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 Abréviations 

 
Å  Angstro  m 
A, C, G, T, U, N  adénine, cytosine, guanine, thymine, uracile, N : l�un des 4 nucléotides  

ADN  acide désoxyribonucléique 
ADNc ADN complémentaire 

ARE AU-Rich Element 
ARN acide ribonucléique 

ARNm ARN messager 
ARNr ARN ribosomique 

ARNt ARN de transfert 
ARNt[Ser]Sec ARN de transfert sélénocystéine 

ATP adénosine 5�-triphosphate  
CBC cap binding complex 

CBP Cap binding pocket 
C.elegans Caenorhabditis elegans  

3'CITE 3� cap-independent translation enhancer 
cpm coups par minute 

CRD cystein rich domain 
CRM1 chromosome region maintenance-1  

C-terminal carboxy-terminal  
DIO iodothyronine de  siodase 
DTT dithiothreitol 
E.coli Escherichia coli 

eEF facteur d'élongation eucaryotique 
eEFSec facteur d�élongation spécifique de la sélénocystéine   

4E-SE eIF4E Sensitive Element 
eIF facteur d'initiation eucaryotique 

EJC exon junction complex 
eRF facteur de terminaison eucaryotique 

g gramme 
GAP GTPase-activating protein 

GFP green fluorescent protein 
GPx glutathion peroxydase 

GSH glutathion 
GST glutathion-S-transférase 

GTP guanosine 5�-triphosphate 
HA hémagglutinine 

IDP intrinsically disordered protein 
IP immunoprécipitation 

IRES internal ribosomal entry site 
kDa kilo Dalton 

  micro 
M molaire 
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m7G coiffe monométhylguanosine  
m3G coiffe triméthylguanosine (m3

2,2,7G) 

MEP50 methylosome protein 50 
Mg magnésium 

min minute 
mRNP RNP d�ARN messagers 

NES nuclear export signal 
NLS nuclear localisation signal 

NMD nonsense mediated decay 
NOP58 Nucleolar protein 58 

NSEP1 nuclease sensitive element binding protein 1 
Nt nucléotide 

N-terminal  amino-terminal 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

Pb paire de bases 
PCR polymerase chain reaction 

PHAX  phosphorylated adaptor for RNA export  
PH-GPx phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase 

pICln chloride conductance regulatory protein 
pol II ARN polymérase II 

pré-ARNm précurseur des ARN messagers 
PRMT5 Protein arginine N-methyl transferase 5 

PSTK O-phosphoséryl-ARNtSec kinase  
PTC premature translation termination codon 

R purine 
RE réticulum endoplasmique 

RIP immunopurification de complexes ribonucléoprotéiques 
RNP  particule ribonucléoprotéique  

RRL rabbit reticulocyte lysate 
RT transcriptase inverse  

S.cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae  

SAM S-adenosyl-methionine 

SBP2 SECIS binding protein 2 
 scaRNP RNP des corps de Cajal 

 sDMA diméthylarginines symétriques 
SDS sodium dodécyl sulfate 

Se sélénium  
Sec sélénocystéine 

Sec-ARNt[Ser]Sec sélénocystéinyl-ARNtSec 
SECIS selenocysteine insertion sequence 

SelD sélénophosphate synthétase bactérienne 
SelN  sélénoprotéine N 

Sep-ARNt[Ser]Sec phosphoséryl-ARNtSec 
SepSecS sélénocystéine synthase humaine 

Ser sérine 
SerRS séryl-ARNt-synthétase 
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siARN petit ARN interférent 
SID sec incorporation domain 

SMA atrophie musculaire spinale  
SMN  survival of motor neurons 

snARN ARN nucléaire 
snoARN ARN nucléolaire 

snoRNP  RNP nucléolaire 
snRNP RNP nucléaire 

SPS sélénophosphate synthétase 
SRE selenocysteine redefinition element 

SRP signal recognition particle 
TAP-tag  tandem affinity purification-tag 

TBE Tris borate EDTA 
TCA acide trichloroacétique 

Tgs1 trimethylguanosine synthase 1 
TMG trimethylated guanosine (coiffe) 

TrxR thiorédoxine réductase 
U unité 

UTR région non-traduite 
VRC vanadyl ribonucleotide complex 

YFP yellow fluorescent protein 
°C degré Celsius 

Y2H  test de double hybride chez la levure 
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Introduction 

I Les sélénoprotéines 

I.1 Sélénium et sélénoprotéines 

I.1.1 Le sélénium 

Découvert en 1817 par Jöns Berzelius, le sélénium doit son nom à la déesse grecque 

de la lune, Sêlenê. Le sélénium est un élément chimique, appartenant à la famille des 

chalcogènes dans la classification périodique des éléments de Mendeleïv. Longtemps 

considéré comme toxique, il se révèle également être un oligoélément essentiel (pour 

revue, Lee and Jeong, 2012). Le sélénium, présent dans le sol, est assimilé par les 

micro-organismes et les végétaux, qui sont à l�origine de son incorporation dans la 

chaine alimentaire. La teneur des sols en sélénium varie beaucoup selon les zones 

géographiques, ce qui se traduit par une inégalité dans l�apport de sélénium par 

l�alimentation. Ainsi, dans certaines régions d�Asie, on observe, chez l�homme, des 

carences en sélénium pouvant conduire à de graves problèmes cardiaques (maladie de 

Keshan), osseux (maladie de Kashin-Beck), ou neuro-musculaires ( pour revue, voir  

Bellinger et al., 2009; Roman et al., 2014). Des fortes carences en sélénium sont 

également associées à diverses pathologies telles que des retards mentaux, des 

déficiences immunitaires, des myopathies et des cancers (Chen et al., 2013b; Lescure 

et al., 2008; Rayman and Rayman, 2002). Le sélénium est essentiel pour la santé 

humaine et l�apport journalier conseillé est de 100 à 120  g (pour revues, Hatfield et 

al., 2009; Rederstorff et al., 2006; Roman et al., 2014; Stoffaneller and Morse, 2015). 

Le métabolisme du sélénium chez l�homme est représenté sur la Figure 1. Le 

sélénium provient de la nourriture, principalement d�origine végétale, mais également 

des viandes rouges et des poissons, et est assimilé sous différentes formes (sélénate, 

selenométhionine, sélénocystéines,  -glutamyl-CH3-sélénocystéine�). Lorsque le 

sélénium est en excès, il peut réagir avec l�oxygène, formant des radicaux oxygénés 

toxiques. Des voies d�excrétions sont alors mises en place par les cellules pour 

procéder à l�élimination de composés séléniés.  
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Figure 1. Métabolisme du sélénium provenant de l�alimentation chez l�homme (d�après Chen et 
al.,  2013) 
Les éléments séléniés provenant de l�alimentation sont représentés en vert. La voie de synthèse des 
sélénoprotéines est indiquée en rose et les voies d�excrétions des composés séléniés sont en orange. 
L�oxydation du sélénure d�hydrogène est toxique pour la cellule (violet). SeMet, sélénométhionine ; 
SeCys, sélénocystéine ; GSSeSG, séléno-diglutathion ;  -glutamyl-CH3SeCys,  -glutamyl-méthyl-
sélénocystéine ; H2Se, sélénure d�hydrogène ; HSePO3

2-, sélénophosphate ; CH3SeCys, 
méthylsélénocystéine ; CH3SeH, méthylsélénol ; (CH3)2Se, diméthyl-sélénite ; SeO2, dioxyde de 
sélénium ; (CH3)3Se+, ion triméthylsélénium.  

La forme biologique majeure du sélénium est l�acide aminé sélénocystéine (Figure 1 

et 2) qui est incorporé par un mécanisme spécifique dans les sélénoprotéines (Flohe et 

al., 2000), dont les fonctions sont essentielles pour les cellules (Korotkov et al., 

2002a).  

Figure 2. Le sélénium est incorporé dans les sélénoprotéines sous forme de sélénocystéine. 

Le sélénium (Se) est un élément chimique de la famille des chalcogènes, de numéro atomique 34 et de 
masse atomique 78,96. L�acide aminé sélénocystéine est incorporé spécifiquement dans le site actif des 
sélénoprotéines. 
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I.1.2 La sélénocystéine 

La sélénocystéine, considérée comme le 21ème acide aminé, est la forme biologique 

majeure du sélénium. Il s�agit d�un analogue de la cystéine dont le groupement thiol 

est remplacé par un groupement sélénol (Figure 2 et 3). La sélénocystéine est présente 

dans le site catalytique des sélénoprotéines et y est incorporée de manière co-

traductionnelle. A pH physiologique, le groupement sélénol de la sélénocystéine 

isolée (pKa=5,2) est ionisé, contrairement au thiol de la cystéine (pKa=8,5). En raison 

de sa configuration électronique, le sélénolate est un meilleur nucléophile que le thiol, 

ce qui lui confère un potentiel réducteur beaucoup plus important. Ceci se traduit par 

une activité catalytique accrue des sélénoprotéines en comparaison de celle de leurs 

homologues à cystéine (pour revue, Muttenthaler and Alewood, 2008), et le 

remplacement de la sélénocystéine par la cystéine conduit à une diminution drastique 

de l�activité enzymatique des sélénoprotéines (Gasdaska et al., 1999; Kim et al., 2006, 

2015; Lee et al., 2000). La puissante activité réductrice que confère la sélénocystéine 

semble justifier l�origine des sélénoprotéines dont la synthèse est très complexe et 

coûteuse en énergie pour la cellule. En effet, l�acide aminé sélénocystéine est 

incorporé dans les sélénoprotéines en réponse à un codon UGA, reconnu 

habituellement par la machinerie traductionnelle comme l�un des trois codons stop 

(Chambers et al., 1986). La synthèse des sélénoprotéines requiert un mécanisme de 

recodage traductionnel qui implique le recrutement de plusieurs facteurs spécifiques 

vers les ARNm de sélénoprotéines (Allmang et al., 2009). 

 

Figure 3. L�acide aminé sélénocystéine est un analogue de la cystéine. 

Le groupement thiol de la cystéine est remplacé par un groupement sélénol au niveau de l�analogue 
sélénocystéine. Ces deux acides aminés ont un pKa différent.  
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I.1.3 Les sélénoprotéines 

Les sélénoprotéines sont retrouvées dans les trois domaines de la vie, les bactéries, les 

archées et les eucaryotes, elles sont également présentes chez certains virus (Mix et 

al., 2007; Shisler et al., 1998). Cependant, toutes les espèces n�ont pas de 

sélénoprotéines. Ainsi, chez les levures, les plantes supérieures et certains insectes, les 

facteurs nécessaires à la synthèse des sélénoprotéines sont absents et ces espèces 

expriment des orthologues remplaçant l�acide aminé sélénocystéine par la cystéine 

(Johansson et al., 2005; Lobanov et al., 2008). Le nombre de sélénoprotéines codées 

par les génomes des différents organismes (ou sélénoprotéomes) est très variable. Le 

plus grand sélénoprotéome est celui de l�algue pélagophyte Aureococcus 

anophagefferens qui comprend 59 sélénoprotéines (Gobler et al., 2013) alors que le 

nématode C. elegans ne possède qu�une sélénoprotéine unique (Taskov et al., 2005). 

L�analyse des sélénoprotéomes a fourni des informations quant à l�évolution de 

l�utilisation de sélénocystéine. De manière générale, les plus grands sélénoprotéomes 

sont retrouvés chez les organismes aquatiques (poissons et algues), tandis que les 

organismes terrestres ont réduit le leur en remplaçant la sélénocystéine par son 

homologue cystéine. Ainsi, l�évolution des sélénoprotéines semble dépendre de la 

disponibilité du sélénium dans l�environnement dans lequel les organismes se 

développent (Lobanov et al., 2009). A ce jour, 25 gènes de sélénoprotéines ont été 

identifiés dans le génome humain (pour revue, Bellinger et al., 2009; Hatfield et al., 

2014; Labunskyy et al., 2014; Lobanov et al., 2009) (Figure 4). Peu d�homologies de 

séquences sont retrouvées entre les différentes sélénoprotéines et, pour la majorité, 

leur fonction exacte n�est pas connue. La sélénocystéine est soit localisée dans la 

région N-terminale de la protéine, où elle fait partie du site actif, soit dans la partie C-

terminale où elle est impliquée dans des transferts d�électrons (Hatfield and 

Gladyshev, 2002; Kryukov et al., 2003a). La sélénocystéine de nombreuses 

sélénoprotéines est incluse dans un motif CXXU (C=Cys, U=Sec et X=un acide 

aminé quelconque), similaire au motif CXXC retrouvé dans le site actif de la 

thioredoxine (Dikiy et al., 2007; Ferguson et al., 2006; Ladenstein et al., 1979; Lu and 

Holmgren, 2009; Novoselov et al., 2007). Ce motif est impliqué dans l�activité 

d�oxydo-réduction des sélénoprotéines (Hatfield and Gladyshev, 2002; Kryukov et 

al., 2003a). Les structures de plusieurs sélénoprotéines ont été déterminées par 

cristallographie ou résonance magnétique nucléaire (RMN), elles sont représentées 
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dans la Figure 5. Plusieurs sélénoprotéines sont caractérisées par un repliement de 

type thioredoxine (Figure 5B et C), tandis que d�autres présentent des repliements 

différents, similaires aux glutathion réductases par exemple (Figure 5A).  

Figure 4. Sélénoprotéome eucaryote. 

La séquence en acide aminé des différentes sélénoprotéines est représentée par un rectangle gris et la 
position de l�acide aminé sélénocystéine par un trait noir. DIO: iodothyronine désiodase, GPx: 
glutathion peroxydase, TrxR: thiorédoxine réductase, SPS: sélénophosphate synthétase, Sel: 
sélénoprotéine, Msr: méthionine sulfoxyde réductase. (pour revues, Hatfield et al., 2014; Labunskyy et 
al., 2014; Roman et al., 2014).  

Les sélénoprotéines, de part leur importante activité redox, sont impliquées dans des 

mécanismes variés tels que la défense cellulaire contre les stress oxydants 
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(Steinbrenner and Sies, 2009), la fertilité masculine (Guerriero et al., 2014; Imai et al., 

2009), le métabolisme thyroïdien (Beckett and Arthur, 2005; Köhrle, 2013), la 

réponse immunitaire (Steinbrenner et al., 2015), le développement des muscles 

(Castets et al., 2012; Rederstorff et al., 2006) et la protection des télomères (Squires et 

al., 2009). La fonction des 25 sélénoprotéines du sélénoprotéome eucaryote, 

lorsqu�elle est connue, est indiquée dans la Figure 4. Parmi les sélénoprotéines les 

mieux caractérisées, on retrouve 3 familles d�enzymes: les glutathion peroxydases 

(GPx), les thioredoxine réductases (TrxR) et les iodothyronine désiodases (DIO).

Figure 5. Structures de sélénoprotéines de mammifères. (d'après Labunskyy et al., 2014) 
Les structures cristallographiques de GPx1 de boeuf (Epp et al., 1983), de GPx4 de souris (Savaskan et 

al., 2007), de TrxR1 de rat (cytosolique) (Cheng et al., 2009; Sandalova et al., 2001), de TrxR3 de 
souris (mitochondriale) (Biterova et al., 2005) ainsi que les structures RMN de MsrB1 (Aachmann et 
al., 2010), de SelW de souris (Aachmann et al., 2007), et des domaines thioredoxine de Sel15 de 
drosophile et de SelM de souris (Ferguson et al., 2006) sont représentées. TrxR1 et TrxR3 sont des 
homodimères (pour l�un des deux monomères, seul le squelette de la chaine carbonnée est représenté). 
GPx1, GPx2 et GPx3 forment des homotétramères dans les cellules. Les hélices ! sont représentées en 
gris foncé, les brins ß en noir et les boucles en gris clair. Pour chaque protéine, l�acide aminé Sec/Cys 
catalytique est représenté en modèle atomique. (A) Sélénoprotéines sans repliement de type 
thioredoxine. (B) et (C) Sélénoprotéines présentant un repliement de type thioredoxine. (B) Famille des 
glutathion peroxydase (GPx). (C) Autres sélénoprotéines.  

Chez les mammifères, on retrouve 8 paralogues de glutathion peroxydases (GPx) 

parmi lesquelles 5 (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 et GPx6) sont des sélénoprotéines et 

contiennent un résidu sélénocystéine dans leur site actif. Les GPx ont un large 

éventail de fonctions physiologiques et sont impliquées dans la signalisation cellulaire 

liée au peroxyde d�hydrogène (H2O2), les mécanismes de détoxification des 
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hydroperoxides, et le maintien de l�homéostasie redox dans les cellules (pour revue, 

Brigelius-Flohé and Maiorino, 2013). Après réduction des hydroperoxides, les 

enzymes GPx oxydées sont réduites par deux molécules de glutathion (GSH) (Flohe 

et al., 1973; Kraus et al., 1980). GPx1 est la sélénoprotéine la plus abondante chez les 

mammifères et la première à avoir été identifiée (Flohe et al., 1973; Rotruck et al., 

1973 et pour revue, Flohé, 2009). La réaction catalysée par GPx1 est représentée 

Figure 6A, et sa structure, caractérisée par un repliement de type Thioredoxin (Figure 

5B). GPx1 est une enzyme ubiquitaire du cytosol, présente dans tous les types 

cellulaires, avec une plus forte expression dans le foie et les reins où elle participe à la 

détoxification du H2O2. Des polymorphismes dans les gènes de GPx1 sont associés à 

des risques de cancer (pour revue, Chen et al., 2013; Zhuo and Diamond, 2009), cet 

aspect sera développé dans le paragraphe I.1.4. Des souris invalidées pour le gène de 

GPx1 sont bien plus sensibles au stress oxydant, lequel entraîne un taux de mortalité 

plus important chez ces souris (Fu et al., 1999).  

 
Figure 6. Réactions d�oxydo-réduction catalysées par les sélénoprotéines. (d'après Labunskyy et 
al., 2014; Lubos et al., 2011; Mustacich and Powis, 2000)  
Cycles catalytiques de la glutathion peroxydase 1 (GPx1) (A) et de la thiorédoxine réductase 1 (TrxR1) 
(B). GSH, glutathion réduit ; GSSG, glutathion oxydé ; Trx, thiorédoxine ; NADPH/NADP+, 
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate. 

Toutes les GPx tétramériques (GPx1, GPx2, GPx3 et GPx6) ont une spécificité de 

substrat pour le H2O2 ou des hydroperoxydes organiques de faible poids moléculaire 

(hydroperoxydes d�acides gras par exemple). GPx4 (ou PHGPx, Phospholipide 

Hydroperoxyde GPx) quant à elle, est une enzyme monomérique impliquée dans la 

réduction des phospholipides hydroperoxydés complexes tels que ceux dérivés de la 

phosphatidylcholine ou du cholestérol, associés aux membranes. GPx4 est un gène 



Introduction 

 

 16 

essentiel requis à un stade précoce du développement embryonnaire, indiquant que sa 

fonction antioxydante est fondamentale (Conrad, 2009; Yant et al., 2003). La protéine 

GPx4 est également impliquée dans le mécanisme de maturation des spermatozoides 

et la fertilité mâle. Ainsi, GPx4 joue un rôle structural dans la formation de la pièce 

intermédiaire des spermatozoïdes, ce qui ne nécessite pas la fonction enzymatique de 

la protéine (Imai et al., 2009; Ursini et al., 1999). 

 

Les thiorédoxine réductases (TrxR) sont des enzymes d�oxydo-réduction qui, avec la 

thiorédoxine, constituent le système de réduction des ponts disulfures majeur de la 

cellule (Arnér and Holmgren, 2000). Ces enzymes utilisent le NADPH pour réduire la 

thioredoxine qui est impliquée dans un grand nombre de processus cellulaires 

indispensables tels que la prolifération cellulaire, la défense antioxydante et les voies 

de signalisation (Kondo et al.; Mukherjee and Martin, 2008). Chez les mammifères, 

trois isoenzymes TrxR (TrxR1, TrxR2, TrxR3) sont retrouvées et contiennent toutes 

une sélénocystéine dans leur domaine C-terminal, en avant-dernière position (pour 

revue, Arnér, 2009; Labunskyy et al., 2014; Lu and Holmgren, 2009). De nombreux 

variants de ces protéines sont générés par épissage alternatif permettant leur adressage 

vers différents organites (Rundlöf and Arnér, 2004; Sun et al., 2001a). TrxR1 est 

principalement localisée dans le cytoplasme et le noyau. La thiorédoxine est le 

substrat majeur de TrxR1 et la réaction catalytique de l�enzyme est représentée Figure 

6B. L�invalidation des gènes de TrxR1 et TrxR2 est létale au stade embryonnaire, en 

accord avec l�implication de ces protéines dans des processus cellulaires 

indispensables. 

 

La famille des iodothyronine désiodases (DIO) contient trois paralogues chez les 

mammifères (DIO1, DIO2, DIO3), qui sont impliqués dans la régulation de l�activité 

des hormones thyroïdiennes. L�activation de ces hormones est catalysée par DIO1 et 

DIO2 et leur inactivation par DIO3, par clivage de liaisons carbone-iode (désiodation 

réductive). Les hormones thyroidiennes régulent différents processus physiologiques 

tels que la croissance, l�audition et influencent l�humeur et les mécanismes cognitifs 

(Bellinger et al., 2009; Papp et al., 2007; Ritchie and Yeap, 2015). Elles sont 

indispensables au développement du cerveau à l�état f�tal (Rovet, 2014). Ces 

protéines ont une localisation subcellulaire et une expression tissulaire distincte. Les 
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DIO sont des sélénoprotéines homodimériques intégralement membranaires, 

caractérisées par un repliement de type thiorédoxine (voir Figure 5B et C). 

 

La méthionine-R-sulfoxide réductase 1 (MsrB1, SelR ou SelX) est une sélénoprotéine 

contenant un atome de zinc (Kryukov et al., 1999; Lescure et al., 1999), dont la 

fonction est bien caractérisée. Elle catalyse la réparation de l�énantiomère R oxydé de 

la méthionine dans les protéines (Kryukov et al., 2002). Localisée dans le cytoplasme 

et dans le noyau, son activité est plus importante dans le foie et le rein (Kim et al., 

2006). La méthionine est l�un des deux acides aminés contenant un atome de souffre, 

et est ainsi sensible à l�oxydation. L�oxydation des méthionines dans les protéines 

peut conduire à des altérations significatives de leur structure perturbant la fonction 

des protéines. MsrB1 est donc impliquée dans les mécanismes de protection des 

protéines contre les dommages oxydants (Kim et al., 2006). La baisse du niveau de 

MsrB1, associée à des déficiences en sélénium, se traduit par une réduction de la 

réponse immunitaire (Lee et al., 2013; Rayman, 2012), contribuant ainsi au déclin du 

système immunitaire lié au vieillissement. 

 

La sélénoprotéine P est exprimée de manière abondante et sécrétée dans le plasma 

sanguin où elle y représente 50% du sélénium total (Burk and Hill, 2005). Cette 

sélénoprotéine est particulière puisqu�elle contient 10 acides aminés sélénocystéine. 

SelP joue un rôle important dans le transport du sélénium vers les tissus périphériques 

à travers le plasma sanguin, particulièrement vers le cerveau et les testicules, 

préservant ainsi les fonctions de ces organes en conditions limitantes en sélénium 

(Burk and Hill, 2009, 2015; Hill et al., 2003; Saito and Takahashi, 2002).  

 

Les sélénoprotéines M (SelM) et 15KDa (Sel15) sont des protéines homologues qui 

partagent 31% d�identité. Elles sont toutes deux présentes dans le réticulum 

endoplasmique (RE) et présentent un repliement de type thiorédoxine (Figure 5C) 

mais sont exprimées dans des tissus différents. Ces deux sélénoprotéines seraient 

impliquées dans la réduction ou le réarrangement des ponts dissulfures dans les 

protéines localisées dans ou sécrétées par le RE (Labunskyy et al., 2007). Sel15 est 

impliquée dans la régulation de l�homéostasie redox du RE (Labunskyy et al., 2009). 

SelM est hautement exprimée dans le cerveau et plusieurs études sont focalisées sur 
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son rôle potentiel de neuro-protecteur. La surexpression de SelM dans les neurones 

prévient les dommages oxydants induits par l�H2O2, tandis que son inhibition par 

shARN induit une baisse dramatique de la viabilité des cellules (Reeves et al., 2010). 

De plus, sa surexpression inhibe l�agrégation de peptides ß-amyloïdes lorsque ces 

peptides sont co-transfectés avec SelM dans les cellules HEK293T, suggérant un rôle 

possible de SelM dans la prévention de la maladie d�Alzheimer (Chen et al., 2013a). 

Enfin, SelM semble également impliquée dans la régulation du Ca2+ en réponse au 

H2O2 dans les neurones (Reeves et al., 2010). 

 

La sélénoprotéine N (SelN) a été identifiée dans notre laboratoire et constitue l�une 

des premières sélénoprotéines identifiées par un crible bioinformatique, basé sur la 

recherche d�un motif structural d�ARN conservé qui caractérise l�ensemble des 

ARNm de sélénoprotéines (Lescure et al., 1999). Il s�agit, à ce jour, de la seule 

sélénoprotéine connue pour être impliquée dans une maladie génétique 

(Moghadaszadeh et al., 2001; Rederstorff et al., 2006). Différentes mutations dans le 

gène de SelN sont associées à des types de distrophies musculaires distincts (Lescure 

et al., 2008), indiquant que SelN est impliquée dans le développement musculaire. 

Cependant, la fonction biochimique précise de SelN reste à être déterminée. SelN est 

glycosylée, localisée dans la membrane du RE présente un repliement de type 

thiorédoxine et possède un motif « EF-hand » (motif de liaison au calcium). Des 

avancées récentes proposent que SelN participe à l�homéostasie oxydative et calcique 

avec un rôle potentiel dans la régulation de l�activité du récepteur ryanodine du RE 

(Castets et al., 2012). Ainsi, SelN serait impliquée dans le transport de calcium 

cellulaire, requis pour le développement des muscles (Lescure et al., 2008). 

 

I.1.4 Sélénoprotéines, stress oxydant et cancer 

Les stress oxydants jouent un rôle majeur dans la carcinogenèse en induisant des 

mutations dans l�ADN ainsi qu�en affectant les voies de transduction intracellulaires 

(Frederiks et al., 2010) (Figure 7). Les espèces réactives oxygénées (ROS) sont des 

messagers secondaires fondamentaux qui sont impliqués dans des cascades de 

signalisation et régulent l�état redox des cellules. En excès, ils sont à l�origine des 

stress oxydants et peuvent induire et maintenir le phénotype oncogène des cellules 

cancéreuses (Sengottuvelan et al., 2009) ou activer les mécanismes de sénescence et 
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d�apoptose. De plus, les ROS peuvent induire des dommages à l�ADN qui ont été 

rapportés à des dysfonctions de gènes impliqués dans la genèse et le développement 

de cancers. Ainsi, les cellules ont mis en place des mécanismes de régulation ; des 

enzymes aux fonctions antioxydantes qui les protègent notamment des stress oxydants 

induits par les ROS et leur permettent de rétablir ou maintenir l�homéostasie redox 

(Zhuo and Diamond, 2009b) (Figure 7).  

 
Figure 7. Stress oxydant et sélénoprotéines 

Les facteurs environnementaux tels que la pollution, l�alcool et le tabac induisent l�accumulation de 
radicaux libres oxygénés dans les cellules menant au stress oxydant. Les stress oxydants peuvent 
provoquer des mutations dans l�ADN ou induire des lésions dans les protéines et les lipides, à l�origine 
de diverses pathologies neuro-dégénératives, cardio-vasculaires ou de cancers par exemple. Une 
alimentation équilibrée permet de fournir les nutriments nécessaires à la réponse antioxydante des 
cellules. Les sélénoprotéines, de par leur puissante activité redox permettent de contrecarrer les stress 
oxydants et de maintenir le potentiel redox des cellules. 

Les sélénoprotéines, de par leur important pouvoir réducteur, constituent l�une des 

classes d�enzymes qui jouent un rôle essentiel dans la protection antioxydante des 

cellules (Allmang et al., 2009; Rayman, 2000; Zhuo and Diamond, 2009b). Ces 

dernières années, de nombreuses méta-analyses faisant le lien entre le sélénium dans 

l�alimentation et les risques de cancer ont été réalisées. D�après certaines de ces 

analyses, le sélénium, présenterait des propriétés préventives contre plusieurs types de 

cancers (Roman et al., 2014) tels que le cancer de la prostate (Brinkman et al., 2006; 

Hurst et al., 2012), le cancer colorectal (Ou et al., 2012), le cancer du poumon (Zhuo 

et al., 2004), le cancer de la vessie (Amaral et al., 2010) et les cancers de manière 

générale (Bardia et al., 2008; Lee et al., 2011; Persson-Moschos et al., 2000). L�action 
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antioxydante du sélénium est liée à son incorporation dans les selenoprotéines, et de 

nombreuses études génétiques et biochimiques analysant l�expression de ces enzymes 

dans les tissus cancéreux et les lignées cellulaires ont été réalisées (Hatfield et al., 

2014; Zhuo and Diamond, 2009b). Des changements de niveau d�expression des 

sélénoprotéines dans les tumeurs en comparaison aux tissus sains ont fréquemment 

été observés (Gonzalez-Moreno et al., 2011; Yoo et al., 2006). Cependant, il est 

difficile de faire la distinction entre les différences d�expression qui sont réellement à 

l�origine du développement de cancers (facteurs de causalité), de celles qui sont 

uniquement une conséquence de l�état transformé des cellules, typiquement associé à 

la dérégulation d�un large nombre de gènes. En revanche, des données génétiques 

impliquent certaines sélénoprotéines dans des risques de cancer. Le tableau 1, adapté 

de Zhuo and Diamond (2009b), résume ces études.  

 

Séléno-
protéine 

Position 
(chromo-

some) 

Variation allélique Locali-
sation 

 

Cancer 
associé 

Références bibliographiques 

SePP 5q31 G/A (rs3877899) 
G/A (rs7579) 
C/G  
A/G (rs12055266) 
A/G (rs3797310) 
C/T (rs2972994) 

CS 
3�NC 
5�NC 
3�NC 
3�NC 
3�NC 

Prostate 
Prostate 
Colorectal 
Colorectal 
Colorectal 
Colorectal 

(Cooper et al., 2008) 
(Méplan et al., 2007) 
(Peters et al., 2008) 
(Peters et al., 2008) 
(Peters et al., 2008) 
(Peters et al., 2008) 

GPx1 3p21.3 C/T (rs1050450) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Répétition de GCG 

CS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CS 

Poumon 
 
 
Sein 
 
Vessie 
 
Foie 
Lymphome 
Prostate 
Sein 
Prostate 
Peau 

(Lee et al., 2006; Raaschou-Nielsen 
et al., 2007; Ratnasinghe et al., 
2000; Yang et al., 2004) 
(Cox et al., 2006; Ravn-Haren et 
al., 2006) 
(Ichimura et al., 2004; Zhao et al., 
2005a) 
(Sutton et al., 2006) 
(Lightfoot et al., 2006) 
(Arsova-Sarafinovska et al., 2009) 
(Knight et al., 2004) 
(Kote-Jarai et al., 2002) 
(Jefferies et al., 2005) 

GPx4 19p13.3 C/T (rs713041) 3�NC Colorectal (Bermano et al., 2007; Méplan et 
al., 2008) 

Sel15 1p31 C/T 
G/A 

3�NC 
3�NC 

Poumon 
Poumon 

(Jablonska et al., 2008) 
(Jablonska et al., 2008) 

SelS 
 
SelS 

 rs34713741 
 
 
G/A (rs28665122) 

5�NC 
(prom) 
5�NC 
(prom) 

Colorectal 
 
Estomac 

(Méplan et al., 2010) 
 
(Shibata et al., 2009) 

 

Tableau 1. Etudes révélant une association entre des polymorphismes dans les gènes de 

sélénoprotéines et le risque de cancer. CS : séquence codante, NC : séquence non-codante 
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D�autres études lient sélénoprotéines et cancer. En effet, des modifications 

épigénétiques au niveau du promoteur du gène de GPx3, conduisant à l�inhibition de 

son expression, sont fréquemment retrouvées dans le cancer de la prostate (Jones and 

Baylin, 2002; Lodygin et al., 2005). La sélénoprotéine GPx2 est surexprimée dans 

certains types de cancer ; particulièrement les cancers colorectaux (Emmink et al., 

2014). Enfin, TrxR1 est probablement la sélénoprotéine la plus étudiée pour son lien 

avec le cancer : elle régule l�état redox de la cellule et active le suppresseur de tumeur 

p53 (Cassidy et al., 2006). Elle est surexprimée dans plusieurs types cellulaires 

cancéreux et lorsque son expression est affectée, elle altère la morphologie des 

cellules (Yoo et al., 2006). Par ailleurs, il a été proposé qu�en plus de son rôle 

préventif contre le cancer, le sélénium pourrait être un élément anti-métastasique 

(Chen et al., 2013b). Des composants séléniés ont spécialement été conçus pour cibler 

des cellules tumorales (Misra et al., 2015) et le sélénium pourrait potentiellement être 

utilisé dans certains traitements oncologiques. 

 

I.2 La synthèse des sélénoprotéines 

Parce que le codon sélénocystéine est incorporé en réponse à un codon UGA, 

habituellement reconnu comme un codon stop, la traduction des sélénoprotéines fait 

appel à un mécanisme complexe de recodage. Ce mécanisme requiert la présence 

d�éléments d�ARN agissant en cis, et une machinerie spécialisée agissant en trans 

(Allmang et al., 2009; Papp et al., 2007; Squires and Berry, 2008). La biogenèse des 

sélénoprotéines comporte deux étapes : la synthèse de la sélénocystéine et son 

incorporation dans les sélénoprotéines. 

 

I.2.1 La biosynthèse de la sélénocystéine 

La voie de biosynthèse de la sélénocystéine est un processus original puisqu�il s�agit 

de l�unique acide aminé directement synthétisé sur son ARNt, appelé ARNt[Ser]Sec (Lee 

et al., 1989). Ce processus est réalisé en deux étapes : l�ARNt[Ser]Sec  est d�abord amino-

acylé par une sérine lors d�une réaction catalysée par la séryl-ARNt synthétase 

(SerRS) pour former un Ser-ARNt[Ser]Sec, puis l�acide aminé sérine est transformé en 

sélénocystéine (Sheppard et al., 2008). 
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I.2.1.1 L�ARN de transfert sélénocystéine (ARNt[Ser]Sec ) 

L�ARNt spécifique de la sélénocystéine, l�ARNt[Ser]Sec, reconnaît le codon UGASec par 

l�intermédiaire de son anticodon complémentaire UCA. Des modèles de structures 

secondaires et tertiaires des ARNt[Ser]Sec bactériens, d�archées et d�eucaryotes ont été 

proposés, basés sur des données expérimentales (Baron and Böck, 1991; Hubert et al., 

1998; Sturchler et al., 1993). Ces modèles révèlent des caractéristiques structurales 

communes à l�ensemble des l�ARNt[Ser]Sec qui les distinguent des autres ARNt (pour 

revue, Allmang and Krol, 2006). Chez les eucaryotes, l�ARNt[Ser]Sec est le plus long 

des ARNt avec 90 nucléotides, comparé aux 76 nucléotides des ARNt canoniques. Il 

présente un taux de bases modifiées relativement faible et une boucle variable 

exceptionnellement longue (Diamond et al., 1981, 1993). Les ARNt[Ser]Sec sont 

caractérisés par une tige du bras D de 6 paires de bases (pb), au lieu de 3-4 pb dans les 

ARNt canoniques ; cette différence est requise pour la phosphorylation de la sérine, 

un intermédiaire lors de la synthèse de la sélénocystéine chez les eucaryotes (Carlson 

et al., 2004; Itoh et al., 2009a; Kaiser et al., 2005; Wu and Gross, 1994). Ces deux 

paires de bases additionnelles remplacent deux interactions tertiaires (8-14 et 15-48) 

universellement présentes dans tous les autres ARNt cytosoliques. Elles apportent de 

la flexibilité et de la stabilité à l�ARNt[Ser]Sec, mais ne seraient pas essentielles à sa 

fonction (Ishii et al., 2013). Le bras accepteur de l�acide aminé (A-T) de l�ARNt[Ser]Sec 

se distingue également par une taille plus importante, 13 pb (9+4) contre 12 pb (7+5) 

dans les autres ARNt (Hubert et al., 1998; Sturchler et al., 1993) (Figure 8), ce qui 

représente un déterminant pour la reconnaissance de l�ARNt[Ser]Sec par le facteur 

d�élongation spécifique de la sélénocystéine chez les bactéries (Baron & Bock, 1991). 

Les structures cristallographiques de l�ARNt[Ser]Sec humain (Itoh et al., 2009a; Palioura 

et al., 2009) et bactérien (Itoh et al., 2013) ont été résolues et révèlent des structures 

secondaires inhabituelles et des interactions tertiaires uniques. Ces données 

structurales démontrent que le bras D inhabituellement long n�interagit pas avec la 

boucle variable, ce qui résulte en une cavité ouverte au lieu d�un c�ur hydrophobe 

(Itoh et al., 2009a). Le bras variable possède une orientation particulière ce qui induit 

une conformation unique de l�ARNt[Ser]Sec. Ces caractéristiques structurales permettent 

à l�ARNt[Ser]Sec d�être reconnu par les facteurs de biogenèse de la sélénocystéine et les 

facteurs d�incorporation de la sélénocystéine dans les sélénoprotéines (Itoh et al., 

2009a).  



Introduction

23 

 
Figure 8. Structure secondaire d�un ARNt canonique, d�un ARNt[Ser]Sec de bactérie et d�un 

ARNt[Ser]Sec d�eucaryote ou d�archée. (d�après Allmang and Krol, 2006) 
A: bras accepteur ; D: bras dihydrouracile ; AC: bras de l�anti-codon ; T: bras de la thymine. 7/5, 8/5 et 
9/4: nombre de paires de bases qui forment les bras A/T (en orange). Les pointillés dans le bras 
additionnel des ARNt canoniques reflètent la variabilité de sa longueur. Les bases modifiées sont 
indiquées : i6A37, T54, "55, m1A58 et mcm5Um.  

Chez les eucaryotes, des modifications post-transcriptionnelles n�ont été trouvées que 

sur 4 bases de l�ARNt[Ser]Sec, tandis qu�une moyenne de 11 à 13 modifications par 

ARNt canonique est habituellement trouvée (Diamond et al., 1993; Sturchler et al., 

1994). Une pseudouridine (pseudo-U55) et une 1-méthyl-adénosine (m1A58) sont 

trouvées dans la boucle du bras T. Une isopentényl-adénosine (i6A37) et une 5-

méthylcarboxyméthyluridine-2�-O-méthylribose (mcm5Um34) sont localisées en 

position 37 et 34 dans la boucle de l�anticodon. La modification mcm5Um34 est une 

caractéristique unique de l�ARNt[Ser]Sec, puisqu�elle n�a été observée dans aucun autre 

ARNt (Diamond et al., 1993) (Figure 8). Deux isoformes majeurs de l�ARNt[Ser]Sec, 

contenant chacun soit la modification mcm5U soit la modification mcm5Um en 

position 34 existent chez les mammifères, et leur distribution relative est influencée 

par le niveau de sélénium (Chittum et al., 1997; Diamond et al., 1993). La protéine 

SECp43, retrouvée associée à l�ARNt[Ser]Sec semble être à l�origine de la modification 

en position 34 (Ding and Grabowski, 1999; Xu et al., 2005). La présence ou non de 

cette modification serait un moyen de régulation de l�expression des sélénoprotéines 

puisqu�il destinerait l�ARNt[Ser]Sec à la traduction d�ARNm différents (Carlson et al., 

2007; Howard et al., 2013). L�invalidation du gène de l�ARNt[Ser]Sec dans les souris est 
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létale au stade embryonnaire, révélant l�importance de cet ARNt et le caractère 

essentiel des sélénoprotéines (Bosl et al., 1997; Carlson et al., 2005).  

I.2.1.2  Le séryl-ARNt[Ser]Sec et la transformation de la sérine en phosphosérine 

La biosynthèse de la sélénocystéine à partir de la serine se fait directement sur 

l�ARNt[Ser]Sec et est un processus en 2 étapes. Lors de la première étape de la synthèse, 

la sérine-ARNt-synthétase conventionnelle (SerRS) charge l�acide aminé sérine sur 

l�ARNt[Ser]Sec. Les boucles variables des ARNtSer et ARNt[Ser]Sec présentent une 

orientation  similaire, ce qui permet leur reconnaissance par la SerRS (Itoh et al., 

2009a). Chez les bactéries, la sélénocystéine synthase (SelA) convertit ensuite 

directement le Ser-ARNt[Ser]Sec en Sec-ARNt[Ser]Sec. Chez les archées et les eucaryotes, 

une voie alternative en deux étapes est employée pour synthétiser la sélénocystéine 

(figure 9). 

Figure 9. Voie de biosynthèse de la sélénocystéine chez les eucaryotes. 

L�acide aminé sérine (Ser) est chargé sur l�ARNt[Ser]Sec par la sérine-ARNt-synthétase (SerRS). La 
phosphoséryl-ARNt[Ser]Sec kinase (PSTK) phosphoryle le résidu séryl, qui est ensuite transformé en 
sélénocystéine par la sélénocystéine synthase (SepSecS) aboutissant à la formation du Sec-ARNt[Ser]Sec. 
Pour cela, la SepSecS utilise du monosélénophosphate (H2PO3SeH), un donneur de sélénium généré à 
partir de sélénure (Se2-) par la sélénophosphate synthétase 2 (SPS2). L�ensemble de ces enzymes utilise 
de l�ATP lors des réactions catalytiques. 

Dans un premier temps, le résidu séryl du Ser-ARNt[Ser]Sec est phosphorylé en présence 

d�ATP et de Mg2+ par la O-phosphoséryl-ARNt[Ser]Sec kinase (PSTK) qui reconnaît 

spécifiquement le Ser-ARNt[Ser]Sec (Carlson et al., 2004; Kaiser et al., 2005; Sherrer et 

al., 2008). La PSTK reconnaît la conformation unique du bras D, qui, contrairement 

aux bras D des ARNt canoniques, est déplacé vers l�extérieur de l�axe formé par le 
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bras de la boucle de l�anticodon et le bras T (Itoh et al., 2009a).  Le phosphoséryl-

ARNt[Ser]Sec (Sep-ARNt[Ser]Sec) est ensuite converti en Sec-ARNt[Ser]Sec. 

I.2.1.3 La transformation du O-phosphoséryl-ARNt[Ser]Sec en sélénocystéinyl-ARNt[Ser]Sec  

I.2.1.3.a La Sélénocystéine synthase  

La sélénocystéine synthase (SepSecS) catalyse la dernière étape de formation de la 

sélénocystéine : la convertion du Sep-ARNt[Ser]Sec en Sec-ARNt[Ser]Sec (Araiso et al., 

2008; Xu et al., 2007b; Yuan et al., 2006). Elle substitue le phosphate de la 

phosphosérine présent dans l�intermédiaire Sep-ARNt[Ser]Sec, par un groupement 

sélénol, en utilisant le phosphate de pyridoxal comme cofacteur (Araiso et al., 2008; 

Ganichkin et al., 2008; Palioura et al., 2009). La structure cristallographique de la 

SepSecS humaine en complexe avec le Sep-ARNt[Ser]Sec et du thiophosphate, un 

analogue du monosélénophosphate, a été résolue à 2.8 Å (Palioura et al., 2009) et 

révèle le mécanisme de reconnaissance de l�ARNt[Ser]Sec par l�enzyme. La SepSecS 

forme un homotétramère liant 2 ARNt[Ser]Sec au niveau des 13 pb formées par la co-

axialité des hélices du bras accepteur et du bras T (structure 9/4 spécifique) (Figure 

10). L�oligomérisation de la SepSecS sous forme d�homotétramère constitue le 

complexe physiologique et catalytiquement actif, et suggère une régulation 

allostérique qui pourrait jouer un rôle important dans la régulation de la synthèse de 

sélénocystéine (French et al., 2014). La SepSecS est un membre de la famille des 

enzymes à phosphate de pyridoxal qui adoptent un repliement de type 1 similaire à 

celui de la sélénocystéine synthase bactérienne (SelA) (Araiso et al., 2008; Ganichkin 

et al., 2008; Palioura et al., 2009). L�inactivation de la SepSecS chez les souris 

conduit à une létalité au stade embryonnaire (Wirth et al., 2010). Chez l�homme, deux 

mutations homozygotes dans le gène de SepSecS qui ont un impact sur le repliement 

et l�activité catalytique de la protéine ont été observés et sont associés à une atrophie 

cérébrale progressive (Agamy et al., 2010). De manière intéressante, il a récemment 

été montré que SPS2 et SepSecS étaient également impliquée dans la biosynthèse de 

la cystéine et sont capables de transformer le Sep-ARNt[Ser]Sec en Cys-ARNt[Ser]Sec, 

menant à une incorporation de cystéine à la place de la sélénocystéine dans la 

sélénoprotéine TrxR1 de souris, lorsque les conditions en sélénium sont limitantes 

(Xu et al., 2010b).  
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Figure 10. Structure cristallographique de la sélénocystéine synthase (SepSecS) en complex avec 

l�ARNt[Ser]Sec non aminoacylé. (Figure de Palioura et al., 2009) 
(A) Représentation du complexe physiologique, sous forme d�homotétramère. Les sous-unités du 
dimère catalytique de SepSecS sont en bleu foncé et bleu clair, celles du dimère non-catalytique en 
rouge foncé et rouge clair. Le squelette sucre-phosphate et les bases de l�ARNt[Ser]Sec sont en vert et gris 
respectivement. (B) Le dimère catalytique interagit avec le bras accepteur  de l�ARNt[Ser]Sec via les 
hélices !14 and !15 de la SepSecS (bleu). L�hélice !1 d�une SepSecS du dimère non-catalytique 
interagit avec le bras accepteur et le bras T. La région de l�ARNt[Ser]Sec en interaction avec la SepSecS 
est indiquée en orange.  

