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Résumé  

La biogenèse des ribosomes eucaryotes est un processus complexe qui implique la production et 

l’assemblage de 4 ARNr et 80 protéines. La production des deux sous-unités du ribosome, 40S et 60S, 

débute dans le nucléole par la synthèse d'un long précurseur commun contenant les séquences des 

ARNr matures et se termine dans le cytoplasme où ont lieu les dernières étapes d'assemblage des 

protéines ribosomiques et de clivage des ARNr. La production de ribosomes nécessite la participation 

de plus de 200 co-facteurs, qui catalysent les clivages et modifications des ARNr, coordonnent leur 

repliement et leur association aux protéines ribosomiques, et assurent des étapes de contrôle-qualité. 

Ces protéines sont associées aux particules en cours de maturation et absentes des sous-unités matures. 

Cette voie de synthèse, globalement conservée chez les eucaryotes, a été principalement étudiée chez 

la levure. Cependant, des études récentes ont montré des différences importantes de ce processus entre 

levure et mammifères.  

Un des verrous importants pour comprendre la fonction des co-facteurs, est l'absence de données sur la 

structure des précurseurs des sous-unités ribosomiques. J’ai donc entrepris une étude structurale de 

l’assemblage cytoplasmique  de la petite sous-unité ribosomique chez l’Homme par cryo-microscopie 

électronique à transmission. Le but de ma thèse était de déterminer la structure 3D des précurseurs de 

la petite sous-unité ribosomique purifiés à différentes étape de leur maturation.  

Ce travail a été conduit en collaboration avec l’équipe du Pr. Ulrike Kutay (ETH Zurich) pour la 

purification des particules pré-40S à partir de cellules humaines. La première structure 3D de particule 

pré-40S intermédiaire purifiée en étiquetant le co-facteur LTV1 a été déterminée à 19Å de résolution. 

Dans un deuxième temps, la structure 3D de la particule pré-40S tardive purifiée à via RIO1(Kd) a 

aussi été déterminée à 15Å de résolution. Ces données nous ont permis de proposer un modèle de 

localisation des co-facteurs sur les précurseurs de  la petite sous-unité ribosomique et de montrer une 

nouvelle différence dans la formation de la petite sous-unité chez l’Homme comparé à la levure, du 

fait de la présence de la protéine RACK1 sur les particules pré-40S humaines. La comparaison des 

structures des précurseurs de la petite sous-unité obtenues a permis de mettre en lumière l’existence de 

remodelages structuraux de la particule pré-40S au cours de sa maturation. Ce travail met en lumière 

les premières structures 3D de particules pré-40S humaines et pose les fondements méthodologiques 

d'explorations futures de la dynamique structurale des particules pré-ribosomiques. 



    

 

12 

 



  ABSTRACT  

    

 

13 

 

Abstract 

Ribosome biogenesis is a complex process that requires the production and the correct assembly of the 

4 rRNAs with 80 ribosomal proteins. In Human, the production of the two subunits, 40S and 60S, is 

initiated by the transcription of a pre-ribosomal rRNA precursor to the mature 18S, 5.8S, and 28S 

rRNAs by the RNA polymerase I, which is chemically modified and trimmed by endo- and 

exoribonuclease, in order to form the mature rRNAs. The nascent pre rRNA associated with ribosomal 

proteins, small ribonucleoprotein particles (snoRNP) and so called co-factors leading to the assembly 

of an initial 90S particle. This particle is then split into pre-40S and pre-60S pre-ribosomal particles 

that fallow independent maturation to form the mature subunit into the cytoplasm. Production of 

eukaryotic ribosomes implies the transient intervention of more than 200 associated proteins and 

ribonucleoprotein particles, that are absent from the mature subunits. Synthesis of ribosome, globally 

conserved in eukaryotes, has been principally studied in yeast. However, recent studies reveal that this 

process is more complex in human compared in yeast.  

An important bottleneck in this domain is the lack of structural data concerning the formation of 

intermediate ribosomal subunits to understand the function of assembly factors. Determination of the 

structural remodeling of pre-ribosomal particles is crucial to understand the molecular mechanism of 

this complex process. So I have undertaken a structural study on the assembly of the small ribosomal 

subunit using cryo-electron microscopy and image analysis. The goal of my thesis is to determine the 

3D structures of human pre-40S particles at different maturation stages to see the structural 

remodeling that occurs during the biogenesis of the small ribosomal subunit. 

We are collaborating with the group of Pr Ulrike Kutay at ETH Zurich, who purify human pre-40S 

particles. The 3D structures of human pre-40S particles purified at an intermediate and late maturation 

stages, has been determined with a resolution of 19 and 15Å respectively. Supplementary densities, 

compared to the mature subunit, indicate the presence of assembly factors and show the unexpected 

presence of the RACK1 protein in the precursor of the human small ribosomal subunit in the 

cytoplasm. The comparison of the 3D structures of human pre-40S particle allows showing the 

structural remodeling that occur during the maturation of the small ribosomal subunit. This work 

provides the first 3D structure of human pre-40S particles and laid the methodological foundations for 

future exploration of the structural dynamics of pre-ribosomal particles. 
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A- Le ribosome et son assemblage: généralités 

 

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique universel dans le monde vivant. Il 

catalyse la conversion de l'information génétique contenue dans les ARN messagers (ARNm) 

en protéines, processus appelé traduction. Il est constitué deux sous-unités asymétriques, la 

grande et la petite sous-unité (Figure 1). Elles sont définies par leurs coefficients de 

sédimentation, qui sont respectivement de 60S (Svedberg) et 40S chez les eucaryotes.  

 

Figure 1: Structure des sous-unités ribosomiques humaines  

a) Vue de l’interface et b) vue du solvant de la petite sous-unité à droite et de la grande sous-unité à gauche. Les 

domaines caractéristiques sont indiqués en rouge avec la tête, le bec, l’épaule, la plateforme, les pieds et le 

corps pour la petite sous-unité et la protubérance centrale et les tiges L1 et P pour la grande sous-unité (adapté 

de Anger et al., 2013) 
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La petite sous-unité du ribosome initie la traduction en se liant aux ARNm et décode 

l’information contenue dans celui-ci. Elle est d'une forme allongée qui rappelle un canard ou 

un hippocampe, et possède cinq domaines caractéristiques : la tête, le corps, le bec, la plate-

forme et l’épaule. La grande sous-unité, 60S, possède le site catalytique impliqué dans le 

transfert et la formation du lien peptidique. Elle est hémisphérique et se compose d'un 

domaine central associé à trois protubérances : la protubérance centrale et les tiges P et L1 

(Figure 1). 

Les deux sous-unités ribosomiques possèdent, à leur interface, les trois sites de fixation (APE) 

de l’ARN de transfert (ARNt) (Figure 2). Le site A (pour Aminoacyl) correspond à la 

position de l’ARNt amino-acylé entrant dans le ribosome. Le site P (pour Peptidyl) contient 

l’ARNt portant la chaine polypeptidique naissante. Le site E (pour Exit) correspond à la 

position de l’ARNt déacylé juste avant qu’il se dissocie du ribosome. Le cœur fonctionnel du 

ribosome est principalement formé d’ARNr indiquant que le ribosome appartient à la famille 

des ribozymes. Les protéines ribosomiques sont des éléments essentiels de la structure de ce 

complexe. 

 

Figure 2: Positionnement des sites de fixation de l'ARNt sur les sous-unités ribosomiques eucaryotes. 

 Les sous-unités sont présentées vu de l’interface. Elles correspondent aux structures de la 40S et de la 60S de 

Tetrahymena thermophila (numéro d’accession pdb : 2XZM pour la 40S et 4A17, 4A19 pour la 60S). Les 

régions caractéristiques des sous-unités sont indiquées la tête, le bec, le corps et la plateforme de la petite sous-

unité ; la protubérance centrale et le tunnel de sortie de la protéine. APE sont les trois sites de fixation de 

l’ARNt (Klinge et al., 2012). 

  

 

Chez la levure, la grande sous-unité 60S est constituée de trois ARN ribosomiques 

(ARNr), dénotés 5S, 5.8S et 25S, associés à 46 protéines de la grande sous-unité (RPL pour 

Ribosomal Protein of the Large subunit); la petite sous-unité 40S se compose de l'ARNr 18S 

et de 33 protéines de la petite sous-unité (RPS pour Ribosomal Protein of the Small subunit) 
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(Ben-Shem et al., 2011). Chez l’Homme, la grande sous-unité 60S est formée des ARNr 5S, 

5.8S et 28S associés à 47 RPL et la petite sous-unité 40S contient l’ARNr 18S et 33 RPS 

(Anger et al., 2013 ; Khatter et al., 2015). 

 En combinant les ARNr et les protéines ribosomiques de la bactérie Escherichia coli 

dans un ordre précis, il est possible de provoquer l'auto-assemblage de ribosomes procaryotes 

matures et fonctionnels in vitro (Nomura, 1970). Ceci est impossible avec des ribosomes 

eucaryotes, ce qui souligne la complexité plus importante de la structure des sous-unités et 

des mécanismes de leurs synthèses.  

La biogenèse des ribosomes eucaryotes a été très étudiée chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae, qui est un modèle d'étude facilement à manipuler d’un point de 

vue génétique. Chez cet organisme en phase exponentielle de croissance, la transcription des 

gènes ribosomiques équivaut à 60% de l’activité transcriptionnelle totale et environ 2000 

ribosomes sont produits par minute (Warner, 1999). Ainsi, la majeure partie de l'activité 

métabolique des cellules en prolifération est dédiée à la biogenèse des ribosomes. Les travaux 

chez la levure ont mis en évidence la participation de centaines de facteurs en trans dans la 

synthèse des ribosomes, protéines et particules RNP (Henras et al., 2008 ; 2015) (Figure 3). 

Ces acteurs-clé sont seulement associés aux particules en cours de maturation et absents des 

sous-unités matures. Ces protéines seront nommées co-facteurs de maturation dans la suite du 

manuscrit de thèse. Par ailleurs, la production des ribosomes eucaryotes est 

compartimentalisée. La plus grande partie de ce processus se déroule dans le noyau, mais les 

particules pré-ribosomiques exportées dans le cytoplasme ne sont pas encore compétentes 

pour la traduction et doivent subir des étapes de maturation finales dans le cytoplasme. A 

l'instar des autres processus de maturation des ARN impliqués dans la traduction, le 

confinement de la maturation dans le noyau évite les interactions prématurées des ARN 

ribosomiques avec les acteurs de la traduction. La synthèse des ribosomes est un mécanisme 

qui semble globalement conservé chez les eucaryotes, cependant un nombre croissant 

d’études ont montré qu’il s’est encore complexifié chez les plantes ou les animaux. 
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Figure 3: La biogenèse des ribosomes chez les eucaryotes.  

La synthèse des ribosomes eucaryotes débute dans le nucléole par la production du long précurseur 

polycistronique par l'ARN pol I (POL I). L'association des protéines ribosomiques, des co-facteurs de 

maturation au pré-ARNr génère la particule 90S. Le clivage du pré-ARNr est à l'origine de la scission de la 

particule 90S, qui forme les particules pré-40S et pré-60S. Ces complexes subissent des étapes de maturation 

dans le noyau et sont par la suite exportés dans le cytoplasme où leur maturation finale aura lieu. L'ARN pol III 

(POL III) synthétise l'ARNr 5S et l'ARN pol II (POL II) les protéines ribosomiques et co-facteurs de maturation 

nécessaires à la production des sous-unités ribosomiques matures. (Figure adaptée de la thèse de Franziska 

Wandrey) 

 

L’assemblage et la maturation des sous-unités ribosomiques débutent de manière co-

transcriptionnelle dans le voisinage des gènes ribosomiques, entraînant la formation du 

nucléole. Ce mécanisme nécessite l’action coordonnée des trois ARN polymérases (ARN 

pol): l’ARN pol I synthétise le long précurseur polycistronique contenant les ARNr matures 

18S, 28S/25S et 5,8S. L’ARN pol II permet de transcrire les ARNm des protéines 

ribosomiques et les co-facteurs de maturation impliqués dans la formation et la maturation des 

ribosomes. L’ARN pol III produit l’ARNr 5S.  
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Dans le nucléole, un grand nombre de co-facteurs de maturation et de snoRNP s’associent au 

long précurseur polycistronique naissant et aux protéines ribosomiques pour former la 

particule 90S. Certains des facteurs en trans sont responsables de méthylations et de pseudo-

uridylations de ce long transcrit primaire. Celui-ci subit une suite de clivages, afin d’éliminer 

les séquences encadrant les ARNr. Ces clivages vont permettre de générer les précurseurs de 

la petite et de la grande sous-unité ribosomiques. Ces deux particules entrent par la suite dans 

des voies de maturations différentes, avec peu de co-facteurs de maturation en commun. 

Le précurseur de la petite sous-unité est ensuite rapidement exporté vers le cytoplasme au 

travers du complexe de pore nucléaire (CPN). Par la suite, chez la levure, dans le cytoplasme 

le pré-ARNr 20S est diméthylé dans la région 3’ de l’ARNr 18S. Les co-facteurs de 

maturation associés à la particule pré-40S vont être séquentiellement recyclés. La dernière 

étape de la maturation de la particule pré-40S consiste au clivage du pré-ARNr pour former 

l’ARNr mature 18S, médié par l’endonucléase Nob1. Chez la levure, un modèle propose que 

cette étape finale de maturation nécessite l’association de la grande sous-unité avec la 

particule pré-40S, formant ainsi une particule appelée « pseudo-80S ». 

 

Je m'attacherai par la suite à décrire les acteurs et la chronologie de la formation de la 

petite sous-unité ribosomique 40S chez les eucaryotes et les récentes études soulignant des 

divergences évolutives entre la levure et l'Homme. 
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B- Acteurs de la biogenèse de la petite sous-unité ribosomique eucaryote 

 

I- Maturation de l'ARNr : du pré-ARNr 47S à l'ARNr 18S 

 

 I.1- Généralité 

  

Les ARN composants les deux sous-unités ribosomiques, à l'exception de l'ARNr 5S, sont 

issus d'un long précurseur polycistronique synthétisé par l'ARN polymérase I. Ces séquences 

sont séparées par des espaceurs transcrits qui sont éliminés par une série d'étapes endo et exo-

nucléolytiques ayant lieu séquentiellement dans le nucléole, le nucléoplasme et le cytoplasme 

(Figure 4 et 5). Nous rappelons brièvement ici les connaissances actuelles sur la formation de 

l'ARNr 18S. Des revues récentes ont décrit la maturation des ARNr composant la grande 

sous-unité (Henras et al., 2008 ; 2015). 

 

L'ARNr 18S est flanqué du 5'-ETS et de l'ITS1. Trois étapes peuvent être distinguées dans 

la formation de cet ARN : (1) l'élimination du 5'-ETS permet la formation de son extrémité 5'. 

(2) un clivage endonucléolytique dans l'ITS1 le sépare des ARNr de la grande sous-unité 60S. 

(3) le retrait de la partie 5' de l'ITS1 qui lui est rattachée permet la maturation de son extrémité 

3'. Le pré-ARNr naissant est associé co-transcriptionnellement avec des protéines 

ribosomiques, des co-facteurs de maturation ainsi que des snoRNP nécessaires pour sa 

maturation. Ainsi, la maturation du 5'-ETS mobilise des facteurs qui s'assemblent en plusieurs 

modules et se lient sur le transcrit naissant pour former le "SSU processome" (cf paragraphe 

C.I.2). Chez la levure S. cerevisiae, des expériences de marquage métabolique ont montré que 

le clivage de l'ITS1 se fait majoritairement de manière co-transcriptionnelle, ce qui a été 

vérifié sur des étalements de gènes ribosomiques en transcription observés par microscopie 

électronique (méthode des arbres de Miller) (Miller and Beatty, 1969) (Osheim et al., 2004). 

En revanche, des observations similaires chez les vertébrés suggèrent que le clivage de l'ITS1 

est principalement post-transcriptionnel chez les vertébrés (Mougey et al., 1993). 

 

La synthèse des ARNr matures a été largement étudiée chez la levure (Figure 4), et plus 

récemment ré-explorée chez les vertébrés, grâce en particulier à l'utilisation de siRNA pour 

induire des pertes de fonctions géniques. Des divergences entre l'Homme et la levure ont été 
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démontrées. Par exemple, la longueur des espaceurs transcrits ITS et ETS varie (cf. ci-après), 

et le nombre d'étapes pour la maturation de l'ARNr 18S est plus élevé chez l'Homme que chez 

la levure (Mullineux and Lafontaine, 2012 ; Sloan et al., 2013). De plus, l'ARNr 18S de S. 

cerevisiae est exclusivement généré à partir des clivages endo-nucléolytiques dans les 

séquences des espaceurs transcrits ITS et ETS, alors qu'une combinaison de traitements endo 

et exo-nucléolytiques est nécessaire pour les cellules de mammifères (Henras et al., 2015). La 

formation de l'ARNr 18S mature requiert l'élimination des séquences 5'-ETS et ITS1, et, selon 

la rapidité de clivage dans ces espaceurs transcrits, deux voies alternatives de maturation 

pourront être empruntées (Figure 5). 

 

 

Figure 4: Maturation de l’ARN ribosomique 18S chez la levure.  

Les sites de clivage sont montrés par des triangles jaune  et les endonucléases connues sont décrites en rouge. 

La protéine Rcl1 est responsable du clivage au site A2 du pré-ARNr 32S dans le noyau, permettant la formation 

des précurseurs de la petite et de la grande sous-unité ribosomiques. Suite à l’export de la particule pré-40S, 

Nob1 effectue la coupure du pré-ARNr 20S dans le cytoplasme pour générer l’ARNr 18S mature. Les étapes de 

la maturation des ARNr de la grande sous-unité ne sont pas indiquées dans ce schéma. 
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II.2. Elimination du 5'-ETS et formation de l'extrémité 5' de l'ARNr 18S 

 

 Chez tous les eucaryotes, les pré-ARNr contiennent deux sites de clivages 

endonucléolytiques conservés dans le 5'-ETS, appelé A0 et A1 chez la levure (Figure 4), ou 

A0 et 1 chez les vertébrés (Figure 5). Chez l'Homme, le site A0 est localisé au niveau de la 

position G1643 du 5’ETS (Rouquette et al., 2005), alors que le site 1 est situé à quelques 

nucléotides en amont de l'extrémité 5' de l'ARNr 18S (Hannon et al., 1989). La coupure au 

niveau de ce site génère les pré-ARNr 43S et 26S à partir du pré-ARNr 45S. Les pré-ARNr 

40S et 21S sont obtenus à partir des pré-ARNr 43S et 26S respectivement suite au clivage au 

niveau du site 1. Les intermédiaires 43S et 26S sont très peu abondants, ce qui traduit une 

forte coordination des clivages A0 et 1, comme cela a été observé par ailleurs chez la levure. 

Bien que distants de plusieurs centaines de nucléotides, les prédictions de structure secondaire 

indiquent que ces deux sites sont très proches dans l'espace et encadre la base d'une très 

longue tige-boucle (Renalier et al., 1989 ; Michot and Bachellerie, 1991). La snoRNP U3 

établit des appariements simultanés au voisinage de ces deux sites, ce qui contribue 

probablement à la formation de cette structure et favorise le clivage quasi-simultané aux deux 

sites. Les clivages aux sites A0/A0 et A1/1 sont effectués par une ou des enzymes toujours 

inconnues à ce jour. 

 Chez la levure, la maturation de l’extrémité 5' de l'ARNr 18S est directement générée 

par le clivage endonucléolytique au site A1 (Venema and Tollervey, 1995). En revanche, chez 

l'Homme, des travaux in vitro suggèrent que deux étapes de maturation seraient nécessaires 

pour la formation de cette extrémité. La première étape consisterait en un clivage 

endonucléolytique au site 1, situé à 3 ou 8 nucléotides en amont de l’extrémité 5' de l'ARNr 

18S dans le noyau. Puis une exonucléase présente dans le cytoplasme éliminerait les 

nucléotides restant pour générer l’extrémité 5' de l'ARNr 18S mature (Hannon et al., 1989 ; 

Yu and Nilsen, 1992).  

 Chez les vertébrés et les plantes, un site de clivage endonucléolytique supplémentaire 

a été décrit. Ce site appelé A' (ou 01) est situé à proximité de l'extrémité 5' du 5'-ETS 

(nucléotides 410/414 chez l'Homme) (Kent et al., 2009). Il est clivé très précocement, souvent 

en amont des clivages A0 et 1 (Lazdins et al., 1997). La fréquence de ce clivage est variable 

suivant les types cellulaires et les espèces. Il n'est d'ailleurs pas strictement requis pour 

l'élimination du 5'-ETS. Le clivage en A' requiert l'action de plusieurs snoRNP (U3, U14, E1, 

E3), et est sensible à la perte de fonction de l'exonucléase XRN2 pour une raison encore mal 
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définie. Il est possible que bien que facultatif, ce clivage A' facilite l'accès de la machinerie de 

maturation requise pour les étapes ultérieures.  

 

 II.3. Clivage de l'ITS1 et formation de l'extrémité 3' de l'ARNr 18S 

 

L'ITS1 contient 4 sites de clivage endonucléolytiques appelés D, A2, A3 et B1L chez 

la levure. Les sites D et B1L correspondent à l'extrémité 3' de l'ARNr 18S et à l'extrémité 5' de 

la forme longue de l'ARNr 5.8S respectivement. La coupure de l'ITS1 intervient en premier 

au site A2 et génère les pré-ARNr précurseurs propres aux deux sous-unités. Elle est catalysée 

par la protéine Rcl1 (Horn et al., 2011). La particule pré-40S ainsi formée contient le pré-

ARNr 20S et est rapidement exportée dans le cytoplasme. Le pré-ARNr 20S subit alors une 

diméthylation de deux résidus adjacents A1779 et A1780, réalisée par la co-facteur de 

maturation Dim1 (Lafontaine et al., 1995 ; 1998) (cf ci-dessous), puis un clivage de son 

extrémité 3’ au site D réalisé par l'endonucléase Nob1 pour former l'ARNr 18S mature 

(Figure 4) (Fatica et al., 2003 ; Fatica et al., 2004). Ainsi, à la suite de l'élimination de 5' 

ETS, deux coupures endonucléolytiques aux sites A2 et D sont suffisantes pour générer 

l'ARNr 18S. 

 

Chez les mammifères, Homme et souris, des travaux récents ont montré que la 

maturation de l’extrémité 3' de l'ARNr 18S est plus complexe et implique une combinaison 

d’exo- et d'endonucléases. La taille de l'ITS1 est trois fois plus importante que chez la levure. 

En effet, l’ITS1 est constitué de 1095 nucléotides chez l’Homme et de seulement 362 

nucléotides chez la levure (Klootwijk and Planta, 1989 ; Gonzales et al., 1999). En plus du 

site générant l'extrémité 3' de l'ARNr 18S, deux sites de clivage endonucléolytique ont été 

identifiés dans l'ITS1, baptisés sites E et 2 chez l'Homme (Figure 5).  

 Le site 2 est situé à environ 900 nucléotides en aval de l’extrémité 3' du l'ARNr 18S 

(Mullineux and Lafontaine, 2012). Le site E a été identifié par des approches de 3'-RACE et 

extension d’amorce entre les nucléotides 78 et 81 après la jonction 18S-ITS1 (Preti et al., 

2013 ; Sloan et al., 2013).  

Dans les lignées cellulaires humaines, la coupure au niveau du site 2 intervient 

majoritairement avant le clivage au site E, ce qui sépare les précurseurs de la petite et de la 

grande sous-unité ribosomiques. Ce clivage peut précéder l'élimination du 5'-ETS ou lui être 

postérieur, ce qui génère des pré-ARNr différents : 30S, 26S ou 21S. A la suite du clivage 2, 
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deux exonucléases entrent en jeu pour digérer les extrémités 3' et 5' générées par le clivage. 

Ainsi, environ 250 nucléotides sont éliminés à partir du pré-ARNr 21S pour former le pré-

ARNr 21S-C. La progression de cette enzyme est stoppée par le domaine C : cette région est 

hyper-conservée chez les mammifères et semble très structurée. Il a été proposé que 

l'exosome assure cette fonction. Une coupure au niveau du site E génère alors le pré-ARNr 

18S-E (Preti et al., 2013). De nouveau, des exonucléases dégradent les produits du clivage 

dans les deux orientations. La particule pré-40S contenant le pré-ARNr 18S-E est ensuite 

exportée dans le cytoplasme au travers du complexe de pore nucléaire (Rouquette et al., 

2005). L’extrémité 3' de ce précurseur est progressivement dégradée dans le noyau puis dans 

le cytoplasme (Preti et al., 2013). Les enzymes responsables de ces activités n'ont pas encore 

été identifiées. La dernière étape est le clivage endonucléolytique du pré-ARNr 18S-E au 

niveau du site 3 par NOB1 qui génère l'ARNr 18S mature dans le cytoplasme (Rouquette et 

al., 2005 ; Preti et al., 2013; Sloan et al., 2013). Le traitement exonucléolytique des 

nucléotides de l'ITS1 du pré-ARNr 18S-E dans le noyau puis le cytoplasme pourrait faciliter 

l'accès de NOB1 au site 3 (Figure 5). Alternativement, il n'est pas exclu que l'extrémité 3' du 

18S soit également formée par digestion exonucléolytique. 

Le site 2 n'est pas nécessairement le site du premier clivage dans l'ITS1. L'ITS1 peut 

être directement coupé au site E, ce qui génère les pré-ARNr 18S-E et 36S (Srivastava et al., 

2010). Cette voie de maturation semble beaucoup plus commune chez la souris, où l'on 

retrouve une quantité importante d'ARN 36S. 
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Figure 5: Maturation de l'ARN ribosomique 18S chez l'homme.  

Selon la vitesse de clivage dans les séquences 5’-ETS et ITS1, des voies de maturations alternatives seront 

empruntées pour former l’ARNr 18S mature. Les sites de clivage sont représentés par des triangles de 

différentes couleurs. Des exo-nucléases sont requise pour la maturation de l’ARNr 18S dans le noyau et le 

cytoplasme. 

 

 II.4. Modifications post-transcriptionnelles des nucléotides 

 

Dans le nucléole, environ 100 nucléotides des ARNr chez la levure et 200 chez 

l’Homme sont modifiés par les snoRNP (Decatur et al., 2007). En effet, 91 pseudo-

uridylations, 105 méthylations de ribose de nucléotides ont été identifiées sur l’ARNr humain 

(Decatur and Fournier, 2002). Chez la levure, l’ARNr 18S possède 14 nucléotides pseudo-

uridylées et 54 nucléotides ayant subi une méthylation (Decatur and Fournier, 2002).  

Les snoRNP à boite C/D ou H/ACA sont requis pour ces modifications du pré-ARNr. 

Ils catalysent respectivement des méthylations du ribose (addition d'un groupement méthyle à 
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l’oxygène lié au carbone 2’ du ribose ou 2’-O-méthylation) et l'isomérisation de l'uridine en 

pseudouridine sur des positions spécifiques dans les séquences des futurs ARNr matures du 

pré-ARNr (Kiss et al., 2006 ; Watkins and Bohnsack, 2012) (Figure 6 et 7). Chaque snoRNP 

s'apparie avec le pré-ARNr via sa composante ARN, à proximité du nucléotide à modifier 

guidant ainsi l'activité enzymatique d'une des protéines du corps du snoRNP. De plus, 10 

méthylations de base de nucléotides ont aussi été identifiées sur l’ARNr humain. Ces 

réactions sont effectuées sans l’aide de snoARN (Decatur and Fournier, 2002). 

Les nucléotides modifiés sont pour la plupart retrouvés dans des régions importantes 

pour la fonction du ribosome et sont nécessaires pour l'efficacité et la fidélité de la traduction 

(Liang et al., 2009 ; Watkins and Bohnsack, 2012 ; Schosserer et al., 2015). En effet, ces 

nucléotides sont présents au niveau du centre peptidyltransférase, les sites de fixation de 

l’ARNt, le site de fixation de l’ARNm, le tunnel de sortie du peptide naissant et les sites 

d’interaction entre les deux sous-unités ribosomiques (Decatur and Fournier, 2002). La 

suppression d’une modification individuelle dans la région du décodage affecte très peu la 

croissance cellulaire chez la levure. Cependant, la déplétion de plusieurs modifications 

simultanément dans ce site est à l’origine d’une diminution du taux de traduction (Liang et 

al., 2009). 

   

II.4.1 Pseudo-uridylation 

 

Les sno-RNP à boite H/ACA sont responsables de l’isomérisation de l’uridine en 

pseudo-uridyne. Chez l’Homme, ces snoRNP à boite H/ACA possèdent quatre protéines en 

commun qui sont la dyskerine, GAR1, NHP2, NOP10 ainsi qu’un snoARN à boite H/ACA 

(Figure 6) (Meier, 2005). La dyskerine chez l’Homme aussi appelé Cbf5 chez la levure est 

une pseudouridine-transférase qui assure alors l'isomérisation des uridines en pseudo-uridines. 

Le snoARN est formé de deux tiges-boucles et contient deux motifs conservés qui sont la 

boite H et la boite ACA (Reichow et al., 2007). Ces deux tiges-boucles sont connectées par 

une région contenant la boite ACA (Figure 6). Le snoARN interagit avec le pré-ARNr via 

une séquence complémentaire dans laquelle est présent le nucléotide à modifier. Il s’hybride 

avec le pré-ARNr au niveau de la poche de pseudo-uridylation présents aux niveaux des tiges 

boucles. Le site de pseudo-uridylation se situe 14 à 16 nucléotides en amont des boîtes H ou 

ACA.  
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Figure 6: Pseudo-uridylation par les snoRNP H/ACA.  

a) Représentation du snoRNP H/ACA formé du snoARN et des ces quatre protéines. Les motifs conservés sont 

présents à la base des tiges boucles b) La pseudo-uridylation correspond à l’isomérisation d’un uridine 

(Reichow et al., 2007) 

 

 II.4.2- 2’O Méthylation  

 

Chez les eucaryotes, les snoRNP à boite C/D sont constitués d'un snoARN et de quatre 

protéines : la fibrillarine, Nop56, Nop58 et 15.5kDa/Snu13 (Reichow et al., 2007) (Figure 7). 

La méthyl-transférase Nop1/fibrillarine est l’enzyme qui catalyse cette réaction. Le snoARN, 

composant ces particules, est constitué des boites conservées C et D et contient également les 

boites C’ et D’ qui correspondant aux boites C et D dégénérées (Figure 7). Le snoARN 

interagit avec la pré-ARNr sur 10 à 20 nucléotides en amont de la boite D. La réaction de 2’O 

méthylation est réalisée 5 nucléotides en amont de cette boite D (Kiss‐László et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: 2'O méthylation par les snoRNP C/D.  a) Représentation du snoRNP C/D composé du snoARN et 

des ces quatre protéines FIB pour fibrillarine, Nop56, Nop58 et 15,5kDa. La 2’O méthylation correspond à 

l’ajout d’un méthyl en position 2’ du ribose (Reichow et al., 2007 ; Henras et al., 2008). 
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II.4.3 Méthylation par des enzymes ne nécessitant pas l’action de snoARN 

 

Chez l’Homme, 5 bases de l’ARNr 18S et 5 de l’ARNr 28S sont méthylés. Ces 

modifications sont réalisées par des enzymes ne nécessitant pas la présence de snoARN 

(Decatur and Fournier, 2002). Par exemple, chez la levure, Dim1, une méthyl-transférase est 

responsable de la diméthylation du pré-ARNr 20S à proximité du site D, ayant lieu dans le 

cytoplasme (Lafontaine et al., 1995 ; Lafontaine et al., 1998 ). Cette réaction est conservée 

chez l’Homme et est réalisée par l’homologue de Dim1 dans le noyau (Zorbas et al., 2015). 

D’autres enzymes sont responsables de méthylation du pré-ARNr comme par exemple Bud23 

ou Emg1 (cf paragraphe B. III.2). 

 

 

II- Les protéines ribosomiques 

 

 II.1- Rôles des protéines ribosomiques 

 

Un grand nombre de travaux menés chez la levure ou chez les cellules de mammifères 

ont montré que les protéines ribosomiques (RP) sont requises pour l'assemblage structural et 

l'export nucléocytoplasmique des sous-unités et dans la maturation des ARNr. Par exemple, 

seules quelques protéines RPS ne sont pas requises pour la production de l'ARNr 18S : Rps12 

et Rps25 chez la levure (Ferreira-Cerca et al., 2005). Les structures de ribosomes matures 

déterminées par cristallographie ou cryo-microscopie électronique (cryo-MET) ont montré 

que les protéines ribosomiques partagent des caractéristiques communes. En effet, elles 

possèdent un ou plusieurs domaines globulaires avec des extensions non structurées riches en 

acides aminés basiques qui se fixent à l'ARNr ou aux autres protéines ribosomiques 

(Wimberly et al., 2000 ; Melnikov et al., 2012). Au cours de l'assemblage des sous-unités, les 

RP jouent un rôle de chaperone assistant le repliement correct du pré-ARNr naissant. Les RP 

sont requises de façon hiérarchique lors de l'assemblage in vitro des sous-unités ribosomiques 

bactériennes (Nomura, 1970).  
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Figure 8: Implication des iRPS et pRPS dans la biogenèse de la sous-unité 40S chez l'homme.  

Les iRPS (en orange) et des co-facteurs de maturation (en vert clair) s’associent de façon précoce avec le pré-

ARNr 47S. Les pRPS (en vert foncé) sont impliquées dans les étapes de maturation tardive, s’assemblent 

progressivement à la particule pré-40S. (D’après O’Donohue et al., 2010) 

 

Chez les eucaryotes, la déplétion de ces protéines entraîne un blocage de la maturation 

à différentes étapes, selon la RP absente. Chez l'Homme, les clivages aux sites A0, 1 et E 

dépendent de l'assemblage de la moitié des RPS (Figure 8) (O'Donohue et al., 2010). En 

effet, l'absence d'une de ces protéines nommées iRPS (pour initiation RPS) est à l'origine de 

l'accumulation des précurseurs précoces de l'ARNr 18S (les pré-ARNr 45S et 30S) et de la 

disparition des autres précurseurs. Ce phénotype indique un défaut complet d'élimination du 

5'-ETS (à l'exception du clivage au site A') et de la formation de l'extrémité 3' de l'ARNr 18S 

après clivage de l’ITS1 au site 2 (O'Donohue et al., 2010). Ces protéines interagissent 

précocement avec le large « domaine 5' » de l'ARNr 18S et forme le corps, la plate-forme et 

l’arrière de la tête de la particule 40S (Figure 9). La deuxième moitié des RPS n'est pas 

strictement nécessaire pour les clivages dans le 5'-ETS, mais est requise pour la coupure 

endonucléolytique de l'ITS1 au niveau des sites E et 3 et pour l'export des précurseurs de la 

petite sous-unité. Elles s'associent plus tardivement à la particule pré-40S (Figure 8). Ces 

pRPS (pour progression RPS) structurent la tête de la particule pré-40S composée 

principalement d’un « domaine 3' » de l'ARNr 18S (Figure 9). 
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Figure 9: Rôle des protéines ribosomiques dans la formation de la petite sous-unité ribosomique. (a) 

Structure secondaire de l’ARNr 18S où on peut distinguer les domaines formant les caractéristiques structuraux 

de la particule 40S (plateforme, tête, corps).(b) Positionnement des deux groupes de RPS (iRPS en orange et 

pRPS en vert) sur la structure 3D de la particule 40S humain déterminée par cryo-MET (numéro accession pdb : 

4V6X) l’ARNr 18S mature est montré en gris. (adapté de Henras et al., 2015)  

  

 L'assemblage de la particule 40S se fait donc de façon séquentielle. Il débute par la 

formation du corps de la petite sous-unité, composé du domaine 5' et du domaine central de 

l'ARNr 18S grâce à l'association précoce des iRPS puis de la tête grâce à l’interaction des 

pRPS. Des données similaires ont été obtenues chez la levure, l'association des RPS au niveau 

la tête de la particule est nécessaire pour l'export et les événements de maturation dans le 

cytoplasme (Ferreira-Cerca et al., 2005 ; 2007). Ces observations sont également en 

adéquation avec les travaux menés chez les procaryotes. En effet, cet assemblage séquentiel et 

orienté a été mis en évidence par des expériences in vitro de cinétique de formation de la 

petite sous-unité bactérienne (Nomura, 1970 ; Nierhaus, 1991; Mulder et al., 2010). 

De la même manière, une étude récente a montré que la grande sous-unité ribosomique 

se forme aussi de façon séquentielle chez la levure. Il existe une corrélation entre la 

localisation des RPL et l’assemblage de la particule 60S (Gamalinda et al., 2014).   
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L’association des RP avec la particule pré-40S est aussi requise pour l'export de cette 

dernière. En effet, l’absence de certaines d’entre elles a pour conséquence la rétention des 

particules pré-40S dans le noyau (cf paragraphe C.II .1.3). 

 

 II.2- Import des protéines ribosomiques dans le noyau 

 

 

Suite à leur synthèse dans le cytoplasme, les protéines ribosomiques doivent être 

transportées dans le noyau pour être incorporées dans des particules pré-ribosomiques en 

formation. Pour leurs importations, elles passent au travers du complexe de pore nucléaire. 

 

II.2.1- Préambule: Le complexe de pore nucléaire 

 

- Le Complexe de pore nucléaire (CPN) 

Le CPN est une structure multi-protéique, qui traverse l'enveloppe nucléaire et permet 

le passage des molécules entre le cytoplasme et le noyau. Il est constitué de nucléoporines, 

codées par une trentaine de gènes. Le CPN est composé de trois parties : 1) un anneau 

cytoplasmique à partir du quel partent des structures filamenteuses, 2) une partie centrale 

ancrée à la membrane nucléaire, 3) d’un anneau nucléaire formant une structure de panier. 

L’intérieur du CPN correspond à un maillage généré par les nucléoporines, qui présentent une 

structure flexible, riche en motifs phénylalanine-glycine (FG). Du fait de leur taille, le 

transport des protéines ribosomiques et des particules pré-ribosomiques se fait de façon 

active. Ce mécanisme nécessite notamment l’intervention d'une famille de protéines appelées 

caryophérines, qui regroupe les exportines et les importines. En outre, le transport des 

composants ribosomiques requiert la GTPase Ran, ainsi que certains co-facteurs de 

maturation (Figure 10).  

 

- La GTPase Ran et le transport actif des molécules au travers du CPN 

Les caryophérines établissent un lien entre la molécule à transporter (« cargo ») et les 

nucléoporines du CPN. Elles permettent un transport bidirectionnel des cargos. Ce transport 

actif nécessite également la GTPase Ran (Figure 10). La protéine Ran est présente sous deux 

formes dans la cellule : sous forme Ran-GTP dans le noyau et Ran-GDP dans le cytoplasme. 

Deux autres protéines sont nécessaires au fonctionnement de ce système. La RanGEF (GEF 

pour Guanosine Exchange Factor) qui permet l’échange du GDP par le GTP et la RanGAP 



  INTRODUCTION  

 

  34 

 

 

(GAP pour GTPase Activating Protien) qui active la fonction GTPasique de Ran et stimule 

l'hydrolyse du GTP. 

 

 

 

Dans le noyau, en présence de RanGTP, les exportines s'associent aux cargos soit 

directement, soit par le biais d’une protéine adaptatrice. Dans le premier cas, le cargo possède 

une séquence d'export nucléaire NES (NES pour nuclear export sequence) et est directement 

reconnu par l’exportine. Dans le deuxième cas, c'est la protéine adaptatrice qui possède la 

NES, et qui interagit avec l'exportine. Suite à l'export au travers du CPN, la protéine RanGTP, 

activée par une RanGAP (RanGTPase activating protein), hydrolyse le GTP. Ceci permet le 

désassemblage du complexe d'export dans le cytoplasme (Figure 10). Inversement, dans le 

cytoplasme, en présence de GDP, l’importine β interagit avec le cargo à importer dans le 

noyau. L'importine β se lie à la séquence de localisation nucléaire NLS (NLS pour nuclear 

localization sequence) soit de manière directe, soit par l'intermédiaire d'une importine α qui 

reconnaît la séquence NLS. Une fois le passage au travers du CPN effectué, l'association de 

Ran-GTP à l'importine β entre en compétition avec le cargo et provoque sa libération dans le 

noyau.  

Figure 10: Transport actif de 

molécules au travers du complexe 

de pore nucléaire L’exportine 

(EXP) se fixe au complexe à 

transporter (Cargo) via la séquence 

NES d’une protéine adaptatrice du 

complexe. Elle est associée à la 

RanGTP dans le nucléoplasme. Elle 

facilite le passage du complexe en 

interagissant avec les nucléoporines 

du CPN. Une fois le transport 

effectué, le GTP sera hydrolysé en 

GDP, réaction activée par la 

RanGAP. Ceci entrainera la 

dissociation du complexe de 

transport. A l’inverse, l’importine 

(IMP) s’associe de façon stable avec 

le cargo et se dissocie en présence 

de RanGTP. 
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II.2.2- Import des protéines ribosomiques dans le noyau 

 

Chez la levure S. cerevisiae, la caryophérine β la plus abondante est Kap123. Elle est 

notamment impliquée dans l’import des RP (Rout et al., 1997 ; Timney et al., 2006). Cette 

protéine n’étant pas essentielle, plusieurs autres caryophérines, comme par exemple Kap121 

ou Kap108, semblent également pouvoir assurer cette fonction (Sydorskyy et al., 2003). 

