV dans des 

coupes de lignées lymphoblastoïdes. (A) Une particule mature délimitée par deux membranes 

renfermant un nucléoïde dense est visible (désignée par une flèche longue) ainsi qu’une particule 

immature entourée d’une seule membrane (désignée par une flèche courte). La lettre « m » désigne les 

mitochondries (x 42 000). (B) Détail d’une particule virale mature ayant un diamètre de 115 nm (x 213 

500). D’après (Epstein 1965). 

 

c - Caractéristiques du génome viral 

Le génome d’EBV a été entièrement séquencé et publié en 1984 (Baer et al. 1984), à 

partir de la souche virale de référence B95-8 issue de lymphocytes B de marmosets infectés 

par EBV. Ce séquençage a été réalisé à partir d’une banque de fragments d’ADN viral, 

générés après digestion par l’enzyme de restriction BamHI. Les fragments ainsi obtenus 

ont été clonés puis séquencés, ce qui a permis d’établir la nomenclature officielle des ORFs 

(Open Reading Frames) d’EBV. Ainsi, plus d’une centaine d’ORFs ont pu être mis en 

évidence et répertoriés selon : (i) le fragment de restriction BamHI dans laquelle elles 

démarrent (classé de A à Z, puis de a à h, en fonction de leur taille décroissante) ; (ii) leur 

sens de lecture, vers la gauche (L, Leftward) ou vers la droite (R, Rightward) ; et (iii) leur 

position dans ce fragment (e.g. BMLF1 pour BamHI M Leftward Frame 1 est la première 

ORF transcrite vers la gauche du fragment M de restriction BamHI). 

La comparaison de la séquence de la souche virale B95-8 avec celle d’autres souches 

virales purifiées à partir de BL a révélé l’existence de deux variants d’EBV : EBV-1 et -2 (ou 

EBV de types A et B), présentant un polymorphisme dans la séquence de certains gènes de 

latence (Adldinger et al. 1985; Dambaugh et al. 1984). Des études épidémiologiques ont 

montré que le virus de type 1 est prédominant (mais pas exclusif) dans les pays occidentaux 

alors que les deux types viraux sont largement répandus en Afrique équatoriale et en 
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Nouvelle Guinée (Zimber et al. 1986). Toutefois, même si des études in vitro ont montré 

que le pouvoir transformant d’EBV-1 est supérieur à celui d’EBV-2 (Rickinson et al. 1987), 

aucune corrélation précise n’a pu être mise en évidence entre les variations génétiques de 

ces deux isolats et la fréquence de certaines maladies associées à EBV (Palser et al. 2015). 

 

2. Cycle biologique d’EBV 

Le fait que plus de 90 % de la population adulte mondiale soit chroniquement infectée 

par EBV reflète plusieurs propriétés remarquables de ce virus : (i) sa capacité à facilement 

se disséminer au sein de la population humaine, (ii) sa capacité à établir une infection 

latente et persistante chez son hôte et enfin, (iii) sa capacité à produire une grande quantité 

de virus après réactivation de son cycle productif. 

 

a - Mode de transmission 

L’infection par EBV s’effectue le plus souvent par la salive (Niederman et al. 1976), ce 

qui permet au virus de franchir la muqueuse de l’oropharynx. Le virus peut également se 

transmettre de la mère à l’enfant in utero ou au cours de l’allaitement (Meyohas et al. 1996; 

Junker et al. 1991). Ces modes de transmission expliquent en grande partie le caractère 

quasi-ubiquitaire et précoce de la primo-infection par EBV. Le virus peut aussi être détecté 

au niveau du col utérin et ainsi être retrouvé dans des ulcérations vulvaires (Andersson-

Ellström et al. 1997; Portnoy et al. 1984). Cependant, la transmission par voie sexuelle reste 

très controversée car le virus est faiblement retrouvé dans les sécrétions génitales (Thomas 

et al. 2006). Des transmissions d’EBV par voie sanguine (Tattevin et al. 2002), par greffe 

de moelle osseuse ou par transplantation d’organe ont aussi été décrites (Gratama et al. 

1988). 

 

b - Infection et latence virale 

Les organes cibles de la primo-infection par EBV sont majoritairement localisés dans 

la zone oropharyngée. Il a été montré que le virus pouvait infecter à la fois des lymphocytes 

B et des cellules épithéliales au niveau de cette zone (Kobayashi et al. 1998; Pegtel et al. 

2004). Le modèle actuel d’infection suggère qu’EBV infecterait en premier les cellules 

épithéliales, dans lesquelles il établirait une réplication lytique, et les particules virales 

produites infecteraient ensuite leur cibles principales (i.e. les lymphocytes B) (Hadinoto et 

al. 2009; Thorley-Lawson et al. 2013). 
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Les lymphocytes B constituent le réservoir viral chez la majorité des individus infectés. 

En effet, il a été montré que 1 à 10 cellules B mémoires sur 500 000 sont infectées par EBV 

(Thorley-Lawson and Gross 2004). L’entrée du virus dans ces cellules nécessite une 

interaction entre les glycoprotéines virales gp350/220 et la molécule cellulaire CD21 (aussi 

appelée CR2, récepteur des fractions C3d et C3g du complément) (Tanner et al. 1987). Elle 

nécessite également une seconde interaction entre les glycoprotéines gH/gL/gp42 et la 

molécule de CMH de classe II (Haan et al. 2000; Mullen et al. 2002), permettant ainsi la 

fusion de l’enveloppe virale avec la membrane plasmique et la libération des 

nucléocapsides dans le cytosol (Shannon-Lowe and Rowe 2014; Möhl et al. 2016). 

Le mécanisme d’infection des cellules épithéliales par EBV est différent de celui des 

lymphocytes B car le récepteur membranaire CD21 n’est pas exprimé par les cellules 

épithéliales. Une étude très récente a identifié le récepteur NRP1 (Neuropilin 1) comme 

facteur d’entrée d’EBV dans ces cellules (Wang et al. 2015a). 

 

 
 

Figure 29 : Étapes précoces de l’infection par EBV aboutissant à la latence virale. 

L’attachement à des récepteurs membranaires de la particule virale enveloppée permet la fusion de 

l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, et la libération de la nucléocapside dans le cytosol. La 

capside est transportée grâce au réseau de microtubules puis l’ADN viral est éjecté dans le noyau où il 

se circularise. La phase de latence virale débute alors au cours de laquelle seul un nombre restreint de 

gènes viraux sont exprimés. 

 

Très peu d’études se sont intéressées au transport des nucléocapsides dans le cytosol. 

Par analogie avec les travaux réalisés sur le virus HSV-1, on suppose qu’après libération 
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dans le cytosol, la nucléocapside d’EBV migre jusqu’au noyau le long des microtubules 

grâce aux protéines motrices dynéines (Sodeik et al. 1997; Dohner et al. 2002). 

L’interaction entre des protéines de la capside virale et certains composants des pores 

nucléaires permet alors l’entrée du génome viral dans le noyau (Ojala et al. 2000; Shahin 

2006). À ce stade, l’ADN viral se circularise grâce à ses régions terminales répétées et 

prend sa forme épisomique (Alfieri et al. 1991). In vitro, on retrouve ainsi de 1 à 100 copies 

de génome viraux dans le noyau de cellules B infectées (Figure 29). 

La primo-infection des lymphocytes B est suivie par une entrée d’EBV en phase de 

latence, permettant au virus de persister toute la vie de l’individu infecté. Cette phase est 

caractérisée par deux éléments : d’une part, l’absence de production de particules virales, 

et d’autre part, l’expression de gènes viraux dits « de latence » (Kempkes and Robertson 

2015; Lieberman 2016). 

Les produits des gènes de latence regroupent six protéines nucléaires EBNA (Epstein-

Barr Nuclear Antigen) : EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C et -LP, trois protéines membranaires 

LMP (Latent Membrane Protein) : LMP-1, -2A et -2B, deux ARN non codant nucléaires 

EBER (Epstein-Barr Encoded RNA) : EBER-1 et -2, et 44 microARN produits à partir de 

deux régions de sens opposé du génome viral miR-BHRF1 et miR-BART1. L’expression des 

gènes de latence permet, d’une part, d’induire la prolifération et la transformation des 

cellules infectées, et d’autre part, de contrôler le système immunitaire afin que ces cellules 

ne soient pas reconnues et éliminées (Rickinson and Kieff 2007; Lieberman 2013; 2014; 

Kang and Kieff 2014; Münz 2016). 

 

c - Cycle viral productif 

Le cycle productif du virus d’Epstein-Barr, comme celui de tous les herpèsvirus, se 

caractérise par l’expression séquentielle des gènes viraux aboutissant ainsi à la production 

de nouveaux virions (Kenney and Mertz 2014; Chiu and Sugden 2016). Une caractéristique 

structurale commune à tous les herpèsvirus est que la majorité des gènes viraux exprimés 

au cours du cycle productif sont dépourvus d’intron. 

Les mécanismes à l’origine de l’activation du cycle productif in vivo sont peu 

caractérisés. Par contre, il est possible d’initier le cycle productif in vitro grâce à différents 

agents comme le TPA (12-O-tétradécanoyl-phorbol-13-acétate) associé au BA (acide 

butyrique) (Hausen et al. 1978), les anti-immunoglobulines (Takada and Ono 1989) ou 

 
1 Les premiers miRNA d’origine virales ont été identifiés chez le virus EBV (Pfeffer et al. 2004). 
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encore le TGF-b (Fahmi et al. 2000). Ces activateurs chimiques et biologiques vont 

modifier le degré d’acétylation des histones, rendant ainsi la chromatine au niveau de 

certains promoteurs viraux accessible à des facteurs de transcription. 

Le cycle productif débute par l’expression des gènes immédiats précoces (IE, 

Immediate Early) BZLF1 et BRLF1 (Figure 30). Ces deux gènes codent pour deux facteurs 

de transcription, les protéines EB1 (Chevallier-Greco et al. 1986; Countryman et al. 1987) 

et R (Gruffat et al. 1990; Manet et al. 1991; Hardwick et al. 1988). Ainsi, il a été montré que 

l’expression ectopique de la protéine EB1 dans des cellules infectées par EBV est suffisante 

à l’induction du cycle viral productif. Les deux protéines EB1 et R interagissent directement 

et sous forme homodimérique avec certaines régions présentes dans les séquences 

promotrices des gènes viraux précoces (Kieff and Rickinson 2007). 

Les gènes précoces (E, Early) sont définis comme les gènes viraux exprimés avant la 

réplication de l’ADN viral ; ils sont tous exprimés sous le contrôle d’un promoteur avec un 

ou plusieurs sites de fixation des protéines EB1 et R. Parmi les produits de ces gènes, on 

retrouve la protéine EB2, dont nous détaillerons la fonction dans la seconde partie de ce 

chapitre. On trouve également la protéine BcRF1 qui est une protéine TBP-like (TATA box-

Binding Protein-like) indispensable à l’expression des gènes viraux tardifs (Gruffat et al. 

2012). Nos travaux très récents montrent que cette protéine forme un complexe avec 5 

autres protéines virales (BGLF3, BVLF1, BDLF3.5, BDLF4 et BFRF2), capable d’interagir 

avec l’ARN polymérase II et d’activer la transcription des gènes tardifs d’EBV (annexe IV - 

(Aubry et al. 2014)). Les autres produits des gènes précoces sont principalement des 

protéines impliquées dans la réplication de l’ADN viral. 

Le génome viral épisomique est ensuite répliqué dans le noyau selon le mécanisme 

uni-directionnel dit « de cercle roulant ». Cette réplication nécessite (i) une origine de 

réplication OriLyt (Hammerschmidt and Sugden 1988) et (ii) un complexe viral de 

réplication composé de l’ADN polymérase BALF5 associé à son facteur de processivité 

BMRF1, d’une protéine de liaison à l’ADN simple brin BALF2, d’une hélicase BBLF4, d’une 

primase BSLF1 et de son facteur associé BBLF2/3 (Fixman et al. 1992). 

Après réplication de l’ADN viral, les gènes tardifs (L, Late) sont exprimés. De manière 

très intéressante, le promoteur de ces gènes contient une boîte TATT (Serio et al. 1998), 

dont la séquence diffère d’un seul nucléotide par rapport à celle de la boîte TATA 

canonique, capable d’interagir spécifiquement avec la protéine TBP-like virale BcRF1 

(Gruffat et al. 2012; Aubry et al. 2014; Gruffat et al. 2016). Les produits des gènes tardifs 

sont essentiellement des protéines structurales du virus (protéines de capside, du 

tégument et des glycoprotéines d’enveloppe) (Kieff and Rickinson 2007). 
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Figure 30 : Cycle productif du virus d’Epstein-Barr. Les gènes viraux immédiats précoces (IE) 

sont exprimés, puis les gènes précoces (E), et enfin les gènes tardifs (L) une fois que le génome viral a 

été répliqué. Après assemblage des protéines de capside et de l’ADN viral néosynthétisé, la 

nucléocapside bourgeonne au niveau de la membrane nucléaire interne pour former dans l’espace 

périnucléaire une particule enveloppée. Cette particule fusionne alors avec la membrane nucléaire 

externe et est libérée dans le cytosol. Dans le cytoplasme, la nucléocapside s’associe à l’appareil de Golgi 

et bourgeonne une seconde fois. Le virion d’EBV enveloppé est alors libéré par exocytose. 

 

Comme pour les étapes entre l’entrée du virus et la circularisation du génome viral 

dans le noyau, peu d’études décrivent le trafic intracellulaire et la sortie des virions 

infectieux d’EBV. Par analogie avec les autres herpèsvirus, on suppose que, une fois le 

génome viral linéaire empaqueté dans la capside, cette dernière bourgeonne au niveau de 

la membrane interne du noyau, s’entourant ainsi d’une première enveloppe. Ce virion 

primaire traverse l’espace périnucléaire et fusionne avec la membrane externe du noyau, 

permettant la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme où celle-ci va s’entourer 

d’une matrice fibreuse constituée par les protéines du tégument (Bigalke et al. 2014; 

Bigalke and Heldwein 2015). La nucléocapside et son tégument s’associent alors aux 

glycoprotéines d’enveloppe maturées dans l’appareil de Golgi et bourgeonnent à l’intérieur 

des vésicules de sécrétion du réseau trans-Golgi (TGN). Enfin, ces vésicules contenant le 

virion fusionnent avec la membrane plasmique des cellules, libérant ainsi une particule 

virale enveloppée (Mettenleiter et al. 2009; Johnson and Baines 2011) (Figure 30). 
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3. Physiologie de l’infection in vivo 

Les mécanismes d’infection par EBV, de persistance et de réplication du virus sont très 

mal caractérisés in vivo. Le modèle actuel résulte de deux observations : (i) les lymphocytes 

B mémoires sont le siège de l’infection latente in vivo du virus (Babcock et al. 1998), et (ii) 

le cycle viral productif se déroule exclusivement dans des cellules différenciées (Laichalk 

and Thorley-Lawson 2005). 

Ainsi, le modèle de primo-infection par EBV postule que le virus provenant de la salive 

échangée lors d’un baiser avec un individu contaminé, infecte en premier les cellules 

épithéliales de l’oropharynx, ce qui lui permet de franchir la barrière naturelle de 

l’épithélium (Thorley-Lawson et al. 2008; Hislop 2015). Ce passage dans les cellules 

épithéliales est associé à une amplification des virions (Hadinoto et al. 2009; Temple et al. 

2014). Le virus rejoint ensuite les tissus lymphatiques où il infecte les cellules B naïves 

(Babcock and Thorley-Lawson 2000). 

L’expression du génome viral dans le lymphocyte B naïf infecté induit son activation 

et sa prolifération, selon un mécanisme qui mime celui induit par la reconnaissance d’un 

antigène (Thorley-Lawson 2005; Price and Luftig 2015). Cette induction est le résultat 

d’un profil d’expression dans lequel la totalité des gènes de latence (9 protéines + 2 ARNnc 

+ 44 miRNA) sont exprimés (latence de type III) (Babcock et al. 2000; Joseph et al. 2000). 

Le lymphocyte B activé migre ensuite vers le follicule et initie un centre germinatif 

(Roughan and Thorley-Lawson 2009; Roughan et al. 2010). À ce stade, le profil 

d’expression des gènes de latence est modifié (latence de type II) car 6 protéines virales ne 

sont plus exprimées. Les produits des gènes de latence de type II permettent au 

lymphocyte B infecté à la fois d’échapper à l’apoptose et de se différencier en lymphocyte 

B mémoire (Hislop et al. 2007; Rickinson et al. 2014). 