I.2.1.3.b La sélénophosphate synthétase et le donneur de sélénium 

Chez les bactéries, la sélénocystéine synthase (SelA) utilise du monosélénophosphate 

comme source de sélénium (Böck, 2001) pour convertir le Ser-ARNt[Ser]Sec en Sec-

ARNt[Ser]Sec (Ganichkin et al., 2008). Ce donneur de sélénium est produit par la 

sélénophosphate synthétase (SelD) à partir d�ATP et de sélénium réduit (Se2-) (Itoh et 

al., 2009b). Deux homologues de SelD ont été identifiés chez les eucaryotes : les 

sélénophosphate synthétase 1 et 2 (SPS1 et SPS2) (Guimaraes et al., 1996; Low et al., 

1995). SPS2 catalyse la synthèse de sélénophosphate in vitro et, contrairement à 

SPS1, son inhibition par siARN dans des cellules NIH3T3 entrave la biosynthèse des 

sélénoprotéines (Xu et al., 2007a, 2007b). Ainsi, SPS2 est essentielle à la génération 

de donneur de sélénium pour la biosynthèse de la sélénocystéine, tandis que SPS1 

pourrait avoir un rôle plus spécialisé et non-essentiel dans le métabolisme des 

sélénoprotéines (Figure 9). SPS2 est elle-même une sélénoprotéine et pourrait servir 

d�autorégulateur dans la synthèse des sélénoprotéines (Guimaraes et al., 1996). 
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I.2.2 Incorporation de sélénocystéine dans les sélénoprotéines 

L�incorporation co-traductionnelle de sélénocystéine dans la chaine peptidique est 

dictée par la présence d�un codon UGASec présent dans la séquence codante de 

l�ARNm de sélénoprotéine. Ce mécanisme complexe requiert des facteurs protéiques 

spécialisés et le Sec-ARNt[Ser]Sec agissants en trans, ainsi que la présence d�une 

structure en tige-boucle, appelée SECIS (pour SElenoCysteine Insertion Sequence), 

dans l�ARN agissant en cis. Lorsque le ribosome rencontre le codon UGASec, qui 

habituellement signale la terminaison de la traduction, la machinerie d�incorporation 

de la sélénocystéine interagit avec la machinerie traductionnelle canonique pour 

permettre le recodage du codon UGASec et empêcher une terminaison prématurée. Ce 

mécanisme est différent chez les bactéries et les eucaryotes.  

 

Chez les bactéries, l�élément SECIS est localisé en aval du codon UGASec dans la 

région codante des ARNm de sélénoprotéines (Böck et al., 2006; Stock and Rother, 

2009; Yoshizawa and Böck, 2009). Un facteur d�élongation de la traduction 

spécialisé, SelB, interagit spécifiquement avec le Sec-ARNt[Ser]Sec et avec l�élément 

SECIS. De cette façon, le Sec-ARNt[Ser]Sec est amené directement vers le codon 

UGASec et sera placé dans le site A du ribosome au moment du recodage ce qui 

permettra l�incorporation de la sélénocystéine dans la chaine peptidique (pour revue, 

Böck et al., 2006; Stock and Rother, 2009; Yoshizawa and Böck, 2009). Un modèle 

de ce mécanisme est représenté sur la Figure 11A. 

 

Chez les eucaryotes, l�ensemble des facteurs nécessaires au recodage du codon 

UGASec sont plus nombreux que chez les bactéries et ne sont pas encore tous identifiés 

(Allmang et al., 2009). Toutefois, il est déjà clairement établi que l�assemblage des 

mRNP de sélénoprotéines et la régulation de leur expression requiert un nombre plus 

élevé de facteurs qu�initialement anticipé (pour revue Allmang et al., 2009). 

Contrairement aux bactéries, l�élément SECIS est localisé dans la région 3�UTR 

(untranslated region) des ARN messagers chez les eucaryotes (Figure 11B). De plus, 

le mode de recrutement du facteur d�élongation eucaryote eEFSec est différent de 

celui de SelB bactérien, puisque eEFSec ne peut interagir directement avec l�élément 

SECIS (pour revue, Allmang and Krol, 2006; Allmang et al., 2009). En revanche, le 

SECIS est reconnu par la protéine SBP2 (SECIS Binding Protein 2) qui permet de 
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recruter eEFSec lorsque celui-ci est en complexe avec le Sec-ARNt[Ser]Sec. La liaison 

de SBP2 au SECIS induirait des changements conformationnels au sein de eEFSec 

permettant une interaction fonctionnelle avec le ribosome, ce qui conduirait à 

l�accommodation du Sec-ARNt[Ser]Sec dans le site A du ribosome (Gonzalez-Flores et 

al., 2012). La protéine ribosomique L30 semble également jouer un rôle dans ce 

mécanisme ; en compétition avec SBP2 pour la liaison à l�ARN SECIS, elle 

permettrait de rapprocher le SECIS du site A du ribosome durant le mécanisme de 

recodage (Chavatte et al, 2005). D�autres protéines seraient impliquées dans la 

régulation de ce mécanisme (voir paragraphe I.2.4.2.a). 

Figure 11. Facteurs cis et trans nécessaires à la synthèse des sélénoprotéines chez les bactéries et 

les eucaryotes.

Les ARNm de sélénoprotéines comportent un codon UGASec et une structure secondaire en tige-boucle 
appelée SECIS (SEC Insertion Sequence). (A) Chez les bactéries, l�élément SECIS est localisé dans la 
séquence codante, juste en aval du codon UGASec. L�ARN SECIS est spécifiquement reconnu par le 
facteur SelB qui interagit également avec le Sec-ARNt[Ser]Sec. Ceci permet de positionner le Sec-
ARNt[Ser]Sec directement au niveau du codon UGASec et dans le site A du ribosome. (B) Chez les 
eucaryotes, l�élément SECIS est situé dans la région 3�UTR des ARNm. La protéine SBP2 reconnaît 
l�élément SECIS et recrute le facteur d�élongation spécifique eEFSec associé au Sec-ARNt[Ser]Sec. La 
protéine ribosomique L30 joue également un rôle dans le mécanisme et sans doute d�autres facteurs 
encore inconnus.  

I.2.2.1 Les ARNm de sélénoprotéines 

Les ARNm de sélénoprotéines se caractérisent par la présence du codon UGASec et de 

l�élément SECIS indispensable au mécanisme de recodage (Berry et al., 1991). Cet 

élément diffère au niveau de la séquence et de la structure chez les bactéries, les 

archées et les eucaryotes. De plus, chez les bactéries, l�élément SECIS se trouve 

directement en aval du codon UGASec (Böck et al., 2006), tandis qu�il est localisé dans 

la région 3� non-traduite (3�UTR) des ARN messagers des eucaryotes et des archées 

(Berry et al., 1991) (Figure 11). Chez ces organismes, la distance entre l�élément 

SECIS et le codon UGASec peut varier de 300 à plusieurs milliers de nucléotides 
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(Berry et al., 1993). Une distance minimale de 51-111 nucléotides et cependant 

requise entre le codon UGASec et l�élément SECIS pour que l�évènement de recodage 

se produise (Martin et al., 1996). La localisation du SECIS en 3�UTR, c�est à dire 

hors de la région codante, permet aux eucaryotes et archées de s�affranchir des 

contraintes de codage, ce qui présenterait un avantage évolutif (Berry et al., 1993). 

Pour compenser l�éloignement entre le SECIS et le codon UGASec et apporter le Sec-

ARNt[Ser]Sec au site A du ribosome ces organismes ont développé un mécanisme 

complexe. La majorité des ARNm de sélénoprotéines ne présente qu�un seul élément 

SECIS dans la région 3�UTR. Cependant, deux éléments SECIS situés en 3�UTR sont 

capables d�assurer le recodage de plus de 10 codons UGASec localisés dans l�ARNm 

de la sélénoprotéine P (Hill et al., 1991, 1993; Shetty et al., 2014). Il a été montré que 

le premier codon UGASec est décodé par le second élément SECIS et que le premier 

SECIS est requis pour le recodage des autres UGASec en aval (Gupta and Copeland, 

2007; Shetty et al., 2014; Stoytcheva et al., 2006a). De manière intéressante, un 

élément SECIS a été identifié dans la phase codante de l�ARN messager de la 

sélénoprotéine GPx4 du virus de la variole aviaire,  et permet l�incorporation de 

sélénocystéine dans les cellules de mammifères (Mix et al., 2007).  

 

I.2.2.1.a L�élément SECIS (SElenoCysteine Insertion Sequence) 

Les éléments SECIS eucaryotes présentent des séquences très variables mais adoptent 

une structure secondaire en tige-boucle conservée. Les caractéristiques structurales 

spécifiques des éléments SECIS eucaryotes dérivées d�analyses conformationnelles 

en solution et de mutagenèse dirigée (Berry et al., 1993; Martin et al., 1998; Shen et 

al., 1995; Walczak et al., 1996, 1998) sont représentées Figure 12. Les ARN SECIS 

adoptent une structure en tige-boucle formée de deux hélices séparées d�une boucle 

interne. Le pied de l�hélice II est constitué de quatres paires de bases non Watson-

Crick consécutives (le quartet de paires de bases) ; ce motif constitue le c�ur du 

SECIS et est essentiel pour l�incorporation de sélénocystéine in vivo (Walczak et al., 

1996, 1998) (Figure 12). Deux éléments SECIS de structures légèrement différentes 

sont retrouvés chez les eucaryotes : la forme 1 et la forme 2.  
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Figure 12. Modèles de structure secondaire de l�élément SECIS de forme 1 et de forme 2 chez les 

eucaryotes. 

Les éléments de structure et de séquences conservés sont représentés. Les résidus conservés identifiés 
par le programme SECISaln sont indiqués en rouge (Chapple et al., 2009a). N: A, T, G ou C. A/G  et 
A/C indiquent que A est la base majoritaire retrouvée à cette position. (Fagegaltier et al., 2000a; 
Grundner-Culemann et al., 1999; Walczak et al., 1996, 1998).

La forme 1 est composée de deux hélices (I et II) séparées par une boucle interne et 

surmontée d�une boucle apicale. La forme 2 se distingue de la forme 1 par la présence 

additionnelle d�une hélice (III) et d�une boucle interne (II) et par une boucle apicale 

plus courte (Fagegaltier et al., 2000a; Grundner-Culemann et al., 1999). 62 éléments 

SECIS de forme 1 contre 224 de forme 2 sont retrouvés dans le sélénoprotéome 

eucaryote par alignement de séquences (Chapple et al., 2009a). Parmi les SECIS de 

forme 1 on peut citer ceux des ARNm de GPx1 et DIO1 par exemple, les SECIS de 

SelM, TrxR2, SelT, SelO sont quant à eux de forme 2. Les deux éléments de l�ARN 

SECIS essentiels à l�incorporation de sélénocystéine dans les sélénoprotéines in vivo

sont le quartet de paires de bases non Watson-Crick, et un motif conservé AAR dans 

la boucle apicale (Walczak et al., 1996, 1998). Les deux paires de bases G-A/A-G en 

tandem, au centre du quartet de paires de bases non Watson-Crick, sont parfaitement 

conservées, adoptent une conformation de type �sheared� (Fagegaltier et al., 2000a; 

Walczak et al., 1996, 1998) et représentent le site de liaison de la protéine SBP2, 

indispensable au mécanisme de recodage. Après sa découverte dans les éléments 

SECIS, l�existence des tandems G-A/A-G a été établie dans les ARN ribosomiques, 

les snARN et les snoARN. Ce motif adopte une structure tertiaire conservée appelée 

�kink-turn� ou �K-turn� (Klein et al., 2001). Le �K-turn� canonique est un motif 
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structural d�environ 15 nucléotides. Il se caractérise par la présence d�une hélice-

boucle interne-hélice, un résidu protubérant et deux paires de bases non-Watson-Crick 

G-A/A-G qui adoptent une conformation de type �sheared� (Lescoute et al., 2005). 

Ces éléments induisent un coude important dans le squelette sucre-phosphate et une 

différence d�orientation de 120° entre les axes des hélices adjacentes (Vidovic et al., 

2000). Les structures en K-turn sont capables de lier les protéines d�une famille très 

spécifique appelée L7Ae dont SBP2 fait partie et qui fait l�objet du paragraphe 

I.2.2.2.b.1. L�élément SECIS présente un repliement secondaire très similaire et nous 

avons proposé qu�il s�agit vraisemblablement d�un variant de K-turn (Allmang & 

Krol, 2006). Une mutation dans le quartet de paires de bases non Watson-Crick de 

l�élément SECIS de l�ARNm de la sélénoprotéine N, provoque chez l�homme une 

dystrophie musculaire congénitale (Allamand et al., 2006). Dans ce cas, le U de la 

première paire de base non-Watson-Crick est muté en C, ce qui inhibe l�interaction 

SECIS-SBP2, provoquant une diminution de la synthèse de la sélénoprotéine N. 

Jusqu�à présent, ceci constitue le seul exemple de mutation dans l�élément SECIS 

impliqué dans une maladie génétique humaine. Le deuxième élément de l�ARN 

SECIS essentiel au mécanisme de recodage du codon UGASec est le motif conservé 

AAR, localisé dans la boucle apicale du SECIS de forme 1 et dans la boucle interne 

de la forme 2 (Figure 12). Ces deux A conservés sont accessibles au solvant ce qui 

laisse suggérer qu�ils interagissent avec un ligand qui reste à être identifié 

(Fagegaltier et al., 2000a). Des expériences de mutagenèse dirigée ont montré qu�ils 

constituent un élément important pour la synthèse des sélénoprotéines in vivo (Berry 

et al., 1993). De manière intéressante, certains ARNm de sélénoprotéines tels que 

SelM et SelO de mammifère, contiennent un élément SECIS avec des nucléotides CC 

à la place des AA dans le motif AAR (Korotkov et al., 2002a; Kryukov et al., 2003b). 

Ceci suggère que la boucle apicale ne serait pas impliquée dans la liaison à des 

protéines mais pourrait aider au recodage en assistant la liaison de eEFSec au 

ribosome ou l�accommodation du Sec-ARNt[Ser]Sec par exemple (Labunskyy et al., 

2014). L�ARN SECIS présente une série de déterminants qui permettent sa 

reconnaissance spécifique par la protéine SBP2 (Cléry et al., 2007) et influencent 

l�efficacité de recodage (Latreche et al., 2009), ils seront discutés plus en détail dans 

le paragraphe I.2.2.2.b.2. L�élément SECIS interagirait directement avec les protéines 

ribosomiques (Chavatte et al., 2005; Kossinova et al., 2013). 
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Le développement d�outils bioinformatiques a permis de grandes avancées dans 

l�identification des sélénoprotéines grâce aux données de conservation de séquences 

et de structure des éléments SECIS (Castellano et al., 2008; Chapple et al., 2009b; 

Kryukov et al., 1999, 2003a; Lescure et al., 1999, 2002a). Le logiciel SECISearch a 

permi d�identifier le sélénoprotéome complet des mammifères (Kryukov et al., 2003a) 

et de prédire la présence d�éléments SECIS dans une séquence (Mariotti et al., 2013). 

SelenoDB (http://www.selenodb.org) est une base de donnée très utile, qui fournit des 

annotations de gènes de sélénoprotéines et d�élément SECIS (Castellano et al., 2008; 

Romagné et al., 2014). Enfin, le logiciel SECISaln (Chapple et al., 2009a) permet de 

prédire, par des alignements de séquence basés sur les données structurales, la 

structure secondaire d�élément SECIS d�une séquence donnée. Ces outils ont permis 

de prédire les structures secondaires des SECIS de sélénoprotéines nouvellement 

identifiées et ont mis en évidence l�existence d�autres nucléotides conservés dans les 

éléments SECIS chez les eucaryotes (Figure 12). 

 

I.2.2.1.b L�élément SRE (Selenocysteine Redefinition Element) 

Un autre élément, appelé SRE (Selenocysteine Redefinition Element), initialement 

identifié dans l�ARNm de SelN, agirait en cis et serait impliqué dans l�incorporation 

de sélénocystéine dans certaines sélénoprotéines eucaryotes (Howard et al., 2005a, 

2007a). Il s�agit d�une structure en tige-boucle de séquence conservée localisée dans 

la région codante, environ 6 nucléotides en aval du codon UGASec, un peu à la 

manière des éléments SECIS bactériens. Cet élément est suffisant pour stimuler à lui-

seul le recodage du codon UGASec de SelN bien que cette activité soit doublée en 

présence de l�élément SECIS en 3�UTR, laissant suggérer que ces deux éléments 

contribuent ensemble au mécanisme de recodage. Des éléments SRE ont également 

été prédits dans d�autres ARNm de sélénoprotéines tels que SPS2, SelH, SelO et 

SelT, bien qu�aucune conservation de structure n�ait été observée (Howard et al., 

2005a) (Figure 13).  
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Figure 13. Prédiction de structures de type SRE dans la région codante en aval du codon UGASec

de différents ARNm de sélénoprotéines eucaryotes. (d'après Howard et al., 2005)  
Le codon UGASec est encadré. Les structures 2D ont été prédites à l�aide du logiciel mfold v3.1, par 
Howard et al., 2005. 

Les variations de structures des éléments SRE pourraient jouer un rôle dans la 

régulation de l�expression des sélénoprotéines en contrôlant l�efficacité de recodage 

du codon UGASec (Howard et al., 2007b). Très récemment, une autre tige-boucle, 

appelée SL1, présente 9 nucléotides en aval du codon UGASec de l�ARNm de SelS a 

été identifiée et présente une activité similaire à l�élément SRE de SelN. Dans cet 

ARNm, le codon UGASec se trouve à l�extrémité 3� de la séquence codante, et 

l�élement SL1 est ainsi localisé dans la région 3�UTR (Bubenik et al., 2013). 

De manière intéressante, 4 mutations dans l�élément SRE de l�ARNm de SelN 

seraient à l�origine de myopathies musculaires (Maiti et al., 2008). Ces mutations 

affaibliraient la structure secondaire de la tige-boucle SRE, réduisant l�efficacité de 

recodage du codon UGASec. Ceci prouve l�importance de l�élément SRE dans la 

synthèse de SelN. 
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I.2.2.2 Les Protéines impliquées dans le mécanisme de synthèse des sélénoprotéines 

 

I.2.2.2.a Le facteur d�élongation spécifique eEFSec 

Le facteur d�élongation eucaryote spécifique eEFSec est responsable du recrutement 

de Sec-ARNt[Ser]Sec et permet l�incorporation de la sélénocystéine dans la chaine 

peptidique naissante en réponse au codon UGASec (Fagegaltier et al., 2000b; 

Tujebajeva et al., 2000) (Figure 14). Similaire au facteur d�élongation canonique 

eIF1A, qui est impliqué dans l�incorporation des 20 autres acides aminés, eEFSec a 

une activité GTPase. Cependant, contrairement à eIF1A, il a une forte spécificité pour 

Sec-ARNt[Ser]Sec mais ne lie ni le Sep-ARNt[Ser]Sec, ni les autres ARNt aminoacylés 

(Carlson et al., 2004). eEFSec présente une structure en « pseudo-calice » constituée 

de 4 domaines (Leibundgut et al., 2005). Les domaines I, II et III, qui forment la 

coupe du calice ont une forte similarité avec le facteur eEF1A. Le domaine IV est une 

extension C-terminale unique à eEFSec et absente dans eEF1A. Ce domaine a été 

proposé comme impliqué dans l�interaction avec SBP2 et le long bras variable de 

l�ARNt[Ser]Sec (Itoh et al., 2009a; Zavacki et al., 2003). Chez les bactéries, la fonction 

de eEFSec et de SBP2 est réalisée par un seul facteur protéique appelé SelB, qui est à 

la fois impliqué dans la liaison au SECIS, et dans la distribution du Sec-ARNt[Ser]Sec au 

ribosome (Böck et al., 2006). La présence de deux protéines différentes chez les 

eucaryotes s�explique par la localisation distante de l�élément SECIS (en 3�UTR) par 

rapport au codon UGASec, alors que celui des bactéries est directement situé en aval du 

UGASec. Pour éviter que le Sec-ARNt[Ser]Sec puisse agir comme un ARNt suppresseur 

de codons UGA stop, la structure de eEFSec (ou SelB bactérien) ne lui permet pas, 

dans les conditions habituelles, d�avoir accès au site A du ribosome en cours de 

traduction. Pour décoder le codon UGASec, le facteur eEFSec subit des changements 

conformationnels une fois lié à l�élément SECIS via SBP2, qui stimulent son 

interaction fonctionnelle avec le ribosome (Gonzalez-Flores et al., 2012). En effet, il a 

été montré que SelB est capable de catalyser l�hydrolyse ribosome-dépendante du 

GTP uniquement en présence de l�élément SECIS (Hüttenhofer and Böck, 1998). 
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Figure 14. Représentation schématique des facteurs eEFSec, SBP2 et L30, impliqués dans la 

synthèse des sélénoprotéines. 

Les domaines fonctionnels importants et leur position dans la séquence en acide aminés sont 
représentés. CRD (cysteine rich domain) : domaine riche en cystéine. G1-G5 : domaines de liaison au 
GTP (Allmang and Krol, 2006a; Bifano et al., 2013; Chavatte et al., 2005; Copeland et al., 2000; Itoh 
et al., 2009a; Lescure et al., 2002b; Takeuchi et al., 2009; Zavacki et al., 2003). 

I.2.2.2.b SBP2 (SECIS binding protein 2) 

La protéine SBP2 est au c�ur du mécanisme de synthèse des sélénoprotéines en 

interagissant avec l�élément SECIS et avec les ribosomes durant le mécanisme de 

recodage (Caban et al., 2007; Copeland et al., 2000, 2001; Kinzy et al., 2005; Lescure 

et al., 2002a; Allmang 2002; Takeuchi 2009). Des mutations dans le gène de SBP2 

humain conduisent à un défaut de synthèse de l�ensemble des sélénoprotéines et sont 

associées à des troubles multisystémiques tels que des défauts dans la maturation des 

spermatozoïdes, des dystrophies musculaires, une augmentation de la quantité de 

radicaux oxygénés intracellulaires se traduisant par une photosensibilité cutanée 

accrue aux rayons ultra-violets, des anomalies dans le métabolisme thyroïdien et du 

système immunitaire et un raccourcissement des télomères (Di Cosmo et al., 2009; 

Dumitrescu et al., 2005; Schoenmakers et al., 2010). Ceci met en évidence le rôle 

fondamental de la protéine SBP2 dans la synthèse des sélénoprotéines, elles-mêmes 

impliquées dans divers processus biologiques. La protéine SBP2 a été isolée et 

caractérisée fonctionnellement chez le rat, l�homme et la drosophile (Copeland et al., 
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2000; Lescure et al., 2002b; Takeuchi et al., 2009). La protéine humaine fait 854 

acides aminés et est représentée Figure 14.  Le domaine N-terminal qui représente les 

deux tiers de la protéine (1-516), n�a pas de fonction attribuée et n�est pas nécessaire 

au mécanisme de recodage des sélénoprotéines dans les extraits de réticulocytes de 

lapin (Copeland et al., 2000). Le domaine C-terminal (517-854) comporte le domaine 

de liaison à l�ARN et au ribosome (Allmang et al., 2002a; Copeland et al., 2001; 

Lescure et al., 2002b). Le motif L7Ae présent dans ce domaine C-terminal est à la 

fois impliqué dans la liaison à l�ARN SECIS et au ribosome (Allmang et al. 2002; 

Clery et al. 2007; Caban et al., 2007) (Figure 14). SBP2 ne peut donc pas interagir de 

manière simultanée avec ces deux éléments. La liaison avec l�ARN SECIS requiert, 

en plus du motif L7Ae un domaine riche en lysines appelé « K-rich » ou SID (Sec 

Incorporation Domain) (Allmang et al., 2002a; Bubenik and Driscoll, 2007; Copeland 

et al., 2000; Donovan et al., 2008; Takeuchi et al., 2009). Plusieurs techniques 

biophysiques ont permis de révéler que 70% de la séquence en acides aminés de 

SBP2 présente un aspect désordonné. Seul le motif de liaison à l�ARN L7Ae apparaît 

être structuré. Ainsi, la protéine SBP2 ferait partie de la famille de protéines 

intrinsèquement déstructurées (Intrinsically Disordered Proteins, IDP) (Olieric et al., 

2009). A cause de leur plasticité inhérente, les protéines déstructurées adoptent 

fréquemment des structures complètement différentes lorsqu�elles se lient à des 

partenaires différents et sont souvent impliquées dans des interactions multiples au 

c�ur de complexes (Berlow et al., 2015; Uversky, 2015). Elles peuvent également 

être prises en charge par des chaperons qui peuvent les aider à adopter un repliement 

correct. Le repliement de SBP2 dépend du complexe de chaperons HSP90/R2TP 

(Boulon et al., 2008). Les IDP permettent d�augmenter le répertoire d�interactions 

disponibles dans la cellule, sans nécessité d�exprimer plusieurs protéines différentes. 

Cette caractéristique ajoute de la précision dans les mécanismes de régulation, 

puisque la disponibilité d�un domaine déstructuré donné dépend de la compétition 

entre plusieurs partenaires pouvant être impliqués dans des processus cellulaires et 

des voies de régulations variées. Des événements d�épissage alternatifs dans la région 

5� du pré-ARNm de SBP2 sont à l�origine de 8 isoformes différents dont l�un 

contenant un signal d�adressage à la mitochondrie (Papp et al., 2008). Des séquences 

conservées impliquées dans la régulation de l�expression de SBP2 ont été mises en 

évidence dans la région 3�UTR de l�ARNm de SBP2 (Bubenik et al., 2009). Ces 
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séquences sont reconnues par les protéines CUG-BP1 et HuR, impliquées dans la 

dégradation et la régulation de la traduction d�ARNm cellulaires, suggérant que 

l�expression de SBP2 serait régulée post-transcriptionnellement (Bubenik et al., 

2009).  

 

I.2.2.2.b.1 SBP2 est une protéine de la famille L7Ae 

SBP2 fait partie de la famille des protéines L7Ae. Cette famille comprend plusieurs 

protéines de fonctions variées qui partagent un motif conservé d�interaction avec 

l�ARN d�environ 50 acides aminés (motif L7Ae) (Figure 15A) (Allmang et al., 2002a; 

Copeland et al., 2000). Ces protéines se lient aux ARN au niveau de structures en �K-

turn� (détaillé dans le paragraphe I.2.2.1.a). Ces protéines sont importantes pour la 

structure du ribosome, l�assemblage du spliceosome (snRNP) et des complexes guides 

de modifications site-spécifiques des ARN (snoRNP) (Huang and Lilley, 2013). La 

famille L7Ae inclue les protéines ribosomiques L30 et L7A qui génèrent des 

interactions tertiaires et stabilisent la structure du ribosome. Dans les snoRNP à boîte 

C/D, la liaison de la protéine 15.5kD (Snu13p chez la levure) au K-turn du snoARN 

est la première étape de l�assemblage de la particule (Kuhn et al., 2002; Watkins et 

al., 2002). Chez les mammifères, cette même protéine lie le snoRNP U3 (Marmier-

Gourrier et al., 2003) ainsi que le K-turn du snARN U4 dans le complexe d�épissage 

(Schultz et al., 2006; Vidovic et al., 2000; Watkins et al., 2000). Les protéines NHP2 

(Nhp2p chez la levure) et L7Ae sont des composants critiques des snoRNP à boîte 

H/ACA et de la télomérase (Antal et al., 2002; Kiss et al., 2010; Rozhdestvensky et 

al., 2003). Des protéines L7Ae font également partie de la RNase P d�archée (Cho et 

al., 2010), requise pour la maturation des ARNt. Des protéines batériennes de la 

famille L7Ae telles que YbxF ont également été identifiées, leur fonction biologique 

n�est pas encore connue (pour revue, Huang and Lilley, 2013). La protéine SBP2 au 

c�ur des mRNP de sélénoprotéines (Allmang et al., 2002a) joue un rôle essentiel dans 

la fonction et l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines. 
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Figure 15. Modèle d�interaction entre SBP2 et l�élément SECIS. (d�après Allmang and Krol, 2006) 
(A) Alignement de séquences des domaines L7Ae des protéines de la famille L7Ae dont SBP2 
(Allmang et al., 2002b). SBP2 présente le plus d�homologie avec la protéine 15.5kD. (B) Structure 
cristallographique du complexe de la protéine 15.5kD (membre de la famille L7Ae) avec sa cible en K-
turn présente dans le snARN U4 humain (Vidovic et al., 2000). Représentation des acides aminés 
impliqués dans l�interaction entre 15.5kD et le snARN U4, à partir des données de la structure 
cristallographique. (C) Les acides aminés de SBP2 qui interagissent avec l�élément SECIS ont été 
déterminés expérimentalement d�après le modèle 15.5kD-snARN U4 (Allmang et al., 2002b). Les 
modes d�interaction des protéines SBP2 et 15.5kD avec leur ARN cible sont très similaires.  

Les structures cristallographiques des complexes 15.5kD-snARN U4 humain (Figure 

15B), de L30e-L30 pré-ARNm de S. cerevisiae et de L7Ae-snARN archée ont été 

résolues et révèlent une interface ARN-protéine commune (Chao and Williamson, 

2004; Moore et al., 2004; Vidovic et al., 2000). Cette interface se caractérise d�une 

part, par des contacts spécifiques d�un nombre limité d�acides aminés avec les deux 

paires de bases non-Watson-Crick G-A du quartet de paires de bases et, d�autre part, 

par l�interaction du nucléotide en bulge U (snARN U4, ARNr, snARN) ou A (pré-

ARNm de L30e) avec une poche d�acides aminés hydrophobes au sein de la protéine 

(Figure 15B). Le modèle de structure 2D du SECIS et la modélisation de sa structure 
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3D, en comparaison avec les autres K-turn indique que l�ARN SECIS serait un 

variant de K-turn, qui comporte une boucle interne plus grande (Allmang and Krol, 

2006b; Cléry et al., 2007; Walczak et al., 1996) (Figure 16). La fixation des protéines 

L7Ae aux structures en K-turn induit un changement de structure de l�ARN cible 

favorable à l�interaction de protéines supplémentaires. De ce fait, les protéines L7Ae 

associées à l�ARN cible, créent une plateforme pour recruter d�autres protéines 

�c�ur� lors de l�assemblage des RNP (Vidovic et al., 2000). SBP2 pourrait jouer un 

rôle similaire lors de l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines en recrutant les 

facteurs de biogenèse, de traduction et de recodage au niveau de ces mRNPs. En plus 

de SBP2, la protéine L30 interagit également avec le K-turn de l�élément SECIS 

présent dans les ARNm de sélénoprotéines (Chavatte et al., 2005). Les protéines 

L7Ae présentent donc trois caractéristiques majeures : 1) elles sont présentes au sein 

de diverses RNP de fonctions essentielles à la cellule, 2) elles interagissent avec des 

ARN au niveau de structures en K-turn, créant une plateforme pour recruter d�autres 

protéines c�ur des RNP, 3) un membre donné de la famille L7Ae peut faire parti de 

plusieurs RNP différentes.  

Figure 16. Structures secondaires 

d�ARN en K-turn dont l�ARN 

SECIS associés à des protéines 

L7Ae . Représentation des structures 
secondaires des K-turn du snARN U4, 
du pré-ARNm de L30e, de l�ARNr 
L7Ae et de la boîte C/D du sARN 
L7Ae obtenues à partir des données 
cristallographiques des complexes 
ARN-protéines correspondants (Chao 
and Williamson, 2004; Moore et al., 
2004; Vidovic et al., 2000). Les 
structures secondaires de la boîte B/C 
du snoARN U3 et de l�élément SECIS 
ont été déterminées par des 
expériences de cartographie en 
solution (Fagegaltier et al., 2000a; 
Marmier-Gourrier et al., 2003; 
Walczak et al., 1996, 1998). Les 
appariements G-A/A-G de type 
�sheared� sont annotés en gras. Les 
protéines capables de lier ces ARN  
sont représentées. 
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I.2.2.2.b.2 Interaction SBP2-ARN SECIS 

La protéine SBP2 présente le plus de similarité avec la protéine 15.5kD de la famille 

L7Ae. Les données de la structure cristallographique du complexe 15.5kD/snARN U4 

(Figure 15B) (Schultz et al., 2006; Vidovic et al., 2000) ont permis de prédire les 

acides aminés du domaine L7Ae de SBP2 impliqués dans l�interaction avec le SECIS 

et de démontrer, par mutagenèse dirigée, que les acides aminés conservés entre les 

protéines 15.5kD et SBP2, sont essentiels à la liaison au SECIS (Allmang et al., 

2002b). Le modèle d�interaction proposé (Figure 15C) montre qu�un nombre restreint 

d�acides aminés interagit avec les G des 2 paires de bases non-Watson-Crick et avec 

le nucléotide U en bulge (Figure 15C) (Allmang et al., 2002b).  

Des expériences de SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential 

enrichment) et de mutagenèse dirigée ont montré que SBP2 est capable de lier un K-

turn présentant un résidu U protubérant et qu�elle possède une plus grande affinité 

pour les boucles internes plus larges (Cléry et al., 2007). D�autres déterminants de 

spécificité ont également été détectés dans l�hélice II du SECIS et la taille des hélices 

I et II joue un rôle dans cette interaction (Figure 12). L�ensemble de ces éléments 

contribue à la spécificité de l�interaction SBP2-SECIS. De manière intéressante, un 

second domaine de SBP2, absent dans les autres protéines L7Ae, serait également 

impliqué dans la spécificité de reconnaissance du SECIS. Ce domaine de liaison à 

l�ARN a été identifié en N-terminal du motif L7Ae, il est appelé K-rich ou SID (Sec 

Incorporation Domain) (Figure 14) (Bubenik and Driscoll, 2007; Donovan et al., 

2008; Takeuchi et al., 2009). De manière intéressante, SBP2 présente des affinités 

variables pour les éléments SECIS des différents ARNm des sélénoprotéines (Squires 

et al., 2007a; Takeuchi et al., 2009; Taylor et al., 2015). 

 

I.2.2.2.b.3 Interaction SBP2-eEFSec 

Le domaine IV de eEFSec, une extension C-terminale unique à eEFSec, est impliqué 

dans l�interaction avec SBP2 et le long bras variable de l�ARNt[Ser]Sec (Gonzalez-Flores 

et al., 2012; Itoh et al., 2009a; Zavacki et al., 2003) (Figure 14). Le domaine C-

terminal de SBP2 qui comprend le domaine de liaison au SECIS est impliqué dans 

l�interaction avec eEFSec (Donovan et al., 2008; Tujebajeva et al., 2000; Zavacki et 

al., 2003). La formation du complexe entre SBP2 et eEFSec est dépendante de la 

présence de l�élément SECIS mais pas du Sec-ARNt[Ser]Sec, ni du GTP (Donovan et al., 
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2008; Gonzalez-Flores et al., 2012). La présence de Sec-ARNt[Ser]Sec semble cependant 

stabiliser l�interaction SBP2-eEFSec (Itoh et al., 2009a) et la co-expression de 

SECp43 la stimule (Small-Howard et al., 2006). 

 

I.2.2.2.b.4 Interaction SBP2-ribosome 

Une autre fonction de SBP2 est de communiquer avec le ribosome durant le 

mécanisme d�incorporation de la sélénocystéine (Caban et al., 2007; Copeland et al., 

2001). En effet, il a été montré que SBP2 co-sédimente avec les ribosomes dans des 

gradients de glycérol, et plus particulièrement avec l�ARNr 28S. Il a ainsi été proposé 

que SBP2 interagisse avec le ribosome via l�une des 7 structures en K-turn de l�ARNr 

28S (Copeland and Driscoll, 2001; Kinzy et al., 2005).  Par ailleurs, l�interaction 

SBP2-ribosome impliquerait le module L7Ae de SBP2 (Caban et al., 2007). La 

protéine SBP2 humaine se lierait à la sous-unité ribosomique 60S mais pas à la sous-

unité 40S in vitro (Takeuchi et al., 2009). Les domaines d�interaction de SBP2 avec le 

ribosome et le SECIS se chevauchent et se trouvent dans le motif L7Ae (Caban et al., 

2007). Un motif supplémentaire requis pour l�interaction avec le ribosome mais pas 

avec le SECIS a été identifié et est localisé entre les acides aminés 647 et 651. De 

plus, des expériences de mutagenèse dirigée de la protéine SBP2 ont révélé que le 

domaine K-rich de SBP2 serait d�importance primordiale pour l�interaction SBP2-

ribosome (Takeuchi et al., 2009). Des résultats récents révèlent que le site de liaison 

de SBP2 sur le ribosome humain est principalement au niveau de l�ARNr 28S 

(Kossinova et al., 2014). Des expériences d�empreinte aux radicaux libres hydroxyle 

sur l�ARNr 28S révèlent que  la liaison de SBP2 au ribosome (80S ou 60S) protège 

l�hélice ES7L-E localisée dans le segment d�extension 7 de l�ARNr 28S, ce qui a été 

confirmé par des expériences de pontage chimique (Kossinova et al., 2014) (Figure 

17). De manière intéressante, la liaison de SBP2 au niveau de l�hélice ES7L-E 

induirait des changements conformationnels dans l�ARNr 28S, qui pourraient 

permettre l�incorporation de sélénocystéine en facilitant l�accommodation du Sec-

ARNt[Ser]Sec dans le site A du ribosome ou de stimuler l�activité GTPase de eEFSec 

(Caban and Copeland, 2012; Kossinova et al., 2014). L�interaction SBP2-ribosome 

est inhibée en présence du SECIS, ce qui indique que SBP2 n�est pas capable 

d�interagir simultanément avec le ribosome et l�ARN SECIS. Cette compétition n�est 
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plus observée lorsque le SECIS est muté dans le quartet de paires de bases non-

Watson-Crick (Donovan et al., 2008; Kinzy et al., 2005).  

Chez les eucaryotes la machinerie d�incorporation de la sélénocystéine doit 

communiquer à la fois avec l�élément SECIS en 3�UTR et avec la machinerie 

traductionnelle, pour assurer le recodage. Ce rôle pourrait être exécuté par SBP2. 

Cependant, peu de choses sont connues quant à ce mécanisme moléculaire. Des 

modèles seront discutés dans le paragraphe I.2.3.  

 

                  
 

Figure 17. Localisation de SBP2 sur la structure de la sous-unité 60S du ribosome humain obtenu 

par cryo-microscopie électronique. (Figure de Kossinova et al., 2014) 
Localisation du segment d�expansion ES7L-E de l�ARNr 28S sur la sous-unité 60S (Anger et al., 
2013). La structure du site de liaison de SBP2 est présentée dans l�encart. Les protéines ribosomiques 
sont représentées en brun clair, les ARNr sous forme de rubans bleus. Dans l�encart, ES7L-E est 
indiqué en orange, les nucléotides protégés des clivages aux radicaux hydroxyles par SBP2 sont en 
jaune et les nucléotides pontés à SBP2 en vert.  
 

I.2.2.2.c La protéine ribosomique L30 

Il a été proposé que la protéine ribosomique L30, qui n�a pas d�homologue chez les 

bactéries, soit impliquée dans le mécanisme d�incorporation de la sélénocystéine chez 

les eucaryotes (Chavatte et al., 2005). L30 est capable d�entrer en compétition avec 

SBP2 pour la liaison à l�ARN SECIS in vitro (Chavatte et al., 2005). L30, comme 

SBP2, fait partie de la famille des protéines L7Ae qui partagent le même motif de 

liaison à l�ARN (Figure 14). L30 est une protéine ribosomique (Dabeva and Warner, 

1987) localisée à l�interface entre les sous-unités 60S et 40S, d�après les structures 

cristallographique et de cryo-microscopie électronique récentes du ribosome 80S 

(Armache et al., 2010; Ben-Shem et al., 2010; Chandramouli et al., 2008; Halic et al., 

2005; Jenner et al., 2012). Cette protéine est également retrouvée à l�état libre où elle 
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est capable de réguler sa propre synthèse en se liant à une structure en K-turn en 5� 

d�un site d�épissage de son pré-ARNm, inhibant ainsi l�épissage (Macías et al., 2008). 

Une étude récente a permis d�identifier les nucléotides et acides aminés impliqués 

dans l�interaction L30-SECIS et a établi que L30 et SBP2 lient des sites chevauchants 

main non-identiques sur le SECIS (Bifano et al., 2013). De plus, les résidus requis 

pour l�interaction de L30 avec le SECIS diffèrent de ceux impliqués dans la liaison de 

L30 à son pré-ARNm (Bifano et al., 2013). L30 stimule la synthèse des 

sélénoprotéines dans des cellules transfectées et est en compétition avec SBP2 pour 

l�élément SECIS. Ainsi, il a été proposé que L30 déplace de façon transitoire SBP2 et 

permette ainsi de rapprocher le SECIS du site A du ribosome durant le mécanisme de 

recodage (Chavatte et al., 2005). 

Certaines protéines sont impliquées dans la régulation du mécanisme d�incorporation 

de la sélénocystéine, elles seront discutées dans le  paragraphe I.2.4.2.a. 

 

I.2.3 Modèles du mécanisme de synthèse des sélénoprotéines 

Jusqu�à présent, aucun modèle unificateur n�a été proposé pour le processus 

moléculaire d�incorporation de la sélénocystéine. Trois modèles ont cependant été 

suggérés, basés sur les données expérimentales actuelles, mais qui ne répondent 

cependant pas à toutes les questions mécanistiques (Figure 18). Dans le premier 

modèle, SBP2 est associée au ribosome qui se déplace sur l�ARNm pendant la 

traduction des sélénoprotéines (Figure 18A). Le ribosome est ralenti au niveau du 

codon UGASec, ce qui permet à l�élément SECIS d�interagir avec SBP2. La protéine 

SBP2 recrute alors le facteur d�élongation eEFSec associé au Sec-ARNt[Ser]Sec et le 

dépose au niveau du site A du ribosome (Donovan et al., 2008; Kinzy et al., 2005). Ce 

modèle est fondé sur l�observation que SBP2 interagit de manière quantitative avec le 

ribosome mais ne peut se lier simultanément avec l�ARN SECIS. D�après le second 

modèle, la liaison SBP2-SECIS constitue le point de départ du mécanisme (Figure 

18B). SBP2 recrute le complexe eEFSec-Sec-ARNt[Ser]Sec au niveau de l�élément 

SECIS. Lorsque le ribosome arrive au niveau du codon UGASec, la protéine 

ribosomique L30 déplace SBP2 du SECIS par compétition. Le complexe SBP2-

eEFSec-Sec-ARNt[Ser]Sec est libéré et le Sec-ARNt[Ser]Sec est chargé dans le site 

ribosomique A et permet l�incorporation de la sélénocystéine dans la chaine 

peptidique.  



Introduction

44 

 
Figure 18. Modèles d�incorporation de la sélénocystéine dans les sélénoprotéines eucaryotes. 

(d'après Allmang and Krol, 2006) 
Trois modèles du mécanisme ont été proposés chez les eucaryotes. (A) Modèle 1: SBP2 est liée au 
ribosome, puis interagit avec l�élément SECIS et le complexe eEFSec-Sec-ARNt[Ser]Sec, ce qui permet 
de positionner l�ARNt dans le site A du ribosome. L30 déplace alors la protéine SBP2 liée à l�élément 
SECIS (Donovan et al., 2008; Kinzy et al., 2005). (B) Modèle 2: SBP2 est, dès le départ, liée à 
l�élément SECIS et y recrute le facteur eEFSec associé au Sec-ARNt[Ser]Sec. L�échange entre la protéine 
SBP2 et la protéine ribosomique L30 permet d�apporter le Sec-ARNt[Ser]Sec dans le site A du ribosome 
(Chavatte et al., 2005). (C) Modèle 3 : Ce modèle ne fait pas intervenir la protéine L30.  Comme pour 
le modèle 2, le complexe SBP2-eEFSec-Sec-ARNt[Ser]Sec est, dès le départ, liée à l�élément SECIS. 
SBP2 resterait liée au ribosome après l�accommodation du Sec-ARNt[Ser]Sec dans le site A du ribosome, 
se dissocierait durant l�étape de transpeptidation et se lierait à nouveau à l�élément SECIS, permettant 
une nouvelle étape de recodage.  
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Une étude récente a permis de proposer un troisième modèle (Kossinova et al., 2013) 

(Figure 18C). Il a été montré que SBP2 est associée à l�élément SECIS durant l�étape 

de formation du complexe d�initiation 48S. SBP2 reste liée au ribosome après 

l�accommodation du Sec-ARNt[Ser]Sec dans le site A du ribosome et se dissocie durant 

l�étape de transpeptidation pour se lier à nouveau à l�élément SECIS pour lequel elle 

possède une forte affinité. L�élément SECIS contacte la sous-unité ribosomique 60S 

après l�accommodation du Sec-ARNt[Ser]Sec, l�incorporation de sélénocystéine est donc 

gouvernée par des réarrangements conformationnels à la fois dans le SECIS et dans 

l�ARNr 28S (Kossinova et al., 2013). De nombreux aspects de ce mécanisme restent 

cependant à être élucidés. Le mode de communication entre le codon UGASec et 

l�élément SECIS n�est pas bien compris. De même, on ignore ce qui empêche les 

facteurs de terminaisons eRF1/3 de se lier au site A du ribosome au niveau du codon 

UGASec . Enfin, il a été proposé que d�autres facteurs pourraient participer à ce 

mécanisme (Allmang et al., 2009; Copeland and Driscoll, 1999; Gupta et al., 2013; 

Hirosawa-Takamori et al., 2009). L�assemblage particulier des mRNP de 

sélénoprotéines joue un rôle important dans le mécanisme de recodage (Boulon et al., 

2008; Wurth et al., 2014) et de nombreuses études pointent vers l�existence d�un 

mécanisme complexe de régulation de la traduction des ARNm de sélénoprotéines. 