 

L'import des RP ne requiert pas toujours l'intervention d'adaptateurs. En effet, 

l'importine-ß peut directement se lier à la séquence NLS des RP. Chez les mammifères, 

certaines RP peuvent s'associer à plusieurs importines. C'est le cas de rpl23a qui peut être 

reconnue par au moins quatre importines : importine β, importine 5, importine 7, et la 

transportine. Ces caryophérines interagissent directement avec une région basique de Rpl23a 

(Jakel and Gorlich, 1998). De la même manière, Rps2 est capable d’interagir avec l’importine 

β et la transportine mais via une séquence NLS non conventionnelle peu basique (Antoine et 

al., 2005).  

Les RP naissantes possèdent de longs domaines non structurés (cf ci-dessus) et 

présentent un point isoélectrique supérieur à 10. Par conséquence, elles ont tendance à former 

des agrégats. Certaines protéines adaptatrices impliquées dans l'import nucléaire des RP 

jouent aussi le rôle de chaperone. Elles préviennent leur agrégation et permettent de vérifier le 

repliement correct de ces RP avant leur transport dans le noyau. Cette observation est illustrée 

par l’exemple de la protéine Rrb1. En effet, Rrb1 interagit avec Rpl3 en cours de traduction. 

Par la suite, le complexe formé est importé dans le noyau (Pausch et al., 2015). D'autres 

protéines possèdent un comportement semblable comme Symportin1 (Syo1) qui interagit co-

traductionellement avec Rpl5. Syo1 est un adaptateur caractérisé pour son rôle dans l’import 

synchronisé de Rpl5 et Rpl11. Il se fixe à l’extrémité N-terminale de Rpl5 et s'associe avec 

Rpl11 via son domaine C-terminal. La protéine Syo1 interagit alors avec l’importine Kap104 

qui permet le passage du complexe formé à travers le CPN (Bange et al., 2013). Une fois dans 

le noyau, Ran-GTP assure la libération du complexe Syo-Rpl5-Rpll de Kap104. Le complexe 

interagit alors avec l’ARNr 5S avant d'être incorporé aux particules pré-60S (Kressler et al., 

2012). En plus de son rôle dans l’import, Syo1 mime l’interaction de Rpl11 avec l’hélice 48 

de l’ARNr 25S, ce qui pourrait constituer une étape de contrôle qualité du repliement correct 

de cette protéine avant son transport (Calvino et al., 2015). 
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L'intervention de Ran-GTP ne semble pas toujours requise pour dissocier les 

importines des RP qu'elles transportent. Récemment une étude a mis en évidence une voie 

d’import des RP indépendante de ce mécanisme chez la levure (Schütz et al., 2014). En effet, 

la dissociation de Rsp26 de l'importine Kap104 ne nécessite pas l’intervention de RanGTP, 

mais l’action de co-facteur de maturation Tsr2. De plus, Tsr2 jouerait aussi un rôle de 

chaperone empêchant l’agrégation de Rps26 jusqu’à sa fixation à la particule précoce 90S. La 

dissociation de Rps26 de Tsr2 interviendrait au moment de l'incorporation de Rps26 dans les 

particules précoces 90S (Schütz et al., 2014). 

 

 

III- Co-facteurs de maturation 

 

 III.1- Généralité 

 

La formation des sous-unités ribosomiques nécessite l'intervention d'un nombre élevé de 

co-facteurs de maturation et de snoRNP requis à diverses étapes de la maturation. Environ 75 

snoRNP sont impliqués dans la production des ARNr matures chez la levure et 150 chez 

l'Homme. Les snoRNP sont considérés comme des chaperons à ARN. Ils sont constitués de 

protéines et d’une composante ARN. L'ARN interagit avec précurseurs de l’ARNr par 

appariement de base à proximité du nucléotide à modifier, guidant ainsi l’activité 

enzymatique d’une des protéines qui lui est associée. Ces particules interviennent lors des 

étapes précoces de la maturation, et jouent un rôle dans les clivages des pré-ARNr (comme le 

SnoARN U3, cf. C.I.2), et dans leurs modifications chimiques (cf B.II.4). Les snoRNP à boite 

C/D et H/ACA sont responsables des méthylations de ribose et pseudo-uridylation des 

nucléotides des pré-ARNr respectivement. Les protéines Imp3 et Imp4 sont impliquées dans 

le repliement correct du sno-ARN U3 (Gerczei et al., 2009). 

 

Les snoRNP et les co-facteurs protéiques de maturation s'associent transitoirement avec 

les particules pré-ribosomiques et sont absents des sous-unités matures. Certains co-facteurs 

de maturation sont impliqués dans la synthèse des deux sous-unités (par exemple Rrp12, 

impliqué dans l’export des particules pré-ribosomiques), mais la plupart sont spécifiques de la 

maturation de l'une des deux sous-unités ribosomiques. L'association des co-facteurs de 
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maturation avec la particule pré-40S peut être spécifique d'un compartiment cellulaire. Par 

exemple, chez l'Homme, les co-facteurs de maturation C21ORF70 et NOC4 interagissent 

exclusivement avec des précurseurs de la petite sous-unité dans le noyau, tandis que les 

kinases RIO1 et RIO3 s'associent seulement aux particules pré-40S cytoplasmiques (Wyler et 

al., 2011 ; Widmann et al., 2012). 

 

Chez la levure, environ 200 co-facteurs de maturation (protéines) sont nécessaires pour la 

synthèse des sous-unités ribosomiques fonctionnelles. Certaines de ces protéines ont tout 

d'abord été caractérisées par des criblages génétiques chez la levure. Par la suite, le 

développement des approches de protéomique, dont la purification d'affinité en tandem 

couplée à la spectrométrie de masse, a permis d'identifier la majorité des co-facteurs de 

maturation (Schäfer et al., 2003; Dragon et al., 2002 ; Saveanu et al., 2001 ; 2004). Chez 

l’Homme, le nombre de co-facteurs de maturation impliqués dans l’assemblage des sous-

unités ribosomiques est supérieur à 200. En effet, l’équipe de Denis Lafontaine a réalisé un 

crible dans des cellules HeLa en déplétant 625 protéines nucléolaires, les plus abondantes, par 

la technique d’interférence à ARN (Tafforeau et al., 2013). L’effet de l’absence de ces 

protéines sur la maturation des ARNr a ensuite été observé. Ces travaux ont permis 

d’identifier 286 protéines nucléolaires nécessaires à la formation du ribosome. Parmi ces 

protéines, 153 possèdent un orthologue requis pour la biogenèse des ribosomes chez la levure. 

59 d'entre elles ont un homologue chez la levure dont l’implication dans la formation des 

ribosomes n’a pas été démontrée à ce jour. Les 74 protéines restantes ne possèdent pas 

d’homologue chez la levure. Ceci met en évidence la complexification de la biogenèse des 

ribosomes au cours de l'évolution. Si, chez l'Homme, de nombreux co-facteurs de maturation 

semblent avoir des rôles similaires à ceux définis chez la levure, environ 30% des co-facteurs 

de maturation nucléolaires humains possèdent des fonctions supplémentaires ou différentes 

comparé à leurs homologues chez la levure. Par exemple, RRP6 est uniquement impliqué 

dans la maturation de l’ITS2 chez la levure, mais est également requis pour la maturation de 

l’ITS1 chez l’Homme (Tafforeau et al., 2013).  

Un autre cible génétique a été effectué sur des cellules humaine, en déplétant 464 

protéines potentiellement impliquées dans la biogenèse des ribosomes. Cette étude souligne 

que 153 protéines interviennent dans l’assemblage des sous-unités ribosomiques humaines. 

Ces travaux ont permis de mettre en évidence le rôle de l’exportine 5 dans l’export des 

particules pré-60S humaines, inédit chez la levure (Wild et al., 2010). 
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Ainsi, la biogenèse des ribosomes est plus complexe chez l’Homme comparé à la levure. 

Des études mettent en lumière des divergences dans ce processus entre ces deux organismes. 

Par exemple, le co-facteur de maturation Dim1 reste associé aux particules pré-40S 

cytoplasmiques chez la levure alors que son homologue chez l'Homme, DIMT1L est une 

protéine nucléaire (Schäfer et al., 2003; Strunk et al., 2011; Zorbas et al., 2015). De même, la 

déplétion de TSR1 dans des cellules humaines entraîne l'accumulation nucléaire des particules 

pré-40S, alors que chez la levure, elle conduit à une rétention cytoplasmique des précurseurs 

de la petite sous-unité (Leger-Silvestre et al., 2004 ; Carron et al., 2011). De plus, chez 

l'Homme, l’absence d’ENP1 génère l’accumulation du pré-ARNr 21S-C. Ce précurseur 

constitue un intermédiaire supplémentaire de la maturation de l’ARNr 18S humain comparé à 

la levure (Carron et al., 2011). 

 

L'association de certains co-facteurs de maturation à la particule pré-40S se fait de 

manière très transitoire. C'est le cas par exemple de l'hélicase Prp43 et de son partenaire Gno1 

(cf ci-dessous). De la même façon, RIO1, qui est impliquée dans les dernières étapes 

cytoplasmiques de la maturation de la petite sous-unité, n'est, dans des conditions sauvages, 

pas co-purifiée avec les particules pré-40S cytoplasmiques. Cependant, la liaison de RIO1 aux 

particules pré-40S est stabilisée par l'inactivation de son activité kinase par une mutation 

ponctuelle (Widmann et al., 2012; Ferreira-Cerca et al., 2014; Turowski et al., 2014).  

Seul un très petit nombre de co-facteurs de maturation reste associé de façon stable à la 

petite sous-unité ribosomique tout au long de sa maturation. Il s'agit, chez l'Homme, des 

protéines NOB1, DIM2/PNO1, ENP1, LTV1, TSR1 et RIO2 (Wyler et al., 2011). Ainsi, chez 

l’Homme, ces co-facteurs de maturation ont pu être utilisé comme appât lors de purification 

d’affinité afin d’étudier la composition des précurseurs de la petite sous-unité à différentes 

étapes de sa maturation (Wyler et al., 2011). Chez la levure, en plus de ces 6 co-facteurs de 

maturation, un autre est stablement associé au particules pré-40S, il s’agit de la méthyl-

transférase Dim1 (Schäfer et al., 2003 ; Strunk et al., 2011).  

 

 III.2- Plusieurs types d'enzymes parmi les co-facteurs de maturation 

 

 

Bien que le rôle précis des co-facteurs dans la maturation des sous-unités 

ribosomiques reste en grande partie méconnu, certains d'entre eux peuvent être regroupés 
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dans différentes familles enzymatiques, comme notamment les hélicases à ARN, GTPases, 

kinases, ATPases, méthyl-transférases (Kressler et al., 2010 ; Strunk and Karbstein, 2009). 

- Les hélicases à ARN impliquées dans la biogenèse des ribosomes pourraient moduler 

les interactions ARN-ARN dans les pré-ARNr ou entre les pré-ARNr et les snoRNP. Ainsi, 

chez la levure, l'hélicase Prp43 semble jouer un rôle dans l'appariement des snoRNP et le pré-

ARNr 27S (Bohnsack et al., 2009). Un rôle similaire a été proposé pour DDX21 qui pourrait 

assister le décrochage de la snoRNP U8 sur la partie 3' de l'ARNr 28S chez la souris 

(Srivastava et al., 2010). 

- Concernant les GTPases, eIF5B (parfois appelée Fun12), est requise pour 

l'association de la sous-unité 60S avec la particule pré-40S, lors de l'étape finale de maturation 

du précurseur de la petite sous-unité ribosomique (Lebaron et al., 2012; Strunk et al., 2012) 

(cf-ci paragraphe C.III.2). 

- Des kinases, comme Hrr25 chez la levure, et son homologue CK1δ/CK1ε (isoforme 

de la caséine 1) chez l’Homme, jouent un rôle dans le décrochage des co-facteurs de 

maturation stablement associés aux précurseurs de la petite sous-unité. Elle phosphoryle Ltv1 

et Enp1, entraînant ainsi leurs recyclages (Zemp et al., 2009 ; Zemp et al., 2014; Ghalei et al., 

2015). Ainsi le substrat et la fonction de Hrr25 ou des isoformes de caséine 1 est maintenant 

caractérisé. Cependant, pour la plupart des co-facteurs de maturation ayant des activités 

putatives de kinases, leur rôle dans la maturation de la petite sous-unité et leurs substrats 

restent à élucider. Par exemple, la kinase atypique RIO3 (uniquement présente chez les 

eucaryotes supérieurs), a été identifiée comme un composant de particules pré-40S 

cytoplasmiques tardives (Widmann et al., 2012). Cependant, les données actuelles ne 

permettent de savoir si l’association de RIO3 avec les particules pré-40S est stable. La 

déplétion de RIO3 entraîne une accumulation du pré-ARNr 21S, qui est un précurseur 

nucléaire de l’ARNr 18S (Baumas et al., 2012). La localisation de RIO3 étant cytoplasmique, 

elle pourrait être impliquée dans le recyclage de co-facteurs de maturation nécessaires à la 

maturation du pré-ARNr 21S dans le noyau (Baumas et al., 2012).  

- Des ATPases sont également requises dans l’assemblage des ribosomes. Le co-

facteur de maturation Fap7 est nécessaire pour le clivage au site D du pré-ARNr 20S 

permettant de former l’ARNr 18S mature (Granneman et al., 2005). Fap7 interagit 

directement avec Rps14 et empêche l’association prématurée de Rps14 avec la particule pré-

40S (Hellmich et al., 2013; Loc'h et al., 2014). La protéine Rps14 est située à proximité du 

site D du pré-ARNr 20S. La déplétion du domaine ATPase de Fap7 entraîne notamment un 
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défaut de maturation de l’ARNr 18S. Les auteurs suggèrent qu’en absence du domaine 

ATPase de Fap7, Rsp14 ne serait pas incorporée dans les particules pré-40S naissantes. Ceci 

pourrait avoir des conséquences sur la position de l’hélice 45 de l’ARNr 18S et sur la fixation 

de Rps26 (Hellmich et al., 2013). 

- Des méthyl-transférases sont aussi impliquées dans la formation des ribosomes. Elles 

sont nécessaires pour la viabilité des levures. La protéine Dim1 est responsable de la 

diméthylation du pré-ARNr 20s dans le cytoplasme chez la levure (Lafontaine et al., 1995 ; 

Lafontaine et al., 1998 ). Sa fonction est conservée chez l’Homme. Cependant, DIMT1L, 

l’homologue de Dim1, exerce sa fonction dans le noyau (Zorbas et al., 2015). De plus, la 

méthylation de G1575 de l’ARNr 18S par Bud23 est requise pour un export efficace de la 

particule pré-40S (White et al., 2008). L'activité enzymatique de certaines de ces protéines 

n’est pas essentielle pour la biogenèse des ribosomes. En effet, des mutations à l’origine de la 

suppression de l’activité catalytique de la méthylase Emg1 n’altère pas la formation des 

ribosomes matures (Leulliot et al., 2008). Cependant, la déplétion de cette protéine entraîne 

un défaut de la maturation de l’ARNr 18S (Eschrich et al., 2002). Son activité pourrait être 

complémentée par d’autres protéines aux fonctions redondantes. 

-Par ailleurs, des nucléases sont responsables de clivages au sein du pré-ARN pour 

donner les ARNr matures. Parmi elles, des endonucléases ont été identifiées dont RCL1 

impliquée dans le clivage au site A2 (Horn et al., 2011) ou Nob1 qui clive le pré-ARNr 20S 

au site D chez la levure et son homologue chez l’Homme, NOB1 responsable de la coupure 

au site 3 formant l’ARNr 18S. De plus, chez l’Homme, l’action d’exo-nucléase a aussi été 

démontrée (Preti et al., 2013). 

Plusieurs co-facteurs de maturation ne possèdent pas d'activité enzymatique déjà 

décrite, mais comportent des domaines potentiels de fixation à l'ARNr (GAR, S1, RRM, 

domaine à doigt de zinc, ...) et/ou des domaines d'interaction protéine-protéine (WD40, 

HEAT, TPR, HAT). Certains s’assemblent en sous-complexes de protéines avant de s'associer 

aux particules pré-ribosomiques, comme par exemple, Bms1-Rcl1 qui interagit avec la 

particule 90S ou pour la formation du « SSU processome ». (Wegierski et al., 2001 ; 

Karbstein et al., 2005 ; Phipps et al., 2011 ; Delprato et al., 2014).  
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III.3- Analyses structurale: positionnement des co-facteurs de maturation dans les 

particules pré-40S 

 

Si l'on a maintenant une idée claire de la temporalité de l'association de certains co-

facteurs de maturation sur les sous-unités ribosomiques en formation, cela ne signifie pas pour 

autant que l'on sache quand ni comment ils agissent sur ces sous-unités. Par exemple, 

DIM2/PNO1 s'associe à la particule pré-40S du nucléole jusqu'aux dernières étapes 

cytoplasmiques de maturation. Elle est requise pour que l'endonucléase NOB1 puisse 

effectuer le clivage final de l'extrémité 3' de l'ARNr 18S, mais sa fonction précise n'est à ce 

jour pas établie. Ainsi, le rôle précis de la plupart des co-facteurs de maturation reste à 

éclaircir. 

Afin de répondre à cette question cruciale, divers travaux structuraux ont été entrepris, 

visant d'abord à localiser ces co-facteurs de maturation sur la particule pré-40S, mais 

également tenter de relier la structure de la particule pré-40S aux fonctions des co-facteurs de 

maturation. Ces travaux ont été menés, pour l'instant, uniquement chez la levure. Ainsi, les 

sites d'interaction avec le pré-ARNr 20S de six des 7 co-facteurs de maturation stablement 

associés à la particule pré-40S ont été déterminés par des expériences de CRAC (UV cross-

linking and cDNA analysis) (Granneman et al., 2010 ; Turowski et al., 2014). Cette technique 

consiste à fixer les interactions protéine-ARN par un traitement aux UV. Les complexes 

protéine-ARN sont alors purifiés dans des conditions dénaturantes afin d’isoler seulement les 

interactions directes. Les fragments d’ARN sont récupérés, amplifiés et séquencés. Cette 

expérience permet d’identifier les sites d’interaction d’une protéine ave l’ARN in vivo.  

En 2011, les équipes de K. Karbstein et I. Skiniotis ont déterminé la structure 3D de 

particules pré-40S cytoplasmiques de levure par cryo-MET et analyse d’images, à 18Å de 

résolution (Strunk et al., 2011). Ceci a permis aux auteurs de cette étude de positionner les 

sept co-facteurs de maturation sur cette particule pré-40S cytoplasmique (Figure 11). Les co-

facteurs de maturation Ltv1 et Enp1 sont présents au niveau du bec de la particule pré-40S. 

Tsr1est situé au-dessous du bec de la particule pré-40S, coté interface avec la grande sous-

unité. De même, Rio2 et Dim1 sont présents du côté de l’interface avec la particule 60S : 

Dim1 se situe au centre du corps tandis que Rio2 est localisé au niveau de la tête de la 

particule dans le sillon de l’ARNm. Quant au co-facteur de maturation Dim2, il se situe au 

niveau de la plateforme de la particule. L’endonucléase Nob1 est aussi localisée au niveau de 

la plateforme du précurseur cytoplasmique de la petite sous-unité. A l’exception du co-facteur 
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de maturation Tsr1, la position des co-facteurs sur la particule pré-40S est en bon accord avec 

les données de CRAC.  

Ces résultats de cryo-MET ont permis à leurs auteurs de proposer que l'une des 

fonctions les plus importantes de ces sept co-facteurs de maturation est d’empêcher l'entrée 

prématurée des particules pré-40S en traduction. En effet leurs positions sur la particule pré-

40S bloquent de manière compétitive les sites de liaison de l'ARNm et de certains facteurs 

d'initiation de la traduction, et empêchent l’association de la petite et de grande sous-unité 

ribosomiques. 

 

Figure 11: Position des co-facteurs de maturation sur la particule pré-40S cytoplasmique de levure. a) 

Positons des co-facteurs de maturation sur la structure 3D de la particule pré-40S déterminée par cryo-MET. Le 

co-facteur de maturation Enp1 est indiqué en jaune de même que Ltv1. Rio2, Nob1 et Tsr1, Dim2/Pno1 sont 

indiqués en bleu, orange, rose et rouge respectivement. b) Sites d’interaction des co-facteurs avec l’ARNr 18S 

déterminés par des expériences de CRAC (Granneman et al., 2010). c) Comparaison des sites d’interaction des 

co-facteur de maturation avec l’ARNr déterminés par CRAC avec la positon des co-facteur de maturation sur la 

structure 3D de la particule pré-40S. (Figure adaptée de Strunk et al., 2011) 

Par la suite, je décris ces sept co-facteurs, impliqués dans la maturation cytoplasmique 

de la petite sous-unité. 
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III.4- Co-facteurs de maturation agissant dans le cytoplasme 

  

III.4.1- Ltv1 (low-temperature viability protein) 

 

Il s’agit d’une protéine non essentielle, composée de 463 acides aminés chez 

S.cerevisiae. Son homologue chez l’Homme est constitué de 475 acides aminés. Ce co-facteur 

s’associe avec les particules pré-40S dans le nucléoplasme mais est principalement associé à 

ces complexes dans le cytoplasme chez la levure (Fassio et al., 2010) comme chez l’Homme 

(Zemp et al., 2009). Le co-facteur de maturation Ltv1 interagit directement avec Enp1 in vitro 

(Campbell and Karbstein, 2011) et forme un complexe stable avec Enp1 et Rps3. En effet, ce 

complexe peut se dissocier du précurseur de la petite sous-unité en présence d’une forte 

concentration en sels (Schäfer et al., 2006). 

Les données de CRAC chez la levure indiquent que Ltv1 interagit principalement avec 

les hélices h16 (nucléotides 453-454) et h41/41A (nucléotides 1490-1491) de l’ARNr 18S 

(Granneman et al., 2010). Sa fixation simultanée avec ces deux hélices suggère que Ltv1 

établit un lien entre l’épaule et la tête de la particule (Granneman et al., 2010). Les études de 

cryo-MET ont également permis de confirmer que le complexe formé de Ltv1 et Enp1, reliait 

le bec à l’épaule de la particule (Figure 11) (Strunk et al., 2011 ; Ghalei et al., 2015). 

Cependant la position relative de ces deux protéines reste à éclaircir. Au vu de sa position sur 

la particule pré-40S, ce complexe empêcherait l’association prématurée de Rps10 avec la 

particule pré-40S (Strunk et al., 2011). 

Concernant son implication dans la biogenèse de la petite sous-unité, Ltv1 pourrait 

jouer le rôle d’adaptateur dans l’export des précurseurs de la petite sous-unité (Seiser et al., 

2006 ; Fassio et al., 2010 ; Merwin et al., 2014). Ce co-facteur n’étant pas essentiel, sa 

fonction pourrait être redondante avec d’autres protéines (cf paragraphe C.II.1).  

Chez la levure, la libération de Ltv1 de la particule pré-40S nécessite l’action de la 

kinase Hrr25 (Ghalei et al., 2015). En effet, Hrr25 phosphoryle Ltv1 causant sa dissociation 

du précurseur de la petite sous-unité (Schäfer et al., 2006 ; Ghalei et al., 2015). Chez 

l’Homme, les isoformes de la caséine kinase 1, CK1δ et CK1ε, homologue de Hrr25, 

phosphorylent LTV1 et ENP1 ce qui pourrait être impliquer dans le recyclage de ces co-

facteurs (Zemp et al., 2014). Le co-facteur Rio2 jouerait aussi un rôle dans le recyclage de 

Ltv1 et Enp1 (cf paragraphe B.III.4.7). 
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Récemment, des travaux ont montré que la libération de Ltv1 de la particule pré-40S 

est à l’origine de l’association stable de Rps3 dans sa conformation finale (données non 

publiées, Brigitte Pertschy, conférence EMBO Ribosome). En effet, le domaine N-terminal de 

Ltv1 interagit avec le domaine N-terminal de Rps3 et l’ARNr formant l’épaule de la particule 

(hélice 16), ceci permet de maintenir Rps3 dans une conformation non mature. Quant à la 

partie C-terminale de Ltv1, elle interagit avec Rps20 et l’ARNr localisé au niveau de la tête de 

la particule (hélice 41), masquant ainsi l’éventuel site de fixation de la partie N-terminale de 

Rsp3 avec la particule pré-40S. 

 

III.4.2- Enp1 (Essential Nuclear Protein) 

 

Cette protéine est constituée de 483 acides aminés chez la levure. Son homologue chez 

l’Homme, la Bystine/ENP1 est composée de 437 acides aminés. Ce co-facteur est présent au 

sein de la particule, 90S et se dissocie de la particule pré-40S dans le cytoplasme chez 

l’Homme comme chez la levure (Grandi et al., 2002 ; Schäfer et al., 2003 ; Carron et al., 

2011).  

Des expériences de CRAC indiquent que le site de fixation de Enp1 avec l’ARNr 18S 

est localisé au niveau de l’hélice 33 (nucléotides 1256-1259) qui forme du bec de la particule 

pré-40S (Granemann et al., 2010). De plus, les données de cryo-MET indiquent que le 

complexe formé de Enp1, Rps3 et Ltv1 est localisé au niveau du bec de la particule (Figure 

11) (voir ci-dessus, Strunk et al., 2011 ; Ghalei et al., 2015). 

Cette protéine joue plusieurs rôles tout au long de la biogenèse des ribosomes. Chez la 

levure, en absence d’Enp1, on note une accumulation du pré-ARNr 35S. Ainsi elle est requise 

pour les clivages aux sites A0, A1 et A2 du pré-ARNr 35S (Chen et al., 2003). Chez 

l’Homme, en absence de cette protéine, une accumulation des pré-ARNr 41S et 21S, 

précurseurs nucléaires du l’ARNr 18S, est notamment observée. Ce co-facteur est donc requis 

pour le clivage au site A2 dans l’ITS1 et la maturation du pré-ARNr 21 en pré-ARNr 18S-E 

chez l’Homme (Carron et al., 2011). Cette protéine est aussi connue pour interagir avec les 

snoARN U3 et U14, soulignant son implication dans la maturation précoce de l’ARNr 18S 

chez la levure (Chen et al., 2003).  

L’étape à laquelle Enp1 est recyclé est peu claire et reste à préciser. En effet, Enp1 

forme un complexe avec Rps3 et Ltv1, et se dissocie de la particule pré-40S lors de la 
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première étape de sa maturation cytoplasmique. On ne peut exclure que la libération de Ltv1 

soit aussi à l’origine de la dissociation simultanée d’Enp1 du précurseur de la petite sous-

unité. De plus, ce co-facteur a été classé comme étant associé aux particules pré-40S 

cytoplasmiques précoces (Hector et al., 2014) (cf. ci-après). Sa libération, avec celle des co-

facteurs Ltv1, Tsr1, et Rio2, permettrait la formation complète de la tête de la particule. Le 

précurseur de la petite sous-unité résultant pourrait alors s’associer à la particule 60S (Hector 

et al., 2014). Cependant, Enp1 serait présent dans les particules pseudo-80S correspondant à 

une étape tardive de la maturation de la petite sous-unité. En effet, en absence des protéines 

Rli1 ou Dom34, Enp1 co-précipite avec ce type de particule (Strunk et al., 2012). Rli1 et 

Dom43 pourraient être des protéines impliquées dans la dissociation de la particule pré-40S 

avec la grande sous-unité (Strunk et al., 2012).  

 

III.4.3- Tsr1 (Twenty S rRNA accumulation) 

 

Le co-facteur Tsr1 est une protéine de 788 acides aminés chez la levure et de 804 

acides aminés chez l’Homme. Chez la levure, cette protéine interagit avec le précurseur de la 

petite sous-unité dans le nucléole suite au clivage au site A2 et la suit dans le cytoplasme 

(Schäfer et al., 2003). De même, chez l’Homme, TSR1 s’associerait avec la particule pré-40S 

dans le nucléole. De plus, cette protéine est présente dans le noyau et en particulier dans le 

nucléole et faiblement présente dans le cytoplasme, comme l’indique l’étude de sa 

localisation cellulaire par marquage à la GFP (Carron et al., 2011). 

Les données de CRAC indiquent que Tsr1 interagit notamment avec l’hélice 45 

(nucléotides 1765-1771), et les hélices 19-26-27 de l’ARNr 18S (Granneman et al., 2010). 

Cependant, sa zone de localisation est située au niveau de l’interface avec la grande sous-unité 

au-dessous du bec de la particule pré-40S de levure (Strunk et al., 2011). Sa position sur la 

structure 3D n’est donc pas en accord avec les données de CRAC (Figure 11).  

Chez la levure, Tsr1 est impliquée dans les étapes tardives de la formation de l’ARNr 

18S mature (Gelperin et al., 2001). Cependant, sa fonction précise dans la biogenèse des 

ribosomes reste à ce jour inconnue. En effet, en absence de Tsr1, on observe une 

accumulation cytoplasmique du pré-ARNr 20S (Gelperin et al., 2001 ; Leger-Silvestre et al., 

2004). Tsr1 présente une homologie avec la GTPase Bms1 (Gelperin et al., 2001), cependant 

aucune activité enzymatique n’a été observée à ce jour (Lebaron et al., 2012). Chez l’Homme, 

ce co-facteur est également requis pour l’export des particules pré-40S dans le cytoplasme. En 
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effet, sa déplétion est à l’origine d’une accumulation nucléoplasmique des particules pré-40S 

(Carron et al., 2011). 

Les données dans la littérature concernant l’étape de maturation à laquelle Tsr1 est 

libéré de la particule pré-40S cytoplasmique de levure sont en contradiction. Une étude 

montre que le recyclage de Tsr1 nécessite la présence de Ltv1, ce qui suggère que Tsr1 serait 

libéré précocement Fassio et al., 2010). De plus, au vu de sa position sur la particule pré-40S, 

l’équipe de K. Karbstein conclut que Tsr1 empêcherait l’association prématurée du précurseur 

de la petite sous-unité avec la particule 60S (Strunk et al., 2011). Ces observations semblent 

montrer que Tsr1 serait recyclé avant la formation de la particule pseudo-80S. Cependant, 

lorsque Fap7, une ATPase impliquée dans l’assemblage de la petite sous-unité, est depletée, 

Tsr1 serait associé avec des particules pseudo-80S. De plus en absence de Rli1, acteur 

potentiel de la dissociation de la particule pseudo-80S, Tsr1 n’est pas retrouvé dans celle-ci. 

Ces observations suggèrent que Tsr1 serait présent dans les particules pseudo-80S et serait 

recyclé avant l’action de Rli1 (Strunk et al., 2012).  

La structure 3D de Tsr1, ne contenant pas le domaine N-terminal et une boucle 

flexible interne, a été résolue par cristallographie (données non publiées, Atlanta Cook, 

conférence EMBO Ribosome). Cette étude révèle que Tsr1 possède une forte homologie 

structurale avec le domaine de liaison au GTP d'eIF5B, SelB et Ef-Tu, des facteurs 

d’initiation ou d’élongation de la traduction. Des expériences d’ajustement de structure 

indiquent qu’elle possèderait le même site de fixation qu’eIF5B et serait orientée de la même 

façon sur la particule pré-40S. Cette étude conclut que la libération de Tsr1 serait un prérequis 

à la formation des particules pseudo-80S chez la levure.  

 

III.4.4- Dim1 (DIMéthylase1) 

 

Cette protéine est composée de 318 acides aminés chez la levure et de 313 acides 

aminés chez l’Homme. Chez la levure, le co-facteur Dim1 s’associe de façon précoce avec la 

particule pré-40S, au cours de la formation de la particule 90S et reste associé aux précurseurs 

cytoplasmiques de la petite sous-unité (Schäfer et al., 2003). Chez l’Homme, cette protéine 

est uniquement nucléaire (Zorbas et al., 2015). 

Les données de CRAC montrent que Dim1 interagit avec les hélices 2-28 (nucléotides 

1137-1156) et h44 (nucléotides 1753-1794) de l’ARNr 18S (Granneman et al., 2010). Sa 

position sur la structure 3D de la particule pré-40S est située au niveau de l’hélice 44 sur le 
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corps de la particule. Ces données de cryo-MET sont en accord avec les conclusions des 

expériences de CRAC (Figure 11). La fixation de Dim1 sur la particule pré-40S empêche la 

fixation de facteur d’initiation (eIF1, eIF1A, et eIF3) et prévient donc son entrée prématurée 

dans la traduction (Strunk et al., 2011).  

Dim1 est l’enzyme responsable de la diméthylation des deux adénosines adjacentes 

présentes dans la boucle entre l’hélice 44 et 45 de l’ARNr 18S à proximité du site D au niveau 

de la plateforme de la particule pré-40S (Lafontaine et al., 1995 ; Lafontaine et al., 1998). 

Cette réaction est universellement conservée. Elle se passe dans le cytoplasme chez la levure 

(Brand et al., 1977) et dans le noyau chez l’Homme (Zorbas et al., 2015). Si la diméthylation 

n’est pas strictement nécessaire, la présence de Dim1 est essentielle à la maturation de la 

petite sous-unité. En effet, l’inactivation de Dim1 n’a pas d’effet sur la biogenèse des 

ribosomes, cependant en son absence, les cellules ne sont pas viables (Lafontaine et al., 

1995). Une étude suggère que Dim1 serait recruté sur le pré-ARNr via le co-facteur Dim2 

(Vanrobays et al., 2004). L’association de Dim1 avec Dim2 est requise pour les clivages aux 

sites A1 et A2, et pour la diméthylation du pré-ARNr 20S (Vanrobays et al., 2004).  

Chez la levure, l’étape à laquelle Dim1 est libéré de la particule pré-40S n’est pas 

encore déterminée, de même que les mécanismes entrant en jeu pour son recyclage. En effet, 

au vu de sa position sur la particule pré-40S, l’équipe de K. Karbstein propose que Dim1 

empêche la formation de la particule pseudo-80S (Strunk et al., 2011) Cependant, cette 

protéine est retrouvée dans les particules pseudo-80S suite à la déplétion de Rli1 (Strunk et 

al., 2012). Chez l'Homme DIMT1L est nucléaire et n'entre pas dans la composition de 

particules pré-40S cytoplasmiques (Wyler et al., 2011 ; Zorbas et al., 2015) 

La structure 3D de cette protéine chez l’Homme a été déterminée par cristallographie 

et diffraction aux rayons X (PDB ID: 2ZQ9) (O'Farrell et al., 2008). Elle se compose de deux 

domaines KH. Le domaine N-terminal consiste en une combinaison d’hélices α et feuillets β, 

tandis que le domaine C-terminal est composé seulement d’hélices α. Le site catalytique est 

présent à l’interface de ces deux domaines. 

 

III.4.5- Dim2/Pno1 (Partner of Nob1) 

 

Dim2 est une protéine de 274 acides aminées chez la levure et de 252 chez l’Homme. 

Elle s’associe aux particules pré-40S très précocement, lors de la formation de la particule 
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90S et reste associée aux particules pré-40S cytoplasmiques chez la levure (Vanrobays et al., 

2004 ; 2008) comme chez l’Homme (Widmann et al., 2012).  

Les données de CRAC indiquent que Dim2 interagit avec les régions 5’ de l’ITS1, 

avec les hélices 45, 24 et 28 de l’ARNr 18S présentes au niveau du cou et de la plateforme de 

la particule pré-40S (Turowski et al., 2014). Cette conclusion est confirmée par les données 

de cryo-MET qui montrent que Dim2 se situe au niveau du bas de la tête et du haut de la 

plateforme (Figure 11). Son site de fixation étant situé à proximité de la position de Rps26 

sur la particule pré-40S, sa libération de la particule pré-40S pourrait permettre le recrutement 

de Rps26 sur le précurseur tardif de la petite sous-unité (Strunk et al., 2011). 

La fonction précise de Dim2 dans la biogenèse des ribosomes est encore inconnue. 

Cependant, des données ont montré que ce co-facteur est impliqué dans le clivage au site A1, 

A2 et D du pré-ARNr 20S (Vanrobays et al., 2004 ; Woolls et al., 2011; Vanrobays et al., 

2008). Cette protéine possède une séquence NES en C-terminal, et pourrait donc être 

impliquée dans l’export nucléocytoplasmique des particules pré-40S (Vanrobays et al., 2008). 

De plus, ce co-facteur est aussi nommé Pno1 pour Partner of Nob1, étant considéré comme un 

régulateur de l’activité enzymatique de Nob1 (Woolls et al., 2011). Le co-facteur Dim2 

interagit avec Nob1 via son domaine KH central in vitro. Lorsque ce domaine KH de Dim2 

est muté, on observe une accumulation du pré-ARNr 20S, témoin d’un défaut de maturation 

de l’ARNr 18S. Cette association serait donc nécessaire pour le clivage au site D du pré-

ARNr 20S (Woolls et al., 2011). 

La protéine Dim2 est associée aux particules tardives contenant seulement les co-

facteurs Nob1 et Rio1 que ce soit chez la levure ou chez l’Homme (Hector et al., 2014 ; 

Widmann et al., 2012). Elle serait la dernière des co-facteurs à se dissocier de la particule pré-

40S (Strunk et al., 2012). 

La structure 3D du complexe Dim2 (constitué de 219 acides aminés) interagissant 

avec eIf2 et un segment de l’extrémité 3’ de l’ARNr 16S de E.coli (11 nucléotides) a été 

résolue par cristallographie (Jia et al., 2007)(PDB ID: 2E3U). Elle se compose de trois 

domaines KH, incluant une séquence de huit acides aminés conservés (VIGxxGxxL) 

impliqués dans la fixation de l’ARN (Vanrobays et al., 2004). Des travaux ont montré que le 

domaine KH présent en C-terminal de la protéine est nécessaire pour la fixation de ce co-

facteur avec le pré-ARNr 20S (Vanrobays et al., 2008). 

 

 



  INTRODUCTION  

 

  49 

 

 

III.4.6- Nob1 (Nin1 (One) Binding protein) 

 

La protéine Nob1 possède 459 acides aminés chez la levure et 412 chez l’Homme. 

Chez la levure, cette protéine s’associe de façon précoce avec la particule pré-40S dans le 

nucléole et le reste jusqu’aux étapes finales de maturation dans le cytoplasme. Chez 

l’Homme, cette protéine n'est pas nucléolaire, et si elle est présente dans le noyau, elle est 

principalement cytoplasmique (Widmann et al., 2012). 

Son site de fixation à l’ARNr 18S a été déterminé par des expériences CRAC et se 

situe sur l’hélice 40 (nucléotides 1390-1398) et la région 5’ de l’ITS1, au niveau de la 

plateforme, derrière la tête de la particule pré-40S (Granneman et al., 2010 ; Turowski et al., 

2014). Des analyses par footprint ont aussi montré que Nob1 s’associe avec des nucléotides 

de l’ITS1 (Lamanna, and Karbstein, 2009). De plus, des expériences de GST pull down ont 

montré que Nob1 interagit avec Rps5 et Rps14 in vitro, deux protéines importantes pour le 

clivage au site D du pré-ARNr 20S et localisées au niveau de la plateforme du précurseur de 

la petite sous-unité (Lamanna and Karbstein 2009 ; Neueder et al., 2010). Ceci est en 

adéquation avec les données de cryo-MET, qui localisent Nob1 sur la plateforme de la 

particule pré-40S (Figure 11) (Strunk et al., 2011). 

Nob1 est l’endonucléase responsable du clivage au site D du pré-ARNr 20S, à 

l’origine de la formation du l’ARNr 18S mature. Il a aussi été montré que Nob1 catalyse le 

clivage au site D (Pertschy et al., 2009). La déplétion de ce co-facteur résulte en une 

accumulation du pré-ARNr 20S dans le cytoplasme (Fatica et al., 2004). De même, chez 

l’Homme cette enzyme est un composant de la particule pré-40S et pourrait réaliser le clivage 

du pré-ARNr 18 S-E au site 3, formant ainsi l’ARNr 18S mature (Zemp et al., 2009). 

Nob1 est constitué d’un domaine PIN (PilT N-terminus) en N-terminal (acides aminés 1-130), 

qui est commun avec les nucléases (homologue à la superfamille des RNase H) (Arcus et al., 

2004). Ce domaine interagit directement avec l’extrémité 3’ du pré-ARNr 20S in vitro 

(Lamanna and Karbstein, 2009). Des données proposent qu’un réarrangement de l’ARNr 18S 

serait nécessaire pour que Nob1 puisse exercer sa fonction (Lamanna and Karbstein, 2011). 