Une fois la cellule B différenciée en lymphocyte B mémoire, elle quitte le centre 

germinatif et se retrouve alors dans le sang périphérique (Laichalk et al. 2002; Tracy et al. 

2012). À ce stade, plus aucune protéine virale n’est exprimée (latence de type 0)1, ce qui 

permet au virus d’échapper complètement au système immunitaire et de rester 

indéfiniment dans l’organisme. Un dernier type de latence (latence de type I) est 

caractéristique des lymphocytes B mémoires en division (Hochberg et al. 2004). Ceux-ci 

expriment uniquement la protéine de latence EBNA-1 qui joue un rôle essentiel dans le 

maintien et la ségrégation du génome viral (Frappier 2012) (Figure 31). 

 
1 Les ARNnc EBERs et les miR-BART continuent d’être exprimés en latence 0 (Moss et al. 2013; 

Qiu et al. 2015). 
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Figure 31 : Modèle de persistance et de réplication in vivo d’EBV. Le virus infecte les cellules 

de l’épithélium où il est probablement amplifié. Il infecte ensuite les lymphocytes B naïfs dans les tissus 

lymphoïdes. L’expression des gènes de latence III induit l’activation du lymphocyte B infecté qui initie 

un centre germinatif puis, l’expression des gènes de latence II induit la migration de ce lymphocyte dans 

le sang périphérique et sa différenciation en cellule B mémoire exprimant seulement les gènes de latence 

0. Lors des rares divisions du lymphocyte B mémoire, les gènes de latence I sont exprimés, assurant 

ainsi la répartition équitable des génomes viraux dans les deux cellules filles. Après différenciation du 

lymphocyte B mémoire infecté en plasmocyte, le cycle viral productif est réactivé, ce qui aboutit à la 

libération de nouveaux virions capables d’infecter d’autres cellules cibles chez l’individu infecté ou chez 

un nouvel hôte (adapté de (Thorley-Lawson and Allday 2008)). 
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Les signaux d’activation du cycle viral productif in vivo sont totalement inconnus. On 

sait cependant que l’activation du cycle productif est associée à la différenciation des 

lymphocytes B mémoires en plasmocytes (Kraus et al. 2001; Laichalk and Thorley-Lawson 

2005). Cette différenciation entraîne la migration des plasmocytes infectés à travers le 

tissu lymphoïde jusqu’aux cellules de la muqueuse épithéliale (Shannon-Lowe et al. 2006; 

Shannon-Lowe and Rowe 2011). Les particules virales sont ensuite libérées dans le milieu 

extracellulaire, provoquant la lyse des cellules infectées, c’est pourquoi le terme « cycle 

lytique » est parfois utilisé. Les nouvelles particules virales infectent alors les cellules 

épithéliales, dans lesquelles les virions sont amplifiés avant d’être relâchés notamment 

dans la salive de l’individu infecté (Shapiro et al. 2008; Huynh and Rong 2012). 

 

4. Pathologies associées à EBV 

Historiquement, le virus d’Epstein-Barr a été identifié de par son association avec le 

lymphome de Burkitt (Burkitt 1958). Depuis, il a été associé au développement de 

nombreux lymphomes et carcinomes humains avec une incidence plus ou moins forte 

selon le type de cancer (Tableau 4) (Kutok and Wang 2006; Sugden 2014; Taylor et al. 

2015; Rochford et al. 2016). Le développement des cancers n’est jamais le résultat d’une 

cause unique ; il est la conséquence des interactions complexes entre des facteurs internes 

(prédispositions génétiques, vieillissement…) et des facteurs externes (rayonnements, 

agents infectieux, alimentation, pollution…) (Hanahan and Weinberg 2011; Mesri et al. 

2014). Ainsi, le déclenchement des cancers liés à EBV nécessite des cofacteurs, comme une 

immunodépression due à une co-infection par le HIV ou à un traitement 

immunosuppresseur dans le cas de transplantation d’organes (Elgui de Oliveira et al. 2016; 

Jha et al. 2016). Le rôle précis d’EBV dans toutes ces pathologies reste cependant à être 

identifié. 

Des études épidémiologiques sur la population adulte mondiale ont montré qu’EBV 

est associé chaque année à environ 200 000 nouveaux cas de cancers, soit plus de 10 % 

des cancers associés à un virus (Parkin 2006; Cohen et al. 2011). 

En outre, une étude récente réalisée aux Etats-Unis sur des enfants âgés de 6 à 19 ans 

a montré que près de 40 % d’entre eux sont séro-négatifs pour EBV (Dowd et al. 2013). La 

primo-infection par EBV à l’adolescence est, dans environ deux tiers des cas, responsable 

de la mononucléose infectieuse. Bien que celle-ci soit considérée comme une maladie 

bénigne, 10 % des individus ont des symptômes qui persistent 6 mois ou plus, et 1 % ont 

de graves complications (encéphalite, myocardite et/ou thrombopénie). 
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Tissus affectés et maladies Rôle du virus EBV 

Lymphoïde 

Lymphome de Burkitt (BL) endémique 

Lymphome de Burkitt (BL) lié à infection HIV 

Cofacteur, association clonale (100 % des cas) 

Association clonale (15-85 % des cas) 

Maladie de Hodgkin (HD) Association clonale (50-60 % des cas) 

Lymphomes cellules T et NK Association clonale 

Lymphomes PTLD Causal 

Maladie lymphoproliférative liée à X Causal 

Épithéliale 

Carcinome du rhinopharynx (NPC) Facteur essentiel (100 % d’association) 

Carcinome gastrique Association clonale 

Carcinome de la parotide Association clonale 

Leucoplasie chevelue de la langue Causal 

Lymphoïde et épithéliale 

Mononucléose infectieuse (MNI) Causal 

Divers 

Leiomyosarcome Association clonale 
 

Tableau 4 : Liste des principales maladies associées à EBV. 

 

L’ensemble de ces données épidémiologiques démontrent la nécessité de développer 

de nouveaux traitements antiviraux1 et un vaccin thérapeutique pour soigner les maladies 

associées au virus d’Epstein-Barr (Cohen 2015). Le développement récent d’un modèle 

d’infection par EBV de souris humanisées contribuera certainement à atteindre ces 

objectifs (Gujer et al. 2015). 

 

 
1 Des cas de résistance sont décrits aux traitements anti-herpétiques actuels, comme l’acyclovir et 

le gancyclovir, basés sur des analogues de nucléosides (Price and Prichard 2011). 
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II - La protéine EB2 et ses analogues : des régulateurs post-

transcriptionnels des gènes du cycle productif des herpèsvirus 

 

Contrairement aux gènes cellulaires, la très grande majorité des gènes viraux des 

herpèsvirus exprimés au cours du cycle productif ne contient pas d’intron. L’accumulation 

cytoplasmique des ARNm viraux transcrits à partir de ces gènes ne devrait pas être 

problématique étant donné que de tels ARNm existent naturellement dans la cellule1. Ces 

ARNm cellulaires, générés à partir de gènes sans intron, contiennent dans leur séquence 

codante une région consensus, appelée CAR (Cytoplasmic Accumulation Region) (Lei et 

al. 2011). Cette séquence leur permet de recruter directement certains composants du 

complexe d’export TREX indépendamment de la réaction d’épissage (Lei et al. 2011; 2013). 

Cependant, dans le cas des ARNm viraux des herpèsvirus, leur accumulation efficace dans 

le cytoplasme requiert obligatoirement l’expression d’une protéine virale. Cette protéine 

s’appelle EB2 chez EBV (Epstein-Barr Virus), ICP27 chez HSV-1 (Herpes Simplex Virus 

type-1), IE4 chez VZV (Varicella Zoster Virus), ORF57 chez KSHV (Kaposi’s Sarcoma-

associated HerpesVirus) et UL69 chez CMV (CytoMegaloVirus). Nous verrons dans cette 

partie, à travers l’exemple de la protéine EB2, que toutes ces protéines sont des régulateurs 

post-transcriptionnels multi-fonctionnels et indispensables à l’expression des gènes viraux 

sans intron. 

 

1. EB2 est indispensable à la production de virions 

La protéine EB2 (aussi appelée Mta ou SM) est codée par le gène BSLF2/BMLF1 qui 

contient un intron et est exprimée précocement au cours du cycle productif d’EBV. Elle a 

initialement été identifiée comme un facteur nécessaire à la transcription des gènes viraux 

précoces et tardifs du virus (Chevallier-Greco et al. 1986; Buisson et al. 1989). Ce n’est que 

plus tard qu’il a été montré qu’EB2 n’agit pas au niveau de l’initiation de la transcription 

des gènes viraux, mais durant les étapes post-transcriptionnelles (Ruvolo et al. 1998; 

Buisson et al. 1999). 

Afin d’étudier plus précisément le rôle de cette protéine dans le cycle viral productif, 

un virus recombinant amputé du gène codant pour la protéine EB2 a été généré (Gruffat 

 
1 5 % des gènes humains codant pour des protéines sont sans intron (Shabalina et al. 2010). Parmi 

ces ARNm, certains codent pour des protéines jouant un rôle majeur telles les histones, la protéine de 

choc thermique HSPB3, le facteur c-Jun du complexe AP1 ou les protéines interférons. 
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et al. 2002). Ainsi, il a pu être montré que suite à l’induction du cycle viral productif, les 

cellules infectées par un EBV recombinant n’exprimant pas EB2 ne produisent pas de 

particules virales. Par contre, lorsque ce déficit est trans-complémenté par l’expression 

ectopique d’EB2, des virions sont de nouveau efficacement produits (Gruffat et al. 2002). 

De manière intéressante, les protéines analogues des autres herpèsvirus (ICP27 de HSV-1, 

IE4 de VZV et ORF57 de KSHV) sont également indispensables à la production de novo de 

particules virales dans leur modèle d’infection respectif (Sacks et al. 1985; Sato et al. 2003; 

Han 2006). Seule la protéine UL69 du virus CMV ne semble pas indispensable à la 

production de virions, mais la cinétique de production est beaucoup plus lente qu’avec le 

virus sauvage (Hayashi et al. 2000). Cependant, si ces protéines semblent avoir des 

fonctions équivalentes, elles ne sont pas interchangeables. Ainsi, les protéines ICP27, 

ORF57 et UL69 ne restaurent pas la production de virions à partir de cellules infectées par 

un EBV recombinant amputé du gène codant la protéine EB2 (Gruffat et al. 2002). 

Réciproquement, EB2 est incapable de trans-complémenter un virus KSHV recombinant 

amputé du gène codant pour ORF57 (Han 2006). 

La génération du virus recombinant EBV amputé du gène codant pour EB2 a permis 

de mieux comprendre le rôle d’EB2 dans la production de nouveaux virions et notamment 

de confirmer le rôle majeur de ce facteur dans l’accumulation cytoplasmique de certains 

ARNm viraux. Ces ARNm ont la particularité d’être produits à partir de gènes dépourvus 

d’intron. En absence de la protéine EB2, ils sont soit complètement absents, soit présents 

en quantité bien inférieure dans le cytoplasme de la cellule hôte (Gruffat et al. 2002; 

Batisse et al. 2005). Il faut cependant noter que tous les ARNm viraux ne requièrent pas 

nécessairement la présence de la protéine EB2 pour être efficacement exportés dans le 

cytoplasme. En effet, une étude transcriptomique par microarrays a montré qu’environ la 

moitié des ARNm du cycle productif d’EBV sont strictement dépendants d’EB2 pour leur 

accumulation cytoplasmique (Han et al. 2007). Ces résultats ont été confirmé par une 

étude très récente de RNA-seq (RNA-sequencing) combinée à des RT-PCR quantitatives 

de tous les transcrits viraux (Thompson et al. 2016). Par ailleurs, la protéine EB2 n’a pas 

d’effet significatif sur les quelques ARNm viraux issus de gènes avec introns. 

Ainsi, la protéine EB2 est nécessaire à la production de nouveaux virions car elle 

permet l’accumulation cytoplasmique d’une proportion importante des ARNm viraux 

produits au cours du cycle productif. 
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2. Structure de la RBP virale EB2 et de ses analogues 

La protéine EB2 est une phosphoprotéine nucléaire de 479 acides aminés (60 kDa). Sa 

structure n’a pour l’instant pas encore été élucidée mais certains domaines importants 

pour sa fonction ont néanmoins été mis en évidence : elle contient, dans sa partie N-

terminale, un signal d’export nucléaire (NES) atypique et deux signaux de localisation 

nucléaire (NLS). En outre, elle renferme un domaine d’interaction avec l’ARN (RBD) dans 

sa partie centrale et interagit directement avec de nombreuses protéines cellulaires (Figure 

32). 

Comme EB2, les protéines ICP27, IE4, ORF57 et UL69 sont des phosphoprotéines 

issues de gènes précoces. Plusieurs motifs NLS, un NES ainsi qu’un domaine d’interaction 

avec l’ARN ont été caractérisés dans chacune de ces protéines et il a été montré qu’elles 

interagissent avec certains partenaires cellulaires communs, dont les facteurs d’export 

Aly/REF et TAP/NXF1 (Figure 32). Structurellement, ces protéines ont une homologie 

globale en acides aminés assez faible, comprise entre 20 % et 30 % ; en revanche, elles 

contiennent toutes dans leur partie C-terminale une région de forte homologie avec la 

protéine ICP27 (entre 40 % et 60 %). 

 

 

 

Figure 32 : Organisation fonctionnelle de la protéine EB2 et de ses analogues. NES : signal 

d’export nucléaire ; NLS : signal de localisation nucléaire ; NoLS : signal de localisation nucléolaire ; 

RBD : domaine de liaison à l’ARN ; KH : domaine présentant une forte homologie avec le domaine de 

liaison à l’ARN de la protéine hnRNP K. 

 

L’analyse bio-informatique de la structure prédictive de la protéine EB2 indique que 

la partie C-terminale de la protéine serait très structurée, contrastant avec la partie N-



 

 110 

terminale peu structurée (données personnelles). De manière intéressante, la structure 

cristallographique à 2.0 Å du domaine C-terminal (CTD) de la protéine ICP27 (ICP27-

CTD) a récemment été déterminée par deux laboratoires indépendants (Tunnicliffe et al. 

2015; Patel et al. 2015). La structure révèle que ICP27-CTD est capable de former des 

homo-dimères, ce qui est confirmé in vivo par des études d’ultracentifugation analytique. 

Chaque monomère est constitué de 10 hélices a, séparées par 9 boucles de longueurs 

variées et un domaine unique à doigt de zinc de type-CCHC (Figure 33). 

 

 
 

Figure 33 : Dimère du domaine C-terminal (CTD) de ICP27. Une représentation schématique 

de ICP27-CTD est présentée sous sa conformation dimère. Les deux monomères (en magenta et en vert) 

sont positionnés dans une orientation yin-yang. D’après (Patel et al. 2015). 

 

3. EB2, comme ses analogues, a des propriétés de facteur d’export 

des ARNm issus de gènes sans intron 

La protéine EB2 et ses analogues ont tous été initialement décrits comme des facteurs 

de transcription. Ainsi, ORF57 peut agir de manière directe sur l’efficacité de la 

transcription en interagissant avec ORF50, un facteur de transcription viral majeur du 

cycle productif de KSHV (Kirshner et al. 2000). Le même type de résultats a été obtenu 

avec IE4 qui interagit avec IE62, le facteur de transcription majeur du virus VZV (Spengler 

et al. 2000). Par ailleurs, une interaction de UL69 de CMV a été démontrée avec la protéine 

hSPT6, un facteur d’élongation de la transcription également impliqué dans le remodelage 

de la chromatine, ce qui suggère une fonction de UL69 très précocement dans la biogenèse 

des ARNm viraux (Winkler et al. 2000; Cygnar et al. 2012). Comme EB2, la protéine ICP27 

de HSV-1 ne semble pas avoir d’effet significatif sur la transcription, bien qu’elle soit 

capable d’interagir directement avec le domaine C-terminal de l’ARN polymérase II, ce qui 

permet probablement son recrutement co-transcriptionnel sur les ARNm (Dai-Ju et al. 

2006). 
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Même si chacun de ces facteurs viraux a un effet plus ou moins important sur 

l’activation de la transcription, des résultats plus récents suggèrent qu’ils agissent 

principalement au niveau post-transcriptionnel. En effet, comme EB2, ils possèdent tous 

les principales caractéristiques des facteurs d’export des ARNm. 