 

I.2.4 Régulation de l�expression des sélénoprotéines 

I.2.4.1 Efficacité du mécanisme de recodage 

Plusieurs études indiquent que le mécanisme d’incorporation de la sélénocystéine est 

inefficace. En effet, cela est le cas chez les bactéries où l’efficacité maximum 

d’incorporation de la sélénocystéine rapportée est de 7-10% (Suppmann et al., 1999). 

Chez les mammifères, plusieurs sélénoprotéines endogènes sont exprimées de 

manière abondantes dans les cellules, particulièrement PHGPx (GPx4) dans les 

testicules (Ursini et al., 1999), GPx1 dans le foie et les reins (Cheng et al., 1997), et 

SelP dans le foie et le plasma sanguin (Yang et al., 1987) ce qui suggère que 

l’efficacité pourrait être bien plus importante que celle trouvée chez les procaryotes. 

Pourtant, l’efficacité de recodage dans les extraits de traduction de réticulocytes de 

lapin est également de 10% (Mehta et al., 2004a). Un système de traduction in vitro 

dans lequel l’incorporation de sélénocystéine a été reconstitué à partir de composants 

purifiés a montré que les facteurs connus du mécanisme de recodage des 
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sélénoprotéines (eEFSec, Sec-ARNt[Ser]Sec et SBP2) sont suffisants pour 

l�incorporation de sélénocystéine in vitro mais que l�efficacité de traduction se limite 

dans ce cas à 3% (Gupta et al., 2013). Plusieurs études ont tenté de déterminer 

l’efficacité du recodage dans les cellules transfectées et montré qu’elle était 6 à 10 

fois inférieure à celle des réticulocytes, même dans des conditions ou SBP2 n’est pas 

limitante (Berry et al., 1994; Low et al., 2000; Weiss Sachdev and Sunde, 2001; 

Mehta et al., 2004). L’existence de facteurs augmentant l’efficacité du mécanisme de 

recodage et d’incorporation de la sélénocystéine a été proposé (Mehta et al., 2004b). 

Enfin, l’efficacité d’incorporation de la sélénocystéine est augmentée lorsqu’un 

ARNm naturel est utilisé plutôt qu’un rapporteur luciférase, indiquant que l’ARNm 

pourrait contenir des éléments cis autres que le SECIS impliqués dans l’efficacité de 

recodage (Berry et al., 1994; Gupta and Copeland, 2007). Ces éléments pourraient se 

trouver à proximité du codon UGA
Sec

 ou au niveau de la région 3’UTR. La 

sélénoprotéine P contient 10 résidus sélénocystéine et est la sélénoprotéine la plus 

abondante du plasma sanguin avec une concentration de 30  g/mL en condition de 

sélénium idéal chez le rat (Read et al., 1990). Sa synthèse et sa dégradation in vivo 

sont rapides et efficaces (Hill et al., 1991) indiquant que le mécanisme 

d’incorporation de la sélénocystéine est également efficace. Il a été montré que dans 

les lysats de réticulocytes de lapin, le recodage du premier UGA
Sec

 de SelP est peu 

efficace mais augmente d’environ 10 fois pour les codons UGA
Sec

 situés en aval 

(Fixsen and Howard, 2010). Il s’agit d’un mécanisme de recodage processif sélénium-

dépendant (Shetty et al., 2014). La régulation de l’efficacité de recodage des 

sélénoprotéines pourrait être un déterminant essentiel de leur niveau et de leur mode 

d’expression tissu-spécifique, elle semble faire appel à des facteurs encore inconnus. 

 

I.2.4.1.a Relation entre terminaison et recodage 

Des mécanismes de compétition entre la terminaison de la traduction et le recodage 

ont été mis en évidence au niveau du codon UGA
Sec

 in vitro et in vivo (Berry et al., 

1994; Gupta and Copeland, 2007; Low et al., 2000a; Weiss Sachdev and Sunde, 

2001). De manière intéressante, une surexpression du facteur de terminaison de la 

traduction eRF1 diminue le recodage au niveau du codon UGA
Sec

 d’environ 50% dans 

les lysats de réticulocytes de lapin (Gupta and Copeland, 2007). Cependant, en 

présence de la protéine SBP2, eRF1 n’est plus capable d’induire une terminaison 

aussi efficace. Ceci indique que la machinerie d’incorporation de la sélénocystéine 
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associée à SBP2 pourrait être en compétition directe avec eRF1 pour l’accès au site A 

du ribosome. La question de la compétition entre les mécanismes d’incorporation de 

sélénocystéine et de terminaison a récemment été résolue chez les bactéries. En effet, 

il a été montré que le facteur de terminaison RF2 est, de manière inattendue, un faible 

compétiteur de l’incorporation de sélénocystéine en conditions optimales en sélénium 

(Kotini et al., 2015). Seul 40% des ribosomes actifs qui atteignent le codon UGA
Sec

 

sont capables d’incorporer la sélénocystéine, même en absence de RF2. La 

machinerie de recodage recrutée au niveau du SECIS bloquerait l’accès aux facteurs 

de terminaison et favoriserait ainsi le recodage plutôt que la terminaison au niveau des 

codons UGA
Sec

. Le rôle de RF2 se limiterait à terminer la traduction des ARNm qui 

ne sont pas engagés dans un processus de recodage. 

 

I.2.4.1.b Relation entre initiation et recodage 

Les études concernant l�incorporation de sélénocystéine se sont majoritairement 

focalisée sur la relation entre le recodage et la terminaison au niveau du codon 

UGASec et le rôle de l�initiation de la traduction n�a été que faiblement analysé. 

L�extrémité 3� des ARNm communique avec la machinerie d�initiation de la 

traduction par le biais de la queue poly(A), ce qui peut suggérer que le complexe 

SBP2/ARN SECIS en 3�UTR pourrait participer au processus d�initiation (Copeland, 

2003). Une étude récente a montré que la présence de l�IRES (Internal Ribosome 

Entry Site) du virus CrPV (CRicket Paralysis Virus) en 5� d�un ARNm rapporteur 

permet l�incorporation de sélénocystéine, mais diminue son efficacité de manière 

significative (Donovan and Copeland, 2010). L�initiation de la traduction dépendante 

de cette IRES s�affranchit de tous les facteurs d�initiation et même de l�ARNt 

initiateur, en recrutant de manière directe les sous-unités ribosomiques 60S et 40S 

(Pisarev et al., 2005). Ainsi, la fonction canonique des facteurs d�initiation de la 

traduction ne serait pas essentielle au mécanisme d�incorporation de la sélénocystéine. 

L�efficacité d�incorporation de la sélénocystéine est cependant fortement diminuée en 

présence de l�IRES du CrPV. De plus, le mécanisme de recodage semble indépendant 

de la présence d�une coiffe m7G en 5� ou de la queue poly(A) en 3� dans les lysats de 

réticulocytes de lapin (Donovan and Copeland, 2010). 

Les données actuelles semblent indiquer que l’efficacité d’incorporation de la 

sélénocystéine est intrinsèquement inefficace (Mehta et al., 2004a; Suppmann et al., 
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1999). L’inefficacité de ce mécanisme pourrait constituer un atout évolutif majeur 

pour les organismes car il permettrait la mise en place de processus de régulation pour 

un meilleur contrôle de l’expression tissu-spécifique des différentes sélénoprotéines et 

en réponse aux variations environnementales. 

 

I.2.4.2 Expression hiérarchique des sélénoprotéines  

De nombreuses études utilisant des modèles animaux ou cellulaires ont montré que 

l�expression des sélénoprotéines est régulée de manière différentielle en fonction de la 

disponibilité du sélénium (Hill et al., 1992; Lei et al., 1995; Schomburg and 

Schweizer, 2009; Sunde and Raines, 2011). Tandis que l�expression de certaines 

sélénoprotéines telles que GPx1, MsrB1, SelW, SelH (appelées sélénoprotéines 

sensibles au stress, ou sélénoprotéines non-essentielles) diminue fortement en 

condition limitantes de sélénium, l�expression d�autres protéines incluant GPx4, 

TrxR1 et TrxR3 (appelées sélénoprotéines essentielles, ou insensibles au stress) est 

moins affectée par les variations de sélénium (pour revue, Labunskyy et al., 2014; 

Schomburg and Schweizer, 2009). Les stress oxydants ont également une influence 

directe sur la surexpression sélective de plusieurs sélénoprotéines impliquées dans la 

défense antioxydante telles que GPx1, GPx4, TrxR1, SelS, SelK et SPS2 (Touat-

Hamici et al., 2014) ; cette réponse est encore plus efficace dans des conditions 

limitantes en sélénium. 

Cette régulation �hiérarchique� de l�expression des sélénoprotéines provient soit du 

contrôle de l�abondance des ARNm, soit d�une régulation traductionnelle (Howard et 

al., 2013; Sunde and Raines, 2011). L�intervention de facteurs agissant en cis et en 

trans apparaît central au processus de régulation différentiel de l�incorporation de 

sélénocystéine (Figure 19). Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents 

restent encore largement incompris et feraient parti d�un processus multifactoriel 

complexe permettant d�aboutir à une régulation fine et tissu-spécifique des différentes 

sélénoprotéines (Figure 19).  
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Figure 19. Facteurs impliqués dans la régulation de l�expression hiérarchique des 

sélénoprotéines. (d�après Schomburg and Schweizer, 2009) 
(1) Le codon UGASec peut être situé à proximité d�un élément SRE (Sec redefinition element) (Gupta 
and Copeland, 2007; Howard et al., 2007a). (2) L�élément SECIS dans la région 3�UTR de chaque 
ARNm de sélénoprotéine est unique (Krol, 2002; Latreche et al., 2009; Latrèche et al., 2012; Low et 
al., 2000b). (3) L�affinité de SBP2 pour les différents éléments SECIS est variable (Bubenik et al., 
2009; Squires et al., 2007b; Takeuchi et al., 2009). (4) SBP2 permet le recrutement des facteurs 
d�incorporation de la sélénocystéine, qui empêchent la terminaison de la traduction et la dégradation de 
l�ARNm par le mécanisme du NMD (Seyedali and Berry, 2014; Shetty and Copeland, 2015). (5) De 
nombreux facteurs agissant en trans semblent impliqués dans la synthèse des sélénoprotéines 
(Budiman et al., 2009a; Carlson et al., 2005; Donovan and Copeland, 2009; Hirosawa-Takamori et al., 
2009; Howard et al., 2013; Miniard et al., 2010; Shen et al., 2006). (6) Deux isoformes de l�ARNt[Ser]Sec

sont impliqués dans l�incorporation de sélénocystéine. L�ARNt[Ser]Sec mcm5U34 est impliqué dans le 
recodage des sélénoprotéines essentielles et l�isoforme mcm5U34m dans celui des sélénoprotéines 
sensibles au stress (Carlson et al., 2005; Howard et al., 2013). 

I.2.4.2.a Les facteurs de régulation de l�expression des sélénoprotéines  

I.2.4.2.a.1 Le sélénium et l�ARNt[Ser]Sec 

La variation d�expression des différentes sélénoprotéines en fonction de la 

disponibilité du sélénium, serait due à une régulation directe du mécanisme 

d�incorporation de sélénocystéine dans les différentes sélénoprotéines (Figure 19). Si 

l�expression des sélénoprotéines essentielles telles que GPx4 et Sel15 reste peu 

sensible aux variations du taux de sélénium, des conditions limitantes en sélénium 

réduisent de manière importante le nombre de ribosomes, détectés par ribosome 
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profiling, en aval du codon UGASec sur les ARNm de sélénoprotéines non-essentielles 

telles que Gpx1, MsrB1, SelW, et SelH, indiquant une diminution de l�efficacité 

d�incorporation de la sélénocystéine (Howard et al., 2013). Cette régulation sélénium-

dépendante serait en partie expliquée par le degré de méthylation de la position Um34 

du Sec-ARNt[Ser]Sec (Chittum et al., 1997; Diamond et al., 1993; Howard et al., 2013).  

Figure 20. Rôle des deux isoformes du Sec-ARNt[Ser]Sec dans la régulation de l�expression 

hiérarchique des sélénoprotéines. 
Les deux isoformes du Sec-ARNt[Ser]Sec interviennent soit dans la synthèse des sélénoprotéines 
essentielles (isoforme mcm5U34), soit dans celle des sélénoprotéines sensibles au stress (isoforme 
mcm5U34m) (Carlson et al., 2005; Howard et al., 2013). La biosynthèse de l�isoforme mcm5U34m 
dépend de la protéine SECp43 et est dépendante du sélénium (Ding and Grabowski, 1999; Small-
Howard et al., 2006; Xu et al., 2005). La méthylation du Sec-ARNt[Ser]Sec serait impliquée dans la 
régulation sélénium-dépendante de l�incorporation de sélénocystéine et l�expression hiérarchique des 
sélénoprotéines. 

En effet, deux isoformes majeurs de l�ARNt[Ser]Sec, contenant chacuns soit la 

modification mcm5U soit la modification mcm5Um en position 34 existent chez les 

mammifères, et leur distribution relative est influencée par le niveau de sélénium 

(Chittum et al., 1997; Diamond et al., 1993). De manière intéressante, il a été montré 

que les sélénoprotéines essentielles telles que TrxR1 et TrxR3 sont synthétisées par 

l�isoforme mcm5U34, tandis que les sélénoprotéines sensibles au stress (GPx1, GPx3, 

MsrB1, SelT et SelW) sont synthétisées par l�isoforme mcm5Um34 (Carlson et al., 

2005; Howard et al., 2013) (Figure 20). La méthylation mcm5Um en position 34 est 

assurée par la protéine SECp43 et le taux de méthylation est dépendant du niveau de 

sélénium (Ding and Grabowski, 1999; Xu et al., 2005). Cette régulation par SECp43 
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serait en partie responsable de l�incorporation différentielle de sélénocystéine et de 

l�expression hiérarchique des sélénoprotéines (Carlson et al., 2005; Howard et al., 

2013). La régulation différentielle de l�expression des sélénoprotéines en réponse au 

stress oxydant se situerait également au niveau de l�incorporation de la 

sélénocystéine, plutôt qu�au niveau post-transcriptionnel (Touat-Hamici et al., 2014). 

 

I.2.4.2.a.2 eIF4A3 

Le facteur d�initiation de la traduction eIF4A3 a récemment été identifié comme étant 

un important régulateur de la synthèse des sélénoprotéines. Il contribuerait à la 

traduction préférentielle des sélénoprotéines essentielles en condition limitante de 

sélénium et à l�inhibition de la traduction des sélénoprotéines sensibles au stress 

(Budiman et al., 2009a). eIF4A3 est un membre de la famille des hélicases ATP 

dépendantes à motif �DEAD�, majoritairement impliquées dans l�épissage des pré-

ARNm dans le noyau (Li et al., 1999). Elle lie les ARNm épissés durant la formation 

du complexe EJC (Exon Junction Complex) et participe au mécanisme de dégradation 

des ARNm par le mécanisme du NMD (Chan et al., 2004; Gehring et al., 2005; 

Palacios et al., 2004). En plus de son activité canonique, eIF4A3 est impliquée dans la 

régulation négative de l�incorporation de sélénocystéine (Budiman et al., 2009a) 

(Figure 19). Cette protéine se lie préférentiellement aux éléments SECIS en 3�UTR 

des ARNm de sélénoprotéines sensibles au stress tels que GPx1 et MsrB1 mais a une 

faible affinité pour les SECIS des ARNm des sélénoprotéines essentielles (TrxR1 et 

GPx4). eIF4A3 se lie au niveau de la boucle interne et de la boucle apicale du SECIS 

et discrimine les différents éléments SECIS en fonction de la taille de la boucle 

apicale (Budiman et al., 2011). Ainsi, il reconnaît préférentiellement les éléments 

SECIS de type 1 dont la boucle apicale est large et non-structurée (GPx1 et MsrB) 

(Budiman et al., 2011). Puisque eIF4A3 et SBP2 ont des sites de liaison qui se 

chevauchent, ces deux protéines sont en compétition pour la liaison à l�ARN SECIS 

(Morley and Willett, 2009). Il a également été montré que le niveau de protéine 

eIF4A3 est augmenté de manière importante en condition limitante de sélénium 

(Budiman et al., 2009a). Ainsi, il a été proposé que eIF4A3 se lie de manière sélective 

à une sous-classe d�éléments SECIS appartenant aux ARNm de sélénoprotéines non-

essentielles et empêche l�incorporation de sélénocystéine lorsque le sélénium est 

limitant en masquant le site de liaison de SBP2 (Figure 19). Il a été proposé que cela 
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puisse également faciliter la dégradation de l�ARNm par le mécanisme du NMD 

(Morley and Willett, 2009). 

 

I.2.4.2.a.3  Nucléoline 

La nucléoline est également une protéine de liaison au SECIS qui influence 

l�efficacité de recodage du codon UGASec (Figure 19). Il s�agit de la phosphoprotéine 

la plus abondante du nucléole et qui est impliquée dans diverses fonctions dont la 

synthèse des ARNr et la biogenèse des ribosomes (pour revue, Tajrishi et al., 2011). 

Cette protéine joue également un rôle dans la régulation de la transcription et le 

remodelage de la chromatine et contient 4 motifs de reconnaissance de l�ARN. La 

nucléoline a été identifiée comme une protéine de liaison au SECIS (Wu et al., 2000), 

cependant, les données concernant sa spécificité d�interaction pour les éléments 

SECIS et son rôle dans la régulation de la synthèse des sélénoprotéines sont 

conflictuelles. Une première étude a montré que l�affinité de la nucléoline pour des 

éléments SECIS distincts variait peu et qu�elle ne contribuait donc probablement pas 

à l�expression hiérarchique des sélénoprotéines (Squires et al., 2007b). Une seconde 

étude a, quant à elle, montré que la nucléoline liait de manière sélective les SECIS des 

ARNm de sélénoprotéines essentielles et présentait une faible affinité pour ceux des 

sélénoprotéines sensibles au stress (Miniard et al., 2010). L�inactivation de 

l�expression de la nucléoline par siARN, a cependant démontré que la nucléoline 

agissait comme un régulateur positif de la traduction des ARNm codant pour les 

sélénoprotéines essentielles mais pas pour celles sensibles au stress. Puisque 

l�expression de la nucléoline n�est pas régulée par le sélénium, il a été proposé qu�elle 

régulait la synthèse des sélénoprotéines en stimulant le recrutement de SBP2 vers 

certains ARNm (Miniard et al., 2010).  

 

I.2.4.2.a.4 SECp43 

La protéine SECp43 est impliquée dans la méthylation de l�hydroxyle en 2� du ribose 

de l�uridine 34 de l�ARNt[Ser]Sec (Ding and Grabowski, 1999; Xu et al., 2005). Cette 

modification a une influence sur l�expression différentielle des sélénoprotéines 

(Carlson et al., 2005; Howard et al., 2013) et l�invalidation du gène codant pour 

SECp43 inhibe la synthèse des sélénoprotéines (Ding and Grabowski, 1999; Small-

Howard et al., 2006; Xu et al., 2005). Il a également été montré que SECp43 interagit 
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avec le complexe eEFSec-Sec-ARNt[Ser]Sec in vitro et que la co-expression de SECp43 

promeut l�interaction eEFSec-SBP2 in vivo. De plus, SECp43 augmente le taux 

d�incorporation de sélénocystéine (voir paragraphe I.2.4.2.a.1) et le niveau d�ARNm 

de sélénoprotéines probablement en déjouant le mécanisme du NMD. Elle semble 

également jouer un rôle dans la localisation cellulaire des facteurs de recodages (voir 

paragraphe I.2.4.3.a) (Small-Howard et al., 2006). Ainsi, SECp43 pourrait jouer un 

rôle clé dans l�orchestration des interactions et la localisation d�autres facteurs 

impliqués dans la biosynthèse des sélénoprotéines (Figure 19 et 24). 

 

I.2.4.2.a.5 NSEP1 

La protéine NSEP1 (Nuclease Sensitive Element Binding Protein 1), connue 

également sous les noms dbpB (DNA-binding protein 1B) ou YB-1 (Y-box binding 

protein 1), interagit avec l�ADN et a un rôle de facteur de transcription. NSEP1 a été 

identifiée comme protéine de liaison à l�élément SECIS (Fagegaltier et al., 2000c; 

Shen et al., 1998). Cette protéine est associée in vivo aux ARNm de sélénoprotéines et 

son épuisement par siARN inhibe la synthèse d�un rapporteur luciférase SECIS-

dépendant, dont l�expression dépend du recodage d�un codon UGA. Ces données 

laissent suggérer que NSEP1 joue un rôle lors du mécanisme de recodage et pourrait 

être impliquée dans le mécanisme de régulation de l�expression des sélénoprotéines 

(Shen et al., 2006).  

 

I.2.4.2.a.6 SBP2L 

SBP2L est un paralogue de la protéine SBP2 chez les vertébrés. Bien que capable de 

se lier à l�élément SECIS, SBP2L ne permet pas de stimuler l�incorporation de 

sélénocystéine. En effet, SBP2 et SBP2L comprennent toutes les deux le domaine de 

liaison à l�ARN L7Ae qui est impliqué dans une interaction avec l�élément SECIS. 

Cependant, le domaine K-rich de SBP2L, contrairement à celui de SBP2, n�est pas 

impliqué dans la liaison au SECIS (Donovan and Copeland, 2012), suggérant un 

mode de liaison différent. Chez les invertébrés deutérostomes, SBP2L est en revanche 

l�unique protéine de liaison au SECIS et permet le recodage du codon UGASec et donc 

la synthèse des sélénoprotéines (Donovan and Copeland, 2009, 2012). SBP2L est en 

compétition avec SBP2 pour la liaison à l�ARN SECIS et les deux protéines sont 

associées aux ARNm de GPx1 et GPx4 in vivo, indiquant que SBP2L pourrait jouer 
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un rôle dans leur régulation post-transcriptionnelle. Cependant, la surexpression 

transitoire de SBP2L dans les cellules de mammifères n�a pas d�effet  sur la synthèse 

des sélénoprotéines, ce qui n�a pas permis de démontrer clairement la participation de 

SBP2L dans l�incorporation de sélénocystéine chez les mammifères (Donovan and 

Copeland, 2012). 

 

I.2.4.2.a.7 GAPsec 

La recherche de nouveaux facteurs impliqués dans le recodage du codon UGASec a 

permis l�identification d�une protéine impliquée dans l�activation des GTPases 

(GTPase-activating protein, GAP) appelée GAPsec et conservée à travers l�évolution 

(Hirosawa-Takamori et al., 2009). GAPSec interagit avec eEFSec, stimulerait son 

activité GTPase et serait impliquée dans le mécanisme de translecture du codon 

UGASec. GAPsec ne semble pas avoir d�effet direct sur le mécanisme d�incorporation 

de sélénocystéine (Hirosawa-Takamori et al., 2009). Cependant, la surexpression de 

GAPSec chez la drosophile et la souris augmente l�activité de redéfinition SECIS-

dépendante du codon UGA d�un rapporteur luciférase. GAPSec semble avoir une 

fonction plus générale et être impliquée dans la redéfinition de codons stop autres que 

les codons sélénocystéines. 

 

L�ensemble de ces protéines participent à la régulation fine et contrôlée de 

l�expression des sélénoprotéines.  

 

I.2.4.2.b Régulation de la dégradation des ARNm de sélénoprotéines par le NMD 

 

La diminution de l�abondance des ARNm des sélénoprotéines sensibles au stress, en 

condition limitante en sélénium a été attribuée à leur élimination par le mécanisme de 

dégradation des ARNm non-sens ou NMD (Nonsense Mediated Decay) (pour revue, 

Shetty and Copeland, 2015), plutôt qu�à une régulation transcriptionnelle (Moriarty et 

al., 1998; Weiss and Sunde, 1998) (Figure 19). Chez les eucaryotes, le NMD est un 

mécanisme de contrôle-qualité qui assure l�élimination de transcrits aberrants 

contenant un codon stop prématuré (PTC), évitant ainsi la synthèse de protéines 

tronquées et inactives par la cellule. Les ARNm qui contiennent un PTC situé à une 

distance supérieure à 50 nucléotides en amont du dernier intron en 3� sont des cibles 
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potentielles du NMD (Chang et al., 2007; Conti and Izaurralde, 2005; Nagy and 

Maquat, 1998; Popp and Maquat, 2014). Lors de l�épissage des pré-ARNm, un 

complexe multiprotéique ou EJC (Exon Junction Complex) est déposé 25 nucléotides 

en amont de la jonction exon-exon de l�ARNm. Les complexes EJC sont déplacés par 

les ribosomes lors du premier cycle de traduction. En cas de codon stop prématuré, les 

complexes EJC restent associés à l�ARNm jusque dans le cytoplasme où ils sont 

impliqués dans le recrutement des facteurs de dégradation du NMD (Le Hir and 

Séraphin, 2008). Parce qu�ils contiennent un codon UGASec dans leur région codante, 

14 des 25 ARNm de sélénoprotéines humains sont des cibles potentielles du NMD 

(Squires et al., 2007a; Moriarty et al., 1998; Sun et al., 2001; Weiss and Sunde, 1998). 

Certains ARNm de sélénoprotéines sont plus sensibles au NMD que d�autres, et cette 

sensibilité est tissu spécifique (Sun et al., 2001b). Différents critères tels que la 

position relative du UGASec par rapport à l�élément SECIS, le contexte local du codon 

UGASec et l�affinité de SBP2 pour les différents SECIS, ont été proposés comme étant 

impliqué dans la sensibilité des ARNm de sélénoprotéines au mécanisme du NMD 

(Low et al., 2000a; Squires et al., 2007b; Wen et al., 1998). Des expériences 

d�immunoprécipitation du facteur UPF1 essentiel au NMD ont révélé que les ARNm 

de sélénoprotéines les plus sensibles aux variations de sélénium sont également ceux 

qui sont les plus associés à UPF1 dans des conditions limitantes en sélénium 

(Seyedali et al., 2014) (Figure 21). De même, il apparaît que la délétion de SMG1, 

une autre protéine impliquée dans le mécanisme du NMD, abolit la dégradation des 

transcrits liés au stress (Seyedali et al., 2014). Enfin, il a été montré que l�expression 

du facteur eIF4A3, composant c�ur du complexe EJC, était régulée par le niveau de 

sélénium. En conditions limitantes en sélénium eIF4A3 est capable de se lier à 

l�élément SECIS de GPx1, mais pas de GPx4, et d�entrer en compétition avec SBP2 

pour inhiber l�incorporation de sélénocystéine (Budiman et al., 2009b). Il a été 

proposé que cela faciliterait également la dégradation de l�ARNm de GPx1 par le 

mécanisme du NMD (Morley and Willett, 2009). Ces résultats démontrent le rôle 

crucial du NMD dans la régulation du niveau des ARNm lorsque le sélénium est 

limitant et sa participation à l�expression hiérarchique des sélénoprotéines (Figure 19 

et 21). 
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Figure 21. Le mécanisme du NMD est impliqué dans la régulation post-transcriptionnelle 

sélénium-dépendante des ARNm de sélénoprotéines.  

Les ARNm de sélénoprotéines sensibles au niveau de sélénium sont la cible du mécanisme du NMD 
(Moriarty et al., 1998; Seyedali and Berry, 2014; Squires et al., 2007a; Sun et al., 2001b; Weiss and 
Sunde, 1998). En conditions de sélénium optimales le Sec-ARNt[Ser]Sec permet l�incorporation de 
sélénocystéine et bloque l�accès aux facteurs de terminaison empêchant ainsi le déclenchement du 
mécanisme du NMD. Lorsque le sélénium est limitant, le niveau du Sec-ARNt[Ser]Sec diminue ce qui 
augmente la possibilité d�accès des facteurs de terminaison au niveau du codon UGASec et l�activation 
du mécanisme du NMD entrainant la dégradation des ARNm de sélénoprotéines. Cette dégradation se 
fait via le recrutement d�enzymes d�élimination de la coiffe (Dcp), de déadénylation, puis 
d�exonucléases (Popp and Maquat, 2013). 

I.2.4.3 L�assemblage des mRNP de sélénoprotéines  

L�assemblage des particules ribonucléoprotéiques (RNP) est une étape essentielle 

pour l�obtention de particules matures et fonctionnelles. Ce processus, souvent 

complexe, requiert l�intervention de nombreux facteurs d�assemblage et a parfois lieu 

dans un compartiment différent de celui où la RNP mature exerce sa fonction. Il en 

est ainsi pour les mRNP de sélénoprotéines, dont l�assemblage est un prérequis pour

leur traduction.  
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I.2.4.3.a Un assemblage nucléaire des mRNP de sélénoprotéines 

La protéine SBP2 est principalement associée aux ribosomes et aux ARNm dans le 

cytoplasme. Cependant, deux sites NES (Nuclear Export Signal) et un site NLS 

(Nuclear Localisation Signal) ont été identifiés dans sa séquence peptidique (Figure

22).  

Figure 22. Représentation schématique de facteurs impliqués dans l�assemblage nucléaire des 

mRNP de sélénoprotéines. 

Les signaux de localisation nucléaire (NLS) sont représentés en bleu et les signaux d�export nucléaire 
(NES) en orange. Certains domaines fonctionnels importants sont représentés. RNP: domaine 
d�interaction avec les particules ribonucléoprotéiques (RNP binding domain) qui constitue un motif 
d�interaction avec l�ARN (Papp et al., 2007; Small-Howard and Berry, 2005). 

De manière intéressante, ces signaux de localisation cellulaire permettent à la protéine 

SBP2 de transiter entre le noyau et le cytoplasme (de Jesus et al., 2006; Papp et al., 

2006) (Figure 23). Ce transport nucléo-cytoplasmique est dépendant du facteur 

d�export CRM1 (Papp et al., 2006) qui interagit directement avec le signal NES 

(Fornerod et al., 1997a; Stade et al., 1997). De façon intéressante,  il a été montré que 

le stress oxydant a un effet sur la localisation subcellulaire de SBP2 (Papp et al., 

2006; Touat-Hamici et al., 2014). Ainsi, lors d�un stress oxydant, les cystéines 

présentes dans les séquences NES et dans le domaine de liaison à l�ARN de SBP2 

(Figure 22), forment des ponts disulfures (S-S et S-SG) (Figure 23). Ceci induirait un 
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changement conformationnel de SBP2, l�empêchant d�interagir avec CRM1 et 

entrainant son accumulation dans le noyau (Papp et al., 2006). Ces modifications 

peuvent être réduites in vitro par les systèmes thiorédoxine et glutharédoxine 

(impliquant des sélénoprotéines), indiquant qu�elles pourraient être réversibles in 

vivo. Ces modifications seraient un moyen de régulation négative (Papp et al., 2006)

ou différentielle (Touat-Hamici et al., 2014) de l�expression des sélénoprotéines.  

Figure 23. Régulation de la localisation sub-cellulaire de SBP2 en réponse à un stress oxydant. 

(d�après Allmang et al., 2009; Papp et al., 2006) 
Des résidus cystéines de SBP2 sont oxydés lors d�un stress oxydant, entrainant la formation de ponts 
disulfures (S-S et S-SG). Ceci induit un changement de conformation de la protéine qui provoque une 
dissimulation des sites NES empêchant l�interaction de SBP2 avec le facteur d�export nucléaire CRM1. 
SBP2 s�accumule dans le noyau et la synthèse de certaines sélénoprotéines est inhibée. Cet effet est 
réversible puisque la thiorédoxine et la glutharédoxine peuvent réduire les résidus Cys et SBP2 peut à 
nouveau être transportée dans le cytoplasme, où a lieu la synthèse des sélénoprotéines. 

Le facteur d�élongation eEFSec comporte également des signaux NES et NLS (Figure 

22) et sa localisation, comme pour SBP2, varie selon le type cellulaire (de Jesus et al., 

2006). eEFSec est localisé majoritairement dans le cytoplasme mais la cotransfection 

de SBP2 stimule sa localisation dans le noyau (Figure 24). Enfin, la protéine SECp43, 

également localisée dans le noyau, interagit avec l�ARNt[Ser]Sec et guiderait la 

localisation de SPS1 et de SepSecS dans le noyau (Small-Howard et al., 2006) (Figure 

24). Puisque SECp43 stimule également l�interaction entre SBP2 et eEFSec, cette 
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protéine jouerait un rôle important dans le mécanisme de synthèse des sélénoprotéines 

en stimulant les interactions entre les facteurs impliqués dans l�incorporation de 

sélénocystéine et en redistribuant plusieurs sous-complexes vers le noyau.  

La localisation nucléaire des facteurs impliqués dans la synthèse des sélénoprotéines 

suggère que l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines puisse avoir lieu dans ce 

compartiment (Figure 24). Ceci permettrait aux ARNm de sélénoprotéines d�être 

associés aux facteurs de recodage avant d�être exportés dans le cytoplasme et pourrait 

ainsi constituer un moyen d�échapper au mécanisme du NMD (voir paragraphe 

I.2.4.2.b). Ainsi, l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines dans le noyau pourrait 

constituer un moyen de régulation différentielle de l�expression des sélénoprotéines 

en protégeant les ARNm de sélénoprotéines contre le NMD. Les facteurs resteraient 

associés à l�ARN lors du transport nucléo-cytoplasmique et permettraient ainsi la 

synthèse des sélénoprotéines dans le cytoplasme.  

Figure 24. Modèle de l�assemblage nucléaire des mRNP de sélénoprotéines (d�après Allmang et al., 
2009) 
L�ensemble des facteurs nécessaires à l�incorporation de sélénocystéine sont importés dans le noyau. 
Secp43 stimule l�interaction entre SBP2 et eEFSec et les relocalise dans le noyau tout comme SPS1 et 
SepSecS associées au Sec-ARNt[Ser]Sec (de Jesus et al., 2006; Small-Howard et al., 2006). Dans le 
noyau, SBP2 se fixe à l�élément SECIS et recrute les autres facteurs. Ce modèle propose que les mRNP 
de sélénoprotéines soient pré-assemblées dans le noyau, puis exportées dans le cytoplasme où ils sont 
traduits. 
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I.2.4.3.b Assemblage des ARNm de sélénoprotéines : similitudes avec l�assemblage 

des sn/snoRNP 

 

Le domaine de liaison à l�ARN de SBP2 appartient à la famille L7Ae (voir 

paragraphe I.2.2.2.b.1). Les protéines de cette famille sont trouvées dans de 

nombreuses RNP essentielles (Watkins et al., 2000). Toutes les protéines L7Ae lient 

une structure d�ARN commune appelée K-turn (voir paragraphe I.2.2.1.a). 

L�interaction des protéines L7Ae avec leur ARN cible permet le recrutement de 

facteurs additionnels (protéines c�ur, facteurs d�assemblage) au niveau de la RNP. 

L�assemblage des mRNP de sélénoprotéines obéit aux mêmes règles que celui des 

sn/snoRNP. En effet, notre laboratoire a montré que cet assemblage faisait appel à une 

machinerie moléculaire liée au chaperon protéique HSP90, conservée de la levure à 

l�homme et d�importance fondamentale car impliquée dans le contrôle de la 

prolifération cellulaire (Boulon et al, 2008). HSP90 intervient également dans la 

réponse aux chocs thermiques et au stress oxydant. Cette machinerie moléculaire est 

commune à l�assemblage de toutes les RNP de la famille L7Ae, incluant la snRNP 

U4, les snoRNP à boîte C/D et H/ACA, la télomérase et les mRNP de sélénoprotéines 

(Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008). Elle est composée d�un complexe de co-

chaperons associé à HSP90 et d�une protéine adaptatrice Nufip (Rsa1 chez la levure). 

Le complexe de co-chaperons, appelé R2TP (Kakihara and Houry, 2012), est 

composé de deux ATPases AAA+ (Rvb1 et Rvb2) (Nano and Houry, 2013) et des 

protéines hSpagh (Tah1 chez la levure) et hPih1 (Gribun et al., 2008; Zhao et al., 

2005b, 2008). Nous avons montré que HSP90 contrôlait le repliement correct de 

SBP2 et des protéines L7Ae des sn(o)RNP lors de la formation de complexes 

ARN/protéines. Nufip interagit avec SBP2 et toutes les protéines L7Ae, elle joue le 

rôle d�adaptateur en permettant le recrutement à la fois du complexe R2TP/HSP90 et 

des autres protéines c�ur vers les RNP (Boulon et al., 2008). Une interaction directe a 

également été observée entre le co-chaperon Pih1 et SBP2 (Boulon et al., 2008) 

(Figure 25). HSP90 est impliquée dans des processus de cancérisation chez l�homme 

et contrôle le repliement des récepteurs nucléaires et des protéines kinases (Pearl & 

Prodromou, 2006). HSP90 semble donc également jouer un rôle dans la prolifération 

cellulaire par le biais de l�assemblage de complexes RNP dont les mRNP des 

sélénoprotéines. 
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Figure 25. Représentation schématique du complexe d�assemblage impliqué dans la biogenèse 

des mRNP de sélénoprotéines. (d�après Boulon et al., 2008) 
La stabilité et le repliement de la protéine SBP2 sont dépendants de son association avec le chaperon 
protéique Hsp90 et ses co-facteurs, le complexe R2TP. Celui-ci est composé des ATPases Rvb1/Rvb2, 
des protéines Spagh et Pih1. La protéine Nufip joue le rôle d�adaptateur. Elle interagit avec la protéine 
SBP2, mobilise cette machinerie d�assemblage au niveau des mRNP de sélénoprotéines et des RNP 
L7Ae de façon générale et recrute d�autres protéines c�ur des RNP.  

II Mécanisme de biogenèse des sn et snoRNP à boîte C/D 

Des similitudes inattendues ont été révélées entre les mRNP de sélénoprotéines et les 

snRNP et les snoRNP à boîte C/D, du point de vue de la composition et de 

l�assemblage des particules (voir paragraphes I.2.2.2.b.1 et I.2.4.3.b). Au cours de ma 

thèse, nous avons mis en évidence d�autres points communs au niveau du mécanisme 

de biogenèse de ces RNP. 

II.1 Biogenèse des snRNP 

La biogenèse des snRNP est un processus complexe qui implique plusieurs étapes de 

maturation et d�assemblage et requiert plus de facteurs d�assemblages que de 

protéines présentes dans la particule mature fonctionnelle (Fischer et al., 2011; 

Neuenkirchen et al., 2008, 2015). Les snARN sont très abondants, non-polyadénylés 

et forment un groupe de petits ARN non-codants. A l�exception de U7, impliqué dans 

la maturation de l�extrémité des pré-ARNm d�histone, la majorité des snARN forment 

le complexe du spliceosome et sont responsables de l�épissage des pré-ARNm dans le 
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noyau (pour revue, Chen and Moore, 2014; Matera and Wang, 2014; Matera et al., 

2007) (Figure 26). Il existe deux formes du spliceosome. Le spliceosome majeur est 

responsable de l�épissage de la majorité des introns (U2-dépendants) et est composé 

des snARN U1, U2, U4, U5 et U6. La forme mineure quant à elle est responsable de 

l�épissage des introns U12-dépendants ou ATAC, représentant moins de 0,5% de la 

totalité des introns, et est composée des snARN U11, U12, U4atac, U5 et U6atac 

(pour revue, Patel and Steitz, 2003; Turunen et al., 2013). Les snARN peuvent être 

divisés en deux classes, sur la base de caractéristiques de séquences et de cofacteurs 

protéiques communs. La classe Sm des snARN présente une coiffe triméthylée 

m3
2,2,7G (méthyl-2,2,7guanosine ou m3G) en 5�, une tige-boucle en 3� et un site de 

liaison riche en uridine (PuAU4-6GPu) pour 7 protéines Sm (B/B�, D1, D2, D3, E, F 

et G) qui forment une structure en anneau heptamérique (Figure 27) (Branlant et al., 

1982; Neuenkirchen et al., 2008, 2015). Cette classe comprend les snARN U1, U2, 

U4, U4atac U5, U7, U11 et U12. La classe des Lsm, représentée par les snARN U6 et 

U6atac, est caractérisée par une coiffe monométhylée m7G et une tige-boucle en 3� et 

se terminant par un prolongement d�uridines qui forme le site de liaison d�un anneau 

heptamérique distinct de protéines Lsm (2-8) (He and Parker, 2000; Khusial et al., 

2005). 

Figure 26. Assemblage du spliceosome majeur et épissage des pré-ARNm. (d�après Matera and 
Wang, 2014) 
Les snRNP U1 et U2 s�assemblent sur le pré-ARNm de manière co-transcriptionnelle et reconnaissent 
les sites d�épissage 5� (5�ss) et 3� (3�ss). Ceci est modulé par le domaine CTD (C-terminal) de l�ARN 
polymerase II. Les snRNP U1 et U2 interagissent ensemble et forment le complexe A. Le complexe tri-
snRNP U4-U6-U5 est alors recruté pour former le complexe B. Ce complexe va subir une série de 
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réarrangements pour former le complexe catalytiquement actif (complexe B*), ceci requiert de 
nombreuses hélicases et protéines de liaison à l�ARN et résulte en la libération des snRNP U4 et U1. 
Le complexe B* effectue alors la première étape catalytique de l�épissage, générant le complexe C qui 
contient l�exon 1 libre (Ex1) et l�intermédiaire intron-exon 2 en lasso. Le complexe C subit des 
réarrangements additionnels et réalise la seconde étape catalytique, résultant en un complexe post-
spliceosome qui contient l�intron sous forme de lasso et les exons épissés. Finalement les snRNP U2, 
U5 et U6 sont libérés de la mRNP et recyclés. L�intron en forme de lasso est débranché et dégradé. Les 
noms des facteurs d�épissage sont indiqués dans les encarts.

Figure 27. Caractéristiques des snARN de classes Sm et Lsm. (d�après Matera et al., 2007) 
(A) Les snARN de la classe Sm sont transcrits par l�ARN polymérase II et contiennent un site de 
liaison aux protéines Sm. Durant leurs étapes de maturation dans le cytoplasme, ils acquièrent une 
coiffe m3G hyperméthylée ; l�anneau des 7 protéines Sm est assemblé au niveau du site Sm. 
L�extrémité 3� des ARN se termine par une structure en tige-boucle. Dans la snRNP U7, les deux 
protéines SmD1 et D2 sont remplacées par Lsm10 et Lsm11. La séquence consensus du site Sm et de 
celle du snARN U7 sont indiquées. (B) Contrairement aux snARN de la classe Sm, les snARN Lsm 
sont transcrits par l�ARN polymérase III, contiennent un site de liaison aux protéines Lsm en aval 
d�une structure en tige-boucle en 3� et portent une coiffe monométhylée m7G. 

II.1.1 Transcription et export dans le cytoplasme 

Comme les ARNm, les précurseurs (pré-snARN) des snARN U1, U2, U4, U4atac, 

U5, U11 et U12 sont transcrits par l�ARN polymérase II et sont dotés d�une coiffe 

monométhylée (m7G), ajoutée de manière co-transcriptionnelle à leur extrémité 5� 

(Matera et al., 2007b; Westin et al., 1984). Ils ne sont cependant pas polyadénylés en 

3� (Figure 28). Leur coiffe m7G est reconnue par le complexe CBC (Cap Binding 

Complex) (Izaurralde et al., 1994). Les particules sont ensuite exportées dans le 

cytoplasme via le récepteur d�export CRM1 (chromosome region maintenance-1) 
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associé à RanGTP (Ras-related nuclear protein) et à l�aide d�un adaptateur spécifique, 

PHAX,  (Askjaer et al., 1999; Fornerod et al., 1997b; Ohno et al., 2000). Les snARN 

U6 et U6atac quant à eux sont transcrits par l�ARN polymérase III, possèdent une 

coiffe atypique ( -monométhyl-phosphate) et ne sont pas exportés dans le cytoplasme 

(Kunkel et al., 1986; Reddy et al., 1987; Singh and Reddy, 1989).  