En effet, cette protéine s’associe de façon précoce à la particule pré-40S mais n’exerce sa 

fonction que dans les étapes finales de la maturation de la petite sous-unité. L’équipe de 

Karbstein propose le modèle suivant : avant le clivage au site A2 du pré-ARNr 20S, le site de 

décodage n’est pas complètement formé. L’hélice 44 forme un duplex avec un segment de 

l’ITS1, empêchant Nob1 d’exercer sa fonction. Le clivage au site A2 permet l’élimination du 
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segment de l’ITS1. Ceci est à l’origine d’un changement de conformation de l’hélice 44. 

Nob1 est alors repositionné et peut ainsi cliver le pré-ARNr 20S pour former l’ARNr 18S 

mature (Lamanna and Karbstein, 2011). Par ailleurs, un autre modèle propose que l’hydrolyse 

du GTP par eIF5B/Fun12 dans la particule pseudo-80S serait à l’origine d’un changement de 

conformation de la particule pré-40S nécessaire pour que Nob1 puisse exercer sa fonction 

(Lebaron et al., 2012).  

Comme Dim2, Nob1 serait libéré tardivement du précurseur de la petite sous-unité 

ribosomique de levure, suite à la dissociation de la particule pseudo-80S médiée par Rli1. En 

effet, lorsque Rli1 est deplété, Nob1 est présent dans les particules pseudo-80S (Strunk et al., 

2012). 

La structure 3D de Nob1 de l'archaebactérie Pyrococcus horikoshii a été déterminée 

par RMN (Veith et al., 2012). Elle contient 165 acides aminés. Cette protéine se compose 

d’un domaine à doigts de Zinc en C-terminal qui est connecté ave le PIN domaine par un lien 

flexible. Le domaine à doigts de zinc est suffisant pour la fixation de la protéine à l’hélice 40 

de l’ARNr 18S. Il constituerait un point d’ancrage de la protéine Nob1 sur la particule pré-

40S à proximité du site de clivage D (Veith et al., 2012).  

 

III.4.7- Les kinases atypiques Rio2 et Rio1 

 

Deux kinases, Rio1 et Rio2 sont associées à la particule pré-40S dans le cytoplasme et 

requises à différentes étapes de sa maturation. 

 

- Rio2 (RIght Open reading frame 2) 

C’est une protéine composé de 425 acides aminés chez la levure. Son homologue chez 

l’Homme est formé de 552 acides aminés. Elle fait partie de la famille des protéines kinases 

atypiques (Manning et al., 2002). Ce co-facteur s’associe de façon stable aux particules pré-

40S cytoplasmiques. En effet, Rio2 a été utilisé comme protéine appât afin d’isoler les 

précurseurs de la petite sous-unité cytoplasmiques chez la levure (Schäfer et al., 2003 ; Strunk 

et al., 2011). De même, chez l’Homme, RIO2 est un composant stable de la particule pré-40S 

cytoplasmique (Zemp et al., 2009).  

Les données de CRAC chez la levure indiquent que le site d’interaction de Rio2 est 

situé sur l’hélice 31 (nucléotides 1194-1196), localisée au niveau de la tête de la particule à 

proximité du site de fixation P des ARNt (Granneman et al., 2010). Ceci est confirmé par sa 

position sur la structure 3D de la particule pré-40S déterminée par cryo-MET couplée à 
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l’analyse d’images (Figure 11) (Strunk et al., 2011). Au vu de sa localisation, la présence de 

Rio2 empêcherait l’interaction prématurée notamment de facteurs d’initiation avec la 

particule pré-40S.  

Rio2 est impliquée dans l’export des particules pré-40S chez la levure (Fatica et al., 

2004) et chez l’Homme (cf paragraphe C.II.1 ; Zemp et al., 2009). Chez la levure, la déplétion 

et l’inactivation de l’activité kinase de Rio2 est à l’origine d’une accumulation du pré-ARNr 

20S (Geerling et al., 2003 ; Vanroboys et al., 2003). L’activité ATPase de Rio2 est requise 

pour sa dissociation du précurseur de la petite sous-unité. Le recyclage de Rio2 constituerait 

un prérequis pour la libération des co-facteurs Enp1 et Ltv1 nécessaire pour la suite de la 

maturation de la petite sous-unité (Ferreira-Cerca et al., 2012). Chez l’Homme, une étude 

montre que l’activité enzymatique de RIO2 est nécessaire pour la libération de DIM2, LTV1, 

NOB1 et pour la maturation du pré-ARNr 18 S-E alors que seule sa présence est requise pour 

le recyclage de ENP1 (Zemp et al., 2009). De plus, RIO2 est requise pour le recyclage de 

RRP12, un co-facteur décrit comme impliqué dans l’export chez la levure (Oeffinger et al., 

2004 ; Wyler et al., 2011). Cependant, à ce jour, le substrat de RIO2 reste inconnu. La 

protéine RIO2 humaine ou de levure est capable d’autophosphorylation in vitro (Geerlings et 

al., 2003 ; Zemp et al., 2009). 

La libération de Rio2 intervient lors des étapes intermédiaires de la maturation de la 

petite sous-unité. Que ce soit chez la levure ou chez l’Homme, Rio2 est recyclé avant l’action 

de Rio1 dans la formation de la particule 40S. En effet, les particules pré-40S purifiées en 

utilisant une forme catalytiquement inactive de Rio1 comme appât ne contiennent pas Rio2 

(Ferreira-Cerca et al., 2014 ; Widmann et al., 2012).  

La structure de Rio2 a tout d’abord été déterminée chez l'archaebactérie Archaeoglobus 

fulgidus. Cette étude a révélé que cette protéine contient un domaine N-terminal en « winged 

helix » (replié en hélice ailée) connecté au domaine kinase RIO (Laronde-Leblanc et al., 

2004). Les domaines RIO contiennent la signature kinase et possèdent une insertion de 18 à 

27 acides aminés commune qui constitue une boucle flexible (Laronde Leblanc and 

Woldawer, 2005). Son site actif GxGKES est différent des autres protéines de la famille RIO, 

ce qui suggère des modes d’action distincts entre ces kinases (Laronde Leblanc and 

Woldawer, 2005). Récemment, la structure 3D de Rio2 en présence d’ATP, du champignon 

Chaetomium thermophilum déterminée par cristallographie suggère que cette protéine agirait 

comme une ATPase dans l’assemblage de la petite sous-unité (Ferreira-Cerca et al., 2012). En 

effet, elle possède au sein de son site actif, un intermédiaire phosphoaspartate qui est typique 

des ATPases de type P. 
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- Rio1 (RIght Open reading frame1) 

Cette protéine est constituée de 484 acides aminés chez la levure et de 568 acides 

aminés chez l’Homme. Ce co-facteur s’associe aux particules pré-40S cytoplasmiques de 

façon dynamique. En effet, l’étude de la composition des particules pré-40S de levure et 

d'Homme par spectrométrie de masse souligne que Rio1 n’y que rarement détectée (Schäfer et 

al., 2003 ; Lebaron et al., 2005 ;Widmann et al., 2012). Chez la levure, Rio1 s’associe à la 

particule pseudo-80S juste avant le clivage du pré-ARNr 20S au site D, mais après le 

décrochage de Rio2 (Ferreira-Cerca et al., 2014). Chez l’Homme, la forme sauvage de RIO1 

est stablement associée au méthylosome. Cependant, la forme catalytiquement inactive de 

RIO1 (RIO1 Kinase-Dead, RIO1(KD)) est stablement associée avec des particules pré-40S 

qui ne contiennent que NOB1, DIM2 et RIO1(KD). De même que chez la levure, RIO1 

interagit avec la particule pré-40S humaine suite au recyclage de RIO2 (Widmann et al., 

2012). 

Le site d’interaction de Rio1 avec l’ARNr 18S a été déterminé par des expériences de 

CRAC chez la levure. Il se situe en haut de l’hélice 44 (Turowski et al., 2014). 

  Chez la levure, Rio1 est requise pour le clivage du pré-ARNr 20S dans le cytoplasme. 

Pour cela, la fixation de l’ATP sur Rio1 est essentielle (Turowski et al., 2014). Le clivage au 

site D est ATP dépendant (Lebaron et al., 2012). Chez l’Homme, RIO1 est essentielle pour la 

maturation du pré-ARNr 18 S-E et la libération des co-facteurs DIM2 et NOB1 (cf ci-dessus). 

   La structure 3D de Rio1 déterminée chez l’archaebactérie Archaeoglobus fulgidus (constitué 

de 258 acides aminés), montre que cette protéine contient deux hélices en N-terminal 

différemment au domaine « winged helix » présent chez Rio2 (Laronde-leblanc et al., 2005). 

De plus, le site actif de Rio1 est composé de la séquence STGKEA différente de celle 

composant le site catalytique de Rio2 (Laronde-Leblanc and Woldawer, 2005). Récemment la 

structure d’un fragment de 352 acides aminés de RIO1 humaine a été déterminée par 

cristallographie (Ferreira-Cerca et al., 2014). Comme pour Rio2, sa structure en présence 

d’ATP montre la présence d’un phospho-aspartate au sein du site actif de RIO1. 
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C- Du nucléole au cytoplasme: étapes de l'assemblage de la petite sous-unité 

ribosomique 

 

I- Le nucléole : lieu de synthèse des ARN ribosomiques et des étapes précoces de 

la maturation de la petite sous-unité ribosomique 

 

Les premières étapes de la formation de la petite sous-unité ribosomique consistent en 

la transcription des gènes ribosomiques, entraînant la formation du nucléole. Un grand 

nombre de protéines et de snoRNP vont s’associer au long transcrit primaire naissant, pour 

former la particule 90S. Le pré-ARNr va alors subir des modifications chimiques ainsi qu’une 

série de clivage dans le nucléole. 

 

 I.1- Structure du nucléole  

 

Le nucléole est le lieu de la transcription de l’ADNr en ARNr, des étapes précoces de 

maturation des ARNr et de leurs assemblages avec les protéines ribosomiques et un grand 

nombre de co-facteurs de maturation (Venema and Tollervey, 1999). Le nucléole est aussi le 

site où se déroulent les modifications chimiques des pré-ARNr, médiées par les snoRNP à 

boites C/D et H/ACA.  

  

Le nucléole est un domaine cellulaire non délimité par une membrane. Son architecture 

reflète le caractère orienté de la biogenèse des ribosomes. Chez l’Homme, le nucléole se 

compose de trois sous-domaines visibles par microscopie électronique en transmission 

(MET). Les centres fibrillaires (FC pour Fibrillar Center) sont entourés du composant 

fibrillaire dense (DFC pour Dense Fibrillar Component) puis du composant granulaire (GC 

pour Granular Component) (Thiry et al., 2000) (Figure 12). L’emplacement de la 

transcription de l’ADNr dans le nucléole est controversé. Ce processus se passerait soit dans 

le FC, soit à l’interface entre le FC et le DFC. Les pré-ARNr naissants migrent dans le DFC 

où ils subissent des modifications post-transcriptionnelles et des clivages (cf. A.I). Les 

précurseurs de la petite et de la grande sous-unité migrent alors dans le GC. Ils se dirigent 

ensuite vers le nucléoplasme, puis seront exportés dans le cytoplasme, où auront lieu les 

étapes finales de maturation. Chez la levure, il a été proposé que le nucléole soit constitué de 
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seulement deux sous-compartiments le FC et le GC, l'apparition du GC étant liée à 

l'augmentation au cours de l'évolution de la taille des séquences intergéniques qui séparent les 

gènes ribosomiques (Figure 12) (Thiry and Lafontaine, 2005).  

 

 

Figure 12: Organisation du nucléole chez l’Homme et chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Coupe 

transversale de cellules observées par MET (a) Nucléole humain (cellule Hep-2), (b) Nucléole de levure, (c,d) 

schéma du nucléole humain et de levure respectivement. (Lafontaine and Thiry, 2005). 

 

Si pendant des années, le nucléole a été uniquement considéré comme une usine à 

ribosomes, des études ont montré qu’il possède des fonctions supplémentaires en plus de la 

biogénèse des ribosomes, comme par exemple, la régulation du cycle cellulaire en réponse à 

un stress (pour revue Boisvert et al., 2007). 

 

 

I.2- Le SSU processome  

 

Dans le nucléole, certaines RPS, de nombreux snoRNP et des co-facteurs de 

maturation vont s’associer co-transcriptionnellement avec le long transcrit primaire pour 
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former le « SSU (Small Subunit) processome ». Cette particule 90S contient les éléments 

nécessaires à la maturation précoce de la petite sous-unité ribosomique.  

Chez l’Homme et la levure, l'assemblage du "SSU processome" peut être visualisé 

sous forme de boules terminales présentes sur l’étalement de Miller . Chez la levure, ce 

complexe de 2.2 MDa se compose d’au moins 72 protéines (Phipps et al., 2011). 

L’assemblage du SSU processome est hautement hiérarchisé et requiert l’association 

séquentielle de modules préformés : la snoRNP U3, les sous-complexes UTP-A, UTP-B, 

UTP-C, Mpp10 et Bms1-Rcl1, ainsi que des protéines individuelles comme Rrp5 et la 

nucléoline (Phipps et al., 2011). Le complexe UTP-A s’associe en premier au pré-ARNr 

naissant. L’assemblage de UTP-A et UTP-B est un prérequis pour l’association de la snoRNP 

U3 au sein du SSU processome (Perez-Hernanadez et al., 2007). Par la suite, le module 

Mpp10 est recruté dans le SSU processome via son interaction avec le snoARN U3 (Henras et 

al., 2008 ; Perez-Fernandez et al., 2011).  

 Le snoARN U3 s'apparie avec les séquences du 5’ETS et de l’ARNr 18S ce qui 

permet d’orchestrer la maturation du pré-ARNr et la régulation de son repliement (Borovjagin 

and Gerbi, 2004 ; Osheim et al., 2004). Il possède un rôle de chaperon et guide les clivages du 

précurseur des ARNr aux sites A0, A1 et A2 chez la levure (Phipps et al., 2011). Les 

protéines Imp3 et Imp4 ainsi que le sous-complexe Mpp10 aident l’interaction base spécifique 

du snoARN U3 avec la région 5’ du pré-ARNr (Granneman et al., 2003 ; Perez-Fernandez et 

al., 2011). 

 Le SSU processome est conservé chez les eucaryotes supérieurs. Chez l’Homme, 

lorsque des protéines formant le UTP-A sont depletées, il ne peut y avoir formation du SSU 

processome (Turner et al., 2009). Des travaux récents montrent que la présence du complexe 

UTP-A est nécessaire pour le clivage du 5'-ETS au site A’ (Sloan et al., 2013). Les complexes 

UTP-B et la snoRNP U3 sont importants mais non essentiels pour une coupure efficace à ce 

site. Les autres composants du « SSU processome » sont impliqués dans des étapes ultérieures 

au clivage au site A’.  

 L’absence des protéines constituant le complexe UTP-A, tout comme l’inactivation de 

la transcription, a pour conséquence l’accumulation d’un intermédiaire du  SSU processome : 

le complexe snoRNP U3 50S. Il est formé uniquement du snoARN U3, de la protéine U3-

55K, de la nucléoline, de RRP5 et DBP4 (Turner et al., 2009). La protéine U3-55K est un 

composant stable de la snoRNP U3. La nucléoline se fixe à l’ARN et jouerait un rôle dans le 

recrutement de la snoRNP U3 avec le pré-ARNr. De même, RRP5 est impliqué dans 
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l’association de la snoRNP U3 avec le pré-ARNr. La protéine DBP4 possède une fonction 

hélicase, qui permettrait de dérouler le pré-ARNr, rendant ainsi certains de ses sites 

accessibles pour des modifications ou des coupures. La composition de cet intermédiaire du 

SSU processome semble différente de celui de la levure et des plantes. En effet, chez les 

plantes, un intermédiaire 50S contenant le snoARN U14 et l’ARN polymérase I a été décrit 

(Saez-Vasquez et al., 2004). De même, chez la levure, une particule composée d’éléments du 

« SSU processome » associés à des protéines de l’ARN polymérase I a été observée (Fath 

2000). Tandis que chez l’Homme, la snoRNP U3 50S ne comprend ni UBF ni la snoARN 

U14 (Turner et al., 2009). 

 

 

 

II- Le nucléoplasme et l'export nucléaire 

 

 
Suite au clivage au site A2/2 dans l’ITS1, le précurseur de la petite sous-unité 

ribosomique est plus rapidement exporté dans le cytoplasme que celui de la grande sous-unité. 

En effet, le temps de résidence de la particule pré-40S dans le nucléoplasme est plus court que 

celui la particule pré-60S (Gleizes et al., 2001). Dans le nucléoplasme, certains co-facteurs de 

maturation vont s’associer à la particule pré-40S. C'est le cas de Tsr1 et Ltv1, qui sont 

impliqués dans les étapes de maturation cytoplasmique et l'export des pré-40S (Gelperin et 

al., 2001 ; Seisser et al., 2006). L'ensemble de ces données a été confirmé par une étude 

récente, qui montre que chez la levure, l'association des co-facteurs nucléoplasmiques et 

l’export de la pré-40S se ferait de façon concomitante et nécessiteraient l’intervention de 

Rrp12 et l’exportine Crm1 (Morrigi et al., 2014). Chez la levure, le complexe formé par les 

nucléoporines Nup82-Nup159-Nsp1 (complexe Nup82) est spécifiquement requis pour 

l’export des particules pré-ribosomiques (Gleizes et al., 2001). Chez la levure en phase 

exponentielle de croissance, environ 20 particules pré-ribosomiques sont exportées par minute 

et par pore (Warner, 1999).  

 

 

 

 

 



  INTRODUCTION  

 

  57 

 

 

II.1- Export des particules pré-40S dans le cytoplasme 

 

II.1.1- Fonction de l'exportine Crm1 

 

L'exportine Crm1 est nécessaire pour l'export des précurseurs des deux sous-unités 

ribosomiques chez tous les eucaryotes (Thomas and Kutay, 2003). 

Le transport Crm1-dépendant requiert l’implication de Ran et de protéines adaptatrices 

pour fonctionner (cf A.II.1). Chez la levure, les protéines partenaires de Ran/Gsp1 

(Rna1/RanGAP, Prp20/RanGEF, Yrb1) sont requises pour l'export de précurseurs des deux 

sous-unités (Hurt et al., 1999). Ceci est aussi vrai chez les eucaryotes supérieurs. En effet, 

dans les cellules de hamster, la déplétion de RCC1, l'orthologue de la protéine de levure 

Prp20, induit un défaut de transport du pré-ARNr des particules pré-60S et pré-40S (Cheng et 

al., 1995). 

La protéine Nmd3 a été identifiée comme un adaptateur de l'exportine Crm1 

permettant l'export des particules pré-60S (Gadal et al., 2001). Le site de fixation de Crm1 sur 

le précurseur de la petite sous-unité n'est pas clairement défini à ce jour. Cependant trois 

protéines pourraient jouer ce rôle. Il s'agit de Dim2, Rio2 et Ltv1, qui possèdent toutes une 

séquence NES potentielle (Figure 13). La protéine Dim2 semble requise pour le transport des 

précurseurs de la petite sous-unité. En effet, sa déplétion affecte fortement l'export des 

particules pré-40S (Vanrobays et al., 2008). Les données obtenues concernant Rio2 

s'opposent. Des défauts d'export de la particule pré-40S sont observables chez un mutant 

thermosensible de Rio2 (Schäfer et al., 2003). Cependant une autre étude montre que cette 

protéine n'est pas nécessaire pour l'export des pré-40S, mais qu'elle est requise pour la 

maturation du pré-ARNr 20S : lorsqu'elle est absente, on observe une accumulation du pré-

ARNr 20S dans le cytoplasme (Vanrobays et al., 2003). Dans des mutants n'exprimant pas le 

co-facteur de maturation Ltv1, le taux d'export des précurseurs de la petite sous-unité est 

réduit (Seiser et al., 2006). Cependant, Ltv1 est une protéine non essentielle et son absence 

n'affecte qu’en partie le transport des pré-40S. Cette protéine pourrait donc jouer le rôle d'un 

des adaptateurs (Merwin et al., 2014).  

L'ensemble de ces données suggère qu'il y a plusieurs adaptateurs de Crm1 impliqués 

dans l'export de la particule pré-40S. Ainsi, la déplétion individuelle de chacune de ces 

protéines ne bloque pas totalement le transport des particules pré-40S. Cependant, on ne peut 

pas exclure que ces trois protéines jouent un rôle de contrôle qualité. Elles pourraient par 
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exemple empêcher les particules pré-40S dont la maturation est incomplète dans le noyau de 

passer dans le cytoplasme, ou être responsable du recyclage d’un co-facteur nécessaire à 

l’export de la particule pré-40S. 

 

Chez l'Homme, le co-facteur de maturation RIO2 contribue à l'export CRM1-

dépendant des particules pré-40S. En effet, lorsque cette protéine est absente ou que son 

potentiel site de fixation avec CRM1 est muté, on note une accumulation nucléaire des 

précurseurs de la petite sous-unité et une diminution de la vitesse du transport de ce 

complexe. Cependant, RIO2 n'est pas strictement requise pour le passage des pré-40S à 

travers le CPN. Il y aurait donc, comme chez la levure, plusieurs adaptateurs redondants 

impliqués dans l'export CRM1-dépendant de la particule pré-40S. Le potentiel rôle de LTV1 

et DIM2 dans le transport des précurseurs de la petite sous-unité humaine reste à élucider 

(Figure 13) (Zemp et al., 2009). 

 

II.1.2- Autres facteurs d'export nucléaire 

 

De même que Crm1 nécessite l’action du système RanGTP, des données in vitro 

montrent que Rrp12 peut interagir avec les motifs répétés FG des nucléoporines et la GTPase 

Gsp1/Ran chez la levure (Oeffinger et al., 2004). Rrp12 faciliterait l’export des deux sous-

unités ribosomiques, en s'associant aux nucléoporines et à Gsp1 (Oeffinger et al., 2004). 

Rrp12 intervient de manière coordonnée dans l'export nucléaire de la petite sous-unité et la 

maturation de la particule 90S (Moriggi et al., 2014). Chez l’Homme, une étude montre que 

RRP12 est co-exporté avec la particule pré-40S dans le cytoplasme, où il serait par la suite 

recyclé. Les auteurs suggèrent que ce co-facteur pourrait avoir une fonction dans l’export 

comme décrit chez la levure (Wyler et al., 2011). Mais son rôle dans le transport des 

particules pré-40S humaines reste élucider. 
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Figure 13: Machinerie d’export des particules pré-40S.  
(a) chez la levure et (b) chez l’Homme.  

 

D'autres facteurs entrent en jeu dans l'export des pré-ribosomes. L’héterodimère 

Mex67-Mtr2 a d'abord été décrit pour son implication dans l’export des ARNm et des 

particules pré-60S (Yao et al., 2007). La surexpression de Mex67-Mtr2 permet de 

complémenter l’absence de Nmd3 et de rétablir l’export des particules pré-60S (Yao et al., 

2007). Une étude récente a mis en évidence que le complexe Mex67-Mtr2 est aussi impliqué 

dans le transport de la particule pré-40S selon le même mode d'action utilisé pour la particule 

pré-60S (Faza et al., 2012).  

 

II.1.3- Rôle des Rps dans l’export 

 

Chez la levure, une étude montre qu’en absence de Rps15, les particules pré-40S sont 

retenues dans le noyau. Ainsi, Rps15 serait directement impliquée dans l’export de la 

particule pré-40S et pas de façon directe dans la maturation des pré-ARNr (Léger-Silvestre et 

al., 2004). L’absence des protéines Rps2, Rps3, Rps0 résulte aussi en un défaut de l’export 

des particules pré-40S (Ferreira-Cerca et al., 2005). Une hypothèse serait que lorsque ces RP 

sont absentes, la particule pré-40S se retrouve bloquée à un stade de maturation et ne peut 

s’associer aux protéines adaptatrices. L’export de ces particules est alors inhibé de façon 

indirecte. Chez l'Homme, le rôle central de RPS15 dans l'acquisition de la compétence pour 
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l'export nucléaire a également été montré (Rouquette et al., 2005). La protéine RPS17 semble 

aussi être requis dans ce processus (O'Donohue et al., 2010).  

 

III- Etapes de maturation cytoplasmique 

 

III.1- Généralité 

 

Suite à leurs exports dans le cytoplasme, des expériences de purification d’affinité 

couplées à la spectrométrie de masse ont montré que les particules pré-40S de levure sont 

stablement associées à sept co-facteurs de maturation : Ltv1, Enp1, Tsr1, Rio2 Dim1, Nob1 et 

Dim2 (Schäfer et al., 2001 ; Strunk et al., 2011). De plus, à l’exception de Rps10 et Rps26, 

toutes les RPS sont assemblées sur ce précurseur de la petite sous-unité (Fereira-Cerca et al., 

2005). Cette particule pré-40S est constituée du pré-ARNr 20S (Schäfer et al., 2003 ). La 

structure de la particule purifiée en étiquetant Rio2 a été déterminée par cryo-MET et analyse 

d’images à une résolution de 18Å (Strunk et al., 2011).  

Afin de produire une particule 40S capable d'exercer sa fonction dans la traduction, la 

particule pré-40S de levure doit subir les événements suivants : 

- la diméthylation du pré-ARNr 20S (par Dim1), 

- la libération séquentielle des co-facteurs de maturation, 

- le clivage du fragment de l'ITS1 du pré-ARNr 20S pour former l'ARNr 18S mature 

(par Nob1), 

- et l’intégration des protéines ribosomiques Rps26 et Rps10.  

  

 Chez la levure, un modèle propose que le clivage du pré-ARNr 20S en ARNr 18S soit 

réalisé dans une particule pseudo-80S. Cette particule correspondrait à l’association d'une 

particule pré-40S avec une grande sous-unité ribosomique (Strunk et al., 2012 ; Lebaron et 

al., 2012). Chez l’Homme, la particule pré-40S cytoplasmique subit les mêmes événements de 

maturation, à l'exception de la diméthylation du pré-ARNr 18S-E, qui est réalisée dans le 

noyau. L’interaction de la particule pré-40S avec une particule 60S n’a pas été démontrée 

jusqu’à présent. Les données actuelles, chez la levure et l'Homme, sur la chronologie de ces 

événements sont présentées ci-dessous. 
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III.2- Modèle de la chronologie de la maturation chez la levure 

 

Afin de caractériser la maturation de la petite sous-unité chez la levure, plusieurs 

approches ont été utilisées. L’étude des effets de déplétion ou de mutation de co-facteurs a 

fourni des données sur la fonction de ces protéines. Ces approches, combinées aux 

expériences de protéomique ont été effectuées afin d’étudier la composition de ces 

précurseurs de la petite sous-unité. La comparaison des résultats obtenus a permis de montrer 

que les co-facteurs sont séquentiellement relargués des particules pré-40S. Ainsi, les 

précurseurs cytoplasmiques de la petite sous-unité ont été classifiés en trois types de 

particules (Strunk et al., 2012 ; Hector et al., 2014) (Figure 14):  

 

 

 (1) Les particules pré-40S exportées du noyau sont appelées particules pré-40S 

précoces. La première étape de la maturation cytoplasmique de ces précurseurs correspondrait 

à la phosphorylation de Ltv1 et Enp1 par Hrr25. Cette réaction conduit à la libération de Ltv1 

de la particule pré-40S, ce qui entraînerait également la dissociation du co-facteur Enp1 

(Ghalei et al., 2015). Cette étape permettrait d'une part le recrutement de Rps10, dont le site 

de fixation est situé à proximité de Ltv1-Enp1 sur le bec de la petite sous-unité ribosomique 

(Strunk et al., 2011). D'autre part, elle permettrait à Rps3 d'adopter sa conformation 

« mature » (Holzer et al., 2013 ; et Brigitte Pertschy, données présentées à la conférence 

EMBO Ribosome Synthesis 2015). Ce remodelage structural serait nécessaire à la poursuite 

de la maturation de la petite sous-unité ribosomique (Ghalei et al., 2015).  

 (2) Le relargage de Ltv1 et Enp1 génère une particule pré-40S dite « intermédiaire ». 

Celle-ci contient les protéines Rps10, Rps3, et les co-facteurs Tsr1, Rio2, Dim1, Dim2 et 

Nob1 (Figure 14). Puis les co-facteurs Tsr1, Rio2 et Dim1 seraient à leur tour recyclés. Les 

mécanismes de relargage de ces trois co-facteurs sont encore inconnus, mais nécessiteraient 

l'action de la kinase Rio2 et/ou de Rio1 (Ferreira-Cerca et al., 2012 ; 2014) (cf ci-avant). La 

diméthylation du pré-ARNr 20S serait donc réalisée dans l'une de ces deux particules pré-40S, 

précoce ou intermédiaire.  

 (3) Le départ de Tsr1, Rio2 et Dim1 donne naissance à une particule pré-40S 

cytoplasmique dite « tardive ». Celle-ci ne contiendrait que les deux co-facteurs de maturation 

Dim2 et Nob1. L'incorporation de Rps26 se ferait dans cette particule. En outre, des travaux 
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soulignent que le pré-ARNr composant des particules pré-40S précoces et intermédiaires est 

plus flexible que celui des complexes tardifs. Le domaine 3’ du pré-ARNr serait restructuré 

durant les étapes tardives de la maturation. Ce remodelage structural coïncide avec la 

libération des cofacteurs Rio2, Tsr1, Ltv1 et Enp1 avant l'intervention de Rio1 sur la particule 

pré-40S. La conclusion de cette étude est que la fonction des cofacteurs associés aux 

complexes précoces et intermédiaires serait de maintenir la conformation flexible du domaine 

3’ du pré-ARNr 20S (Hector et al., 2014). 

 

 Dans la particule pré-40S tardive a lieu le clivage au site D du pré-ARNr 20S, pour 

former l’ARNr 18S mature. Un modèle propose que ce clivage ne puisse se faire que lorsque 

la particule pré-40S est associée à une grande sous-unité, formant ainsi une particule pseudo-

80S (Figure 14). Cette particule pseudo-80S ne contient pas Ltv1 (Ghalei et al., 2015).  

 L'association de la particule pré-40S à la 60S est favorisée par le facteur d’initiation 

eIF5B/Fun12. Celui-ci est connu pour permettre l’association des deux sous-unités 

ribosomiques lors de l’initiation de la traduction (Pestova et al., 2000). De plus, il a été 

identifié comme un co-facteur impliqué dans la biogenèse de la petite sous-unité. En effet, la 

déplétion de cette protéine a pour conséquence une accumulation du pré-ARNr 20S (Li et al ., 

2009). Par ailleurs, la mutation de Rpl3, une protéine ribosomique de la grande sous-unité, 

résulte en l’accumulation du pré-ARNr 20S dans le cytoplasme. Le facteur eIF5B/Fun12 se 

fixe aux particules pré-ribosomiques contenant Rpl3 mutée, mais son activité GTPase est 

inhibée dans ces conditions. Cette étude suggère que l’association de Rpl3 avec la grande 

sous-unité ribosomique est importante pour la fonction d'eIF5B/Fun12 dans le clivage du pré-

ARNr 20S, ayant lieu dans une particule pseudo-80S (Garcia Gomez et al., 2014). D'autres 

équipes sont parvenues aux mêmes conclusions concernant le rôle d'eIF5B/Fun12 dans le 

clivage du pré-ARNr 20S. En effet, le modèle défendu par l’équipe de D. Tollervey suggère 

que l’hydrolyse du GTP médiée par eIF5B/Fun12 serait à l’origine d’un changement 

structural de la particule pré-40S. Ceci entraînerait le repositionnement de Nob1, qui pourrait 

alors exercer sa fonction (Lebaron et al., 2012).  
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Figure 14: Modèle de maturation cytoplasmique de la particule pré-40S chez la levure.  

La particule 40S en cours de formation est indiquée en bleu clair, la grande sous-unité ribosomique en rose, les 

protéines ribosomiques en violet. Les co-facteurs de maturation 40S sont montrés en vert, en bleu pour 

l’endonucléase Nob1, en rose pour le co-facteur impliqué dans l’association de la particule pré-40S avec la 

particule 60S, et en cyan pour les co-facteurs permettant la dissociation de la particule pré-40S de la grande 

sous-unité (Adapté de Hector et al., 2014 et De La Cruz et al., 2015)  

 

La particule pseudo-80S formée au cours de la maturation cytoplasmique de la petite 

sous-unité n’est pas compétente pour l’initiation de la traduction. En effet, les cofacteurs de 

maturation associés aux précurseurs de la petite sous-unité empêchent le recrutement de 

facteurs d’initiation de la traduction (Strunk et al., 2011). Elle ne contient pas d’ARN de 

transfert (ARNt) notamment (Strunk et al., 2012). Dans le modèle proposé, la formation de la 

particule pseudo-80S permettrait de contrôler que l’endonucléase Nob1 clive le pré-ARNr 

20S seulement dans un précurseur de la petite sous-unité capable d’adopter une conformation 

compétente pour la traduction. Le cycle de pseudo-traduction permettrait de vérifier que la 

maturation de la particule pré-40S a été effectuée de façon correcte. Durant cette étape, 

différents critères seraient testés, notamment la capacité de la particule à interagir avec la 

grande sous-unité. Il s’agirait donc d’un cycle de contrôle qualité.  

 

Cependant, ce modèle reste encore à étayer. En effet, au vu de la position des co-

facteurs Dim1, Dim2 et Tsr1 sur la particule pré-40S cytoplasmique, l’équipe de K. Karbstein 

conclut que ces protéines empêchent l’association du précurseur de la petite sous-unité avec la 

grande sous-unité. Cependant, ces co-facteurs seraient associés aux particules pseudo-80S. 
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Ceci suggère que les conformations de la particule pré-40S et 60S dans la particule pseudo-

80S seraient différentes comparées au ribosome mature. Pour tenter de réconcilier ces deux 

faits, K. Karbstein propose que la particule pré-40S puisse adopter différentes conformations 

en association avec la grande sous-unité (Karbstein, 2013). De plus, la forte présence de ces 

particules pseudo-80S a été observée lorsqu’une protéine impliquée dans la maturation de la 

petite sous-unité était mutée ou déplétée. Dans ces conditions, les particules pré-40S 

s’accumulent dans le cytoplasme et ont statistiquement plus de chance de rencontrer une 

grande sous-unité. Il est donc possible que la particule pseudo-80S soit le reflet d’une 

association stochastique de la particule pré-40S à une sous-unité 60S. En conditions de 

mutation,  ces particules pseudo-80S pourraient correspondre à des ribosomes aberrants, peut-

être capables d’initier la traduction (cf ci-dessous), mais incapables d’élongation.  

 

- Lien avec l’initiation de la traduction 

Une étude montre un lien possible entre la dernière étape de la formation de la petite 

sous-unité et l’initiation de la traduction. Le facteur eIF3j/Hcr1 est associé au complexe eIF3 

qui est notamment impliqué dans l’association du complexe ternaire (composé de l’ARN de 

transfert d’initiation associé à la méthionine, et d’eIF2-GTP) avec la petite sous-unité 

ribosomique pour former le complexe de pré-initiation 43S. Dans un mutant Hcr1∆, on 

observe une accumulation du pré-ARNr 20S, synonyme d’un défaut de maturation de l’ARNr 

18S (Valasek et al., 2001). Ce facteur est donc requis pour le clivage du pré-ARNr 20S en 

ARNr 18S mature avant d’exercer son rôle dans la traduction (Valasek et al., 2001). De plus 

en absence de Rio1, les particules pré-40S contenant le pré-ARNr 20S sont retrouvées dans 

des polysomes et des particules pseudo-80S contenant ou pas l’ARNm. Ces particules sont 

donc capables d’initier la traduction même si leur maturation n’est pas complète (Soudet et 

al., 2010).  
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III.3- Etat des connaissances chez l’Homme 

 

Chez l’Homme, l’utilisation de la purification d’affinité en tandem couplée à la 

spectrométrie de masse a permis d’étudier la composition des précurseurs de la petite sous-

unité à différents stades de maturation (Wyler et al., 2011). De plus, les études sur la 

conséquence des mutations ou de déplétions dans des co-facteurs de maturation par exemple 

RIO1 ou RIO2 ont permis d’obtenir des données sur la chronologie de maturation de la petite 

sous-unité. Ainsi, deux stades de maturation dans le cytoplasme ont pu être définis à ce jour 

(Figure 15) :  

(1) juste après son export nucléaire, la particule pré-40S dite « intermédiaire » est 

composée du pré-ARNr 18S-E, de la majorité des RPS et des co-facteurs de maturation RIO2, 

NOB1, DIM2, TSR1, LTV1, ENP1. 

(2) suite à l'action des kinases CK1δ et CK1ε, RIO2 et RIO1 (cf. ci-après), quatre des 

co-facteurs ci-dessus se dissocient pour donner lieu à une particule pré-40S dite « tardive » 

(Zemp et al., 2009 ; Widmann et al., 2012 ; Zemp et al., 2014). Cette particule n'est 

stablement associée qu'aux co-facteurs NOB1 et DIM2. Lorsque l'activité kinase de RIO1 est 

supprimée par une mutation ponctuelle, cette protéine mutée est alors stablement associée à la 

particule pré-40S tardive (Widmann et al., 2012). Comme chez la levure, le clivage au site 3 

du pré-ARNr 18S-E est réalisé par NOB1 à ce stade de maturation cytoplasmique tardif. 

Cependant, jusqu’à présent, l’existence de la particule pseudo-80S n’a pas été prouvée chez 

l’Homme. 

 

La comparaison entre les modes d’action de RIO1, RIO2 et CK1δ/ε ne permet pas d’établir un 

modèle clair de la chronologie de formation de la petite sous-unité. Leurs fonctions ne sont 

pas interchangeables. L’activité de l’une pourrait être nécessaire pour l’action de l’autre. En 

effet, l’absence d’une seule de ces kinases est à l’origine d’un défaut de maturation 

cytoplasmique des précurseurs de la petite sous-unité.  
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Figure 15: Modèle hypothétique de l’implication des kinases CK1, RIO2 et RIO1 dans les étapes 

cytoplasmique de la maturation de la petite sous-unité ribosomique chez l’Homme.  

CK1 phosphoryle LTV1 et ENP1 entrainant leurs décrochages. Les kinases RIO2 et RIO1 sont nécessaire à la 

libération de co-facteurs de maturation de la particule pré-40S. (Figure adaptée de la thèse de Franziska 

Wandrey) 

 

Ainsi, on dispose d'un nombre croissant de données moléculaires et fonctionnelles 

permettant de proposer des hypothèses sur la fonction des co-facteurs dans la biogenèse des 

ribosomes. Néanmoins, ce travail se heurte à un déficit de données structurales sur les 

particules pré-ribosomiques, concernant la localisation, l'interaction des co- facteurs au sein 

de la particule et les changements conformationnels de la particule pré-40S en formation. 

Dans cette perspective, j’ai entrepris une étude structurale de la formation de la petite sous-

unité chez l’Homme par cryo-MET et analyse d’images (cf. partie E).  
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D- Apport de la microscopie électronique en transmission dans l’étude du 

ribosome et de sa formation 

 

I- Structures de ribosomes matures 

 

 L’étude structurale de complexes biologiques a fortement évolué depuis l’élaboration 

du premier microscope électronique en 1931. Le ribosome a été utilisé comme « complexe 

modèle » pour développer les algorithmes d’analyse d’images. Ils furent tout d'abord observés 

après coloration négative, dans un état déshydraté, enveloppés dans une solution d’atomes 

lourds. Grâce à cette approche, la forme globale du ribosome mature et des deux sous-unités 

ont été déduites. Les domaines caractéristiques de la petite sous-unité 40S (la tête, le bec, la 

plateforme et le corps) ont alors pu être identifiés, tout comme ceux de la grande sous-unité 

(Lake et al., 1974 ; Vasiliev 1974). En parallèle, les protéines ribosomiques ont été 

positionnées sur le ribosome bactérien grâce à l’observation de ce complexe décoré par des 

anticorps dirigés contre les RP (Wabl, 1974 ; Lake and Kahan, 1975). Ces études ont permis 

le début de la mise en relation entre les analyses biochimiques sur la fonction des protéines 

ribosomiques et leur localisation dans le ribosome. 

 Dans les années 80, Jacques Dubochet et ses collaborateurs ont développé la technique 

de cryo-MET (Dubochet et al., 1988). Pour cela, les particules biologiques sont congelées 

ultra-rapidement dans de la glace vitreuse, et sont ainsi visualisées dans un état quasi-natif. La 

combinaison de cette technique avec le développement d’algorithme d’analyse d’images 

permettant le calcul de reconstructions 3D est à l’origine de grandes avancées dans l’étude 

structurale de complexes biologiques macromoléculaires (virus et ribosomes). Le principe de 

l’analyse d’images repose sur le fait que l’image d’un objet 3D est une projection 2D de cet 

objet. En combinant différentes vues d'un même objet, il est possible de calculer une 

reconstruction tridimensionnelle de cet objet. La structure du ribosome a été déterminé à 

environ 40Å de résolution durant le début des années 90, pour atteindre une résolution proche 

de 10Å à la fin du vingtième siècle (Frank et al., 1991 ; Stark et al., 1995 ; Malhotra et al., 

1998 ; Gabashvili et al., 2000). Ces structures de cryo-MET à moyenne/basse résolution ont 

joué un rôle important dans la compréhension des processus de traduction. En effet, au cours 

des dix dernières années, des structures de ribosome entiers ou associés à des composants clés 

comme l'ARN messager (ARNm), les ARN de transfert (ARNt) impliqués dans la traduction 



  INTRODUCTION  

 

  68 

 

 

ont été déterminées (Spahn et al., 2001 ; Chandramouli et al., 2008 ; Armache et al., 2010). Si 

les structures ayant une résolution autour de 10Å ont été très utiles pour positionner les sites 

de fixation des ligands sur le ribosome, elles ne permettent pas de visualiser avec précision 

l’agencement des différentes molécules constituant le ribosome.  