 

a - Navette nucléo-cytoplasmique 

La première caractéristique de facteur d’export des ARNm d’EB2 est sa capacité à faire 

la navette entre le noyau et le cytoplasme de la cellule grâce à deux séquences NLS et à un 

domaine NES (Farjot et al. 2000; Hiriart et al. 2003b; Juillard et al. 2009). L’analyse 

simple de la localisation cellulaire d’EB2 par immunofluorescence, révèle une présence 

d’EB2 dans le seul noyau des cellules. Sa propriété de navette n’a pu être démontrée que 

par l’utilisation de la technique des hétérocaryons inter-espèces (Farjot et al. 2000). Cette 

technique consiste à induire la fusion entre une cellule humaine exprimant la protéine EB2 

et une cellule murine ne l’exprimant pas, en présence d’inhibiteur de la synthèse protéique. 

Si après la fusion, la protéine est retrouvée dans les deux noyaux de l’hétérocaryon, on peut 

alors conclure que la protéine, bien que nucléaire, peut sortir du noyau et y rentrer à 

nouveau. Il est intéressant de noter que le domaine NES d’EB2 ne présente aucune 

homologie de séquence avec d’autres signaux NES classiques, comme celui de la protéine 

Rev de HIV-1 qui interagit avec l’exportine CRM1 (Fischer et al. 1995; Hiriart et al. 2003b). 

Les analogues d’EB2 chez les autres herpèsvirus sont tous capables de faire la navette 

entre le noyau et le cytoplasme grâce à des séquences NLS et NES (Mears et al. 1995; 

Baudoux et al. 2000; Majerciak et al. 2006; Lischka et al. 2001). La protéine ORF57 de 

KSHV possède également un signal de localisation nucléolaire (NoLS) qui semble 

nécessaire à son effet sur les ARNm viraux bien que le rôle précis du passage dans le 

nucléole d’ORF57 reste à être déterminé (Boyne and Whitehouse 2009). 

 

b - Liaison à l’ARN 

Une deuxième caractéristique de facteur d’export des ARNm d’EB2 est sa capacité 

d’interagir directement avec l’ARNm in vitro et in vivo, grâce à un domaine RBD de type 

RRM (Hiriart et al. 2003a). Ce domaine RRM contient un motif TRKQAR qui ressemble 

aux domaines d’interaction avec l’ARN des protéines Rev et Tat de HIV-1. Cependant, la 

liaison d’EB2 avec l’ARN nécessite également les séquences riches en arginines en amont 

et en aval du motif TRKQAR (Hiriart et al. 2003a). La suppression de ce domaine 

d’interaction à l’ARN empêche la protéine EB2 d’assurer sa fonction dans l’accumulation 
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cytoplasmique de ses ARNm cibles mais n’empêche pas la protéine de sortir du noyau 

(Hiriart et al. 2003a). In vitro, des expériences de REMSA (RNA Electrophoretic Mobility 

Shift Assay) ont montré que la protéine EB2 peut se fixer sur n’importe quelle séquence 

d’ARN (Hiriart et al. 2003a). Il semble qu’elle puisse couvrir complètement un ARN, à 

raison d’environ une molécule d’EB2 par 20 nucléotides (Hiriart et al. 2003a). Au 

contraire, une étude a montré in vivo qu’EB2 pourrait avoir une préférence pour certaines 

régions des ARN (Han et al. 2009). Dans cette étude, les complexes EB2-ARN ont été 

purifiés par immunoprécipitation avec un anticorps spécifique, puis la quantité relative 

des transcrits viraux a été analysé par RT-qPCR. Les résultats montrent qu’EB2 semble se 

fixer préférentiellement dans les régions non-traduites 5’ UTR de ses ARNm cibles (Han 

et al. 2009). Étant donné que, (i) la taille des régions non-traduites des ARNm viraux est 

généralement assez courte, (ii) EB2 est capable d’augmenter post-transcriptionnellement 

le niveau d’expression de gènes rapporteurs artificiels sans intron (e.g. Renilla luciferase, 

ADNc b-globine), ces observations in vivo des sites de fixation d’EB2 semblent seulement 

partielles et nécessiteraient d’être approfondie par des expériences complémentaires. 

Comme EB2, les protéines ICP27, IE4, ORF57 et UL69 interagissent directement avec 

l’ARN par l’intermédiaire de séquences riches en arginines (en particulier grâce à une boîte 

RGG pour ICP27) (Sandri-Goldin 1998; Ote et al. 2009; Taylor et al. 2011; Toth et al. 

2006). Là encore, bien que ces facteurs viraux ne semblent pas reconnaître de séquence 

ARN spécifique, elles n’interagissent pas in vivo avec tous les ARNm et ont probablement 

besoin d’autres protéines cellulaires et/ou virales afin de cibler leur interaction avec l’ARN. 

En accord avec cette hypothèse, il a été montré que la protéine ORF57 de KSHV perd son 

interaction avec l’ARNm viral ORF59 en absence d’extrait cellulaire (Majerciak et al. 

2006). De manière intéressante, une étude très récente a cartographié par HITS-CLIP 

(HIgh-Throughput Sequencing of RNA isolated by Cross-Linking ImmunoPrecipitation) 

les sites de fixation à l’échelle du transcriptome de la protéine ORF57 (Sei et al. 2015). Le 

HITS-CLIP (ou CLIP-seq) a initialement été développé pour identifier de façon robuste les 

sites de fixation in vivo du facteur d’épissage Nova spécifique des neurones (Licatalosi et 

al. 2008). Cette technique combine à la fois les avantages du CLIP (UV Cross-Linking 

ImmunoPrecipitation) qui permet grâce à un pontage aux UV de stabiliser de façon 

covalente les interactions ARN-protéines (Ule et al. 2003; 2005), et les avantages du 

séquençage à haut-débit (Figure 34). 
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Figure 34 : Représentation schématique de la technique de HITS-CLIP. Les échantillons de 

tissus ou les cellules en culture sont irradiés aux UV à une longueur d’onde de 254 nm. Ce traitement 

provoque la formation de liaisons covalentes entre les protéines et les ARN, uniquement aux sites de 

fixation directes. Les cellules sont lysées et l’ARN partiellement digéré en fragments de 30-50 

nucléotides. Les complexes ARN-protéines sont immunoprécipités et purifiés dans des conditions 

stringentes. Des adaptateurs sont ensuite fixés à l’extrémité 3’ de l’ARN. Grâce à une séparation sur gel 

et transfert sur membrane de nitrocellulose, les ARN non liés à la protéine sont exclus. Une digestion à 

la Protéinase K dégrade la protéine à l’exception d’un peptide au niveau de la liaison covalente. Un 

adaptateur est ajouté à l’extrémité 5’ de l’ARN, avant sa transcription inverse. L’ADNc obtenu est 

amplifié par PCR avec des amorces complémentaires des adaptateurs. La banque d’ADNc est ensuite 

séquencée (adapté de (König et al. 2012)). 
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Les résultats du HITS-CLIP réalisé avec la protéine ORF57 de KSHV ont identifié 2448 

sites de fixation d’ORF57 dans des transcrits, à la fois viraux (219) et cellulaires (2229) (Sei 

et al. 2015). Cette étude n’a pas identifié de séquences ARN consensus fixant ORF57 mais 

confirme les résultats antérieurs obtenus in vitro définissant dans certains ARNm viraux 

une séquence de 30 nt appelée ORE (ORF57-Response Element) capable de lier ORF57 

(Sei and Conrad 2011). De plus, elle montre pour la première fois qu’ORF57 se lie 

préférentiellement dans la région 5’ de certains pré-ARNm cellulaires, à proximité 

immédiate de la première jonction exon-intron (Sei et al. 2015). Ces résultats suggèrent 

une nouvelle fonction de la protéine ORF57 dans la biogenèse de certains ARNm 

cellulaires, probablement dans le contrôle de l’épissage et/ou la stabilité de ces pré-ARNm. 

 

c - Accumulation cytoplasmique de ses ARNm cibles 

La dernière caractéristique faisant d’EB2 un facteur d’export est sa capacité à favoriser 

l’accumulation dans le cytoplasme d’ARNm issus de gènes dépourvus d’intron (Gruffat et 

al. 2002; Batisse et al. 2005), ainsi que de certains ARNm issus de gènes contenant des 

sites d’épissage non canoniques. Ce dernier effet a été démontré grâce à l’analyse d’une 

construction issue du gène de la b-globine humaine portant la mutation responsable de 

l’apparition de la b-thalassémie (b-thal.) chez les individus homozygotes (Buisson et al. 

1999). La mutation touche le site 5’ d’épissage (5’ SS) du premier intron du gène avec pour 

conséquence l’inhibition de l’épissage de ce site et l’utilisation de l’un ou l’autre de trois 

sites cryptiques d’épissage présents dans le premier exon du gène (Figure 35A). En absence 

de la protéine EB2, les trois formes d’ARNm épissé sont produites et s’accumulent dans le 

cytoplasme. Par contre, lorsqu’EB2 est exprimée, elle favorise fortement l’accumulation 

dans le cytoplasme de la forme non épissée de l’ARNm b-thal. (Buisson et al. 1999). 

Ce résultat a ensuite été confirmé par l’utilisation d’un autre système rapporteur basé 

sur la construction pDM128 (Farjot et al. 2000). Cette construction contient un gène 

constitué de deux exons et d’un intron bordé de sites d’épissages faibles, avec dans l’intron 

la séquence codante pour la protéine rapportrice CAT (Chloramphenicol Acetyl 

Transferase) (Figure 35B). La protéine CAT, dont la quantité est mesurée par test ELISA, 

ne s’exprime donc que si l’ARNm est exporté sans être épissé. En absence de la protéine 

EB2, l’ARNm issu de pDM128 est épissé et exporté dans presque 100 % des cas et la 

protéine CAT est exprimée à un niveau basal très faible. Au contraire, en présence d’EB2, 

la protéine CAT est détectée en plus grande quantité, ce qui montre à nouveau la capacité 

d’EB2 à favoriser l’accumulation cytoplasmique d’ARNm non épissés (Farjot et al. 2000). 
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Figure 35 : Représentations schématiques des systèmes rapporteurs utilisés. (A) Les 

vecteurs contiennent le gène de la b-globine et l’allèle de la b-thalassémie dans lequel le site 5’ d’épissage 

(5’ SS) du premier exon est muté laissant apparaître trois sites cryptiques d’épissage. (B) Le vecteur 

pDM128 contient deux exons, séparés par un intron contenant les séquences codantes pour la protéine 

rapportrice CAT. 

 

De même que la protéine EB2, tous ses analogues favorisent l’accumulation 

cytoplasmique des ARNm issus de gènes sans intron (Koffa et al. 2001; Ote et al. 2009; 

Kirshner et al. 2000; Lischka et al. 2006). Cette capacité nécessite l’interaction avec 

l’ARNm sauf dans le cas de la protéine UL69 de CMV. En effet, un mutant de cette protéine 

incapable d’interagir avec l’ARN, mais qui interagit toujours avec le facteur cellulaire 

UAP56, favorise l’accumulation cytoplasmique d’un ARNm rapporteur non épissé avec la 

même efficacité que la protéine sauvage (Toth et al. 2006). Cette observation peut 

apparaître paradoxale pour une RBP dont la fonction principale est de favoriser 

l’accumulation dans le cytoplasme de ses ARNm cibles. Étant donné que les domaines 

d’interaction de UL69 avec l’ARN et UAP56 se chevauchent et que l’interaction entre UL69 

et UAP56 est indépendante de l’ARN (Lischka et al. 2006; Toth et al. 2006; Zielke et al. 

2012), on peut supposer que le domaine d’interaction avec l’ARN de UL69 serait nécessaire 

pour une autre fonction de UL69. Comme (i) la protéine UL69 est retrouvée dans le 

tégument des particules virales de CMV (Winkler and Stamminger 1996; Kronemann et al. 

2010), et (ii) les virions CMV incorporent certains transcrits cellulaires et viraux 

(Bresnahan and Shenk 2000), une hypothèse séduisante serait que le domaine 



 

 116 

d’interaction avec l’ARN de UL69 pourrait être impliqué dans l’empaquetage de tels ARN 

dans les particules virales1. 

 

4. Interactions d’EB2 et ses analogues avec des protéines 

cellulaires 

Dans la cellule, l’import et l’export des protéines nucléaires nécessitent différentes 

protéines appelées respectivement importines et exportines. Ces karyophérines, seules ou 

en association avec des partenaires, servent de transporteurs de protéines à travers le pore 

nucléaire. Les premiers travaux visant à comprendre comment EB2 ou ses analogues 

pouvaient sortir du noyau ont suspecté l’implication de CRM1, une exportine connue 

notamment pour son rôle dans l’export de la protéine Rev de HIV-1 (Fischer et al. 1995). 

Cependant, la capacité à faire la navette d’EB2 et de ses analogues n’est pas affectée par 

l’utilisation de la Leptomycine B, un inhibiteur spécifique de CRM1, démontrant ainsi que 

ces protéines utilisent un autre transporteur (Farjot et al. 2000; Koffa et al. 2001; Ote et 

al. 2009; Malik et al. 2004; Lischka et al. 2001). Des résultats plus récents montrent que 

l’export d’EB2 et de ses analogues est dépendant du facteur cellulaire TAP/NXF1, qui a été 

largement caractérisé pour son rôle primordial dans l’export des ARNm cellulaires du 

noyau vers le cytoplasme. EB2 interagit directement, par l’intermédiaire de son domaine 

NES, avec TAP et cette interaction permet l’export d’EB2 indépendamment de l’interaction 

avec l’ARN (Hiriart et al. 2003b; Juillard et al. 2009). Ceci suggère qu’en plus de son rôle 

d’export des ARNm, TAP pourrait favoriser l’export de protéines qui ne sont pas 

directement liées à l’ARNm. De même, ICP27, IE4 et ORF57 interagissent directement 

avec le facteur TAP qui est indispensable à l’export de chacune d’elles (Koffa et al. 2001; 

Ote et al. 2009; Malik et al. 2004). UL69 est le seul analogue d’EB2 pour lequel une 

interaction avec TAP n’a pas été mise en évidence. 

La protéine TAP/NXF1 est le facteur clé d’export des ARNm chez les eucaryotes. Elle 

forme un hétérodimère avec la protéine p15/NXT1, capable d’interagir à la fois avec 

l’ARNm et certaines nucléoporines du pore nucléaire (Guzik et al. 2001; Wiegand et al. 

2002). Cependant, TAP ne présente que peu d’affinité intrinsèque pour les ARN, sauf s’ils 

contiennent un motif spécifique (motif CTE : Constitutive Transport Element) décrit chez 

certains ARNm du rétrovirus MPMV (Mason-Pfizer Monkey Virus) (Grüter et al. 1998). 

Le recrutement de TAP se fait donc par l’intermédiaire de protéines dites « adaptatrices » 

 
1 Une étude récente a également démontré la présence de certains transcrits et miRNA viraux dans 

les virions d’EBV (Jochum et al. 2012). 
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qui vont permettre l’interaction entre TAP et l’ARNm. Plusieurs protéines jouant ce rôle 

ont été caractérisées, parmi lesquelles deux protéines SR SRSF3 (SRp20) et SRSF7 (9G8), 

et les facteurs Aly/REF, UIF, RBM15 et OTT3/RBM15B (Huang and Steitz 2001; Huang et 

al. 2003; Zhou et al. 2000; Hautbergue et al. 2009; Lindtner et al. 2006; Uranishi et al. 

2009). Il est intéressant de noter que chacune de ces protéines a été impliqué dans 

l’accumulation cytoplasmique de certains ARNm issus de gènes sans intron par EB2 et/ou 

ses analogues. 

De façon remarquable, la protéine ICP27 est capable d’interagir avec SRSF3 ainsi 

qu’avec d’autres membres de la famille SR, et dans des cellules infectées par HSV-1, la 

déplétion par siRNA de SRSF3 ou SRSF7 entraîne une accumulation dans le noyau des 

ARNm viraux polyadénylés, ainsi qu’une diminution de la production de virions (Sciabica 

et al. 2003; Escudero-Paunetto et al. 2010). EB2 et IE4 interagissent aussi directement 

avec SRSF1, SRSF3 et SRSF7 (Juillard et al. 2012; Verma et al. 2010; Ote et al. 2009). De 

manière intéressante, nos résultats récents montrent que la déplétion par siRNA de SRSF3 

ou SRSF7 diminue fortement la quantité des ARNm cibles d’EB2 présents dans le 

cytoplasme, indiquant que ces deux protéines SR sont nécessaires à la fonction de facteur 

d’export des ARNm d’EB2 (annexe I - (Juillard et al. 2012)). Par ailleurs, en absence d’EB2, 

la déplétion de SRSF3 augmente l’accumulation cytoplasmique des ARNm cibles d’EB2, 

suggérant que le facteur d’épissage SRSF3 aurait un effet délétère sur certains ARNm et 

que cet effet serait contrecarré par la protéine EB2. 