Figure 28. Biogenèse des snRNP de la classe Sm chez les vertébrés. (d'après Neuenkirchen et al., 
2008; Patel et Bellini, 2008; Paushkin et al., 2002) 
Dans le noyau, les pré-snARN sont transcrits par l�ARN polymérase II et portent une coiffe 
monométhylée m7G reconnue par le complexe CBC (Cap Binding Complex). Ils sont pris en charge 
par l�adaptateur PHAX, le facteur  CRM1 et RanGTP afin d�être exportés vers le cytoplasme. Dans ce 
compartiment, le complexe SMN assisté du méthylosome assemble les protéines Sm sur les snARN. 
L�enzyme TGS1 est recrutée par le complexe SMN associé aux protéines Sm et hyperméthyle la coiffe 
des snARN en m3

2,2,7G (ou m3G). L�extrémité 3� des snARN est maturée par les exonucléases de 
l�exosome. Les snRNP sont réimportés dans le noyau par la snurportine-1 et l�importine ß et 
s�accumulent dans les corps de Cajal où elles seront modifiées par les scaRNP (#: pseudourydilation, 
m: 2�-O- méthylation) et recruteront d�autres protéines c�urs spécifiques. Les snRNP matures 
constituent le spliceosome. 
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II.1.2 Maturation et assemblage des snRNP dans le cytoplasme 

Une fois dans le cytoplasme, les snRNP subissent des étapes de maturation, de 

modification et d�assemblage. Les 7 protéines Sm, préalablement méthylées par le 

méthylosome, sont transférées sur les snARN dans une conformation en anneau par le 

complexe SMN (Survival of Motor  Neuron) (Kambach et al., 1999; Neuenkirchen et 

al., 2015) (Figure 28 et paragraphe II.1.4). La coiffe monométhylée m7G des snARN 

est alors hyperméthylée en coiffe m3G par la triméthylguanosine synthase 1 (Tgs1) 

(Hausmann and Shuman, 2005; Lemm et al., 2006; Mouaikel et al., 2002; Plessel et 

al., 1994) (Figure 28 et paragraphe II.3). Enfin, l�extrémité 3� des snARN est maturée 

par l�exosome, un complexe d�exonucléases 3�-5�(Allmang et al., 1999; Dahlberg et 

al., 1990; van Hoof et al., 2000). L�ensemble de ces évènements permet le réimport 

des snRNP dans le noyau (Huang and Pederson, 1999; Rollenhagen and Panté, 2006).  

 

II.1.3 Réimport, assemblage et modification des snRNP dans le noyau 

Le réimport des snRNP  dans le noyau nécessite un signal de localisation nucléaire 

(NLS) bipartite (Fischer and Lührmann, 1990; Fischer et al., 1993). En effet, la coiffe 

m3G constitue la première partie du NLS et est spécifiquement reconnue par la 

protéine snurportine-1 (SPN1) (Huber et al., 1998; Strasser et al., 2004) (Figure 28). 

Le second site de fixation serait constitué du complexe SMN associé aux protéines 

Sm, et serait reconnu par l�importine $ (Meister et al., 2002; Narayanan et al., 2002; 

Palacios et al., 1997). Lorsque les deux facteurs snurportine-1 et importine $ sont 

associés aux signaux NLS respectifs, les particules sont alors importées dans le 

noyau. Les snRNP, associés au complexe SMN s�accumulent au niveau d�organelles 

appelées corps de Cajal (Cajal, 1903) qui constituent des sites d�assemblage de 

diverses RNP (Lamond and Sleeman, 2003; Morris, 2008; Sleeman and Lamond, 

1999). Les snARN y sont alors pseudouridylés et 2�-O-méthylés par des petits ARN 

appelés scaARN (small cajal RNA) (Figure 28) (Darzacq et al., 2002; Kiss et al., 

2004). Des protéines c�ur spécifiques des snRNP sont également assemblées sur les 

snARN dans ce compartiment (Patel and Bellini, 2008; Schaffert et al., 2004; Stan%k 

et al., 2003). Les snRNP matures et fonctionnelles sont stockées dans le noyau, dans 

des structures dynamiques appelées �speckles� (Spector, 1993; Spector and Lamond, 

2011) et dans lesquelles l�épissage des pré-ARNm aurait lieu.  
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II.1.4 Le complexe SMN et le méthylosome fonctionnent de manière coordonnée 

dans l�assemblage des snRNP 

L�auto-assemblage des 7 protéines Sm sur les snARN est possible in vitro (Hermann 

et al., 1995; Raker et al., 1996), mais dans les cellules, ce processus requiert la 

participation de deux complexes protéiques en trans : le méthylosome et le complexe 

SMN (Meister et al., 2002; Paushkin et al., 2002) (Figure 29). 

 
Figure 29. Modèle du mécanisme d�assemblage cytoplasmique des protéines Sm sur les snARN 

(d'après Chari et al., 2008; Grimm et al., 2013; Li et al., 2014; Neuenkirchen et al., 2008; Stopa et al., 
2015; Yong et al., 2004) 
(A) Représentation du complexe SMN et du méthylosome. Le complexe SMN est composé des 
protéines SMN, des Gemin 2 à 8 et de la protéine Unrip. Le méthylosome comprend la 
méthyltransférase PRMT5, son cofacteur MEP50 et le chaperon pICln. Le complexe SMN et le 
méthylosome sont représentés de manière non-stoechiométrique (Pellizzoni, 2007; Stopa et al., 2015). 
(B) Le complexe SMN et le méthylosome fonctionnent de manière coordonnée pour assembler les 
protéines Sm sur les snARN. Les protéines Sm néosynthétisées sont prises en charge par pICln qui 
forme des complexes intermédiaires avec les protéines Sm D1/D2, E/F/G ainsi qu�avec Sm B et D3. 
PRMT5 catalyse ensuite la formation de diméthylarginines symétriques (sDMA) en C-terminal des 
protéines Sm B, D1 et D3. Les protéines Sm modifiées sont ensuite transférées par pICln sous forme de 
complexe 6S (pICln/D1/D2/F/E/G) et pICln/B/D3 vers le complexe SMN qui les assemble sur les 
snARN. Le complexe SMN reste associé au snARN pour guider d�autres événements de maturation. 



Introduction 

 

 67 

II.1.4.1 Le méthylosome  

Le méthylosome est un complexe protéique composé de l�enzyme PRMT5 (Protein 

arginine N-methyl transferase 5), de MEP50 ( methylosome protein 50) et de pICln 

(chloride conductance regulatory protein) (Friesen et al., 2001; Meister et al., 2001a; 

Pu et al., 1999) (Figure 29A). Le méthylosome est impliqué dans la méthylation des 

protéines Sm au niveau de sites RG qui est prérequis pour leur assemblage sur les 

snARN (Thandapani et al., 2013). PRMT5 est une protéine arginine méthyltransférase 

de type II qui catalyse la formation de &-NG-monométhylarginine (MMA) et de &-

NG, N�G-diméthylarginine (sDMA) symétrique. La protéine MEP50 se lie directement 

à PRMT5 et augmente de manière significative son activité de méthyltransférase en 

ayant un effet allostérique positif sur la liaison de PRMT5 à ses autres cofacteurs ou à 

son substrat, la S-adénosyl-méthionine (SAM) (Antonysamy et al., 2012; Ho et al., 

2013). Le c�ur du méthylosome est organisé sous forme de structure hétéro-

octamérique composée de 4 protéines PRMT5 centrales et de 4 protéines MEP50 

périphériques (Stopa et al., 2015). La protéine pICln fonctionne comme un adaptateur 

et un chaperon qui va sélectionner et apporter les protéines cibles vers 

PRMT5/MEP50 et permettre ainsi leur méthylation (Barbarossa et al., 2014; Pesiridis 

et al., 2009). En plus de leur rôle dans l�assemblage des snRNP (voir ci-dessous), 

PRMT5 et MEP50 peuvent être associés à d�autres co-facteurs et sont responsables de 

la méthylation de diverses protéines au niveau de sites RG (Branscombe et al., 2001; 

Thandapani et al., 2013). Ils sont ainsi impliqués dans une variété de processus 

cellulaires (Karkhanis et al., 2011) incluant la biogénèse des ribosomes (Ren et al., 

2010), l�assemblage de l�appareil de Golgi (Zhou et al., 2010) ou encore la 

différenciation cellulaire (Ancelin et al., 2006; Dacwag et al., 2007, 2009). PRMT5 

joue un rôle important dans la méthylation des histones H2AR3, H4R3, H3R2, et 

H3R8 in vivo, ce qui implique l�enzyme dans des évènements de régulation de la 

transcription (Ancelin et al., 2006; Pal et al., 2004; Seth-Vollenweider et al., 2014; Xu 

et al., 2010a).  

 

II.1.4.2 Le complexe SMN 

La protéine SMN est une protéine ubiquitaire conservée à travers l�évolution, qui est 

localisée à la fois dans le cytoplasme et le noyau au niveau des corps de Cajal (Liu 

and Dreyfuss, 1996 ; pour revue, Li et al., 2014a). SMN s�associe avec 8 autres 
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protéines (Gemin2-8 et Unrip) pour former un complexe macromoléculaire : le 

complexe SMN (Figure 29A) (Otter et al., 2007; Pellizzoni, 2007). Une des 

caractéristiques du complexe SMN est sa capacité d�oligomérisation conduisant à la 

formation de particules dont la taille varie de 20S à 80S (Battle et al., 2007; Carissimi 

et al., 2006; Martin et al., 2012; Pellizzoni et al., 1999). La protéine SMN contient un 

domaine conservé à travers l�évolution impliqué dans les interactions protéines-

protéines, incluant un domaine Tudor qui lie des arginines diméthylées présentes dans 

de nombreux partenaires de liaison à SMN (Tripsianes et al., 2011). Bien 

qu�essentiels à sa fonction, ni la stoechiométrie exacte du complexe SMN, ni son 

mécanisme d�assemblage ne sont élucidés (Borg et al., 2015; Gupta et al., 2015; 

Zhang et al., 2011). Le rôle le mieux compris et le plus étudié du complexe SMN est 

celui de son implication dans la biogenèse des snRNP (Meister et al., 2001b; 

Pellizzoni, 2002) (Figures 28 et 29B). Il est indispensable à la formation des 

spliceosomes majeur et mineur (Boulisfane et al., 2011) et donc à l�expression des 

gènes contenant des introns chez les eucaryotes (voir paragraphe ci-dessous). La 

fonction des protéines Gemin 5, Gemin2 et Gemin3 du complexe SMN, dans 

l�assemblage des protéines Sm sur les snARN commence à être comprise. Gemin5 

semble être le facteur responsable de la reconnaissance des snARN dans le 

cytoplasme (Battle et al., 2006; Yong et al., 2010) qu�il lie via son domaine �WD-

repeat� localisé en N-terminal (Lau et al., 2009). Les snARN sont pris en charge par 

Gemin5 qui les délivre au complexe SMN, probablement à proximité de Gemin2, 

pour l�assemblage des protéines c�urs Sm (Yong et al., 2010). La majorité des 

protéines Sm sont reconnues par Gemin2 qui stabilise le pentamère de protéines Sm 

du complexe 6S sous forme de croissant (Figure 29B). La partie N-terminale de 

Gemin2 lie la poche de liaison aux snARN du pentamère de protéines Sm, pour 

empêcher leur interaction avec des ARN aspécifiques (Grimm et al., 2013; Zhang et 

al., 2011). L�activité chaperonne du complexe SMN ainsi que l�hydrolyse de l�ATP 

durant la réaction d�assemblage est probablement exécutée par la protéine Gemin3, 

une hélicase à motif �DEAD� (Campbell, 2000; Charroux et al., 1999; Yan et al., 

2003).  

 

Des travaux récents montent que le complexe SMN joue également un rôle dans la 

biogenèse de nombreuses RNP autres que les snRNP (Figure 30). Ce complexe est 
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impliqué dans l�assemblage des anneaux hybrides Sm/Lsm de la snRNP U7 

essentielle à la maturation de l�extrémité 3� des ARNm d�histones (Pillai, 2003; 

Tisdale et al., 2013a); de l�anneau Lsm (2-8) des snARN U6 et U6atac, constituants

du spliceosome ; du complexe cytoplasmique Lsm (1-7) qui fonctionne dans la 

régulation des ARNm via son association avec l�extrémité 3� de transcrits cibles et le 

recrutement de facteurs d�élimination de la coiffe pour leur dégradation 5�-3� (Brahms 

et al., 2001a; Burghes and Beattie, 2009a; Friesen, 2000; Tharun, 2008) (Figure 30).  

Figure 30. Les voies d�assemblage de RNP dépendantes du complexe SMN. (d'après Li et al., 2014)
Les composants protéiques assemblés par le complexe SMN sur les différentes RNP cibles sont 
représentés au-dessus des ARN auxquels ils sont associés (Akten et al., 2011; Boulisfane et al., 2011; 
Brahms et al., 2001b; Fallini et al., 2011, 2012a, 2014; Friesen and Dreyfuss, 2000; Hubers et al., 2011; 
Piazzon et al., 2008, 2013; Pillai et al., 2003; Tadesse et al., 2008; Tisdale et al., 2013b et Thèse de M. 
Dodré, équipe de S. Massenet, données non-publiées). SRP, Signal Recognition Particle ; RE, 
réticulum endoplasmique.  

Le complexe SMN est également requis pour l�assemblage de la protéine SRP54 sur 

l�ARN 7S de la particule SRP (signal recognition particle), une RNP qui adresse les 

protéines en cours de traduction dans le réticulum endoplasmique (RE) (Piazzon et 
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al., 2013). L�assemblage des snoRNP à boîte C/D et H/ACA, incluant la télomérase, 

ferait également intervenir le complexe SMN (données non-publiées, Thèse de M. 

Dodré, S. Massenet, C. Allmang). Le complexe SMN interagit avec de nombreuses 

autres protéines de liaison à l�ARN (Fallini et al., 2012b) dont des protéines de liaison 

aux ARNm, qui seraient impliquées dans de multiples aspects de la régulation post-

transcriptionnelle des gènes, incluant le transport et la stabilité des ARNm, ainsi que 

la traduction localisée dans les neurones (Akten et al., 2011; Fallini et al., 2011, 2014; 

Hubers et al., 2011; Tadesse et al., 2008). SMN jouerait un rôle dans la stabilité des 

ARN tels que ceux contenant des motifs de liaison ARE (AU-Rich Element) en 

modulant leur association avec les RBP (Figure 30). Cependant les fonctions 

moléculaires précises de SMN dans la biogenèse des mRNP est encore peu connue.  

 

II.1.4.3 Rôle du méthylosome et du complexe SMN dans l�assemblage des protéines 

Sm 

 La voie d�assemblage des snRNP peut être divisée en deux étapes (Figure 29B). Dans 

une phase précoce, les protéines Sm sont prises en charge par le méthylosome. Celui-

ci est composé de l�enzyme PRMT5, de MEP50 et de pICln (Friesen et al., 2001; 

Meister et al., 2001a ; Meister et al., 2001b; Pu et al., 1999 ; Barbarossa et al., 2014; 

Pesiridis et al., 2009). Le chaperon pICln interagit avec les protéines Sm 

nouvellement synthétisées et les délivre au c�ur du complexe du méthylosome 

composé des protéines PRMT5 et MEP50. L�enzyme PRMT5 catalyse alors la 

dimétylation symétrique des résidus arginine (sDMA) dans les protéines Sm B-B�, D1 

et D3 (Brahms et al., 2001a; Friesen et al., 2001) (Figure 29B). La méthylation des 

protéines Sm est requise pour la biogenèse des snRNP (Gonsalvez et al., 2007) et 

augmente leur affinité pour le complexe SMN par lequel elles seront prises en charge 

dans un second temps (Brahms et al., 2001a; Friesen et al., 2001; Matera and Wang, 

2014; Meister et al., 2001b). Deux sous-complexes impliquant des protéines du 

méthylosome sont formés séparément. Un anneau hexamérique intermédiaire, 

composé de pICln, et des protéines Sm D1, D2, F, E et G, appelé complexe 6S, est 

formé et pré-organise les protéines Sm dans les positions spatiales qu�elles adopteront 

dans le complexe final (Chari et al., 2008; Grimm et al., 2013; Neuenkirchen et al., 

2008) (Figure 29B). Un second complexe comprend pICln et les protéines Sm D3 et 

B (Chari et al., 2008; Neuenkirchen et al., 2008, 2015). La phase tardive du 
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mécanisme d�assemblage cytoplasmique des snRNP est assurée par le complexe SMN 

qui catalyse l�association des deux sous-complexes de protéines Sm sur leur sites de 

liaison spécifiques riches en uridines sur au niveau des snARN (Chari et al., 2008; 

Grimm et al., 2013; Li et al., 2014b; Zhang et al., 2011) (Figure 29B).  

Des structures cristallographiques et de microscopie électronique du complexe 6S 

associé à deux protéines du complexe SMN, les protéines Gemin2 et SMN ont 

récemment été résolues et permettent une meilleure compréhension de ce mécanisme 

(Grimm et al., 2013) (Figure 31). En effet, la structure du complexe 6S, montre que le 

repliement de pICln mime celui d�une protéine Sm, ce qui permet une organisation 

topologique du pentamère Sm en anneau fermé incluant pICln (Grimm et al., 2013).  

 

 
Figure 31. Structure cristallographique du complexe 6S (pICln/Sm D1/D2/F/E/G) associé à SMN 

et Gemin2. (d�après Grimm et al., 2013). 
Structure globale du complexe 8S (complexe 6S associé à SMN et Gemin2) (PDB ID 4F77). Trois 
vues différentes de l�anneau 6S sont représentées.   Les extrémités N et C terminales des protéines sont 
indiquées. Une couleur différente est attribuée à chaque sous-unité. La protéine SMN est une protéine 
tronquée SMN(1-120). 
 

L�association du complexe 6S aux protéines du complexe SMN permettrait 

l�élimination de pICln et le transfert des protéines Sm sur les snARN. Par ailleurs, une 

autre étude structurale propose un modèle de liaison de la protéine SMN entière, de 

Gemin2 et de l�anneau Sm heptamérique permettant de comprendre la prise en charge 

des protéines Sm par le complexe SMN et les changements structuraux impliqués 

dans leur assemblage sur les snARN (Seng et al., 2015) (Figure 32). Contrairement 

aux protéines SMN et Gemin2 qui sont au c�ur de l�interaction et de l�assemblage 

des protéines Sm (Fischer et al., 1997; Grimm et al., 2013; Kroiss et al., 2008; Meister 

et al., 2001b; Zhang et al., 2011), la fonction des autres sous-unités (Gemin3-8 et 

Unrip) du complexe SMN est moins claire (Chari and Fischer, 2010). Cependant, il a 

été montré que l�inactivation par siARN des différentes protéines de ce complexe 

perturbe l�assemblage des snRNP dans les cellules en culture  (Feng et al., 2005; 
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Grimmler et al., 2005; Shpargel and Matera, 2005). Récemment, la première 

reconstitution complète de la machinerie d�assemblage des snRNP a été réalisée in 

vitro à partir de protéines recombinantes (Neuenkirchen et al., 2015). Ces travaux ont 

montré que le complexe SMN assemblait les protéines Sm de façon ATP-

indépendante sur les snARN et corrigeait les défauts d�assemblages. Ni la protéine 

Gemin 3, qui comprend un domaine putatif d�hélicase ATP-dépendante, ni la protéine 

de liaison aux snARN Gemin5, ne sont requis pour la réaction d�assemblage in vitro. 

Le complexe SMN semblerait donc stimuler des changements conformationnels et 

des mécanismes d�assemblages spontanés. Le méthylosome et le complexe SMN 

forment une unité fonctionnelle coordonnée qui chaperone, régule et surveille  

l�assemblage des protéines Sm sur les snARN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Modèle de structure tridimensionnelle de l�anneau Sm en complexe avec les protéines 

SMN et Gemin2. (d'après Seng et al., 2015) 
Modèles réalisés à partir des données cristallographiques des différentes protéines et des sous-
complexes (Grimm et al., 2013; Seng et al., 2015). (A) Modèle de SMN (violet), Gemin2 (G2) (cyan), 
le dimère Sm D1-D2 (vert) et le trimère Sm F-E-G (jaune). Le trimère Sm F-E-G est maintenu en place 
par le domaine C-terminal de Gemin2 constitué d�une hélice ! et d�une région flexible. (B) Modèle de 
l�anneau heptamérique Sm fonctionnel associé à SMN et Gemin2. La liaison du dimère Sm B-D3 
(rouge) induit un mouvement du trimère Sm F-E-G et de la région hélice !/flexible de Gemin2. Il est 
proposé que cette liaison fasse également intervenir le domaine C-terminal de la protéine SMN. 
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II.1.4.4 SMN et la pathologie SMA 

L�atrophie musculaire spinale ou SMA (Spinal Muscular Atrophy) est une maladie 

génétique autosomique récessive, constituant une des causes de mortalité infantile les 

plus élevées. La prévalence de cette maladie est estimée à une naissance sur 6000 

environ (Pearn, 1978). Cette pathologie est caractérisée par une dégénérescence des 

motoneurones de type ! de la moelle épinière, menant progressivement à l�atrophie 

des muscles des bras, des cuisses et du tronc (Jablonka et al., 2000; Li et al., 2014b; 

Nicole et al., 2002). Des mutations dans le gène de SMN, menant à des défauts 

d�expression de la protéine SMN, sont à l�origine de la pathologie SMA (Lefebvre et 

al., 1995). Le génome humain contient deux gènes codants pour la protéine SMN 

(SMN1 et SMN2). Ces deux gènes sont transcrits en ARN pré-messagers composés de 

8 exons séparés par 7 introns. La conversion d'une cytosine (C) en thymine (T) en 

position 6 de l'exon 7 du gène SMN2 modifie cependant l�épissage alternatif du pré-

ARNm, entraînant une forte exclusion de l�exon 7 dans les ARNm produits par le 

gène SMN2 (Lefebvre et al., 1995; Wirth et al., 2006). Les transcrits dépourvus 

d�exon 7 produisent une protéine SMN tronquée, instable in vivo et rapidement 

dégradée (Burnett et al., 2009; Vitte et al., 2007). Chez 95% des patients atteints de la 

pathologie SMA, le gène SMN1 est absent, tronqué ou présente des mutations faux-

sens ou non-sens empêchant l�expression d�une protéine SMN fonctionnelle 

(Lefebvre et al., 1995). Le gène SMN2 est cependant présent et la gravité de la 

maladie est dépendante du nombre de copies du gène SMN2 (Campbell et al., 1997; 

Feldkötter et al., 2002; Mailman et al., 2002). Pour l�ensemble des organismes 

modèles de la pathologie SMA (S. pombe, C. elegans, D. melanogaster, D. rerio, S. 

scrofa domesticus et M. musculus), l�absence totale de protéine SMN induit une 

létalité confirmant son rôle indispensable dans la survie cellulaire (Bebee et al., 2012; 

Borg et al., 2015; Burghes and Beattie, 2009b; Campion et al., 2010; Monani et al., 

2000).  

 

II.2 Biogenèse des snoRNP à boîte C/D 

Les snoARN (small nucleolar ARN) constituent le groupe le plus abondant d�ARN 

non-codants (Lui and Lowe, 2013). Ils sont présents dans le nucléole où ils sont 

majoritairement impliqués dans la maturation des ARN ribosomiques (Boisvert et al., 
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2007; Watkins and Bohnsack, 2012). La classe des snoRNP à boîte C/D catalyse la 

2�O-méthylation des riboses des ARN ribosomiques et d�autres ARN cellulaires 

(Decatur and Fournier, 2003; Kiss-László et al., 1996; Watkins and Bohnsack, 2012). 

Les snoARN à boîte C/D sont caractérisés par deux motifs C et D conservés essentiels 

à leur biogénèse et leur fonction (Figure 33). La boîte C est localisée à l�extrémité 5� 

du snoARN mature et la  boîte D est située près de l�extrémité 3�. D�autres séquences 

conservées, appelées boîtes C� et D� sont souvent présentes dans la région centrale de 

ces snoARN (Figure 33). 

 

Figure 33. Représentation schématique des snoRNP à boîte C/D. (d'après Reichow et al., 2007) 
(A) Représentation d�un snoARN à boîte C/D (noir) en interaction avec son ARN cible (bleu). Les 
séquences consensus des boîtes C, D, C� et D� sont indiquées. N= A, U, C ou G. La position du ribose 
2�O-méthylé sur l�ARN cible est symbolisée par une étoile. (B) Représentation d�un snoARN à boîte 
C/D associé de ces protéines c�urs. La protéine 15.5kD contact la boîte C, Nop56 et Nop58 les boîtes 
C et C� respectivement, et deux fibrillarines interagissent avec les boîtes D et D�.  

Les snoARN à boîte C/D adoptent une structure en K-turn (Kiss-László et al., 1996, 

1998; Matera et al., 2007a). Les snoRNP à boîte C/D matures comportent 4 protéines 

c�urs, la fibrillarine, (Tollervey et al., 1991, 1993), Nop56, Nop58 (Gautier et al., 

1997; Lafontaine and Tollervey, 1999, 2000) et 15.5kD, une protéine de la famille 

L7Ae (Watkins et al., 2000) (voir paragraphe I.2.2.2.b.1). La fibrillarine est l�enzyme 

fonctionnelle des snoRNP qui catalyse la 2�O-méthylation des riboses des ARNr 

(Kiss-László et al., 1996; Tollervey et al., 1993). Les autres protéines c�urs sont 

indispensable à cette activité enzymatique et sont impliqués dans la stabilité et la 
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localisation nucléolaire des snoRNP à boîte C/D (Watkins et al., 2000). Contrairement 

aux snRNP,  la biogenèse des snoRNP à boîte C/D est entièrement nucléaire (Pradet-

Balade et al., 2011). Les snoARN sont généralement codés dans des séquences 

introniques et leur synthèse est initiée par l�épissage des pré-ARNm qui les 

contiennent (pour revue, Hesselberth, 2013; Kiss, 2006). Ils sont alors soumis à des 

mécanismes de maturation par des endonucléases et exonucléases (Allmang et al., 

1999; van Hoof et al., 2000; Kufel et al., 2003). Certains snoARN dont les snoARN 

U3, U8 et U14 sont transcrits par l�ARN polymérase II à partir de leur propre 

promoteur et portent ainsi une coiffe m7G (Rodor et al., 2010). Durant la biogenèse de 

ces snoRNP dans le noyau, leur coiffe m7G est hyperméthylée par l�enzyme Tgs1 en 

coiffe m3G (Girard et al., 2008; Mouaikel et al., 2002)(voir paragraphe suivant). La 

boîte C/D est essentielle à l�assemblage des protéines c�urs et le recrutement des 

facteurs de biogenèse des snoRNP C/D.  L�ensemble de ces étapes de maturation et 

d�assemblage a lieu dans les corps de Cajal. Les snoRNP matures sont ensuite pris en 

charge par le transporteur CRM1 pour être localisés dans le nucléole, où ils exercent 

leur fonction dans la biogenèse des ARN ribosomiques (Kiss et al., 2006; Pradet-

Balade et al., 2011; Samarsky et al., 1998; Verheggen and Bertrand, 2012).  

 

II.3 L�hyperméthylation de la coiffe des snARN et des snoARN 

Chez les vertébrés, après transcription par l�ARN polymérase II, les snARN U1, U2, 

U4, U4atac, U5, U11 et U12 portent une coiffe m7G monométhylée et sont exportés 

dans le cytoplasme où ils seront maturés et assemblés (Cougot et al., 2004; 

Hernandez, 2001). L�hyperméthylation de la coiffe en 5� des snRNP est une des 

étapes essentielles de la maturation des snRNP dans le cytoplasme. En effet, la coiffe 

m3G des snARN joue un rôle important dans leur stabilité, leur assemblage (Reddy et 

al., 1992; Speckmann et al., 2000) et est requise pour l�import des particules dans le 

noyau, où ils forment le spliceosome (Figure 28) (Huber et al., 1998; Narayanan et al., 

2002; Strasser et al., 2004). Tgs1 (triméthyl guanosine synthase 1) est l�enzyme 

responsable de l�hyperméthylation de la coiffe des sn et des snoARN (Mouaikel et al., 

2002). Cette enzyme, conservée de la levure à l�homme, utilise pour substrat la S-

adénosylméthionine (SAM) et catalyse l�ajout de deux groupements méthyl sur les 

NH2 exocycliques de la guanosine déjà méthylée en position N7 (m7G) (Figure 34) 

(Lemm et al., 2006; Monecke et al., 2009; Mouaikel et al., 2003a).  
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Figure 34. Structure de la coiffe triméthylée m3G en 5� des snARN. 

Une guanosine méthylée en position N7 est reliée par une liaison 5�-5� phosphodiester triphosphate au 
premier nucléotide du snARN, donnant une coiffe monométhylée m7G. Deux groupements méthyl (en 
rouge) sont alors ajoutés en position N2 de la guanosine par l�enzyme TGS1. G : guanosine, A : 
adénosine 

L�assemblage correct des protéines Sm sur les snARN et la présence du groupement 

monométhyl en N7 de leur coiffe sont nécessaires à la triméthylation de la coiffe en 5� 

par Tgs1 (Massenet et al., 2002; Mattaj, 1986; Plessel et al., 1994; Raker et al., 1996). 

C�est le complexe SMN, associé aux protéines Sm qui est responsable du recrutement 

de Tgs1 vers les snARN (Mouaikel et al., 2003b). Deux isoformes de Tgs1 sont 

retrouvés chez l�homme (Girard et al., 2008). La forme longue, Tgs1 LF, est 

majoritairement cytoplasmique et est capable d�interagir avec SmB suggérant son rôle 

dans la triméthylation de la coiffe des snRNP (Girard et al., 2008; Mouaikel et al., 

2002). Tgs1 LF est également présente dans le noyau, où, associée à CRM1, elle 

permettrait le transport des snoRNP vers le nucléole (Girard et al., 2008; Pradet-

Balade et al., 2011; Verheggen et al., 2002). La forme courte de Tgs1 (Tgs1 SF), 

obtenue par clivage protéolytique de Tgs1 LF, ne contient pas la région N-terminale 

mais conserve son activité de méthyltransférase. Elle est localisée dans le noyau, où 

elle se concentre dans les corps de Cajal, interagit avec les protéines NOP56 et 

NOP58 et serait responsable de la triméthylation de la coiffe des snoRNP à boîtes 

C/D et H/ACA (Girard et al., 2008; Mouaikel et al., 2002). Une étude récente propose 

que l�enzyme Tgs1 soit fonctionnelle uniquement sous forme d�oligomère (Boon et 
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al., 2015). Après hyperméthylation de leur coiffe, les snARN sont pris en charge par 

la snurportine-1 et l�importine ß afin d�être réimportés dans le noyau (Narayanan et 

al., 2002; Strasser et al., 2004) (Figure 28). Les snoARN à boîte C/D, une fois leur 

coiffe modifiée, sont transportés dans le nucléole via CRM1 (Girard et al., 2008; 

Pradet-Balade et al., 2011; Verheggen et al., 2002). Il a été proposé que la coiffe m3G 

puisse moduler des interactions ARN-protéines, par analogie à la méthylation dans le 

cas des protéines (Mouaikel et al., 2002).   

 

III Mécanismes de maturation et d�initiation de la traduction des 

ARNm chez les eucaryotes 

De nombreuses études ont contribué à l�élucidation du mécanisme d�incorporation de 

la sélénocystéine dans les sélénoprotéines et à la compréhension du rôle de facteurs 

co-traductionnels ou d�assemblage spécifiques. Le défit majeur est de comprendre 

comment ceux-ci s�inscrivent dans le contexte général de la traduction. En effet, bien 

que la traduction des ARNm de sélénoprotéines utilise la même machinerie 

traductionnelle que les ARNm non-sélénoprotéines, certaines différences 

mécanistiques peuvent être relevées. Durant ma thèse, nous avons montré que les 

ARNm de sélénoprotéines  possédaient une coiffe atypique (voir chapitre I des 

résultats). Ceci suggère que la traduction de ces ARNm puisse faire intervenir un 

mécanisme d�initiation non-canonique. Dans ce chapitre nous présenterons les 

mécanismes de maturation et d�initiation de la traduction chez les eucaryotes ainsi 

que les différents mécanismes non-conventionnels répertoriés à ce jour. 

 

III.1 Maturation des ARNm eucaryotes 

Les ARNm synthétisés par l�ARN polymérase II subissent de multiples étapes de 

maturation avant d�être exportés dans le cytoplasme pour y être traduits. Les 

nouveaux transcrits sont modifiés à leur extrémité 5� par addition d�une coiffe m7G, à 

leur extrémité 3� par polyadénylation, et de manière interne par élimination des 

séquences introniques et parfois par un processus d�édition. Ces étapes sont décrites 

en détail dans diverses revues (Braun and Young, 2014; Haimovich et al., 2013; 

Katahira, 2015; Pérez-Ortín et al., 2013). 
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III.1.1 Les ARNm portent une coiffe monométhylée m7G 

III.1.1.1 Biogenèse de la coiffe m7G 

La coiffe m7G en 5� des ARNm (m7GpppN, où m7G est la guanosine methylée en 

position N7 et N le premier nucléotide de l�ARNm, Banerjee, 1980) joue un rôle 

critique dans le cycle de vie des ARNm eucaryotes et est nécessaire à l�expression des 

gènes et à la viabilité des cellules de la levure à l�homme (pour revue, Cowling, 2010; 

Topisirovic et al., 2011). La coiffe est requise pour la traduction optimale de la 

majorité des ARNm cellulaires et est également caractéristique des ARNm de la 

plupart des virus et parasites eucaryotes (Shuman, 2002). De plus, la coiffe stabilise 

les ARNm en les protégeant contre les exonucléases et promeut la transcription, la 

polyadénylation, l�épissage et l�export nucléaire des ARNm (Gu and Lima, 2005; 

Lewis and Izaurralde, 1997). La coiffe est ajoutée de manière co-transcriptionnelle à 

l�extrémité 5� du pré-ARNm naissant lorsque celui-ci atteint une longueur de 22-25 

nucléotides et émerge du canal de sortie de l�ARN polymérase II (Pol II) (Shatkin, 

1976; Shatkin and Manley, 2000) (Figure 35). C�est la phosphorylation des sérines du 

domaine C-terminal (ou CTD) de la grande sous-unité de l�ARN polII, par le facteur 

de transcription TFIIH, qui permet de recruter les enzymes de biogenèse de la coiffe 

(Ho et al., 1998; McCracken et al., 1997). La guanosine méthylée en position N7 est 

liée par un pont 5�-5� phosphodiester triphosphate au premier nucléotide en 5� du 

transcrit naissant (Figure 35). L�addition de la coiffe est réalisée en 3 étapes 

enzymatiques. Durant la première étape, le groupement  -phosphate du premier 

nucléotide en 5� de l�ARNm est éliminé par une ARN-triphosphatase (RT). Cette 

réaction est suivie du transfert d�une guanine monophosphate (GMP) à l�extrémité 5� 

diphosphate du transcrit par une guanylyltransférase (GT). Ceci résulte en la 

formation d�une coiffe guanosine (GpppN) qui est alors méthylée par une ARN-

(guanine N7)-méthyltransférase (RNMT) pour produire la coiffe 7-méthylguanosine 

(m7GpppN) (Figure 35). Ces trois activités catalytiques, collectivement dénommées 

�enzymes d�addition de la coiffe� sont codées par des gènes séparés chez la levure, 

tandis que chez les vertébrés, les deux premières étapes sont catalysées par une même 

enzyme dénommée RNGTT (ARN guanylyltransferase et 5' phosphatase) constituée 

de deux domaines fonctionnels : le domaine N-terminal doté d�une activité ARN-

triphosphatase et le domaine C-terminal qui correpond à la guanylyltransférase 

(Pillutla et al., 1998; Yamada-Okabe et al., 1998; Yue et al., 1997). La coiffe peut 
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subir des modifications supplémentaires par des enzymes ARN 2!-O-

méthytransférases spécifiques dans le noyau et le cytoplasme qui ajoutent un 

groupement méthyl sur les positions 2�hydroxyles des riboses du premier et du second 

nucléotide de l�ARNm, aboutissant aux structures m7GpppNm et m7GpppNmNm 

(Cowling, 2010). A peine synthétisée, la coiffe est directement reconnue par des 

protéines de liaison à la coiffe qui définissent sa localisation et régulent sa fonction 

dans la cellule. La coiffe et ses facteurs de liaison sont un moyen de contrôler 

l�expression des gènes en régulant entre-autre l�initiation de la traduction des ARNm 

(Cowling, 2010; Topisirovic et al., 2011).  

 
Figure 35. Mécanisme d�addition co-transcriptionnelle de la coiffe des ARNm. (d�après Cowling, 
2010)
L�ARN polymérase II est recrutée au niveau du promoteur ; son domaine C-terminal (CTD) est 
hypophosphorylé. Après initiation de la transcription, le facteur TFIIH phosphoryle des sérines du 
CTD, ce qui permet de recruter les enzymes de biogenèse de la coiffe RNGTT (RNA 

guanylyltransferase and 5! phosphatase) et RNMT (RNA guanine-7 methyltransferase). Lorsque le 
transcrit naissant atteint une longueur de 22 à 25 nucléotides, son extrémité 5� se situe à proximité des 
deux enzymes qui catalysent la formation de la coiffe 7-méthylguanosine. 

III.1.1.2 Reconnaissance de la coiffe m7G par le facteur CBC 

Le complexe CBC (Cap Binding Complex) est le premier complexe recruté sur la 

coiffe m7G lorsque celle-ci est ajoutée de manière post-transcriptionnelle en 5� des 

ARN dans le noyau. CBC est un complexe multifonctionnel, essentiel pour 

l�expression des gènes et impliqué dans l�assemblage, la maturation, l�export 

nucléaire et la traduction des ARN (Gonatopoulos-Pournatzis and Cowling, 2014; 

Izaurralde et al., 1994; Worch et al., 2005) (Figure 36). CBC est composé des 

protéines CBP20 et CBP80 qui lient la coiffe m7G de manière synergique. Le site de 

liaison de la coiffe réside dans la sous-unité CBP20 (Mazza et al., 2001), cependant, 

l�interaction avec CBP80 est requise pour induire un changement conformationnel 



Introduction

80 

permettant la liaison de haute affinité du complexe à la coiffe m7G. Dans les cellules 

de  mammifère, l�inhibition de CBP80 par shARN résulte en une dérégulation de 

l�expression d�environ 400 gènes et une réduction significative du taux de 

prolifération des cellules (Narita et al., 2007). CBP20 possède également un domaine 

de reconnaissance de l�ARN (Pabis et al., 2010) qui pourrait augmenter l�affinité pour 

certaines séquences d�ARN ou motifs et qui expliquerait les effets gènes-spécifiques 

de CBC (Gonatopoulos-Pournatzi s and Cowling, 2014).  

Figure 36. Le complexe de 

liaison à la coiffe CBC est 

multifonctionnel (d'après 
Gonatopoulos  Pournatzis 
and Cowling, 2014). 
Le complexe CBC est 
composé des sous-unités 
CBP20 et CBP80 et se lie à la 
coiffe m7G des ARNm 
directement après leur 
transcription dans le noyau. 
CBC interagit avec de 
nombreux facteurs, modulant 
ainsi le métabolisme des ARN 
et le processus de traduction 
dans les cellules. Les 
processus dans lesquels CBC 
intervient sont indiqués dans 
les encarts et le nom des 
facteurs intervenant dans ces 
mécanismes sont représentés. 
NMD, Nonsense Mediated 
Decay ; SMD, Staufen 
Mediated Decay. 
 

CBC permet l�export des ARNm dans le cytoplasme et assure le premier cycle de 

traduction de l�ARNm (connu sous le nom de « pioneer round of translation ») 

(Figure 36). Il a été proposé qu�une des fonctions de ce premier cycle de traduction 

CBC-dépendant est de contrôler la qualité de l�expression des gènes, en permettant 

l�activation du mécanisme du NMD (nonsense-mediated mRNA decay) lorsqu�un 

codon stop prématuré est présent sur l�ARNm (Hwang et al., 2010; Maquat et al., 

2010a, 2010b). Cependant, il a été montré que le NMD n�est pas exclusivement dédié 

à la traduction CBC dépendante, puisqu�il peut également être déclenché en présence 

du facteur de liaison à la coiffe eIF4E (Durand and Lykke-Andersen, 2013; Rufener 

and Mühlemann, 2013) (Figure 39). Après le premier cycle de traduction de l�ARNm, 

le complexe CBC est remplacé par le facteur d�initiation eIF4E qui permet alors le 
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maintient de plusieurs cycles de traduction consécutifs (Chiu et al., 2004; Maquat et 

al., 2010b).                 

III.1.2 Polyadénylation de l�extrémité 3� des ARNm  

La majorité des ARNm eucaryotes sont polyadénylés à leur extrémité 3� (pour revue 

récente, Shi and Manley, 2015). La queue poly(A) est essentielle à l�expression des 

ARNm puisqu�elle est impliquée dans la stabilité des ARNm, leur export 

cytoplasmique et leur traduction. La polyadénylation a lieu en deux étapes consistant 

en un clivage endonucléolytique au niveau d�un site spécifique (appelé site poly(A)), 

suivi de la synthèse d�une queue poly(A) (Chan et al., 2011; Colgan and Manley, 

1997; Zhao et al., 1999). Ce processus requiert une machinerie bien plus complexe 

que celle du mécanisme d�addition de la coiffe et fait appel à plus d�une douzaine de 

facteurs (Shatkin and Manley, 2000) (Figure 37).  

 

 

Figure 37. Le complexe de clivage et de 

polyadénylation des ARNm. 

(d'après Shatkin and Manley, 2000) 
Les signaux de polyadénylation en cis sont 
encadrés en rouge sur l�ARNm. La position de 
l�ensemble des facteurs nécessaires à ce 
processus est représentée. L�éclair rouge indique 
le site de clivage endonucléolytique.  
 

Le site poly(A) chez les mammifères est riche en AU et sa séquence nucléotidique est 

hautement conservée (Shi, 2012). Ce site est composé de plusieurs éléments en cis

incluant (i) une séquence AAUAAA (ou AUUAAA) localisée 10 à 30 nucléotides en 

amont du site de clivage, (ii) une séquence CA en 5� de la séquence précédente; (iii) 

une région riche en U/GU localisée environ 40 nucléotides en aval du site de clivage 

(nommée DSE) ; (iv) un élément auxiliaire riche en U (consensus UGUA) localisé en 

amont (appelé USE). Les facteurs de maturation  de l�extrémité 3� des ARNm CPSF 

(cleavage and polyadenylation specificity factor) et CstF (Cleavage stimilation 

Factor) se lient de manière synergique à l�hexamère AAUAAA et à la région DSE 

respectivement tandis que le complexe CFI lie le motif UGUA (Hu et al., 2005)

(Figure 37). CFSF, CstF et CFI forment un complexe et recrutent d�autres facteurs 

additionnels incluant les protéines CFII, Symplekin et la poly(A) polymérase (PAP), 

formant ainsi le complexe actif de maturation en 3� des ARNm (Chan et al., 2011; Shi 
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et al., 2009). Ce complexe permet le clivage de l�ARNm et l�ajout de la queue 

poly(A). L�assemblage de ces facteurs sur le site de polyadénylation se produit co-

transcriptionnellement et est facilité par le domaine C-terminal de l�ARN polymérase 

II (Bentley, 2005; Hirose and Manley, 2000; Mandel et al., 2008). La queue poly(A) 

est reconnue par les PABP (poly(A) Binding Proteins), des protéines hautement 

conservées qui sont capables de lier de nombreux partenaires protéiques, participant 

ainsi a une diversité d�évènements cellulaires (Derry et al., 2006; Eliseeva et al., 

2013). Elles permettent en l�occurrence la circularisation des ARNm, prérequis pour 

leur traduction.  

 

III.2 La traduction des ARNm 

La traduction des ARNm est un processus complexe qui se divise en 4 étapes : 

l�initiation, l�élongation, la terminaison et le recyclage du ribosome. L�initiation est le 

processus d�assemblage du ribosome 80S pendant lequel les bases du codon initiateur 

sont appariées à celles de l�anticodon de l�ARNt initiateur (Met-ARNtMeti) dans le site 

P du ribosome. L�initiation canonique requiert l�intervention d�un minimum de 9 

facteurs appelés facteurs d�initiation ou eIF (eukaryotic Initiation Factor) ainsi que la 

formation de nombreux complexes intermédiaires, ce qui fait d�elle l�étape limitante 

de la traduction (Sonenberg and Hinnebusch, 2009; Trachsel et al., 1977) (Figure 38). 

Durant l�étape d�élongation, la chaine polypeptidique est allongée et les acides aminés 

sont liés successivement de manière covalente, chacun étant correctement positionné 

dans le ribosome par son ARNt, via l�interaction codon/anticodon avec l�ARNm. 