En parallèle, dans les années 80, les premiers cristaux de la grande et de la petite sous-

unité ribosomiques procaryotes ont été obtenus (Yonath et al., 1980 ; 1982 ; Trakhanov et al., 

1987;1989 ; Yusupova et al., 1991). L’amélioration des sources de rayonnement X 

(synchrotrons) a permis la détermination des structures 3D de la petite et de la grande sous-

unité ribosomique, à des résolutions quasi-atomiques, environ vingt ans après l'obtention des 

premiers cristaux (Schluenzen et al., 2000 ;Wimberly et al., 2000 ; Ban et al., 1998; Ban et 

al., 1999; Ban et al., 2000; Harms et al., 2001). Ces structures permirent de faciliter 

l’interprétation des structures basse résolution du ribosome dans différents états fonctionnels 

obtenus précédemment par MET et cristallographie. En 2009, Ada Yonath, Thomas Steitz et 

Venkatraman Ramakrishnan recevront le prix Nobel de chimie pour leurs études sur la 

structure du ribosome bactérien ainsi que sur son mode de fonctionnement. Un an plus tard, la 

structure 3D du ribosome eucaryote est déterminée par cristallographie à 4.15Å de résolution 

(Ben Shem et al., 2010). Puis en 2011, la structure de ce complexe a été obtenue à 3Å de 

résolution. Ceci a fourni une description complète des 79 protéines et plus de 5500 bases de 

l'ARNr qui composent ce ribosome (Ben Shem et al., 2011). Ces études ont notamment 

permis de comprendre le processus de décodage de l'ARNm et de souligner la forte 

conservation des régions importantes du ribosome entre les différents organismes étudiés 

(Melnikov et al., 2012). 

 

 Très récemment, la cryo-MET structurale a connu une révolution grâce au 

développement d’une nouvelle génération de détecteurs directs d’électrons, ainsi que 

l’amélioration des algorithmes d’analyse d’images et capacités de calcul des ordinateurs. On 

est maintenant capable de calculer des structures à des résolutions quasi-atomiques, rivalisant 

avec les résolutions obtenues par cristallographie aux rayons X (Bai et al., 2013 ; Khatter et 

al., 2015). Les hélices d’ARNr ainsi que les structures de protéines sont facilement 

distinguables. Le degré de définition de ces reconstructions 3D permet d’ajuster les structures 

atomiques connues avec une précision de 3Å ou de reconstituer des structures atomiques ab 

initio. 
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 Les nouveaux détecteurs ne requièrent pas d’étape de conversion d’électrons en 

photons et détectent directement les électrons, ce qui permet d'améliorer fortement le rapport 

signal sur bruit des images acquises (Milazzo et al., 2005 ; Faruqi et al., 2011). De plus ces 

détecteurs ont deux modes d'acquisition d'images : le mode « conventionnel » où une image 

est acquise durant un temps t, et un mode « movie » pour lequel, durant ce même temps t, une 

pile d'images de la même zone est acquise. Les radiations du faisceau d’électron entraînant 

des mouvements des complexes observés, ce mode « movie » permet d'aligner puis de 

sommer la pile d'images, ce qui permet d’augmenter la résolution de l’image moyennée 

(Brilot et al., 2012 ; Campbell et al., 2012). 

 La plupart des complexes moléculaires biologiques possèdent une certaine 

hétérogénéité compositionnelle et conformationnelle. Si les projections de ces différentes 

structures ne sont pas classifiées en des sous-groupes homogènes, leurs combinaisons sont à 

l'origine d'une reconstruction 3D consensus bruitée. Le développement d'algorithmes basés 

sur les statistiques bayésiennes et le principe de maximum de ressemblance permet 

d'appliquer la classification 3D non supervisée à l'analyse d’images et d’accéder au tri de 

l’hétérogénéité structurale de l’échantillon (Scheres, 2012).  

 La combinaison de ces deux développements a permis de déterminer la structure du 

ribosome mature de Tetrahymena thermophila à 4Å de résolution, à partir de seulement 

35 000 particules analysées. Dans cette structure, la densité électronique des chaînes latérales 

de certains acides aminés était observable (Bai et al., 2013). De plus, avec une résolution 

autour de 3Å, les petites molécules comme des inhibiteurs peuvent être localisés sur les cartes 

de densité électronique obtenues par cryo-MET. En effet, au cours de l’année 2013, la 

structure de ribosome de Plasmodium falciparum en complexe avec une drogue a été calculée 

avec une résolution de 3.2Å. La position ainsi que l’orientation de la drogue a pu alors être 

déterminée. Ceci a permis d’obtenir des détails moléculaires sur le mode d’action de 

l’inhibition de la traduction chez les eucaryotes.  

L’accès à l’hétérogénéité structurale représente une grande avancée dans le domaine, 

elle permet non seulement d’améliorer les résolutions des structures calculées mais aussi 

d’étudier des phénomènes dynamiques. L’étude de la structure du ribosome 80S associé au 

facteur d’initiation eIF5B illustre ce progrès. L’état structural d’intérêt ne représentait que 3% 

des images de particules acquises. Grâce à la classification non supervisée basée sur les 

statistiques bayésienne, la structure 3D du ribosome de levure lié à eIF5B a été calculée à 6Å 

de résolution à partir de 5 000 particules (Fernandez et al., 2013).  
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Ces dernières années, l’étude de la structure du ribosome humain a extrêmement 

progressé. En 2013, la carte de densité électronique obtenue par cryo-MET à une résolution 

d’environ 6Å, la prédiction de structures secondaires des segments d’extensions de l’ARNr 

ainsi que la structure cristallographique du ribosome de Tetrahymena thermophila ont été 

utilisées par l’équipe de Roland Beckmann, pour proposer un modèle atomique du ribosome 

mature humain (Anger et al., 2013). Puis, au cours de l'année 2014, l’équipe dirigée par 

Bruno Klaholz a réussi à obtenir les premiers cristaux de ribosomes humains (Khatter et al., 

2014). Si la structure du ribosome humain n'a pas encore été résolue par cristallographie aux 

rayons X, cette même équipe l'a déterminé par cryo-MET, à une résolution allant de 2,9Å 

pour les régions les plus stables à 6Å pour les régions les plus mobiles. Grâce à cette 

résolution, ils ont pu reconstruire un modèle à partir de la carte de densité électronique. Ceci a 

permis de révéler des détails sur les contacts inter-sous-unité et sur des régions clés comme le 

centre peptidyl-transférase (PTC) et la région du décodage notamment (Khatter et al., 2015). 

Cette structure du ribosome humain à une résolution quasi-atomique pourrait être utilisée dans 

des approches de drug design et dynamique moléculaire pour la conception de nouveaux 

médicaments. L’intérêt serait notamment de réduire les effets secondaires des antibiotiques 

actuels en améliorant leurs spécificités. 

 

II- Structure de particules pré-ribosomiques 

 

La MET couplée à l’analyse d’images constitue donc une méthodologie de choix pour 

l’étude de complexes macromoléculaires présentant une hétérogénéité structurale. Cette 

technique a aussi permis de grandes avancés dans l’étude de la maturation des particules pré-

ribosomiques. En effet, chez les procaryotes, cette approche couplée avec la spectrométrie de 

masse a permis de déterminer la structure 3D de 14 intermédiaires de maturation de la petite 

sous-unité 30S reconstituée in vitro. Ceci a montré que le corps et la plateforme de ce 

complexe se forment avant que le domaine de la tête ne soit assemblé (Mulder et al., 2010) 

(Figure 16).  

Une étude plus récente utilisant également la cryo-MET 3D a permis de disséquer 

l’assemblage de la petite sous-unité 30S in vivo. Cinq conformations différentes de la 

particule pré-30S ont pu être identifiées en l'absence du co-facteur RimM, ce qui souligne 

l’implication de cette protéine dans la formation de la tête de la particule et la stabilisation de 

la structure tertiaire de l’ARNr (Guo et al., 2012). 
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Figure 16: Voies parallèles et assemblage séquentiel de la petite sous-unité chez les procaryotes, in vitro. 

(D’après Mulder et al., 2010) 

 

En parallèle, l’étude structurale de la biogenèse des ribosomes chez la levure a aussi 

fortement progressé ces dernières années. En effet, la reconstruction 3D d’une particule pré-

60S reconstituée correspondant à l’interaction entre le complexe 60S et Arx1, Rei1 et Jij1 a 

été calculée à une résolution de 8.1Å (Greber et al., 2012). Les protéines Rei1 et Jij1 

impliquées dans le recyclage d’Arx1 interagissent avec le complexe 60S à proximité d’Arx1 

et forment un réseau d’interaction (Figure 17).  

 

Figure 17: Visualisation du réseau d’interaction formé par les co-facteurs Arx1, Jij1 et Rei1. (a) Structure 

de la particule pré-60S reconstituée. Les co-facteurs Arx1, Jij1 et Rei1 sont indiqués en rouge, orange et vert 

respectivement. (b) Jij1 interagit avec Arx1 et Rei1 et est aussi en contact avec Rpl31 indiquée en violet (d’après 

Greber et al., 2012). 

De plus, un précurseur de la grande sous-unité ribosomique a été purifié en utilisant le 

co-facteur Arx1 comme appât. La structure de cette particule pré-60S a été déterminée par 

cryo-MET à une résolution de 11.9Å (Bradatsch et al., 2012). Ces travaux ont montré 

qu’Arx1 se fixe au niveau de sortie de tunnel en contact direct avec le segment d’expansion 
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ES27. Cette particule contient, en plus d’Arx1, d’autres co-facteurs de maturation, ceux-ci 

empêcheraient le recrutement prématuré des facteurs associés au ribosome au cours de la 

traduction. Des hypothèses sur la position de ces co-facteurs ont été émises (Figure 18). 

 

Figure 18:Visualisation de co-facteurs de maturation sur un précurseur de la grande sous-unité chez la 

levure. Ajustement de la structure cristallographique de la particule 60S mature dans la structure de la 

particule pré-60S purifiée via Arx1 obtenu par cryo-MET. les densités supplémentaires correspondantes à ces 

protéines sont indiquées en jaune ; cyan ; bleu, vert, violet, orange et rouge. La position potentielle de certains 

co-facteurs est montré par une flèche (Adaptée de Bradatsch et al., 2012) 

 

Plus récemment, la structure 3D de cette même particule pré-60S a été déterminée à 

une résolution de 8,7 Å (Leidig et al., 2014). Il s’agit, à ce jour, de la meilleure résolution 

obtenue pour une reconstruction 3D de particule pré-ribosomiques chez les eucaryotes. Le 

positionnement sur le complexe pré-60S de protéines ribosomiques : Rpl7, Rpl24 et des co-

facteurs de maturation Mrt4, Nog1, Rsa4 et Arx1 ainsi que du facteur d’initiation eIF6, a été 

déterminé sans ambiguïté. Ces travaux ont de plus montré que la position du sous-complexe 

composé par l’ARNr 5S, Rpl5 et Rpl11 ne possède pas la même position dans la particule 

pré-60S comparé à la grande sous-unité. Celle-ci subit une rotation d’environ 180 degrés dans 

la particule pré-60S. Cette position non mature est accompagnée d’un réarrangement complet 

des hélices (82 à 88) d’ARNr formant la protubérance centrale ainsi que de l’hélice 38 

(Figure 19). Ceci permettrait de rendre des sites de fixation accessibles à certains co-facteurs 

impliqués dans la maturation des précurseurs de la grande sous-unité. Par ailleurs, une étude 

structurale montre que la snoRNP 5S (constituée de l’ARNr 5S, des protéines Rpl5 et Rpl11) 
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est recrutée sur la particule pré-60S via le complexe Rpf2-Rrs1. De plus, ces travaux 

confirment que la snoRNP 5S ne possède pas sa position finale dans la particule pré-60S lors 

de son incorporation (Madru et al., 2015).  

 

Figure 19: Différences structuraux entre la grande sous-unité mature et la particule pré-60S. (a) 

Comparaison de la position de l’ARNr5S dans la particule mature 60S (en gris) et dans la particule pré-60S (en 

rouge). (b) Visualisation de l’hélice 38 (en orange) et des hélices (82-88) de l’ARNr formant la protubérance 

centrale dans la particule mature et en cours de formation (adaptée de Leidig et al. , 2014). 

 

Concernant la petite sous-unité ribosomique, la reconstruction 3D d’un précurseur 

cytoplasmique intermédiaire de la petite sous-unité à un stade de maturation tardif a été 

calculée à 18Å de résolution. Cette analyse structurale indique que la localisation des co-

facteurs sur ce complexe empêche l’entrée en traduction des particules non matures (Figure 

20) (Strunk et al., 2011). La résolution obtenue pour cette structure 3D est plus faible que 

celle obtenue pour les reconstructions 3D des précurseurs de la grande sous-unité. Ceci 

pourrait notamment s'expliquer par la grande flexibilité de la petite sous-unité ribosomique 

(cf. discussion).  
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Figure 20: Position des sept co-facteurs de maturation sur la particule pré-40S cytoplasmique de levure. 

Les sites de fixation de facteur d’initiation sont masqués par la présence de co-facteurs de maturation. (d’après 

Strunk et al., 2011). 

 

 

Chez l’Homme, la purification des particules pré-ribosomiques a longtemps constitué 

un obstacle majeur à leur études par MET. Ainsi aucune structure 3D, que ce soit de 

complexes pré-60S ou pré-40S n’a pu être résolue jusqu’à présent chez l'humain.  
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E- Problématique et objectifs de la thèse 

 

La biogenèse des ribosomes est un processus très complexe qui a été principalement 

étudiée chez la levure. Au cours des dernières années, les connaissances sur la maturation de 

la petite sous-unité, chez cet organisme, ont fortement progressé avec l’établissement d’un 

modèle des étapes de maturation cytoplasmiques de la particule pré-40S, ainsi que la 

résolution de la structure 3D d’un précurseur cytoplasmique précoce. Récemment, des études 

de la synthèse des ribosomes chez l’Homme ont montré que malgré le fait que ce mécanisme 

soit globalement conservé chez les eucaryotes, il existe des divergences entre la levure et 

l’Homme. En effet, la maturation de l’ARNr 18S est plus complexe chez les eucaryotes 

supérieurs et certains co-facteurs interviennent à des étapes de maturation qui sont différentes 

entre ces deux organismes. 

 Des défauts de la biogenèse des ribosomes ont été récemment associés à une liste 

croissante de maladies génétiques humaines, appelées ribosomopathies. Au vu des différences 

entre l’Homme et la levure, il est crucial d’étudier plus spécifiquement la biogenèse des 

ribosomes chez l’Homme. L’obtention récente de la structure du ribosome mature humain 

déterminée par cryo-MET a fourni une image de ces particules matures à l’échelle quasi-

atomique (Anger et al., 2013 ; Khatter et al., 2015). Cependant les mécanismes structuraux 

qui sous-tendent l’assemblage des particules pré-ribosomiques restent à définir. Des études 

ont permis de décrire le rôle de certains co-facteurs dans la maturation de la petite sous-unité 

du point de vue moléculaire. Cependant, l’absence de données structurales représente un 

obstacle majeur à la compréhension de la formation des sous-unités ribosomiques.  

Mes travaux de thèse s’inscrivent dans cette perspective. Cette étude vise à mieux 

comprendre la maturation de la petite sous-unité chez l’Homme. Il s’agit de déterminer la 

structure 3D de particules pré-40S humaines à différentes étapes de leur maturation 

cytoplasmique, et ce à la plus haute résolution possible. La comparaison des différentes 

structures obtenues entre elles et avec la structure de la petite sous-unité mature devrait mettre 

en évidence les remodelages structuraux que subissent les précurseurs de la petite sous-unité 

au cours de leurs maturations cytoplasmiques. De même, la comparaison de ces structures 

avec celle obtenue chez la levure permettra de souligner de potentielles divergences de la 

formation de la petite sous-unité entre ces organismes. La purification des particules pré-

ribosomiques constituant une difficulté, une collaboration internationale a été mise en place 
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avec l’équipe d’Ulrike Kutay (ETH Zurich). Cette équipe a mis au point un protocole efficace 

pour purifier des particules pré-40S à différentes étapes de maturation en utilisant comme 

appât des co-facteurs étiquetés dans la lignée humaine HEK 293.  

Le premier objectif de ma thèse a été de mettre en place au laboratoire une stratégie 

d’analyse structurale « haute performance », basée sur la cryo-MET couplée à l’analyse 

d’images de particules isolées. Grâce à cette approche, le deuxième objectif de mes travaux a 

été de déterminer la structure de particules pré-40S purifiées à différentes étape de maturation 

cytoplasmique. Tout d’abord, je me suis attachée à déterminer la structure 3D d'une particule 

pré-40S purifiée grâce à l'étiquetage de la protéine LTV1 à un stade de maturation 

cytoplasmique intermédiaire, juste après son export dans le cytoplasme. La comparaison de 

cette structure avec celle de la sous-unité mature, montre la présence de co-facteurs de 

maturation, et révèle également la présence inattendue de la protéine RACK1. Ensuite, j’ai 

déterminé la structure 3D d’une particule pré-40S bloquée au stade tardif de sa maturation par 

l'incorporation d'un mutant inactif de RIO1, juste avant le clivage du pré-ARNr 18S-E par 

NOB1.  

J'ai ainsi déterminé les premières structures 3D de particules pré-40S humaines. La 

comparaison de ces reconstructions 3D entre elles, et avec la structure de la petite sous-unité 

mature, me permet de proposer un modèle de morphogenèse de la petite sous-unité 

ribosomique humaine au cours de sa maturation cytoplasmique. 
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A-  Purification des particules pré-40S humaines 

 

Les particules pré-40S ont été purifiées par Christian Montellese, doctorant dans 

l’équipe du Pr. Ulrike Kutay (ETH Zurich). Le protocole établit par Wyler et al., 2011 a été 

utilisé pour isoler les précurseurs de la petite sous-unité en utilisant différents cofacteurs 

étiquetés par St-HA comme appâts à partir de cellules humaines HEK 293. L’étiquette St-HA 

se compose de l’épitope de l’hemagglutinine et du peptide de fixation à la streptavidine. 

L’expression de la protéine étiquetée est induite par ajout de la tétracycline. Les co-facteurs 

utilisés comme appât pour purifier les différentes particules pré-40S sont ENP1 étiqueté en 

son extrémité C-terminale et C21ORF70, DIM2, LTV1 et RIO(Kd) étiquetés en leurs 

extrémités N-terminale. La méthode utilisée est la purification d’affinité. Tous les 

échantillons seront dilués dans du tampon composé de 10mM de Tris HCl pH 7,5 ; 100mM 

KCl, 2mM MgCl2, et 1 mM DTT à l’exception de particules purifiées en étiquetant RIO1(Kd) 

(traitées avec 0.1% de glutaraldéhyde pendant 10 minutes sur la glace, la réaction est stoppée 

par ajout de 20mM de glycine) diluées dans un tampon composé de 10mM Hepes ; 100mM 

KCl, 2mM MgCl2. Dans la suite du manuscrit de thèse, les particules pré-40S étudiées seront 

appelées par le nom du co-facteur utilisé comme appât pour les purifier. 

 

B-  Immuno-localisation de co-facteurs sur la particule pré-40S LTV1   

 

Cette approche consiste à incuber les particules pré-40S avec des anticorps dirigés 

contre la protéine d’intérêt, puis à observer les particules décorées avec les anticorps après 

coloration négative. La localisation de l’anticorps sur la particule permet de déterminer la 

région globale de l’interaction de la protéine étudiée sur la particule pré-40S. Pour cela, les 

différents anticorps à une concentration de 5 ou 10 ng.µl
-1

 ont été préalablement observé après 

coloration négative (cf protocole ci-dessous) afin de vérifier leurs compatibilité avec la MET.  

Les particules pré-40S LTV1 sont incubées avec les anticorps dirigés contre la 

protéine à localiser durant 20 minutes sur glace (Tableau 1 concentrations des échantillons 

utilisées). Cette préparation est ensuite observée après coloration négative par MET (cf 

paragraphe B.III.2.3) . 
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 Particule LTV1 seule Anticorps αENP1 seul Particule + Anticorps  

Particule LTV1 20 ng.µl-1 - 20 ng.µl-1 

Anticorps αENP1 - 10 ng.µl-1 5.10 ng.µl-1 

Tableau 1: Concentration utilisée pour les expériences d’immnuo-localisation d’ENP1 

 

C-  Microscopie électronique à transmission 

 

I- Grilles de microscopie électronique 

 

Les grilles utilisées pour la coloration négative doivent être recouvertes d’un matériau 

jouant le rôle de support sur lequel sera déposé l’échantillon. Des grilles en cuivre recouvertes 

d’un film de carbone, continu et uniforme ont été utilisées pour cette étude (QUANTIFIOL 
® 

CF300-Cu 300 mesh).  

Pour la cryo-MET, des grilles portant un film de carbone troué («grilles à trous») ont 

été utilisées. Ces trous sont calibrés et disposés de façon régulière sur la grille. Ceci permet 

l’automatisation de l’acquisition des images. Les grilles utilisées dans cette étude sont des 

QUANTIFIOL 
® 

holey carbon film,
 
R2/1

 
ou R2/2 correspondant à des trous de 2µm espacés 

de 1µm ou 2µm respectivement. 

 

II-  Ionisation 

 

Le film de support en carbone des grilles est généralement hydrophobe, ainsi 

lorsqu’une goutte de solution aqueuse est déposée, elle aura tendance à minimiser les contacts 

avec le carbone. Pour une répartition homogène de la solution sur la grille, le film de carbone 

doit être rendu hydrophile. Pour cela, les grilles sont placées dans une cloche sous vide. 

Lorsque que la tension est appliquée entre la cathode et l’anode situées au-dessus de la 

chambre, le potentiel d’électrons ionise l’air résiduel à l’intérieur de la chambre, formant ainsi 

un plasma d’ozone. Les charges négatives vont alors se déposer sur le film de carbone, le 
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rendant hydrophile. Ce traitement est effectué à l’aide de l’ionisateur Pelco EasiGlow. Lors de 

cette étude, les grilles sont placées dans une chambre sous vide (0.45 mBar) et un courant 

d’intensité de 25 mA est appliqué durant 30 secondes.  

 

III- Préparation des échantillons : La coloration négative 

 

La coloration négative a été développée par Horne et a été par la suite fortement 

utilisée pour l’observation de complexes macromoléculaires. Cette technique consiste à 

enrober l’échantillon dans une solution d’atomes lourds afin de le préserver tout en 

augmentant le contraste (Brenner and Horne, 1959). Elle repose sur l’utilisation de contrastant 

comme l’acétate d’uranyle (AU). Celui-ci va alors préférentiellement se fixer sur les régions 

hydratées accessibles de l’échantillon. Ainsi en coloration négative, on n’observe pas 

directement l’échantillon mais la répartition du contrastant autour et sur celui-ci (Figure 21). 

Figure 21: Principe de coloration négative 

 

 Cette technique a été employée en première approche pour l’observation des diverses 

particules pre-40S purifiées. Ceci a permis de vérifier que ces complexes sont adaptés à une 

analyse structurale par MET. La solution contenant les précurseurs de la petite sous-unité sont 

déposés sur une grille carbonée ionisée comme indiqué ci-dessus. L’excès de suspension est 

éliminé par absorption avec un papier filtre (Whatman 1). Par la suite, 3.5µl d’acétate 

d’uranyle 1% sont déposés sur la grille et immédiatement enlevé par absorption avec le papier 

filtre (Whatman 1). Une goutte de AU (3,5 μl) est à nouveau déposée sur la grille. L’excès de 

liquide est absorbé avec le papier filtre (Whatman 1) trente secondes plus tard. La grille est 

laissée à sécher à l’air libre. 
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IV- Préparation des échantillons pour la cryo-MET 

 

Cette technique permet de visualiser directement l’échantillon en s’affranchissant des 

artéfacts dû à l’utilisation de contrastant. Il est alors hydraté, inclus dans de la glace amorphe 

et observé dans un état quasi-natif. Le but est d’obtenir une glace amorphe transparente aux 

électrons. Pour cela, il est nécessaire de congeler ultra-rapidement l’échantillon afin 

d’empêcher la formation de cristaux de glaces opaques aux électrons et entrainant des 

dommages dans la structure des particules étudiées.  

La congélation est faite à l’aide d’un automate de congélation EM GP (Leica) qui 

possède une chambre dont la température et l’humidité sont contrôlées et réglables. La 

solution de pré-ribosomes purifiés (3.5µl) est déposée extemporanément après l’ionisation sur 

une grille à trous maintenue dans la chambre à 20°C. L’excès de suspension est absorbé avec 

un papier filtre (Whatman 1). La grille est alors très rapidement plongée dans un bain 

d’éthane liquéfié à -183°C par de l’azote liquide. Le temps durant lequel le papier filtre est en 

contact avec la grille (buvardage ou blot) est varié afin de mettre en place les conditions de 

congélation qui donneront une épaisseur de glace optimale pour l’observation de l’échantillon 

(Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22: Principe de la congélation ultra-rapide de l'échantillon en vue de son observation en cryo-MET 

(adaptée de Saibil and Orlova, 2011) 

 

L’utilisation de l’éthane comme fluide permet de congeler très rapidement 

l’échantillon, sans phénomène de caléfaction, et en évitant la formation de glace cristalline.  
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Apres cette étape, la grille est transférée dans un porte-objet cryo ou stockée dans un 

centenaire d’azote liquide. Les échantillons sont par la suite manipulés et conservés dans 

l’azote liquide afin d’éviter toute transition d’un état vitreux vers un état cristallin de la glace 

(se produisant au-dessus de -165°C).  

 

V- Transfert de la grille dans le microscope électronique 

 

Le transfert de grille dans le porte objet se fait à l’aide d’une station de cryo-transfert 

afin de ne pas rompre la chaine du froid et d’éviter les contaminations. Le porte-objet présente 

un dewar et à l’extrémité de la tige métallique l’emplacement de la grille qui est maintenu 

dans le froid par conduction thermique. Le transfert de la grille se fait dans des vapeurs 

d’azote liquide dans la chambre de la station de cryo-transfert. 

Les transferts de grilles dans les MET Titan Krios et Polara se font via un système de 

cartouche. Le principe reste le même, il s’agit de conserver la chaine du froid et de rester en 

dessous de -165°C pour que la glace ne change pas d’état.  

 

VI- Le microscope électronique à transmission : principes généraux 

 

Malgré leur diversité, les microscopes électroniques en transmission sont constitués 

d’éléments principaux communs : un ensemble de pompage destiné à assurer le vide 

nécessaire pour la propagation libre d’électrons dans la colonne, une source d’électron, des 

lentilles électromagnétiques, un système de détection permettant l’observation et 

l’enregistrement d’image ainsi qu’un étage porte-objet (Figure 23).  
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Figure 23: Schéma du microscope électronique à transmission 

 

VI.1- La source d’électrons  

 

 

Figure 24: Différentes source d’émission d'électrons.  

a) le filament en tungstène, b) cristal de hexaborure de lanthane et c) pointe en tungstène en FEG. 
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VI.1.1-  Sources thermiques 

 

En chauffant le filament à haute température par effet joule, une fraction d’électrons 

va acquérir l’énergie suffisante pour être arrachée du filament et être ainsi libérée dans le 

vide. Les sources d’électrons de ce type sont le filament en tungstène, en forme de V, et la 

pointe en hexaborure de lanthane (LaB6) (Figure 24a et b). Ces deux sources doivent être 

chauffées à 2500°C et 1500°C respectivement. Comparée au filament en tungstène, le cristal 

en hexaborure de lanthane LaB6 délivre un flux de courant environ 30 fois supérieur à partir 

d’une zone d’émission réduite. Ceci influe directement sur la qualité de l’image.  

 

VI.1.2- Canons à émission de champ (sources FEG) 

 

Si un fort champ électrique est appliqué entre la cathode et l’anode, un flux d’électron 

est alors crée par effet de champ. Le canon à émission de champ est formé par la cathode 

constituée d’une pointe de tungstène cristallin extrêmement acérée et un champ électrique de 

l’ordre de 2 à 7kV est appliqué (Figure 24c). Les électrons sont émis par effet tunnel. Le 

faisceau obtenu est très brillant et très cohérant. Cependant, ce système nécessite de maintenir 

la cathode dans un vide très poussée pour un régime d’émission stable (Tableau 2).  

 Filament en 

tungstène 

Cristal en hexaborure 

de lanthane 

Canons à émission de 

champ (source FEG) 

Énergie d’extraction (eV) ≈ 4.5 2.7 4.5 

Densité de courant [A cm
-2

] 1.3 ≈ 25 104-106 

Température de fonct
nt

 [K] 2500 1400 - 2000 300 

Brillance [A cm
-2

 sr
-1

] 5. 104 − 5. 105 3. 105 5. 107 − 2. 109 

Dispersion en énergie [eV] 1 – 2 0.5 – 2 0.2 – 0.4 

Pression de fonct
nt 

[Pa] 10−2 − 10−3 10−3 − 10−4 10−7 − 10−8 

Tableau 2 : Caractéristiques des différentes sources d’électrons 
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VI.2- Les Détecteurs  

 

Du fait des dommages induit par la radiation du faisceau, seul un nombre limité 

d’électrons peut être utilisé lors de l’acquisition d’image. Il est donc très important de détecter 

efficacement ces électrons. L’un des paramètres qui permet d’évaluer les performances d’un 

détecteur : l’efficacité quantique de détection (DQE pour Detective Quantum Efficiency). Il 

exprime la façon dont le rapport signal sur bruit entrant est dégradé par les erreurs dues au 

processus de détection. Un détecteur parfait n’ajoute pas de bruit et a donc un DQE de 1. 

Dans la pratique tous les détecteurs ont un DQE inferieur 1.  

Durant plusieurs décennies, le film photographique a été un support très utilisé pour 

acquérir des images en MET. Il se compose de cristaux d’halogénure d’argent/ bromure 

d’argent noyé dans de un film de gélatine. Les électrons transmis modifient la structure des 

cristaux d’halogénure d’argent pour former des micro-agrégats d’argent métallique. Ceux-ci 

forment l’image latente. Suite à un certain temps d’exposition, l’image latente est révélée par 

un développement photographique. Afin d’obtenir l’image et pouvoir l’analyser, le film doit 

être sorti du microscope, révélé dans une chambre noir puis scanner. Ainsi le film 

photographique permet de visualiser directement les électrons, cependant, l’image est 

accessible qu’après développement. Jusqu’à présent le film photographique était le détecteur 

de choix pour calculer une reconstruction 3D à haute résolution.  

Encore utilisée en routine, l’ancienne génération de caméras numériques repose sur la 

technologie CCD (Charge Coupled Device). Le principe de cette technologie est basé sur 

l’interaction du photon avec le silicium, composant du capteur CCD, qui cède alors toute son 

énergie à un électron appartenant à un atome de silicium. Les électrons sont collectés. Le 

nombre d’électrons est proportionnel à la quantité de lumière reçue. En MET, une couche 

supplémentaire (le scintillateur) au-dessus du capteur CCD est utilisée pour convertir les 

électrons en photons (celui étant sensible aux photons). Cette conversion est une source 

importante de bruit supplémentaire dans les images cryo-MET. 

Cependant, si le capteur CCD possède des performances inferieures (DQE environ 

égale à 0.1) par rapport au film photographique (DQE environ égale à 0.3), il permet la 

visualisation en temps réel de l’image mais aussi l’automatisation de l’acquisition des images.  
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Récemment, l’objectif a été de fabriquer des détecteurs avec un DQE élevé permettant 

aussi l’automatisation de l’acquisition des images. Il s’agissait de combiner les avantages du 

film et des capteurs CDD. L’utilisation des détecteurs directs d’électron composé de capteur 

monolithique à pixel actifs (MAPS en anglais) a ainsi vu le jour. Ils reposent sur le principe 

que les électrons incidents passent au travers d’une fine membrane semi-conductrice, leur 

énergie est alors détectée par l’électronique directement fabriqué sur la membrane (CMOS). 

Elle convertit directement les électrons en signal. Ceci permet de visualiser facilement chaque 

électron incident individuellement. Contrairement au capteur CDD, il n’y a pas d’étape de 

conversion d’électron en photon (Figure 25). Le rapport signal sur bruit des images acquises 

avec les détecteurs directs d’électrons est donc amélioré. En plus d’avoir un DQE élevé, ces 

caméras sont rapides et donc capable de prendre plusieurs images en une seconde. Ceci 

permettra de corriger les mouvements de l’échantillon sous le faisceau et donc d’augmenter la 

résolution de l’image.  

 

Figure 25: Schéma des détecteurs  

En a) Schéma de l’ancienne génération de caméra reposant sur la technologie CCD qui nécessite une étape de 

conversion des électrons en photon à l’origine d’une diminution du rapport signal sur bruit. En b) Schéma du 

détecteur direct d’électron (d’après FEI)  

 

 

VI.3- Les lentilles électromagnétiques et formation de l’image 

 

L’imagerie d’objet biologique en MET repose sur un principe qui est semblable à 

l’imagerie par microscopie photonique. Pour un microscope photonique, les photons servent 

de source de radiation, ils passent à travers l’échantillon et sont focalisés via des lentilles en 

verre vers le plan image de la lentille. En MET, le faisceau est composé d’électrons émis à 
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partir d’une source dans le vide et ensuite accélérés dans la colonne du microscope avec de 

voltage d’accélération allant typiquement de 80 à 300kV. Au vue de leurs charges, les 

électrons vont subir la force de Lorentz dans des champs électromagnétiques, à l’origine de 

leurs changements de trajectoire. Tout au long de colonne, le trajet des électrons est donc 

contrôlé par les lentilles électromagnétiques. Il s’agit de bobine de fils de cuivre parcourues 

par un courant électrique stabilisé.  

De même que les lentilles en verre, les électrons seront focalisés par les lentilles 

électromagnétiques qui vont condenser le faisceau et former l’image de l’échantillon traversé 

dans le plan image de la lentille. Les électrons vont converger au niveau du plan focal de la 

lentille aussi appelé plan de Fourrier, formant ainsi la figure de diffraction, caractéristique de 

la géométrie de l’échantillon (Figure 26). Elle correspond à la transformée de fourrier de 

l’objet observé. La conversion de la figure de diffraction en image nécessite alors 

l’application de l’opération de la transformée de fourrier inverse.  

 

Figure 26 : Principe de la théorie de la formation de l’image  

(avec TF : transformée de Fourrier, et TF
-1

 transformée de Fourrier inverse) 

 

VI.4- Interaction des électrons avec l’échantillon  

 

En MET, la formation de l’image est dû à l’interaction des électrons avec 

l’échantillon. L’échantillon est une lame mince d'épaisseur suffisamment faible pour que le 
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nombre d'interactions soit limité. Lorsqu’un électron passe à proximité d’un atome de l’objet, 

on distingue deux types de diffusion (Figure  27).  

 

Figure 27 : Interaction des électrons avec l’échantillon.  

La diffusion élastique se fait sans perte d’énergie contrairement à la diffusion inélastique. 

 

Les électrons qui s’approchent le plus des atomes sont fortement attirés et sont donc 

par conséquent significativement déviés de leurs trajectoires initiales (d'un angle en moyenne 

de 10
-2

 radian) et ceci sans perte d’énergie (Figure 27). Il s’agit de la diffusion élastique. Ces 

électrons seront alors éliminés par le diaphragme objectif.  

Tandis que les électrons traversant le nuage électronique, interagissent avec des 

particules de même masse et peuvent ainsi transmettre leurs énergies. Les électrons changent 

alors de niveau énergétique ou sont parfois éjectés transformant l’atome en ion et formant des 

radicaux libres, à l’origine de dommages de l’échantillon. Il s’agit de diffusion inélastique 

pour laquelle les électrons sont peu déviés et perdent de leurs énergies (Figure 27). Dans ce 

cas la distribution angulaire est faible (de l'ordre de 10
-4

 à 10
-3

 radian). Ceci contribue à la 

diminution du contraste de l’image par ajout de bruit. 

Si un électron n’interagit pas avec l’échantillon, alors cet électron conserve sa 

trajectoire initiale et son énergie. 

L’angle de déviation d’un électron diffusé élastiquement, par rapport à sa trajectoire 

initiale, dépend du numéro atomique de l’atome. Ceci explique le fait que les échantillons 

biologiques essentiellement composés d’atomes légers (C, N, O,) ont un contraste 
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intrinsèquement faible. Il est nécessaire de l’augmenter grâce notamment à l’utilisation de 

solution d’atomes lourds (coloration négative) et l’augmentation de la défocalisation. 

D’après la dualité onde corpuscule, le faisceau d’électrons peut être aussi considéré 

comme une somme d’ondes électromagnétiques. L’image de l’échantillon est le résultat de 

tous les électrons transmis. Le contraste de l’image est issu de deux composantes : le contraste 

d’amplitude dû aux électrons diffusés de manière élastique et stoppés par le diaphragme 

objectif. Il contribue fortement aux images acquises après coloration négative du fait de 

l’utilisation d’une solution d’atomes lourds entrainant une déviation significative des 

électrons diffusés de façon élastique. Ainsi les zones où sont reparties le contrastant 

apparaitront sombre. 

Les électrons diffusés élastiquement passant à travers le diaphragme objectif qui 

interfèrent de façon constructives avec les électrons non déviés, sont à l’origine du constate de 

phase. Les décalages de phase produisent des interférences seulement au-dessus ou au-

dessous du plan focal, induisant des variations de contraste. Le contraste de phase résulte 

donc en grande majorité de la défocalisation.  

 

VI.5- Résolution théorique 

 

La différence significative entre la microscopie photonique et MET est le pouvoir 

résolutif des deux méthodes. Ceci correspond à la distance minimale nécessaire pour 

distinguer deux points proches d’un objet. Si le microscope était parfait, la résolution serait 

directement corrélée à la longueur d’onde de la source utilisée. La résolution théorique est 

calculée selon l’équation suivante,  

𝑅𝑡ℎ =
0.61 × 𝜆

𝑛 × 𝑠𝑖𝑛𝛼
 

Avec 𝜆 la longueur d’onde du faisceau, n l’indice de réfraction du milieu traversé 

(dans le vide n est environ égale à 1) et 𝛼  l’angle d’incidence du faisceau. De plus, en 

microscopie électronique à transmission, la longueur d’onde 𝜆  dépend de la tension 

accélératrice V selon l’approximation suivante : 
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𝜆 =
12.3

√𝑉
 

Ainsi pour une tension accélératrice de 200kV, la longueur d’onde est égale 0.0025 nm. 

 

VI.6- Limitation de la résolution 

 

VI.6.1- La diffraction 

 

Indépendamment des lentilles, la résolution est limitée par le phénomène de 

diffraction. En effet, selon la théorie d’Abbe, l’image d’un point n’est pas un point mais un 

disque de diffusion (tache d’Airy) correspondant à un disque central et des cercles 

concentriques qui s’atténuent dans le plan image. Ce disque de diffusion est dû au phénomène 

de diffraction induit par le diaphragme de la lentille. Son diamètre peut être calculé par la 

formule suivante : 

𝐷 = 1.22 ×
𝜆

𝑛 × 𝑠𝑖𝑛𝛼
 

Deux points voisins auront pour images deux taches dont le recouvrement peut 

empêcher de distinguer les deux points images. Plus le diamètre de la tâche d’Airy est faible, 

plus il sera facile de séparer deux proches de l’objet et donc meilleur sera le pouvoir de 

résolution. Ceci souligne l’intérêt du choix des électrons comme source.  

 La plus petite distance entre deux disques de Airy pour qu’ils apparaissent 

partiellement séparés est égale au ½ diamètre du disque (d’où la formule de la résolution 

théorique Rth, ci-dessus). Ainsi pour un microscope opérant à 200KV, la résolution théorique 

maximale est 0.0014Å. Cependant, en pratique, cette résolution est limitée par les 

imperfections des lentilles électromagnétiques.  

 

VI.6.2- Défauts des lentilles électromagnétiques 

 

Les défauts des lentilles sont à l’origine de la diminution de la résolution atteignable 

en microscopie électroniques à transmission. Il existe plusieurs types d’aberrations.  
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L’un des principaux facteurs limitant de la résolution est l’aberration sphérique. Celle-

ci est dû au fait que les électrons passant près du centre de la lentille sont moins déviées de 

leurs trajectoires initiales que les électrons passant aux bords de la lentille. Les électrons vont 

donc converger à des distances focales différentes et ainsi l’image d’un point sera un disque 

de moindre confusion (ds). Le rayon du disque de moindre diffusion est proportionnel à la 

constante d’aberration sphérique Cs. 