La protéine Aly/REF appartient au complexe TREX (TRanscription/EXport 

complex). Ce complexe a initialement été caractérisé chez la levure, où il permet le 

couplage des étapes de transcription et d’export des ARNm (Strässer et al. 2002). Chez les 

métazoaires, ce complexe est recruté au cours de la réaction d’épissage (Masuda et al. 

2005), et spécifiquement en 5’ de l’ARNm ce qui permet de polariser l’export nucléaire des 

ARNm matures (Cheng et al. 2006). Le complexe TREX humain est composé des protéines 

Aly/REF et UAP56 associées au complexe THO (qui comprend les protéines 

hHrp1/THOC1, hTho2/THOC2, hTex1/THOC3, fSAP79/THOC5, fSAP35/THOC6 et 

fSAP24/THOC7) (Chávez et al. 2000; Luo et al. 2001; Strässer et al. 2002). Plus 

récemment, l’analyse protéomique des composants du complexe TREX humain a permis 

l’identification de nouvelles protéines : UIF (Hautbergue et al. 2009), hTho1/CIP29 (Dufu 

et al. 2010), PDIP3 et ZC11A (Folco et al. 2012), et le facteur CHTOP (Chang et al. 2013). 

Le complexe se forme en deux étapes : les protéines Aly/REF et UAP56 sont d’abord 

recrutées grâce à une interaction directe entre CBP80 et Aly/REF, puis le complexe THO 

est recruté par Aly/REF et l’ARN hélicase UAP56 de façon ATP-dépendante (Cheng et al. 

2006; Dufu et al. 2010; Chi et al. 2013) (Figure 36). 
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Figure 36 : Modèle d’export des ARNm générés à partir de gènes avec introns. Le complexe 

TREX est recruté en 5’ de l’ARNm par le CBC, de façon dépendante de l’épissage (Masuda et al. 2005; 

Cheng et al. 2006). Il permet ensuite le recrutement de l’hétérodimère TAP-p15 et le franchissement 

polarisé du pore nucléaire grâce à l’ARN hélicase Dbp5 et son cofacteur Gle1 lié à l’hexakisphophate 

inositol (InsP6), qui participent au remodelage cytoplasmique de la mRNP (Alcázar-Román et al. 2006; 

Weirich et al. 2006; Tran et al. 2007). 

 

La protéine EB2 interagit directement avec la protéine Aly/REF (Hiriart et al. 2003b). 

Des interactions ont également été démontrées entre Aly/REF et ICP27 (Chen et al. 2002), 

IE4 (Ote et al. 2009), ORF57 (Malik et al. 2004) et des complexes protéiques comprenant 

UL69, UAP56 et Aly/REF ont été identifiés dans des cellules infectées par CMV (Lischka 

et al. 2006). Cette interaction semble importante pour l’action d’EB2 et de ses analogues 

sur l’export nucléaire des ARNm. En effet, un mutant de délétion du domaine d’interaction 

avec Aly/REF d’EB2 n’est plus capable de favoriser l’accumulation cytoplasmique d’ARNm 

issus d’un gène rapporteur sans intron (Hiriart et al. 2003b). De même, la mutation 

ponctuelle en Alanine des résidus W105, R107 et L108 d’ICP27, qui abroge son interaction 
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avec Aly/REF, diminue l’export dans le cytoplasme des ARNm de HSV-1 cibles d’ICP27 

(Tian et al. 2013). Cependant, ces observations sont à nuancer. En effet, le domaine 

d’interaction identifié d’EB2 avec Aly/REF est aussi la zone d’interaction d’EB2 avec 

d’autres protéines cellulaires comme SRSF3. Dans le cas de la protéine ORF57 de KSHV, 

un mutant n’interagissant plus avec Aly/REF a toujours un effet sur l’expression de la 

protéine virale ORF59 issue d’un gène dépourvu d’intron, et la déplétion partielle par 

siRNA de Aly/REF n’a aucun effet sur l’export de l’ARNm ORF59 (Li and Verma 2012). 

L’interaction entre Aly/REF et ORF57 n’aurait donc qu’un rôle limité pour l’accumulation 

cytoplasmique de ses ARNm cibles. Par contre, des travaux récents ont montré que la 

protéine ORF57 interagit directement avec d’autres protéines adaptatrices de TAP : le 

facteur UIF (Jackson et al. 2011) et les protéines CHTOP et CIP29 (Schumann et al. 2016). 

Ces interactions permettent le recrutement du complexe TREX et de TAP sur les ARNm 

de KSHV indépendamment de la protéine Aly/REF (Jackson et al. 2011; Schumann et al. 

2016). 

En outre, l’ARN hélicase UAP56 interagit directement avec les protéines ICP27, 

ORF57 et UL69 (Koffa et al. 2001; Boyne et al. 2008; Lischka et al. 2006). Cette interaction 

semble particulièrement importante pour l’export de leurs ARNm cibles respectifs, 

notamment dans le cas d’UL69. Ainsi, un mutant de cette protéine qui n’interagit plus avec 

UAP56 est toujours capable de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme mais n’est 

plus capable de favoriser l’accumulation cytoplasmique de ses ARNm cibles au cours de 

l’infection virale (Lischka et al. 2006; Kronemann et al. 2010). De plus, une protéine 

chimérique pM69 du CMV murin, avec le domaine d’interaction avec UAP56 d’UL69, 

substitue parfaitement la protéine UL69 au cours de la réplication du CMV humain (Zielke 

et al. 2012). 

Enfin, EB2 et tous ses analogues interagissent avec les protéines RBM15 et 

OTT3/RBM15B, deux protéines apparentées impliquées dans l’export des ARNm et la 

régulation de l’épissage (Hiriart et al. 2005; Majerciak et al. 2010; 2011). RBM15 semble 

jouer un rôle dans l’export des ARNm cellulaires au moment de leur translocation à travers 

le pore nucléaire, en interagissant à la fois avec TAP/NXF1 et l’ARN hélicase à DEAD-box 

Dbp5 (DDX19B) (Lindtner et al. 2006; Zolotukhin et al. 2009) ; de même, OTT3/RBM115B 

s’associe à TAP/NXF1 et Dbp5, quoique moins efficacement que RBM15 et peut 

promouvoir l’export des ARNm (Uranishi et al. 2009). Par ailleurs, il a été montré que la 

protéine OTT3/RBM15B est capable d’inhiber l’épissage en agissant comme compétiteur 

fonctionnel des protéines SR (Loyer et al. 2011). Le rôle exact de l’interaction entre ces 

deux facteurs cellulaires et les protéines virales est loin d’être compris. Dans le cas d’ORF57 

de KSHV, il a été montré qu’ORF57 inhibe l’interaction de RBM15 avec l’ARNm viral 
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ORF59, empêchant ainsi la rétention nucléaire de ce transcrit sous sa forme 

hyperpolyadénylée induite par RBM15 (Majerciak et al. 2011; Massimelli et al. 2015). 

Ainsi, la protéine EB2 et ses analogues chez les autres herpèsvirus interagissent avec 

de nombreuses protéines cellulaires afin de contrôler le devenir de leurs ARNm cibles. 

Parmi ces protéines, il est intéressant de noter que plusieurs appartiennent au complexe 

TREX (Aly/REF, UAP56, UIF…), démontrant que ces facteurs viraux miment la réaction 

d’épissage en recrutant directement des facteurs d’export sur leurs ARNm cibles. Une 

autre fonction moins bien caractérisée d’EB2 et de ses analogues serait de moduler 

l’activité de certains de ces partenaires cellulaires (SRSF3, RBM15…). 

 

5. Les RBPs des herpèsvirus agissent à différentes étapes du 

métabolisme des ARNm 

a - L’épissage des pré-ARNm 

Différents résultats laissent penser qu’EB2 et ses analogues pourraient interférer dans 

la réaction d’épissage de leurs ARNm cibles respectifs. Ainsi, il a été montré que des ARNm 

non épissés, exprimés à partir de la construction b-thal. contenant des sites cryptiques 

d’épissage, sont retrouvés dans le cytoplasme en présence d’EB2 (Buisson et al. 1999). Plus 

récemment, un rôle direct de la protéine EB2 sur l’épissage d’un pré-ARNm cellulaire a été 

clairement décrit dans le cas d’une construction contenant les exons 23 et 24 du gène 

cellulaire STAT1 ainsi que l’intron séparant ces deux exons (Figure 37). En absence d’EB2, 

la forme parfaitement épissée de cet ARNm s’accumule dans le cytoplasme de la cellule, 

mais en présence d’EB2, on retrouve dans le cytoplasme une nouvelle forme d’ARNm 

épissée à partir d’un site 5’ alternatif présent dans l’intron (Verma 2008). EB2 est donc 

capable de réguler l’épissage alternatif du pré-ARNm STAT1, en favorisant la 

reconnaissance d’un autre site 5’ d’épissage. Cet effet d’EB2 semble dépendant de la 

protéine SRSF3, car la déplétion par siRNA de cette protéine SR inhibe l’effet d’EB2 sur 

l’épissage alternatif du pré-ARNm STAT1 (Verma et al. 2010). De manière intéressante, 

une étude récente a montré que la protéine ORF57 de KSHV module l’épissage alternatif 

du pré-ARNm viral K8 en interagissant aussi avec la protéine SRSF3 (Majerciak et al. 

2014). Étant donné qu’EB2 interagit également avec les protéines SRSF1, SRSF3 et SRSF7 

(Juillard et al. 2012), une hypothèse séduisante mais non démontrée est qu’EB2 pourrait 

modifier le profil d’expression d’autres pré-ARNm cellulaires via ces protéines SR. 
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Figure 37 : Représentation schématique de la construction STAT1. La construction STAT1 

comprend les exons 23 et 24 du gène cellulaire STAT1 séparés par leur intron. En absence d’EB2, on 

observe dans la cellule le transcrit épissé à partir des sites d’épissage 5’ en position 76 et 3’ en position 

955. En présence d’EB2, on observe également cet ARNm et une seconde forme d’ARNm épissé, produite 

à partir de l’utilisation d’un site 5’ alternatif localisé dans l’intron en position 266. 

 

L’effet sur l’épissage le mieux décrit est celui de la protéine ICP27 de HSV-1. En effet, 

l’infection par HSV-1 s’accompagne d’une chute globale de l’expression des ARNm 

cellulaires, qui n’est pas observée lorsque les cellules sont infectées par un virus mutant 

n’exprimant pas la protéine ICP27 (Hardy and Sandri-Goldin 1994). Cette répression cible 

les gènes cellulaires possédant des introns et son mécanisme a été en partie élucidé (Bryant 

et al. 2001; Sciabica et al. 2003). ICP27 est capable de bloquer l’assemblage du spliceosome 

en influant sur l’état de phosphorylation de certaines protéines SR. En présence d’ICP27, 

les protéines SR sont hypophosphorylées car ICP27 délocalise du cytoplasme vers le noyau 

la kinase SRPK1 responsable de la phosphorylation des protéines SR (Sciabica et al. 2003). 

L’interaction directe entre ICP27 et SRPK1 empêche donc la phosphorylation des substrats 

de SRPK1, et par conséquent leur import nucléaire et la formation du spliceosome. Par 

ailleurs, il a également été rapporté qu’ICP27 module l’épissage alternatif de certains pré-

ARNm viraux par un mécanisme de rétention d’intron. Ainsi, en présence d’ICP27, deux 

variants de la glycoprotéine gC de HSV-1 sont exprimés : une forme sécrétée issue d’un 

ARNm parfaitement épissé, et une seconde forme transmembranaire issue d’un ARNm 

dans lequel un intron n’a pas été excisé (Sedlackova et al. 2008). 

 

b - La stabilité des ARNm 

La capacité d’EB2 et de ses analogues à favoriser l’accumulation cytoplasmique des 

ARNm issus de gènes sans intron peut être le résultat (i) d’un effet direct de ces facteurs 

viraux sur l’export nucléaire de leurs ARNm cibles, (ii) d’une stabilisation de ces ARNm 

leur permettant d’échapper dans le noyau à la machinerie de dégradation des ARNm. Étant 

donné que toutes les étapes de la biogenèse des ARNm sont liées, il est très difficile de 
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répondre à cette question et très peu d’études se sont intéressées au rôle d’EB2 et de ses 

analogues sur la stabilité des ARN. 

Des éléments de réponse ont pu être apportés récemment à propos de la protéine 

ORF57 grâce à l’étude de l’ARN PAN de KSHV, un long ARNnc polyadénylé et strictement 

nucléaire. La fonction de cet ARN n’a pas encore été identifié mais il s’accumule très 

efficacement dans le noyau des cellules infectées par KSHV (on peut retrouver jusqu’à 5 x 

105 copies/cellules de cet ARNnc) (Sun et al. 1996). De façon tout à fait remarquable, la 

stabilité de cet ARN dépend d’un élément cis-régulateur : une séquence de 79 nucléotides 

appelée ENE et située à l’extrémité 3’ (Conrad and Steitz 2005; Conrad et al. 2006; 2007). 

L’analyse cristallographique de cet élément a révélé une structure en triple hélice, formée 

par une tige interrompue par une boucle riche en U capable d’interagir avec la queue 

poly(A) de l’ARN1, le protégeant ainsi de l’action des exoribonucléases (Mitton-Fry et al. 

2010) (Figure 38). Par ailleurs, la stabilité de l’ARN PAN est aussi régulée par des facteurs 

trans-régulateurs. Ainsi, il a été montré que la protéine ORF57 stabilise l’ARN PAN en se 

fixant sur une séquence MRE située en 5’ de l’ARN (Sahin et al. 2010; Sei and Conrad 

2011). Le mécanisme par lequel la protéine ORF57 stabilise l’ARNnc PAN reste encore flou 

mais des études ont montré que les protéines PABPC1 et Aly/REF seraient impliquées. En 

effet, l’infection par KSHV induit une relocalisation partielle de PABPC1 dans le noyau et 

PABPC1 est co-purifié avec l’ARN PAN à partir d’extraits cellulaires (Borah et al. 2011). De 

plus, la protéine ORF57 interagit in vitro avec PABPC1 et la déplétion de PABPC1 par 

siRNA augmente la quantité de l’ARN PAN (Massimelli et al. 2011; 2013), suggérant 

qu’ORF57 et PABPC1 auraient un effet antagoniste sur la stabilité de cet ARN. Enfin, la 

protéine Aly/REF jouerait aussi un rôle car elle lie l’ARN PAN et des expériences de 

« tethering » artificiel de Aly/REF sur l’ARN PAN ont montré qu’elle est suffisante pour 

stabiliser cet ARNnc dans le noyau (Stubbs et al. 2012). 

 

 
1 Il a été montré que deux ARNnc cellulaires, MALAT1 et MENb, ont aussi une structure en triple 

hélice leur permettant d’être stabilisés dans le noyau (Brown et al. 2012; Wilusz et al. 2012). 
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Figure 38 : Structures secondaire et cristallographique de l’ARNnc PAN. (A) Les séquences 

MRE en 5’ et ENE en 3’ contrôlent la stabilité de l’ARNnc PAN de KSHV, respectivement en interagissant 

avec des facteurs régulateurs et en adoptant une structure en triple hélice. (B) Représentation en ruban 

de la structure cristalline de l’ARNnc PAN, avec en vert la séquence ENE, en gris la séquence non-native, 

et en magenta la séquence (A)9 de la queue poly(A). (C) Rotation de 90° de l’image représentée en (B) 

(adapté de (Mitton-Fry et al. 2010) et (Rossetto and Pari 2014)). 