L�élongation requiert 3 facteurs d�élongation : eEF1A, qui apporte l�aminoacyl-ARNt 

au ribosome, le facteur d�échange eEF1B qui recycle le GTP fixé à eEF1 et le facteur 

eEF2, qui promeut la translocation du ribosome (Dever and Green, 2012). L�étape de 

terminaison prend place lorsque la fin de la région codante est atteinte par le ribosome 

et qu�un codon stop (UAA, UGA, or UAG) entre dans le site A. Cette étape est 

catalysée par deux facteurs de terminaisons appelés eRF1 et eRF3 (Blanchet et al., 

2015; Hatin et al., 2009). La chaine peptidique complète est alors libérée et le 

ribosome sera recyclé (Rodnina and Wintermeyer, 2009). La synthèse des protéines 

est principalement régulée à l�étape d�initiation de la traduction, permettant un 

contrôle rapide et réversible de l�expression des gènes. Nous nous focaliserons sur 

cette étape de la traduction. 
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III.2.1 Mécanisme d�initiation de la traduction canonique, coiffe dépendant 

III.2.1.1 Recrutement de eIF4F au niveau de la coiffe m7G 

Le mécanisme d�initiation canonique de la traduction est dépendant de la présence 

d�une coiffe monométhylée m7G en 5� de l�ARNm. Le processsus d�initiation 

commence par la formation du complexe eIF4F au niveau de la coiffe m7G. Ce 

complexe est composé du facteur de liaison à la coiffe eIF4E (Altmann et al., 1985), 

de l�hélicase à motif �DEAD� eIF4A et de la protéine de structure eIF4G (Sonenberg 

et al., 1978) (Figure 38). En fixant la coiffe, le rôle de eIF4F est de déplier la structure 

secondaire de l�extrémité 5� de l�ARNm dans le but de préparer l�attachement du 

ribosome (Asano et al., 2001; Etchison et al., 1982). Ceci est réalisé par l�activité 

hélicase de eIF4A, stimulée par les facteurs eIF4G et le facteur auxiliaire eIF4B 

(Rozen et al., 1990). La coiffe est empilée entre deux résidus tryptophane de la 

surface concave de eIF4E et des contacts additionnels avec les nucléotides à 

proximité de la coiffe stabilisent la liaison de eIF4E à l�ARNm (von der Haar et al., 

2004; Sonenberg, 2008). En plus de son rôle dans l�initiation de la traduction, eIF4E 

est également présent sur la coiffe d�ARNm soumis au mécanisme du NMD (Durand 

and Lykke-Andersen, 2013; Rufener and Mühlemann, 2013). De plus, eIF4E est 

retrouvé dans le noyau où il jouerait un rôle dans l�export cytoplasmique de certains 

ARNm qui contiennent un motif de liaison appelé 4E-SE (eIF4E Sensitive Element) 

et qui sont majoritairement impliqués dans la progression du cycle cellulaire 

(Culjkovic et al., 2005, 2007) (Figure 39). eIF4G a un rôle de stabilisation du 

complexe puisqu�elle interagit avec eIF4E, eIF4A, les protéines de liaison à la queue 

poly(A) en 3� de l�ARNm (PABP) et eIF3 (Hentze, 1997; Lamphear et al., 1995). 

eIF4G augmente l�affinité de eIF4E pour la coiffe (Gross et al., 2003) et, en 

interagissant avec les PABP, rapproche les extrémités 5� et 3� de l�ARNm, ce qui 

permet sa circularisation (Gingras et al., 1999; Wells et al., 1998) (Figure 39). Il est 

proposé que cette configuration de l�ARNm en « boucle fermée » stimule la 

traduction en augmentant le recyclage et l�assemblage du complexe 48S sur l�ARNm 

(Jackson et al., 2010; Sonenberg and Hinnebusch, 2009; Svitkin et al., 2009; 

Topisirovic et al., 2011). L�ARNm est alors prêt à recruter le complexe 43S.  
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Figure 38. Modèle du mécanisme d�initiation canonique coiffe�dépendant chez les eucaryotes. 
(d'après Jackson et al., 2010) Le processus d�initiation coiffe-dépendant canonique peut être divisé en 8 
étapes (2-9) qui commencent après le recyclage (1) des complexes traductionnels en phase de 
terminaison. Le complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtMet

i (2) est assemblé dans le complexe de pré-
initiation 43S (3). L�ARNm est activé : la coiffe lie le complexe eIF4F qui interagit avec les PABP en 
3� induisant une circularisation de l�ARNm (4). Le complexe 43S est alors recruté au niveau de 
l�extrémité 5� de l�ARNm (5) et va procéder au mécanisme de scanning (6). La reconnaissance de 
l�AUG initiateur induit l�hydrolyse du GTP associé à eIF2 et la formation du complexe 48S (7). 
L�assemblage de la sous-unité 60S sur le complexe 48S provoque l�évacuation de la majorité des 
facteurs d�initiation (8). Le ribosome 80S est alors prêt à entrer en phase d�élongation. 
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Figure 39. Rôles du facteur d�initiation de la traduction eIF4E.

eIF4E lie directement la coiffe m7G des ARNm et permet le recrutement de divers facteurs essentiels à 
l�initiation de la traduction. Les ARNm associés à eIF4E sont sensibles au mécanisme du NMD 
(Durand and Lykke-Andersen, 2013; Rufener and Mühlemann, 2013). eIF4E régule également l�export 
nucléaire CRM1-dépendant de plusieurs ARNm impliqués dans la progression du cycle cellulaire. 
Cette fonction implique l�interaction de eIF4E avec l�élément structural 4E-SE (eIF4E sensitive 
element) dans la région 3�UTR de ces ARNm (Culjkovic et al., 2005, 2006; Feoktistova et al., 2013). 

III.2.1.2 Le complexe 43S 

La traduction est un processus cyclique et les sous-unités ribosomiques qui participent 

à l�initiation proviennent du recyclage des complexes après terminaison qui fait 

intervenir la protéine ABCE1 (Skabkin et al., 2013). La sous-unité 40S issue de cette 

étape de recyclage, associée aux facteurs d�initiation eIF3, eIF1, eIF1A et 

probablement eIF5, recrute le complexe ternaire eIF2- GTP-Met-ARNtMet
i pour 

former le complexe de pré-initiation 43S (Majumdar et al., 2003; Trachsel and 

Staehelin, 1978, 1979) (Figure 38). eIF3 est un complexe de 13 sous-unités qui 

stimule la fixation du complexe ternaire à la sous-unité 40S, promeut l�attachement du 

complexe 43S à l�ARNm et empêche l�association de la sous-unité 60S (Hershey, 

2010; Jackson et al., 2010). Récemment, un modèle de structure du complexe 40S-

eIF1-eIF3 de levure a été proposé à partir de données cristallographiques (Erzberger 

et al., 2014), qui montre que eIF3 fourni une plateforme pour le recrutement, 

l�assemblage et la régulation de la machinerie d�initiation de la traduction. 
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III.2.1.3 Formation du complexe 48S sur l�ARNm 

Le complexe 43S est recruté à l�extrémité 5� de l�ARNm grâce à l�interaction entre le 

complexe eIF3 et le facteur eIF4G (Villa et al., 2013). Après son recrutement, le 

complexe 43S va glisser sur l�ARNm de 5� vers 3� selon un mécanisme appelé 

« scanning » jusqu�au codon initiateur AUG (Hinnebusch, 2014; Kozak, 1989) 

(Figure 38). Le processus de « scanning » est assuré par eIF1/eIF1A qui stabilise la 

sous-unité 40S dans une conformation favorable dite ouverte (Passmore et al., 2007) 

et est aidé par des hélicases (eIF4A/4B et DHX29) qui déplient la structure secondaire 

de la région 5�UTR de l�ARNm (Hashem et al., 2013; Hinnebusch, 2014; Parsyan et 

al., 2009). Au cours de ce processus, la fidélité de reconnaissance du codon 

d�initiation AUG est assurée par le facteur eIF1 qui a la capacité de discriminer les 

codons trop proches de l�extrémité 5� de l�ARNm (Pestova and Kolupaeva, 2002; 

Pestova et al., 1998a; Reibarkh et al., 2008). Le codon AUG sélectionné doit se 

trouver dans un contexte de séquence optimal c�est à dire avec une purine en position 

-3 et un G en position +4 (relatif au A de l�AUG considéré comme le +1) (Kozak, 

1991). La reconnaissance et le positionnement du codon initiateur par l�anticodon du 

Met-ARNtMet
i au niveau du site P du ribosome induit un changement d�organisation 

du complexe de « scanning » qui adopte alors une conformation dite fermée. Ce 

changement provoque le déplacement d�eIF1, permet l�hydrolyse du GTP lié à eIF2 

catalysé par eIF5 et, par conséquent, facilite l�ancrage du Met-ARNtMet
i dans le site P 

du ribosome et son interaction avec le codon initiateur (Algire and Lorsch, 2006; Lee 

et al., 2002; Lorsch and Herschlag, 1999) (Figure 38). L�ensemble de ces éléments 

constitue le complexe 48S.  

 

III.2.1.4 Assemblage du complexe 80S 

L�association de la sous-unité 60S au niveau du complexe 48S s�accompagne de la 

dissociation des facteurs eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF2-GDP (Pestova and Hellen, 2000) 

(Figure 38). Ceci est modulé par le facteur eIF5B, une GTPase ribosome-dépendante. 

L�hydrolyse du GTP par eIF5B est requise à sa propre dissociation et celle de eIF1A 

lorsque le complexe 80S est assemblé (Acker and Lorsch, 2008). Le ribosome est 

alors prêt à entrer en phase d�élongation et le processus d�initiation canonique est 

terminé.  
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III.2.2 Mécanismes d�initiation coiffe-indépendant induits par les IRES 

 

Au cours de l�évolution, les virus ont mis en place des stratégies pour détourner la 

machinerie traductionnelle de la cellule hôte en faveur de la traduction de leur propres 

ARNm et au détriment de celle des ARNm cellulaires ; ceci dans le but de se 

multiplier rapidement et de se propager efficacement (Au and Jan, 2014). La 

machinerie traductionnelle est détournée à l�aide d�éléments structuraux appelés IRES 

(pour Internal Ribosome Entry Site) dont la fonction est de recruter directement les 

particules ribosomiques ou indirectement via les facteurs d�initiation (Jackson and 

Kaminski, 1995; Jackson et al., 1990; Pelletier and Sonenberg, 1988) (Figure 40).  

 

 
Figure 40. Mécanismes d�initiation de la traduction coiffe-indépendants induits pas les IRES. 
(d'après Jackson et al., 2010) 
Quatre types d�IRES ont été caractérisés. L�initiation à partir des IRES de type 1 et 2 impliquent leur 
reconnaissance par les facteurs eIF4G/eIF4A (de Breyne et al., 2009). Les IRES de type 3 interagissent 
directement avec le facteur eIF3 et la sous-unité ribosomique 40S du complexe 43S (Pestova et al., 
1998b). Les IRES de type 4 se lient directement à la sous-unité 40S sans aucun facteurs d�initiation 
(Deniz et al., 2009; Pisarev et al., 2005). 
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Il a été proposé que la traduction de certains ARNm cellulaires (3%) puissent 

également faire appel à un mécanisme d�initiation de type IRES (Macejak and 

Sarnow, 1991; Sharathchandra et al., 2014; Soo-Kyung et al., 1992). Ce concept 

d�IRES cellulaire reste cependant controversé (Jackson, 2013; Shatsky et al., 2014). A 

ce jour, 4 types d�IRES viraux ont été caractérisés (Jackson et al., 2010; Lozano and 

Martínez-Salas, 2015) (Figure 40). Ces différents types d�IRES diffèrent par leur 

architecture et par les facteurs d�initiation qu�ils recrutent.  

 

III.2.2.1 IRES de type I 

Les IRES de type I sont les premiers à avoir été identifiés et sont trouvés dans la 

famille des Picornaviridae, des virus à ARN de polarité positive, dont le génome est 

directement traduit par la machinerie cellulaire (Pelletier and Sonenberg, 1988; 

Sweeney et al., 2014). Dans le but de positionner le ribosome sur le codon AUG 

initiateur, les IRES de type I recrutent tous les facteurs d�initiation impliqués dans le 

modèle consensus d�initiation de la traduction eucaryotes à l�exception de eIF4E 

(Sonenberg and Meerovitch, 1990). En effet, au début de l�infection virale, le 

poliovirus synthétise une protéase (2Apro) dont la fonction est de cliver eIF4G au 

niveau de son domaine de liaison à eIF4E afin d�inactiver l�initiation coiffe 

dépendante utilisée par la cellule hôte, permettant ainsi au virus de s�approprier la 

machinerie traductionnelle cellulaire (Davies et al., 1991; Gradi et al., 1998; 

Haghighat et al., 1996). Le complexe de pré-initiation 43S est recruté en amont du 

codon initiateur par l�intermédiaire de eIF4G tronqué qui interagit directement avec 

l�IRES (Figure 40). La suite du processus d�initiation est identique au modèle 

d�initiation canonique : le complexe 43S va glisser le long de l�ARNm (mécanisme de 

scanning) jusqu�au codon AUG initiateur où sera assemblé le complexe 80S 

(Belsham, 1992; Sonenberg and Meerovitch, 1990). En plus des facteurs d�initiation 

canoniques, l�initiation de  la traduction dépendante des IRES de type I fait intervenir 

d�autres facteurs cellulaires appelés ITAF (IRES Trans-Acting Factors) (pour revue, 

Sweeney et al., 2014) qui modulent et stabilisent la structure de l�IRES et facilitent le 

recrutement du 43S (Gamarnik and Andino, 1996; Hunt and Jackson, 1999; 

Meerovitch et al., 1993). 
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III.2.2.2 IRES de type II 

Les IRES de type II sont également retrouvés dans le génome des Picornaviridae 

(Jang et al., 1988) tel le virus de l�encéphalomyocardite virale (EMCV). Les facteurs 

requis pour l�initiation de la traduction dépendante de ce type d�IRES sont identiques 

à ceux des IRES de type I. Une des différences majeures entre ces deux types d�IRES 

concerne la stratégie utilisée pour s�approprier de manière exclusive la machinerie 

traductionnelle de l�hôte (pour revue, Chamond et al., 2014). Dans les deux cas, il 

s�agit d�une inhibition spécifique de la traduction coiffe dépendante ciblant la  

formation du complexe eIF4F. Dans le cas des IRES de type II, cette stratégie est 

basée sur l�activation d�un répresseur de la traduction cellulaire, 4E-BP1 qui se fixe 

sur eIF4E empêchant son interaction avec eIF4G et donc la formation de eIF4F 

(Gingras et al., 1999; Pause et al., 1994). L�autre différence entre les deux IRES est 

que l�IRES de type II recrute le complexe 43S directement sur le codon AUG 

initiateur et ne requiert donc pas d�étape de scanning (Kaminski et al., 1990) (Figure 

40).  

 

III.2.2.3 IRES de type III 

Ces IRES sont retrouvés dans le génome des Flaviviridae, des virus ARN à polarité 

positive dont fait partie le virus de l�hépatite C (HCV) (Niepmann, 2013; Reynolds et 

al., 1995; Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Comme dans le cas des IRES de type II, le 

complexe 43S est directement recruté au niveau de l�AUG initiateur sans passer par 

une étape de scanning. Les deux facteurs eIF2 et eIF3 sont nécessaires et suffisants 

pour assurer la formation du complexe 48S (Pestova et al., 1998b) (Figure 40). En 

effet, la sous-unité 40S et le facteur eIF3 se fixent directement et avec haute affinité à 

des éléments structuraux présents dans l�IRES III, ce qui permet de former un 

complexe stable (Ji et al., 2004; Kieft et al., 2001; Otto and Puglisi, 2004). Le 

complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtMet
i est alors recruté et l�assemblage du 

complexe 80S fait intervenir les facteurs eIF5B-GTP et eIF5 comme dans le modèle 

d�initiation canonique (Locker et al., 2007; Pestova et al., 1998b).  

 

III.2.2.4 IRES de type IV 

Les IRES de type IV sont trouvés dans le génome des Dicistroviridae dont le virus de 

la paralysie du criquet (CrPV) est un des représentants (Wilson et al., 2000a). Ce type 
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d�IRES a la capacité exceptionnelle d�assembler un ribosome 80S fonctionnel sans 

l�aide d�aucun facteur d�initiation, ni même du Met-ARNtMet
i (Deniz et al., 2009; 

Pisarev et al., 2005) (Figure 40). Ce processus d�initiation est entièrement assuré par 

des éléments structuraux de l�IRES (Wilson et al., 2000b) qui interagissent de 

manière directe avec les sous-unités ribosomiques. De manière intéressante, plusieurs 

études suggèrent que l�IRES du CrPV mime le Met-ARNtMet
i dans le site P du 

ribosome  (Costantino et al., 2008; Jan et al., 2003; Muhs et al., 2015a; Pestova and 

Hellen, 2003), expliquant l�autonomie de ce mécanisme d�initiation vis à vis du Met-

ARNtMet
i. Ce mécanisme atypique requiert donc une étape de translocation de l�IRES. 

Récemment, des données de cryo-microscopie électronique de l�IRES du CrPV sur le 

ribosome ont démontré la nécessité du facteur eEF2 pour cette première étape de 

translocation (Fernández et al., 2014; Muhs et al., 2015b). Cette étape est requise pour 

amener le premier codon de l�ARNm dans le site A, le rendre accessible à l�ARNtAla 

et permettre l�entrée du ribosome en élongation (Muhs et al., 2015b). Durant cet 

événement de translocation inhabituel, l�IRES subit des changements 

conformationnels importants. 

 

III.2.3 Mécanisme d�initiation de la traduction coiffe-dépendant par �tethering� 

Ce mécanisme permet de recruter le complexe de pré-initiation 43S directement au 

niveau du codon d�initiation AUG (�tethering�) via un élément de structure présent 

dans la région codante qui interagit avec le facteur eIF4E. Ce mécanisme d�initiation 

de la traduction non-canonique a été décrit dans notre laboratoire pour l�ARNm de 

l�histone H4 (Martin et al., 2011). Cet ARNm présente des caractéristiques atypiques : 

sa région 5�UTR, particulièrement courte, peut être constituée de 9 nucléotides 

seulement pour l�ARNm de souris (Piontkivska et al., 2002). De plus, les ARNm 

d�histones sont dépourvus de queue poly(A) et leur extrémité 3� se termine par une 

structure en tige-boucle (Jaeger et al., 2005; Martin et al., 1997). Notre laboratoire a 

montré que la région codante (CDS) de l�ARNm de l�histone H4 contient au moins 

deux éléments structuraux essentiels au processus d�initiation de la traduction (Figure 

41). Le premier élément, localisé à proximité de l�extrémité 5�, est replié sous forme 

d�une jonction triple-hélice et permet le positionnement du ribosome directement au 

niveau de l�AUG initiateur sans étape de scanning préalable (Martin et al., 2011). Le 

deuxième élément structural, plus proche de l�extrémité 3�, adopte un repliement en 
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double tige-boucle similaire à l�élément 4E-SE (eIF4E Sensitive Element) retrouvé 

dans la région 3�UTR de l�ARNm de la cycline D1 (Culjkovic et al., 2006, 2007). Cet 

élément fixe le facteur eIF4E, qui, sous forme de complexe eIF4F, recrute la particule 

ribosomique 43S et la dépose au niveau du codon initiateur (Martin et al., 2011).  

 

Figure 41. Modèle d�initation de la traduction coiffe-dépendante par tethering de l�ARNm de 

l�histone H4 

(d'après Martin et al., 2011 et HDR de F. Martin 2012) 
La région codante de l�ARNm d�histone H4 contient deux éléments structuraux impliqués dans le 
processus d�initiation de la traduction : une jonction triple-hélice contenant une poche de séquestration 
de la coiffe, et une tige-boucle 4E-SE qui recrute le facteur d�initiation eIF4E de manière interne.  

Contrairement au modèle consensus d�initiation de la traduction, le recrutement 

d�eIF4E sur l�ARNm de H4 se fait de manière indépendante de la coiffe, bien que 

celle-ci soit essentielle à l�entrée du ribosome en phase d�élongation (Figure 41). La 
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coiffe est dans un premier temps séquestrée dans une région de la jonction triple-

hélice appelée CBP (cap-binding pocket) afin d�empêcher une compétition éventuelle 

avec l�élément 4E-SE pour la liaison à eIF4E. La fixation du complexe eIF4F dans la 

région codante de l�ARNm induit un changement conformationnel dans l�ARNm qui 

conduit à la libération de la coiffe (Martin et al., 2011). S�en suit l�interaction de 

eIF4E avec la coiffe qui entraine le rapprochement de l�hélicase eIF4A de la jonction 

triple-hélice. Le dépliement de cette structure par eIF4A libère le ribosome qui entre 

alors en phase d�élongation (Figure 41). Ce mécanisme d�initiation, dit par 

« tethering » de la machinerie de traduction, présente des caractéristiques hybrides 

entre le modèle consensus d�initiation coiffe-dépendant et celui non-canonique induit 

par les IRES. Il est vraisemblable qu�il soit à l�origine de l�efficacité de traduction qui 

caractérise les ARNm d�histones lors de la phase S du cycle cellulaire. 

 

III.2.4 Mécanismes d�initiation coiffe-indépendant chez les virus de plantes 

Chez les plantes, la majorité des virus à ARN de polarité positive ne portent pas de 

coiffe à leur extrémité 5�, ne sont pas polyadénylés en 3� et font donc appel à des 

mécanismes non-conventionnels pour recruter le ribosome en 5� de leur génome viral 

(pour revue, Newburn and White, 2015). Une des stratégies employées par ces virus 

(essentiellement tombusviridae, luteovirus, et umbravirus) implique un élément ARN 

en cis nommé « élément 3� d�activation de la traduction coiffe-indépendante » (3� 

cap-independent translation enhancer, 3�CITE), localisé dans la région 3�UTR du 

génome ARN (pour revue, Nicholson and White, 2011; Simon and Miller, 2013) 

(Figure 42A). Les 3�CITE permettent une traduction efficace des protéines virales 

codées dans la région 5� en recrutant soit des facteurs d�initiation, soit la sous-unité 

60S vers l�ARN viral (Nicholson et al., 2010; Stupina et al., 2008; Treder et al., 2008) 

(Figure 42B). Ces éléments peuvent prendre différentes formes : en I, en Y, en T, ou 

en structure pseudon�ud (Simon and Miller, 2013; Wang et al., 2009) (Figure 42B). 

La plupart des 3�CITE, tels que ceux des luteovirus, tombusvirus et panicovirus, 

fonctionnent en recrutant eIF4E et/ou eIF4G et en interagissant avec leur 5�UTR 

correspondante via des interactions ARN-ARN en « kissing loop » avec une structure 

en tige-boucle localisée à l�extrémité 5� de l�ARN viral (Nicholson et al., 2010, 2013; 

Treder et al., 2008). L�interaction des deux extrémités relocalise les facteurs 

d�initiation à l�extrémité 5� du génome qui est le site où est recruté le ribosome. 
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D�autres 3�CITE, tels que ceux du TCV (Turnip crinkle virus), se lient directement à 

la sous-unité ribosomique 60S (Stupina et al., 2008), qui va recruter et s�associer à la 

sous-unité 40S au niveau d�une séquence riche en pyrimidines dans la région 5�UTR 

(McCormack et al., 2008; Simon, 2015; Stupina et al., 2011). Les 3�CITE, par 

l�intermédiaire d�un mécanisme d�initiation de la traduction efficace, permettent aux 

ARN viraux d�entrer en compétition avec les ARNm cellulaires pour la machinerie 

traductionnelle de l�hôte.  

Figure 42. Initiation de la traduction coiffe-indépendante chez les virus de plantes. 

(A) (Figure de Newburn and White, 2015) Représentation linéaire du génome du virus TBSV (Tomato 

bushy stunt virus). Les régions codantes sont représentées par des rectangles gris, les régions non-
codantes par des traits noirs. Les structures ARN agissant en cis dans le mécanisme de traduction sont 
surlignées en jaune. L�interaction à distance du 3�CITE avec la région 5� est indiquée par une ligne en 
pointillé. (B) (Figure de Nicholson and White, 2011) Tableau récapitulatif des structures secondaires, 
ligands et distribution phylogénétique des éléments 3�CITE. La première ligne indique les différentes 
classes de 3�CITE. TED : translation enhancer domain (Danthinne et al., 1993), BTV : Barley yellow 

dwarf virus (BYDV)-like translation element (Guo et al., 2001), PTE : Panicum mosaic virus (PMV)-
like translation element (Wang et al., 2011), TSS : T-shaped structure (Stupina et al., 2008). La 
structure secondaire des différentes classes de 3�CITE est représentée sur la 2ème ligne. Les ligands 
reconnaissant les différents 3�CITE sont indiqués.  
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IV Objectifs et réalisations du travail de thèse 

Les objectifs de ma thèse étaient d�une part de mieux comprendre le mécanisme de 

biogenèse des mRNP de sélénoprotéines et d�autre part d�élucider l�ensemble des 

étapes du mécanisme de traduction et de recodage des ARNm de sélénoprotéines. 

Mon travail de thèse a contribué à mettre en évidence l�existence d�un mécanisme 

particulier de maturation de la coiffe en 5� des ARNm de sélénoprotéines (Wurth et 

al., 2014). Nos résultats montrent que certains ARNm de sélénoprotéines possèdent 

une coiffe hyperméthylée m3
2,2,7G à la manière des sn et snoARN. Ces travaux seront 

présentés dans le chapitre I. Nous avons déterminé le mécanisme de biogenèse de 

cette coiffe, et avons montré qu�il fait appel à l�enzyme Tgs1 (Triméthyl-guanosine 

synthase). Tgs1 peut être recrutée vers les ARNm de sélénoprotéines via la protéine 

c�ur Nop58 et le chaperon d�assemblage SMN. L�analyse du rôle du complexe SMN 

et de son cofacteur, le méthylosome dans la biogenèse des mRNP de sélénoprotéines 

est présentée dans le chapitre II. Nous avons également révélé l�existence d�un lien 

inattendu entre l�expression des sélénoprotéines et l�amyotrophie spinale (SMA), une 

pathologie provoquée par des défauts d�expression de la protéine SMN. L�impact de 

la coiffe m3G, mais également le rôle du codon UGASec et de l�élément SECIS sur la 

traduction des ARNm de sélénoprotéines ont été analysés in vitro et sont présentés 

dans le chapitre III. L�ensemble de mes résultats de thèse va dans le sens de 

l�existence d�un mécanisme d�initiation atypique de la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines. Enfin, j�ai mis au point des méthodes de purification des complexes 

de traduction associés à un ARNm de sélénoprotéine. Notre but est de résoudre la 

structure tridimentionnelle du complexe de recodage par cryo-microscopie 

électronique et d�identifier les facteurs impliqués dans ce mécanisme. L�objectif final 

est d�élucider l�ensemble des étapes de la traduction et du recodage des ARNm de 

sélénoprotéines. 
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Résultats 

 

I La coiffe des ARNm de sélénoprotéines est hyperméthylée chez 

les mammifères 

I.1 Résumé de la publication 

Notre laboratoire a montré précédemment que l�assemblage des mRNP de 

sélénoprotéines en 3�UTR, pré-requis pour leur traduction, est un processus 

particulier qui obéit aux mêmes règles que celles des snRNP et des snoRNP. SBP2, 

est capable de transiter entre le noyau et le cytoplasme et lie les composants d�une 

machinerie d�assemblage liée au chaperon protéique Hsp90 (Boulon et al., 2008). De 

plus, SBP2 possède des motifs de liaisons à l�ARN communs avec des protéines c�ur 

des sn et des snoRNP (Allmang et al., 2002b). Ainsi, il est tout à fait envisageable que 

les mRNP de sélénoprotéines puissent également partager, avec les sn et les snoRNP, 

une voie commune de maturation de leur extrémité 5�. 

Nos résultats montrent que certains ARNm de sélénoprotéines ne sont pas reconnus 

efficacement par le facteur canonique d�initiation de la traduction eIF4E car ils 

possèdent une coiffe hyperméthylée m3
2,2,7G à la manière de certains petits ARN non 

codants. Ce travail est résumé ci-dessous et est présenté dans la publication qui suit. 

 

Une sous-classe d�ARNm de sélénoprotéines porte une coiffe hyperméthylée et 

montre une affinité réduite pour le facteur d�initiation eIF4E 

Les ARNm eucaryotes se caractérisent généralement par la présence d�une coiffe 

monométhylée m7G à leur extrémité 5� (Shatkin, 1976; Sonenberg, 2008). Celle-ci est 

reconnue par de multiples effecteurs protéiques et joue un rôle essentiel dans 

l�initiation de la traduction des ARNm mais également dans leur localisation et 

dégradation (Houseley and Tollervey, 2009; Köhler and Hurt, 2007; Mitchell and 

Tollervey, 2001). Les ARN non-codants tels que les snARN et snoARN acquièrent 

une modification supplémentaire de la coiffe qui devient triméthylée m3
2,2,7G (ou 

m3G), ce qui est primordial pour leur localisation, assemblage et maturation (Huber et 
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al., 1998; Matera et al., 2007a; Mouaikel et al., 2002; Strasser et al., 2004). Puisque 

notre laboratoire a montré que les mRNP de sélénoprotéines subissent à leur extrémité 

3� le mécanisme d�assemblage des snRNP et snoRNP, nous avons testé si les ARNm 

de sélénoprotéines étaient également soumis à un événement de maturation similaire 

au niveau de la coiffe située en 5� et sont reconnus par la machinerie de traduction 

canonique. Le facteur d�initiation eIF4E reconnaît de manière spécifique la coiffe 

m7G des ARNm et est indispensable à la traduction coiffe-dépendante des ARNm 

(Jackson et al., 2010; Sonenberg, 2008). Par des expériences de GST pull-down nous 

avons montré que la majorité des ARNm de sélénoprotéines sont moins bien reconnus 

par eIF4E que les ARNm non-sélénoprotéines. Par des expériences 

d�immunoprécipitation à l�aide d�anticorps reconnaissant spécifiquement la coiffe 

m3G des ARN (IP m3G), nous avons établi que la majorité des ARNm de 

sélénoprotéines porte une coiffe hyperméthylée (Figure 43). Ces expériences ont 

permis de révéler l�existence d�une corrélation inverse entre la liaison à eIF4E et la 

présence de coiffe m3G. Elles nous ont permis d�identifier trois classes d�ARNm de 

sélénoprotéines : les ARNm majoritaires portent une coiffe hyperméthylée et ne sont 

pas reconnus par le facteur d�initiation eIF4E, d�autres sont coiffés de m7G et 

interagissent avec eIF4E alors que certains ARNm de sélénoprotéines semblent porter 

un mélange de l�une ou l�autre des coiffes m3G ou m7G. 

 

Tgs1 est l�enzyme responsable de l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm des 

sélénoprotéines 

Il a été précédemment montré que la Triméthylguanosine synthase 1 (Tgs1) est 

responsable de la conversion de la coiffe m7G en coiffe m3G des snARN et snoARN 

(Matera et al., 2007a; Mouaikel et al., 2002). Cette étape de modification joue un rôle 

critique dans l�assemblage et la maturation des RNP correspondantes (Matera et al., 

2007a). Elle est requise pour l�obtention de particules RNP matures et fonctionnelles.  

L�enzyme Tgs1 existe sous deux formes : la protéine entière (LF), majoritairement 

cytoplasmique, et une protéine isoforme plus courte (SF), essentiellement nucléaire 

(Girard et al., 2008). L�interaction de Tgs1 avec les ARNm de sélénoprotéines a été 

recherchée par analyse microarray des ARN co-immunoprécipités avec Tgs1 

(Collaboration avec le laboratoire d�Edouard Bertrand, IGM, Montpellier). Pour 

discriminer les deux formes de Tgs1, des lignées de cellules HeLa exprimant 
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stablement l�une ou l�autre de ces deux formes avec une étiquette 3XFlag ont été 

utilisées et les immunoprécipitations ont été réalisées à l�aide d�anticorps anti-Flag. 

Nous avons montré que les deux formes de Tgs1 sont capables de s�associer aux 

ARNm de sélénoprotéines (Figure 43). L�affinité de Tgs1 LF pour les ARNm de 

sélénoprotéines apparaît légèrement plus forte que celle de Tgs1 SF, ce qui est très 

comparable au cas des snARN et différent des snoARN qui ne recrutent que la forme 

courte nucléaire de Tgs1. Nous avons ensuite recherché si Tgs1 pouvait être 

responsable de l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines. Ainsi, 

des tests d�inhibition de Tgs1 par ARN interférence (siRNA) combinés à une analyse 

de l�immunoprécipitation de la coiffe m3G ont été réalisés. L�inhibition de Tgs1 mène 

à une réduction globale du taux d�immunoprécipitation des ARNm des 

sélénoprotéines. Ceci indique que Tgs1 est bien responsable de l�hyperméthylation de 

la coiffe des ARNm de sélénoprotéines. 

 

Tgs1 est recrutée sur les ARNm de sélénoprotéines via la protéine Nop58 et le 

chaperon d�assemblage SMN 

Le mode de recrutement de Tgs1 est dépendant de la nature de sa cible ARN. Dans le 

cas des snARN, Tgs1 est recruté vers la coiffe m7G via un complexe de chaperons, le 

complexe SMN (Massenet et al., 2002; Mouaikel et al., 2003b; Paushkin et al., 2002) 

tandis que dans le cas des snoARN à boite C/D ce sont des protéines constitutives de 

ces ARNs (Nop56 et Nop58) qui interagissent avec Tgs1 (Girard et al., 2008; 

Mouaikel et al., 2002; Verheggen et al., 2001). Pour déterminer si Tgs1 pouvait être 

recruté vers les ARNm de sélénoprotéines via l�une de ces deux voies, nous avons 

inactivé séparément les protéines Nop58 et SMN par siARN. Dans les deux cas, 

l�hyperméthylation des ARNm de sélénoprotéines a été très fortement affectée 

indiquant que les deux protéines participent au recrutement de Tgs1 vers les ARNm 

de sélénoprotéines et donc à l�hyperméthylation de la coiffe (Figure 43).  
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Figure 43. Modèle de l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines. 

La coiffe des ARNm de sélénoprotéines est hyperméthylée par Tgs1. Les deux isoformes de Tgs1 : 
Tgs1 LF (nucléaire/cytoplasmique) et Tgs1 SF (exclusivement nucléaire) interagissent avec SBP2 et 
les ARNm de sélénoprotéines. Tgs1 est majoritairement recrutée par le complexe ternaire 
SBP2/SMN/Tgs1LF (flêches épaisses) mais également via SBP2/Nop58/Tgs1SF (flêches fines). 
L�hyperméthylation pourrait avoir lieu dans le noyau ou le cytoplasme et être soumise à des 
mécanismes de régulation. L�activité de Tgs1 est requise pour la stabilité des ARNm, l�incorporation 
de Sec ou l�initiation de la traduction. Les ARNm de sélénoprotéines coiffés de m3G sont 
majoritairement localisés dans le cytoplasme (80%), ils n�interagissent ni avec la snurportine-1 ni avec 
les protéines Sm ; et ne semblent donc pas réimportés vers le noyau. Ils présentent une affinité réduite 
pour le eIF4E. Nos résultats suggèrent l�existence d�un mécanisme d�initiation de la traduction 
atypique faisant potentiellement intervenir d�autres facteurs.  
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Les ARNm de sélénoprotéines portant une coiffe m3G sont localisés dans le 

cytoplasme et sont traduits 

La découverte d�ARNm portant une coiffe m3G mène à la question fondamentale de 

leur capacité à être traduits dans le cytoplasme. Par des expériences de fractionnement 

subcellulaire, nous avons montré que les ARNm de sélénoprotéines triméthylés sont 

plus abondants dans le cytoplasme que dans le noyau. Pour déterminer si ces derniers 

peuvent être traduits, nous avons évalué leur capacité à s�associer à des ribosomes 

actifs. Des expériences de fractionnement sur gradient de sucrose, combinées à des IP 

m3G, ont montré que les ARNm triméthylés des sélénoprotéines sont retrouvés dans 

la fraction contenant les polysomes ce qui suggère qu�ils sont bien traduits (Figure 

43). 

 

Contrairement à eIF4E, l�activité de Tgs1 est requise pour la traduction de GPx1 in 

vivo 

De par son activité antioxydante, GPx1 est l�une des sélénoprotéines les plus 

impliquées dans le cancer. Puisque son ARNm porte une coiffe hyperméthylée par 

Tgs1, nous l�avons choisi comme modèle pour déterminer l�importance fonctionnelle 

de la coiffe m3G sur la synthèse des sélénoprotéines in vivo. J�ai construit deux 

lignées cellulaires humaines (T-Rex HEK293) capables d�exprimer de manière 

inductible des versions étiquetées (HA) de la sélénoprotéine GPx1 sauvage (HA-

GPx1) soumise au recodage traductionnel, ou mutante (HA-GPx1Cys), qui suit un 

mécanisme de traduction canonique. L�utilisation de ces deux lignées nous a permis 

d�analyser sur la synthèse de novo de la sélénoprotéine GPx1, l�impact de 

l�inactivation de l�hyperméthylase Tgs1 et du facteur d�initiation de la traduction 

eIF4E, qui reconnaît moins bien les ARNm de sélénoprotéines coiffés de m3G. 

L�inhibition de Tgs1 par siARN, affecte fortement l�expression de HA-GPx1 mais pas 

de HA-GPx1Cys ce qui démontre que Tgs1, probablement par son action sur 

l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm, joue un rôle important dans la synthèse in 

vivo des sélénoprotéines, sans doute au niveau du mécanisme de recodage. 

Cependant, nos résultats ne nous permettent pas de différencier si l�activité de Tgs1 

est requise pour l�étape d�incorporation de la sélénocystéine ou au niveau de 

l�initiation de la traduction. Il est possible que les deux mécanismes soient liés pour 

une traduction optimale des sélénoprotéines. En revanche, des résultats inverses sont 
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observés lorsque le facteur eIF4E est inhibé. Ces résultats suggèrent fortement 

qu�eIF4E n�est pas essentiel à la traduction des ARNm de sélénoprotéines portant une 

coiffe m3G et que le mécanisme d�initiation de la traduction des sélénoprotéines est 

atypique et pourrait faire appel à d�autres facteurs encore non identifiés (Figure 43). 
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Akiko Takeuchi1, Stéphanie Baudrey1, Franck Martin1, Alain Krol1, Edouard Bertrand2 and

Christine Allmang1,*
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ABSTRACT

Mammalian mRNAs are generated by complex and
coordinated biogenesis pathways and acquire 5′-end
m7G caps that play fundamental roles in process-
ing and translation. Here we show that several se-
lenoprotein mRNAs are not recognized efficiently by
translation initiation factor eIF4E because they bear
a hypermethylated cap. This cap modification is ac-
quired via a 5′-end maturation pathway similar to
that of the small nucle(ol)ar RNAs (sn- and snoR-
NAs). Our findings also establish that the trimethyl-
guanosine synthase 1 (Tgs1) interacts with seleno-
protein mRNAs for cap hypermethylation and that
assembly chaperones and core proteins devoted to
sn- and snoRNP maturation contribute to recruiting
Tgs1 to selenoprotein mRNPs. We further demon-
strate that the hypermethylated-capped selenopro-
tein mRNAs localize to the cytoplasm, are associ-
ated with polysomes and thus translated. Moreover,
we found that the activity of Tgs1, but not of eIF4E, is
required for the synthesis of the GPx1 selenoprotein
in vivo.

INTRODUCTION

Eukaryotic mRNAs, synthetized by RNA polymerase
II (polII), are characterized by the presence of a 7-
methylguanosine (m7G) cap structure at their 5′-end (1).
Nuclear RNA capping serves as an important quality con-
trol checkpoint and is an essential determinant of mRNA
expression, stability and biogenesis (2). The m7G cap pro-
motes splicing of cap-proximal introns, 3′-end formation,
nucleocytoplasmic export, control of RNA stability and

translation (3–7). Two major cap-binding proteins mediate
these processes: the cap-binding complex (CBC) in the nu-
cleus, composed of the CBP20 and CBP80 subunits (3), and
the translation initiation factor eIF4E in the cytoplasm (8–
10). The binding of both CBC and eIF4E is highly spe-
ci�c for the m7G cap, and other modi�ed caps are poorly
recognized by these proteins (11–14). PolII small nuclear
(snRNAs) and a few small nucleolar RNAs (snoRNAs)
also acquire m7G caps in the nucleus but become further
methylated at guanosine position 2 to generate the 2,2,7-
trimethylguanosine cap (m3G or TMG cap) (15). TMG
modi�cation of snRNAs is performed in the cytoplasm by
the trimethylguanosine synthase 1 (Tgs1) which catalyzes
the m7G to m3G hypermethylation. After export to the cy-
toplasm, precursor snRNAs are assembled with Sm core
proteins by the Survival of Motor Neuron (SMN) complex
(16). Binding of SMN and Sm proteins is a prerequisite for
further recruitment of Tgs1. The m3G cap together with the
Sm ring represent bipartite signals that promote nuclear im-
port of snRNPs for �nal maturation and assembly into the
active spliceosome (17,18). The transfer of TMG-capped
snRNPs to the nucleus is governed by snurportin which in-
teracts speci�cally with m3G and Sm proteins, but not with
m7G cap structures (19,20). Cap hypermethylation, there-
fore, represents a critical step in determining the fate of sn-
and snoRNAs.
Unlike snRNAs, hypermethylation of m7G-capped

snoRNAs takes place in the nucleus, and snoRNAs transit
to the Cajal bodies (CB) in a PHAX (phosphorylated
adaptor for RNA export)-dependent manner where they
are hypermethylated by nuclear Tgs1 (21,22). In this case,
Tgs1 is recruited to the snoRNA by the core proteins
Nop56 and Nop58 for the box C/D snoRNAs, and by
dyskerin for the H/ACA snoRNAs (23,24). Two Tsg1
isoforms have been identi�ed; the long form (LF) is mainly
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involved in snRNA hypermethylation and is present in
both the nucleus and cytoplasm, whereas a short nuclear
isoform (SF) is dedicated to snoRNA maturation (23). In
the nucleoplasm, Tgs1 isoforms are present in a large mul-
tiprotein complex that contains ribonucleoprotein (RNP)
maturation, transport and assembly factors (15,22,25).
Selenoprotein mRNAs constitute an interesting class of

mRNAs. Indeed, because of the presence of an in-frame
UGA codon, recoded as selenocysteine (Sec) and other-
wise read as a stop codon, they are submitted to distinctive
biogenesis and translation pathways (26,27). Several cis-
and trans-acting factors participate in the co-translational
recoding of UGA Sec codons. Pivotal in this process are
the SElenoCysteine Insertion Sequence (SECIS), a stem-
loop in the 3′ untranslated region (3′UTR) of selenopro-
tein mRNAs, and the SECIS-binding protein 2 (SBP2) (28–
31). We have previously shown that the assembly mecha-
nism of selenoprotein mRNPs, in particular in the 3′UTR
region, is partly commonwith that of snRNP, snoRNP par-
ticles and the telomerase (27). SBP2 which undergoes nu-
cleocytoplasmic shuttling (32,33), binds to components of
this conserved RNP assembly machinery linked to the pro-
tein chaperone Hsp90 (27). Besides, SBP2 shares functional
RNA binding motifs with primary core proteins of sn- and
snoRNPs (27,34), suggesting that selenoprotein mRNPs,
sn- and snoRNPs could also share a common 5′ maturation
pathway.
In this work, we demonstrate that several mammalian se-

lenoprotein mRNAs, in contrast to other cellular mRNAs,
undergo a 5′-end maturation pathway similar to that of sn-
and snoRNPs and bear hypermethylated caps.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture

HEK293FT, HeLa and U2OS cells were cultured at 37◦C
in 5% CO2 in Dulbecco’s modi�ed Eagle’s media (DMEM)
containing 10% Fetal Calf Serum (FCS), 1% penicillin–
streptomycin and 10 nM sodium selenite. One percent ge-
neticine was added to HEK293FT cells. Cells were trans-
fected using Turbofect (Fermentas) and siRNA inactivation
was done for 48 h using 30 or 100 nM of siRNA and Lipo-
fectamine 2000 (Invitrogen) following the manufacturer’s
conditions. siTGS1, siSMN, siSBP2 and sieIF4ERNAs and
sicontrol were ON-TARGET plus smart pools of four dif-
ferent siRNAs (Thermo Scienti�c Dharmacon), siNop58
RNAs were from Santa Cruz. For rescue experiments,
cells were transfected for 24 h after siRNA inactivation
with peGFP-Tgs1 (21,24), non-tagged plenti6/V5-SBP2 or
pcDNA5-eIF4E expression plasmids and grown for an ad-
ditional 24 h treatment. Cells were extracted with HNTG
buffer (20 mM HEPES–NaOH pH 7.9, 150 mM NaCl, 1%
Triton, 10% glycerol, 1 mMMgCl2, 1 mMEGTA (Ethylene
glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid),
1mMPMSF (phenylmethylsulfonyl �uoride), anti-protease
cocktail from Roche). Subcellular fractionation was per-
formed according to (35).