De plus, les électrons ne possèdent pas tous exactement la même longueur d’onde. Ces 

variations de vitesse sont la conséquence de trois évènements : les fluctuations de la tension 

accélératrice, les variations de vitesse des électrons émis par la cathode dépendant de la 

source d’émission d’électron. Les canons à émission de champs ont des dispersions d’énergie 

moins grandes. L’autre phénomène est la perte d’énergie des électrons diffusant de manière 

inélastique en traversant l’échantillon. Lors de leurs passages dans la lentille, les électrons 

ayant des longueurs d’onde différentes ne convergent pas précisément au même point, les 

moins rapides seront les plus déviés. L’image d’un point sera également un disque de moindre 

diffusion dont le rayon dépend de la constante d’aberration chromatique Cc. 

Un autre défaut de la lentille est l’origine de la déformation de l’image. Il s’agit de 

l’astigmatisme qui repose sur la différence de convergence selon les axes de la lentille. Ainsi 

l’image d’un point n’est pas circulaire mais elliptique. Ce défaut peut être facilement corrigé. 

Lors de cette étude, les images présentant de l’astigmatisme ont été éliminé.  

En plus de ces trois principaux défauts de lentilles électromagnétiques, d’autres 

éléments comme des dommages causés par les radiations de faisceau d’électrons peuvent 

aussi être une cause de la diminution de la résolution. 

 

VI.7- La fonction de transfert de contraste (CTF)  

 

Le microscope électronique à transmission va introduire des modifications sur le 

contraste de l’image qui sont définies par la notion de fonction de transfert de contraste 

(CTF). L’image d’un objet observé par MET est affectée par la CTF du microscope. La CTF 

du microscope peut être décrite par une fonction sinusoïdale, qui va imposer, sur l'image 

acquise, des inversions de contraste périodiques en fonction des fréquences spatiales. Le 



  MATERIELS ET METHODES 

 

 

  93 

 

 

contraste d’amplitude et de phase sont modulés par le CTF du microscope. Sa formule est la 

suivante : 

𝐶𝑇𝐹(𝑘) = 2 × [(1 − 𝑊) × sin 𝛾 − 𝑊 × cos 𝛾] 

𝛾 = 2𝜋 × (0.25 × 𝑘4 × Cs × 𝜆3 − 0.5 × 𝜆 × ∆Z × 𝑘2 ) 

Avec k correspondant à la fréquence spatiale, W au pourcentage dû au contraste d’amplitude, 

𝛾 au déphasage, 𝜆 à la longuer d’onde, Cs à la constante d’aberration sphérique et ∆𝑍 à la 

défocalisation de l'image. 

La CTF dépend donc de la constante d’aberration sphérique, de la tension accélératrice 

et donc de la longueur d’onde des électrons mais aussi de la défocalisation (Zhu et al., 1997). 

Au niveau des inversions de phase (appelé zéro), l’information transmise est nulle. La 

position des zéro dépend du défocus de l’image (Figure 28). Il est donc très important 

d’acquérir des images en faisant une gamme de défocus pour avoir l’information sur toute la 

gamme de fréquence. Une image très défocalisée possède un contraste élevé. Cependant son 

premier zéro est alors déplacé vers les basses fréquences. A l’inverse, une image peu 

défocalisée a un rapport signal sur bruit faible mais son premier zéro est décalé vers les hautes 

fréquences. Cette image présentera plus de détails et sera plus résolue cependant aura un 

contraste plus faible, comparé à l’image plus défocalisée.  

 

Figure 28: Courbes représentant la fonction de transfert de contraste.  La courbe rouge correspond à une 

image proche du focus, et moins défocalisée que l’image correspondant à la courbe rose (adaptée de Orlova and 

Saibil., 2011) 
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L’image 2D de la CTF est formée de cercles concentriques appelés anneaux de Thon. 

La forme des anneaux témoigne de la qualité de l’image et de la présence d’éventuels défauts 

comme l’astigmatisme ou le déplacement de l’échantillon durant l’acquisition de l’image. 

Durant l’analyse d’images, la CTF sera corrigée afin d’inverser des contrastes de 

manière périodique en fonction du défocus calculé auparavant. Le contraste est alors positif 

ou nul pour l’ensemble des fréquences spatiales. Le spectre de puissance des images sera 

aussi inspecté afin de juger de leurs qualités.  

Aux hautes fréquences spatiales (correspondant à la haute résolution), les oscillations 

augmentent rendant la récupération de l’information difficile. De plus comme le faisceau 

d’électrons n’est pas parfait (non monochromatique et non ponctuelle), il faut appliquer une 

autre fonction à la CTF qui est la fonction d’enveloppe du microscope. Ceci résulte en 

l’atténuation de la CTF, correspondant à une diminution de son amplitude aux hautes 

fréquences.  

𝐸(𝑘) = exp[−𝜋2. 𝑄2. (𝑘2. 𝐶𝑆. 𝜆3 − ∆𝑍 × 𝑘 × 𝜆)2] × exp [𝑘4. 𝜆2. 𝐷𝑧2

−
𝜋2

(16 × ln(2))
. √(𝐶𝑆 × 𝜆) ] × exp [−(

𝑘

𝐸𝑔
)2] 

La fonction d’enveloppe correspond à la multiplication de trois exponentielles. La 

première exponentielle permet de décrire la taille de la source (Q), le deuxième terme tient 

compte de l’instabilité de la défocalisation Ds (defocus spread) et le troisième terme rend 

compte des variations de tous les autres paramètres, avec Eg qui est la largeur à mi-hauteur de 

la fonction de type Gaussien.  

 

 

VII- Acquisition des images 

 

VII.1- Microscopes utilisés 
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VII.1.1- Microscope local 

 

L’observation des échantillons en cryo-MET pour la vérification et le choix des 

meilleures grilles de cryo-MET est effectuée à l’aide du microscope électronique à 

transmission Jeol JEM2100 du plateau Meti (Microscopie électronique intégrative de 

Toulouse). Ce microscope est équipé d’un cristal de LaB6 opérant sous une tension 

d’accélération de 200kV. Il possède un filtre de perte d’énergie post-colonne Gatan GIF 

Quantum, couplée à une caméra Gatan Ultrascan US4000 4Kx4K.  

La dose d’électron doit être faible pour minimiser les dommages et préserver 

l’échantillon mais assez forte pour que les images aient un rapport signal sur bruit suffisant 

pour l’analyse d’images. La prise d’images des particules pré-ribosomiques est effectuée en 

« mode low dose » (faible dose d’électron) à l’aide du logiciel Serial-EM. La zone d’intérêt 

sur la grille est recherchée à faible grossissement (mode « view » grossissement × 6000).  La 

position des carreaux présentant une glace qui ne semble pas contaminée et dont l’épaisseur 

parait optimale est enregistrée. La mise au point qui consiste à trouver la focale et puis à 

appliquer une valeur de défocus est effectuée à proximité de la zone à imager (« mode 

focus », grossissement × 100 000). Ceci se fait avec un grossissement plus grand que celui 

utiliser pour l’acquisition des images. La zone d’intérêt n’est donc jamais exposée avant 

l’acquisition de l’image à l’exception du moment de sa recherche avec une très faible dose 

d’électron. La prise de vue (« mode record », grossissement × 40 000) est effectuée à une 

dose ne dépassant pas 20 électrons par Å2. 

 

VII.1.2- Microscopes à haute performances  

 

- Le Tecnai F30 Polara 

L’acquisition des images de particules purifiées en utilisant DIM2 comme appât a été 

effectuée sur le microscope électronique en transmission Tecnai F30 Polara (FEI) du plateau 

de microscopie électronique IGBMC de Strasbourg. Ce microscope, opérant à 100kV, est 

doté d’un canon à émission de champs (FEG) comme source d’électron. L’acquisition des 

images entièrement automatisée, est réalisée à l’aide du logiciel EPU sur une caméra 

détecteur direct d’électrons FALCON 4k (FEI). 
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- Le Titan Krios 

Les images des particules pré-40S purifiées en utilisant LTV1-TAP ou RIO1-Kd-TAP 

comme appât, ont été acquises sur le microscope FEI Titan Krios au Netherlands Center for 

Electron Nanoscopies (NeCEN, Leiden, Pays-Bas). Ce microscope, opérant à 300kV, est 

équipé d’un canon à émission de champs (FEG) et possède un correcteur pour l’aberration 

sphérique (CS= 0.0023mm). L’acquisition des images entièrement automatisée, est réalisée à 

l’aide du logiciel EPU, sur une caméra à détecteur direct d’électrons (la Falcon I, FEI). La 

prise d’image des particules pré-40S purifiées en étiquetant LTV1 a été effectuée à un 

grossissement de 59 000 correspondant à une taille de pixel de 1.136Å avec des valeurs de 

défocalisation de 1.6 µm, 2.1 µm et 2.5 µm. durant 96 heures. Le mode movie, consommateur 

de temps, n’a pas été utilisé pour ce jeu de donnée. De plus, RELION n’avait pas encore été 

implémenté pour traiter les images du mode movie.  

De même que pour les particules pré-40S LTV1, la prise d’image des particules purifiées 

en utilisant RIO1-Kd comme appât a été effectué à un grossissement de 59 000 correspondant 

à une taille de pixel de 1.12Å sur la camera Falcon II back thined. L’acquisition d’image a été 

effectuée avec des valeurs de défocus allant de -1 à -2.5µm et une dose d’électron de 40 e-/Å
2
, 

durant 48 heures. Le mode movie a été utilisé lors de l’acquisition du jeu de donnée. Pour 

cela, durant une exposition, 7 images du même champ de particules ont été acquises et 

enregistrées. 

D-  Analyse d’images 

 

 

I-  Principes généraux  

 

 Le principe de reconstruction de structures 3D à partir d'images de microscopie 

électronique en transmission repose sur le théorème des sections centrales (Natterer, 1986). 

En cryo-MET, les images des particules sont des projections 2D de l’objet, orientées de façon 

aléatoire dans la glace vitreuse. La transformée de Fourrier de chacune de ces projections 2D 

est une section centrale de la transformée de Fourrier 3D de l’objet. Ainsi, si l'on peut 

déterminer l'orientation relative des particules imagées par MET, on peut les combiner pour 

reconstruire la structure 3D de ces particules. La reconstruction 3D obtenue dépendra de la 

qualité des images mais aussi de la répartition des particules dans l’espace.  
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Dans cette étude, la méthode dite des particules isolées a été utilisée pour déterminer la 

structure 3D des particules pré-40S, à l’aide du programme RELION 1.3 (Scheres, 2012). 

 

II- Le programme RELION 1.3 

 

 RELION (REgularised LIkelihood OptimisatioN), est une suite de programmes 

développée par Sjors Scheres au MRC à Cambridge. Elle utilise une approche de statistique 

bayésienne, afin de décrire la probabilité maximale d'orientation de chaque particule imagée, 

en prenant en compte la flexibilité structurale de cette particule, ainsi que, entre autres, la 

variabilité du rapport signal/bruit dans le jeu de donnée d'images acquises (Scheres, 2012). Ce 

programme permet de trier l’hétérogénéité structurale de l’échantillon, sans que l'utilisateur en 

ait une connaissance a priori. D'autre part, et par une méthodologie dite de « Gold Standard 

FSC », ce programme permet de réduire au maximum les biais de référence. RELION 1.3 a 

récemment été employé pour déterminer la structure de différentes macromolécules, à des 

résolutions quasi-atomiques (Brown et al., 2014 ; Voorhees et al., 2014 ; Pang et al.,, 2015 ; 

Yan et al., 2015). 

Les principales étapes de calcul de la reconstruction 3D sont résumées dans la Figure 29 

ci-dessous. Elles consistent en 5 étapes, décrites ci-dessous : 

1) le pré-traitement, qui requiert l'estimation de la CTF de chacune des images, puis la 

sélection automatique des particules et leurs extractions des images,  

2) une étape de classification 2D, afin d’éliminer les images ne correspondant pas aux 

complexes d’intérêt,  

3) une étape de classification 3D, qui permet de trier l'hétérogénéité structurale, et de 

reconstruire des structures 3D de variants structuraux,  

4) une étape de raffinement 3D de chacune des structures obtenues ci-dessus, dans 

laquelle un processus itératif auto-géré permet de calculer une structure 3D à la plus haute 

résolution possible,  

5) enfin, une étape de post-traitement permet d'estimer la résolution des structures 3D 

obtenues en 4) selon les critères dits de « Gold Standard FSC », et d'appliquer un filtre passe 

bande adéquat à ces structures, afin de diminuer le poids relatif des basses fréquences 

spatiales par rapport à celui des hautes fréquences spatiales de la structure.  
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Figure 29: Principale étapes de l'analyse d’images avec RELION 1.3 

 

II.1- Pré-traitement  

 

Les images sont tout d’abord sélectionnées par une pré-visualisation rapide. Celles 

présentant des défauts flagrants (contaminations, zones sans glace...) sont éliminées.  

 

Ensuite, le spectre de puissance des images conservées est calculé, afin d’estimer leur 

défocus, grâce au programme CTFFIND3 (Figure 30) (Mindell and Grigorieff, 2003).  

Afin d'augmenter le rapport signal/bruit et de minimiser le temps de calcul, le programme 

divise l’image en 8, calcule le spectre de puissance de chacune des parts de l’image et les 

somme. CTFFIND3 ajuste ensuite les modulations de l’amplitude de la CTF visibles sur ce 

spectre de puissance avec une CTF théorique, calculée à l’aide des paramètres suivants : le 

voltage, la constante d’aberration sphérique et le contraste d’amplitude.  

Un fichier texte au format STAR est créé contenant le nom des images, les paramètres du 

microscope électronique (le voltage, le grandissement) ainsi que les valeurs de défocus 

calculées. Ces données serviront à corriger les modulations induites par la fonction de 

transfert de contraste de chacune des particules dans les étapes suivantes de l’analyse 

d’images.  

A la fin de cette opération, le spectre de puissance de chacune des images est inspecté. Les 

images présentant des aberrations (astigmatisme ou déplacement de l’échantillon durant 

l’acquisition de l’image) sont éliminées. Seules les images ayant un spectre de puissance sur 

lequel les anneaux de Thon sont visibles et circulaires seront analysées plus avant (Figure 

30).  
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Figure 30: Représentation de la CTF estimée par CTFFIND3 pour l'image et transformée de Fourrier 

(TF) de cette image brute 

 

Les particules ont été sélectionnées de deux façons différentes : soit manuellement, grâce 

au programme e2boxer.py de la suite du logiciel d’analyse d’images EMAN2 (Ludtke et al., 

1999). Cette méthode a été utilisée pour sélectionner les particules purifiées en utilisant le co-

facteur LTV1. Par la suite, nous avons employé, pour les particules pré-40S tardives purifiées 

par le co-facteur RIO1(KD), le programme de sélection automatique de RELION 1.3. Ce 

programme utilise une approche de corrélation croisée, inspirée de FindEM (Roseman, 2004). 

Pour une recherche optimale des particules dans les images, les références sont générées à 

partir du jeu de donnée lui-même. Pour cela, environ 1000 particules sont sélectionnées 

manuellement dans quelques images, puis groupées et moyennées lors d’une étape de 

classification 2D. Les meilleures classes 2D sont alors utilisées comme références pour la 

sélection automatique de particules dans tout le jeu de données d'images. La recherche des 

particules est optimisée en variant deux paramètres : le seuil de sélection (correspondant à un 

coefficient de corrélation entre la référence et la zone à sélectionner), qui varie de 0 à 1, et la 

distance minimale entre les particules. Plus le seuil de sélection sera proche de 1, moins grand 

sera le nombre particules sélectionnées. L'optimisation de ces deux paramètres est réalisée sur 

deux ou trois images représentatives du jeu de données. Ensuite, ces valeurs sont utilisées 

pour sélectionner les particules de tout le jeu de données. Pour la sélection des particules 

purifiées via RIO1(KD), un seuil de sélection de 0.8 et une distance de 200 Å ont été utilisés.  
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La procédure de sélection semi-automatique des particules peut être à l’origine de 

sélection d’artefacts ou de zones vides. Il est donc nécessaire d’inspecter visuellement les 

particules sélectionnées afin d’éliminer « ces mauvaises particules » du jeu de donnée. 

 

Pour chacun des jeux de données, un fichier texte au format STAR résume les paramètres 

cités ci-dessus et les coordonnées de chacune des particules sélectionnées. Celles-ci sont par 

la suite extraites des images dans des boites individuelles de 384 x 384 pixels. La taille de la 

boite est choisie pour qu’elle soit à la fois assez grande pour accueillir la particule entière, 

mais pas trop grande afin de minimiser les coûts de calcul dans les étapes ultérieures de 

l'analyse d’images.  

 

 

II.2- Classification 2D 

 

Cette étape permet d’éliminer les particules aberrantes (agrégats, taches, bouts de 

carbone...) afin d’améliorer le jeu de données. Dans cette étape, l’alignement et la 

classification des particules sont simultanément réalisés. Les classes sont obtenues de manière 

non supervisée, c’est-à-dire sans l’utilisation de références externes au jeu de données 

(Scheres et al., 2005). L’utilisateur choisit le nombre (K) de classe 2D qu’il veut générer. En 

pratique, pour des images acquises en cryo-MET, le nombre de particules par classes est d’au 

moins 100. La première étape consiste à séparer le jeu de donnée en K sous-groupes 

d’images, de façon aléatoire. La moyenne de chacune de ces classes est calculée. Ces 

moyennes serviront de référence dans l'itération suivante, où chacune des particules seront 

comparées à ces moyennes. En fonction de leur degré de ressemblance et d'alignement à ces 

références, mais aussi en fonction de leur rapport signal/bruit, une probabilité maximale 

d'appartenance de la particule considérée à la classe Ki la plus ressemblante sera définie. La 

particule sera alors attribuée cette classe. La somme de chacune des nouvelles classes sera 

calculée, en vue d'une nouvelle itération de comparaison particule/somme de classe. Au fil 

des itérations, les images représentant une même vue de l’objet d’intérêt seront regroupées 

dans une même classe. Au sein d’une même classe, les images seront alignées, puis sommées, 

ce qui augmente le rapport signal sur bruit de la classe 2D générée. Les images correspondant 

à des artefacts ne pourront pas s’aligner et attribuées à des classes dont la somme sera une 

image très bruitée ; ces images seront supprimées par visualisation des sommes de classe 

« aberrantes ». Le nombre d’itérations utilisé était de 25 pour les jeux de donné analysés.  
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II.3- Classification 3D 

 

Comme pour la classification 2D, la classification 3D combine une approche de projection 

matching au principe de maximum de vraisemblance. Cependant cette étape nécessite d'avoir 

un modèle 3D initial de la structure d'intérêt, filtré à basse résolution, afin de réduire au 

maximum d'éventuels biais de référence. Dans la première itération de ce programme, des 

reprojections 2D de ce modèle 3D sont générées : leurs orientations sont connues. Les 

particules sont comparées à ces références, et l'orientation de chacune des particules sera 

donnée à la reprojection à laquelle est la plus similaire. Une fois les particules « orientées », 

elles seront divisées aléatoirement en K classes (K étant le nombre de classes 3D déterminées 

par l'utilisateur), et K reconstructions 3D seront calculées. Ensuite, les reprojections 2D des K 

reconstructions 3D seront générées, et serviront de références dans une nouvelle itération de 

détermination de l'orientation et de l'appartenance de classe de chacune des particules. 

Comme pour la classification 2D, il s’agit d’un processus itératif fixe, pour lequel l’utilisateur 

doit définir le nombre d'itérations voulues, et vérifier la convergence du résultat obtenu. Selon 

les jeux de données analysés, ce nombre d'itérations peut varier de 25 à 60.  

 

II.4-  Raffinement 3D 

 

Cette opération permet d'améliorer (raffiner) des reconstructions 3D. Comme la 

classification 3D, cette étape repose sur la comparaison des particules aux reprojections 2D 

d'une structure 3D pré-existante. Elle peut permettre d'affiner la structure de chacune des 

classes 3D définies dans l'étape ci-dessus, ou bien de calculer une structure 3D « consensus », 

à partir d'un jeu de données entier, à la plus haute résolution possible. Le raffinement permet 

d’améliorer la précision de la détermination des orientations, et donc la qualité la carte de de 

densité électronique résultante.  

Ce processus est itératif, mais, à l'inverse des étapes de classification, le nombre 

d'itérations est auto-régulé par le programme, qui stoppera quand il sera arrivé à convergence. 

En outre, après une étape initiale où la précision de reprojections de la structure 3D de 

référence est déterminée par l'utilisateur, le programme décidera seul d'incrémenter les angles 

de reprojection des références 2D, pour améliorer la finesse d'orientation des particules. Ces 

principes permettent d'éviter d'éventuels biais induits par l'utilisateur. De plus, afin de 

minimiser les biais de référence et éviter le sur-alignement de bruits, ce programme est basé 
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sur deux grands principes, définis comme « règles d'or » (Gold Standard) dans (Chen et al., 

2013).  

- au début du processus, le jeu de données est séparé aléatoirement en deux moitiés, et ces 

deux demi jeux de données sont analysés indépendamment tout au long du raffinement. Ainsi, 

à chaque itération on calcule deux structures 3D, et la résolution maximale à cette itération 

sera calculée par la comparaison des transformées de Fourier de ces deux structures (Fourier 

Shell Correlation). 

- Pour déterminer l'orientation des particules de ces deux demi jeux de données, on 

compare la transformée de Fourier de ces particules à la transformée de Fourier des 

références. La recherche de corrélation ne se fera que sur les basses à moyennes fréquences 

spatiales (typiquement, autour de 17 à 20 Å de résolution).  

 

Lorsque le raffinement 3D arrive à convergence, ie, la résolution n'augmente plus et 

l’assignement des orientations des particules est stable, la structure 3D des deux demi jeux de 

données est calculée ; en outre, les deux demi jeux de données sont également joints, afin de 

calculer une reconstruction 3D à partir du jeu de données complet (structure 3D « complète », 

cf ci-dessous). Ceci permet d'augmenter le rapport signal/bruit de la structure 3D, et ainsi 

parfois d'améliorer sa résolution.  

 

II.5-  Post-traitement 

 

Lors du raffinement 3D, le programme utilise des reconstructions 3D non masquées pour 

identifier la limite de résolution. Ceci est à l’origine d’une sous-estimation de la résolution dû 

à la présence de bruit autour de la particule.  

L’étape de post-traitement consiste à générer un masque binaire large pour éliminer le 

bruit entourant les particules, puis à l’appliquer aux deux reconstructions obtenues durant la 

dernière étape de raffinement 3D, calculées à partir des deux demi jeux de données. La 

résolution de la structure 3D issue du raffinement est estimée par corrélation des transformées 

de Fourier des deux structures 3D masquées. Afin d'éviter la surestimation de la résolution 

due à l'utilisation de ce masque binaire, du bruit est aléatoirement ajouté aux deux 

transformées de Fourier dans les moyennes à hautes fréquences spatiales. Ces deux opérations 

font également partie de la procédure dite de « Gold Standard FSC », qui vise à ne pas sur-
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interpréter les cartes de densités électroniques obtenues par l'analyse d’images de particules 

isolées.  

Une fois que la résolution de la structure est déterminée par ce procédé, un filtre passe-

bande adéquat est appliqué à la structure 3D complète. Ce filtre coupera et diminuera 

l'information à basses fréquences spatiales, et amplifiera le signal correspondant aux hautes 

fréquences jusqu'à la résolution estimée de la reconstruction. Au-delà de cette valeur, le signal 

sera supprimé, pour ne pas sur-interpréter des bruits résiduels. 

 

 

III- Les ressources informatiques 

 

L’utilisation de RELION 1.3 implique de posséder de grandes capacités de calcul, son 

exécution est donc réalisée sur des supercalculateurs (appelés aussi clusters de calcul).  

Pour cette étude, RELION 1.3 a été installé sur le cluster local du laboratoire de biologie 

moléculaire eucaryote et sur Eos, le nouveau supercalculateur du mésocentre régional de 

calcul de Midi-Pyrénées (CALMIP). Le cluster local est formé de 6 nœuds composés de 16 

cœurs et ayant chacun une mémoire de 11 Gb, et de 5 nœuds possédant 12 cœurs physiques 

avec 128 Gb de ram. Eos est composé de 612 nœuds ayant une mémoire centrale de 64 Gb et 

d’un nombre total 12240 cœurs. 

 

 

IV- La visualisation des reconstructions 3D : utilisation de CHIMERA 

 

Les reconstructions 3D calculées ont été visualisées à l’aide du logiciel CHIMERA 

(Pettersen et al., 2004). Ce logiciel permet aussi d’ajuster des structures pdb filtrée ou non, 

dans les reconstructions 3D calculées, à l’aide de la commande « Fit in map » par ajustement 

en corps rigide (rigid body docking). Les structure pdb sont filtrées via la commande 

« molmap ».  

Afin d’interpréter les structures 3D calculées, des cartes de densité ont été générées soit à 

l’aide de la commande « vop substract » de CHIMERA soit avec le programme DIFFMAP 

développé par l’équipe de Niko Grigorieff.  
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A-  Mise en place des outils requis pour l’étude 

  

I-  Choix des particules pré-40S humaines 

 

 L'équipe du Pr. Ulrike Kutay dispose d'outils pour purifier des particules pré-40S à 

différentes étapes de leur maturation. Afin de déterminer quelles particules étaient les plus 

adaptées à une étude structurale par cryo-MET 3D, nous avons dans un premier temps 

observé cinq types de particules purifiées grâce à l'étiquetage des co-facteurs de maturation 

suivants : C21ORF70, ENP1, DIM2, LTV1 et RIO1(KD) (catalytiquement inactif). Le co-

facteur C21ORF70 est associé uniquement aux particules pré-40S nucléaires ; ainsi, la 

purification d'affinité par cette protéine ne devrait permettre d'obtenir que des particules pré-

40S nucléaires (Figure 31). La protéine ENP1 s’associe à la particule pré-40S dans le 

nucléole, s'en dissocie dans le cytoplasme après l'étape dite intermédiaire. Cet appât de 

purification devrait donc générer un mélange de  particules pré-40S nucléaires et 

cytoplasmiques (Figure 31). De même,  DIM2 s’associe aux précurseurs de petite sous-unité 

dans le nucléole, et serait l'un des derniers co-facteurs de maturation à s'en dissocier dans le 

cytoplasme. LTV1 est retrouvé majoritairement associé aux particules pré-40S dans le 

cytoplasme, mais est également présent dans le noyau (Figure 31). L'utilisation de ce co-

facteur comme appât de maturation devrait donc générer un mélange de particules nucléaires 

et cytoplasmiques, avec une majorité de ces dernières. Enfin, si l'on utilise comme appât de 

purification une forme mutante de RIO1, dont l'activité kinase est supprimée, on obtient des 

particules pré-40S bloquées à l'étape dite tardive de leur maturation.  (Figure 31).  

 

Figure 31: Modèle de la maturation de la petite sous-unité chez l’Homme.  

Les protéines utilisées comme appât pour la purification d’affinité des particules pré-40S sont indiqués en rose 

pour les co-facteurs C21ORF70, en violet DIM2, en vert LTV1, et en magenta RIO1(KD). 
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La composition protéique des précurseurs de la petite sous-unité purifiés a été déterminée 

dans des études précédentes par l’équipe du Pr. Ulrike Kutay, par western blot et 

spectrométrie de masse (Wyler et al., 2011 ; Widmann et al., 2012 ; Zemp et al., 2014). Les 

résultats publiés de ces études sont rappelés dans les Figures 32 et 33 ci-dessous. 

Figure 32: Etude de la composition protéique des particules pré-40S disponibles par western blot. a) 

Analyse par western blot des particules purifiées en utilisant comme appât DIM2, ENP1, LTV1 (encadré en 

violet) (D’après Wyler et al., 2011).b) Analyse par western blot des particules pré-40S en étiquetant C21ORF70 

(encadré en bleu) (D’après Zemp et al., 2014).  c) Analyse par western blot des particules purifiées en utilisant 

comme appât RIO1(KD) (encadré en vert) (D’après Widmann et al., 2012). 
 

 
Figure 33: Détermination de la composition des particules pré-40S purifiées en utilisant comme appât  

LTV1 (a) (D’après Wyler et al., 2011) ; C21ORF70 (b) (D’après Zemp et al., 2014) et RIO1(KD) (c) (D’après 

Widmann et al., 2012) 



RESULTATS 

   

 

  109 

 

 

La composition en ARNr de particules pré-40S a aussi été déterminée par nothern blot 

et 3’RACE par Marie-Françoise O’Donohue (Figure 34). Ces résultats indiquent que ces 

particules contiennent exclusivement du pré-ARN 18S-E dont l’extrémité 3’ a été maturée par 

une exonucléase, comme attendu des particules principalement cytoplasmiques (Preti et al., 

2013). Les particules LTV1 sont constituées du pré-ARNr 18S-E dont l’extrémité comprend 5 

à 35 nucléotides. 

 

 

 

Figure 34 : Composition en ARNr des particules pré-40S purifiées en étiquetant soit LTV1, ENP1 ou 

DIM2. a) Analyse des ARNr contenus dans les particules LTV1, ENP1 et DIM2 par nothern blot. Ces 

précurseurs de la petite sous-unité sont constitués du pré-ARNr 18 S-E (Marie Françoise O’Donohue).b) Etude 

de l’extrémité 3’ du pré-ARNr constituant les particules LTV1 par des expériences de 3’RACE. Les particules 

LTV1 présentent pré-ARNr dont l’extrémité 3’ comprend entre 5 et 35 nucléotides de l’ITS1. Des extrémités plus 

courtes ne peuvent pas être détectées dans cette expérience 

 

 A l'issue de leur purification, la concentration en ARN des solutions contenant les 

différentes particules pré-40S est mesurée grâce à un nanodrop. Celle-ci varie typiquement 

entre 25 ng.µl
-1

 et 70 ng.µl
-1

 (Tableau 3). Le rendement de purification des particules 

RIO1(KD) est plus faible que les autres. Ceci s’explique notamment par la stratégie de 

purification employée : on isole ici des particules pré-40S associées à une protéine mutante, 

bloquées à un stade  tardif de maturation (cf matériel et méthode).  

 

 

Extrémité ITS1 

(nb nucléotides) 
35 17 16 15 9 8 7 5 

nb séquences 10 1  1 3 6 20 10 1 

% extrémités 

séquencées 
19,2 1,9 1,9 5,8 11,5 38,5 19,2 1,9 

a) b) 
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Nous avons vérifié si ces différentes particules étaient utilisables pour une analyse 

structurale en cryo-MET. Pour cela, les différents complexes ont été observés par MET après 

coloration négative, à une concentration de 10 ng.µl
-1

. Pour chacune de ces particules pré-

40S, la morphologie des complexes et la monodispersité des échantillons ont été inspectées. 

Des images typiques en coloration négative sont présentées dans la Figure 35. En général, 

toutes les solutions observées révèlent des particules « isolées » sur les grilles, mais 

également une forte propension à former des agrégats. Dans l'ensemble, ces préparations 

présentent un degré de monodispersité en adéquation avec une étude structurale par cryo-

MET 3D.  

 

Une analyse visuelle montre que les préparations purifiées en utilisant C21ORF70, ENP1 

et DIM2 comme appât présentent des particules ayant plusieurs types de morphologies. Pour 

les particules purifiées par DIM2 et par C21ORF70, on peut distinguer deux types de  

particules, l’une ayant une forme globulaire, avec des dimensions similaires à celle d'une 

particule 80S mature (30 nm de diamètre), et l’autre ayant une forme allongée, similaire à la 

petite sous-unité mature en terme de taille et de morphologie. Pour les particules ENP1, on 

trouve ces deux types de morphologies, mais également un troisième type de particules, avec 

une forme en « collier de perles ». 

 

Les précurseurs de la petite sous-unité purifiés en utilisant LTV1 ou RIO1(KD) comme 

appât ne présentent qu'un seul type de particules, dont les dimensions et la forme allongée est 

très proche de celle des petites sous-unités ribosomiques matures. 

Ces derniers échantillons paraissent les plus simples à caractériser d’un point de vue 

structural. Nous avons donc focalisé nos travaux sur l'analyse des particules purifiées par 

LTV1 et RIO1(KD) étiquetés.  Les particules purifiées en étiquetant HASt-LTV1 et 

RIO1(KD)-StHA seront nommées particules LTV1 et RIO1(KD) respectivement dans la suite 

du manuscrit. 

 ENP1 C21ORF70 DIM2 LTV1 RIO1(KD) 

Concentration initiale en ng.µl
-1

 60 40 60 ; 70 55 ; 70 25 

Nombre de populations visible à l’œil 3 2 2 1 1 

Tableau 3:Concentration et nombre populations distinguables après coloration négative des différentes 

particules pré-40S. 



RESULTATS 

   

 

  111 

 

 

 

Figure 35: Observation des différentes particules pré-40S après coloration négative.  

Les particules encadrées dans des losanges ont des morphologies similaires à celle de la petite sous-unité 

ribosomique. Les particules présentes dans des cercles et des rectangles sont des exemples de complexes dont la 

forme est globulaire et en collier de perle respectivement. Les particules pré-40S, purifiées en utilisant 

RIO1(KD) comme appât, sont traitées avec de la glutaraldéhyde (0.1%). 
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II- Mise en place des conditions de congélation 

 

 Après cette étape de choix des particules, la mise en place et l’optimisation des 

conditions de congélation des échantillons pour la cryo-MET a représenté une part importante 

de mes travaux. 

 

 J’ai tout d’abord testé différentes dilutions, et déterminé que la concentration optimale 

pour l'observation en cryo-MET est de 20 ng.µl
-1

. Au-delà de cette concentration, l'agrégation 

des particules est trop importante pour pouvoir les distinguer les unes des autres sur les 

images. Les premiers essais de congélation indiquaient que la répartition des particules dans 

la glace vitreuse n’était pas homogène. Suivant les différentes grilles, les particules pouvaient 

soit être agrégées au centre des trous, soit présenter une meilleure affinité pour le carbone et 

être donc totalement absentes des trous.  

 J'ai testé différents types de grilles (Lacey, Cflat, Quantifoil avec différents diamètres 

de trous et espace entre ces trous). Malgré l’obtention d’une répartition correcte des particules 

dans la glace, les grilles Lacey ont été éliminées de l’étude du fait de la nécessité d’avoir des 

grilles à trous réguliers pour l’automatisation de l’acquisition d’images. Même en essayant 

divers temps de blot, les grilles C-Flat ont toujours présenté une épaisseur de glace trop 

importante pour pouvoir voir les particules pré-40S. Enfin, parmi les différentes grilles 

Quantifoil testées, la meilleure répartition des particules a été obtenue pour des grilles R2/1 et 

R2/2. Ces grilles sont constituées de trous de 2 µm de diamètre, et la distance des trous est 

respectivement de 1 ou 2 µm.  

Sur ces deux types de grille, la répartition des particules dans la glace n'était pas très 

reproductible, ni très homogène. J'ai alors testé différents traitements pour les rendre soit 

hydrophobes (par des traitements au chloroforme pendant 30 min ou à l’éthyle d’acétate 

durant 2min) soit hydrophiles (ionisation pendant différents temps avec ou sans traitement à 

l'acétate de magnésium à une concentration de 2mM). De plus, le traitement à l’éthyle 

d’acétate ou au chloroforme permet d’éliminer les résidus présents sur les grilles dus à leur 

production et ainsi de réduire leur épaisseur. Ainsi les grilles traitées possèdent une épaisseur 

de 10-12 nm au lieu de 20 nm pour les non traitées. J'ai également testé plusieurs temps 

d'ionisation. Des différents essais sont résumés dans le Tableau 4 ci-dessous.   

 

 



RESULTATS 

   

 

  113 

 

 

Traitement des 

grilles 
Condition 

d’ionisation 
Etat de la grille 

Temps 

de blot 
Conclusion 

Ethyle Acétate 2min/ 

MgCl2 2mM 60s 
2min/face 

Hydrophile, chargée 

positivement 
3.6s Répartition hétérogène : tendance à 

agréger, glace légèrement épaisse 

Ethyle Acétate 2min 2min/face 
Hydrophile, chargée 

négativement 
3.6s Majorité des trous vides (trop sec), 

peu d’agrégats 

Ethyle Acétate 2min Aucune Hydrophobe 2s 
Majorité des trous vides (trop sec), la 

glace au centre des carreaux est trop 

épaisse = trous difficiles à voir 

Chloroforme 30 min Aucune Hydrophobe 2s Glace trop épaisse 

Chloroforme 30 min 2min/face 
Hydrophile, chargée 

négativement 
4.2s 

Répartition hétérogène des 

particules: tendance à agréger, glace 

trop épaisse 

Aucun 2min/face 

Hydrophile, chargée 

négativement 
4s Glace trop épaisse 

Aucun 1min/face 

Hydrophile, chargée 

négativement 
2.3s Présence d’un grand nombre 

d’agrégats 

Tableau 4 : Exemple de tests effectués lors de la mise en place des conditions de congélation des particules 

pré-40S. 

 

 

Ces essais m’ont permis d’optimiser différents paramètres pour pouvoir observer des 

particules pré-40S isolées dans la glace vitreuse (Tableau 5). 
 

 

 

 Si ces conditions finales apparaissent relativement classiques, la reproductibilité des 

grilles, malgré l'utilisation d'un automate de congélation, était cependant faible. Ces essais 

m'ont permis d'observer que l'étape capitale pour obtenir des grilles utilisables pour l'analyse 

d’images est de déposer l’échantillon sur la grille extemporanément après l’ionisation. D'autre 

part, une autre observation empirique est que les meilleures grilles ont été systématiquement 

été obtenues lorsque le temps extérieur était humide.  

Type de grilles 
Traitement des 

grilles 

Durée d’ionisation 

des grilles 
Durée de blot 

Dépôt de 

l’échantillon 

Temps 

extérieur 

Q R2/1 ou R2/2 Aucun 30 secondes 1,8s à 2,1s 3,5µl Humide 

Tableau 5: Paramètres utilisés pour des conditions de congélations optimales des particules pré-40S. 
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 En outre, la répartition des particules n’a jamais été homogène sur l'ensemble de la 

surface des grilles. Les particules pré-ribosomiques se sont donc révélées être des échantillons 

difficiles à manipuler. Le rendement de la production des grilles de cryo-MET pour 

l’acquisition des images des particules pré-40S est donc très faible. Environ une grille sur huit 

était exploitable.  

 

III- Cryo-MET « haute résolution » 

 

L’objectif de ma thèse était de déterminer la structure 3D des particules pré-40S 

purifiées en étiquetant LTV1 et RIO1(KD), et ce à la meilleure résolution possible. Il était 

donc essentiel d’acquérir des images sur des cryo-microscopes les plus performants possibles, 

non localisés à Toulouse. Pour cela, nous avons mis en place une stratégie « haute 

résolution »  illustrée dans la Figure 36.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Stratégie mise en place pour une analyse structurale haute performance. 

 

 Les grilles sont préparées sur la plateforme de microscopie électronique locale (METI) 

et leurs qualités sont vérifiées par observation avec le MET JEOL JEM 2100.  

Pour cela, la grille était d’abord visualisée à faible grossissement (en search en mode low 

dose) afin d’avoir une idée globale de l’épaisseur de la glace. Ensuite, trois à quatre zones de 

chaque grille étaient observées à plus fort grossissement, afin d’inspecter l’épaisseur de la 
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glace et la répartition des particules dans celle-ci. Les conditions de congélation étant peu 

reproductibles, il était nécessaire de vérifier chacune des grilles produites. Ce temps de 

vérification est donc loin d’être négligeable.  

A l'issue de cette vérification systématique, les meilleures grilles étaient ensuite 

récupérées et stockées dans de l’azote liquide. La récupération est une étape difficile, et les 

grilles peuvent être facilement tordues du fait de leur manipulation avec les pinces. D'autre 

part, les transferts successifs entre les divers conteneurs peuvent être source de contamination 

des grilles.  

 Un inconvénient de cette approche est la durée entre la production des grilles et 

l’obtention du temps de faisceau pour la prise d’image au NeCEN. Cette durée est variable et 

peut être de quelque mois. Les grilles stockées dans le tank d’azote liquide peuvent subir de la 

contamination. Cette contamination est à l’origine d’une forte suppression d’images acquises 

automatiquement (Figure 37).   

 

 

Figure 37: Exemple de contamination présente sur les images.  

L’image sera éliminée lors de la visualisation des micrographes. 