 

c - L’export nucléo-cytoplasmique des ARNm 

Comme nous l’avons vu précédemment en détail, EB2 et ses analogues ont tous des 

propriétés de facteur d’export des ARNm. Cependant, un rôle de ces protéines dans 

l’export stricto sensu des ARNm est difficile à démontrer et fortement controversé dans le 

cas de la protéine ORF57 de KSHV. Ainsi, une étude récente a montré qu’en présence 

d’ORF57, la quantité des ARNm viraux ORF47 et ORF56 est augmentée à la fois dans le 

cytoplasme et dans le noyau (Pilkington et al. 2012). Dans cette même étude, il a aussi été 

montré par des expériences de « tethering » artificiel d’ORF57 sur un ARNm rapporteur 

qu’ORF57 n’augmente pas la quantité cytoplasmique de cet ARNm, contrairement à la 

protéine Rev de HIV-1 (Pilkington et al. 2012). De plus, ORF57 stabilise efficacement 

l’ARNnc PAN dans le noyau (Sahin et al. 2010; Sei and Conrad 2011). Au vu de tous ces 

résultats, il apparaît donc que l’effet d’ORF57 sur l’export nucléo-cytoplasmique de ses 

ARNm cibles serait probablement indirect, en stabilisant ces ARNm dans le noyau et/ou 

en recrutant sur ces ARNm certains facteurs d’export comme la protéine TAP/NXF1. 

 

d - La traduction des ARNm 

La protéine EB2 favorise l’accumulation cytoplasmique de ses ARNm cibles et il est 

maintenant clair qu’elle reste associée à ceux-ci dans le cytoplasme et favorise leur 

traduction. En effet, nos travaux montrent d’une part, qu’EB2 est associée aux polysomes 
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et d’autre part, qu’elle augmente significativement l’efficacité de traduction des ARNm 

auxquels elle est liée (annexe II - (Ricci et al. 2009)). De façon remarquable, cet effet d’EB2 

n’est visible que si l’ARNm ne subit pas au préalable de réaction d’épissage. En effet, si un 

intron est introduit artificiellement dans le gène rapporteur Renilla luciferase, alors 

l’ARNm correspondant est traduit aussi efficacement en présence d’EB2. Par ailleurs, la 

protéine EB2 n’a aucun effet sur la synthèse protéique globale des ARNm cellulaires (Ricci 

et al. 2009). 

Suite à la publication de nos travaux, il a été montré que la protéine ORF57 de KSHV 

stimule aussi la traduction de ses ARNm cibles en interagissant avec la protéine cellulaire 

PYM (Boyne et al. 2010). La protéine PYM (Partner of Y14 and Magoh) interagit avec le 

dimère Magoh-Y14 du complexe EJC par son domaine N-terminal in vitro et in vivo dans 

le cytoplasme, et avec la sous-unité 40S du ribosome dans les complexes 48S par sa partie 

C-terminale (Bono et al. 2004; Diem et al. 2007). Ainsi, il a été initialement proposé que 

la protéine cytoplasmique PYM stimule la traduction des ARNm qui ont été épissés dans 

le noyau (Diem et al. 2007). Plus récemment, il a été montré in vitro que l’interaction de 

PYM avec Magoh-Y14 entraîne la dissociation des complexes EJC dans des extraits 

d’épissage (Gehring et al. 2009). In vivo, la surexpression de PYM entraîne aussi la 

dissociation de l’EJC de ses ARNm cibles et de manière corrélée, la déplétion de PYM par 

siRNA provoque l’accumulation d’EJC liés aux ARNm dans les fractions cytoplasmiques 

(Gehring et al. 2009). Par conséquent, la protéine PYM serait responsable de la 

dissociation de l’ARNm du complexe EJC lors du « pioneer round of translation ». Dans le 

cas de la protéine ORF57 de KSHV, il a été montré qu’ORF57 est retrouvée associé avec 

PYM dans des complexes 48S d’initiation de la traduction, et que la déplétion par siRNA 

de PYM supprime la stimulation de la traduction des ARNm viraux induite par ORF57 

(Boyne et al. 2010). 

Les protéines ICP27 et UL69 stimulent aussi la traduction de leurs ARNm cibles 

respectifs, mais avec des modes d’action différents. En effet, des analyses protéomiques 

ont montré qu’ICP27 interagit avec les facteurs d’initiation de la traduction eIF4G, eIF3 et 

PABP (Fontaine-Rodriguez et al. 2004; Dobrikova et al. 2010). De plus, des études 

indépendantes ont montré que la quantité de certaines protéines de HSV-1, comme VP16, 

ICP5 et gD, n’est pas corrélée à la quantité cytoplasmique de ces ARNm et est fortement 

diminuée avec un virus mutant HSV-1DICP27, suggérant qu’ICP27 augmente la traduction 

de ces ARNm tardifs (Ellison et al. 2005; Larralde et al. 2006; Fontaine-Rodriguez and 

Knipe 2008). Le mode d’action par lequel la protéine UL69 de CMV stimule la traduction 

est un peu mieux caractérisé. La réalisation d’un crible deux-hybrides dans la levure a 

identifié eIF4A et PABPC1 comme nouveaux partenaires cellulaires d’UL69 (Aoyagi et al. 
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2010). Dans cette même étude, l’interaction entre UL69 et ces facteurs d’initiation de la 

traduction a été confirmé par co-immunoprécipitation avec des extraits cellulaires. De 

manière intéressante, il a aussi été montré par des expériences de m7GTP pull-down 

qu’UL69 est associé au complexe de liaison de la coiffe des ARNm, et que la protéine 4E-

BP1 est exclu de ce complexe1 (Aoyagi et al. 2010). 

 

6. Régulations post-traductionnelles de la protéine EB2 et de ses 

analogues 

L’activité des protéines virales EB2, ICP27, IE4, ORF57 et UL69 peut être régulée par 

des modifications post-traductionnelles, et en particulier par phosphorylation. Ces 

phosphorylations peuvent être le fait soit de protéines kinases cellulaires, soit de protéines 

kinases d’origine virales. Ainsi, la protéine EB2 est un substrat de la protéine kinase CK2 

(anciennement appelée « Caséine Kinase 2 ») (annexe III - (Medina-Palazon et al. 2007)). 

La CK2 est une sérine/thréonine kinase hautement pléiotrope dont la liste des substrats 

est supérieure à 300 protéines, lesquelles sont impliquées dans un large éventail de 

fonctions cellulaires. Les sous-unités catalytiques de CK2 (-a et/ou -a’) sont 

constitutivement actives soit seules, soit en combinaison avec les deux sous-unités 

régulatrices -b pour former une protéine hétérotétramérique (holoenzyme) (Filhol and 

Cochet 2009). Nos travaux ont montré que la CK2 interagit in vivo avec EB2 grâce à ses 

sous-unités -a et -b et qu’elle phosphoryle plusieurs résidus sérine dans la région N-

terminale d’EB2 (Ser-55, -56 et -57) (Medina-Palazon et al. 2007). La mutation simultanée 

de ces trois sérines en alanines diminue significativement la production de particules 

virales. Cependant, ces mutations ne semblent pas affecter la capacité d’EB2 à faire la 

navette entre le noyau et le cytoplasme, et l’accumulation de ses ARNm cibles dans le 

cytoplasme n’est que très faiblement affectée, suggérant ainsi que la phosphorylation 

d’EB2 par la CK2 aurait une autre fonction. 

Comme EB2, la protéine ICP27 de HSV-1 est phosphorylée par la protéine kinase CK2 

sur les résidus Ser-16 et -18 (Wadd et al. 1999), et par la protéine kinase A (PKA) sur le 

résidu Ser-114 (Zhi and Sandri-Goldin 1999). Comme la mutation S114A entraîne une 

relocalisation partielle d’ICP27 dans le cytoplasme, il a été suggéré que la PKA régulerait 

l’import nucléaire d’ICP27 (Zhi and Sandri-Goldin 1999). En outre, l’utilisation du DRB, 

 
1 La protéine 4E-BP1 hypophosphorylée lie eIF4E pour former un hétérodimère réprimant 

l’association d’eIF4E avec eIF4G et par conséquent l’initiation de la traduction (Pause et al. 1994; 

Gingras et al. 1999). 
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un inhibiteur chimique spécifique de la CK2, a révélé que la phosphorylation des résidus 

Ser-16 et -18 est nécessaire pour l’interaction d’ICP27 avec la protéine hnRNP K (Wadd et 

al. 1999). Plus récemment, il a été montré que la mutation des sites de phosphorylation 

d’ICP27 diminue fortement la production de virions HSV-1, et que ce mutant d’ICP27 lie 

toujours l’ARNm mais ne co-localise plus avec l’ARN polymérase II et la protéine Aly/REF 

(Corbin-Lickfett et al. 2010; Rojas et al. 2010). L’analyse par résonnance magnétique 

nucléaire (RMN) a montré que ce mutant de phosphorylation d’ICP27 ne présente pas la 

même conformation que la protéine ICP27 sauvage (Corbin-Lickfett et al. 2010). La partie 

N-terminale est flexible mais celle du mutant semble encore plus flexible, ce qui pourrait 

expliquer les différences observées. La protéine ORF57 de KSHV est également 

phosphorylée in vitro par la CK2 (Malik and Clements 2004). Une étude récente a montré 

que la phosphorylation d’ORF57 joue un rôle important dans le contrôle de la stabilité de 

la protéine car elle prévient son clivage par la caspase-7 (Majerciak et al. 2015). 

Enfin, la protéine UL69 de CMV peut être phosphorylée à la fois par la 

sérine/thréonine kinase virale UL97 (Thomas et al. 2009), et par son orthologue cellulaire 

CDK1 (Cyclin-Dependent Kinase 1) (Rechter et al. 2009). Il est intéressant de noter que 

l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la kinase UL97 induit l’agrégation d’UL69 dans 

des structures nucléaires (« nuclear speckles1 ») et diminue en partie son action sur 

l’export des ARNm viraux issus de gènes dépourvus d’intron (Thomas et al. 2009). 

La phosphorylation n’est cependant pas le seul mécanisme de régulation de l’activité 

de ces protéines virales. Ainsi, la protéine ICP27 peut être méthylée dans son domaine 

RGG par l’enzyme PRMT1 (Protein aRginine MethylTransferase 1) (Souki et al. 2009; 

Souki and Sandri-Goldin 2009; Yu et al. 2010). La mutation des résidus arginine méthylés 

empêche l’interaction in vitro d’ICP27 avec l’ARN (Yu et al. 2010), et la délétion du 

domaine RGG d’ICP27 augmente fortement la rapidité d’export nucléaire de la protéine 

(Souki et al. 2009). De plus, un défaut de méthylation d’ICP27 inhibe la réplication du 

génome viral ainsi que l’interaction entre ICP27 et la protéine kinase SRPK1 et le facteur 

Aly/REF (Souki et al. 2009; Souki and Sandri-Goldin 2009). Au vu de ses résultats, il a été 

émis l’hypothèse que la méthylation d’ICP27 pourrait ralentir son export nucléaire, lui 

permettant ainsi d’interagir correctement avec l’ARNm et ses partenaires cellulaires. La 

méthylation des analogues d’ICP27 n’a jamais été décrite, exceptée pour la protéine UL69 

de CMV. En effet, une étude très récente a montré que l’enzyme PRMT6 interagit et 

 
1 Les « nuclear speckles » sont des structures nucléaires de 20-25 nm, de forme irrégulière, 

enrichies notamment en facteurs d’épissage et localisés dans le nucléoplasme en dehors de la 

chromatine. 
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méthyle plusieurs résidus arginine dans la région N-terminale d’UL69 (Thomas et al. 

2015). De façon remarquable, cette région est aussi le domaine d’interaction d’UL69 avec 

la protéine UAP56 (Lischka et al. 2006), et la substitution de ces résidus arginine en 

alanine abolit la capacité d’UL69 à favoriser l’accumulation cytoplasmique d’un ARNm 

issu d’un gène rapporteur sans intron (Thomas et al. 2015). La méthylation est donc 

cruciale dans la fonction d’UL69 de facteur d’export des ARNm. 

Comme la protéine EB2 et ses analogues ont de multiples fonctions dans le 

métabolisme des ARNm, on peut supposer malgré l’absence de données que d’autres 

modifications post-traductionnelles (telles que l’ubiquitination, la sumoylation…) 

réguleraient la spécificité d’interaction de ces RBPs virales avec l’ARNm et/ou des 

protéines cellulaires. Des travaux récents chez S. cerevisiae démontrent en effet que ces 

modifications jouent un rôle important dans la dynamique d’assemblage des mRNPs 

(Babour et al. 2012; Bretes et al. 2014; Oeffinger and Montpetit 2015). 

 

7. Les RBPs virales comme cibles thérapeutiques 

Les antiviraux actuels pour le traitement des pathologies associées aux herpèsvirus 

sont tous basés sur des analogues de nucléosides. Ces molécules, comme l’acyclovir et le 

gancyclovir, s’incorporent dans l’ADN viral et bloquent l’ADN polymérase virale ce qui 

inhibe spécifiquement la réplication du virus (Price and Prichard 2011; Jordheim et al. 

2013). Cependant, l’utilisation récurrente de ces agents conduit souvent à l’apparition de 

virus résistants. Le développement d’autres stratégies est donc nécessaire. 

Une stratégie séduisante consisterait à cibler directement la protéine EB2 et ses 

analogues, puisqu’elles sont indispensables à la production de virions infectieux. Une telle 

stratégie a été développée pour inhiber l’expression de la protéine ICP27 avec des PPMO 

(Peptide-conjugated Phosphorodiamidate Morpholino Oligomers) dans le cas d’infection 

oculaire par HSV-1 (Moerdyk-Schauwecker et al. 2009). L’utilisation de ces morpholinos 

aux propriétés pharmacologiques améliorées inhibe la réplication virale à la fois in vitro et 

in vivo dans un modèle murin. Ces résultats sont très encourageants et confirment le fort 

potentiel thérapeutique des oligomères anti-sens de type morpholino conjugués à des 

peptides comme traitements anti-herpétiques. 

Une autre stratégie possible consisterait à cibler les protéines indispensables au 

fonctionnement des RBPs virales, et notamment celles impliquées dans leurs 

modifications post-traductionnelles. Ainsi, le maribavir, un inhibiteur spécifique de la 

protéine kinase virale UL97 qui phosphoryle la protéine UL69, a été testé pour traiter les 
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infections à CMV (Biron et al. 2002; Kern et al. 2004). Le mode d’action du maribavir est 

le blocage de l’incorporation de l’ATP dans le site catalytique de la kinase. Son activité 

antivirale in vitro et in vivo dans un modèle animal a été démontrée mais le maribavir n’a 

pas dépassé la phase d’essais clinique III (Marty et al. 2011). 

L’idée de bloquer par des inhibiteurs chimiques les RBPs virales, ou des protéines 

impliquées dans leurs modes d’action, reste cependant une stratégie intéressante à 

développer. En effet, une étude très récente a démontré que cette stratégie est efficace dans 

le cas de HIV, et a identifié la molécule ABX464 comme un inhibiteur de la protéine Rev 

(Campos et al. 2015). Alors que les thérapies actuelles consistent à empêcher l’infection 

par HIV de nouvelles cellules du système immunitaire, la petite molécule ABX464 interfère 

avec la biogenèse des ARN viraux. ABX464 inhibe la réplication virale en interagissant 

avec le complexe CBC, et empêche ainsi l’export nucléo-cytoplasmique des ARNm viraux 

par Rev sans affecter celui des ARNm cellulaires (Campos et al. 2015). Les études de 

toxicité et de pharmacocinétique de cette nouvelle molécule sont très encourageantes, et 

des essais cliniques de phase II sont actuellement en cours. Dans le cas de la protéine EB2, 

une étude très récente a montré que la spironolactone, un composé organo-sulfuré de la 

classe des stéroïdes, bloque dans un modèle cellulaire la production de particules virales 

d’EBV en inhibant l’expression des gènes viraux dépendants d’EB2 (Verma et al. 2016). Le 

mode d’action par lequel cette molécule inhibe la fonction d’EB2 n’a pas été caractérisé, 

mais ces nouveaux résultats ouvrent la voie pour le développement de nouveaux 

traitements anti-herpétiques. 

Par ailleurs, la détermination de la structure cristallographique de la protéine EB2 et 

de celle de ses analogues sera certainement une aide précieuse pour rechercher des 

inhibiteurs spécifiques de ces facteurs viraux. 

 

8. Problématique du sujet de thèse 

Les travaux menés au cours de mon doctorat ont tenté de décrypter plus précisément 

le rôle de la protéine EB2 dans le métabolisme des ARNm. Des travaux antérieurs au 

laboratoire ont montré qu’EB2 favorise l’accumulation cytoplasmique de la majorité des 

ARNm viraux, dont la principale caractéristique est d’être issus de gènes sans intron 

(Gruffat et al. 2002; Batisse et al. 2005; Juillard et al. 2009). Cependant, il semble que la 

fonction d’EB2 soit plus complexe que celle de facteur d’export des ARNm car celle-ci 

stimule aussi la traduction de ses ARNm cibles (annexe II - (Ricci et al. 2009)), et aucune 

étude ne s’est intéressée au devenir des ARNm viraux dans le noyau en absence d’EB2. 