Generation of stable cell lines and induced protein expression

Flp-InTM T-RexTM 293 system (Invitrogen) was used ac-
cording to the manufacturer’s instructions to generate sta-
ble cell lines with regulated expression of 3xHA-GPx1
(HA-GPx1) and 3xHA-GPx1mutCys (HA-Gpx1Cys). Sta-
ble clones containing the required open reading frame un-
der the control of the cytomegalovirus/tetO2 hybrid pro-
moter were selected by culturing in selective medium con-
taining 250 �g/ml of hygromycin (InvivoGen) and 15
�g/ml of blasticidin (InvivoGen). Resistant colonies were
expanded and tested for doxycycline-regulated protein ex-
pression. Protein expression was induced by addition of
0.5–1 �g/ml of doxycycline in culture medium and in the
presence of 10 nM of sodium selenite.
Stable isogenic HeLa cells expressing the Flag-tagged

Tgs1 proteins were obtained with HeLa Flp-In cells, by co-
transfection of the parental cells with pcDNA5-3X Flag-
Tgs1 (SF or LF) and a Flippase expression vector with
Lipofectamine and Plus reagent (Invitrogen). Stable clones
were then selectedwith 50mMhygromycin B (Calbiochem),
picked individually, expanded and characterized by western
blots. Individual clones usually expressed similar levels of
the tagged protein. DNA cloning was performed with the
Gateway system (Invitrogen).

Immunopuri�cation, co-immunoprecipitation and western
blotting

Immunopuri�cation of endogenous SBP2 com-
plexes was performed as described in (27). For co-
immunoprecipitation experiments, cell extracts (100–300
�l) were incubated with 50 �l of protein A-sepharose
(Sigma) coupled to the indicated antibody for 2 h at 4◦C
in NT2 buffer (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl,
1 mM MgCl2, 0.05% NP40, 1 mM DTT (Dithiothreitol),
400 �M VRC (Vanadyl ribonucleoside complexes), 100 U
RNasin/ml, anti-protease cocktail) or with anti-GFP mag-
netic beads (Miltenyi) in IPP150 (10 mM Tris–HCl pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.1% NP-40, 0.5 mM PMSF, 2 mM VRC).
Beads alone were used as a control. Beads were washed
with NT2 or IPP150, respectively, resuspended in Laemmli
buffer, analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) followed by western blot.
Antibodies used were: anti-His (H3) mouse monoclonal
(Santa Cruz), anti-SBP2 rabbit polyclonal (27), anti-Tgs1
mouse monoclonal (24), anti-Nop58 (C-20) polyclonal
goat antibodies (Santa Cruz), anti-SMN (2B1) mouse mon-
oclonal (Santa Cruz), anti-rpS21 goat polyclonal (Santa
Cruz) and anti-AspRS rabbit polyclonal (36). For RNA IP,
extracts were �rst clari�ed on protein A-sepharose to elim-
inate unspeci�c RNA binders. For microarray experiment,
co-immunoprecipitation was performed according to (37).

TMG RIP and qRT-PCR analysis

Trimethyl-capped RNAs were immunoprecipitated using a
strictly speci�c rabbit polyclonal anti-m3G (TMG) serum
(Synaptic Systems) also referred to as R1131 (38,39). Ten
microliters of serum was coupled to 50 �l of protein A-
Sepharose beads saturated with 20 �g of both puri�ed
bovine serum albumin (BSA) and total yeast tRNA in NT2
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buffer for 18 h at 4◦C. The immobilized antibody was in-
cubated with 200 �g of pre-cleared total RNAs prepared
from HEK293FT cells (Tri-reagent, Euromedex) in a to-
tal volume of 1 ml for 2 h at 4◦C. Beads were washed six
times in NT2 buffer, the bound RNA was extracted by
phenol/chloroform and precipitated. After DNase treat-
ment, RNAs were reversed transcribed using AMV-RT (Q-
Biogen) and cDNAs were ampli�ed by classical or quanti-
tative RT-PCR (qRT-PCR). Level of mRNAs after siRNA
treatment was measured directly after RNA extraction us-
ing the same qRT-PCR method. qRT-PCR was performed
on MX3005P (Stratagene) using the Maxima SYBR Green
PCR kit (Fermentas). Oligonucleotides used for qRT-PCR
are listed in Supplementary Table S1.

Anti-FLAG immunoprecipitation and microarray analysis

Anti-Flag Tgs1 LF and Tgs1 SF immunoprecipita-
tions were done with M2 antibody-coated beads (Sigma-
Aldrich). HeLa cells stably expressing Tgs1 LF, Tgs1 SF or
parental cells as control, were extracted with lysis buffer (50
mMTris–HCl pH7.5, 150mMNaCl, 1mMEDTA, 1%Tri-
ton, antiprotease cocktail) for 30min at 4◦Cand centrifuged
for 10 min at 10 000 rpm at 4◦C. Extracts were incubated
with M2 beads for 2 h at 4◦C. Beads were washed twice in
HNTG and three times in phosphate buffered saline (PBS),
RNAs from beads were homogenized in Trizol and puri�ed
with RNeasy mini kit (Qiagen). cDNA were prepared and
labeled as recommended by the manufacturer (Affymetrix).
RNAs were analyzed using human gene 1.0ST microarray
covering all annotated transcripts (Affymetrix). Files were
analyzed and normalized with expression consol software
(Affymetrix). The 3XFlag-Tgs1 IPs were performed in du-
plicates, and the control IP (non-tagged parental cell line)
was done in triplicate. Microarray data are accessible at
GEO GSE57625.

Recombinant proteins and GST pull-down assays

Radiolabeled proteins were synthesized in the presence of
35S-Met in rabbit reticulocyte lysate (TNT; Promega). Bind-
ing was performed with 5 �g GST-tagged protein in 50
mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.1
mM EDTA and 0.1% NP-40. Washing was performed with
the same buffer. GST- and His-tagged proteins were pro-
duced by standard procedure and puri�ed using glutathione
sepharose (GE Healthcare) and Ni-NTA agarose (Qiagen),
respectively. GST-4EK119A protein was expressed and puri-
�ed as described by (40). For GST pull-down experiments
puri�edGST-4EK119A orGST (200�g) was bound to 200�l
of MagneGST beads (Promega) and incubated with 100 �g
of HEK293 total RNA in RNP buffer (20 mM Tris–HCl
pH 7.5, 100 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10%
glycerol, 100 U RNasin/ml, anti-protease cocktail) for 2 h
at 4◦C. Beads were washed �ve times with RNP buffer. The
RNAs present in the �ow-through or on the beads were ex-
tracted by phenol/chloroform and precipitated.

Yeast-two hybrid interaction tests

For yeast-two hybrid interaction (Y2H) assays, appropri-
ate pGBKT7 (DB) or pGADT7 (AD) plasmids were co-

transformed into AH109 (Clontech Laboratories, Inc.) and
plated on triple selective media (-Leu -Trp -Ade).

Polysome analysis

Polysome pro�les were analyzed on sucrose gradients.
HEK293 cells were cultivated up to 80% con�uence. 2 ×
106 cells were collected, washed in 3 volumes PBS and in-
cubated in the presence of 150 �g/ml cycloheximide for 20
min on ice. Lysis of the cells was performed in polysome
buffer (PB) containing 10 mM HEPES–NaOH pH 7.5, 50
mMKCl, 5 mMMgCl2, 1 mMDTT, 100 units RNasin/ml,
400 �MVRC, protease inhibitors and 150 �g/ml cyclohex-
imide or in polysome denaturing buffer (PDB) containing
10 mM HEPES–NaOH pH 7.5, 10 mM potassium acetate,
0.5 mM magnesium acetate, 5 mM DTT. Cytoplasmic ex-
tracts were loaded onto a linear 7–47% sucrose gradient pre-
pared in PB or PDB. Polysomes were separated by 2.5 h
centrifugation at 37 000 rpm using a Beckmann SW41 ro-
tor. Gradients were monitored by following absorbance at
254 nm. RNAs were extracted and analyzed by RT-qPCR
as described previously.

RESULTS

A subclass of selenoprotein mRNAs harbor hypermethylated
caps and show reduced af�nity for eIF4E

Having previously established that selenoprotein mRNPs
and sn-, snoRNPs share a common 3′ assembly pathway
(27), we asked whether selenoprotein mRNAs could conse-
quently undergo similar 5′ maturation events. Indeed, un-
like mRNAs, PolII sn- and snoRNAs that are modi�ed
co-transcriptionally with a 5′ m7G cap, subsequently ac-
quire a trimethylguanosine capm2,2,7 (TMG) structure (15).
We asked whether selenoprotein mRNAs could also bear
similar cap modi�cations and could be recognized by the
canonical translational machinery. A prerequisite to cap-
dependent translation is the recognition of the eukaryotic
mRNA cap structure by the translation initiation complex
eIF4F (composed of the three subunits eIF4E, eIF4A and
eIF4G). eIF4E speci�cally recognizes the m7G moiety of
the 5′ m7GpppN cap of eukaryotic mRNAs and was shown
to poorly recognize TMG caps (41). Therefore, we �rst ex-
amined the ability of selenoprotein mRNAs to be recog-
nized by eIF4E.
We performed glutathione-S-transferase (GST) pull-

down experiments using total RNAs fromHEK293FT cells
and a high-af�nity mutant of eIF4E, GST-eIF4EK119A (40).
This mutant was developed for speci�c isolation of 5′ m7G-
capped mRNAs and showed strict speci�city but 10-fold
higher af�nity for the m7G cap. The RNA content of eIF4E
bound and unbound fractions was determined by qRT-
PCR analysis. For the detection of selenoprotein mRNAs,
we used primers complementary to 12 out of the 25 seleno-
protein mRNAs characterized in mammals (Figure 1A). �-
actin, HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyltrans-
ferase) and LDHA (lactate dehydrogenase A) mRNAs were
used as the m7G-capped controls, U3 snoRNA and U2
snRNA for TMG-capped controls. Coherently, an average
of 75% of the canonical �-actin, HPRT and LDHA mR-
NAs were recovered in the eIF4E bound fraction, whereas
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Figure 1. The cap of selenoproteinmRNAs is hypermethylated and poorly
recognized by eIF4E. (A) Binding of recombinant GST-eIF4EK119A to
HEK293 total RNA. GST-eIF4EK119A (or GST alone) was bound to glu-
tathione beads and incubated with the extract. The percentage of mRNAs
present in the bound and unbound fractions were determined separately
by qRT-PCR and normalized to 100%. Asymmetric error bars represent
the minimum andmaximum observations for three independent biological
replicates, re�ecting intrinsic variability. SelR, GPx1, GPx4, SelM, SelW,
SelT, SelO, TrxR1, Sel15, SelK,GPx3 and SelN are selenoproteinmRNAs.
U3 snoRNAwas used as a positive control, �-actin, HPRT and LDHAare
housekeeping mRNAs used as negative controls. (B and C) Total RNA ex-
tracted from HEK293FT cells was immunoprecipitated with anti-TMG
serum (�-m3G). Bound RNA was analyzed by (B) RT-PCR or (C) qRT-
PCR. (−) Control without antibodies. In: input 10%. The graph represents
the percentage of mRNAs in IP compared with the input RNA. Error bars
represent standard deviation of an average of three independent experi-
ments. The horizontal line represents the level of housekeeping mRNA
binding (1–2% in average). See also SupplementaryFigure S1 for speci�city
controls. (D) Heatmap representation of mRNA binding in GST-eIF4E
pull-down and TMG IP experiments. The binding scale is represented to
the right, maximum binding values in each set of experiments are repre-
sented in red and minimal binding values in green. Heat maps were gen-
erated with the MeV software. The three classes of selenoprotein mRNAs
are indicated.

74% of sn-, snoRNAs were found in the unbound fraction
(Figure 1A). The results revealed that selenoprotein mR-
NAs showed differential binding patterns to eIF4E. The
selenoprotein mRNAs of SelR, glutathione peroxidases 1
and 4 (GPx1, GPx4), SelM and SelW showed a distribu-
tion pattern similar to that of sn-, snoRNAs with only 20–
35% of the mRNA recovered in the eIF4E bound fraction
(Figure 1A). SelT, SelO, thioredoxin reductase 1 (TrxR1),
Sel15, SelK selenoprotein mRNAs showed an intermediate
pattern with over 50% of the mRNAs in the bound frac-
tion (Figure 1A), whereas selenoprotein mRNAs compris-
ing glutathione peroxidase 3 (GPx3) and selenoprotein N
(SelN)were enriched up to 70% in the eIF4E bound fraction
with patterns similar to non-selenoprotein mRNAs (Figure
1A).

To explain the differential binding to eIF4E, we asked
whether some of the selenoprotein mRNAs could bear 5′

modi�cations similar to sn- and snoRNAs as a trimethyl-
guanosine cap m2,2,7 (TMG) structure. To answer this ques-
tion, RNAs extracted fromHEK293FT cells were immuno-
precipitated with the highly speci�c anti-TMG cap R1131
serum that was demonstrated not to recognize monomethy-
lated caps (38,39) (see also Supplementary Figure S1 for
speci�city validation of the antibody). The immunoprecip-
itated RNAs were extracted and analyzed by RT-PCR. Re-
sults showed that anti-TMG antibodies recognized GPx1,
GPx4 and TrxR1 selenoprotein mRNAs as well as U3
snoRNA used as the control but not the m7G-capped �-
actin mRNA, indicating that the cap of these endoge-
nous selenoprotein mRNAs is hypermethylated (Figure
1B). Quantitative RT-PCR analysis revealed that seven se-
lenoprotein mRNAs, namely SelR, GPx1, GPx4, SelM,
SelW, SelT and SelO, were speci�cally immunoprecipitated
with anti-TMG antibody (Figure 1C) while TrxR1 was only
weakly recognized. These results correlate with the GST-
eIF4E pull-down experiments, as these TMG-capped se-
lenoproteinmRNAs correspond to those poorly recognized
by eIF4E. TrxR1, SelT and SelO, that show an intermedi-
ate binding pattern of eIF4E, are consistently recognized
in the TMG-IP (Figure 1A, C). Four selenoprotein mR-
NAs were not pulled-down over the background (Sel15,
GPx3, SelN and SelK) in TMG immunoprecipitations (Fig-
ure 1C); they were consistently bound by eIF4E (Figure
1A).As expected, theU3 snoRNApositive control was fully
retained but not the control HPRT or LDHA housekeep-
ing mRNAs (Figure 1C). A signi�cant fraction (5–15%) of
the TMG-capped selenoprotein mRNAs was recovered in
the anti-TMG immunoprecipitation. This precipitation is
weaker compared with U3 snoRNA (100%) but is neverthe-
less consistent with previously reported levels for snRNAs
(39).
Determinants such as the larger size, under-

representation of selenoprotein mRNAs versus sno-,
snRNAs as well as the shorter half-life of selenoprotein
mRNAs compared to sn(o)RNAs may contribute to the
lower recovery of selenoprotein mRNAs in the immuno-
precipitation. It is also envisageable that different mRNA
folded structures in the 5′UTR could lead to differential
recognition of individual mRNAs by the antibody.
TMG-IP experiments, in combination to the GST-eIF4E

pull-down results, suggest that a substantial fraction of se-
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lenoprotein mRNAs possesses a trimethylated guanosine
cap. Altogether, our results reveal an inverse relationship
between eIF4E binding and TMG capping (Figure 1D) and
suggest the existence of three classes of selenoprotein mR-
NAs. In the �rst class, <50% of the selenoprotein mRNAs
are bound to eIF4E and the TMG-IP ef�ciency is >5%.
These mRNAs include SelR, GPx1, GPx4, SelM and SelW
(Figure 1D); they harbor a hypermethylated cap and are
not recognized ef�ciently by the translation factor eIF4E. A
second class of selenoprotein mRNAs showed an interme-
diate pattern with >50% of the mRNAs bound by eIF4E
and >5% TMG-IP ef�ciency; this class includes selenopro-
tein mRNAs such as SelT, SelO and TrxR1 that can possi-
bly bear both types of caps (Figure 1D). Finally, the third
class represents selenoprotein mRNAs––Sel15, SelK, GPx3
and SelN––(Figure 1D) bound with <5% in the TMG-IP,
that are m7G-capped and recognized by eIF4E. Selenopro-
tein mRNAs thus appear to be subjected to differential 5′

processing events.

Tgs1 hypermethylates the cap of selenoprotein mRNAs

The trimethylguanosine synthase 1 (Tgs1) converts them7G
cap of sn- and snoRNA precursors into the functional
TMGcap (21,24). Thismodi�cation step plays a critical role
in targeting sn- and snoRNA precursors to their �nal mat-
uration and functional site (15). Tgs1 is present in a large
U3 snoRNA processing complex that also contains com-
ponents of the conserved RNP assembly complex linked
to Hsp90 (27). Because selenoprotein mRNAs are assem-
bled into mRNPs by the same molecular machinery (27),
we asked whether Tgs1 was linked to selenoprotein mRNP
biogenesis. Tgs1 exists as two molecular species: a full-
length, mostly cytoplasmic (Tgs1 LF) and a shorter nuclear
isoform (Tgs1 SF) (23). First, we examined if Tgs1 could
be associated to selenoprotein mRNPs in vivo and per-
formed immunoprecipitation of RNA–protein complexes
from HEK293FT cells with an anti-Tgs1 antibody that rec-
ognizes both isoforms (Figure 2A). RNAs associated with
endogenous Tgs1 were detected by RT-PCR. Several se-
lenoprotein mRNAs, such as GPx1 and 4 as well as TrxR1
were speci�cally associated with Tgs1 in vivo, whereas this
was not the case for the �-actin mRNA; U3 snoRNA was
the positive interaction control that binds both Tgs1 iso-
forms (Figure 2A). Whether the interaction of Tgs1 could
be generalized to all selenoproteinmRNAswas investigated
by analyzing the RNA content of the Tgs1 immunoprecip-
itation reaction (IP) by microarrays. Because we did not
have antibodies speci�c for either form of Tgs1, we used two
HeLa cell lines that stably express either Tgs1 LF or Tgs1
SF with a 3XFlag tag, and performed the IPs using anti-
Flag beads, using the parental cell line to perform control
IPs (37). On average, selenoprotein mRNAs were signi�-
cantly enriched in the IPs versus non-selenoproteinmRNAs
that were not retained (Table 1). We found that both Tgs1
LF and Tgs1 SF associated to selenoprotein mRNAs (Ta-
ble 1 and Figure 2B); likewise and as expected from previ-
ous studies (23), Tgs1 LF preferentially recognized snRNAs
whereas Tgs1 SF bound more strongly to snoRNAs in our
experiment (Table 1 andFigure 2B, (37)). To date, 25 seleno-
protein genes have been identi�ed in humans (42). Among

the 21 mRNAs expressed in our experiment, 14 were bound
by Tgs1 LF and/or SF (Figure 2B), and 7 were not de-
tected: TrxR1, SelH, SelI, SPS2, DI2, TrxR3 and GPx1-
2. Binding ef�ciencies were variable, the strongest signals
being observed for SelT, Sel15, GPx1-1 and SelM seleno-
protein mRNAs for which the enrichment was similar to
that seen for snRNAs and snoRNAs (Figure 2B). TrxR1
results show differences with those obtained in the endoge-
nous Tgs1 RNA IP experiments (Figure 2A) most likely
because qRT-PCR is more sensitive and speci�c than mi-
croarrays for the detection of the endogenous population of
TrxR1 mRNAs. Binding of Tgs1 does not appear to strictly
correlate with TMG-capping, suggesting that recruitment
of the enzyme does not necessarily lead to capmodi�cation.
This is similar to the case of intronic snoRNAs which bind
Tgs1 without subsequent cap modi�cation. Altogether our
results show that selenoprotein mRNAs interact with the
two isoforms of Tgs1. The af�nity of Tgs1 LF for seleno-
protein mRNAs appears only slightly higher than for Tgs1
SF and resembles that of snRNAs.
Having shown the interaction of Tgs1 with selenoprotein

mRNAs, we further investigated whether this enzyme was
indeed responsible for hypermethylation of the selenopro-
tein mRNA cap. To this end, Tgs1 was knocked-down by
RNA interference (RNAi) in HEK293FT cells (Figure 2C).
Tgs1 mRNA was decreased to 36% (Figure 2D), which re-
sulted in 35%of residual Tgs1 protein (Figure 2C). The drop
of Tgs1 did not affect selenoproteinmRNA steady state lev-
els (Figure 2D) but led to a global reduction of TMG-IP
ef�ciency in correlation with the level of Tgs1 knock-down
(Figure 2E and Supplementary Figure S2). Individual se-
lenoprotein mRNAs responded differentially to Tgs1 inac-
tivation. TMG-IP ef�ciency dropped down to 45% in the
case of SelR (Figure 2E), comparably to the U3 snoRNA
positive control. Milder effects were observed in the case of
GPx1, GPx4, SelW and TrxR1 as the TMG-IP ef�ciency
was only reduced to 80%. This can be attributed to resid-
ual Tgs1 and suggests that its depletion does not affect
all selenoprotein mRNAs to the same extent. Hierarchy
of selenoprotein expression and variations in selenoprotein
mRNA stability have been reported in numerous studies,
particularly with regard to the glutathione peroxidase fam-
ily (43–46). Individual selenoprotein mRNAs respond in a
unique fashion to various imbalances, includingTgs1 deple-
tion. Altogether, these results indicate that Tgs1 is involved
in hypermethylation of the cap of the majority of seleno-
protein mRNAs. Our data therefore conclude that the cap
hypermethylation activity of Tgs1 is thus not only restricted
to that of sn- and snoRNA substrates.

Tgs1 is recruited to selenoprotein mRNAs predominantly via
the assembly chaperone SMN but also by the core protein
Nop58

The recruitment mode of Tgs1 is dependent on the nature
of its RNA targets. In the case of sn- and snoRNAs, the
best characterized Tgs1 targets, two different strategies al-
low Tgs1 isoforms to be recruited to the m7G cap. Recruit-
ment of Tgs1 LF to snRNAs is dependent on both a ma-
jor assembly factor, the Survival of Motor Neuron (SMN)
complex, and the core protein SmB, whereas the core pro-
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Figure 2. Tgs1 is involved in selenoprotein mRNA cap hypermethylation. (A) Tgs1 interacts with selenoprotein mRNAs in vivo. HEK293FT cells trans-
fected with SBP2 were immunoprecipitated using anti-Tgs1 antibodies. Bound RNAs were detected by RT-PCR. In: input 15%; (−) no antibodies; U3:
positive control; �-actin: negative control. (B) Tgs1 LF and SF associate with selenoprotein mRNAs. Isogenic HeLa cells stably expressing 3XFlag tagged
Tgs1 LF and SF were used for anti-FLAG IPs, the RNA content was analyzed on microarrays. The control was the parental cell line that did not express
any tagged protein. The graph represents the fold RNA enrichment in the IP in a log2 scale. Dark bars: Tgs1 LF IP; gray bars: Tgs1 SF IP. Data of all
the expressed selenoprotein mRNAs are represented followed by examples of snoRNAs (U3 to U19), snRNAs (U2, U4, U5) and housekeeping mRNAs
(LDHA and GAPDH). GPx1-1 and GPx1-2 are splice variants of GPx1. (C) Tgs1 inactivation by siRNA. Tgs1 mRNA was decreased to 36% which
resulted in 35% of residual Tgs1 protein. Western blot detection of Tgs1 was performed using anti-Tgs1 antibodies; anti-AspRS antibodies were used
as a control. siRNAs directed against �re�y luciferase were used as controls (sicontrol). (D) siTgs1 did not have any effect on the steady state level of
selenoprotein mRNAs. qRT-PCR was used to determine relative expression levels by the ��Ct method. (E) siTgs1 reduces hypermethylation ef�ciency.
RNA-IP using anti-TMG serum was performed as described in Figure 1 under siTgs1 and sicontrol conditions. IP ratios between siTgs1 and sicontrol
are represented by the histogram and deduced from Supplementary Figure S2. Error bars represent standard deviation of an average of three independent
experiments.
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Table 1. Microarray analysis of RNA immunoprecipitations using Tgs1 SF and LF isoforms

log2 (IP Tgs1-IPCt) Tgs1-LF-Cont Tgs1-SF-Cont

Seleno mRNA (20 genes) 0.32 (0.0038) 0.16 (0.0001)
snRNA (9 genes) 0.82 (0.0031) 0.25 (0.0031)
C/D snoRNA (112 genes) −0.34 (0.0033) 1.2 (0.0019)
H/ACA snoRNA (108 genes) −0.11 (0.0037) 0.61 (0.0001)
mRNA (18685 genes) −0.022 (0.2612) −0.027 (0.1910)

Average of fold enrichment for each RNA family in IP (Tgs1 SF or LF) versus control measured in duplicate microarray analysis for Tgs1SF and Tgs1 LF
RNA IPs. P-values were obtained from Mann–Whitney tests and are indicated in brackets. The average expression level of the entire set of selenoprotein
mRNAs expressed in the HeLa cell line is indicated (20 expressed mRNAs among the 25 selenoprotein mRNA genes). The average expression level of the
entire set of non-selenoprotein mRNAs is also indicated.

teins Nop56 and Nop58 recruit Tgs1 SF to box C/D snoR-
NAs (23,47,48). To determine if Tgs1 could be recruited to
selenoprotein mRNAs via one of these two pathways, we
separately inactivated expression of the Nop58 and SMN
proteins by RNAi. This resulted in residual levels of 2 and
8% of Nop58 and SMN proteins, respectively, but did not
affect expression of Tgs1 LF, SF and of the selenoprotein
biosynthesis factor SBP2 (Figure 3 and Supplementary Fig-
ures S3A and S4A). Hypermethylation of the selenoprotein
mRNA cap was affected in each case (Figure 3A and B).
Cap hypermethylation was decreased in Nop58 depleted-
cells by 60–80% (Figure 3A), but was totally abolished af-
ter siSMN treatment (Figure 3B). The steady state levels of
selenoprotein mRNAs, Tgs1 and SBP2 mRNAs, as mea-
sured by qRT-PCR were not signi�cantly affected in both
cases (Figure 3C and D). As expected, Nop58 depletion
strongly affected the stability of U3 snoRNA (Figure 3C)
while SMNknock-down deregulated expression ofU2 (Fig-
ure 3D). This is consistent with earlier reports showing that
SMN de�ciency or knock-down altered the stoichiometry
of snRNAs in mammalian cells and could even increase
their level, particularly in the case of U2 snRNA (49). We
conclude that both Nop58 and SMN participate in hyper-
methylation of the selenoprotein mRNA cap. The strong ef-
fect of SMN inactivation suggests that recruitment of Tgs1
LF likely constitutes the major pathway.

SBP2 interacts with Nop58 and SMN in vivo and recruits
Tgs1

Next, we asked how Tgs1 isoforms, SMN and Nop58 could
be recruited to selenoprotein mRNAs. As SBP2 plays cen-
tral roles in selenoprotein biosynthesis by binding to the se-
lenoprotein mRNA SECIS element (26), we �rst tested if
SBP2 could interact with Tgs1. Endogenous protein com-
plexes associated with SBP2were immunoprecipitated from
HeLa cell extracts using antibodies against the N-terminal
region of SBP2. Western blotting using anti-Tgs1 antibody
revealed the association of SBP2 with endogenous Tgs1 LF,
and little, if any, with Tgs1 SF (Figure 4A). No associa-
tion was seen with the control protein Hsp70 (Figure 4A).
To con�rm this �nding, we co-transfected SBP2 with either
GFP-Tgs1 LF or GFP-Tgs1 SF and immunoprecipitated
the total cell lysates with anti-GFP antibodies. As shown
in Figure 4B, SBP2 associated with Tgs1 LF in vivo, while
binding to Tgs1 SF was not detected. Y2H tests con�rmed
protein–protein interactions between SBP2 and both Tgs1
LF and Tgs1 SF (Figure 4C). Finally, in vitro binding assays

between 35S-labeled SBP2 proteins expressed in micrococ-
cal nuclease treated rabbit reticulocyte lysate (RRL) and the
recombinant His-Tgs1 LF protein produced in Escherichia
coli, showed quantitative binding of SBP2 toTgs1LF.How-
ever, little interaction was observed between His-SBP2 and
35S-Tgs1 SF (Figure 4D). Similar results were obtained us-
ing 35S-labeled proteins translated in RNase-treated bac-
terial S30 lysates (Figure 4D). Recombinant SBP2 protein
preparations, produced from bacterial heterologous sys-
tems, do not contain snRNAs, snoRNAs and correspond-
ingRNPproteins, nor components dedicated to synthesis of
mammalian selenoprotein. This excludes the possibility that
the protein–protein interactions shown areRNAdependent
or mediated via protein components of the sn-, sno- and
selenoprotein mRNP assembly machinery. Thus, Tgs1 LF
and SBP2 associate in vivo and in vitro and this associa-
tion is RNA independent. Because SMN and Nop58 inter-
act with Tgs1 and appear to be required for selenoprotein
mRNA cap-hypermethylation in vivo (Figure 3A and B),
we next analyzed whether Nop58 and SMN also interacted
with SBP2. SBP2 was co-transfected with Nop58-YFP in
HEK293FT cells and we immunoprecipitated the total cell
lysates with anti-GFP beads. As shown in Figure 4E, SBP2
interacted with Nop58 in vivo. We also veri�ed the interac-
tion in vitro byGST pull-down experiments (Figure 4F) and
found that (35S-Met)-SBP2 produced in RRL or bacterial
S30 extracts bound strongly to GST-Nop58 independently
of RNA. In addition, RNA-IPs in Nop58-YFP transfected
cells revealed that GPx1 and GPx4 mRNAs were speci�-
cally associated with Nop58 in vivo (Supplementary Fig-
ure S5). To verify the link between SMN and selenopro-
tein mRNPs, we co-transfected GFP-SBP2 or GFP-SMN
and SBP2 in HEK293FT cells for co-IP analysis. We found
that GFP-SBP2 was able to interact with endogenous SMN
and conversely that GFP-SMN interacted with transfected
SBP2 in vivo (Figure 4G); these interactions were resistant
to RNase A treatment and are therefore RNA independent
(Figure 4G). GST pull-down experiments con�rmed the in-
teraction between (35S-Met)-SBP2 and GST-SMN in vitro
(Figure 4H). We conclude that SBP2 plays a central role by
interacting with both SMN, Nop58 and Tgs1. The recruit-
ment of Tgs1 is likely to be dependent on the formation
of the ternary complexes between SBP2/SMN/Tgs1 LF on
one side, and SBP2/Nop58/Tgs1 SF on the other.
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Figure 3. Nop58 and SMN contribute to selenoprotein mRNA hypermethylation. (A and B) Nop58 and SMN inactivation. RNA-IP using anti-TMG
serum was performed as described in Figure 1 under siNop58 or siSMN and sicontrol conditions. IP ratios between siNop58, siSMN and sicontrol
conditions are represented by the histogram bars and deduced from Supplementary Figures S3B and S4B, respectively. (C and D) siNop58 and siSMN
have no effect on the steady state level of selenoprotein mRNAs nor on Tgs1 or SBP2 mRNAs. Relative expression levels were determined by qRT-PCR.
U2 snRNA and �-actin were used as normalizers, respectively.

Hypermethylated-capped selenoprotein mRNAs localize to
the cytoplasm and are polysome-associated

The discovery of hypermethylated-capped selenoprotein
mRNAs raises the fundamental question of their ability to
be present and translated in the cytoplasm. Indeed, since
the TMG cap is a part of the nuclear localization signal
for snRNAs, it could also be envisaged that hypermethy-
lation leads to sequestration of selenoprotein mRNAs in
the nucleus. We thus performed subcellular fractionation
of HEK293 cells (Figure 5A) followed by TMG-IP experi-
ments and determined the percentage of each TMG-capped
mRNA in the cytoplasm comparedwith the nucleus (Figure
5B). To assess the quality of the nuclear-cytoplasmic frac-
tions, we have performed western blot analysis using an-
tibodies directed against the transcription factor ZNF143
(a strictly nuclear protein (50)) and the cytoplasmic riboso-
mal protein rpS21 (Figure 5A). Results showed that glob-
ally selenoprotein mRNAs are more abundant in the cyto-
plasmic than the nuclear compartment; indeed 70–84% of
TMG-capped selenoprotein mRNAs are found in the cyto-
plasm (Figure 5B). As expected, both U3 snoRNA and U6
snRNA were predominantly immunoprecipitated from the
nuclear fraction. U6 was used as a control because it does
not exit the nucleus during biogenesis; although it is not
TMG-capped, it is always recovered in TMG-IPs because
of its interaction with U4 snRNA (51). Non-selenoprotein
mRNA controls were not recognized by the anti-TMG an-
tibody. These results strongly suggest that hypermethylated-
capped selenoprotein mRNAs are present in the cytoplasm,

a prerequisite to their translation. To evaluate the ability
of selenoprotein mRNAs to associate with actively trans-
lating ribosomes, we analyzed the polysome distribution of
endogenous selenoprotein mRNAs. Cytoplasmic extracts
of cycloheximide-treated HEK293 cells (blocking trans-
lation elongation) were fractionated on linear 7–47% su-
crose gradients and the abundance of individual mRNAs
in each fraction was measured by qRT-PCR (Figure 6A–
C). The pro�les revealed that all the endogenous selenopro-
tein mRNAs tested, except TrxR1, sedimented to fractions
of lower molecular weight than non-selenoprotein mRNAs.
The peak of selenoprotein mRNA population was found
in fractions 10–26 in close proximity to the 80S mono-
somes (Figure 6B), whereas �-actin, HPRT and LDHA
mRNAs sedimented in the heavier fractions 5–16 contain-
ing the polysomes (Figure 6C). As expected, U3 snoRNA
was not found in polysomes (Figure 6C). These results in-
dicate that fewer ribosomes are loaded on selenoprotein
mRNAs, consistent with elongation pausing at the UGA
Sec codon as previously reported for GPx4 (52). TrxR1 se-
lenoprotein mRNA is the only mRNA found in heavier
polysome fractions (see Figure 6B). This correlates with
the fact that TrxR1 is the sole mRNA tested for which
the UGA Sec codon is at the antepenultimate position be-
fore the stop codon; in all the other selenoprotein mRNAs
of our test panel, the UGA Sec codon resides between 39
(SelW) and 285 nucleotides (SelR) downstream of the start
codon. Worth of note, the proportion of free versus ribo-
some bound mRNAs is higher for selenoprotein than non-
selenoprotein mRNAs. We next tested whether selenopro-
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Figure 4. Tgs1 is recruited to selenoprotein mRNAs via interactions
with SBP2. (A) Immunopuri�cation of endogenous SBP2 from HeLa
cytoplasmic extracts using antipeptide antibodies (�-pepSBP2) against
amino acids 380–852. In: input 4%; (−) beads without antibodies;
PreI: beads with preimmune serum; IP: beads with antibodies. (B) Co-
immunoprecipitations using anti-GFP beads and HEK293FT cells trans-
fected with SBP2 and GFP-Tgs1 or SBP2 alone (no GFP). (C) Y2H inter-
action tests performed in S. cerevisiae between SBP2 and Tgs1 LF or SF.
(−) Controls with empty DNA binding (DB) or activation domain (AD)
fusion vectors; (+) positive interaction control between SBP2 and Nu-
�p. (D) Binding of recombinant His-Tgs1 to in vitro translated (35S-Met)-
SBP2 using rabbit reticulocyte lysate (RRL) and bacterial S30 extracts
(S30).His-Tgs1was bound to proteinA-Sepharose using anti-His antibod-
ies. (E) Co-immunoprecipitations using anti-GFP beads and HEK293FT
cells transfected by SBP2 and Nop58-YFP. (F) Binding of recombinant
GST-Nop58 to in vitro translated (35S-Met)-SBP2 using RRL and S30 ex-
tracts. GST-Nop58 (or GST alone) was bound to glutathione beads and
incubated with the extract. (G) Co-immunoprecipitations using anti-GFP
beads and HEK293FT cells transfected by GFP-SBP2 or GFP-SMN and
SBP2 without tag. (+ RNase A) co-immunoprecipitation performed in the
presence of RNase A. (H) Binding of recombinant GST-SMN (or GST
alone) to in vitro translated (35S-Met)-SBP2 using RRL and S30 extracts.
Asterisks denote frequently encountered hSBP2 proteolysis fragments. u
represents non-speci�c protein signal revealed by the anti-SBP2 antibod-
ies and that serves as an internal control. Ab: cross-reactivity signal from
antibodies bound to the beads.

Figure 5. Hypermethylated selenoprotein mRNAs are more abundant in
the cytoplasm. (A) Western blot analysis of the nuclear and cytoplasmic
extracts using antibodies directed against the nuclear restricted ZNF143
transcription factor and the cytoplasmic rpS21. (B) RNA was extracted
from total, nuclear and cytoplasmic extracts of HEK293FT cells; RNA-
IPs using anti-TMG antibodies were performed and analyzed as described
in Figure 1. The relative percentage of TMG-capped mRNA in both com-
partments is represented. Error bars represent standard deviation of an av-
erage of two independent experiments. U3 snoRNA and U6 snRNA were
used as controls for the quality of the fractionation.

tein mRNAs present in polysomes bear hypermethylated
caps. TMG-IP experiments were performed on pooled frac-
tions 6-26 (polysomes) or 28-41 (RNP) that contain free or
non-polysome associated RNAs. We reasonably considered
that the two pools contained 100% of the RNAs. Immuno-
precipitation yields dropped importantly after fractionation
of the RNAs on sucrose gradients; nevertheless, the results
clearly showed the presence of the hypermethylated seleno-
protein mRNAs in the polysome pool (Figure 6D). Indeed,
between 50% (SelT) and 80% (SelR) of the recovered TMG-
capped mRNAs was present in the polysome fraction, the
rest of the TMG-capped selenoprotein mRNAs being in the
RNP fractions (Figure 6D). As expected, U3 snoRNA and
U2 snRNA were predominantly recovered from the RNP
pool (Figure 6D). The non-selenoprotein mRNA controls
were not recognized by anti-TMG antibodies (see also Fig-
ure 1C). When RNA fractionation was performed under
low magnesium concentration leading to ribosome dissoci-
ation into subunits (Figure 6A), the signal of selenoprotein
mRNA TMG-IP was shifted to the RNP fractions (Figure
6E). Altogether these results show that hypermethylated se-
lenoprotein mRNAs are found in polysomes and are there-
fore translated.

Tgs1 activity, but not eIF4E, is required in vivo for translation
of GPx1

In order to determine the functional importance of the
TMG-cap modi�cation by Tgs1 on selenoprotein synthe-
sis in vivo, we constructed two stable cell lines capable of
expressing HA tagged wild-type (wt) and mutant GPx1 se-
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Figure 6. Polysome distribution of endogenous HEK293 selenoprotein mRNAs. (A) Cytoplasmic extracts from HEK293 cell were fractionated onto 7–
47% (w/v) linear sucrose gradient and collected in 40 fractions. Typical absorbance pro�les are shown and the positions of the polysomes, 80S, 60S, 40S
ribosomal subunits as well as free RNA are indicated. Fractionation was performed in polysome association (black pro�le) or low magnesium dissociation
conditions (gray pro�le). (B and C) The RNA content of each fraction was analyzed by qRT-PCR and the relative mRNA abundance was represented
in arbitrary units A.U. Vertical bars indicate the position of the polysome and RNP fractions that were pooled and analyzed in (D). (B) Sedimentation
pro�les of selenoprotein mRNAs; (C) non-selenoprotein mRNAs, U3 snoRNA andU2 snRNA are represented. (D and E) Hypermethylated selenoprotein
mRNAs co-fractionate with polysomes. RNA-IP using anti-TMG antibodies and qRT-PCR analysis was performed as described in Figure 1 in polysome
association (D) and dissociation conditions (E). The amount of RNA immunoprecipitated from the polysome and RNP pool were determined separately
by qRT-PCR and normalized to 100%. Error bars represent standard deviation of an average of two independent experiments.
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lenoproteins. GPx1 was chosen as a model of class 1 se-
lenoprotein mRNAs which bear a TMG cap and are poorly
recognized by eIF4E. The mRNAs contained the complete
natural 5′ and 3′UTRs andwere under the control of a tetra-
cycline inducible promoter (HA-GPx1 and HA-GPx1Cys,
respectively). In HA-GPx1 cell lines, synthesis of GPx1 was
selenium dependent (Supplementary Figure S6) and relied
on translational recoding. In the HA-GPx1Cys mutant, the
Sec codon was mutated to Cys. Expression of this construct
is thus independent of the recoding mechanism. Transla-
tion of GPx1Cys was indeed unaffected by the selenium
level (Supplementary Figure S6); it was used as a non-
selenoprotein control. This system allowed us to analyze the
effects of the depletion of biogenesis or translation factors
on de novo synthesis of the GPx1 selenoprotein. We �rst in-
hibited expression of Tgs1 by siRNAusing pools of four dif-
ferent, non-overlapping, siRNAs and two different siRNA
conditions. After 48 h of siRNA treatment, the level of Tgs1
mRNA was reduced down to 52% (siRNA2) and the corre-
sponding Tgs1 protein levels to 62% (Figure 7A). At this
stage, expression of HA-GPx1 was selectively induced for
an additional 12 h and we monitored the impact of Tgs1
depletion on de novo selenoprotein synthesis (Figure 7B).
Partial Tgs1 depletion resulted in a statistically signi�cant
47% drop of HA-GPx1 selenoprotein synthesis compared
to the endogenous control proteinAspRS that remained un-
affected (Figure 7B).With a similar ef�cacy of siRNA treat-
ments, the drop in protein synthesis was 66% in the case of
SBP2 knock-down, a protein factor essential to the Sec in-
corporation process in vivo and no effect was observed in
samples treated with control siRNAs (Figure 7B). Both the
siTgs1 and siSBP2 effects could be rescued by transfection
of SBP2 and Tgs1 expression plasmids 24 h after knock-
down. Restoration of Tgs1 and SBP2 wt levels (Figure 7A)
re-established 89 and 100%ofHA-GPx1 expression, respec-
tively (Figure 7B). Interestingly, depletion of neither Tgs1
nor SBP2 affected translation of the HA-GPx1Cys mutant
(Figure 7B). In this case, synthesis of theHA-GPx1Cys pro-
tein does not rely on translational recoding events and be-
comes independent of the presence of SBP2, in agreement
with depletion of SBP2 having no effect on protein pro-
duction arising from this construct (Figure 7B). Altogether
these results suggest that Tgs1 does play a functional role
in selenoprotein synthesis in vivo, most likely by its direct
action on selenoprotein mRNA cap hypermethylation.
Because we showed that hypermethylation affected the

recognition by eIF4E, we also examined the effects of eIF4E
knock-down, using pools of four different siRNAs, on the
in vivo expression of GPx1 using the same HA-GPx1 and
HA-GPx1Cys inducible stable cell lines (Figure 7). eIF4E
mRNAs were reduced to 58%. In this case, a 40% depletion
of the eIF4E protein (Figure 7A) hardly affected HA-GPx1
selenoprotein synthesis, in agreement with our data show-
ing that eIF4E only poorly recognized the GPx1 mRNA.
In contrast, translation of the HA-GPx1Cys mutant was
more affected and reduced between 23% (siRNA1) and 30%
(siRNA2) (statistically signi�cant, P= 0.0002 and P= 0.02
for siRNA1 and siRNA2, respectively) (Figure 7B). In this
case, protein synthesis is independent of UGA Sec recod-
ing and relies on canonical translation mechanisms. The re-
sults of eIF4E inactivation show opposite effects compared

Figure 7. Tgs1, but not eIF4E, is required for de novo synthesis of GPx1.
Stable cell lines expressing HA-GPx1 and HA-GPx1Cys mutant proteins
under the control of an inducible promoter were used to monitor de novo
selenoprotein synthesis following 48 h of Tgs1, eIF4E and SBP2 knock-
down (siTgs1, sieIF4E and siSBP2). Two different siRNA conditions us-
ing 30 and 100 nM siRNA (marked 1 and 2 below the histogram) were
analyzed for each gene. r indicates rescue experiments of siRNA2 con-
ditions by transfection of a plasmid 24 h after siRNA. (A) Western blot
analysis of siTgs1, sieIF4E and siSBP2 ef�ciency using antibodies directed
against the targeted proteins. Levels of protein compared with the control
are indicated below the panels and normalized against AspRS. (B) Quan-
ti�cation results of de novoHA-Gpx1 protein expression levels by western
blot analysis using anti-HA antibodies. Normalization was performed us-
ing AspRS antibodies. Gray bars: HA-GPx1; dark bars: HA-Gpx1Cys.
Error bars represent standard deviation of an average of four independent
experiments. Asterisks indicate statistically signi�cant differences between
siTgs1, sieIF4E, siSBP2, rescues and corresponding sicontrol conditions.
*P< 0.05 and **P< 0.005 based on Student‘s t-test. Expression constructs
HA-GPx1 and HA-GPx1Cys, integrated in the stable cell lines, �anked by
their natural GPx1 5′ and 3′UTRs as well as SECIS RNA, are represented
above the histograms.

to the siTgs1 and siSBP2 control conditions that solely im-
pacted UGA recoding (Figure 7B). The mild effect ob-
served is consistent with the existence of strong homeostatic
control mechanisms of eIF4E activity; indeed knockdowns
have been reported to cause only minor reduction in trans-
lation (53). Rescue experiments of sieIF4E (Figure 7A) re-
stored 98% of HA-Gpx1Cys expression (Figure 7B). These
results suggest that eIF4E is not essential for the translation
of hypermethylated-capped selenoprotein mRNAs.