 

 Pour leur expédition, les grilles sont envoyées au NeCEN à l'aide d'un dry shipper 

préalablement refroidi par de l'azote liquide. Au total, quinze grilles de particules LTV1 et 

quatre grilles de particules RIO1(KD) ont été expédiées au NeCEN par cette méthode. 
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 Après leur acquisition, les images sont transférées sur un disque dur externe, qui est 

expédié au laboratoire. Le jeu de données est alors copié (au cours de la nuit) sur le cluster 

local et sur le supercalculateur Eos pour l’analyse d’images. Un temps de calcul de 100 000 

heures pour l’année 2014 et de 300 000 pour l’année 2015 nous a été accordé sur Eos. Sur ce 

cluster, la consommation des ressources correspond au nombre de nœuds multiplié par le 

nombre de cœurs par nœuds (20) et par le temps effectif du calcul. L’avantage d'Eos comparé 

au cluster local est sa rapidité et sa puissance, cependant le temps d’utilisation est décompté. 

Il a donc été nécessaire d’optimiser l’utilisation relative des deux clusters. Le pré-traitement a 

été effectué sur le cluster local, alors que les calculs nécessitant un grand nombre de nœud, 

notamment la classification 3D, ont été réalisés sur EOS. Afin d'optimiser l'utilisation des 

nœuds d'Eos, et de diminuer le temps de calcul, j'ai testé chacun des programmes utilisés pour 

l'analyse d’images en faisant varier différents paramètres (nombre de nœuds notamment). Les 

paramètres optimaux pour chacun de ces programmes sont résumés dans le Tableau 6.  

 

 
Pré-traitement (ex : 

Estimation de la CTF) 

Classification 

2D 

Classification 

3D 

Raffinement 

3D 

Type de cluster LOCAL EOS EOS EOS 

Nombre de nœuds 6 10 12 10 

Nombre de taches par 

nœuds 
16 10 4 4 

Tableau 6: Paramètres utilisés pour l’analyse d’images des particules RIO1(KD). 

 

 

B- Analyse structurale de particules pré-40S intermédiaires LTV1 

 

En janvier 2014, nous avons obtenu 96h de temps de faisceau sur le Titan Krios I du 

NeCEN. Ceci nous a permis d'acquérir un jeu de données de 10 422 images de champs de 

particules (ou frames) de LTV1. Ce jeu de données, représentant environ 400 Go, a été 

transféré sur les clusters de calculs afin de pouvoir être analysé. 
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I-  Pré-traitement 

Un premier tri visuel nous a permis d'éliminer les frames non utilisables (trous vides, 

zones de contamination majoritaires). A la suite de cette étape, la CTF des frames restants a 

été estimée grâce au logiciel CTFFIND3. Un deuxième tri visuel, basé sur la qualité des CTF 

des frames, a sélectionné 3812 frames. Sur ces frames, les coordonnées des particules à 

extraire ont été sélectionnées manuellement avec le programme e2boxer de la suite EMAN2. 

Grâce à cette approche, un total de 103 247 particules pré-40S a été obtenu. Ces particules ont 

ensuite été extraites dans des boites de 384 x 384 pixels, réduites d'un facteur 2 (binning de 2) 

et normalisées grâce à la suite de programmes RELION1.3. 

 

II- Classification 2D : stratégie « non restrictive » 

Afin d'éliminer les particules aberrantes sélectionnées à l'étape ci-dessus, une 

classification 2D a été réalisée par RELION1.3 afin de générer 500 classes de particules. Les 

images correspondant à la moyenne de chacune des classes ont ensuite été visualisées, ce qui 

a permis de ne retenir que les images n'appartenant qu'aux « meilleures classes » 2D, c'est à 

dire celles qui présentent une taille et une forme globalement similaires aux particules pré-

40S observées dans la glace, et un niveau de détail relativement élevé. En première instance, 

nous avons effectué un seuillage assez large. Dans cette stratégie « non restrictive », nous 

Figure 38 : Champs de particule pré-40S LTV1 observés par cryo-MET (sur le Titan Krios I du NeCEN) 
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n'avons éliminé que les particules comprises dans les classes aberrantes, et avons conservé 

celles appartenant à des classes 2D bruitées mais présentant une forme globalement similaire 

à une petite sous-unité ribosomique. Ainsi, nous avons retenu 318  classes (Figure 38), ce qui 

représente un total de 84 813 particules.  

 

Figure 39: Classification 2D des particules en 500 classes : stratégie dite non restrictive.  

Les moyennes de chacune des classes sont affichées par ordre décroissant de cohérence entre les particules 

comprises dans la classe et leur moyenne. Les particules appartenant aux classes entourées en rouge sont 

conservées pour l'analyse d’images. Un total de 84 813 particules a été retenu par cette approche.  

 

II.1-Calcul d'une structure 3D consensus 

Avec le programme Relion_refine, nous avons ensuite calculé une reconstruction 3D 

incluant les 84 813 particules sélectionnées ci-avant. Nous avons, pour cela, utilisé comme 

modèle initial la structure 3D de la petite sous-unité ribosomique humaine (Anger et al., 2013, 

pdb accession code : 4V6X), à laquelle nous avons appliqué un filtre passe-bas à 50 Å de 

résolution, afin de limiter les biais de référence. La structure 3D consensus que nous obtenons 

est présentée Figure 39.  



RESULTATS 

   

 

  119 

 

 

 

Figure 40: Structure 3D consensus de la particule pré-40S LTV1 (Stratégie non restrictive).  

a) Les vues de surface de la reconstruction 3D sont représentées et tournées de 90° et les domaines 

caractéristiques de la particule pré-40S : bec, tête, plateforme, corps sont indiqués. b) les sections de la 

structure 3D de la particule pré-40S LTV1.c) Estimation de la résolution à environ 22.9 Å. 

 

Cette structure présente une morphologie et des dimensions globalement similaires à 

celle de la structure de la sous-unité 40S mature. On peut y distinguer une tête, terminée par 

un bec, et un corps, mais les pieds gauche et droit ne sont cependant pas définis. La résolution 

de cette structure, annoncée en fin de programme Relion_refine, est de 22.9 Å. La 

visualisation des sections de cette structure 3D (Figure 39) montre en effet peu de détails. En 
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particulier, le pré-ARNr, qui forme l'ossature de cette structure, et qui est plus dense aux 

électrons que les protéines, devrait, s'il présentait une conformation stable, former des 

structures nettement visibles et détaillées. Ceci ne semble pas être le cas dans cette structure 

de particule pré-ribosomique.  

 

Cette structure de particule pré-40S intermédiaire devrait présenter des densités 

supplémentaires par rapport à la structure mature, du fait de la présence des co-facteurs de 

maturation sur la particule pré-40S. Or, la comparaison de cette structure de particule pré-40S 

intermédiaire avec celle de la petite sous-unité ribosomique mature, filtrée à une résolution 

équivalente, est peu concluante. Le sillon de l'ARNm, entre la tête et le corps, apparaît plus 

rempli que pour la particule 40S mature. D'autre part, il semble y avoir une densité 

supplémentaire du côté de l'interface avec le solvant, aux environs des sites de liaison de 

l'ARNt, pouvant refléter la présence d'un co-facteur de maturation. De fait dans la structure 

3D de la particule pré-40S de levure, les co-facteurs de maturation Tsr1et Rio2 ont été 

localisés à cet emplacement (Strunk et al., 2011), et ces données de MET ont par ailleurs été 

confirmées par des expériences de CRAC (Granneman et al., 2010 ; Turowski et al., 2014).  

Dans le cas de notre structure 3D, cette zone de densité supplémentaire a un volume trop petit 

pour pouvoir accommoder une protéine de 27 à 135 kDa, gamme de poids moléculaire des co-

facteurs associés à la particule pré-40S intermédiaire. De plus, nous avons effectué des essais 

de rigid body docking des structures atomiques de Tsr1 (emdb accession code : 1922) et Rio2 

(pdb accession code : 4GYI) dans cette zone de densité supplémentaire, avec le logiciel 

CHIMERA. Le positionnement manuel initial que nous avons effectué confirme qu'aucune de 

ces protéines ne peut rentrer entièrement dans cette zone. Ceci suggèrerait que les zones de 

densité supplémentaires sont partielles, et pourrait refléter 1) une association sous-

stoechiométrique des co-facteurs de maturation, et/ou 2) une grande flexibilité des co-facteurs 

de maturation autour d'un point d'ancrage « fixe », visualisé par cette zone de densité 

supplémentaire partielle.  

 

L'ensemble de ces observations (résolution moyenne, ossature et densité 

supplémentaires) semble indiquer que la structure consensus que nous avons calculée 
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regroupe des particules dont la structure est très hétérogène. Afin d'estimer le degré 

d'hétérogénéité de ces particules, nous avons ensuite réalisé des expériences de classification 

3D.  

II.2-  Classifications 3D 

 

Toutes les molécules biologiques observables en cryo-MET présentent de 

l'hétérogénéité structurale. Ce phénomène peut être causé soit par 1), un certain degré de 

flexibilité de leurs structures, et/ou 2), par des différences de composition biochimique (par 

exemple, une association sous-stoechiométrique de certains composés) entraînant des 

différences conformationnelles. Dans le premier cas, la structure des molécules oscille entre 

plusieurs états correspondant à des minima d'énergie, l'hétérogénéité structurale est dite 

continue, et on ne pourra pas distinguer de conformères distincts par classification 3D des 

particules. Au contraire, dans le deuxième cas, la population de particules observées est un 

ensemble de structures avec ou sans le composé associé de manière sous-stœchiométrique, il 

est donc possible de distinguer des conformères structuraux dans cette population. Dans ce 

cas, on parle d'hétérogénéité discrète. C'est par exemple le cas de population de ribosomes 

matures associés ou non au complexe d'élongation de la traduction EF-G (Scheres et al., 

2007). Enfin, bien souvent, les structures des macromolécules d'intérêt observées en cryo-

MET présentent les deux types d'hétérogénéité, à des degrés variables.  

Afin d'appréhender le degré d'hétérogénéité structurale des 84 813 particules 

cytoplasmiques intermédiaires LTV1, nous avons donc mené différentes expériences de 

classification tridimensionnelle. 

 

II.2.1- Estimation du nombre possible de conformères structuraux 

Nous avons tout d'abord tenté d'estimer le nombre possible de conformères structuraux 

présents dans la population de particules LTV1 imagées. Pour cela, nous avons utilisé le 

programme Relion_Refine, en utilisant comme modèle initial la structure consensus obtenue 

ci-avant, filtrée à 40 Å de résolution. Nous avons décidé d'imposer un nombre croissant de 

classes 3D générées par ce programme, K allant de 4 à 15. Ce dernier chiffre a été choisi afin 

de pouvoir distinguer, le cas échéant, 15 conformères différents, tout en conservant un 



RESULTATS 

   

 

  122 

 

 

nombre raisonnable de particules par classe (ie., ≥ 5000) si la répartition des particules dans 

les classes était homogène.  

Les résultats de ces expériences sont résumés dans le Tableau 7, et illustrés dans la  Figure 

40.  

 

Nombre de classes 

Répartition des 

particules dans les 

classes 

% de particules non 

stablement associées à un 

modèle 

Résolution 

max (A) 

Nb de classes 

redondantes 

4 
Homogène       

(25 %± 2%) 
26 22,9 0 

5 
Homogène      

(20 %± 2%) 
22 22,7 0 

6 
Homogène   

(16.7 %± 1,3%) 
15 19,2 0 

8 
Homogène     

(12 %± 1,1%) 
37 25 0 

15 
Homogène   

(6.67 %± 0,6%) 
30 27,2 0 

Tableau 7: Essais de classifications 3D pour estimer le nombre de conformères structuraux présents dans 

le jeu de données analysé. Le pourcentage de particules non stablement associées à un modèle représente le 

critère « _rlnChangesOptimalClasses » à la dernière itération de la classification 3D.  

 

En aucun cas nous n'avons pu trouver, parmi les classes 3D générées, de structures 3D 

redondantes, ce qui suggère que l'hétérogénéité structurale des particules LTV1, si elle est 

discrète, est très élevée. Ces particules pourraient en effet adopter plus de 15 conformations 

différentes. En outre, la répartition des particules dans les classes est toujours homogène, et le 

nombre de particules changeant de classe d'une itération à la suivante reste élevé en fin de 

processus (Tableau 7). Ceci suggère que quelque soit le nombre de classes 3D demandées, le 

programme ne parvient pas à générer de conformères distincts. Ainsi, le jeu de données de 

particules pré-40S LTV1 analysé ici semble présenter une hétérogénéité structurale continue.  



RESULTATS 

   

 

  123 

 

 

 

Figure 41: Exemple de classification 3D des 84 813 particules LTV1, avec un nombre de classes K=15.  

Les vues de surface des 15 variants structuraux générés sont représentées selon une vue du solvant. Comme 

dans les autres expériences de classification 3D, nous n'avons pas pu regrouper ces structures en classes 3D 

similaires.  

 

II.2.2- Réplication de classifications 3D 

Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons ensuite répliqué une expérience de 

classification 3D.  

Le programme de classification 3D, dans l'itération initiale, détermine l'orientation de 

toutes les particules grâce à un modèle 3D grossier, puis sépare les particules « orientées » en 

K classes, et ce de manière aléatoire. Les K structures 3D ainsi générées vont servir de 

référence pour déterminer l'orientation de toutes les particules dans l'itération de calcul 

suivante. Ainsi, les K structures se verront être raffinées, et la répartition des particules en K 

classes sera proportionnelle au poids relatif du conformère dans la population totale (cf. 

Matériel et Méthodes). 

Dans le cas d'une population présentant une hétérogénéité structurale discrète, par exemple, 

une population de particules présentant 75 % de conformations « A » et 25 % de 

conformations « B », une classification 3D en 4 classes structurales va générer 3 classes de 
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structures 3D similaires, représentant la conformation A, et 1 classe représentant la 

conformation B. Si l'on réplique cette expérience, on retrouvera des résultats identiques.  

Dans le cas d'une population présentant une hétérogénéité structurale continue, une 

classification 3D en 4 classes structurales va générer 4 classes présentant des différences 

morphologiques. Cependant, la répétition de cette expérience, du fait de l'étape initiale de 

répartition aléatoire des particules, générera 4 classes structurales différentes du premier 

réplicat.  

Nous avons donc effectué deux expériences identiques (appelées Réplicats a et b) de 

classification 3D. Nous avons utilisé comme modèle initial la structure consensus de la 

particule pré-40S LTV1, filtrée à 40 Å de résolution, afin de générer 4 classes 

tridimensionnelles de particules. Les structures 3D obtenues dans les deux réplicats sont 

présentées dans la Figure 41. La comparaison des structures obtenues montre qu'elles ne sont 

pas similaires d'un réplicat à l'autre. Dans les deux cas, la répartition des images dans les 

classes reste homogène (autour de 25% par classe), et le nombre d'images n'appartenant pas 

clairement à une classe reste élevé tout au long des itérations (autour de 20 % d'images 

changeant de classe lors de la dernière itération).  

Ces résultats confirment donc notre hypothèse selon laquelle les particules incluses 

dans ce jeu de données présentent une forte hétérogénéité structurale, qui semble provenir en 

grande partie de la flexibilité intrinsèque de ces molécules.  

D'autre part, la comparaison des classes 3D entre elles et entre réplicats montre que si 

les diverses structures 3D générées ont des détails structuraux très variables, on peut 

cependant distinguer quatre zones de variation constante. Ces zones sont situées autour du 

bec, de la région du corps autour de l'extrémité 5' de l'ARNr, de la plateforme et de l'interface 

avec la 60S au niveau du site A de liaison de l'ARNt (Figure 41). Ceci suggère que ces zones 

pourraient subir des réarrangements structuraux plus fréquents ou plus amples que les autres 

parties de la structure 3D de la particule pré-40S LTV1.  
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Figure 42: Les particules LTV1 présentent un fort degré d'hétérogénéité structurale continue.  

Les vues de surface des structures 3D sont présentées selon une vue du solvant (panel du haut) ou de l'interface 

avec la sous-unité 60S (panel du bas). On distingue des zones de variabilité constante entre les différentes 

structures obtenues, localisées au niveau du bec (ovale magenta), de l’extrémité 5' de l'ARNr (carré bleu), de la 

plateforme (# vert) et du site A de liaison de l'ARNt (ovale gris).  

 

III- Classification 2D : stratégie «restrictive »  

Afin de tenter de réduire l'hétérogénéité, nous avons repris les résultats de la 

classification 2D, et avons effectué une sélection plus restrictive des classes conservées pour 

l'analyse d’images : nous n'avons conservé que les 137 meilleures classes parmi les 500 

générées, soit un total de 54 436 particules (Figure 42).  
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Figure 43: Classification 2D des particules en 500 classes.  

Les particules appartenant aux 137 classes entourées en rouge ont été conservées pour cette deuxième tentative 

d'analyse d’images. Un total de 54 436 particules a été retenu par cette approche dite « restrictive ». 

 

 

III.1- Calcul d'une structure 3D consensus 

Grâce au programme Relion_refine, nous avons ensuite calculé une reconstruction 3D 

incluant les 54 436 particules sélectionnées ci-dessus. Comme dans la stratégie non 

restrictive, nous avons utilisé comme modèle initial la structure 3D de la petite sous-unité 

ribosomique humaine (Anger et al., 2013, pdb accession code : 4V6X), à laquelle nous avons 

appliqué un filtre passe-bas à 50 Å de résolution. La structure 3D consensus que nous 

obtenons est présentée Figure 43.   
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Figure 44: Structure 3D de la particule pré-40S LTV1. a) vues de surface. b) Sections de la structure 3D.  

 

Comme dans la stratégie non restrictive, cette structure 3D présente une morphologie 

et des dimensions globalement similaires à celle de la structure de la sous-unité 40S mature. 

Sa résolution « brute », annoncée en fin de programme Relion_refine, est de 22.9 Å, comme 

la structure obtenue par la stratégie non restrictive (Figure 43a). Cependant, la visualisation 

des sections de la nouvelle structure 3D (Figure 43b et 44) semble révéler un peu plus de 

détails que la structure obtenue par la stratégie non restrictive. Le corps et la région de la 

plateforme notamment semblent être mieux définis dans cette nouvelle structure (Figure 44).  
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Figure 45: Section identiques des structures 3D consensus de la particule pré-40S LTV1 obtenue par la 

méthode dite non restrictive en a) et restrictive en b). 

 

Afin d'essayer d'affiner les détails cette structure, nous l'avons alors soumise à une 

étape de post-traitement. Par cette opération, un masque binaire est tout d'abord appliqué à la 

structure 3D. La résolution de cette structure masquée est à nouveau calculée, puis un filtre 

passe-bande ad hoc est imposé à la structure 3D (cf. matériel et méthodes). La structure 

affinée est présentée Figure 45 ; sa résolution est de 18 Å.  
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Figure 46: Structure 3D de la particule pré-40S LTV1. a) vues de surface. b) Sections de la structure 3D.  c) 

Estimation de la résolution de la structure avant et après post-traitement (Résolution estimée à 19Å par le 

critère de gold standard FSC). 

 

III.2- Analyse de la structure obtenue 

Afin d'analyser la structure 3D de la particule pré-40S intermédiaire cytoplasmique 

présentée ci-dessus, nous l'avons comparée à deux autres structures 3D connues : celle de la 

petite sous-unité ribosomique humaine mature (Anger et al., 2013) (code d'accession pdb : 
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4V6X), et celle de la particule pré-ribosomique de levure purifiée à un stade équivalent de 

maturation et déterminée par cryo-MET à 18 Å de résolution (Strunk et al., 2011) (code 

d'accès EMDB : EMD_1927.map). 

 

III.2.1- Comparaison à la structure de la sous-unité 40S mature humaine 

Les particules pré-40S purifiées par LTV1 étiqueté contiennent 6 co-facteurs de 

maturation (Wyler et al., 2011), stablement associés à un pré-ARNr 18S-E et toutes les RPS, 

à l'exception de RPS 10 et RPS 26 (Figure 48 ; ces analyses par western blot ont été réalisées 

par Christian Montellese dans l’équipe du Pr. Ulrike Kutay). Afin de comparer les structures 

entre elles, nous avons tout d'abord enlevé ces deux RPS de la structure humaine mature. 

Nous avons ensuite ajusté cette nouvelle structure, filtrée à 21 Å de résolution, dans la carte 

de densité électronique de la particule pré-40S, par rigid body docking. Nous avons pour cela 

employé le logiciel CHIMERA. Cette opération nous a permis de mieux visualiser les 

similarités et les différences entre les deux modèles (Figure 46).  

 

Figure 47: Comparaison des structures 3D de la particule pré-40S intermédiaires  LTV1 et de la particule 

mature. En a). Les vues de surface de la structure 3D de la particule pré-40S LTV1 sont représentées en bleu, 

les densités supplémentaires sont indiquées par des astérisques et en b) les vues correspondantes de la petite 

sous-unité ribosomique sont representées en gris foncé.  
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En général, on ne constate pas de changement conformationel majeur entre les deux 

structures, et le précurseur possède une morphologie globalement identique à la particule 

mature. Cependant, on peut noter des différences locales, principalement des densités 

supplémentaires sur la particule pré-40S par rapport à la particule mature.  

Afin de mieux caractériser ces modifications, nous avons ensuite calculé une carte de 

différence entre la structure de particule pré-40S et celle de la petite sous-unité ribosomique, 

grâce à la commande vop subtract du logiciel CHIMERA (Figure 47).   

  

 

Figure 48: Comparaison des structures 3D de la particule pré-40S LTV1 et de la petite sous-unité. Les vues 

de surface de structures 3D de la petite sous-unité filtrée à 21 Å de résolution sont indiquées en gris foncé et la 

carte de différence entre les structures 3D est représentée en bleu. Les zones de densités additionnelles de la 

particule pré-40S comparée à la petite sous-unité sont indiquées par des fléchés. 

 

Trois zones de densités supplémentaires de la particule pré-40S par rapport à la 

structure mature sont visibles (Figure 46 et 47), et sont localisées comme suit :  

(1) Côté solvant, la région de la tête juste sous le bec présente une densité supplémentaire de 

forme allongée. (2) Des zones volumineuses est clairement distinguable dans la région de 

l'interface avec la 60S. (3) Enfin, la plateforme présente également deux densités 

supplémentaires, qui apparaissent reliées entre elles si l'on diminue le seuil d'affichage de la 

carte.  
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Figure 49: Chronologie d'association de RPS10 et RPS26 aux particules pré-40S.  

Expériences de Western blot réalisées à l'aide des anticorps décrits à droite, sur des extraits cellulaires clarifiés 

(Input) et après purification des particules pre-40S de ces extraits (Eluate). Les particules intermédiaires 

cytoplasmiques sont purifiées grâce à l'étiquetage de LTV1 (TAP-Ltv1), et les particules pré-40S tardives grâce 

à celui du mutant catalytiquement inactif de RIO1 (RIO1(KD)). (Figure  réalisée par C. Montellese).  

 

 

III.2.2- Comparaison à la structure de la particule pré-40S de levure 

Ces densités supplémentaires peuvent être attribuées à la présence des co-facteurs de 

maturation associés à la particule pré-40S LTV1. La position de ces co-facteurs a été 

déterminée chez la levure par des études de CRAC (Tableau 8) (Granneman et al., 2010 ; 

Turowski et al., 2014) et par cryo-MET 3D (Strunk et al., 2011). Afin de proposer une 

attribution de localisation de ces co-facteurs de maturation sur la particule pré-40S, nous 

avons comparé nos données avec celles établies chez la levure (Figure 49).  

 

Co-facteurs de 

maturation 
Hélices de l’ARNr 18S/Régions sur la particule 40S 

Nob1 
Hélice 40 (nt 1396-1398), H28 (nt 1625-1627), H26 (1050-1073) et H45 

(1765-1800) et domaine 5’ de l’ITS1 (cou, plateforme de la particule) 

Rio2 Hélice 31 (nt 1194-1196)  localisés au niveau du site P de l’ARNt 

Tsr1 
Hélice 45  (1765-1771) localisés au niveau du site A de l’ARNt et H19-

H26-H27   (domaine centrale de l’ARNr 18S) 
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Enp1 Hélice 33 (nt 1256-1259)  (région du bec de la particule) 

Ltv1 
Hélice 16 (nt 453-454) et H 41/41A  (nt 1490-1491) (H16 localisé à 

proximité de l’épaule et H41A proche du bec de la particule) 

Dim2 
Hélice 24 (nt 1001-1024), H28 (nt 1617-1634) H45 (1767-1800) et le 

domaine 5’ de l’ITS1  (cou, plateforme de la particule) 

Rio1 
Hélice 44 (nt 1633-1647) et  H18 (nt 554-583) (localisés au niveau du site 

A de l’ARNt), H19/27 (nt1096-1116)  

Tableau 8 : Sites d’interaction de co-facteurs de maturation avec l’ARNr 18S chez la levure déterminés 

par CRAC (Turowski et al., 2014 ; Graneman et al.,  2010) 

 

Figure 50: Comparaison de la structure 3D de la particule pré-40S LTV1 humaine et de la structure 3D de 

la particule pré-40S de levure. a) Les vues de surface de structures 3D de la petite sous-unité filtrée à 21 Å de 

résolution sont indiquées en gris foncé et la carte de différence entre les structures 3D est représentée en bleu  

Les zones de densités additionnelles de la particule pré-40S comparée à la petite sous-unité sont indiquées par 

des fléchés.b) Localisation des co-facteurs sur la particule pré-40S de levure (Strunk et al., 2011).  
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La zone de densité supplémentaire (1), au niveau de la jonction de la tête et du bec, 

correspond chez la levure à la présence du complexe Ltv1/Enp1. La zone (2), à l'interface 

avec la sous-unité 60S, représente la zone d'interaction des co-facteurs Tsr1 et Rio2 sur la 

particule pré-40S de levure. Enfin, la zone 3, au niveau de la plateforme, correspond à la zone 

où sont localisés les co-facteurs Nob1 et Dim2 chez la levure (Figure 49).  

Enfin, afin d'explorer plus avant ces propositions de positionnement de co-facteurs de 

maturation sur la particule pré-40S humaine, nous avons utilisé les structures 3D disponibles 

de co-facteurs de maturation (Tableau 9), que nous avons ajustées, par rigid body docking, 

dans les zones de densité supplémentaires qui leur ont été attribuées par homologie avec le 

modèle de levure. Nous avons pour cela utilisé la commande « fit in map » du programme 

CHIMERA. Les résultats de ces essais sont présentés Figure 50. Pour toutes les structures, 

l'ajustement paraît réaliste, mais est incomplet, ce qui rend cette expérience peu concluante. 

D'autre part, nous n'avons pas pu réaliser cette expérience d'ajustement pour la structure de 

DIM2, puisque la carte de différence utilisée ne révèle pas de densité à laquelle attribuer cette 

protéine. 

 

Co-facteur de 

maturation 
Espèce Technique 

Code d'accès PDB 

(EMDB) 

Nob1 P. horikoshii RMN 2LCQ 

Dim2 P. horikoshii X Ray 3AEV 

Rio1 H. sapiens X Ray 4OTP 

Rio2 C. termophilum X ray 4GYI 

Tsr1 S. cerevisiae 3D EM emd_1922 

 

Tableau 9 : Liste des structures de co-facteurs de maturation de la particule pré-40S disponibles dans 

diverses banques de données. Seuls les co-facteurs utilisés dans ce travail sont indiqués dans ce tableau.  
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Figure 51: Localisation hypothétique des co-facteurs sur la particule pré-40S LTV1.  

La structure des co-facteurs TSR1, RIO2 et NOB1 sont indiquées en rose, vert et bleu foncé respectivement. En 

a) la structure 3D de la petite sous-unité filtrée à 21 Å de résolution est représentée en gris foncé, la carte de 

différence entre la structure 3D de la particule pré-40S LTV1 et la particule mature en bleu transparent. En b) 

la structure 3D de la particule pré-40S LTV1 est indiquée en bleu. 
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III.2.3- Localisation des co-facteurs de maturation sur la particule pré-40S 

LTV1 par des expériences d’immnuno-localisation en MET  

Afin de déterminer la position des co-facteurs sur la particule pré-40S LTV1, des 

essais de localisation par « immno-EM » ont été effectués. Pour cela, dans un premier temps, 

nous avons souhaité localiser ENP1 sur ce complexe.  Cette approche consiste à incuber les 

particules pré-40S LTV1 avec l’anticorps dirigé contre ENP1, puis à les observer en MET 

après coloration négative. Nous avons pu visualiser trois particules décorées, sur lesquelles 

l’anticorps semble se fixer au-dessus du bec (Figure 51). Ceci suggère qu’ENP1 serait 

localisé au-dessus du bec de la particule pré-40S humaine. Chez le levure, le complexe Ltv1-

Enp1 est présent au niveau du bec, cependant la position de ces protéines reste à définir (cf 

intro ; Strunk et al., 2011 ; Ghalei et al., 2015). Cependant, il est nécessaire d’améliorer les 

conditions de l’expérience  dans le but de diminuer le bruit de fond et d’augmenter le nombre 

de particules décorées. De même, les essais dans le but d’identifier la région d’interaction 

d’autres co-facteurs sur cette particule sont pour l’instant non concluants (Tableau 10). 

 

 

Anticorps utilisés Conclusion 

Anticorps α RACK1 Bruit de fond important, présence d’agrégats,  pas de 

particules décorées observées 

Anticorps α ENP1 Bruit de fond important, 3 particules décorées visibles sur 623 

au totale observées 

Anticorps α RRP12 Bruit de fond important, présence d’agrégats,  pas de 

particules décorées observées 

Anticorps α PARN Bruit de fond important, présence d’agrégats,  pas de 

particules décorées observées 

Tableau 10 : Essais d’immuno-localisation en MET de RACK1, ENP1, RRP12 et PARN sur la particule 

pré-40S LTV1. (Résultats préliminaires). 
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.  

Figure 52: Immuno-localisation en MET d’ENP1 sur la particule pré-40S LTV1.  (Technique décrite dans 

le matériel et méthode) En a) Observation après coloration négative des particules pré-40S LTV1 incubées avec 

les anticorps dirigés contre ENP1. En b) Trois particule pré-40S décorées avec l’anticorps ENP1 indiqué  par 

une flèche rose, dans la région du bec, la plateforme de la particule pré-40S est indiquée par une flèche bleue 

 

III.2.4- RACK1 est présent sur les particules pré-40S humaines 

La comparaison de la structure de la particule pré-40S LTV1 avec le structure publiée 

chez la levure (Strunk et al., 2011) nous a permis de noter que, à l'inverse de son homologue 

chez la levure, la particule pré-40S humaine présente une densité localisée sur sa tête et 

formant une « oreille », caractéristique de la présence de la protéine RACK1. Cette protéine a 

également été identifiée par spectrométrie de masse comme étant associée à différentes 

particules pré-40S humaines. Elle est en effet présente dans des particules nucléolaires, 

purifiées grâce à l'étiquetage de la protéine NOC4, aussi bien que dans des particules pré-40S 
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cytoplasmiques intermédiaires (purifiées par LTV1) (Wyler et al., 2011), et tardives (purifiées 

par la protéine mutée RIO1(KD)) (Widmann et al., 2012). D'autre part, des expériences de 

criblage systématique ont identifié RACK1 comme étant impliquée dans la biogenèse des 

sous-unités ribosomiques humaines (Wild et al., 2010). L'ensemble de ces résultats nous a 

conduits à essayer de préciser le rôle de RACK1 dans la biogenèse de la petite sous-unité 

ribosomique humaine (cf chapitre 4 ci-dessous). Ces données font l'objet d'un manuscrit qui 

sera prochainement soumis pour publication.  

 

III.3-  Classification 3D 

 

Afin d'estimer le degré et la nature de l'hétérogénéité des particules utilisées pour la 

reconstruction 3D ci-dessus, nous avons ensuite effectué un essai de classification 3D. Pour 

cela, nous avons utilisé la structure consensus, filtrée à 50 Å de résolution, comme modèle 

initial, afin de générer 8 classes 3D. Les classes obtenues sont présentées Figure 52.   
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Figure 53 : Classification 3D des 54 436 particules conservées pour l’analyse d’images avec un nombre de 

classes K=8.  En a) les vues de surface des 8 variants structuraux générés sont représentées selon une vue du 

solvant et une vue de l’interface avec la grande sous-unité ribosomique. En b) l’histogramme représente la 

distribution des particules dans les classes 3D générées et le tableau indique les critères 

« _rlnAccuracyRotations » et « _rlnAccuracyTranslations », la troisième colonne du tableau correspond à la 

résolution pour un rapport signal sur bruit supérieur à 1. 
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Figure 54: Visualisation des sections des variants K5, K7 et K8 générés lors de la classification 3D des 

54 436 particules avec un nombre de classe K=8.  

 

 Contrairement aux essais de classification 3D réalisés sur les particules sélectionnées 

de manière non restrictive (cf. paragraphe B.II.2.1), les particules ne sont pas réparties de 

manière homogène dans les classes. La classe K5 regroupe 43 % de la population de 

particules, et la précision d'orientation de celles-ci est la plus élevée. Cette structure, d'allure 

plutôt compacte, a les dimensions suivantes : hauteur : 24,8 nm ; largeur 18,3 nm ; épaisseur : 

13,3 nm. D'autre part, la classe K7, à laquelle 15 % des particules ont été attribuées, possède 

le deuxième meilleur degré de précision d'orientation des particules. En outre, les sections de 

ces deux modèles semblent présenter un niveau de détail plus élevé que les autres classes 3D 

(Figure 53). Cette structure est plus haute et volumineuse que la classe K7, puisque ses 

dimensions sont les suivantes : hauteur : 29,1 nm ; largeur 18,8 nm ; épaisseur : 18,2 nm. La 

classe K8 est constituée par 13 % des particules. Sa vue de surface montre une structure 

présentant un bec très allongé, et des manques de densité au niveau du corps. Cette classe est 

constituée par une majorité de particules aberrantes résiduelles, comme l'a confirmé 

l'inspection visuelle de ce groupe de particules. Les cinq autres classes apparaissent comme 

des mélanges en proportions variables entre la conformation de la classe K5 et celle de la 

classe K7.  

Ces résultats renforcent l'idée que les particules pré-40S LTV1 sont très hétérogènes 

d'un point de vue structural. Nous avons répliqué cette classification 3D, et obtenu des 

résultats similaires : une classe regroupe 35 % des particules et a une morphologie très 

semblable à celle de la classe K5 du réplicat 1. Une deuxième classe renferme 14 % des 
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particules et est très semblable à la classe K8. Une troisième classe est majoritairement 

constituée de particules aberrantes et regroupe 10 % de la population totale de particules. 

Enfin, comme dans le premier réplicat, les 5 autres classes apparaissent comme un mélange 

entre les deux conformations « maxima » K5 et K7. 

Par ailleurs, les classes 3D générées présentent plus ou moins des densités manquantes 

selon les classes, dans la zone au centre du corps de la particule (Figure 52). Cette région est 

située à proximité de l’extrémité 5’ de l’ARNr 18S. Ceci suggère qu'il existerait des étapes de 

maturation de l'extrémité 5 'de l'ARNr 18S qui se produiraient dans la cytoplasme. Chez la 

levure, l’extrémité 5’ de l’ARNr 18S est clivée précocement par une endonucléase dans le 

noyau (Venema and Tollervey, 1995). A la différence de la levure, deux études in vitro ont 

montré que la maturation de l'extrémité 5 'de l'ARNr 18S serait effectuée en deux étapes 

(Hannon et al., 1989;. Yu et Nilsen, 1992). En premier lieu, une endonucléase cliverait le pré-

ARNr, trois bases avant l’extrémité 5’ mature de l’ARNr 18S dans le nucléole. Puis 

l’extrémité 5’ du pré-ARNr serait alors maturée dans le cytoplasme (Yu and Nilsen, 1992). 

Cette région, au centre du corps de la particule pourrait subir un  réarrangement structural lors 

de la maturation de l’extrémité 5’ de l’ARNr 18S. 

Ces expériences répliquées de classification 3D confirment le fort degré 

d'hétérogénéité structurale des particules pré-40S purifiées par LTV1, et suggèrent que cette 

hétérogénéité est le résultat de flexibilité et d'hétérogénéité compositionnelle.  

Lors de cette étude, nous avons déterminé la première structure 3D de particule pré-

40S intermédiaire chez l’Homme à 19Å de résolution. La position des co-facteurs sur cette 

particule est globalement conservée chez la levure. Cependant, la présence de RACK1 sur les 

précurseurs intermédiaires de la petite sous-unité humaine souligne une nouvelle différence 

chez l’Homme comparé à la levure. 

 

IV- Rôle de RACK1 dans la biogenèse de la petite sous-unité ribosomique 

humaine 

 

La détermination de la structure 3D des particules LTV1 à 19 Å de résolution nous a 

permis de confirmer la présence de RACK1 sur ces particules pré-40S cytoplasmiques 

intermédiaires. Ces données structurales nous ont incités à analyser plus avant le rôle de 
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RACK1 dans l'assemblage de la petite sous-unité ribosomique humaine. Pour cela, un 

ensemble d'expériences fonctionnelles a été réalisé dans l'équipe, par Lola Deveaux et 

Nathalie Montel-Lehry, sous la direction de Marie-Françoise O'Donohue. Les résultats de ces 

analyses sont résumés ci-après.  

 

IV.1- RACK1 est associée aux particules pré-40S dans le noyau 

 

RACK1 est présent dans des particules pré-40S purifiées en utilisant la protéine 

NOC4, protéine uniquement nucléaire, comme appât (Wyler et al., 2011), ce qui suggère que 

RACK1 est associée aux particules pré-40S nucléaires. La présence de RACK1 dans le noyau 

a été mise en évidence par plusieurs travaux, principalement basés sur des données 

fonctionnelles et sur des données de localisation. Les expériences d'immunofluorescence que 

nous avons menées indiquent que RACK1 ne s'accumule pas dans le nucléole, et que cette 

protéine est majoritairement localisée dans le cytoplasme, comme attendu pour une protéine 

ribosomique (Figure 54).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Localisation intracellulaire de RACK1 visualisé par immunofluorescence.   

Les cellules contrôle ou traité pendant 48h avec chacun des siARN ont été fixées puis la protéine RACK1 a été 

immnuolocalisée. La barre d'échelle correspond à 10µm  
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IV.2-  RACK1 est requise pour une maturation efficace du pré-ARNr 18S-E 

 

Afin de caractériser l'implication de RACK1 dans la maturation de l'ARNr 18S, le 

patron des pré-ARNr a été analysé après la perte d'expression de RACK1 induite avec 3 

siRNA différents. Nous avons vérifié par qRT_PCR que le niveau d'ARNm de RACK1 était 

réduit  à 5-15% du niveau normal par ces siRNA. Les précurseurs des ARNr produits après 

48h de traitement avec les siRNA ont été révélés par northern blot avec des sondes dirigés 

contre les espaceurs transcrits du pré-ARNr (Figure 55).  

Ces analyses montrent que la perte d'expression de RACK1 entraîne une accumulation 

du pré-ARNr 18S-E, ce qui traduit un défaut ou un retard de la formation de l'extrémité 3' de 

l'ARNr 18S. Les niveaux de précurseurs des ARNr de la grande sous-unité ne semblent pas 

affectés par la déplétion de RACK1 (FigureNB). Ces résultats indiquent que RACK1 est 

nécessaire pour une maturation optimale de l'ARNr 18S. 

Pour distinguer si l'accumulation du précurseur 18S-E était liée à un défaut de 

maturation ou à un retard d'export, des expériences de fractionnement noyau / cytoplasme 

menées après la perte d'expression de RACK1 et les ARN ont été analysé dans chacune des 

fractions (Figure 56a). Le pré-ARNr 18S-E s'accumule fortement dans le cytoplasme, ce qui 

indique un défaut dans la conversion du pré-ANRr 18S-E en ARNr 18S mature. Il semble être 

plus abondant dans le noyau par comparaison aux cellules contrôles, ce qui pourrait traduire 

également un retard dans l'export de ce pré-rRNA. Cependant, ce phénotype est moins 

prononcé que dans le cas de cellules n'exprimant plus RPS15, qui est nécessaire pour rendre 

les particules pré-40S compétentes pour leur export nucléaire (Léger-Silvestre et al., 2004). 