Dans la partie qui suit, je présenterai nos résultats récents sous forme de trois publications 
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scientifiques (articles I, II et III). Le lecteur pourra également se référer pour une meilleure 

compréhension de ces résultats aux autres publications scientifiques auxquelles je suis 

associé (annexes I, II, III et IV). 
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I - The splicing factor SRSF3 is functionally connected to the 

nuclear RNA exosome for intronless mRNA decay 

 

Fabrice Mure, Nour El Houda Benbahouche, Edouard Bertrand, Evelyne Manet and Henri 

Gruffat 

 

L’exosome à ARN joue un rôle important dans la maturation et la dégradation de 

plusieurs classes d’ARN. Cependant, la reconnaissance et le recrutement de l’exosome sur 

ses substrats nucléaires sont mal compris. Dans ce travail, en utilisant comme modèle le 

virus d’Epstein-Barr, nous décrivons une nouvelle fonction du facteur d’épissage SRSF3 

dans le contrôle-qualité des ARNm nucléaires. Nous montrons que certains ARNm viraux, 

générés à partir de gènes sans intron, contiennent des sites cryptiques d’épissage qui 

entraînent un épissage aberrant, et par conséquent la dégradation de ces ARNm par 

l’exosome nucléaire. Cet effet est contrecarré par la protéine virale EB2 qui stabilise ces 

ARNm viraux et stimule leur export nucléo-cytoplasmique puis leur traduction. En 

absence d’EB2, la protéine SRSF3 interagit à la fois avec l’exosome et son cofacteur 

nucléaire NEXT, et déstabilise fortement ces ARNm. L’ensemble de nos résultats 

démontre un lien direct entre les machineries cellulaires d’épissage et de dégradation des 

ARNm. Nous proposons que la protéine SRSF3 assiste l’exosome et le complexe nucléaire 

NEXT dans la reconnaissance et la dégradation de certains ARNm aberrants. 
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II - In vitro translation of mRNAs that are in their native 

ribonucleoprotein complexes 

 

Fabrice Mure*, Baptiste Panthu*, Henri Gruffat and Théophile Ohlmann 

*co-premier auteur 

 

L’ARNm interagit avec un réseau de plusieurs centaines de protéines qui lient l’ARN 

ou RBPs (RNA-Binding Proteins) pour former une particule ribonucléoprotéique ou 

mRNP. L’assemblage des RBPs débute dans le noyau de façon co-transcriptionnelle et 

certaines de ces protéines restent associées à l’ARNm dans le cytoplasme où elles 

participent à sa traduction. Cependant, à cause de sa taille, de sa complexité et de sa grande 

variabilité, il est difficile d’évaluer l’influence de la composition de la mRNP sur sa 

traduction. Dans ce travail, la mise au point d’un nouveau système de traduction in vitro 

nous a permis de comparer l’efficacité traductionnelle d’ARNm rapporteurs qui sont 

associés, ou non, à leurs RBPs endogènes. Nos résultats montrent un fort impact des RBPs 

sur l’efficacité de traduction d’un ARNm, et révèlent des variations intrinsèques de cette 

efficacité dues à la fois à la structure et aux étapes de maturation nucléaire de l’ARNm. Par 

exemple, l’utilisation d’un gène rapporteur avec un intron confirme que l’épissage stimule 

efficacement la traduction. L’ensemble de nos résultats démontre in vitro que les étapes 

nucléaires et cytoplasmiques de régulation de l’expression des gènes sont couplées chez les 

eucaryotes, et que ceci est la conséquence de l’interaction avec l’ARNm d’un réseau 

complexe et dynamique de RBPs. 
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III - Epstein-Barr virus protein EB2 stimulates translation 

initiation of mRNAs through direct interactions with both 

PABP and eIF4G 

 

Fabrice Mure, Baptiste Panthu, Isabelle Zanella-Cléon, Frédéric Delolme, Evelyne Manet, 

Théophile Ohlmann and Henri Gruffat 

 

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) exprime de nombreux ARNm à partir de gènes 

dépourvus d’intron. Comme la réaction d’épissage stimule la traduction, ces ARNm viraux 

sont traduits défavorablement par rapport aux ARNm cellulaires, générés à partir de gènes 

avec introns. Afin de pallier ce défaut d’épissage, le virus code pour une protéine de liaison 

à l’ARN (RBP) appelée EB2 qui a déjà été décrite comme favorisant à la fois l’export nucléo-

cytoplasmique et la traduction des ARNm viraux. Dans ce travail, nous montrons qu’EB2 

interagit avec les deux complexes nucléaire et cytoplasmique qui lient la coiffe des ARNm 

(respectivement les complexes CBC et eIF4F), ainsi qu’avec la protéine PABP liant leur 

queue poly(A), pour favoriser l’initiation de la traduction de ses ARNm cibles. De manière 

intéressante, cet effet traductionnel d’EB2 est observé in vitro uniquement si EB2 est 

initialement liée à son ARNm cible dans le noyau. Nous démontrons également que 

l’association eIF4G-EB2-PABP diminue la sensibilité des ARNm cibles d’EB2 à des 

inhibiteurs de l’initiation de la traduction. L’ensemble de nos résultats suggère qu’EB2 lie 

et stabilise le complexe de liaison de la coiffe des ARNm pour augmenter la traduction de 

ses ARNm cibles, et démontre l’importance des étapes nucléaires de maturation des ARNm 

sur l’efficacité de leur traduction dans le cytoplasme. 
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Les cancers associés à EBV (lymphome de Burkitt, carcinome du rhinopharynx, 

maladie de Hodgkin, …) constituent plus de 10 % des cancers humains associés à une 

infection virale et sont un problème de santé publique majeur dans de nombreux pays 

d’Asie du Sud-Est et d’Afrique équatoriale. Dans les pays occidentaux, le développement 

de lymphomes et de maladies lymphoprolifératives induits par EBV est un risque 

important chez les individus immunodéprimés à la suite de transplantations d’organes ou 

d’une infection par le HIV (Parkin 2006; Taylor et al. 2015; Elgui de Oliveira et al. 2016). 

Il est donc primordial de mieux comprendre la biologie de ce virus dans l’optique de la 

mise au point de nouvelles stratégies diagnostiques, pronostiques et/ou thérapeutiques. 

EBV est répandu de manière quasi-ubiquitaire dans la population humaine adulte. La 

primo-infection est généralement asymptomatique, mais peut dans certains cas 

déclencher la mononucléose infectieuse. Suite à cette infection, le virus persiste sous forme 

latente dans les lymphocytes B mémoires des individus infectés, avec par intermittence 

production de novo de virions au niveau des cellules épithéliales de l’oropharynx. Des 

travaux de recherche suggèrent que ces phases de réactivation virale joueraient un rôle 

important dans le développement de certains cancers (Hong et al. 2005; Yu et al. 2012; 

Yasuda et al. 2013; Sugden 2014). 

 

Dans ce contexte, les principaux travaux de recherche réalisés au cours de ma thèse 

ont porté sur l’étude du rôle de la protéine EB2 du virus d’Epstein-Barr dans le 

métabolisme des ARNm. Cette RBP a une fonction majeure au cours du cycle viral 

productif car elle est indispensable à la production de virions (Gruffat et al. 2002). Des 

travaux antérieurs au laboratoire ont permis de montrer que : (i) EB2 favorise 

l’accumulation cytoplasmique de la majorité des ARNm viraux, dont la principale 

caractéristique est d’être issus de gènes sans intron (Gruffat et al. 2002; Batisse et al. 2005; 

Juillard et al. 2009) ; et (ii) EB2 stimule efficacement la traduction de ses ARNm cibles 

(annexe II - (Ricci et al. 2009)). Mes travaux de thèse ont donc visé à mieux caractériser 

les fonctions de cette RBP virale. 
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I - Les protéines EB2 et SRSF3 : à l’interface entre le contrôle-

qualité et l’export des ARNm 

 

SRSF3 permet l’export nucléo-cytoplasmique des ARNm cibles d’EB2 

Afin de déchiffrer les mécanismes impliqués dans les diverses fonctions d’EB2 dans le 

métabolisme des ARNm, nous avons tenté d’identifier les partenaires cellulaires d’EB2 

grâce à deux approches complémentaires : un crible deux-hybrides en levure (annexe I - 

(Juillard et al. 2012)), et la purification suivie de l’analyse par spectrométrie de masse des 

complexes protéiques contenant EB2 à partir de cellules HEK293EBV∆BMLF1 (article III). 

Parmi les partenaires d’EB2, nous avons identifié de nombreuses RBPs cellulaires, et en 

particulier plusieurs membres de la famille des protéines SR, dont SRSF1 (ASF/SF2), 

SRSF3 (SRp20) et SRSF7 (9G8). À l’aide d’un siRNA ciblant la protéine SRSF3, nous avons 

montré qu’en absence de cette protéine, EB2 n’est plus capable d’exporter dans le 

cytoplasme certains ARNm issus de gènes sans intron (e.g. Renilla luciferase, ADNc b-

globine). De plus, des expériences de RIP ont révélé que l’interaction de SRSF3 avec ces 

ARNm est augmentée en présence d’EB2 (annexe I - (Juillard et al. 2012)). L’ensemble de 

ces données démontrent que l’association EB2-SRSF3 est nécessaire à la fonction de 

facteur d’export des ARNm d’EB2. Étant donné que (i) EB2 interagit également avec les 

protéines SRSF1 et SRSF7, (ii) chacune des protéines SR lie individuellement des ARNm 

distincts (Ankö et al. 2010), et (iii) les protéines SRSF3 et SRSF7 sont capables de recruter 

le facteur TAP/NXF1 (Huang and Steitz 2001; Huang et al. 2003), il est probable que 

l’export par EB2 de certains ARNm viraux générés à partir de gènes dépourvus d’intron 

soit dépendant d’autres protéines SR. Il serait donc intéressant de dépléter par siRNA 

chacune des protéines SR indépendamment, puis de quantifier par RNA-seq les ARN 

cytoplasmiques et totaux pour déterminer leur effet sur l’export nucléo-cytoplasmique des 

ARNm cibles d’EB2. 

De façon remarquable, des travaux très récents ont montré par iCLIP que les sept 

protéines SRSF1-7 lient à la fois les ARNm non épissés et les ARNm épissés, ce qui indique 

que celles-ci restent associées aux ARNm une fois la réaction d’épissage terminée (Müller-

Mcnicoll et al. 2016). Cette même étude a montré que les protéines SRSF1-7 interagissent 

toutes avec le facteur TAP/NXF1 mais avec une affinité différente, et que l’interaction 

prédominante est celle de SRSF3. Ceci est consolidé par les résultats de iCLIP démontrant 

que SRSF3 et TAP/NXF1 ont des sites de fixation identiques, en particulier dans le dernier 

exon et la région 3’ UTR de certains ARNm. Enfin, il a été montré que les protéines SRSF3 

et SRSF7 régulent de façon opposée la longueur de la région 3’ UTR de certains ARNm en 
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modulant l’épissage alternatif ou le site de clivage/polyadénylation (Müller-Mcnicoll et al. 

2016). Ainsi, il apparaît de plus en plus évident que les protéines SR jouent un rôle central 

dans le couplage entre l’épissage, la polyadénylation et l’export nucléo-cytoplasmique des 

ARNm, et que celles-ci influencent leur devenir en recrutant le facteur d’export TAP/NXF1 

sur les ARNm matures (Müller-Mcnicoll et al. 2016; Elbarbary and Maquat 2016). 

 

EB2 protège les ARNm issus de gènes sans intron de la dégradation par l’exosome 

Les mécanismes moléculaires sous-jacents à la fonction de facteur d’export des ARNm 

d’EB2 ont été bien caractérisés au cours de la dernière décennie. Paradoxalement, aucune 

étude ne s’est intéressée au devenir des ARNm viraux en absence de la protéine EB2. En 

effet, la principale caractéristique d’un facteur d’export des ARNm est l’accumulation 

nucléaire des ARNm polyadénylés lorsque ce facteur est muté. Pour répondre à cette 

question, nous avons utilisé la lignée cellulaire HEK293EBV∆BMLF1 contenant un génome 

viral recombinant amputé du gène codant pour EB2. Il a été montré précédemment que 

l’expression ectopique de la protéine EB2 dans ces cellules induit l’accumulation 

cytoplasmique de la majorité des ARNm viraux exprimés au cours du cycle productif 

(Batisse et al. 2005). Nos résultats récents montrent que les ARNm tardifs d’EBV ne sont 

pas (ou peu) présents dans le noyau en absence d’EB2 suggérant que ceux-ci sont 

rapidement dégradés (article I). L’utilisation d’un système d’expression inductible 

(système Tet-off) nous a permis de confirmer cette hypothèse en démontrant que la 

protéine EB2 stabilise efficacement les ARNm viraux dans le noyau. À l’aide de siRNA 

ciblant les ribonucléases responsables de la dégradation nucléaire des ARNm, nous avons 

ensuite montré que les ARNm générés à partir de gènes sans intron sont principalement 

dégradés par la voie 3’-5’ impliquant l’exosome. 

 

SRSF3 marque les ARNm pour leur dégradation par l’exosome et son cofacteur 

nucléaire NEXT 

De façon surprenante, nos résultats antérieurs ont montré qu’en absence d’EB2, la 

déplétion par siRNA de SRSF3 augmente l’accumulation cytoplasmique des ARNm cibles 

d’EB2, suggérant que SRSF3 aurait un effet délétère sur certains ARNm (annexe I - 

(Juillard et al. 2012)). Nous avons donc étudié de façon plus approfondie le rôle éventuel 

de SRSF3 dans le contrôle-qualité des ARNm (article I). Nos résultats indiquent que les 

protéines EB2 et SRSF3 ont un effet antagoniste sur la stabilité des ARNm issus de gènes 

sans intron car la déplétion par siRNA de SRSF3 stabilise significativement ces ARNm 
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dans le noyau. En outre, nous montrons par des expériences de co-immunoprécipitation 

que la protéine SRSF3 est associée à l’exosome et à la protéine RBM7 du complexe NEXT, 

mais n’interagit pas avec le complexe hTRAMP. Nous avons ensuite cherché à déterminer 

le rôle fonctionnel de ces interactions protéiques. Nous montrons d’une part, que la 

déplétion par siRNA de l’exosome (ou de son cofacteur NEXT) a un effet similaire sur la 

quantité des ARNm nucléaires issus de gènes sans intron que la déplétion de SRSF3, et 

d’autre part, que la déplétion de SRSF3 déstabilise certains composants du complexe 

NEXT, et en particulier l’ARN hélicase hMTR4. En accord avec cette observation, il a été 

montré que la déplétion d’une protéine du complexe NEXT déstabilise de façon conjointe 

les autres composants de ce complexe (Lubas et al. 2011), ce qui reflète les interactions 

entre toutes ces protéines. 

 

 
 

Figure 39 : Modèle du contrôle de la dégradation des ARNm nucléaires par les protéines 

EB2 et SRSF3. Au cours de la transcription, de nombreuses RBPs s’associent au (pré-)ARNm naissant 

dont le complexe CBC, la protéine PABPN1 et des protéines SR comme SRSF3. En absence d’EB2, la 

liaison de SRSF3 aux ARNm générés à partir de gènes dépourvus d’intron conduit au recrutement de 

l’exosome via le complexe NEXT, et par conséquent à la dégradation de ces ARNm dans le noyau. En 

revanche, en présence d’EB2, celle-ci stabilise ses ARNm cibles et favorise ainsi leur export nucléo-

cytoplasmique puis leur traduction. 
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Ainsi, nos résultats démontrent un lien étroit entre les machineries cellulaires 

d’épissage et de dégradation des (pré-)ARNm. Des analyses protéomiques ont déjà 

rapporté des interactions entre le spliceosome et les protéines RBM7 et hMTR4 (Hegele et 

al. 2012; Nag and Steitz 2012), et certaines sous-unités de l’exosome (Rappsilber et al. 