DISCUSSION

Cellular mRNAs are known to bem7G-capped (1). Here we
showed that mammalian mRNAs encoding selenoproteins
bear a hypermethylated cap. Some mRNAs in Caenorhab-
ditis elegans, Ascaris lumbricoides, Ciona intestinalis and
Euglena gracilis acquire TMG caps but by spliced-leader
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Figure 8. Model for cap hypermethylation and translation of selenoprotein mRNPs. The caps of selenoprotein mRNAs are hypermethylated by Tgs1. Tgs1
isoforms (Tgs1 SF and Tgs1 LF) interact with SBP2 and selenoproteinmRNAs and are recruited predominantly via the ternary complex SBP2/SMN/Tgs1
LF (thick arrows) but also via SBP2/Nop58/Tgs1 SF (thin arrows). Hypermethylated-capped selenoprotein mRNAs are localized to the cytoplasm and
are polysome-associated but show reduced af�nity for eIF4E. Tgs1 activity is required for Sec incorporation or translation initiation.

(SL) trans-splicing, thus a radically different pathway than
described here (54–57). Some Rev/RRE-dependent HIV-1
RNAs can also be TMG-capped by Tgs1, TMG capping
representing in this case a regulation mechanism for selec-
tive expression (58). To assess the impact of TMG capping
on selenoprotein mRNA export, stability and translation
is challenging. Hypermethylation of selenoprotein mRNA
cap may serve different purposes: dedicated assembly path-
way for selenoprotein mRNPs and/or control of seleno-
protein expression at the level of translation initiation or
UGA Sec recoding. Our experiments reveal that seleno-
protein mRNAs are subjected to differential 5′ processing
and translational initiation events. Although some are sub-
strates for Tgs1, harbor hypermethylated caps and are not
recognized ef�ciently by the translation factor eIF4E, oth-
ers are m7G-capped and recognized by eIF4E. These dif-
ferences between selenoprotein mRNAs are not surprising
as differential expression and stability regulation mecha-
nisms have been reported for various subsets of selenopro-
tein mRNAs under conditions as different as selenium lev-
els, type of SBP2–SECIS interactions, and sensitivity to

NMD (nonsense mediated decay) (44,59–63). Control of
gene-speci�c selenoprotein expression and differential reg-
ulation of UGA Sec recoding of a subset of selenoprotein
mRNAswere recently shown to be selenium-dependent and
mediated by the degree of tRNA[Ser]Sec Um34 methylation
(43). Likewise, it is conceivable that cap hypermethylation
could also be part of a regulation process of selenoprotein
expression. As suggested by our results, hypermethylation
does not necessarily occur equally on all selenoprotein mR-
NAs, possibly regulating translation initiation in a way that
could contribute to the mechanisms of hierarchy of seleno-
protein expression.Mechanisms and factors in�uencing the
fate of selenoproteinmRNAs are far frombeing understood
and so far no uni�ed mechanism could be proposed for
all selenoprotein mRNAs, at any stage of their mRNA life
cycle. Our �ndings point to the existence of an additional
level of complexity in the mechanism of selenoprotein syn-
thesis residing at the stage of mRNP assembly, processing
and translation initiation (Figure 8). This process is gov-
erned by the interactions between SBP2, Tgs1 and seleno-
protein mRNAs. We established that the hypermethylase

 at IR
M

A
 S

trasb
o
u
rg

 o
n
 Ju

ly
 2

6
, 2

0
1
5

h
ttp

://n
ar.o

x
fo

rd
jo

u
rn

als.o
rg

/
D

o
w

n
lo

ad
ed

 fro
m

 



Résultats I 

 

 114  

Nucleic Acids Research, 2014, Vol. 42, No. 13 8675

Tgs1 is recruited to selenoprotein mRNAs predominantly
via SMN but also Nop58, and therefore probably belongs
to two possible ternary complexes: SBP2/Nop58/Tgs1 or
SBP2/SMN/Tgs1 (Figure 8). Interestingly, oxidative stress
was identi�ed as a novel regulation mechanism for selective
selenoprotein synthesis (64). It was shown to induce nuclear
shuttling of SBP2 and selenocysteine incorporation factors,
and to promote assembly of selenoprotein mRNPs (32,33).
It is conceivable that oxidative stress could also regulate hy-
permethylation of selenoprotein mRNAs by stimulating re-
cruitment of the nuclear isoform of Tgs1.
SBP2 is a member of the L7Ae family of RNA-binding

proteins (65) that include the archaeal L7Ae and eukary-
otic 15.5 kDa core proteins of the box C/D sRNPs and
snoRNPs, respectively. We have previously shown that the
structural motifs of the SECIS and box C/D RNAs as well
as binding strategies governing the interaction of SBP2,
L7Ae and 15.5 kDa to their cognate RNAs are similar and
are controlled by a common conserved RNA chaperone
complex (27,34,66). Interestingly, it is the L7Ae and 15.5
kDa proteins that play a key role in boxC/DRNP assembly
in Archaea and Eukarya, respectively, by speci�cally rec-
ognizing their cognate RNA motif. Moreover, in the case
of U3 snoRNA, assembly and maturation was shown to
be dependent on a large multiprotein complex that con-
tains, in addition to the core proteins, components of the
RNA chaperone complex but also RNA processing factors
including Tgs1 (22,25). Likewise, our present data suggest
that SBP2 could trigger the assembly of the cap modi�-
cation complex by recruiting Nop58 or SMN in a similar
manner, and this would ultimately lead to the binding of
Tgs1 methylase for modi�cation. Tgs1 SF is strictly nuclear
but Tgs1 LF is present both in the nucleus and the cyto-
plasm. This suggests that m7G hypermethylation could oc-
cur in either of the two cellular compartments via two al-
ternative pathways and could obey a fast and potentially
reversible regulation process (Figure 8). Altogether, our re-
sults demonstrate that selenoprotein mRNAs indeed un-
dergo a sophisticated assembly and 5’end maturation path-
way similar to that of sn- and snoRNAs, and which involve
common maturation factors and core proteins.
However, unlike TMG-capped sn- or snoRNAs, our re-

sults also show that hypermethylated-capped selenoprotein
mRNAs can be found in the cytoplasm and in actively
translating ribosomes, excluding nuclear retention as a con-
sequence of cap hypermethylation. Hypermethylation by
Tgs1 rather seems to be required for translational recod-
ing events, as its knock-down reduced expression of GPx1.
Our current data do not allow us to differentiate whether
Tgs1 activity is required for Sec incorporation or transla-
tion initiation (Figure 8). It is conceivable that both mech-
anisms could be linked for optimal selenoprotein transla-
tion. Specialized translation initiation factors or alterna-
tive mechanisms are therefore likely to be involved in hy-
permethylated mRNA recognition. One possibility would
be an IRES-dependent translation. Consistently, earlier re-
ports showed that the cricket paralysis virus internal ribo-
some entry site is able to support Sec incorporation in a lu-
ciferase reporter construct, although the incorporation ef-
�ciency was decreased (67). Our results also showed a re-
duced af�nity of the translation initiation factor eIF4E for

selenoprotein mRNA cap structures. However, eIF4E vari-
ants that can accommodate the TMG cap were identi�ed
in the genome of C. elegans (68). Whether such a situation
prevails for some selenoprotein mRNAs will be the aim of
future investigations.
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Figure S1: Validation of the anti-TMG serum specificity for TMG-capped RNAs.

(A) In vitro transcribed GPx1 RNAs, capped co-transcriptionaly with either m3G (TMG RNA) or 

m7G (m7G RNA) cap analogs were used to test the specificity of TMG-IPs. Non-capped RNAs 

(nocap RNA) were used as negative controls. Immunoprecipitations were performed with no 

antibodies, specific anti-TMG serum (anti-m3G R1131 serum, Synaptic Systems) and anti-cap 

antibodies (anti-m7(m3)G antibodies (Synaptic Systems). Bound GPx1 RNA transcripts were 

analyzed by qRT-PCR. Maximum RNA binding levels were set to 1.  RNA IPs reveal that the anti-

TMG serum specifically recognizes TMG-capped RNA but not m7G-capped RNA transcripts 

while anti-cap antibodies recognize both RNAs. (B) Example total RNA TMG-IP quality control. 

Total RNA extracted from HEK293FT cells was immunoprecipitated with anti-TMG serum (anti-

TMG Ab), no antibodies (noAb or (-)) or unrelated rabbit pre-immune serum (PreI). Bound RNA 

was analyzed by qRT-PCR . The graphs represents the % of mRNAs in IP compared to the input 

RNA. The horizontal line represents the level of housekeeping mRNA binding and background 

(1-2% in average). Background values due to beads or pre-immune serum are retrieved from speci-

fic binding values in all subsequent representations. (A, B) Error bars represent standard deviation 

of an average of 3 independent experiments. Panels below the graph show the RT-PCR products 

obtained after 35 PCR cycles. In: input 10 %.
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Figure S2: Tgs1 is required for selenoprotein mRNA cap hypermethylation. RNA-IP using anti-

TMG serum was performed as described in Fig. 1. The housekeeping HPRT and LDHA mRNAs 

are negative controls for the TMG-IP.
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Figure S4: SMN is required for cap hypermethylation. (A) Western blot analysis of siSMN 

efficiency. Levels of SMN protein were reduced to 8% compared to the control, Tgs1 and SBP2 

were unaffected. (B) SMN is required for selenoprotein mRNA hypermethylation. RNA-IP using 

anti-TMG serum in siSMN conditions were performed as described in Fig. 1.
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I.3 Résultats supplémentaires 

I.3.1 Les ARNm de sélénoprotéines n�interagissent pas avec la protéine 

snurportine-1 

Dans le cas des snARN l�hyperméthylation de la coiffe par Tgs1 a lieu dans le 

cytoplasme. La coiffe m3G et la présence de proteines Sm assemblées sur le snARN 

forment un signal de localisation nucléaire bipartite (Fischer and Lührmann, 1990) 

reconnu par la protéine snurportine-1 (Huber et al., 1998; Narayanan et al., 2002; 

Strasser et al., 2004) qui permet le réimport des particules dans le noyau (pour une 

revue récente voir Matera et al. 2014). Puisque nous avons montré que les ARNm de 

sélénoprotéines portent une coiffe hyperméthylée et que leur assemblage présente de 

fortes similitudes avec celui des snRNP, nous avons analysé leur capacité à interagir 

avec la snurportine-1 in vivo. Pour cela, la snurportine-1 a été surexprimée en fusion 

avec une étiquette GST dans les cellules HEK293FT (Figure 44A) et des expériences 

de GST pull-down ont été réalisées. Les ARN associés à la GST-snurportine-1 ont été 

analysés par RT-qPCR et la souche parentale a été utilisée comme contrôle (Figure 

44B). Il apparaît que, contrairement aux snARN U1 et U2 qui sont enrichis dans les 

précipités et associés à la GST-snurportine-1, les ARNm de sélénoprotéines ne le sont 

pas. Ces résultats, corrélés avec le fait que ces ARNm sont plus abondant dans le 

cytoplasme que dans le noyau (Wurth et al., 2014), indiquent que les ARNm de 

sélénoprotéines, après hyperméthylation de leur coiffe, ne sont vraisemblablement pas 

réimportés dans le noyau par la snurportine-1.  

Il serait cependant possible que l�interaction entre la snurportine-1 et la coiffe m3G 

des ARNm de sélénoprotéines soit trop transitoire pour être observée dans nos 

conditions expérimentales ou ne soit pas suffisante. Dans ce cas, nous pourrions 

envisager de réaliser un pontage aux UV ou chimique, liant ainsi de manière 

covalente les macromolécules en interaction et facilitant leur détection. Cette méthode 

a été utilisée pour étudier les sites de contact entre la snurportine-1 et le snARN U1 et 

a révélé que la snurportine-1 établissait également des contacts avec une tige boucle 

du snARN U1 (Kühn-Hölsken et al., 2010). 
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Figure 44. Les ARNm de sélénoprotéines n�interagissent pas avec la protéine snurportine-1. 

(A) Des cellules HEK293FT ont été transfectées par un plasmide codant pour la GST-snurportine-1 et 
la surexpression de la protéine a été vérifiée par western blot. (B) Expériences de GST pull-down. Les 
ARN précipités par la GST-snurportine-1 à partir des extraits cellulaires ont été analysés par RT-qPCR. 
Les résultats sont représentés sous forme de taux d�enrichissement des ARN après 
immunoprécipitation, relatifs à celui de l�ARNm de HPRT et normalisés par rapport à l�expérience 
réalisée sur les extraits de cellules non transfectées. U1 et U2 sont les snARN utilisés comme contrôles 
positifs. Les ARN ß-actine, LDHA et GAPDH sont des ARN non-sélénoprotéines utilisés comme 
contrôles négatifs.

I.3.2 Les protéines Sm ne sont pas assemblées sur les ARNm de sélénoprotéines 

L�assemblage cytoplasmique des snRNP fait intervenir le complexe SMN et le 

méthylosome pour associer les protéines Sm aux niveau des sites Sm (sites riches en 

uridines, flanqués de purines) des snARN (Chari et al., 2008; Meister et al., 2002). 

Les protéines Sm et le complexe SMN jouent ensuite un rôle majeur dans l�import 

nucléaire des snARN portant une coiffe m3G. A ce jour, aucune analyse 

bioinformatique systématique n�a permis de définir l�existence de sites de type Sm au 

sein des ARNm de sélénoprotéines. Nous avons cependant testé expérimentalement la 

présence de protéines Sm sur les ARNm de sélénoprotéines. Pour cela, nous avons 

immunoprécipité les complexes ARN/protéines associés aux protéines Sm à partir 

d�extraits de cellules HEK293FT et analysé les ARN co-immunoprécipités par RT-

PCR (Figure 45A) et qRT-PCR (Figure 45B). Contrairement aux snARN U1 et U2 
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qui sont fortement enrichis par le biais de protéines Sm, les ARNm de sélénoprotéines 

ne semblent pas associés aux protéines Sm (Figure 45).  

Ainsi, contrairement aux snRNP qui sont réimportés dans le noyau suite à 

l�hyperméthylation de leur coiffe, il semblerait que les mRNP de sélénoprotéines ne le 

soient pas car elles n�interagissent ni avec les protéines Sm, ni avec la snurportine-1, 

et sont majoritairement cytoplasmiques (Wurth et al., 2014). Malgré des similitudes 

importantes entre les mécanismes d�assemblage des snRNP et des mRNP de 

sélénoprotéines, des différences majeures liées au devenir et à la localisation des 

mRNP ne sont pas surprenantes.  

 
Figure 45. Les protéines Sm ne s�associent pas aux ARNm de sélénoprotéines. 

Analyse par RT-PCR (A) et RT-qPCR (B) des ARN co-immunoprécipités par les anticorps dirigés 
contre les protéines Sm B/B� et D. IP 1 et IP 2 représentent les IP issues de deux réplicats biologiques. 
U1 et U2 sont les snARN utilisés comme contrôles positifs. Les ARNm de la ß-actine et de LDHA sont 
les contrôles négatifs. Les résultats sont représentés sous forme de taux d�enrichissement des ARN 
après IP, relatifs à celui de l�ARNm de HPRT et normalisés par rapport à l�IP contrôle réalisée sans 
anticorps. 

I.3.3 Impact des facteurs de liaison à la coiffe sur la synthèse de la 

sélénoprotéine HA-GPx1 

I.3.3.1 Le complexe de liaison à la coiffe CBC 

La coiffe m7G des ARNm eucaryotes est un déterminant essentiel du devenir des 

ARNm. Les deux complexes protéiques majeurs de liaison à la coiffe sont le facteur 

d�initiation eIF4E dans le cytoplasme et le complexe CBC (Cap Binding Complex) 
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dans le noyau. Le complexe CBC est le premier complexe recruté sur la coiffe m7G 

lorsque celle-ci est ajoutée de manière post-transcriptionnelle en 5� des ARN. CBC 

est un complexe multifonctionnel, essentiel pour l�expression des gènes et impliqué 

dans l�assemblage, la maturation, l�export nucléaire et la traduction des ARN 

(Gonatopoulos-Pournatzis and Cowling, 2014). CBC est composé des protéines 

CBP20 et CBP80 qui lient la coiffe m7G de manière synergique. L�affinité du 

complexe pour la coiffe monométhylée m7G est spécifique et diminue de plus de 1000 

fois pour une coiffe triméthylée m3G (Izaurralde et al., 1994; Worch et al., 2005). 

Puisque les ARNm de sélénoprotéines portent une coiffe m3G, nous avons analysé 

l�impact de l�inhibition des facteurs de liaison à la coiffe par siARN sur l�expression 

des protéines HA-GPx1 (Figure 46). Ces expériences ont été réalisées dans les lignées 

cellulaires HA-GPx1 et HA-GPx1Cys par pulse à la méthionine 35S (Figure 46B) ou 

par Western blot (Figure 46C) (les méthodes sont discutées dans le chapitre Résultats 

II.2.). L�inhibition de CBP20 par siARN, affecte plus fortement l�expression de HA-

GPx1Cys que de HA-GPx1 (Figure 46B). En effet une réduction de 60% de l�ARNm 

de CBP20 aboutit à une diminution de 50% de la traduction de HA-GPx1Cys alors 

que la traduction de HA-GPx1 n�est réduite que de 35%. Ces effets sont comparables 

à ceux obtenus pour sieIF4E (diminution de 65% pour HA-GPx1Cys contre 20% 

seulement pour HA-GPx1) (Figure 46B et article) et opposés à ceux de siTgs1, 

utilisés comme contrôles. Ces résultats suggèrent que la traduction de l�ARNm HA-

GPx1 est peu dépendante de la liaison de CBP20 à la coiffe, Ceci est en accord avec 

la présence d�une coiffe m3G au niveau de l�ARNm HA-GPx1. L�inactivation de 

CBP80 en revanche diminue à la fois le niveau d�expression HA-GPx1 et de 

HAGPx1Cys ; dans les deux cas le niveau d�expression des protéines varie 

respectivement entre 20 et 30% (Figure 46B). Selon la méthode de détection et de 

normalisation utilisée le niveau d�expression a également été vu augmenté jusqu�à 1,5 

fois (Figure 46C, méthode de Western blot). Ceci résulte clairement d�une 

dérégulation de l�expression des ARNm de sélénoprotéines qu�il est pour l�instant 

difficile d�interpréter mais qui pourrait être liée au fait que CBP80, contrairement à 

CBP20, n�établit pas de contact direct avec la coiffe mais sert de plateforme 

d�interaction avec d�autres facteurs (Mazza et al., 2001). L�un des rôles du complexe 

CBC est d�assister le premier cycle de traduction de l�ARNm (« pioneer round of 

translation ») avant d�être remplacé par le facteur eIF4E (Chiu et al., 2004; Maquat et 
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al., 2010b). Il a été proposé qu�une des fonctions du premier cycle de traduction CBC-

dépendant était de contrôler la qualité de l�expression des gènes via le mécanisme du 

NMD (nonsense-mediated mRNA decay) (Hwang et al., 2010; Maquat et al., 2010a, 

2010b). De façon intéresssante, plusieurs ARNm de sélénoprotéines sont sensibles au 

NMD (Squires et al., 2007b), voire régulés par le mécanisme du NMD en conditions 

de sélénium limitantes (Seyedali et al., 2014) ; il est donc envisageable que l�absence 

d�interaction du complexe CBC avec la coiffe m3G des ARNm de sélénoprotéines 

permette d�éviter leur dégradation par ce mécanisme. Il sera donc intéressant de 

déterminer le rôle de CBC dans l�expression des sélénoprotéines.  

Figure 46. Impact de l�inhibition de facteurs de liaison à la coiffe sur la synthèse de la 

sélénoprotéine HA-GPx1 in vivo. 

(A)Représentation des constructions exprimées par les cellules HA-GPx1 et HA-GPx1Cys. Les traits 
représentent les UTR de l�ARNm GPx1 et les rectangles gris les phases codantes de GPx1 et GPx1Cys. 
Le codon UGASec ou UGU (mutant cystéine), sont réprésentés ainsi que l�élément SECIS et l�étiquette 
HA. L�expression de différents facteurs de liaison à la coiffe a été inhibée dans les cellules HA-GPx1 
et HA-GPx1Cys par siARN et l�impact sur la synthèse de HA-GPx1 a été quantifié par pulse à la 
méthionine 35S (B) ou par Western blot (C).  
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I.3.3.2 L�hélicase DDX3 

L�hélicase DDX3 a récemment été proposée comme protéine de liaison à la coiffe. En 

effet, DDX3 est capable de se substituer au facteur d�initiation eIF4E dans la liaison à 

la coiffe m7G de l�ARNg du virus VIH-1 où il génère la formation d�un complexe 

trimérique DDX3/PABP/eIF4G (Soto-Rifo et al., 2013). Ce complexe de pré-

initiation ne contient pas les protéines de liaisons à la coiffe CBP20/CBP80 ou eIF4E 

et est requis pour l�initiation de la traduction de l�ARNg (Soto-Rifo et al., 2012, 

2013). De manière intéressante, il a été montré que la coiffe de certains ARN du VIH-

1, dont l�ARNg, était également hyperméthylée par Tgs1 et que cette modification 

module leur expression (Yedavalli and Jeang, 2010). Cette similarité avec notre 

système nous a conduit à analyser l�impact de l�inactivation par siARN de DDX3 sur 

l�expression de la sélénoprotéine HA-GPx1. Etonnamment, l�inhibition de DDX3 

entraine une forte diminution de l�expression de la sélénoprotéine HA-GPx1 mais pas 

du mutant HA-GPx1Cys (Figure 46B et C). En Effet, pour une inactivation de DDX3 

entrainant une réduction de 45% de son ARNm, la traduction de HA-GPx1 est 

diminuée de 30-40%, alors que celle de HA-GPx1Cys est même augmentée de 40% 

(Figure 46B et C). Ces résultats indiquent que DDX3 pourrait jouer un rôle dans la 

synthèse des sélénoprotéines. DDX3 est une DEAD-box ARN hélicase impliquée 

dans tous les aspects du métabolisme des ARN (Ariumi, 2014). L�hélicase semble 

moduler la traduction des protéines cellulaires. En condition de stress,  elle est 

associée à des complexes traductionnels inactif dans les granules de stress, sites de 

répression de la traduction (Lai et al., 2008; Shih et al., 2011), et réprime la traduction 

coiffe-dépendante en piégeant eIF4E (Shih et al., 2008). Paradoxalement, DDX3 

stimulerai la traduction d�un pool de transcrits très spécifiques contenant des régions 

5�UTR structurées et notamment lorsque qu�il y a présence d�IRES (Internal 

Ribosome Entry Site) (Lai et al., 2008; Shih et al., 2011; Soto-Rifo et al., 2012). Cette 

dualité de fonction se reflète dans nos résultats. Puisque l�inactivation de DDX3 par 

siARN inhibe l�expression de HA-GPx1, l�hélicase semble jouer un rôle positif sur la 

synthèse de la sélénoprotéine. Au contraire, elle semble réprimer l�expression de HA-

GPx1Cys et cette inhibition est levée dans les conditions d�inactivation de DDX3 

entrainant une surexpression de la protéine. La région 5�UTR des ARNm de 

sélénoprotéines est courte et peu structurée, il serait cependant envisageable que 

DDX3 puisse être recrutée au niveau du SECIS. La protéine DDX3 pourrait avoir une 
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fonction dans le mécanisme d�initiation de la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines, similaire à celle de observée pour les ARNg du VIH-1 (Soto-Rifo et 

al., 2012, 2013). Ainsi, DDX3 constitue une piste intéressante dans l�étude du 

mécanisme d�initiation de la traduction non-canonique des ARNm de sélénoprotéines. 

 

I.4 Conclusion 

Nous avons montré que les ARNm de sélénoprotéines sont sujets à une maturation 

différentielle de leur extrémité 5� : certains portent une coiffe m3G, d�autres, une 

coiffe monométhylée m7G et d�autres semblent avoir les deux. Ainsi, il est tout à fait 

envisageable que l�hyperméthylation de la coiffe fasse partie d�un processus de 

régulation de l�expression hiérarchique des sélénoprotéines. En effet, la régulation de 

la stabilité des ARNm de sélénoprotéines et de leur traduction varie pour chaque 

ARNm de sélénoprotéine et dépend de nombreux facteurs (Budiman et al., 2009a; 

Latrèche et al., 2012; Lei et al., 1995; Low et al., 2000a; Squires et al., 2007b; Sun et 

al., 2001c). Ce mécanisme de régulation est loin d�être compris et, jusqu�à présent, 

aucun mécanisme unificateur n�a pu être proposé. Il a été montré que la coiffe m3G 

pouvait être impliquée dans un mécanisme de régulation différentielle. En effet, 

l�hyperméthylation de la coiffe de certains ARN du virus du VIH-1 contenant un 

motif RRE (Rev Responsive Element) représente un mécanisme de régulation 

sélective de leur expression (Yedavalli and Jeang, 2010). La coiffe m3G pourrait avoir 

une fonction similaire dans le cas des ARNm de sélénoprotéines. 

 

L�hyperméthylase Tgs1 semble recrutée vers les ARNm de sélénoprotéines via deux 

réseaux d�interaction SBP2/Nop58/Tgs1 ou SBP2/SMN/Tgs1, respectivement dans le 

noyau ou le cytoplasme.  Cela suggère que l�hyperméthylation puisse avoir lieu dans 

différents compartiments cellulaires, ce qui pourrait constituer un moyen de 

régulation de l�hyperméthylation. Il a été montré que le stress oxydant, provoque 

l�accumulation de SBP2 dans le noyau et stimule l�assemblage des mRNP de 

sélénoprotéines (de Jesus et al., 2006; Papp et al., 2006; Touat-Hamici et al., 2014). 

Ainsi, le stress oxydant pourrait réguler l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de 

sélénoprotéines en stimulant le recrutement de l�isoforme nucléaire de Tgs1 via 

Nop58. Il serait donc intéressant de comprendre le mode de régulation de 

l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines. 
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La coiffe m3G des sn et des snoARN joue un rôle important dans leur stabilité (Reddy 

et al., 1992; Speckmann et al., 2000). Puisque certains ARNm de sélénoproteines sont 

sensibles au mécanisme du NMD (Squires et al., 2007b), un des rôles potentiels de la 

coiffe m3G de ces ARNm pourrait être d�augmenter leur stabilité en leur permettant 

d�échapper à ce mécanisme de contrôle. Il est envisageable que l�hyperméthylation de 

la coiffe m3G permette d�échapper au premier cycle de traduction CBC-dépendant, 

conduisant à une régulation de l�expression des protéines par le NMD, comme cela a 

été observé lorsque le sélénium est limitant (Seyedali et al., 2014). 

 

La découverte d�ARNm portant une coiffe m3G mène à la question fondamentale de 

leur capacité à être traduits. Il a été montré que la traduction in vitro de l�ARNm de la 

ß-globine portant une coiffe m3G est moins efficace que lorsque l�ARNm est coiffé 

par du m7G (Darzynkiewicz et al., 1988). Nous avons cependant montré la présence 

des ARNm de sélénoprotéines coiffés de m3G dans les polysomes ce qui suggère 

qu�ils sont traduits (Wurth et al., 2014). De manière intéressante, les ARNm de 70% 

des gènes de Caenorhabiditis elegans portent une coiffe triméthylée m3G et sont 

traduits (Liou and Blumenthal, 1990). Cette coiffe est acquise par un mécanisme très 

différent de ce que nous avons décrit jusqu�à présent, appelé trans-épissage et qui fait 

appel à un snARN SL (spliced-leader)(Blumenthal, 2012; Van Doren and Hirsh, 

1990; Hastings, 2005). Elle est retrouvée dans plusieurs espèces d�eucaryotes 

primitifs (Pettitt et al., 2010). Durant ce phénomène, les 22 nucléotides en 5� du 

snARN SL sont ajoutés aux extrémités 5� des pré-ARNm. Dans le cas des opérons, la 

fonction du trans-épissage permet de générer des transcrits traductibles à partir des 

régions en aval du premier cistron (Blumenthal and Gleason, 2003). La présence de la 

coiffe m3G en 5� de la séquence SL, stimule la traduction (Lall et al., 2004; Maroney 

et al., 1995; Wallace et al., 2010). Chez Ciona intestinalis une corrélation entre la 

fréquence de trans-épissage de l�ARNm et la fonction du gène a été montrée 

(Matsumoto et al., 2010). Ainsi, le trans-épissage pourrait être un mode de régulation 

de l�expression des gènes chez ces organismes. Il existe cinq isoformes du facteur 

d�initiation de la traduction eIF4E chez C. elegans dont trois sont capables de 

reconnaître la coiffe m3G (Keiper et al., 2000). Jusqu�à présent, aucun équivalent de 

ces trois isoformes n�a été identifié chez les mammifères (Joshi et al., 2005). 

Cependant il est possible que des facteurs, encore non identifiés, soient capables de 
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lier la coiffe hyperméthylée des ARNm de sélénoprotéines), à la place de eIF4E (voir 

Figure 43). Nous avons tenté d�identifier de tels facteurs à l�aide d�une méthode de 

purification de complexes associés in vivo à ces ARNm (Résultats III). L�ensemble de 

nos résultats suggère l�existence d�un mécanisme d�initiation de la traduction non-

canonique lié à la présence de la coiffe m3G (Figure 43). L�analyse détaillée de 

l�impact de la coiffe m3G sur les mécanismes d�initiation de la traduction des ARNm 

de sélénoprotéines fait l�objet du chapitre III de la partie Résultats.  
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II Le chaperon d�assemblage SMN et le méthylosome sont 

impliqués dans la synthèse des sélénoprotéines 

 

II.1 Objectif 

Nous avons montré que la protéine SMN participe au recrutement de l�enzyme Tgs1 

vers les ARNm de sélénoprotéines et donc à l�hyperméthylation de la coiffe (voir 

Résultats I). Dans l�assemblage des snRNP, le complexe SMN fonctionne en 

association avec le méthylosome. Notre objectif est de comprendre l�implication de 

ces deux complexes et de l�ensemble des protéines qui les composent dans le 

mécanisme d�assemblage des mRNP de sélénoprotéines. SBP2 joue un rôle clé dans 

cet assemblage en stimulant l�interaction entre des facteurs de biogenèse, des 

protéines c�urs et l�ARN SECIS. Nous avons, dans un premier temps, testé 

l�interaction de SBP2 avec les différentes sous-unités des complexes SMN et du 

méthylosome. Une partie de ce travail a été initiée par Michael Leichter, post-

doctorant dans notre équipe. Nous avons ensuite analysé l�impact de l�inhibition de 

ces facteurs sur la synthèse in vivo de la sélénoprotéine HA-GPx1. Le rôle fonctionnel 

des deux complexes sur l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines a été recherché. 

 

II.2 Résultats 

II.2.1  Le complexe SMN et le méthylosome interagissent avec la protéine SBP2 

L�assemblage des snRNP requière la présence de la protéine SMN sous forme d�un 

complexe de haut poids moléculaire (Meister et al., 2001b) composé des protéines 

Gemin 2 à 8 et de la protéine Unrip (Charroux et al., 1999; Fischer et al., 1997; Otter 

et al., 2007), pour revue voir (Gubitz et al., 2004; Paushkin et al., 2002; Pellizzoni, 

2007). Afin de comprendre si l�ensemble du complexe SMN est requis pour 

l�assemblage des sélénoprotéines, nous avons testé l�interaction des différentes 

protéines qui le composent avec SBP2. Nous avons montré que les protéines SMN, 

Gemin 2 et Gemin 3 co-immunoprécipitent avec la protéine GFP-SBP2 surexprimée 

dans les cellules HEK293FT, indiquant qu�au moins trois protéines du complexe 
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SMN, seraient impliquées dans l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines (Figure 

47A).  

Figure 47. L�ensemble du complexe SMN interagit avec la protéine SBP2 

(A) Immunoprécipations à partir d�extraits de cellules HEK293FT transfectées par GFP-SBP2 ou GFP 
seul, à l�aide de billes anti-GFP. Les protéines co-immunoprécipitées ont été analysées par Western-
blot à l�aide d�anticorps dirigés contre SMN, Gemin2 et Gemin4. (B) Tests d�interaction double-
hybride réalisés dans la levure S. Cerevisae entre les protéines du complexe SMN et protéine SBP2. 
Des constructions exprimant les différentes protéines en fusion avec le domaine de liaison à l�ADN 
Gal4-(BD), ou le domaine activateur Gal4-(AD), ont été utilisées. La capacité des cellules à pousser sur 
un milieu dépourvu d�histidine et d�adénine (-H �Ade) indique l�existence d�une interaction entre les 
protéines testées. Les résultats obtenus pour SBP2-BD ne sont représentés que s�ils diffèrent des 
résultats obtenus avec SBP2-AD. La protéine Nufip a été choisie comme contrôle positif et Alix 
comme contrôle négatif. (Résultats de M. Leichter) 



Résultats II 

 

 135 

Des tests d�interaction double-hybride dans la levure ont été réalisés pour tester 

l�interaction de l�ensemble des protéines du complexe SMN avec SBP2 (Figure 47B, 

expériences réalisées par M. Leichter). La protéine Nufip a été choisi comme contrôle 

positif (Boulon et al., 2008). Des constructions permettant d�exprimer les différentes 

protéines en fusion avec le domaine de liaison à l�ADN (BD), ou le domaine 

activateur (AD), du facteur de transcription Gal4 ont été utilisées. Lorsqu�il y a 

interaction entre deux protéines testées, les domaines BD et AD sont à proximité, la 

fonction du facteur de transcription Gal4 est rétablie et permet la croissance des 

cellules sur un milieu dépourvu d�histidine et d�adénine. Les tests d�interaction 

double-hybride révèlent que les protéines Gemin 3, Gemin 4, Gemin 7 et Gemin 8 

interagissent avec la protéine SBP2 (Figure 47B et Tableau 2). La protéine SMN n�a 

pas pu être testée puisqu�elle est capable à elle seule d�activer la transcription du 

promoteur Gal4 (Tableau 2 et données non incluses). Ces interactions sont 

vraisemblablement directes car SMN, SBP2 ainsi que tous les composants requis pour 

la synthèse des sélénoprotéines sont absents dans la levure S. Cerevisae. Par ailleurs 

nous avons montré que l�interaction de SBP2 avec SMN est indépendante de l�ARN, 

puisqu�il est possible de co-immunoprécipier les deux protéines en présence de 

RNaseA (voir Chapitre I, Figure 4G de l�article (Wurth et al., 2014)), et que 

l�interaction a également lieue lorsque les deux protéines sont traduites in vitro dans 

des RRL et des extraits  d�Escherichia coli S30 (Wurth et al., 2014, Figure 4H). 

Ainsi, ces résultats montrent que l�ensemble du complexe SMN interagit avec la 

protéine SBP2 et serait donc impliqué dans le recrutement de Tgs1 vers les ARNm de 

sélénoprotéines. Le bilan des interactions caractérisées est résumé Figure 51 et 

Tableau 2. 

 

La biogenèse des snRNP fait également intervenir le complexe du méthylosome, qui 

assiste le complexe SMN dans l�assemblage des protéines Sm sur les snARN (Chari 

et al., 2008; Neuenkirchen et al., 2008). Nous avons testé si le méthylosome était 

également impliqué dans l�assemblage des ARNm de sélénoprotéines. Le c�ur du 

méthylosome composé de l�enzyme PRMT5 et de la protéine MEP50, adopte une 

structure hétéro-octamérique (Friesen et al., 2001; Meister et al., 2001b; Stopa et al., 

2015). Ce c�ur peut être soit associé à pICln, soit à Riok1 (Guderian et al., 2011) 

aboutissant à deux complexes de spécificités de substrat différentes. Ainsi, le 
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méthylosome associé à pICln est impliqué dans la méthylation des protéines Sm et la 

biogenèse des snRNP, tandis qu�il méthyle la nucléoline lorsqu�il contient RioK1 

(Stopa et al., 2015). De manière intéressante, des expériences d�immunopurification 

des complexes endogènes associés à SBP2 dans des cellules HeLa nous ont permis de 

détecter  l�existence d�interactions entre PRMT5, MEP50 et SBP2 (Figure 48A, 

d�après la thèse de Laurence Wurth, 2009).  

 

Figure 48. Le méthylosome interagit avec SBP2 dans les cellules HeLa 

(A) Immunoprécipitation de complexes endogènes associés à SBP2 (d�après la thèse de Laurence 
Wurth, 2009). Expériences réalisées à partir d�extraits cytoplasmiques de cellules HeLa à l�aide 
d�anticorps anti-pepide-SBP2 ( -pepSBP2). PI : billes avec sérum pré-immun,  -pepSBP2 : billes avec 
anticorps anti-pepide-SBP2, kDa : kiloDaltons. Les protéines présentes dans les complexes ont été 
détectées par spectrométrie de masse. Les protéines SBP2 et PRMT5 ont été révélées par Western blot. 
(B) Immunoprécipations anti-GFP à partir d�extraits de cellules HEK293FT transfectée par GFP-SBP2 
ou GFP seul. Les IP ont été réalisées en présence de 100mM de NaCl (Low salt IP) ou 300 mM NaCl 
(High salt IP). Les protéines co-immunoprécipitées ont été analysées par Western-blot à l�aide 
d�anticorps dirigés contre les protéines du méthylosome  PRMT5, MEP50, pICln et Riok1. (C) Co-
immunoprécipitation à l�aide d�anticorps anti-GFP et d�extraits cellulaires HEK293FT transfectés par 
GFP-PRMT5, GFP-MEP50 ou GFP-pICln et analyse des résultats par Western-blot. (AS-GB avec M. 
Leichter et C. Allmang) 
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Les deux protéines PRMT5 et MEP50 co-immunoprécipitent également avec la 

protéine GFP-SBP2 surexprimée dans les cellules HEK293, indiquant que les 

protéines c�ur du méthylosome interagissent avec SBP2 (Figure 48B). Ni pICln, ni 

Riok1 ne sont co-immunoprécipitées lorsque les lavages sont réalisés dans des 

conditions stringentes (300 mM NaCl). Cependant, pICln interagit avec GFP-SBP2 en 

conditions de faible concentration saline (150 mM NaCl), indiquant que pICln est 

présent au sein du complexe mais que son interaction est peu stable. L�interaction de 

SBP2 avec les différentes sous-unités du méthylosome a également été vérifiée par 

des tests d�interaction double-hybrides dans la levure (Figure 49).  

 

Figure 49. Révélation des interactions SBP2-méthylosome par des expériences de double-hybride 

dans la levure. 

Tests d�interaction double-hybride dans la levure S. Cerevisae entre les protéines du complexe du 
méthylosome et SBP2. Les résultats sont représentés comme dans la Figure 47B. (Résultats de M. 
Leichter) 

Un signal d�interaction positif est observé pour les protéines PRMT5, MEP50 et 

pICln (Figure 49, Figure 51 et Tableau 2). Ainsi, il semblerait que ce soit le complexe 

du méthylosome comprenant la protéine pICln qui soit retrouvé en interaction avec 

SBP2 et non le complexe lié à Riok1. Ceci révèle une similitude de plus entre le 

mécanisme d�assemblage des mRNP de sélénoprotéines et celui des snRNP. Afin de 

vérifier si ces interactions protéiques sont directes, nous avons purifié le complexe 

SBP2/méthylosome exprimé dans des cellules d�insectes grâce au système 

d�expression baculovirus (Figure 50).  
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Figure 50. Expression et purification 

du complexe méthylosome/SBP2 dans 

des cellules d�insectes infectées par 

baculovirus. 
Des baculovirus recombinants permettant 
l�expression de GST-hSBP2 (S), 
hPRMT5 (P), hMEP50 (M) et HA-
hpICln (I) ont été utilisés pour infecter ou 
co-infecter des cellules d�insecte Sf9 
(Spodptera frugiperda). La purification 
des complexes protéiques associés à 
SBP2 a été réalisée par GST pull-down et 
analysée par Western blot à l�aide 
d�anticorps anti-SBP2, anti-PRMT5, anti-
MEP50 ou anti-pICln. In : extrait 
cellulaire (Input). 
 
 

 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l�équipe de J. Cavarelli (IGBMC, 

Strasbourg). Des expériences de GST pull-down montrent que PRMT5 et MEP50 

sont co-purifiés avec GST-SBP2 (Figure 50), confirmant que ces protéines font partie 

du même complexe. En revanche pICln n�est pas retrouvé au sein du complexe 

(Figure 50), ceci est en accord avec son caractère labile (Figure 51). Ainsi, par son 

interaction directe avec SBP2, le méthylosome, pourrait être impliqué dans 

l�assemblage des ARNm de sélénoprotéines et participer à leur mécanisme de 

synthèse. 

 SMN Gem2 Gem3 Gem4 Gem5 Gem6 Gem7 Gem8 Unrip PRMT5 MEP50 pICln Riok1 
Y2H, AD-
SBP2 

/ - + + - - - + - + + + nd 

Y2H, BD-
SBP2

/ - - - - - + - - - + - nd 

co-IP 
 

+ + nd + nd nd nd nd nd + + + - 

co-purif 
 

nd nd nd nd nd nd nd nd nd + + - nd 

Tableau 2 : Récapitulatif des interactions détectées entre les protéines des complexes SMN, du 

méthylosome et SBP2. Résultats obtenus par l�approche double-hybride (Y2H), par co-
immunoprécipitations à partir d�extraits de cellules HEK293FT (co-IP) et par co-expression et 
purification à partir de cellules d�insectes infectées par baculovirus. + : interaction, - : pas 
d�interaction, nd: interaction non-testée (indéterminable dans le cas de SMN en Y2H). Pour les 
expériences de double-hybride, les résultats des tests dans les deux sens de fusion de AD et BD sont 
représentés. 
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Figure 51. Représentation schématique du réseau d�interaction protéine-protéine entre SBP2 et 

les complexes SMN et méthylosome. 

Etabli expérimentalement par l�approche double-hybride (flèches noires), par co-immunoprécipitations 
à partir d�extraits de cellules HEK293FT transfectées (flèches bleues) et par co-purification de SBP2 à 
partir de cellules d�insectes infectées par baculovirus (flèches rouges) ou par co-immunoprécipitation 
de protéines endogènes dans les cellules HeLa (flèches jaunes). Les chiffres dans le complexe SMN 
correspondent aux protéines Gemin 2-8. Pour simplifier, nous avons représenté les complexes SMN et 
méthylosome de manière non-stoechimérique (Pellizzoni, 2007; Stopa et al., 2015). MEP50 et PRMT5 
sont les protéines Coeur du méthylosome; pICln et RioK1 sont deux protéines associées à des 
complexes du méthylosome distincts (Guderian et al., 2011; Stopa et al., 2015; Yong et al., 2004). 

II.2.2 L�inhibition des complexes SMN et du méthylosome a un impact 

fonctionnel sur la synthèse de la sélénoprotéine HA-GPx1 in vivo  

Durant ma thèse j�ai créé deux lignées cellulaires humaines capables d�exprimer de 

manière inductible les protéines HA-GPx1 et HA-GPx1Cys (représentées Figure 52A) 

et mis au point les conditions qui me permettent d�analyser l�impact de l�inactivation 

de facteurs protéiques sur la synthèse de novo des deux protéines (voir résultats I.1). 

Ce système m�a permis de tester de façon systématique l�importance fonctionnelle de 

tous les facteurs supposés intervenir dans la synthèse des sélénoprotéines (voir 

Tableau M4 de la partie Matériel et Méthodes). Pour cela, j�ai utilisé une librairie de 

siARN « à façon » dirigés contre 20 cibles correspondant à tous les facteurs de 

biogenèse des sélénoprotéines caractérisés à ce jour ainsi que l�ensemble des facteurs 

d�assemblage que nous avons identifié dans le cadre de ma thèse. Pour chaque gène 

inhibé, un mélange de 4 siARN dirigés contre des séquences différentes de l�ARN 

cible est utilisé pour une meilleure efficacité et spécificité. J�ai utilisé cette méthode 

pour déterminer le rôle des protéines des complexes SMN et du méthylosome sur la 

synthèse de la sélénoprotéine HA-GPx1 (Figure 52).  
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Figure 52. Impact de l�inhibition de composants des complexes SMN et méthylosome sur la 

synthèse de la sélénoprotéine HA-GPx1 in vivo. 