Ces données ont été complétées par la détection des ARN précurseurs de l'ARNr 18S par 

FISH en utilisant une sonde contre l'extrémité 5' de l'ITS1 (Figure 56b). Le signal de 

fluorescence augmente fortement dans le cytoplasme après la perte d'expression de RACK1, 

ce qui confirme les données de fractionnement subcellulaire.  
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Figure 56 Analyse par nothern blot des précurseurs de l’ARNr après 48h de traitement avec des siRNA 

contre l'ARNm RACK1  

Les ARN extraits de cellules traitées avec des siRNA contre RACK1, RPS15 et RPS24 ont été analysés avec des 

sondes s'hybridant à l'ITS1 ou à l'ITS2. Les cellules traitées avec les 3 siRNA contre RACK1 présentent 

principalement une accumulation de l'ARN 18S-E. Une augmentation de la quantité d'ARN 26S et 43S est 

également observées, mais n'est pas observées de manière reproductible (non montré). La perte d'expression de 

RPS15 et de RPS24 se traduisent respectivement par l'accumulation des pre-ARNr18S-E et 30S, comme déjà 

observé précédemment (Rouquette et al., 2005; Choesmel et al., 2008).  
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Figure 57: Localisation intracellulaire des précurseurs de l'ARNr 18S : fractionnement subcellulaire et 

hybridation in situ. (a) Les fraction cytoplasmique et nucléaire de cellule témoins ou traitée à l'aide des 

différents si ARN pendant 48h ont été isole et les ARN en ont été extraits. Apres séparation par électrophorèse 

sur un gel d'agarose 1,2 %, transfert sur une membrane de nylon puis révélation avec une sonde 5'ITS 

radiomarquée, les précurseurs de l'ARNr 18S ont été identifiés dans chacune des fractions. Total : ARN totaux 

avant fractionnement; cyto : ARNs totaux de la fraction cytoplasmique ; noyau : ARNs totaux de la fraction 

nucléaire. (b) En parallèle, les précurseurs de l’ARNr 18S ont été localisés in situ grâce à la même sonde 

couplée à une molécule fluorescente (5'ITS-Cy3). Les noyaux ont été colorés au Hoechst 33342. Les images ont 

été prises avec le même temps de pause et ont été traitées pour l'affichage de manière identique. 

 

a) 

b) 
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IV.3- RACK1 n'est pas strictement requis pour l'assemblage de la petite sous-unité 

ribosomique 

 

Afin d'évaluer l'impact du retard de maturation du pré-ARNr 18S-E observé après 

traitement avec des siRNA RACK1 sur l'accumulation de la sous-unité 40S, nous avons 

analysé sur gradient de saccharose les ribosomes des extraits cellulaires cytoplasmiques après 

48h de déplétion de RACK1 (Figure 57). Nous n'observons pas de déséquilibre majeur entre 

la grande et la petite sous-unité ribosomique. En comparaison, la perte d'expression de RPS26 

entraine une accumulation de sous-unités 60S libres par rapport aux sous-unités 40S libres et 

une baisse drastique de ribosomes 80S matures, ce qui est caractéristique d'un défaut de 

synthèse de la petite sous-unité ribosomique. 

Cependant, la perte d'expresion de RACK1 entraîne une baisse de la quantité des sous-

unités 40S et 60S libres, une augmentation significative du nombre de monosomes 80S et une 

diminution de la fraction des polysomes, ce qui suggère que RACK1 est requise globalement 

pour la traduction (Figure 57). Ce phénotype est à rapprocher de la perte d'expression de 

RPS25. La perte d'expression de toutes les autres protéines RPS entrainent un défaut drastique 

de production de l'ARN 18S (O'Donohue, 2010).  

L'ensemble de ces résultats indiquent que RACK1 est requise pour la maturation 

normale de l'extrémité 3' de l'ARNr 18S.  Elle pourrait en outre être impliquée dans un 

mécanisme global de régulation de la traduction. 
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Figure 58: Analyse des ribosomes sur gradient de saccharose après déplétion de RACK1.  

Après 48h de traitement avec les siRNA dirigés contre RACK1 ou RPS26, les fractions cytoplasmiques des 

cellules ont été extraites et ultracentrifugées sur un gradient de saccharose 10-50 %. (A). Les profils obtenus ont 

été comparés afin de déterminer l'effet de la perte d'expression des protéines (RACK1 ou RPS26) sur la 

formation des sous-unités 40S et 60S, de la particule 80S et des polysomes. (B) Les profils polysomiques ont été 

superposés afin de mieux voir l'effet de la déplétion de RACK1 sur la formation des particules ribosomiques.  
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C- Analyse structurale de particules pré-40S tardive RIO1(KD) 

 

Dans un second temps, nous avons déterminé la structure 3D de particules pré-40S 

cytoplasmiques tardives, purifiées par l'étiquetage du co-facteur RIO1 muté : son activité 

kinase a été supprimée (RIO1(KD)). La composition de ces complexes est plus simple que 

celle des particules pré-40S cytoplasmiques intermédiaires; en effet ces particules contiennent 

la totalité des RPS, le pré-ARNr 18S-E, auxquels trois co-facteurs de maturation (DIM2, 

NOB1 et RIO1(KD)) sont stablement associés (Widmann et al., 2012). Afin de réduire leur 

flexibilité intrinsèque et améliorer la résolution, les particules recueillies à la fin de la 

purification d'affinité ont subi un pontage chimique léger par une solution de glutaraldéhyde 

dont la concentration finale est de 0.1 % (cf. Matériel et Méthodes).  

En mars 2015, nous avons obtenu 48h de temps de faisceau sur le Titan Krios I du 

NeCEN (Leiden, Pays-Bas). Nous l'avons utilisé pour acquérir un jeu de données de 1265 

champ de particules (ou frames) RIO1(KD). Ceci correspond à environ 340 Go de données. 

Malgré un nombre 10 fois moindre de frames, la quantité de données informatique totale est 

quasi-équivalente à celle obtenue en 96h de faisceau pour les particules LTV1. Ceci est dû au 

fait que dans le cas des particules pré-40S tardives, les frames ont été acquis à la fois en mode 

« classique » (une seconde d'acquisition donne une image d'un même champ) et en mode 

« movie » (une seconde d'acquisition génère 7 images d'un même champ. Pour prévenir les 

effets de la dérive de l’échantillon sous le faisceau d’électron, ces 7 images sont alignées entre 

elles, et la somme des images est calculée, ce qui améliore la résolution de la nouvelle somme 

d'images.   

 Comme pour les particules pré-40S cytoplasmiques intermédiaires, l'analyse présentée 

ci-après a été réalisée sur les images acquises en mode « classique ». Par ailleurs, les 

conditions d'observation (grossissement, défocus) sont similaires à celles employées pour 

l'acquisition d'images de particules LTV1.  

 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS 

   

 

  149 

 

 

I- Pré-traitement 

 

Après une étape de vérification visuelle rapide, 1024 frames sont conservées, et leur CTF 

a été estimée par le programme CTFFIND3. Suite à l’inspection de leurs spectres de 

puissance, seulement 950 champs de particules ont été gardées pour l’analyse ultérieure. A 

partir de ces frames, les particules ont été sélectionnées de manière semi-automatique à l’aide 

de RELION 1.3. Les particules sélectionnées ont alors été extraites dans des boites de 384 

×384 pixels puis leur taille a été réduite par un facteur 2. Ces opérations ont généré un  jeu de 

43 252 particules. 

  

 

Figure 59 : Image d’un champ de particule pré-40S RIO1(KD) observé par cryo-MET (sur le Titan Krios I du NeCEN), 

où les particules entourées en bleu  ont été selectionées de manière semi-automatique 

 

II- Classification 2D 

 

Ensuite une étape de classification 2D a été réalisée par RELION 1.3, afin d’éliminer les 

particules aberrantes sélectionnées. Nous avons défini le nombre de classes 2D à 430, afin 

d'avoir en moyenne 100 images. Les résultats de la classification 2D sont présentés Figure 
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58a. La stratégie de sélection des classes 2D dite « restrictive » mise en place pour le jeu de 

données des particules LTV1 a été  employée. Seules les meilleures classes 2D, représentant 

des vues « caractéristiques » de la particule (Figure 58b)  ont été conservées pour l’analyse 

d’images ultérieures. Les particules composant les classes 2D très bruitées, vides ou 

correspondant à des agrégats, ont été éliminées (exemple Figure 58c). Au total, 85 classes 2D 

ont été conservées, ce qui représente un jeu de données de 32 864 particules.  

 

 

 

 

 

Figure 60: Résultats de la classification 2D. a) Représentation des 430 sommes de classes 2D générées. Les 

images appartenant aux classes entourées en rouge sont conservées pour l'analyse ultérieure. b) Détail de 

classes 2D dont les particules ont été gardées pour la suite de l’analyse d’images. c) Détail de classes 2D 

bruitées, non conservées pour l'analyse d’images. 
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III- Classification 3D 

 

Suite à cette étape de tri bidimensionnel, contrairement au jeu de données des LTV1, nous 

avons réalisé une classification 3D de ce jeu de données de 32 864 particules avant l'étape de 

raffinement 3D. Cette classification 3D a été réalisée afin de pouvoir trier  l’hétérogénéité 

structurale de l'échantillon, et de vérifier que la sélection des particules opérée ci-avant est 

optimale.  

Pour cela, nous avons employé comme modèle initial la structure 3D de la petite sous-unité 

ribosomique humaine mature (Anger et al., 2013, pdb accession code : 4V6X),  filtrée à 50 Å 

de résolution. Nous avons choisi de générer quatre classes 3D. Les résultats de cette 

expérience sont présentés dans la Figure 59. Cette classification 3D, réalisée en 29 itérations, 

semble être arrivée à une solution stable, puisqu'au cours des dernières itérations, seulement 

4.5% des particules changent de classes (Figure 59b). La distribution des particules entre les 

classes n’est pas homogène (Figure 59b). En effet, leur répartition varie de 17,3% pour la 

classe K4, qui regroupe le plus faible nombre de particules, à 30% pour la classe la plus 

peuplée (classe K2).  

Parmi les 4 classes générées, seule la classe K2, qui regroupe 10 028 particules, a une 

morphologie très similaire à celle de la petite sous-unité ribosomique (Figure 59a). Elle 

possède en outre la meilleure précision concernant l’alignement des images qui la composent. 

La structure 3D correspondant à cette classe K2 possède les dimensions suivantes : hauteur de 

28.0 nm ; largeur de 19.8 nm et épaisseur de 14.9 nm.  La classe K4 est la deuxième meilleure 

classe concernant la précision de l’alignement des images. Elle présente un bec allongé, et 

manque de densités au niveau du corps et de la tête comparé à la classe K2. Elle a une hauteur 

de 28,5 nm, une largeur de 22.9 nm et une épaisseur de 15.1 nm. La visualisation des images 

composant cette classe indique qu'elle est composée d'une majorité de particules aberrantes. 

De même, les classes 3D K1 et K3 ont des structures 3D peu ressemblantes à une petite sous-

unité ribosomique ; les particules qui les composent semblent être une combinaison de 

particules mal alignées et/ou ne correspondant à des complexes pré-40S.  
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Figure 61: Classification 3D des 32 864 particules conservées avec un nombre de classes K=4.  

En a) les vues de surface des 4 variants structuraux générés sont représentés selon une vue du solvant et une vue 

de l’interface avec la grande sous-unité ribosomique. En b) l’histogramme représente la distribution des 

particules dans les classes 3D générées et le tableau indique les critères de précision d'alignement 

« _rlnAccuracyRotations » et « _rlnAccuracyTranslations ». La troisième colonne du tableau correspond à la 

résolution pour un rapport signal sur bruit supérieur à 1. 
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IV- Raffinement de la classe 3D « K2 » 

 

Par la suite, nous avons raffiné la structure 3D des 10 028 particules appartenant à la 

classe 3D K2. Pour cela, ces particules ont été extraites du jeu de données total de 32 864 

particules. Pour cette étape de raffinement, nous avons utilisé comme référence initiale la 

structure de la classe 3D K2 générée lors de l'étape précédente, que nous avons filtrée à 50 Å 

de résolution. Cette étape de raffinement nous a permis d'obtenir une structure 3D particule 

pré-40S tardive ; la résolution de cette structure a été estimée à 22,6 Å par le programme de 

raffinement. Nous avons alors soumis cette structure à une étape de post-traitement, ce qui a 

généré une structure 3D améliorée (ie. masque binaire, filtre passe-bande de fréquences 

spatiales, « sharpening », cf Matériel et Méthodes)  et filtrée à 15,4 Å de résolution.  

 

Cette structure est présentée dans la Figure 60. Elle possède une forme générale et des 

dimensions similaires à celle de la petite sous-unité ribosomique humaine mature, et les 

domaines caractéristiques (tête, bec, corps et  plateforme) de la particule mature y sont bien 

définis (Figure 60a). La visualisation des sections de cette reconstruction3D montre que le 

corps présente un fort niveau de détail, et les structures formées par le pré-ARNr semblent 

visibles dans cette région. A l'inverse, le bec et l'arrière de la tête ainsi que la plateforme 

semblent être constitués de densités moins bien définies, plus floues (Figure 60b et c). Ceci 

pourrait traduire des zones moins bien résolues, présentant une plus forte variabilité 

structurale.   
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Figure 62: Structure 3D de la particule pré-40S RIO1(KD). 

 a) vues de surface. b) Sections de la structure 3D.c) Zoom sur une section de la reconstruction 3D avec des 

hélices de l’ARNr visibles. d) Estimation de la résolution de la structure avant et après post-traitement.    
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V- Analyse de la structure obtenue 

 

Afin d'analyser la structure 3D de particules pré-40S tardives obtenue ci-dessus, 

comme pour la structure des particules pré-40S cytoplasmiques intermédiaires, nous l'avons 

comparée à  celle de la petite sous-unité ribosomique mature humaine (Anger et al., 2013, pdb 

accession code : 4V6X) (Figure 61a et b). 

Pour ce faire, la structure 3D de la petite sous-unité mature a été filtrée à 19 Å de 

résolution et ajustée dans la carte de densité électronique de la particule pré-40S tardive par 

rigid body docking à l’aide de la commande « fit in map » du logiciel CHIMERA.  

Cette comparaison a permis de confirmer que toutes les RPS présentes à ce stade de 

maturation peuvent être accommodées dans la carte de densité électronique de la particule 

pré-40S tardive sans réarrangement majeur. En particulier, la densité formant l'oreille de la 

tête de la particule, et correspondant à la présence de RACK1 est présente sur ces particules 

pré-40S tardives. Elle est mieux définie que pour les particules pré-40S intermédiaires. Ceci 

semble indiquer que la position de RACK1 se stabilise au cours de la maturation de la petite 

sous-unité ribosomique.  

Cette première comparaison visuelle montre que si la structure de la particule pré-40S 

tardive est très similaire à celle de la petite sous-unité ribosomique mature, on peut distinguer 

des zones de densité supplémentaire sur la particule pré-40S. L'une d'entre elles est localisée 

entre le bas de la tête et le sillon de l'ARNm, au voisinage du site E de liaison de l'ARNt (côté 

plateforme). Une autre zone de densité supplémentaire est située sur le haut de l'hélice 44, à 

proximité du site P de liaison à l'ARNt (Figure 61a et b).   

Afin de mieux mettre en évidence les zones de densité supplémentaires de la structure de 

la pré-40S tardive par rapport à celle de la petite sous-unité mature, nous avons ensuite 

calculé une carte de différence entre ces deux structures, grâce à la commande « vop 

subtract » du logiciel CHIMERA. La visualisation de cette carte de différence, présentée dans 

la Figure 61c ci-après, permet de regrouper les densités supplémentaires en trois grands 

groupes, selon leur localisation et leur volume : 

(1) Du côté de l'interface avec le solvant, au niveau du milieu de la tête, on distingue des 

densités supplémentaires éparses. Cette observation pourrait indiquer que la tête ne 

possèderait pas encore sa position finale dans la particule pré-40S. D’autre part, ceci peut être 
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le reflet, sur la particule pré-40S tardive, d'un réarrangement structural des constituants de la 

particule 40S mature, ou bien de la présence de co-facteurs de maturation très flexibles  

associés à la particule RIO1(KD). De plus, un petit volume est retrouvé au niveau de la 

plateforme. Pour mémoire, le co-facteur de maturation Nob1 a été localisé sur la plateforme 

dans la structure de pré-40S de levure purifiée avec Rio2-TAP (Strunk et al., 2011), mais 

également dans la structure de pré-40S intermédiaire humaine présentée en B. Cette 

différence de densité, au niveau de la plateforme suggère un réarrangement de la structure de 

la plateforme entre les étapes de maturation cytoplasmiques intermédiaire et tardive.  

 (2) Au niveau du bas du corps, des zones de densité supplémentaires de taille moyenne 

sont retrouvées, l'une entre le pied gauche et le pied droit, et l'autre au niveau du bas de 

l'hélice ES3S formant le pied gauche de la structure. Il est difficile d'interpréter ce 

changement structural, qui pourrait, comme pour les phénomènes décrits en (1), correspondre 

à un réarrangement conformationnel et/ ou à la présence de co-facteurs de maturation. 

Cependant, à ce jour, aucun co-facteur de maturation n'ayant été localisé dans cette partie de 

la structure de la sous-unité ribosomique, le changement conformationnel de molécules 

intrinsèques à la particule 40S mature, semble être l’hypothèse la plus réaliste. 

(3) Enfin, la carte de différence présente une masse principale, située du côté de 

l’interface avec la 60S, au niveau du haut de l'hélice 44, se prolongeant dans le sillon de 

l'ARNm et se terminant entre la plateforme et la tête de la particule. Les données de CRAC 

établies chez la levure indiquent que la zone de liaison de Rio1 sur le pré-ARNr 20S est située 

en haut de l'hélice 44.  De la même façon, la zone d'interaction de Dim2 sur le pré-ARNr 20S 

a été attribuée, chez la levure, à des nucléotides des hélices 24, 28 et 45, situées sur le haut de 

la plateforme et le bas de l'arrière de la tête, côté interface avec la sous-unité 60S. Ces 

données indiquent que cette zone de densité supplémentaire pourrait être attribuée à la 

présence des co-facteurs RIO1 et DIM2. 

Afin d'explorer plus avant cette hypothèse, nous avons ajusté dans cette zone de densité 

supplémentaire les structures atomiques de RIO1 et DIM2 (code d'accession pdb respectifs : 

4OTP et 3AEV) par rigid body docking. Nous avons pour cela utilisé la commande « fit in 

map » du programme CHIMERA. Les résultats de ces essais sont présentés Figure 61d. 

L'ajustement de ces deux structures au vu de la taille des densités supplémentaires paraît 

correct ; cependant les structures utilisées sont plus petites que les protéines humaines 

correspondantes. En outre, nous n'avons pas effectué cette expérience d'ajustement (avec la 

commande « fit in map ») pour la structure de NOB1, qui est le troisième co-facteur de 
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maturation présent sur cette particule tardive. En effet la carte de différence employée révèle 

une petite densité supplémentaire au niveau de la plateforme, à laquelle on ne peut pas 

attribuer cette protéine avec confiance. 

 

Figure 63: Comparaison des structures 3D de la particule pré-40S intermédiaires  RIO1(KD) et de la sous-

unité 40S.  En a). Les vues de surface de la structure 3D de la particule pré-40S RIO1(KD) sont représentées en 

bleu clair, les astérisques jaune et orange correspondent à des densités supplémentaires sur la particule pré-40S 
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RIO1(KD) comparé à la petite sous-unité. En b) les vues correspondantes de la structure 3D de la petite sous-

unité ribosomique, filtrée à 19Å sont indiquées en gris. En c) La carte de différence entre les deux structures 3D 

(particule pré-40S et petite sous-unité filtré à 19Å) est représentée en bleu. Les densités supplémentaires sont 

indiquées par des flèches (la flèche rouge correspondant à la zone 1, la rose à la zone et la violet la zone 3). En 

d) Localisation hypothétique des co-facteurs sur la particule pré-40S RIO1(KD). La structure des co-facteurs 

DIM2, RIO1 sont indiquées en orange, jaune respectivement et ont été ajustées via la commande « fit in map ». 

Concernant NOB1 en bleu foncé, elle a été placée dans la carte de différence manuellement. La structure 3D de 

la petite sous-unité filtrée à 19Å de résolution est représentée en gris, les densités supplémentaires apparaissent 

sont en bleu transparent. 

 

 

 En conclusion, la structure 3D de la particule pré-40S humaine RIO1(KD) a été 

déterminée à 15Å de résolution. Il s’agit de la meilleure résolution obtenue, jusqu’à présent, 

pour une reconstruction 3D d’un précurseur de la petite sous-unité particule pré-40S 

eucaryote. Nous avons pu proposer un modèle de position des co-facteurs sur cette particule 

en nous basant sur les données de CRAC obtenues chez la levure. 
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L’objectif de ma thèse était d’étudier l’assemblage cytoplasmique de la petite sous-

unité ribosomique humaine. Ces travaux ont permis d’implémenter au laboratoire une 

approche d’analyse structurale à grande échelle basée sur la cryo-MET et à l’analyse 

d’images. J'ai ainsi pu déterminer la première structure 3D d'une particule pré-40S humaine. 

Ceci a permis d’une part de proposer un modèle de positionnement des co-facteurs de 

maturation sur la particule pré-40S étudiée, d’autre part de souligner une nouvelle divergence 

dans la formation de la petite sous-unité ribosomique humaine comparé à la levure, au vu de 

la présence de RACK1 sur les particules pré-40S humaines. Ensuite, j'ai également obtenu la 

structure tridimensionnelle d’une particule pré-40S à un stade de maturation plus tardif. La 

comparaison des structures de particules pré-40S obtenues a permis de mettre en évidence la 

présence de changements conformationnels des précurseurs de la petite sous-unité lors de leur 

passage d’un état intermédiaire à un état tardif de leur maturation. 

 

A- Mise en place de l’analyse structurale 

 

I-  Les particules pré-40S observées présentent des morphologies différentes 

suivant l'appât de purification employé. 

 

Au cours de cette étude, nous avons observé plusieurs types de particule pré-40S, 

purifiées en étiquetant les co-facteurs C21ORF70, ENP1, DIM2, LTV1 ou RIO1(KD). Nous 

avons ainsi purifié des précurseurs de la petite sous-unité ribosomiques à différentes étapes de 

leur maturation. Leur observation en coloration négative a révélé un seul type de particule si 

l'on utilise LTV1 ou RIO1(KD) comme appât, alors que les précurseurs isolés en étiquetant 

C21ORF70, ENP1 ou DIM2 présentaient plusieurs types de morphologie. 

En effet, outre des particules de dimensions et de morphologie très semblables à une petite 

sous-unité ribosomique mature, nous avons observé dans ces trois dernières purifications des 

particules globulaires, d'environ 30nm de diamètre, semblables à des particules 80S (Figure 

35). Deux hypothèses peuvent expliquer ces observations. D’une part, ces particules 

pourraient correspondre à des particules 90S formées lors des étapes très précoces de la 

maturation de la petite sous-unité. D’autre part, ces complexes pourraient également 

représenter des particules pseudo-80S, issues de l'association de la particule pré-40S avec une 
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grande sous-unité, comme décrit lors des étapes finale de la maturation de la petite sous-unité 

chez la levure.  

C21ORF70, ENP1 et DIM2 s’associent de façon très précoce avec les précurseurs de la petite 

sous-unité. Chez l’Homme, C21ORF70 n'interagit qu'avec des particules pré-40S nucléaires 

(Wyler et al., 2011). Ceci suggère donc que les particules globulaires purifiées via C21ORF70 

seraient des particules 90S.  

 L'identification des particules globulaires dans les purifications par DIM2 et ENP1 est 

plus ambigüe. Chez la levure, les co-facteurs Dim2 ou Enp1 co-sédimentent avec les 

particules pseudo-80S dans un gradient de sucrose (Strunk et al., 2012). De plus, Dim2 serait 

le dernier des co-facteurs à se dissocier de la particule pré-40S (Strunk et al., 2012). La 

composition en ARNr des particules DIM2 a été analysée par nothern blot. Ces données 

indiquent que ces particules sont composées du pré-ARNr 18 S-E, et ne contiennent pas de 

précurseur plus précoce de l'ARNr 18S (Figure 34). Ceci suggère donc que les particules 

globulaires observées seraient des particules cytoplasmiques tardives. De plus, lors de son 

stage M2 dans notre équipe, Ramtin Shayan a déterminé la structure 3D des particules pré-

40S purifiées via DIM2. Ces résultats préliminaires montrent que la morphologie des 

particules globulaires très semblable à celle des particules 80S. La présence de densités 

supplémentaires sur la particule 40S suggère que les particules globulaires pourraient 

correspondre à une association de la particule pré-40S avec une grande sous-unité. Nos 

observations pourraient donc représenter la première preuve de l'existence de particules 

pseudo-80S chez l'Homme.  

Nous avons choisi de focaliser notre étude structurale sur les particules pré-40S 

intermédiaires et tardives purifiées en étiquetant LTV1 et RIO1(KD). Ces particules 

présentent un seul type de morphologie, proche de celui de la petite sous-unité ribosomique 

mature, et sont donc plus simples à caractériser.  
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II-  Préparation des échantillons et acquisition d’images 

 

 Au cours de ma thèse, la difficulté technique la plus importante à laquelle j’ai été 

confrontée a été la détermination des conditions optimales de congélation des particules pré-

40S. En effet, ces échantillons sont difficiles à manipuler. La répartition des particules sur la 

grille n’est pas homogène. En outre, ces particules, peu stables, forment de plus en plus 

d'agrégats avec le temps, et ce malgré leur conservation en aliquots à -80°C. Nous devions 

produire les grilles assez rapidement après décongélation d'un aliquot, puisque les particules 

perdaient leur intégrité structurale au bout de 12 heures à 4°C ; d'autre part, une fois 

décongelé, nous étions dans l'obligation d'utiliser l'aliquot dans son entier, ou bien de le jeter, 

car les particules ne supportaient pas d'être recongelées. Malgré tout, après un grand nombre 

d'essais, nous avons pu trouver des conditions de vitrification où la concentration et le degré 

de monodispersité des particules étaient en adéquation avec l'observation en cryo-MET et 

l’analyse d’images (Tableau 5).  

 Dans le but d’obtenir des structures 3D à la plus haute résolution possible, il était 

essentiel d’acquérir des images des particules pré-40S sur des microscopes haute résolution de 

dernière génération. Pour cela, les grilles produites à Toulouse ont été envoyées à un centre de 

microscopie électronique haute résolution, le NeCEN (Leiden, Pays-Bas), équipé d’un Titan 

Krios avec une caméra à détecteur direct d’électrons (Figure 36). La difficulté de cette 

stratégie réside dans la coordination de toutes les étapes : réception de l'échantillon, 

congélation et vérification systématique des grilles, envoi rapide au NeCEN pour l’acquisition 

des images, afin de limiter la contamination des grilles due à leur stockage.  

 

III-  Analyse d’images 

 

 Lors de cette étude, l’analyse d’images a été effectuée avec le logiciel RELION 1.3 

qui permet, en plus de déterminer la structure 3D des particules étudiées, d’accéder à 

l’hétérogénéité structurale de ces particules. Cette suite de programmes a été conçue pour 

notamment minimiser l’intervention de l’utilisateur. Le raffinement de la structure 3D est par 

exemple autorégulé, ce qui permet d’éviter le biais dû à l’influence de l’expérimentateur lors 

de l’analyse d’images. La résolution des structures 3D des particules pré-40S intermédiaire 

(LTV1) et tardive (RIO1(KD)) est estimée à environ 19Å et 15Å respectivement (Figure 45 
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et 60). Ainsi, la résolution de la structure des particules LTV1 est équivalente aux résolutions 

estimées pour les structures 3D des particules pré-40S de levure (Strunk et al., 2011 ; Ghalei 

et al., 2015). En revanche, la structure 3D de la particule pré-40S RIO1(KD) a été obtenue à 

une résolution jamais encore atteinte pour des précurseurs de la petite sous-unité eucaryote. 

Chez les procaryotes, des structures de pré-30S ont été déterminées avec des résolutions allant 

de 11Å à 18Å (Jomaa et al., 2011 ; Leong et al., 2013 ; Guo et al., 2013).  

 La petite sous-unité mature est connue pour subir plusieurs types de mouvement lors 

de la traduction. Par exemple, le mouvement pivotant de la tête par rapport au corps de cette 

particule est nécessaire pour la translocation de l'ARNt lors de l'élongation de la traduction 

(Ben Shem et al., 2011). Une rotation du corps de la particule 40S est également observée 

chez la petite sous-unité ribosomique eucaryote (Budkevich et al., 2014, Khatter et al., 2015). 

Ainsi, la flexibilité de ces particules est un facteur limitant la résolution de leurs structures 

3D. 

Malgré cette flexibilité intrinsèque, l'obtention de structures de la sous-unité 40S à des 

résolutions subnanométriques est possible, mais nécessite une fixation chimique légère des 

particules, et/ou une sélection drastique des images employées dans la reconstruction 3D:  

- La structure 3D d'un complexe (reconstitué) de pré-initiation 43S de mammifère a été 

obtenue par l'équipe de J. Franck, à une résolution de 11.6 Å, à partir de 29 000 particules sur 

un total de 650 000 particules extraites (soit 2,4 % du jeu de données initial) (Hashem et al., 

2013). Cette équipe a aussi déterminé deux reconstructions 3D de ce complexe 43S en 

interaction avec l'IRES présent sur l'ARNm du virus de la peste porcine à des résolutions de 

8,5 Å et 9,5 Å à partir de 72 900 et 18 000 particules respectivement, sur un total d'environ 

630 000 particules extraites (Hashem et al., 2013). Très récemment, la structure 3D du 

complexe de pré-initiation 43S a été déterminée par cryo-MET à une résolution moyenne de 

6Å. Pour cela, 13% des particules extraites ont été incluses dans la structure 3D présentée 

(des Georges et al., 2015). 

- Dans l'équipe de Nenad Ban, un traitement au disuccinimidyl suberate, un agent pontant bi-

fonctionnel, a été utilisé pour former des complexes 43S stables (cf perspectives). Leurs 

structures a ainsi pu être déterminée à 6.47Å de résolution. Pour cela, deux jeux de données 

de 712 716 et 721 652 particules ont été acquis. La reconstruction 3D a été calculée à partir de 

27 354 particules de ces deux jeux de données combinés (Aylett et al., 2015). Ceci signifie 

que seulement 1,9 % des particules extraites sont incluses dans la reconstruction 3D calculée. 
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- Enfin, des structures 3D de la petite sous-unité ont déjà été déterminées à une résolution 

quasi-atomique (Khatter et al., 2015 ; Quade et al., 2015), mais seulement lorsque celle-ci est 

associée à la grande sous-unité formant le ribosome. En effet, l’interaction avec la particule 

60S permet de stabiliser la particule 40S. 

 Dans notre étude, la structure 3D des particules pré-40S LTV1 a été déterminée à 

partir de 54 436 particules, sur un total de 103 247 extraites. Environ 53 % ont donc été 

utilisées pour le calcul des reconstructions 3D de ces précurseurs intermédiaires de la petite 

sous-unité. La structure 3D des particules RIO1(KD) a été déterminée à partir de 10 028 

particules sur un total de 43 252 particules extraites. Ainsi 23 % des particules extraites ont 

été incluses dans cette reconstruction 3D. Une des solutions pour obtenir des structures 3D à 

meilleure résolution sera notamment d’acquérir un plus grand nombre d’image des particules 

étudiées pour augmenter les jeux de données (cf Perspectives). 

  

B- Analyse des structures des particules pré-40S humaines obtenues 

 

 L’analyse structurale mise en place durant ma thèse a permis de calculer les premières 

structures 3D de particules pré-40S humaines intermédiaires et tardives. Jusqu'à présent, seule 

la structure 3D d'un précurseur intermédiaire de la petite sous-unité chez la levure a été 

déterminé par cryo-MET (Strunk et al., 2011). 

 

I- Composition des différentes particules étudiées 

 

Il a été montré précédemment par l’équipe d’Ulrike Kutay que la particule pré-40S 

intermédiaire, purifiée en utilisant LTV1 comme appât, est composée des co-facteurs de 

maturation qui sont ENP1, LTV1, RIO2, TSR1, NOB1 et DIM2 (Wyler et al., 2011). Il est à 

noter que, à la différence de la levure, le co-facteur DIMT1L, homologue de Dim1 chez 

l’Homme, est une protéine exerçant sa fonction dans la biogenèse du ribosome dans le 

nucléole (Zorbas et al., 2015). De fait, cette protéine, qui entre dans la composition des 

particules pré-40S Rio2-TAP de levure (voir ci-dessous), n'a pas été retrouvée lors de 

l’analyse de la composition des particule pré-40S cytoplasmiques humaines par spectrométrie 
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de masse et western blot (Wyler et al., 2011 ; Widman et al., 2012). La particule pré-40S 

RIO1(KD), purifiée à un stade de maturation plus tardif, est de composition plus simple. En 

effet, elle est associée à seulement trois co-facteurs : RIO1(KD), DIM2 et NOB1 (Widmann 

et al., 2012).  

Chez la levure, les données protéomiques indiquent que la particule pré-40S intermédiaire 

purifiée via Rio2-TAP est constituée des co-facteurs Ltv1, Enp1, Tsr1, Dim2, Nob1, Dim1 et 

ne contient pas Rack1, Rps10 et Rps26 (Schafer et al., 2003 ; Strunk et al., 2011).  

Le complexe Ltv1-Enp1 est situé à proximité du site de fixation de Rps10. Cette protéine 

ne pourrait donc être recrutée que lorsque le complexe Ltv1-Enp1 est libéré de la particule 

pré-40S (Strunk et al., 2011). De même, la zone d’interaction de Rps26 est située au 

voisinage du site de fixation de Dim2 sur la particule pré-40S de levure. Ainsi, les auteurs de 

l'étude proposent qu'en présence de Dim2, Rps26 ne pourrait pas être associé à la particule 

pré-40S (Strunk et al., 2011). Dim2 étant le dernier des co-facteurs à être libéré des particules 

pré-40S, l’association de Rps26 avec la particule pré-40S aurait donc lieu lors d’une étape très 

tardive de sa maturation. Cependant, des données de la littérature vont à l’encontre de cette 

conclusion. En effet, une étude montre, par western blot, la présence de Rps26 dans des 

particules purifiées en utilisant Noc4 comme appât (Schutz et al., 2014). Noc4 est un co-

facteur de maturation qui n'est associé aux particules pré-40S que dans le nucléole (Grandi et 

al., 2002). Rps26 pourrait donc s'associer précocement à la particule pré-40S, dès le nucléole. 

 Ainsi, la chronologie d'association de Rps26 avec les précurseurs de la petite sous-

unité reste à éclaircir. Afin de concilier ces conclusions contradictoires, une hypothèse est que 

Rps26 pourrait être associée précocement aux particules pré-40S, mais de façon labile, et son 

interaction avec le précurseur de la petite sous-unité purifiée via Rio2-TAP serait perdue au 

cours de la purification. 

 Nous avons étudié la présence de RPS10 et RPS26 chez les particules pré-40S 

humaines purifiées à un stade de maturation intermédiaire et tardif. Christian Montellese, 

doctorant dans l’équipe de Ulrike Kutay, a mis en évidence par western blot que la particule 

pré-40S LTV1 ne contenait ni RPS10 ni RSP26. En revanche, ces deux protéines sont 

présentes dans la particule RIO1(KD) (Figure 48). Ces résultats sont en bon accord avec les 

travaux menés précédemment par notre équipe, qui ont permis de classer RPS10 et RPS26 

dans les pRPS (« progression RPS ») : ces pRPS sont requises pour les étapes tardives de la 

maturation de la particule pré-40S (O'Donohue et al., 2010).  
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 Comme pour la levure, la présence du module formé par LTV1 et ENP1 au niveau du 

bec de la particule empêche l'association de RPS10 aux pré-40S LTV1. Dans les particules 

pré-40S RIO1(KD), plus tardives, ce module a été relargué, permettant ainsi l'incorporation 

de RPS10 à la petite sous-unité. Concernant RPS26, on peut envisager que cette protéine soit 

associée de manière labile avec la particule pré-40S intermédiaire. Ainsi RPS26 se 

décrocherait de la particule pré-40S LTV1 au cours de la purification, comme cela pourrait 

être le cas chez la levure. Au cours de la maturation de la petite sous-unité, l’interaction de 

RPS26 avec la particule pré-40S se stabiliserait (Ferreira-Cerca et al., 2007). Ainsi son 

association avec la particule pré-40S RIO1(KD) n'est pas perdue lors de la purification. Une 

deuxième hypothèse est que, comme RPS10, RPS26 s’associe avec la particule pré-40S lors 

d'une étape tardive de sa maturation. En effet, chez l'Homme, la protéine RPS26 n’est pas 

présente dans les précurseurs précoces de la petite sous-unité purifiés en étiquetant 

notamment C21ORF70 ou NOC4. Des expériences complémentaires sont donc nécessaires 

afin de clarifier l'étape à laquelle RPS26 s’associe avec le précurseur de la petite sous-unité. 

Dans tous les cas, nos résultats montrent que dans la particule RIO1(KD), la présence de 

DIM2 n'empêche pas l'association de RPS26 à la petite sous-unité ribosomique (cf p171).  

 

II-  La particule pré-40S intermédiaire LTV1 

 

Les particules pré-40S intermédiaires présentent la forme globale d’hippocampe 

caractéristique de la petite sous-unité mature avec les domaines du bec, de la tête, du corps et 

de la plateforme. La reconstruction 3D de cette particule a été estimée à 19 Å de résolution 

(pour un coefficient FSC de 0,143). 

L'observation des sections de la structure 3D consensus de la particule pré-40S LTV1 

révèle peu de détails. Cette particule parait en général mal définie, et ce phénomène est 

accentué pour les domaines du bec et de la plateforme. Ceci témoigne de l'hétérogénéité 

continue, autrement dit de la grande flexibilité de ces particules intermédiaires et en 

particulier des régions citées ci-dessus.  

Les particules intermédiaires ont été purifiées en étiquetant le co-facteur LTV1 dans des 

conditions sauvages, c'est à dire non bloquées à un stade de maturation. Ce co-facteur est 

connu pour s’associer majoritairement aux particules pré-40S dans le cytoplasme mais aussi 

dans le nucléoplasme chez l’Homme (Zemp et al., 2009 ; Carron  et al., 2012). La solution de 
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particules purifiées par cet appât contient donc des particules pré-40S à des états de 

maturation différents. Ces particules, en cours de formation, très flexibles (voir ci-dessus), 

pourraient également présenter une certaine hétérogénéité compositionnelle (hétérogénéité 

discontinue). Ces différentes formes d'hétérogénéité peuvent être la cause de la résolution 

moyenne obtenue. 

  Un ensemble de données dans la littérature peut expliquer la flexibilité du bec et de la 

plateforme de la particule pré-40S. En effet, l’assemblage de la petite sous-unité ribosomique 

est séquentiel. Le domaine 3’ de l’ARNr 18S correspondant à la tête et au bec de la particule 

pré-40S se forme en dernier, suite à l’interaction des pRPS (Ferreira-Cerca et al., 2007 ; 

O’Donohue et al., 2010). Chez la levure, il a été suggéré que l’assemblage des co-facteurs 

Rio2, Tsr1, Ltv1 et Enp1 permet de maintenir la conformation flexible du domaine 3’ du pré-

ARNr 20S (Hector et al., 2014). De plus, une étude montre qu’un changement de 

conformation du bec interviendrait pour le passage du précurseur de la petite sous-unité au 

travers du CPN chez la levure (Schafer et al., 2006).  

 La région du pré-ARNr 20S contenant le site D chez la levure est connue pour être 

flexible (Granneman et al., 2010). De plus, l’une des dernières étapes connues de la formation 

de la petite sous-unité correspond au clivage de l’extrémité 3’ de l’ARNr 18S-E par NOB1 

pour donner l’ARNr 18S mature (Fatica et al., 2003 ; Fatica et al., 2004). L’endonucléase et 

l’extrémité 3’du pré-ARNr se situe au niveau de la plateforme de la particule pré-40S. La 

maturation de cette région n’est donc pas complète dans les particules pré-40S ce qui peut 

contribuer à la flexibilité de cette région.  

 De même, la flexibilité présente au niveau du centre du corps des particules pourrait 

être expliquée par la maturation incomplète de l’extrémité 5’ de l’ARNr 18S. Cette hypothèse 

a été formulée suite à l’observation des variants générés lors des essais de classification 3D  

(cf paragraphe B.III.3).     

La particule intermédiaire LTV1 présente une forme globale semblable à la petite 

sous-unité ribosomique mature. La comparaison de leurs deux structures tridimensionnelles a 

mis en évidence de densités supplémentaires sur la particule LTV1, qui correspondent à la 

présence des co-facteurs de maturation. En nous basant sur les données existantes pour la 

levure, expériences de CRAC (Granneman et al., 2010 ; Turowski et al., 2014) et structure 3D 

de la particule pré-40S obtenue en cryo-MET (Strunk et al., 2011), nous proposons un modèle 

de positionnement des co-facteurs sur cette particule pré-40S LTV1 . 



  DISCUSSION 

  169 

 

 

 Chez la levure, le co-facteur Tsr1 interagit avec ce précurseur de la petite sous-unité, 

coté interface avec la grande sous-unité, à proximité du site de liaison A de l’ARNt sur la 

petite sous-unité (Strunk et al., 2011). La densité supplémentaire présente au niveau de cette 

même zone chez la particule pré-40S humaine a donc été attribuée à TSR1. Il est à noter que, 

pour TSR1, les données de cryo-EM (concernant les particules humaines et de levure) et de 

CRAC ne sont pas en parfait accord. En effet, la position de Tsr1 sur la structure 3D des 

particules pré-40S ne correspond pas avec les sites principaux d'interaction de ce co-facteur 

avec l’ARNr 18S déterminés par les expériences de CRAC.  