2002). Sur la base de nos résultats, nous proposons donc qu’en absence de la protéine EB2, 

le facteur d’épissage SRSF3 associé aux ARNm naissants recrute l’exosome et son cofacteur 

nucléaire NEXT, ce qui aboutit à la dégradation rapide de ces ARNm dans le noyau (Figure 

39). Par contre, lorsque la protéine EB2 est exprimée, celle-ci interagit avec la protéine 

SRSF3 (annexe I - (Juillard et al. 2012)), ce qui (i) protège les ARNm viraux de la 

dégradation par l’exosome, et (ii) permet le recrutement du facteur TAP/NXF1 pour 

exporter ces ARNm dans le cytoplasme. 

De toute évidence, il semble que la reconnaissance des ARNm viraux par l’exosome 

soit plus complexe que celle décrite dans ce modèle. En effet, la protéine EB2 n’interfère 

pas dans l’interaction entre les protéines SRSF3 et RBM7 comme le démontre nos résultats 

de co-immunoprécipitation (données non présentées). Il serait intéressant de 

cartographier précisément le(s) domaine(s) d’interaction entre toutes ces protéines car il 

est probable que la zone d’interaction entre SRSF3 et EB2 soit distincte de celle entre 

SRSF3 et RBM7. De plus, des travaux récents d’une autre équipe indique que la protéine 

RBM7 s’associe précocement aux pré-ARNm, et s’accumule en particulier à l’extrémité 3’ 

des introns (Lubas et al. 2015). Tout ceci suggère que ces trois RBPs pourraient s’associer 

simultanément aux mêmes ARNm, et que la fonction d’une RBP est affectée par la 

présence d’autres RBPs, indiquant que le devenir des ARNm est déterminé par un code de 

RBPs. En d’autres termes, dans le cas des ARNm issus de gènes sans intron, la liaison seule 

de SRSF3 induit la dégradation de ces ARNm, alors que la liaison de SRSF3 et EB2 permet 

leur export nucléo-cytoplasmique. 

Un degré de complexité supplémentaire est de déterminer la spécificité des ARNm 

cibles d’EB2. En effet, des travaux de plusieurs équipes ont montré que (i) tous les ARNm 

viraux issus de gènes sans intron ne sont pas sensibles à EB2 (Batisse et al. 2005; Han et 

al. 2007; Thompson et al. 2016) ; et (ii) EB2 est capable d’augmenter post-

transcriptionnellement le niveau d’expression de gènes rapporteurs artificiels sans intron 

(e.g. Renilla luciferase, ADNc b-globine) (Buisson et al. 1999; Ricci et al. 2009). Pour 

répondre à cette question, on pourrait envisager l’approche de CLIP-seq, comme ceci a été 

récemment réalisé avec la protéine ORF57 de KSHV (Sei et al. 2015), et déterminer si les 

sites de fixation d’EB2 sont adjacents de ceux des protéines SRSF3 et/ou RBM7. 
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Les ARNm cibles d’EB2 contiennent des sites cryptiques d’épissage 

En lien avec nos travaux décrivant un rôle du facteur d’épissage SRSF3 dans le 

contrôle-qualité des ARNm, nous avons montré récemment au laboratoire que certains 

ARNm viraux contiennent des sites 5’ et/ou 3’ cryptiques d’épissage, et que la mutation de 

ces sites augmente la stabilité de ces ARNm dans le noyau (article I). C’est le cas en 

particulier de l’ARNm tardif BDLF1 dont la stabilité est contrôlée par la protéine EB2. De 

plus, la mutation de ces sites favorise l’export dans le cytoplasme de ces ARNm en absence 

d’EB2 (données non présentées). Ces résultats sont particulièrement intéressants car (i) 

ils pourraient expliquer la raison pour laquelle les ARNm viraux sont instables en absence 

d’EB2, et (ii) ils indiquent que les acteurs moléculaires de la surveillance des ARNm 

pourraient distinguer un site cryptique d’un site normal d’épissage. Toutefois, nos résultats 

ne permettent pas actuellement de démontrer clairement cette hypothèse. Pour cela, nous 

cherchons maintenant à déterminer si la protéine SRSF3 est impliquée dans l’épissage 

cryptique des ARNm viraux en analysant le profil d’épissage de ces transcrits dans des 

cellules déplétées par siRNA de SRSF3. 

Ces nouveaux résultats sont en accord avec le modèle, basé sur des travaux chez la 

levure S. cerevisiae, suggérant qu’il existerait une compétition entre l’épissage et la 

surveillance nucléaire des pré-ARNm par l’exosome permettant de détecter les transcrits 

aberrants (Bousquet-Antonelli et al. 2000; Gudipati et al. 2012; Niemela et al. 2014; 

Kilchert et al. 2016). Dans ce modèle, il est proposé qu’un épissage lent des pré-ARNm 

aboutirait à une forte proportion de dégradation des transcrits par l’exosome et donc à peu 

d’ARNm, alors qu’un épissage rapide aboutirait au contraire à un niveau élevé d’ARNm. 

Ainsi, dans le cas des ARNm viraux, la présence de sites cryptiques d’épissage aboutirait 

au recrutement du spliceosome, et notamment de la protéine SRSF3, puis à l’épissage 

aberrant et/ou abortif de ces transcrits conduisant à leur dégradation par l’exosome et son 

cofacteur nucléaire NEXT. Le recrutement de la protéine EB2 sur les ARNm viraux 

pourrait alors masquer ces sites cryptiques d’épissage, et par conséquent stabiliser ces 

ARNm dans le noyau. On sait en effet qu’EB2 interfère dans la réaction d’épissage de 

certains ARNm, notamment dans l’épissage alternatif du pré-ARNm STAT1 en favorisant 

la reconnaissance d’un second site 5’ d’épissage présent dans un intron (Verma 2008). 

Toutefois, le mécanisme permettant à EB2 de réguler l’épissage de ses ARNm cibles reste 

mal compris. 

 

Une partie de mon travail de thèse a permis de démontrer un nouveau rôle du facteur 

d’épissage SRSF3 dans le contrôle-qualité des ARNm nucléaires (article I). Au cours de la 
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réalisation de ces travaux, il a été montré chez S. cerevisiae que les protéines SR-like Gbp2 

(G-strand binding protein 2) et Hrb1 (Hypothetical RNA-binding protein 1) sont 

également des facteurs clés de la surveillance nucléaire des ARNm (Hackmann et al. 2014). 

Un rôle d’autres RBPs, comme le complexe CBC-ARS2 et la protéine PABPN1, a aussi été 

décrit récemment dans le contrôle-qualité de certains ARN (Andersen et al. 2013; Bresson 

and Conrad 2013). Étant donné que le complexe CBC interagit avec les snRNPs U4/U6.U5 

du spliceosome (Pabis et al. 2013) et avec le complexe NEXT (Andersen et al. 2013), il 

apparaît donc que le devenir des ARNm est contrôlé par un réseau complexe de RBPs. Un 

défi majeur pour le futur est de comprendre comment ces RBPs recrutées co-

transcriptionnellement distinguent les ARNm qui doivent être dégradés de ceux qui 

doivent être exportés dans le cytoplasme. 

Dans le domaine de la virologie, il est intéressant de noter que l’exosome et les 

protéines hMTR4 et ZCCHC7 du complexe hTRAMP ont été décrits très récemment 

comme des facteurs antiviraux (Molleston et al. 2016). Dans cette étude, il a été montré 

dans des cellules d’insectes et des cellules humaines que l’infection par plusieurs virus à 

ARN induit la translocation de hMTR4 et ZCCHC7 dans le cytoplasme, formant un 

complexe ciblant spécifiquement les ARNm viraux pour leur dégradation (Molleston et al. 

2016). Ces nouveaux résultats suggèrent que la machinerie de dégradation des ARNm joue 

un rôle très important dans le contrôle des infections virales. 
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II - Rôle de la protéine EB2 dans la traduction des ARNm 

 

EB2 stimule la traduction des ARNm issus de gènes sans intron 

Les mécanismes régulant la traduction des ARNm générés à partir de gènes avec 

introns ont commencé à être élucidés au cours de ces dernières années. En particulier, il 

est maintenant clair que le complexe EJC, déposé sur les ARNm dans le noyau au cours de 

l’épissage, stimule leur traduction dans le cytoplasme (Le Hir et al. 2016). 

En utilisant comme modèle la RBP virale EB2, nos résultats antérieurs ont montré que 

cette protéine est associée aux polysomes et augmente significativement l’efficacité de 

traduction de ses ARNm cibles (annexe II - (Ricci et al. 2009)). De façon remarquable, cet 

effet d’EB2 n’est visible que si l’ARNm ne subit pas au préalable de réaction d’épissage. En 

effet, si un intron est introduit artificiellement dans le gène rapporteur Renilla luciferase, 

alors l’ARNm correspondant est traduit aussi efficacement qu’en absence d’EB2. 

 

Le système hybride permet l’étude in vitro de la traduction des mRNPs 

Afin de déterminer le mécanisme par lequel la protéine EB2 stimule la traduction de 

ses ARNm cibles, nous avons cherché à récapituler son effet traductionnel dans un système 

in vitro. Contrairement à la protéine ORF57 de KSHV (Boyne et al. 2010), nos résultats 

montrent qu’EB2 n’est pas capable de stimuler in vitro dans du lysat de réticulocytes de 

lapin (RRL) la traduction d’un ARNm viral ou de l’ARNm Renilla luciferase (données non 

présentées). Ceci suggère que l’effet de la protéine EB2 sur la traduction nécessite un 

recrutement nucléaire de cette RBP sur ses ARNm cibles. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons donc mis au point, en collaboration avec 

l’équipe du Dr Ohlmann, un système hybride de traduction in vitro des mRNPs (article II). 

Ce système est basé sur la purification de la fraction ribosomale à partir de cellules 

transfectées au préalable avec un gène rapporteur. Cette fraction ribosomale, contenant 

l’ARNm rapporteur associé à ses RBPs endogènes, est ensuite complémentée avec du RRL 

appauvri de ses ribosomes et traduite in vitro. Ainsi, nos résultats montrent un fort impact 

des RBPs sur l’efficacité de traduction d’un ARNm, et révèlent des variations intrinsèques 

de cette efficacité dues à la fois à la structure et aux étapes de maturation nucléaire de 

l’ARNm. Par exemple, l’utilisation d’un gène rapporteur avec un intron confirme que 

l’épissage stimule efficacement la traduction. L’ensemble de nos résultats démontrent in 

vitro que les étapes nucléaires et cytoplasmiques de régulation de l’expression des gènes 
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sont couplées chez les eucaryotes, et que ceci est la conséquence de l’interaction avec 

l’ARNm d’un réseau complexe et dynamique de RBPs. 

 

L’interaction eIF4G-EB2-PABP favorise l’initiation de la traduction des ARNm issus 

de gènes sans intron 

Grâce à ce nouveau système hybride de traduction, nous avons pu évaluer in vitro 

l’impact de la RBP virale EB2 sur la traduction de ses ARNm cibles (article III). Nous 

montrons par des expériences biochimiques qu’EB2 interagit avec les deux complexes 

nucléaire et cytoplasmique qui lient la coiffe (respectivement les complexes CBC et eIF4F), 

ainsi qu’avec la protéine PABP qui lie la queue poly(A), afin de favoriser l’initiation de la 

traduction de ses ARNm cibles. Plus précisément, nos résultats indiquent que la région C-

terminale d’EB2 lie indépendamment de l’ARN à la fois le domaine N-terminal d’eIF4G et 

la protéine PABP. Étant donné que le domaine d’interaction d’eIF4G avec PABP est aussi 

localisé dans sa région N-terminale (Imataka et al. 1998), il est donc probable que les 

régions d’interaction d’eIF4G avec PABP et EB2 soient adjacentes permettant la formation 

d’un complexe hétérotrimérique eIF4G-EB2-PABP. Afin de valider cette hypothèse, il 

serait intéressant de cartographier en détail les domaines d’interaction entre toutes ces 

protéines. De plus, comme nos résultats indiquent que l’interaction entre EB2 et le 

domaine N-terminal d’eIF4G est faible, on ne peut pas exclure que celle-ci soit médiée par 

PABP car cette protéine est présente en quantité abondante dans le RRL. Pour exclure cette 

possibilité, on pourrait tester l’interaction in vitro entre les protéines recombinantes EB2 

étiquetée avec un tag GST et le domaine N-terminal d’eIF4G étiqueté avec un tag His. 

De manière intéressante, l’effet traductionnel d’EB2 ne peut être obtenu que si la 

protéine EB2 est au préalable liée aux ARNm dans le noyau. Nous démontrons également, 

grâce au système hybride de traduction in vitro, que l’association eIF4G-EB2-PABP 

diminue la sensibilité des ARNm cibles d’EB2 à des inhibiteurs de l’initiation de la 

traduction. Par ailleurs, nous avons vérifié que la stabilité de l’ARNm Renilla luciferase 

n’est pas affectée par la protéine EB2 dans le système hybride de traduction in vitro au 

cours de sa période d’incubation (données non présentées). L’ensemble de nos résultats 

suggèrent qu’EB2 lie et stabilise le complexe de liaison de la coiffe pour augmenter la 

traduction de ses ARNm cibles, et démontrent l’importance des étapes nucléaires de 

maturation des ARNm sur l’efficacité de leur traduction dans le cytoplasme (Figure 40). 

En outre, l’analyse de tous les analogues fonctionnels de la protéine EB2 chez les autres 

herpèsvirus a révélé que seule la protéine UL69 de CMV a un effet similaire à celui d’EB2 

dans le système hybride de traduction in vitro (données non présentées). Ceci est en accord 
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avec les résultats d’une autre équipe démontrant qu’UL69 stimule la traduction grâce à 

son association avec l’ARN hélicase eIF4A et la protéine PABP (Aoyagi et al. 2010). 

 

 
 

Figure 40 : Modèle de stimulation de la traduction des ARNm associés à EB2. La protéine 

EB2 est recrutée dans le noyau sur ses ARNm cibles grâce à son interaction avec le complexe CBC. Dans 

le cytoplasme, EB2 interagit avec les facteurs d’initiation eIF4G et PABP via son domaine C-terminal, et 

stabilise ainsi ses ARNm cibles sous une conformation « closed-loop » favorable à leur traduction. 

 

Plusieurs questions restent cependant en suspens. Nous avons montré que la protéine 

EB2 stimule la traduction de l’ARNm rapporteur Renilla luciferase et de l’ARNm viral 

BDLF1 (généré à partir d’un vecteur d’expression). Il serait intéressant maintenant de 

déterminer l’ensemble des ARNm viraux dont la traduction est modulée par EB2. Pour 

répondre à cette question, on pourrait envisager l’approche de « ribosome profiling » 

combinée à celle de RNA-seq, en comparant les résultats dans les lignées cellulaires 

HEK293EBV contenant le génome d’EBV et HEK293EBV∆BMLF1 contenant un génome viral 

recombinant amputé du gène codant pour EB2. Ceci nous permettrait également de 

déterminer si la protéine EB2 affecte la traduction de certains ARNm cellulaires. 

Le développement récent de la technique de « ribosome profiling » est un outil 

puissant pour étudier de façon globale la traduction au cours des infections virales, et 

annoter l’ensemble des ORFs dans les génomes viraux (Stern-Ginossar and Ingolia 2015; 
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Stern-Ginossar 2015). Cette technique a été appliquée récemment à deux herpèsvirus : le 

cytomégalovirus humain (CMV) (Stern-Ginossar et al. 2012), et l’herpèsvirus associé au 

sarcome de Kaposi (KSHV) (Arias et al. 2014). De façon remarquable, ces travaux ont 

caractérisé dans le cas de CMV plus de 700 ORFs, dont plus de la moitié sont des petites 

ORFs1 codant pour des peptides de moins de 80 acides aminés (Stern-Ginossar et al. 2012). 

La synthèse de ces micropeptides a été confirmée par spectrométrie de masse, mais leur 

fonction est à l’heure actuelle totalement inconnue. Cette même étude a montré que de 

nombreuses régions codantes se chevauchent soit dans la même ORF, produisant alors des 

isoformes tronquées de la même protéine, soit dans des ORFs différentes et donc 

produisent des protéines distinctes (Stern-Ginossar et al. 2012). Ces résultats démontrent 

à quel point les mécanismes d’expression des génomes des herpèsvirus peuvent être 

complexes et particulièrement originaux. 

Cependant, le « ribosome profiling » fournit des informations temporelles limitées sur 

la traduction et masque l’hétérogénéité potentielle de la traduction entre les différentes 

cellules ou entre les différentes molécules d’ARNm au sein de la même cellule. Afin de 

remédier à ce problème, plusieurs équipes ont développé récemment de nouvelles 

approches d’imagerie en temps réel pour suivre in vivo la dynamique de la traduction de 

molécules d’ARNm uniques (Morisaki et al. 2016; Wang et al. 2016; Wu et al. 2015; 2016; 

Yan et al. 2016). Ces nouvelles technologies sont toutes basées sur le système de marquage 

de fluorescence SunTag2. Plus précisément, l’ARNm d’intérêt et les polypeptides associés 

naissants sont marqués simultanément avec deux molécules fluorescentes différentes, 

permettant ainsi de visualiser dans des cellules vivantes la traduction de molécules 

d’ARNm isolées. L’application de ces techniques à la protéine EB2 permettrait d’étudier à 

la fois la localisation et la dynamique de la traduction des ARNm cibles de cette RBP. 

Enfin, une question intéressante serait de déterminer si d’autres facteurs que la 

protéine EB2 favorise la traduction des ARNm viraux vis-à-vis des ARNm cellulaires au 

cours de l’infection. Un domaine de recherche émergent qui pourrait apporter des 

éléments de réponse à cette question est la mise en évidence de ribosomes spécialisés (Xue 

and Barna 2012; Shi and Barna 2015; Preiss 2016). En effet, il a été montré une 

 
1 Les sORFs (short Open Reading Frames) sont une caractéristique de tous les génomes dont la 

capacité à coder pour des peptides a été longtemps négligé. La compréhension de la fonction biologique 

de ces micropeptides représente un défi majeur pour le futur (Andrews and Rothnagel 2014). 

2 Le système SunTag permet en imagerie l’amplification du signal de fluorescence grâce à deux 

composants : un peptide contenant jusqu’à 24 copies d’un court épitope, et un anticorps qui reconnaît 

cet épitope conjugué à une protéine fluorescente (Tanenbaum et al. 2014). 
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hétérogénéité de la composition du ribosome résultant de modifications post-

traductionnelles des protéines ribosomales et/ou de méthylation des ARNr. De manière 

intéressante, il a été montré récemment que la traduction coiffe-dépendante de certains 

ARNm du virus VSV (Vesicular Stomatitis Virus) requiert des ribosomes spécialisés (Lee 

et al. 2013a). Décrypter comment cette plasticité fonctionnelle du ribosome est utilisée par 

la cellule dans le cadre de son arsenal de défense antiviral, et par les virus afin de favoriser 

la traduction de leurs ARNm est un défi passionnant pour l’avenir. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

 

L’ensemble des travaux de recherche réalisés au cours de ma thèse a permis de mieux 

caractériser le rôle de la protéine EB2 dans le métabolisme des ARNm du virus d’Epstein-

Barr (Figure 41). En utilisant comme modèle une RBP virale, nos résultats démontrent une 

nouvelle fois l’importance des RBPs dans le contrôle de l’expression génique en couplant 

chacune des étapes nucléaires et cytoplasmiques du métabolisme des ARNm. 

 

 
 

Figure 41 : Modèle du contrôle de l’expression des gènes viraux par la protéine EB2. La 

RBP virale EB2 est recrutée co-transcriptionnellement sur les ARNm issus de gènes sans intron et 

interagit avec de nombreuses RBPs cellulaires telles que CBC, Aly/REF, SRSF1, SRSF3, SRSF7, RBM15 

et OTT3/RBM15B. Cette liaison d’EB2 stabilise d’une part les ARNm viraux en les protégeant de la 

dégradation par l’exosome et son cofacteur nucléaire NEXT, et d’autre part permet le recrutement du 

facteur TAP/NXF1 pour exporter ces ARNm. Une fois dans le cytoplasme, l’interaction d’EB2 avec eIF4G 

et PABP stabilise le complexe de liaison de la coiffe et favorise ainsi l’initiation de la traduction de ses 

ARNm cibles. 

 

Plus généralement, les progrès récents des techniques de protéomique ont permis 

d’identifier le répertoire complet des RBPs qui lient les ARNm dans plusieurs lignées 

cellulaires (Baltz et al. 2012; Castello et al. 2012). À l’heure actuelle, un défi majeur est 

donc de développer de nouvelles méthodologies afin de répondre à plusieurs questions 

importantes. (i) Il est nécessaire de déterminer la fonction biologique des nouvelles RBPs 

identifiées. (ii) De nombreuses RBPs, telles que le complexe EJC et les protéines SR, sont 
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impliquées dans toutes les étapes de la biogenèse des ARNm. Il est donc primordial de 

comprendre le rôle précis de ces RBPs au cours de chaque étape. (iii) La détermination des 

sites de fixation des RBPs à l’échelle du transcriptome a permis d’identifier un grand 

nombre de sites d’interaction. Parmi ceux-ci, il est indispensable de déterminer ceux qui 

sont fonctionnels. (iv) Les ARNm et certaines classes d’ARN (e.g. longs ARNnc, PROMPTs) 

sont transcrits par l’ARN polymérase II, coiffés et polyadénylés. Il est donc nécessaire de 

comprendre plus précisément ce qui différencie ces ARN. (v) Enfin, il est important de 

caractériser la dynamique d’assemblage et de dissociation des RBPs avec les ARNm, ce qui 

définit certainement un code afin de déterminer le devenir des mRNPs. 
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I - Epstein-Barr virus protein EB2 stimulates cytoplasmic mRNA 

accumulation by counteracting the deleterious effects of SRp20 

on viral mRNAs 

 

Fabrice Mure*, Franceline Juillard*, Quentin Bazot*, Lionel Tafforeau, Christophe Macri, 

Chantal Rabourdin-Combe, Vincent Lotteau, Evelyne Manet and Henri Gruffat 

*co-premier auteur 

 

La protéine EB2 (aussi appelée Mta, SM et BMLF1) est une protéine indispensable 

exprimée au cours du cycle productif du virus d’Epstein-Barr (EBV). EB2 est nécessaire à 

l’accumulation cytoplasmique des ARNm viraux générés à partir de gènes sans intron. EB2 

est une protéine qui lie l’ARN, dont l’expression a été montrée capable d’influencer à la fois 

la stabilité, l’épissage, l’export nucléo-cytoplasmique et la traduction des ARNm. À la suite 

d’un crible deux-hybrides chez la levure, nous avons identifié trois protéines SR, ASF/SF2 

(SRSF1), SRp20 (SRSF3) et 9G8 (SRSF7), comme partenaires cellulaires d’EB2. Par la 

suite, en utilisant des siRNAs spécifiques de chacune de ces protéines, nous avons montré 

que SRp20 joue un rôle majeur dans le métabolisme de plusieurs ARNm transcrits à partir 

de gènes dépourvus d’intron : l’ARNm rapporteur Renilla luciferase, l’ADNc b-globine et 

deux ARNm viraux tardifs. L’export nucléo-cytoplasmique de ces ARNm non épissés a 

précédemment été montré comme dépendant de la protéine EB2. Dans ce travail, nous 

montrons que la déplétion de SRp20 diminue l’effet d’EB2 sur l’accumulation de ses 

ARNm cibles dans le cytoplasme. De plus, la déplétion de SRp20 en absence d’EB2 

augmente significativement la quantité de ces ARNm, suggérant qu’une fonction d’EB2 est 

d’antagoniser l’effet délétère de SRp20. Enfin, par des expériences d’immunoprécipitation 

d’ARN, nous montrons qu’EB2 augmente l’association de SRp20 avec l’ARN, suggérant 

qu’une autre fonction d’EB2 est de stabiliser cette association nécessaire à sa fonction 

d’export des ARNm non épissés. 
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II - Translation of intronless RNAs is strongly stimulated by the 

Epstein-Barr virus mRNA export factor EB2 

 

Fabrice Mure*, Emiliano P. Ricci*, Henri Gruffat, Didier Decimo, Cahora Medina-Palazon, 

Théophile Ohlmann and Evelyne Manet 

*co-premier auteur 

 

La protéine EB2 du virus d’Epstein-Barr (EBV) permet l’export nucléo-cytoplasmique 

de la majorité des ARNm viraux précoces et tardifs issus de gènes sans intron. Il existe des 

analogues fonctionnels d’EB2 chez tous les herpèsvirus et cette protéine est indispensable 

à la production de nouveaux virions infectieux. Dans ce travail, nous montrons, qu’en plus 

de son rôle de facteur d’export des ARNm, EB2 stimule efficacement la traduction des 

ARNm non épissés, sans affecter la synthèse protéique globale. De manière intéressante, 

cet effet peut être supprimé par l’ajout d’un intron chimérique dans le gène rapporteur 

cible d’EB2. L’ARNm épissé est alors efficacement exporté et traduit même en absence 

d’EB2. De plus, nous montrons que la protéine EB2 est associée aux polysomes et 

augmente significativement la proportion de ses ARNm cibles dans la fraction polysomale. 

Enfin, le test des analogues fonctionnels d’EB2 chez les autres herpèsvirus révèle que, 

même si ces protéines jouent des rôles similaires au cours du cycle viral productif, leurs 

mécanismes d’action sont différents. 
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III - Protein Kinase CK2 Phosphorylation of EB2 Regulates Its 

Function in the Production of Epstein-Barr Virus Infectious 

Viral Particles 

 

Cahora Medina-Palazon, Henri Gruffat, Fabrice Mure, Odile Filhol, Valérie Vingtdeux-

Didier, Hervé Drobecq, Claude Cochet, Nicolas Sergeant, Alain Sergeant and Evelyne 

Manet 

 

La protéine EB2 (aussi appelée BMLF1, Mta ou SM) favorise l’export nucléo-

cytoplasmique de la majorité des ARNm précoces et tardifs du virus d’Epstein-Barr (EBV), 

et est essentielle à la production de nouveaux virions infectieux. Dans ce travail, nous 

montrons in vitro que les sous-unités -a et -b de la protéine kinase cellulaire CK2 

interagissent, à la fois individuellement et sous forme d’holoenzyme plus efficacement, 

avec la région N-terminale d’EB2, et que la sous-unité régulatrice -b interagit également 

avec la région C-terminale d’EB2. De plus, nous montrons que la protéine kinase CK2 

immunoprécipitée avec EB2 phosphorylent plusieurs résidus dans le domaine N-terminal 

d’EB2, dont les résidus Ser-55, -56 et -57 situés à proximité du signal d’export nucléaire 

(NES). Le mutant EB2S3E, mimant la phosphorylation de ces trois résidus, mais pas le 

mutant EB2S3A, est capable de restaurer la production de virions dans des cellules 

HEK293BMLF1-KO contenant le génome d’EBV amputé du gène codant pour la protéine EB2. 

Ce défaut de trans-complémentation du mutant EB2S3A dans les cellules HEK293BMLF1-KO 

n’est pas dû à sa capacité à faire la navette entre le noyau et le cytoplasme, mais est le 

résultat d’une diminution de la quantité cytoplasmique de certains ARNm viraux tardifs. 

L’ensemble de nos résultats indique que la production de particules virales d’EBV induite 

par la protéine EB2 est régulée par la phosphorylation d’EB2 sur ses résidus Ser-55, -56 et 

-57 par la protéine kinase CK2. 
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IV - Epstein-Barr Virus Late Gene Transcription Depends on the 

Assembly of a Virus-Specific Preinitiation Complex 

 

Valentin Aubry, Fabrice Mure, Bernard Mariamé, Thibaut Deschamps, Lucjan S. Wyrwicz, 

Evelyne Manet and Henri Gruffat 

 

Le cycle productif des herpèsvirus est caractérisé par une expression successive et 

régulée des gènes immédiats précoces (IE), précoces (E) puis tardifs (L). La structure des 

promoteurs entre les différentes classes de gènes diffère profondément. Les promoteurs 

de gènes IE et E possèdent des régions cis-régulatrices en amont d’une boîte TATA, tandis 

que les promoteurs de gènes L contiennent une seule et unique séquence cis-régulatrice. 

Dans le cas des gamma-herpèsvirus, cette séquence est le plus souvent une boîte TATT en 

lieu et place de la boîte TATA canonique. Le génome d’EBV code pour une protéine, BcRF1, 

qui est l’homologue structural de la TBP (TATA-Binding Protein) et interagit 

spécifiquement avec les régions TATT. BcRF1 est nécessaire mais n’est pas suffisante à 

l’expression des gènes tardifs d’EBV, suggérant que d’autres protéines virales sont aussi 

impliquées. Dans ce travail, nous avons identifié et caractérisé un complexe de protéines 

virales nécessaire et suffisant pour l’expression des gènes viraux tardifs. Ce complexe se 

compose de 5 protéines différentes en plus de BcRF1 interagissant avec l’ARN polymérase 

II. Au cours du cycle productif, ce complexe que nous avons nommé vPIC (viral Pre-

Initiation Complex), fonctionne en parallèle de la machinerie de réplication de l’ADN viral 

afin d’activer l’expression des gènes tardifs. Les protéines du vPIC d’EBV possèdent des 

homologues chez les bêta- et gamma-herpèsvirus mais pas chez les alpha-herpèsvirus. Nos 

résultats indiquent que les bêta- et gamma-herpèsvirus codent pour leur propre complexe 

de pré-initiation de la transcription responsable de l’expression des gènes viraux tardifs, 

et mettent ainsi en évidence la convergence évolutive de ces virus. 

 





 

 



 

 



 

 



 

 

RÉSUMÉ : La régulation post-transcriptionnelle de l’expression génique est basée sur un réseau 

complexe et dynamique d’interactions ARN-protéines. Un défi important est de comprendre les 

mécanismes par lesquels ces protéines de liaison à l’ARN (RBPs) influencent chaque étape du 

métabolisme des ARNm. Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de caractériser de 

nouvelles fonctions de la RBP virale EB2 qui est indispensable à la production du virus d’Epstein-

Barr (EBV). Des travaux antérieurs ont montré qu’EB2 favorise l’accumulation cytoplasmique de 

la majorité des ARNm viraux, dont la caractéristique est d’être transcrit à partir de gènes sans 

intron. Nous montrons que le rôle d’EB2 ne se limite pas à celui de facteur d’export des ARNm car 

cette RBP stabilise aussi ses ARNm cibles dans le noyau en les protégeant de la dégradation par 

l’exosome. Nos résultats indiquent qu’en absence d’EB2 : (i) certains ARNm viraux sont instables 

car ils contiennent des sites cryptiques d’épissage ; (ii) le facteur d’épissage SRSF3 déstabilise ces 

ARNm en interagissant à la fois avec l’exosome et le complexe NEXT, un des cofacteurs nucléaires 

de l’exosome. Par ailleurs, nous montrons également qu’EB2 est associée aux polysomes et stimule 

efficacement la traduction de ses ARNm cibles, en interagissant avec les facteurs d’initiation de la 

traduction eIF4G et PABP. Le développement d’un nouveau système de traduction in vitro nous a 

permis de montrer que l’effet d’EB2 sur la traduction nécessite le passage nucléaire de ses ARNm 

cibles. Ainsi, l’ensemble de nos travaux démontre le rôle clé d’une RBP virale dans le couplage entre 

les étapes nucléaires et cytoplasmiques de la biogenèse des ARNm. 
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ABSTRACT : Post-transcriptional regulation of gene expression is based on a complex and dynamic 

network of RNA-proteins interactions. A major challenge is to understand the precise contribution 

of these RNA-binding proteins (RBPs) to each step of mRNA metabolism. During this thesis, we 

have characterized new functions of the EB2 viral RBP which is essential for the production of the 

Epstein-Barr virus (EBV). Previous works have shown that EB2 promotes cytoplasmic 

accumulation of most intronless viral mRNAs. Here, we show that EB2 is not just an mRNA export 

factor because this RBP also stabilizes its target mRNAs in the nucleus by protecting them from 

RNA exosome degradation. Our results indicate that in the absence of EB2 : (i) some viral mRNAs 

are unstable because they contain cryptic splice sites ; (ii) the splicing factor SRSF3 destabilizes 

these mRNAs by interacting with both the RNA exosome and the Nuclear EXosome Targeting 

(NEXT) complex. Moreover, we also show that EB2 is associated with polysomes and it strongly 

stimulates translation of its target mRNAs through interactions with the eIF4G and PABP initiation 

factors. Interestingly, the development of a new in vitro translational assay allowed us to show that 

EB2’s translation stimulation requires that EB2 binds its target mRNAs in the nucleus. Taken 

together, our works demonstrate the key function of a viral RBP in the coordination of the nuclear 

and cytoplasmic steps of mRNA biogenesis. 
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