 Chez la levure, l'endonucléase Nob1 est située sur la plateforme de la particule pré-

40S Rio2-TAP (Strunk et al., 2011). De plus, ses sites d’interaction sont localisés au niveau 

de l’hélice 40 (nucléotides 1390-1398) et de la région 5’ de l’ITS1, c’est-à-dire au niveau de 

la tête et de la plateforme de la particule (Granneman et al., 2010 ; Turowski et al., 2014). Par 

conséquent, la densité additionnelle située au niveau de la plateforme de la particule LTV1 a 

été attribué à NOB1. 

 Concernant, les co-facteurs ENP1 et LTV1, les données de CRAC indiquent que Enp1 

interagit avec l’hélice 33 (nucléotides 1256-1259) situé au niveau du bec de la particule et 

Ltv1 avec les hélices 16 (nucléotides 453-454) et h41/41A (nucléotides 1490-1491) présentes 

respectivement à proximité de l’épaule et du bec de la particule (Granneman et al., 2010). Si 

toutes les données s'accordent à montrer que le module Ltv1/Enp1 est situé à la jonction entre 

le bec et l'épaule de la pré-40S, le positionnement de Ltv1 par rapport à Enp1 sur la structure 

3D de la particule pré-40S Rio2-TAP est contradictoire. La première structure publiée 

propose que Ltv1 soit localisé sur le bec, et qu'Enp1 soit en dessous, à proximité du corps 

(Strunk et al., 2011). Néanmoins, une deuxième étude, menée par la même équipe, montre un 

positionnement inverse de Ltv1 et Enp1 (Ghalei et al., 2015). Afin de déterminer la position 

d’ENP1 sur la particule pré-40S LTV1, nous avons réalisé des expériences de localisation par 

immuno-EM. Nos résultats préliminaires suggèrent qu'ENP1 serait localisé dans la partie 

haute du bec ; LTV1 assurerait donc la jonction entre la tête et le corps de la particule. Ce 

résultat reste à confirmer, mais il est en bonne adéquation avec les données de CRAC et le 

deuxième modèle de positionnement proposé grâce à la cryo-MET.  

 Chez la levure, Rio2 est présent au niveau de la tête de la particule, aux alentours du 

site de fixation P de l’ARNt (Strunk et al., 2011). De plus, les données de CRAC indiquent 

que ce co-facteur interagit avec l’hélice 31 (nucléotides 1194-1196) dans la région du site 
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d’interaction P de l’ARNt (Grannman et al., 2010). Chez l’Homme, la densité supplémentaire 

localisée du côté de l’interface avec la particule 60S à proximité du site d’interaction P de 

l’ARNt sur la particule pré 40S, correspondrait donc à la présence de RIO2.  

Ces observations soulignent que la position des co-facteurs est globalement conservée 

entre l'Homme et la levure (Figure 62). Cependant, la comparaison des structures 3D de la 

particule pré-40S humaine et de levure montre que la forme des densités supplémentaires et 

l'orientation des co-facteurs peuvent présenter des différences entre ces deux organismes 

(Figue 62). En effet, chez la levure, la densité supplémentaire correspondant à la présence de 

Rio2 est orientée vers le sillon de l’ARNm. En revanche, chez l’Homme, cette densité a une 

forme allongé qui parcourt l’hélice 44 de l’ARNr 18S. De plus, la densité additionnelle 

attribuée à Tsr1 est orientée vers le corps de la particule pré-40S chez la levure, alors qu'elle 

est dirigée vers l'extérieur et le bec de la particule chez l’Homme. 

La comparaison de notre structure de particule pré-40S LTV1 humaine avec son 

équivalent chez la levure (particules Rio2-TAP) nous a permis de noter deux différences 

majeures (Figure 62). Tout d'abord, nous n'avons pas pu positionner DIM2 sur la structure de 

la particule LTV1 (cf ci-dessous). Mais, sur cette structure, nous voyons une densité formant 

« l'oreille », à l'arrière de la tête de la particule, qui correspond à la présence de RACK1. Cette 

protéine n'appartient pas à la particule pré-40S de levure Rio2-TAP (cf. II.3) 

Chez la levure, la position de Dim2 se trouve au niveau du bas de la tête et du haut de 

la plateforme du côté de l’interface avec la grande sous-unité, sur la structure de la particule 

pré-40S déterminée par cryo-MET (Strunk et al., 2011). De plus, le co-facteur Dim2 interagit 

avec les régions 5’ de l’ITS1, avec les hélices 45, 24 et 28 de l’ARNr 18S, situées au niveau 

du cou et de la plateforme de la particule pré-40S (Turowski et al., 2014). Pour la particule 

humaine, nous n’avons pas observé de densité supplémentaire correspondant à la présence de 

DIM2 sur la structure 3D consensus des particules pré-40S intermédiaires humaines, ni sur les 

variants structuraux générés. Or, l’étude de la composition de la particule LTV1 par western 

blot et spectrométrie de masse a mis en évidence la présence de DIM2 dans ces particules. 

Une première hypothèse pour expliquer ce phénomène est que DIM2 serait enfoui dans la 

plateforme de la particule LTV1, ce qui expliquerait l’absence de densité supplémentaire 

visible malgré sa présence dans les particules pré-40S LTV1. D’autre part, une deuxième 

hypothèse est que DIM2 serait très flexible et/ou associée de façon très dynamique à la 
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particule pré-40S donc non détectable sur la structure 3D du précurseur intermédiaire de la 

petite sous-unité. 

 

 

Figure 64: Modèle de positionnement des co-facteurs pour la particule pré-40S LTV1 purifiée à un stade 

de sa maturation dit intermédiaire en a) chez l’Homme et en b) chez la levure (d’après Strunk et al., 2011). 

La position des co-facteurs sur les précurseurs intermédiaires de la petite sous-unité est globalement conservée 

entre la levure et l’Homme 
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III-  RACK1, acteur du couplage correct de la maturation de la petite sous-unité 

ribosomique et de l'initiation de la traduction? 

 

RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) est une protéine de 36kDa. Elle possède 

une structure formée de 7 répétitions aspartate-tryptophane (WD repeats) et présente une 

homologie avec la sous-unité β de protéine G trimérique. RACK1 a été identifiée comme une 

protéine d’ancrage pour la forme active de la kinase C βII (PKC βII). Elle est exprimée de 

façon ubiquitaire dans les tissus des eucaryotes supérieurs (McCahill, et al., 2002). Plus de 

100 protéines sont connues pour interagir avec RACK1 et parmi elles, 72 ont leurs fonctions 

modulées par RACK1 (Gandin et al., 2013). Cette protéine est impliquée dans divers 

processus fondamentaux de la cellule comme le contrôle de la migration et de l’adhérence 

cellulaire, et la régulation de la traduction (McCahill et al., 2002 ; Nilsson et al., 2004 ; 

Gandin et al., 2013). En outre, RACK1 est un constituant de la petite sous-unité eucaryote 

mature (Sengupta el al., 2004). 

Les structures 3D que j'ai obtenues au cours de ma thèse révèlent la présence de 

RACK1, tant sur les particules pré-40S cytoplasmiques intermédiaires (LTV1) que tardives 

(RIO1(KD)). La présence de RACK1 dans les particules pré-40S LTV1 a aussi été mise en 

évidence par l’analyse protéomique (Wyler et al., 2011). Ceci représente une nouvelle 

différence dans la biogenèse des ribosomes chez l’Homme comparé à la levure. Nous avons 

donc décidé de caractériser le rôle de RACK1 dans la formation de la petite sous-unité chez 

l’Homme. 

 RACK1 est associée aux particules pré-40S cytoplasmiques. De plus, cette protéine a 

été retrouvée dans des particules pré-ribosomiques nucléaires, purifiées par l'étiquetage des 

co-facteurs de maturation NOC4 (Wyler et al., 2010) et C21ORF70 (C. Montellese, données 

personnelles). Ceci suggère que, chez l'Homme, RACK1 puisse être associé à des particules 

pré-40S nucléaires ou nucléolaires. Chez la levure, l'association de RACK1 aux particules 

pré-40S n'est pas aussi évidente. En effet, Asc1, l'orthologue de RACK1 chez la levure, est 

co-précipitée dans des particules pré-ribosomiques purifiées par Enp1-TAP (Schäfer et al., 

2003); ce co-facteur s'associe aux particules 90S dans le nucléole, mais a été également classé 

parmi les co-facteurs les plus tardifs de la maturation des pré-40S de levure (Strunk et al., 

2012 ; Hector et al., 2014). Au vu de cette observation, cette protéine pourrait s’associer avec 

la particule pré-40S soit de façon précoce dans le noyau, soit lors des étapes très tardives de 

maturation. De la même façon, en conditions de pontage chimique, Asc1 est associée au co-
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facteur de maturation étiqueté Fap7-TAP (Strunk et al., 2012). Mais ce co-facteur apparaît 

comme associé de manière très dynamique aux particules pré-ribosomiques (Hellmich et al.,, 

2013 ; Loc'h et al., 2014), et la méthode de purification en conditions de cross-link n'exclut 

pas d'éventuels artefacts d'association.  

 Cependant, Asc1 n’a pas été trouvé dans la structure de particules pré-40S 

cytoplasmiques intermédiaires (Strunk et al., 2011). A ce jour, aucune structure 3D de 

précurseur cytoplasmique tardif de la sous-unité 40S de levure n'a été résolue ; ceci pourrait 

permettre de statuer sur la présence d'Asc1 à cette étape de la maturation de la particule 40S 

de levure. De plus, la purification d'affinité par Asc1-TAP révèle l'association de l'ARNr 18S 

et de protéines ribosomiques à cette protéine-appât (Li et al., 2009 ; Schütz et al., 2014). En 

revanche, Asc1-TAP ne permet pas de co-précipiter de pré-ARNr 20S, ni de co-facteurs de 

maturation de la petite sous-unité ribosomique (Schütz et al., 2014). Ces données suggèrent 

qu’Asc1 est associé à la petite sous-unité mature et non aux particules pré-40S chez la levure. 

L‘étape de maturation à laquelle Asc1 s’associe à la particule pré-40S est donc peu clair à ce 

jour. 

 Asc1 n’est pas strictement requis pour la viabilité cellulaire. Néanmoins, l’interruption 

du gène Asc1 entraîne un phénotype de croissance lente (Kouba et al., 2012). Chez la souris, 

l’interruption du gène RACK1 entraîne la mort de l’embryon. Cependant, la déplétion de la 

protéine RACK1 par des outils de type siRNA ou shRNA semble peu influer sur la viabilité 

de lignées cellulaires humaines stabilisées, utilisées pour des expériences in cellulo (HeLa, 

HEK293...) (Majzoub et al., 2014 ; nos données). Ces données pourraient notamment 

s'expliquer par le fait que chez les mammifères, RACK1 serait requis dans les tissus 

nécessitant une forte production de ribosomes afin d'assurer leur développement. Par ailleurs, 

RACK1 est impliqué dans divers processus de migration cellulaire (pour revue, Gandin et al., 

2013), phénomène capital pour la formation de l’embryon.  

Chez l'Homme, un crible systématique a permis de détecter RACK1 parmi les 

protéines impliquées dans la maturation de la petite sous-unité. En effet, sa déplétion entraîne 

une accumulation cytoplasmique du cofacteur de maturation ENP1. Ce phénomène a permis 

aux auteurs de ce travail de classer RACK1 parmi les acteurs contribuant à la maturation 

cytoplasmique de la particule pré-40S humaine (Wild et al., 2010). La présence de RACK1 

sur les particules pré-40S cytoplasmiques que nous avons étudiées dans ce travail de thèse, 

ainsi que les données de la littérature, divergentes entre la levure et l'Homme, nous ont 
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conduits à essayer de préciser le rôle de RACK1 dans la biogenèse de la petite sous-unité 

ribosomique humaine. Les expériences de perte de fonction que nous avons réalisées dans 

l'équipe ont permis de montrer que l’absence de RACK1 retarde la maturation du pré-ARNr 

18S-E, le dernier précurseur de l'ARNr 18S mature. L'accumulation de 18S-E lors de la 

déplétion de RACK1 est un comportement typique d'une pRPS, le sous-groupe de RPS 

requises pour les étapes tardives de la maturation de la petite sous-unité ribosomique 

(O'Donohue et al., 2010). Les expériences de fractionnement subcellulaire que nous avons 

réalisées ont permis de préciser que RACK1 est requis pour la conversion du pré-ARNr 18S-

E cytoplasmique en ARN 18S mature, et ne semble pas être requis pour l'export nucléaire de 

la particule pré-40S. Ces données sont en accord avec les observations réalisées dans le crible 

systématique mentionné ci-dessus. 

De manière surprenante, la déplétion de RACK1 ne semble pas entraîner de défaut de 

formation de la petite sous-unité ribosomique humaine. En effet, lors de cette déplétion, on 

observe, sur gradient de sucrose, que les pics correspondant aux sous-unités 40S et 60S 

restent inchangés. En revanche cette déplétion entraîne une augmentation du pic 

correspondant aux particules 80S appelées «monosomes » et une diminution du nombre de 

polysomes. Ce phénomène semble propre à RACK1; en effet, la déplétion de toutes les autres 

RPS (à l'exception de RPS25) entraîne une diminution des pics correspondant aux sous-unités 

40S libres et à la particule 80S dite « monosome », couplée à l'augmentation du pic de sous-

unités 60S libres. L'augmentation du rapport monosome/polysomes, ainsi que la stabilité des 

pics de fractions 40S et 60S libres sur un gradient de sucrose est un marqueur de défauts de 

l'initiation de la traduction (Valasek et al.,, 2002 ; Deloche et al., 2004 ; Li et al., 2009 ; 

Kouba et al., 2012 ; Ferreira-Cerca et al., 2014). Cette analyse sur gradient suggère que 

RACK1 est impliqué dans une ou plusieurs étapes de l'initiation de la traduction. De fait, cette 

hypothèse est étayée par un nombre croissant de données de la littérature reliant directement 

RACK1 à l'initiation de la traduction eucaryote : 

- chez la levure, il a été démontré qu’Asc1 est requis pour l'initiation de la traduction : Asc1 

interagirait directement avec le domaine C-terminal de NIP1/eIF3c, et favoriserait ainsi 

l'assemblage du complexe multimodal eIF3 à la particule 40S (Kouba et al., 2012). Cette 

association n'a à ce jour pas été confirmée dans les structures 3D de complexes de pré-

initiation résolues chez la levure, (Erzberger et al., 2014 ; Aylett et al., 2015). Cependant, la 

structure du complexe de pré-initiation 43S de mammifère publiée récemment montre que 

eIF3c, bien que situé au niveau de la plateforme et établissant des contacts directs avec 
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Rps27, Rps13 et le segment ES7 et l’hélice 22 de l’ARNr 18S, n’interagit pas avec RACK1. 

En outre, cette structure révèle que c'est la sous-unité eIF3d du complexe eIF3 qui est en 

contact direct avec RACK1 (des Georges et al., 2015).  

- chez l'humain, plusieurs travaux indépendants ont attribué à RACK1 un rôle dans l'initiation 

de la traduction : 

(1) L'équipe de Stefano Biffo a montré comment RACK1 recrute la forme active de la 

PKCßII (isoforme ßII de la Protéine Kinase C) sur le ribosome. Celle-ci pourrait alors 

phosphoryler plusieurs facteurs d'initiation de la traduction, dont eIF6, un facteur d'anti-

association de la grande et de la petite sous-unité ribosomiques (Ceci et al., 2003 ; Grosso et 

al., 2008). Ainsi, RACK1 recruterait la forme active de la PKCßII, qui phosphorylerait eIF6. 

Ceci entraînerait le départ d'eIF6 de la sous-unité 60S, qui pourrait alors s'associer au 

complexe de pré-initiation 48S et démarrer la traduction. Mais l'inhibition de la dissociation 

d'eIF6 entraîne une augmentation des pics de sous unités ribosomiques libres et une 

diminution des pics de 80S et de polysomes (Ceci et al., 2003), ce qui n'est pas ce que nous 

observons lorsque nous déplétons RACK1. De plus, eIF6 est situé sur la grande sous-unité du 

côté de l’interface avec la petite sous-unité, en interaction avec Rpl23 (Gartmann et al., 2010). 

Au vu de la position d’eIF6 et Rack1 sur le ribosome 80S, leur interaction via la PKCßII 

semble difficile.  

(2) Un autre facteur d’initiation dont la phosphorylation serait assurée par le recrutement, via 

RACK1, de la PKCβII sur le ribosome, est eIF4E (Ruan et al., 2012). Le facteur d’initiation 

eIF4E fait partie du complexe eIF4F qui s’associe à la coiffe de l’ARNm et active celui-ci en 

le déroulant. Cet ARNm activé va se lier au complexe de pré-initiation 43S et former le 

complexe 48S, qui pourra ensuite enter en traduction. Il a été démontré que par cette action 

indirecte, la surexpression de RACK1 peut entrainer la fibrogènes de cellules hépatique 

quiescentes (Liu et al., 2015)    

(3) Récemment, des travaux ont montré que RACK1 est essentiel pour l'initiation de la 

traduction IRES-dépendante du virus de l'hépatite C (HCV) dans des cellules hépatiques en 

culture ; c'est aussi le cas pour la traduction IRES-dépendante du Virus de la paralysie du 

criquet (CrPV) chez la drosophile (Majzoub et al., 2014). Le rôle précis de RACK1 dans ces 

initiations non canoniques reste à élucider. L'une des hypothèses proposées par Majzoub et al. 

est que RACK1 et eIF3j auraient une action synergique dans ce processus. Il est à noter que 

chez la levure, la délétion de HCR1 (l'orthologue d’eIF3j) entraînait non seulement un 
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blocage de la traduction, mais aussi une accumulation du pré-ARNr 20S, révélant pour la 

première fois une protéine assurant un rétrocontrôle entre la fin de la maturation de la 40S et 

l'initiation de la traduction (Valasek et al., 2001). Cependant, nous avons essayé de reproduire 

ces résultats sur des cellules humaines HeLa, et n'avons pas observé de phénomène similaire 

(M.F. O'Donohue, données personnelles).  

Bien qu'un lien direct soit encore à établir, l'ensemble de ces données nous permet de 

proposer, pour la protéine RACK1 humaine, un rôle de capteur surveillant le déroulement 

correct de deux mécanismes: la fin de la maturation cytoplasmique de la particule 40S et 

l'initiation de la traduction. La proximité physique de cette protéine avec la plateforme de la 

petite sous-unité ribosomique, où ont lieu les dernières étapes de la maturation du 18S-E, et 

où s'associent également les acteurs du complexe de pré-initiation 43S et de la traduction 

IRES-dépendante, font potentiellement de RACK1 une protéine « sentinelle », 

stratégiquement localisée pour surveiller le couplage correct de ces mécanismes.  

 

IV-  La particule pré-40S tardive RIO1(KD) 

 

IV.1-  L'analyse de la particule tardive RIO1(KD) révèle de nouvelles différences de 

maturation de la petite sous-unité 40S entre l'Homme et la levure 

 

Le co-facteur RIO1 est une ATPase qui possède dans son site catalytique un acide 

aspartique, correspondant à l’acide aminé 244 chez la levure et 324 chez l’Homme. Lorsqu’on 

remplace cet acide aminé par une alanine, la protéine est alors incapable d’hydrolyser l’ATP 

(Ferreira-Cerca et al., 2014 ; Widmann et al., 2012). Chez la levure, le co-facteur Rio1 ainsi 

muté est majoritairement associé à des particules pseudo-80S ( Ferreira-Cerca et al., 2014). 

La particule pseudo-80S correspond à l’association de la particule pré-40S avec la grande 

sous-unité et représente une étape tardive dans la maturation de la petite sous-unité (cf 

introduction). En parallèle, des travaux ont montré que la forme native de la protéine Rio1 

interagit avec des particules pré-40S mais aussi avec des particules pseudo-80S (Turowski et 

al., 2014 ;  Ferreira-Cerca et al., 2014). Dans ce cas, environ 55 % des particules associées au 

co-facteur Rio1 sont des particules pseudo-80S (Turowski et al., 2014).  
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 Chez l’Homme, si la forme native de RIO1 s'associe de façon très dynamique avec la 

particule pré-40S, elle est stablement associée au complexe formé par les protéines PRMT5 

(Protein Arginin MethylTransferase 5) et MEP50/WD45, aussi appelé méthylosome. Associé 

au méthylosome, RIO1 jouerait un rôle d’adaptateur et permettrait le recrutement de la 

nucléoline pour sa méthylation par PRMT5 (Guderian et al., 2011 ; Widmann et al., 2012). 

En revanche, lorsque son activité enzymatique est inactivée, Rio1(KD) est alors stablement 

associé à des particules pré-40S tardives. Ces précurseurs tardifs, purifiés en utilisant 

RIO1(KD) comme appât, sont composés du pré-ARNr 18S-E, de toutes les RPS et de trois 

co-facteurs de maturation qui sont RIO1(KD), DIM2 et NOB1. L’activité enzymatique de 

RIO1 étant essentielle au clivage du pré-ARNr 18S-E et au relargage de DIM2 et NOB1, les 

particules RIO1(KD) sont bloquées à un stade de maturation juste avant le clivage au site 3 du 

pré-ARNr. (Widmann et al., 2012).  

 L'ensemble de nos données révèle une différence massive dans la maturation de la 

particule pré-40S humaine par rapport à la levure. En effet, chez l'Homme, aucune RPL n’a 

été détectée dans les particules RIO1(KD) par spectrométrie de masse. Dans cette même 

étude, l'analyse de l'extrait total sur gradient de sucrose démontre que la protéine RIO1(KD) 

est seulement présente dans la fraction correspondant aux particules pré-40S (Widmann et al., 

2012). Par ailleurs, l'observation par cryo-MET montre que les particules RIO1(KD) 

présentent un seul type de morphologie dont la forme et les dimensions sont similaires à la 

petite sous-unité mature. Ainsi chez l’Homme, la protéine RIO1 mutée est associée 

uniquement à des particules pré-40S, et non à des particules pseudo-80S comme cela a été 

montré chez la levure. Seule l'observation de particules globulaires purifiées grâce à 

l'étiquetage de DIM2 suggère l’existence des particules pseudo-80S chez l’Homme. Si ce 

résultat se confirme, nos données montreraient que la cinétique de formation des particules 

pseudo-80S est différente chez l’Homme et la levure, et que RIO1 n'interviendrait pas dans la 

maturation de la petite sous-unité de la même façon ou au même moment.  
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IV.2- Structure de la particule pré-40S tardive  

 

La structure 3D des particules pré-40S RIO1(KD) représente la première 

reconstruction 3D de précurseur de la petite sous-unité ribosomique à un stade tardif de 

maturation. L’observation des sections de la structure 3D des particules pré-40S tardives 

RIO1(KD) montre que, de même que la particule intermédiaire LTV1, les domaines du bec et 

de la plateforme présentent de la flexibilité. Cependant, le corps des particules RIO1(KD) est 

mieux défini que celui des particules LTV1. Ceci peut s'expliquer soit par le fait qu’il y aurait 

une stabilisation de la structure des particules pré-40S aux cours de leurs maturation ; soit par 

le traitement à la glutaraldéhyde qu’ont subi les particules pré-40S tardives dans le but de 

diminuer leur flexibilité. La comparaison de la structure 3D des particules RIO1(KD) avec 

celle de la petite sous-unité mature, par le calcul d'une carte de différences, a permis de 

souligner des densités supplémentaires chez la particule pré-40S, témoins de la présence des 

co-facteurs de maturation RIO1(KD), NOB1 et DIM2. En outre, la carte de différence révèle 

des densités additionnelles clairsemées sur la tête et le bec des particules RIO1(KD). Ceci 

pourrait suggérer que la tête de la particule n’aurait pas encore adopté sa position finale dans 

les particules pré-40S.  

L’attribution des densités correspondant aux co-facteurs sur les particules RIO1(KD) a 

été effectuée en se basant sur les données de CRAC obtenues chez la levure (Figure 63). En 

effet, celles-ci ont permis de déterminer le site d’interaction de Rio1 avec l’ARNr 18S, qui se 

situe en haut de l’hélice 44 (Turowski et al., 2014). La présence d’une densité additionnelle 

au niveau du haut de l’hélice 44 sur la structure 3D des particules humaines RIO1(KD) 

semble bien correspondre à la présence de RIO1. De même, le co-facteur Dim2 possède des 

sites d’interaction avec l’ARNr 18S présents sur les hélices 24, 28 et 45 qui sont localisés au 

niveau du haut de la plateforme et de l'arrière de la tête de la particule pré-40S (Turowski et 

al., 2014). Au vu de ces sites de fixation avec l’ARNr 18S de Dim2, la densité supplémentaire 

localisée dans le sillon de l’ARNm pourrait correspondre à la présence de cette protéine. De 

plus, cette densité additionnelle présente dans le sillon de l’ARNm a aussi été observée sur les 

structures des particules purifiées en étiquetant DIM2 (déterminées par Ramtin Shayan lors de 

son stage M2 dans notre équipe). Une petite densité supplémentaire est présente au niveau de 

la plateforme et pourraient correspondre à la présence de NOB1. Cependant, la structure de ce 

co-facteur n’a pu être ajustée de façon réaliste dans ces densités supplémentaires.  
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 La taille des densités supplémentaire assignées aux cofacteurs RIO1 et DIM2 permet 

un ajustement correct des structures de ces co-facteurs par rigid body docking à l’aide de 

CHIMERA. Cependant, toutes les structures existantes correspondent à des protéines plus 

petites que les protéines humaines pleine taille.  

- pour RIO1, la structure, déterminée par cristallographie, est celle d’un fragment de RIO1 

humain comprenant les acides aminés 143-494, incluant le domaine RIO kinase et les 106 

acides aminés de l’extrémité C-terminale. La boucle correspondant aux acides aminés 212-

243 n’a pas être observée, du fait de sa flexibilité ( Ferreira-Cerca et al., 2014). Ainsi, ce 

fragment de RIO1 contient 320 acides aminés alors que la protéine entière en contient 568. 

- La structure 3D de DIM2 a été résolue chez l’archébactérie P. horikoshii, elle inclut 

uniquement 219 acides aminés (Jia et al., 2007 ). Chez l’Homme, ce co-facteur est formé de 

252 acides aminés. 

- De même, la structure 3D de NOB1 a été déterminée chez P. horikoshii. Cette protéine 

contient seulement 147 acides aminés correspondant au cœur fonctionnel de cette 

endonucléase. La protéine humaine est composée de 412 acides aminés. 

Nos résultats de rigid body docking sont donc à prendre en considération avec précaution. 

Cette conclusion s’applique aussi pour les résultats de rigid body fitting obtenus chez la 

particule LTV1.  

 

 

Figure 65: Modèle de positionnement des co-facteurs pour la particule pré-40S RIO1(KD) purifiée à un 

stade de sa maturation tardif chez l’Homme 
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C- Comparaison des structures obtenues : modèle de transition structurale 

entre les particules intermédiaires et tardives. 

 

La comparaison des sections des deux structures obtenues montre que la particule pré-

40S RIO1(KD) est moins flexible que celle des particules pré-40S LTV1. Cette différence de 

flexibilité suggère que le précurseur de la petite sous-unité se stabilise au cours de sa 

maturation. La rigidification de la structure de la particule pré-40S lors de sa formation a déjà 

été démontrée chez la levure. En effet, les particules pré-40S intermédiaires associées aux co-

facteurs Rio2, Tsr1, Enp1 et Ltv1 sont plus flexibles que les particules pré-40S tardives, 

n’interagissant plus avec les co-facteurs cités ci-dessus (Ferreira-Cerca et al., 2007 ; Hector et 

al., 2014). Cependant, on ne peut pas exclure que le traitement à la glutaraldéhyde des 

particules pré-40S tardives joue un rôle important dans la diminution de flexibilité de ces 

complexes.  

La comparaison de la structure des particules pré-40S et intermédiaires et tardives 

obtenues lors de cette étude nous permet de proposer un modèle structural de transition entre 

les deux particules (Figure 64). Chez la levure, une étude montre que les particules pré-40S 

purifiées en étiquetant Rio2 ne contiennent pas Rio1. Il est proposé dans cette étude que la 

kinase Rio2 se dissocierait de la particule pré-40S, puis que Rio1 interagirait à son tour avec 

le précurseur de la petite sous-unité. De plus, cette étude suggère que le co-facteur Rio1 

interagirait avec la particule pré-40S suite à la dissociation d’Enp1 et Ltv1, une fois que la 

formation de la tête est achevée (Hector et al., 2014).  

 Chez l’Homme, les données de spectrométrie de masse et western blot ont montré 

l’absence de LTV1, ENP1, TSR1 et RIO2 sur la particule pré-40S RIO1(KD) (Widmann et 

al., 2012). Ainsi à l’exception de DIM2 et NOB1, les co-facteurs présents sur la particule pré-

40S LTV1 (LTV1, ENP1, TSR1 et RIO2) se dissocieraient avant le recrutement de RIO1. De 

même que chez la levure, les co-facteurs RIO2 et RIO1 ne peuvent pas être présents ensemble 

sur la particule pré-40 humaine. Nos données structurales montrent que les zones de 

localisation des kinases RIO1 et RIO2 sont similaires sur la particule pré-40S humaine. Notre 

hypothèse est donc que le co-facteur RIO1 remplacerait RIO2 sur la particule pré-40S, chez 

l'Homme. Il pourrait favoriser le départ de RIO2 de la particule pré-40S. RIO2 étant requis 

pour le relargage de LTV1 et ENP1, et LTV1 pour le recyclage de TSR1, nous proposons que 
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l'association de RIO1 à la particule pré-40S déclenche le relargage en cascade de RIO2, 

ENP1, LTV1 et TSR1.  

En outre, l’association de RIO1 avec le précurseur de la petite sous-unité semble 

entraîner un réarrangement structural de la plateforme de la particule pré-40S. Nous n'avons 

pas pu localiser DIM2 sur la particule pré-40S intermédiaire LTV1, mais elle semble 

clairement distinguable sur la particule tardive RIO1(KD). Nous proposons donc que : 

- le co-facteur DIM2, enfoui dans la plateforme des particules intermédiaires LTV1 puisse, 

lors de l'échange entre RIO2 et RIO1, être « expulsé » de la plateforme, pour se localiser à 

l'extérieur de celle-ci, au niveau du sillon de l’ARNm. Alternativement, il est possible que 

l’interaction de DIM2 avec les particules pré-40S LTV1 soit très labile. Dans les particules 

RIO1(KD), cette interaction est stabilisée, et clairement détectable. Nous proposons 

également que l'association de RPS26 se stabilise suite au réarrangement de la plateforme. 

Ainsi cette protéine ne se dissocierait pas de la particule pré-40S tardive au cours de sa 

purification. 

- Ce changement conformationnel de la plateforme serait alors à l’origine d'une rotation de 

NOB1. En effet, les densités supplémentaires que nous avons attribuées à cette endonucléase, 

d'abord parallèles à l'axe du corps de la 40S sur les particules LTV1, elles sont, dans les 

particules tardives RIO1(KD), perpendiculaire à celui-ci, « couchées » dans le sillon de la 

plateforme et très proches de l'extrémité 3' de l'ARNr 18S. Ceci pourrait être le reflet du 

changement de conformation de NOB1 nécessaire pour son rôle dans la maturation de la 

petite sous-unité. Les densités additionnelles que nous avons attribuées à la présence de 

NOB1 représentent un plus petit volume pour la particule pré-40S tardive RIO1(KD) que 

pour la particule intermédiaire LTV1. Ceci pourrait traduire le fait que les interactions de 

NOB1 avec la particule RIO1(KD), dans cette conformation « couchée », probablement prête 

à effectuer le clivage du pré-ARNr 18S-E soient plus labiles que dans les particules pré-40S 

LTV1.  

Des expériences d’immuno-précipitation in vitro ont montré que le co-facteur Dim2 interagit 

directement avec Nob1 (Woolls et al., 2011). Cette interaction entre les deux protéines avait 

également détectée par une expérience de double hybride (Tone and Toh, 2002). Ainsi, la 

libération de RIO2 pourrait être à l'origine du changement de conformation de DIM2 

entraînant par la suite un changement de conformation de NOB1, par une réaction en cascade. 

La libération de RIO2 peut aussi être à l’origine d’un remodelage de la plateforme de la 
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particule pré-40S, ayant pour conséquence un changement de conformation de DIM2 et 

NOB1. Chez la levure, un changement de conformation du pré ARNr permettant le 

positionnement adéquat de Nob1 pour qu'il puisse cliver le pré-ARNr 18S a été proposé 

(Lamanna et Karbstein, 2009). Des analyses phylogénétiques suggèrent que ce changement de 

conformation est conservé chez les eucaryotes (Lamanna et Karbstein, 2011). 

A partir de nos données structurales, nous proposons donc que les co-facteurs DIM2 et 

NOB1 nécessitent un remodelage structural de la plateforme pour exercer leurs fonctions.  
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Figure 66: Modèle de transition entre le stade de maturation intermédiaire et tardif des particules pré-40S 

chez l'Homme. Nous avons schématisé en a) les vues de l’interface des particules pré-40S aux stades 

intermédiaire (silhouette bleu foncé) et tardif (silhouette bleu clair) de leur maturation ; en b) vues de la 

plateforme de ces particules, afin de visualiser le changement de conformation de NOB1 lors du passage d’un 

stade intermédiaire à tardif de la maturation de la petite sous-unité. 

Au stade intermédiaire, DIM2 est indiqué en pointillés car il n’est pas visible sur la structure de la particule pré-

40S LTV1. La libération de RIO2 serait à l’origine d’un réarrangement structural de la plateforme de la 

particule pré-40S et/ou d’un changement de conformation de DIM2. Ceci aurait pour conséquence un 

changement de conformation de NOB1, le rendant compétent pour son activité d'endonucléase du pré-ARNr 

18S-E. 
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A-  Caractérisation structurale des particules pré-40S intermédiaires et 

tardives 

 

Dans cette étude, nous avons proposé un premier modèle de positionnement des co-

facteurs sur les particules pré-40S humaines purifiées à un stade de maturation intermédiaire 

et tardif. Afin de confirmer et affiner la localisation de ces protéines sur les précurseurs de la 

petite sous-unité, il est nécessaire d’obtenir des structures 3D à de meilleures résolutions. 

Pour cela, différentes méthodes seront employées. 

 

I.-  Diminution de l’hétérogénéité compositionnelle des particules pré-40S 

intermédiaires 

 

Le co-facteur LTV1 s’associe dans le noyau et reste lié à la particule pré-40S dans le 

cytoplasme. Par conséquence, les particules pré-40S intermédiaires purifiées en étiquetant 

LTV1 correspondent à différentes étapes de maturation. Ces particules présentent donc des 

différences dans leurs compositions. Il est primordial de diminuer cette hétérogénéité 

compositionnelle dans le but de calculer une structure 3D des particules pré-40S 

intermédiaires à une plus haute résolution. Pour cela, l’approche utilisée pour déterminer la 

structure des particules pré-40S tardive sera employée. Elle consiste à purifier des particules 

pré-40S bloquées à un stade de maturation. Pour cela, les particules pré-40S seraient purifiées 

en étiquetant un co-facteur dont l’activité enzymatique nécessaire pour la maturation serait 

inactivée. Ceci permettra d’isoler une population plus homogène des précurseurs de la petite 

sous-unité dont la composition en co-facteurs de maturation reste inchangée.  

 

II-  Fixation légère afin de diminuer la flexibilité des particules pré-40S 

 

Suite à la purification en tandem, la méthode de Grafix sera effectuée dans le but de 

réduire l’hétérogénéité des particules étudiées. Ceci consiste à séparer les particules isolées 

par centrifugation sur gradient de sucrose au quel est ajouté 0.1% de glutaraldéhyde afin de 

fixer les complexes. Cette approche a été utilisée pour étudier les structures des précurseurs de 
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la grande sous-unité et permet notamment de diminuer la flexibilité des particules étudiées 

(Weis et al., in press). Dans le même but, comme cela a été effectué pour calculer le complexe 

d’initiation 43S à 6,74Å de résolution (Aylett et al., 2015), des essais de traitement avec 

l’agent pontant disuccinimidyl suberate seront effectués.  

 

III-  Amélioration de la résolution : acquisition et analyse d’images 

 

L’acquisition des images sur camera à détecteur direct d’électrons se fera en utilisant 

le mode « movie » afin d’améliorer la résolution de la structure 3D calculée. Cette méthode 

consiste à acquérir plusieurs images d’un même champ durant un temps t, (différemment de la 

méthode conventionnelle pour laquelle une seule image est acquise au cours du même temps 

t.) Pour compenser la dérive de l’objet au cours de ce temps t, les images sont alors alignées 

puis re-sommées. La reconstruction 3D est calculée à partir de ces images sommées. Ceci 

permet de supprimer le mouvement de l’échantillon sous le faisceau d’électron ce qui permet 

d’améliorer fortement la résolution. Pour les particules tardives, dans un premier temps, les 

images issues du « mode movie » disponibles seront analysées et la structure 3D des 

particules pré-40S RIO1(KD) à partir de ces images sera à nouveau calculée. Cette 

reconstruction 3D devrait avoir une meilleure résolution que la structure 3D des précurseurs 

tardifs de la petite sous-unité présentée dans cette étude.  

Par la suite, il sera nécessaire d’acquérir de nouvelles images de ces particules pré-40S 

RIO1(KD) afin d’augmenter fortement le jeu de donnée. En plus d’augmenter la résolution, 

ceci permettra de faire des essais des classifications 3D pour accéder à l’hétérogénéité 

structurale de cet échantillon.  
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B- Vérification des modèles de positionnement des co-facteurs sur les 

particules pré-40S intermédiaires et tardives. 

 

Afin confirmer la localisation des co-facteurs sur les précurseurs intermédiaires ou 

tardifs de la petite sous-unité et étudier leurs interaction avec les RP et l'ARNr, des approches 

de flexible fitting seront employées. Pour cela, le logiciel MDFF (pour molecular dynamics 

flexible fitting) pourrait notamment être utilisé.  

D’autre part, on pourrait étudier la structure de particules pré-40S dont un co-facteur 

est manquant. Pour cela, les cellules HEK293 seront traitées avec des sh ARN dans le but de 

dépleter un cofacteur. La comparaison de la structure de ces particules pré-40S avec celle 

purifiées en condition sauvage permettra de localiser la zone d’interaction des co-facteurs sur 

le précurseur de la petite sous-unité. Cette approche a été utilisée pour déterminer la position 

de co-facteurs sur la particule pré-40S de levure (Strunk et al., 2011). Cependant, le problème 

auquel on risque d’être confronté dans cette approche est la quantité de particules purifiées 

dans les conditions ou un co-facteur sera deplété. En effet, la déplétion d’un co-facteur de 

maturation aura pour conséquence une diminution de la production de particule pré-40S. Il 

sera important de bien choisir la protéine appât afin de purifier les précurseurs de la petite 

sous-unité en concentration adéquate pour la cryo-MET et l’analyse d’images. Les co-facteurs 

LTV1 et DIM2 représentent de bons candidats. En effet, en condition sauvage, ces co-facteurs 

permettent de purifier des particules pré-40S en grande quantité. 

Une autre méthode pour confirmer ou infirmer la localisation des co-facteurs serait de 

produire des particules pré-40S reconstituée. Pour cela, les particules 40S matures purifiées 

sur gradient de sucrose seraient incubées avec le co-facteur recombinant étudié. La structure 

de cette particule reconstituée serait déterminée et comparée à la petite sous-unité afin de 

localiser le co-facteur sur la particule pré-40S. Cette approche a permis de déterminer la zone 

d’interaction de co-facteurs sur la particule pré-60S (Greber et al., 2012) et chez la particule 

pré-40S de levure (Ghalei et al., 2015). Cependant, l’inconvénient de cette approche est que 

les particules sont reconstituées à partir de la petite sous-unité mature. Cette méthode ne 

prend pas en considération des remodelages structuraux présents chez la particule pré-40S 

comparé à la particule 40S mature. 
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C-  Etudes des autres particules pré-40S disponibles 

 

A plus long terme, une fois la structure 3D des particules pré-40S cytoplasmiques 

déterminée et caractérisée, il serait intéressant d’étudier la structure 3D des précurseurs de la 

petite sous-unité nucléaire. De telles particules, purifiées en utilisant C21ORF70 comme 

appât, sont disponibles.  

 

Les particules pré-40S étudiées seront ordonnées selon la chronologie de la maturation de la 

petite sous-unité. Leur comparaison permettra de visualiser d’éventuels remodelages 

structuraux nécessaires à la formation de la particule 40S mature. Nos données suggèrent que 

des réarrangements structuraux semblent exister lorsque la particule pré-40S humaine passe 

d’un stade intermédiaire à un stade tardif de sa maturation. De nouvelles hypothèses sur le 

mécanisme de production de la petite sous-unité et l’action des co-facteurs seront alors peut-

être proposées. Par exemple, le mode d’action de DIM2 comme régulateur de NOB1 pourrait 

être décrit, d’un point de vue structural. Les hypothèses émises grâce à ce travail seront alors 

vérifiées par des expériences fonctionnelles. 
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