(A) Représentation des constructions exprimées par les cellules HA-GPx1 et HA-GPx1Cys. Les traits 
représentent les UTR de l�ARNm GPx1 et les rectangles gris les phases codantes de GPx1 et GPx1Cys. 
Le codon UGASec ou UGU (mutant cystéine), sont réprésentés ainsi que l�élément SECIS et l�étiquette 
HA. L�expression de différents facteurs de recodage et des composants du complexe SMN et du 
méthylosome a été inhibée par siARN dans les cellules pendant 24h. L�expression des protéines HA-
GPx1 et HA-GPx1Cys est alors induite à la doxycycline pendant 7h et analysée par deux méthodes 
différentes. (B) Analyse et quantification par Western blot anti-HA ;.le taux d�expression de HA-GPx1 
est normalisé par rapport à celui de l�AspRS et au contrôle siFFL. (C) Analyse par pulse à la 
méthionine 35S. Après 3h d�induction, le milieu est remplacé par un milieu contenant de la méthionine 
35S pendant 1h. Les protéines HA-GPx1 et HA-GPx1Cys issues des extraits cellulaires correspondants 
sont immunoprécipitées à l�aide de billes magnétiques  MACs anti-HA (Miltenyi) et analysées sur un 
gel SDS-PAGE 15%. Après migration le gel est séché, exposé 48h et révélé par autoradiographie. Le 
taux d�expression révélé par autoradiographie est quantifié et normalisé par rapport à une protéine non-
spécifique et au contrôle siFFL. Les résultats sont modulés en fonction de l�efficacité d�inhibition des 
siARN. Les astérisques représentent des différences significatives par rapport au contrôle siFFL. * 
P<0,05 et ** P<0,005 selon le test de Student. 
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Deux méthodes d�analyse de l�expression de HA-GPx1 ont été utilisées : la détection 

par Western blot ou par pulse à la méthionine 35S. Dans le cas de l�analyse Western 

blot, l�expression de HA-GPx1 et HA-GPx1Cys est normalisée par rapport à celle de 

l�Asparaginyl-ARNt synthétase (AspRS) (Figure 52B). Les expériences de pulse à la 

méthionine 35S sont suivies de l�immunoprécipitation de la protéine à l�aide d�un 

anticorps anti-HA (Figure 52C). Dans ce cas l�expression de HA-GPx1 et HA-

GPx1Cys a été normalisée par rapport à celle obtenue dans la lignée HA-

GPx1Cys!SECIS, pour laquelle l�expression de HA-GPx1 est indépendante du 

mécanisme de recodage des sélénoprotéines. De manière générale, les deux méthodes 

d�analyse donnent des tendances identiques. La méthode de pulse à la méthionine 35S 

a permis d�obtenir des résultats statistiquement plus significatifs. L�inhibition des 

protéines SBP2 et eEFSec, facteurs clés du mécanisme de recodage des 

sélénoprotéines, utilisés comme contrôles, affecte fortement l�expression de HA-

GPx1 en la réduisant de plus de 50% mais pas de HA-GPx1Cys, validant nos 

conditions expérimentales (Figure 52A et B).  

 

Les protéines SMN, Gemin4 et Gemin5 du complexe SMN et l�ensemble des 

composants du méthylosome ont été inactivés. Une inhibition de l�ARNm de SMN de 

50% a un effet négatif sur l�expression de HA-GPx1 qui diminue de 25% mais 

augmente l�expression du mutant HA-GPx1Cys de 70% (Figure 52A et B). 

L�inactivation de Nop58, que nous avons également montré impliqué dans le 

recrutement de Tgs1 pour l�hyperméthylation de la coiffe (Wurth et al., 2014), 

conduit à des résultats similaires à savoir une diminution de 40% de l�expression de 

HA-GPx1 et une augmentation l�expression du mutant HA-GPx1Cys de 20% (Figure 

52A et B). Ces résultats indiquent que leur rôle dans le recrutement de Tgs1 et 

l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines (Wurth et al., 2014) est 

important pour leur traduction. L�inhibition de l�expression des protéines Gemin4 et 

Gemin5 du complexe SMN par siARN n�a, en revanche, aucun effet sur la synthèse 

de HA-GPx1 (Figure 52A et B). Gemin5 est une protéine de liaison à l�ARN située en 

périphérie du complexe SMN (Gubitz et al., 2002). La protéine reconnaît et délivre 

les snARN au complexe SMN, permettant ainsi l�assemblage des protéines Sm (Battle 

et al., 2006). Nous avons montré précédemment que les protéines Sm ne sont pas 
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associées aux ARNm de sélénoprotéines (cf Résultats I.3), il n�est donc pas étonnant 

que son inactivation n�affecte pas la synthèse de la sélénoprotéine HA-GPx1. 

 

L�interaction du complexe SMN avec les protéines Sm est nécessaire et suffisant pour 

l�assemblage des snRNP in vitro (Meister and Fischer, 2002). Cependant, cet 

assemblage requiert la coopération du complexe SMN avec le méthylosome. 

L�inhibition des trois protéines du méthylosome (PRMT5, MEP50 et pICln) par 

siARN (taux d�inhibition des ARNm cibles variant entre 40 et 60%), affecte 

fortement et de manière égale l�expression des deux protéines HA-GPx1 et HA-

GPx1Cys (Figure 52B et C), qui chute de 60% (Figure 52C) ou de 40% (Figure 52B) 

selon la méthode d�analyse. Ainsi, ces protéines semblent jouer un rôle dans la 

synthèse des sélénoprotéines mais à une étape différente du recodage. De manière 

intéressante, cette inhibition n�affecte pas la synthèse de HA-GPx1Cys!SECIS 

(Figure 52C), indiquant que le mode d�action des protéines du méthylosome est lié à 

la présence de l�élément SECIS. L�un des complexes du méthylosome 

caractérisé  comprend la protéine RioK1 (Guderian et al., 2011) et est impliqué dans 

la méthylation d�une protéine de liaison à l�ARN, la nucléoline. Cette dernière se lie à 

l�ARN SECIS et est impliquée dans l�expression des sélénoprotéines (Miniard et al., 

2010; Wu et al., 2000) mais nous n�avons pas observé d�interaction entre Riok1 et 

SBP2 dans nos expériences de co-immunoprécipitation (Figure 48B). Nous avons 

testé l�effet de l�inhibition de Riok1 et de la nucléoline sur la synthèse de HA-GPx1. 

De manière intéressante, l�effet de l�inactivation de ces deux protéines est très 

similaire et induit une inhibition légère mais significative, d�environs 20%, de 

l�expression de HA-GPx1 par rapport à HA-GPx1Cys (Figure 52C). Riok1 pourrait 

potentiellement être impliquée dans le recrutement de la nucléoline vers les ARNm de 

sélénoprotéines. Ainsi, nous ne pouvons pas exclure que les deux formes du complexe 

du méthylosome puissent être impliquées dans l�expression des sélénoprotéines : le 

complexe contenant Riok1 favoriserait le recodage tandis que celui contenant pICln 

aurait un rôle plus global sur la traduction de l�ARNm. Il est également envisageable 

que les protéines RioK1 et pICln fassent partie du même complexe et ne s�excluent 

pas mutuellement dans tous les cas. 
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Comme la nucléoline, NSEP1 est une protéine de liaison à l�ARN SECIS impliquée 

dans la régulation de l�expression des ARNm de sélénoprotéines (Fagegaltier et al., 

2000d; Qichang Shen, 2006). Cependant, l�effet de l�inhibition de NSEP1 n�affecte 

pas significativement l�expression de HA-GPx1 dans notre système puisque les deux 

méthodes d�analyses n�ont pas la même tendance (Comparer Figure 52B avec 52C).  

L�ensemble de ces résultats nous permet de conclure que la protéine SMN ainsi que 

les deux complexes du méthylosome ont un impact sur la synthèse de la 

sélénoprotéine HA-GPx1. 

 

II.2.3 Rôle du complexe SMN dans la synthèse des sélénoprotéines - origine du 

stress oxydant observé dans la pathologie SMA 

 

Des défauts d�expression de la protéine SMN sont à l�origine de l�atrophie musculaire 

spinale (SMA), caractérisée par une dégénérescence des motoneurones et menant 

progressivement à l�atrophie musculaire (Jablonka et al., 2000; Li et al., 2014b). Une 

étude a montré que les motoneurones de patients SMA sont soumis à un stress 

oxydant important pouvant être impliqué dans leur dégénérescence (Hayashi et al., 

2012). Nous avons analysé si des défauts d�expression de SMN d�origine 

pathologique sont susceptibles d�affecter la synthèse des sélénoprotéines, expliquant 

les stress oxydants observés dans les cellules des patients SMA. Grâce à une 

collaboration avec Séverine Massenet (IMoPa, Ingénierie Moléculaire et 

Physiopathologie Articulaire, Nancy) nous avons accès à des cDNA provenant de 

cerveau et de moelle épinière de 3 souris modèles de la pathologie SMA, et de 3 

souris contrôles (voir figure 53) sacrifiées à 10 jours. Les souris modèles SMA que 

nous avons utilisées ont été crées par l�équipe de M. Barkats, au Généthon (Evry) et 

possèdent un génotype Smn-/- ; SMN2+/+ ; SMN1"Ex7+/+. Le gène Smn  de souris 

sauvage a été délété et les souris transgéniques expriment le gène de SMN1 humain 

dans lequel l�exon 7 a été délété (SMN1!Ex7) ainsi que le gène SMN2, de façon à 

reproduire les mutations et les symptômes observés dans la pathologie SMA humaine 

(voir Figure 53 et introduction). 

 



Résultats II

144 

Figure 53. Représentation schématique des génotypes de souris modèle SMA utilisées. 

Les rectangles gris représentent des exons et les traits gris foncés des introns. Les schémas d�épissage 
altérnatifs sont représentés : le voies majoritaires sont représentés d�un trait noir et les voies  
minoritaires sont en pointillés. Smn : gène Smn1 de la souris sauvage ; SMN1 et SMN2, gènes 
humains ; SMN1!Ex7, gène mutant de SMN1 humain dans lequel l�exon 7 a été délété. Seule la région 
comprenant les Exons 6 à 8 a été représentée puisque les différents gènes sont identiques dans le reste 
de la séquence. Le rectangle noir sur l�exon 7 du gène SMN2 représente la mutation à l�origine de 
l�épissage alternatif de cet exon. 

L�analyse des échantillons par RT-qPCR révèle que dans les cellules de cerveau 

(Figure 54A), aucune différence dans le taux d�ARNm de sélénoprotéines n�est 

visible entre les cellules de souris modèles SMA et les cellules de souris �contrôles�. 

Ainsi, il semble que l�invalidation de SMN n�a pas d�effet sur les ARNm de 

sélénoprotéines dans ces cellules. De manière surprenante, dans les cellules de moelle 

épinière (Figure 54B), l�expression de la majorité des ARNm de sélénoprotéines 

testés est diminuée dans le cas de souris SMA (Figure 54B). Ceci est intéressant 

puisque ce sont spécifiquement les motoneurones, situés dans la moelle épinière, qui 

sont atteints dans la pathologie. Ainsi, il est possible que la diminution du complexe 

SMN entraine des défauts de synthèse des sélénoprotéines dans les motoneurones, 

conduisant à des dégâts oxydants tels que ceux observés dans la pathologie SMA et 

pouvant contribuer aux symptômes de la maladie. 
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Figure 54. Le taux d�expression des ARNm de sélénoprotéines est inhibé dans les cellules de 

moelle épinière de souris modèles SMA 

L�expression des ARNm de sélénoprotéines a été analysée dans des cellules de cerveau (A) et de la 
moelle épinière (B) de 3 souris témoins ou de 3 souris modèles de la pathologie SMA par RT-qPCR. 
Les taux d�expression des ARNm ont été normalisés par ceux de HPRT et de LDHA. (C) Comparaison 
des taux d�expression des ARNm de sélénoprotéines dans les souris SMA avec les résultats d�IP m3G 
et de liaison à GST-eIF4E obtenus dans les cellules HEK293FT (voir chapitre I). La représentation 
« heat map » a été générée par le logiciel MeV. L�échelle est représentée sur la gauche. Rouge : fort 
signal d�interaction ou fort taux d�expression. Vert : faible signal d�interaction ou faible taux 
d�expression.  
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De manière intéressante, les ARNm de sélénoprotéines les plus sensibles à l�absence 

de SMN correspondent à ceux qui portent une coiffe hyperméthylée m3G (Wurth et 

al., 2014), comme on le voit dans l�analyse comparative des taux d�expression des 

ARNm de sélénoprotéines dans les souris SMA avec les résultats d�IP m3G et de 

liaison à GST-eIF4E obtenus dans les cellules HEK293FT (Figure 54C). Une 

excellente corrélation est ainsi observée entre les ARNm de la classe 1, c�est à dire 

ceux qui portent une coiffe m3G et les ARNm sous-exprimés dans les cellules de 

moelle épinière des souris SMA. Ces résultats indiquent que SMN semble influer sur 

le niveau des ARNm de sélénoprotéines dans les cellules de moelle épinière de souris, 

sans doute du fait de son rôle dans le recrutement de l�enzyme Tgs1 et 

l�hyperméthylation de leur coiffe.  

 

II.2.4 A la recherche du rôle du Méthylosome  

Le méthylosome catalyse la méthylation des arginines de protéines Sm, augmentant 

leur affinité pour le complexe SMN et facilitant leur assemblage sur les snARN. Nous 

avons précédemment montré que les protéines Sm ne sont pas associées aux ARNm 

de sélénoprotéines (Résultats I.I.3). Ceci indique que le rôle du méthylosome serait 

différent dans le cas de l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines, de celui des 

snRNP. PRMT5 est responsable de la méthylation de diverses protéines (Branscombe 

et al., 2001), impliquant l�enzyme dans une variété de processus cellulaires 

(Karkhanis et al., 2011) incluant la biogénèse des ribosomes (Ren et al., 2010), 

l�assemblage de l�appareil de Golgi (Zhou et al., 2010) ou encore la différenciation 

cellulaire (Ancelin et al., 2006; Dacwag et al., 2007, 2009). SBP2 ne contient pas de 

répétition de séquence RG comme les protéines Sm mais possède 3 sites potentiels de 

méthylation (RG) en positions 120, 176 et 494 (représentés sur la Figure 55A). Nous 

avons donc testé si SBP2 pouvait être la cible de PRMT5 in vitro. Pour cela, nous 

avons incubé les protéines hSBP2 et hSBP2 515-854 en présence de PRMT5, MEP50 

et de SAM (S-Adénosyl-Méthionine) tritiée. Le dimère d�histone H3/H4 a été utilisé 

comme contrôle positif puisqu�il est substrat de PRMT5. Nos résultats révèlent que 

SBP2 n�est pas méthylée par PRMT5/MEP50 in vitro (Figure 55B). Puisque les 

protéines pICln ou Riok1, protéines adaptatrices du méthylosome, pourraient être 

requises pour la méthylation de SBP2, il serait intéressant de tester la méthylation in 

vitro de SBP2 en présence de ces deux protéines. La nucléoline pourrait être la cible 
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du méthylosome dans notre système. La protéine hnRNP A1, que nous avons retrouvé 

associée à SBP2 et aux mRNP de sélénoprotéines (voir résultats II.1 et III.2) pourrait 

également constituer une cible du méthylosome. 

Figure 55. Test de méthylation in vitro de hSBP2 et hSBP2 515-854 par la méthyltransférase 

PRMT5.  

(A) Représentation schématique des deux formes de hSBP2 produites dans la souche BL21 (DE3) RIL 
utilisées pour les tests de méthylation. Les protéines ont été purifiées sur colonne Ni-NTA. Les étoiles 
(*) représentent les 3 séquences RG, sites potentiels de méthylation. (B) Les protéines sont incubées 30 
min à 37°C en présence de PRMT5/Mep50 et de SAM 14C. Les protéines sont analysées sur gel SDS-
PAGE, coloré au bleu de Coomassie (panneau de gauche). Le signal radioactif est révélé au Bioimager 
(panneaux de droite). Le dimère d�histones H3/H4 est le contrôle positif. 

Nous avons montré que les complexes SMN et du méthylosome interagissent avec la 

protéine SBP2 et l�inhibition de leur composants protéiques a un impact sur la 

synthèse des sélénoprotéines. Ils sont donc vraisemblablement impliqués dans 

l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines. Le complexe SMN permet le recrutement 

de l�enzyme Tgs1 vers les ARNm et donc l�hyperméthylation de leur coiffe, qui 

stimulerait leur traduction. Le méthylosome quant à lui pourrait être impliqué dans la 

méthylation d�une protéine constitutive de la RNP que nous devrons identifier.
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III Etude du mécanisme de traduction des ARNm de sélénoprotéines  

 

III.1 Objectifs 

De nombreuses études ont contribué à l�élucidation du mécanisme d�incorporation de 

la sélénocystéine dans les sélénoprotéines et à la compréhension du rôle de facteurs 

co-traductionnels ou d�assemblage spécifiques impliqués dans ce processus. Les 

ARNm de sélénoprotéines partagent des éléments caractéristiques bien spécifiques, le 

codon UGASec et l�élément SECIS dans la région 3�UTR (Allmang et al., 2009; Cléry 

et al., 2007; Fagegaltier et al., 2000a; Tujebajeva et al., 2000), dont la fonction dans le 

mécanisme de recodage est connu. Cependant divers aspects du mécanisme de 

traduction des ARNm de sélénoprotéines restent encore incompris et le défit majeur 

est de comprendre comment les éléments cis et trans essentiels au mécanisme de 

recodage s�inscrivent dans le contexte général de la traduction. En effet, l�impact de 

ces éléments sur le mécanisme d�initiation de la traduction n�a pas été étudié. 

Au cours de ma thèse nous avons montré que la présence d�une coiffe hyperméthylée 

m3G (Wurth et al., 2014) empêche les ARNm de sélénoprotéines d�être reconnus par 

le facteur d�initiation de la traduction eIF4E. Ainsi, il semblerait que ces ARNm 

présentent un mécanisme d�initiation de la traduction non-canonique. Notre objectif 

est de comprendre ce mécanisme. 

Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisé sur deux aspects : l�impact fonctionnel 

de la coiffe m3G sur l�initiation de la traduction des ARNm de sélénoprotéines et 

l�analyse du mécanisme d�assemblage des complexes de traduction sur les ARNm de 

sélénoprotéines. Nous avons choisi comme modèles les ARNm de la sélénoprotéine 

M (SelM) et de la glutathion peroxydase (GPx1), auxquels nous avons pu 

spécifiquement ajouter une coiffe m7G ou m3G.  

L�étude de l�assemblage de complexes traductionnels sur ces ARNm a été réalisée in 

vitro, en présence ou non d�inhibiteurs de la traduction, afin d�analyser l�étape 

d�initiation de la traduction. Nous avons également tenté de localiser le ribosome à 

l�étape d�initiation et durant le recodage sur l�ARNm par des expériences de toeprint. 

L�ensemble de nos résultats montre que les ARNm de sélénoprotéines sont soumis à 

un mécanisme d�initiation de la traduction atypique, qui pourrait faire appel à d�autres 
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facteurs d�initiation. Afin d�identifier de nouveaux facteurs potentiels impliqués dans 

ce mécanisme, j�ai mis au point une méthode permettant de purifier les complexes de 

traduction assemblés in vivo sur l�ARNm de HA-GPx1. L�analyse par spectrométrie 

de masse de ces complexes a permis d�obtenir des candidats potentiels. Enfin, nous 

avons initié un projet d�analyse structurale par cryo-microscopie électronique de 

complexes de traduction assemblés sur l�ARNm de SelM.  

Notre but est de comprendre le mécanisme de traduction des ARNm de 

sélénoprotéines dans sa globalité et d�y intégrer le rôle de la coiffe m3G, du codon 

UGASec et de l�élément SECIS.  

 

III.2 Résultats 

III.2.1 L�initiation de la traduction des sélénoprotéines est atypique 

III.2.1.1 Analyse du rôle de la coiffe m3G sur la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines in vitro 

III.2.1.1.a La coiffe m3G inhibe le recrutement des ribosomes sur l�ARNm de SelM in 

vitro 

Nous avons précédemment montré que l�inactivation de Tgs1 par siARN inhibe la 

synthèse in vivo de la sélénoprotéine HA-GPx1 (Wurth et al., 2014). Ceci suggère que 

Tgs1 joue un rôle fonctionnel dans la synthèse des sélénoprotéines in vivo, 

vraisemblablement de part son activité d�hyperméthylation de la coiffe. De plus, les 

ARNm de sélénoprotéines coiffés par du m3G sont enrichis dans les fractions 

contenant les polysomes, indiquant qu�ils sont traduits (Wurth et al., 2014). Nous 

avons donc voulu analyser l�impact de la coiffe m3G sur la traduction des 

sélénoprotéines de manière plus directe, in vitro. La majorité des études du 

mécanisme de traduction des sélénoprotéines sont basées soit sur l�utilisation de 

systèmes rapporteurs, comme la luciférase comprenant un codon UGASec dans la 

phase codante et un élément SECIS dans la région 3�UTR (Gupta et al., 2013; Taylor 

et al., 2015), soit sur l�utilisation d�ARNm de sélénoprotéines dépourvus de la région 

5�UTR (Takeuchi et al., 2009). Nous avons cloné les ARNm de GPx1 et SelM entiers 

incluant les régions 5� et 3�UTR naturelles afin de n�exclure aucun élément de 

séquence ou de structure de l�ARNm, potentiellement important pour leur traduction 

(Figure 56A). Les différents ARN utilisés lors des expériences d�assemblage de 
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complexes de traduction sont représentés sur la Figure 56. La synthèse des 

sélénoprotéines SelM et GPx1 entières requiert le recodage traductionnel du codon 

UGASec. En effet, le recrutement de SBP2 et de la machinerie de recodage sur 

l�élément SECIS en 3�UTR des ARNm de SelM et GPx1 permet d�incorporer la 

sélénocystéine en réponse au codon UGASec et empêche la terminaison prématurée de 

la traduction au niveau de ce codon. L�expression des mutants SelMCys et GPx1Cys, 

dans lesquels le codon UGASec a été remplacé par un codon UGUCys codant pour la 

cystéine, ne nécessite pas de mécanisme de recodage. Enfin, les mutants 

SelM SECIS et GPx1 SECIS, délétés de l�élément SECIS, ne permettent pas le 

recrutement de la machinerie de recodage. Leur traduction se termine au niveau du 

codon UGASec et il n�y a pas synthèse de la protéine entière (Figure  56).  

 
Figure 56. ARNm de SelM et de GPx1 utilisés comme modèles pour l�étude des mécanismes de 

traduction in vitro  

Représentation des différents transcrits d�ARNm SelM, GPx1, SelMCys, GPx1Cys, SelM SECIS et 
GPx1 SECIS utilisés dans les expériences in vitro. Les traits représentent les UTR des ARNm, les 
rectangles gris les phases codantes de SelM ou GPx1, le codon UGASec ou son mutant cystéine sont 
indiqués ainsi que la position de l�élément SECIS. 

La traduction de ces ARNm synthétisés in vitro et coiffés par du m7G ou du m3G de 

manière co-transcriptionnelle a été testée dans des extraits de réticulocytes de lapins

(RRL) en présence de méthionine 35S afin de détecter les protéines néosynthétisées.

Ces extraits contiennent tous les composants nécessaires à la traduction protéique, ils 

sont cependant limitants en protéine SBP2, essentielle à la synthèse des 

sélénoprotéines et qui doit y être ajoutée (Copeland et al., 2000; Low et al., 2000b; 

Takeuchi et al., 2009).  
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Figure 57. La traduction in vitro des ARNm de SelM et de GPx1 coiffés par du m3G est SBP2-

dépendante mais peu efficace. 

(A) Traduction in vitro des ARNm HA-SelM, HA-SelMCys et HA-SelM SECIS dans les RRL ou (B) 

des ARNm HA-GPx1, HA-GPx1Cys et HA-GPx1 SECIS non-coiffés (no cap), coiffés par du m7G ou 
du m3G avec ajout (+) ou non (-) de la protéine SBP2 CT dans les RRL, en présence de méthionine 35S. 
Les produits de traduction ont été purifiés à l�aide de billes couplées à un anticorps anti-HA, puis 
déposés sur un gel SDS-PAGE 15%. Les sélénoprotéines entières ou tronquées sont indiquées.  
* représente un produit de traduction aberrant d�origine inconnue, il pourrait résulter d�un changement 
de cadre de lecture au cours de la traduction. (C) Cinétique de traduction des ARNm HA-GPx1 avec 
ou sans coiffe, en présence ou non de SBP2 CT. Des aliquots de milieu traductionnel ont été prélévés et 
précipités au TCA aux différents temps indiqués. La radioactivité incorporée dans les protéines a été 
mesurée à l�aide d�un compteur à scintillation liquide et exprimée en nombre de coups par minute 
(cpm) x10-3. (D) Traduction in vitro et cinétique de traduction de l�ARNm de la Luciférase avec ou 
sans coiffe, en présence ou non de SBP2 CT. 

Résu
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Dans toutes les expériences, nous avons utilisé la protéine SBP2 344-854, une version 

tronquée de SBP2 dont la production est plus efficace dans E. coli que celle de la 

protéine entière (1-854). SBP2 344-854 lie le SECIS avec la même affinité que SBP2 

entière et permet la même efficacité de recodage du codon UGASec, nous l�appellerons 

SBP2 CT pour simplification (Lescure et al., 2002b). Pour pouvoir être visualisés les 

produits de traduction, et notamment ceux soumis au recodage, sont obtenus à partir 

d�ARNm codant pour une protéine de fusion présentant une étiquette HA en N-

terminal. Les protéines marquées à la méthionine 35S dont la traduction est très 

inefficace sont ainsi purifiées à l�aide d�anticorps anti-HA (Takeuchi et al., 2009). Les 

mutants SelMCys et GPx1Cys, non soumis au recodage sont traduits 

indépendamment de la présence de SBP2, qu�ils soient coiffés par du m7G (Figure 

57A et B, pistes 15-16) ou du m3G (Figure 57A et B, pistes 13-14). La délétion de 

l�élément SECIS (SelM SECIS et GPx1 SECIS) ne permet pas la synthèse de 

sélénoprotéines entières (Figure 57A et B, pistes 7 à 12) ce qui est en accord avec les 

données de la littérature (Berry et al., 1993). Comme attendu, la traduction de 

l�ARNm de SelM et de GPx1 est strictement dépendante de la présence de la protéine 

SBP2 CT (Figure 57A et B, pistes 2, 4 et 6). Ceci est également le cas en absence de 

coiffe (Figure 57A et B, pistes 2) ou en présence d�une coiffe m3G (Figure 57A et B, 

pistes 4), le taux de traduction est cependant plus faible qu�en présence d�une coiffe 

m7G. Une analyse cinétique de l�activité de traduction des ARNm de GPx1 a été 

réalisée afin d�étudier l�impact de la nature de la coiffe sur l�efficacité de traduction 

(Figure 57C et D). Pour cela, l�ARNm de GPx1 sans coiffe ou portant une coiffe m7G 

ou m3G, a été traduit dans les RRL en présence ou non de SBP2 CT. Toutes les 5 min 

une fraction du milieu réactionnel a été prélevée, précipitée sur filtre et la 

radioactivité liée à l�incorporation de méthionine 35S a été mesurée. L�ARNm de la 

Luciférase a été utilisé comme contrôle non-sélénoprotéine (Figure 57D). Dans la 

phase initiale, la traduction des ARNm de GPx1 et de la Luciférase est plus efficace 

lorsque les ARNm sont coiffés par du m7G, plutôt que du m3G ou en absence de 

coiffe. En effet la traduction des ARNm de GPx1 m3G et non coiffés est négligeable 

lors des 20 premières minutes de la réaction et les premiers produits de traduction 

n�apparaissent qu�au bout de 30 minutes. Ceci est en accord avec des résultats 

obtenus par la même méthode pour la ß-globine (Darzynkiewicz et al., 1988). 

Cependant, l�ajout de la protéine SBP2 CT augmente très significativement 
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l�efficacité initiale de traduction des ARNm de GPx1, qu�ils soient coiffés par du 

m7G, du m3G ou non-coiffés (Figure 57C). Après 15 minutes en présence de SBP2 

CT, la traduction de l�ARNm GPx1 m7G est augmentée de 3X. Pour les ARNm de 

GPx1 m3G et non coiffés, ce taux est largement surpassé, puisque d�aucun produit de 

traduction en absence de SBP2, on arrive à une quantité de protéine GPx1 synthétisée 

comparable à celle observée pour les ARNm coiffés par du m7G. Ceci n�est pas le cas 

pour les ARNm de la Luciférase, au contraire, la présence de SBP2 CT diminue leur 

taux de traduction en phase initiale de 6, 5 ou 3X pour les ARNm luciférase coiffés 

par du m7G, m3G et non coiffés respectivement (Figure 57D). Ceci est peut-être lié à 

la capacité de SBP2 à se fixer aux ribosomes (Caban et al., 2007; Copeland et al., 

2001; Kossinova et al., 2014; Takeuchi et al., 2009) les rendant potentiellement 

indisponibles pour la traduction de l�ARNm de la luciférase. Il est tentant de proposer 

que la présence d�une coiffe m3G sur les ARNm de sélénoprotéines participe à un 

mécanisme de régulation de leur traduction. En absence de SBP2, la traduction de 

l�ARNm de sélénoprotéine serait complètement inhibée par la coiffe m3G. La 

présence de SBP2, lèverait cette inhibition permettant une traduction spécifique par 

des ribosomes directement compétents pour le mécanisme de recodage du codon 

UGASec.  

 

Pour conclure, la coiffe m3G permet la traduction des ARNm de sélénoprotéines 

GPx1 et SelM dans les lysats de réticulocytes, mais avec une efficacité plus faible que 

la coiffe m7G. Deux hypothèses se présentent quant à cette différence d�efficacité : la 

coiffe m3G inhibe le recrutement du ribosome au niveau de l�ARNm, ou elle ralentit 

le processus d�élongation de la traduction. Pour répondre à cette question, nous avons 

analysé la capacité des ARNm de SelM coiffés par du m3G ou du m7G à s�associer 

aux ribosomes. Pour cette étude, notre équipe a mis au point des conditions 

permettant d�hyperméthyler et de marquer au 32P la coiffe des ARNm de 

sélénoprotétines in vitro de manière quantitative à l�aide de l�enzyme Tgs1 purifiée 

(voir chapitre Matériel et méthodes et Figure 58A). Ces ARNm ont été incubés avec 

des RRL, et la formation des complexes de traduction a été analysée par 

fractionnement sur gradient de sucrose (Figure 58B). Nous nous focaliserons 

principalement sur les résultats obtenus avec l�ARNm de SelM, certains résultats 

obtenus pour l�ARNm de GPx1 sont représentés dans les figures 61 et 68. Il apparaît 
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que les ARNm de SelM coiffés par du m3G sont très faiblement pris en charge par les 

ribosomes comparés à ceux coiffés par du m7G. La coiffe m3G ne permettrait donc 

pas le recrutement du ribosome vers l�ARNm. L�ajout de SBP2 CT n�a aucun effet 

sur le profil de polysome (Figure 58). Ceci est en contradiction avec nos résultats 

précédents (Figure 58) qui indiquent qu�en présence de SBP2 CT, les ARNm qui 

portent une coiffe m3G peuvent être traduits dans les lysats de réticulocytes, donc pris 

en charge par les ribosomes. Ceci est également en désaccord avec des résultats de 

Fletcher et al., 2000 qui montrent que l�ajout de SBP2 modifie légèrement le profil de 

polysome dans le cas de l�ARNm de GPx4 en permettant la fixation d�un ribosome 

supplémentaire sur l�ARNm. Les différences majeures entre ces expériences sont les 

temps d�incubation de l�ARNm avec les RRL qui sont respectivement de 5 minutes, 

25 minutes (Fletcher et al., 2000) ou 2 h (traduction in vitro). Cependant, au bout de 

25 minutes, les ribosomes sont majoritairement dissociés de l�ARNm dans nos 

conditions expérimentales et ne permettent plus l�analyse de l�effet de l�ajout de 

SBP2 (données non montrées).   

Figure 58. Les ARNm de SelM coiffés par du m3G recrutent peu de ribosomes in vitro dans les 

RRL 

(A) Hyperméthylation de la coiffe de l�ARNm de SelM par Tgs1. L�ARNm de SelM marqué à l'[ 32P]-
GTP au niveau de sa coiffe à été incubé ou non en présence de l�enzyme Tgs1. Afin de vérifier 
l�efficacité de la modification par Tgs1, les ARNm ont été digérés par la nucléase S1, les dinucléotides 
résultants ont été séparés par CCM sur une plaque PEI-cellulose. p* représente le phosphate marqué.  
(B) Assemblage de complexes de traduction sur les ARNm SelM coiffés par du m7G ou du m3G dans 
les RRL en présence ou absence de SBP2 CT. Les extraits traductionnels ont été fractionnés sur un 
gradient linéaire de sucrose 7-47%. La radioactivité présente dans chaque fraction a été mesurée par 
comptage Cerenkov et exprimée en pourcentage de nombre de coups total. La position des fractions 
contenant les polysomes, les complexes 80S et les RNP libres est indiquée sur le graphique. 

Par ailleurs, il est possible que d�autres facteurs nécessaires à la synthèse ou la 

régulation de l�expression des sélénoprotéines soient également limitants dans les 
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RRL. L�assemblage de complexes de traduction sur les ARNm de SelM et SelMCys 

coiffés par du m3G ou m7G a donc été testé dans des extraits de traduction réalisés à 

partir de cellules HeLa. Quelque soit la nature de la coiffe, les ARNm de SelM et 

SelMCys ne sont pas associés aux ribosomes dans les extraits de cellules HeLa 

(données non-présentées). L�expression des sélénoprotéines varie selon le type 

cellulaire et est tissu-spécifique (Behne et al., 1988; Schomburg and Schweizer, 

2009). Notre objectif sera, à plus long terme, de tenter d�optimiser les extraits de 

traduction cellulaire par l�ajout, ou la surexpression préalable dans les cellules, de 

SBP2 ou d�autres composants de la machinerie de recodage traductionnel. Nous 

pourrons également rechercher un type cellulaire plus adapté à l�expression des 

sélénoprotéines. Différents types cellulaires, incluant des lignées cellulaires 

d�hépatoblastome (HEPG2) (Dreher et al., 1997) et de mésothéliome (MSTO-211H) 

(Curcio et al., 2001), riches en sélénoprotéines, seront testés pour leur capacité à 

générer des extraits de traduction compatibles avec l�expression des sélénoprotéines. 

Il a été suggéré que l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines se déroulerait dans le 

noyau (Allmang et al., 2009; de Jesus et al., 2006; Papp et al., 2006; Small-Howard et 

al., 2006). Il est donc également possible qu�un ARN transcrit in vitro ne soit pas 

maturé ou assemblé de la même manière qu�il ne le serait in vivo, ce qui pourrait 

empêcher sa prise en charge par la machinerie traductionnelle. Une meilleure 

compréhension du mécanisme d�assemblage et de maturation des ARNm de 

sélénoprotéines est requise pour la mise en place d�un meilleur système d�étude de la 

coiffe m3G in vitro. En conclusion nous avons montré que la coiffe m3G inhibe le 

recrutement du ribosome sur les ARNm de sélénoprotéines, mais que la présence de 

SBP2 stimule préférentiellement la traduction des ARNm contenant un codon UGASec 

dans les lysats de réticulocytes de lapins quelque soit la nature de leur coiffe.  

 

III.2.1.1.b  La coiffe m7G des ARNm en cours de traduction est accessible et son 

hyperméthylation n�induit pas la dissociation des ribosomes 

 

Nous avons montré précédemment que les ARNm de sélénoprotéines coiffés par du 

m3G in vivo sont présents dans le cytoplasme et enrichis dans les fractions contenant 

les polysomes, indiquant qu�ils sont traduits (Wurth et al., 2014). Cependant, pour 

l�instant, aucune donnée ne nous a permis de définir à quelle étape avait réellement 
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lieu l�hyperméthylation de la coiffe de ces ARNm. Ainsi, il est envisageable que ce 

processus survienne sur des ARNm déjà en cours de traduction, après l�étape 

d�initiation par exemple. Ajoutée à ce stade, la coiffe m3G pourrait éventuellement 

jouer un rôle dans le mécanisme de recodage du codon UGASec. Puisque les ARNm de 

SelM coiffés par du m3G ne semblent pas initier la traduction in vitro, nous avons 

analysé l�impact de l�hyperméthylation de la coiffe sur des ARNm déjà assemblés 

sous forme de complexes de traduction (Figure 59).  

 
Figure 59. La coiffe m7G des ARNm en cours de traduction est accessible et son 

hyperméthylation n�induit pas la dissociation des ribosomes. 

Les ARNm de SelM et de la ß-globine (contrôle non-sélénoprotéine), ont été marqués radioactivement 
au niveau de la coiffe m7G et incubés 5 minutes avec des extraits RRL afin d�y assembler les 
complexes de traduction. Tgs1 a été, ajoutée (+) ou non (-) et l�incubation a été poursuivie pendant 10 
minutes supplémentaires. (A) Les réactions d�assemblage ont été analysées comme décrit dans la 
Figure 58. (B) Analyse de la nature de la coiffe des ARNm libres ou associés aux ribosomes après 
action de Tgs1. Les ARNm extraits des fractions 35-36 (RNP libres) et des fractions 20-23 (complexe 
80S) ont été digérés par la nucléase S1 et analysés par CCM, comme décrit Figure 58. 
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Ainsi, les ARNm de SelM et de la ß-globine, choisi comme contrôle non-

sélénoprotéine, ont été coiffés par du m7G et assemblés en présence d�extraits RRL. 

Les complexes ainsi formés ont été incubés en présence de Tgs1 pendant 10 minutes. 

Dans les deux cas, l�ajout de l�enzyme ne modifie pas le profil des polysomes (Figure 

59A). Afin de vérifier l�impact de Tgs1 sur le statut de méthylation de la coiffe, les 

ARNm présents au sein des particules 80S (fractions 20-23) ou des RNP libres 

(fractions 35-36) ont été rassemblés et digérés à la nucléase S1. Les dinucléotides 

résultants ont été analysés par chromatographie sur couche mince (CCM). Il apparaît 

que la coiffe des ARNm libres mais également celle des ARNm des fractions 80S a 

été hyperméthylée par Tgs1 (Figure 59B). Ainsi, l�hyperméthylation de la coiffe est 

encore possible après la formation des complexes de traduction, ce qui indique que la 

coiffe reste accessible. Ceci est également le cas pour l�ARNm de la ß-globine. La 

coiffe de tous les ARNm de la cellule pourrait être accessible durant leur traduction. 

En revanche leur hyperméthylation dépendrait de la capacité des ARNm à recruter ou 

non l�enzyme Tgs1. Il est possible que nos conditions in vitro ne garantissent pas cette 

spécificité. Cette expérience devra être réalisée avec des quantités plus faibles de 

Tgs1, mimant au mieux les conditions in vivo.  

 

Puisque l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm, après assemblage des complexes 

de traduction, n�induit pas la dissociation des ribosomes, on pourrait imaginer que 

Tgs1 soit recrutée vers la coiffe des ARNm de sélénoprotéines en cours de traduction. 

La coiffe m3G ainsi formée, pourrait avoir un effet positif sur l�étape de recodage de 

ces ARNm, expliquant l�impact fonctionnel de Tgs1 dans la synthèse in vivo des 

sélénoprotéines (Wurth et al., 2014). D�après nos résultats, la coiffe m3G ne permet 

pas l�initiation de la traduction dans les lysats de réticulocytes de lapin, mais pourrait 

être ajoutée ultérieurement et jouer un rôle dans le mécanisme de recodage. 

 

III.2.1.2 Analyse du mécanisme d�initiation et de recodage de la traduction des 

ARNm de sélénoprotéines in vitro   

 

Puisque nous avons montré qu�in vivo certains ARNm de sélénoprotéines peuvent 

porter les deux types de coiffes (Wurth et al., 2014), nous avons, en première 

approche, poursuivi l�étude détaillée de l�assemblage des complexes de traduction in 
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vitro sur les ARNm coiffés par du m7G. Nos objectifs sont de comprendre les 

mécanismes d�initiation et de recodage de la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines.  

 

III.2.1.2.a La présence du codon UGASec induit l�accumulation de ribosomes 80S sur 

l�ARNm de SelM 

Dans le but d�observer l�impact du codon UGASec et de l�élément SECIS sur 

l�assemblage des complexes de traduction in vitro, les ARNm radiomarqués de SelM 

et des mutants SelMCys et SelM SECIS ont été incubés avec des extraits RRL et 

fractionnés sur gradient de sucrose (Figure 60). Il apparait que le profil de polysome 

de l�ARNm SelM semble majoritairement bloqué sous forme de particule 80S et 

n�assemble que des monosomes ou des disomes, par comparaison au mutant SelMCys 

qui forme d�avantage de polysomes (Figure 60B), ce qui est tout a fait cohérant avec 

nos observations in vivo (Wurth et al., 2014). En effet, nous avions montré que la 

majorité des ARNm de sélénoprotéines présents dans les cellules HEK293FT 

sédimentent dans des fractions de poids moléculaire plus bas que des ARNm non-

sélénoprotéines, indiquant qu�ils sont associés à un plus faible nombre de ribosomes. 

Ceci est vraisemblablement lié à une pause ou un blocage du ribosome au niveau du 

codon UGASec. Il est également concevable que les ribosomes soient bloqués à 

l�initiation. En effet, la distance entre le codon UGASec et le codon AUG initiateur 

(141nts) devrait permettre l�assemblage de plus d�un ou deux ribosomes. Des résultats 

similaires ont déjà été observés pour l�ARNm de la sélénoprotéine PHGPx (Fletcher 

et al., 2000). Dans ce cas, l�ajout de SBP2 a permis d�augmenter le nombre de 

ribosomes assemblés sur l�ARNm. Les auteurs ont suggéré que SBP2 augmente 

l�efficacité de la traduction en améliorant le décodage du codon UGASec. L�ajout de la 

protéine SBP2 CT, nécessaire à la traduction de SelM dans les extraits de 

réticulocytes, ne modifie cependant pas le profil des polysomes dans nos conditions 

(Figure 58). De même, l�ajout de sélénium n�a eu aucun effet (données non 

présentées). L�ARNm du mutant SelM SECIS assemble moins de complexes que 

l�ARNm de SelM, ce qui indique que l�élément SECIS est non seulement essentiel au 

mécanisme de recodage (Copeland et al., 2000; Lescure et al., 2002d; Takeuchi et al., 

2009), mais est également important pour le recrutement des ribosomes sur l�ARNm 

(Figure 60B). 
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Figure 60. Analyse des 

complexes de traduction 

assemblés sur les ARNm de 

SelM coiffés par du m7G. 

Les ARNm de SelM, SelMCys, 
SelM SECIS et de la ß-globine 
(contrôle non-sélénoprotéine) 
marqués radioactivement au 
niveau de la coiffe m7G, sont 
incubés avec des extraits RRL 
afin d�y assembler les complexes 
de traduction. Les réactions 
d�assemblage ont été analysées 
de la même manière que décrit 
Figure 58. (A) Profil 
d�absorbance permettant de 
déterminer la position des 
polysomes, du complexe 80S et 
des RNP libres. (B-E) La 
radioactivité présente dans 
chaque fraction est quantifiée par 
comptage Cerenkov et exprimée 
en pourcentage de radioactivité. 
(B) Les complexes ont été formés 
en absence d�inhibiteurs de 
l�initiation de la traduction, (C) 
de cyclohexymide, (D) de GMP-
PNP, (E) d�édéine.  
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L�ensemble de ces observations a également été constaté pour l�ARNm de GPx1 (voir

III.3, Figures 61A et B). Il est par ailleurs frappant de constater qu�un seul nucléotide 

de différence entre le codon UGASec et le codon UGUCys  présent au sein du mutant 

SelMCys ait un tel impact sur l�assemblage des polysomes. Il est également 

envisageable que le codon UGASec constitue un signal essentiel au recrutement 

efficace de ribosomes actifs pour le recodage.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 61. Analyse des 

complexes de traduction 

assemblés sur les ARNm de 

GPx1 coiffés par du m7G in 

vitro. 

Les ARNm de GPx1, 
GPx1Cys et GPx1 SECIS, 
marqués radioactivement au 
niveau de la coiffe m7G, sont 
incubés avec des extraits de 
traduction afin d�y assembler 
les complexes traductionnels. 
Les réactions d�assemblage 
ont été analysées de la même 
manière que décrite Figure 
58. (A), (B), (C) Assemblage 
dans les extraits RRL, (A) en 
absence ou (B) en présence de 
la protéine SBP2 CT, ou (C) 
en présence d�inhibiteur 
GMP-PNP. 
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III.2.1.2.b Un mécanisme atypique d�initiation de la traduction pour l�ARNm de SelM 

 

Dans le but d�analyser le mécanisme d�initiation de la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines, nous avons analysé la composition des complexes de traduction 

assemblés sur l�ARNm de SelM, SelMCys, SelM SECIS et de la ß-globine en 

présence de cycloheximide, de GMP-PNP et d�édéine ; des inhibiteurs ciblant 

spécifiquement différentes étapes de l�initiation de la traduction. La cycloheximide 

bloque le ribosome dans l�étape de translocation, l�empêchant de passer en phase 

d�élongation. Lorsqu�elle est ajoutée avant l�étape d�assemblage des complexes de 

traduction, cela résulte en une accumulation de complexes 80S bloqués en phase 

d�initiation. Cet antibiotique lie le site E du ribosome et y bloque l�ARNt, empêchant 

les étapes de translocation ultérieures (de Loubresse et al., 2014; Schneider-Poetsch et 

al., 2010). Le GMP-PNP (5�Guanylyl-imidodiphosphate) entre en competition avec le 

GTP pour la liaison au facteur d�initiation eIF5B. L�hydrolyse du GTP par eIF5B est 

nécessaire à l�association de la sous-unité ribosomique 60S. Ainsi, l�ajout du GMP-

PNP avant l�étape d�assemblage de complexes de traduction abolit complètement la 

formation de complexes 80S et induit l�accumulation de complexes 48S (Hiremath et 

al., 1989; Locker et al., 2006; Wilson et al., 2000b). Enfin, l�édéine empêche 

l�interaction entre le codon de l�ARNm et l�anticodon de l�aminoacyl-ARNt (Dinos et 

al., 2004), rendant la formation de complexes ribosomes-ARNm impossible. 

 

En présence de cycloheximide, comme attendu, les quatre ARNm ne sont plus 

assemblés sous forme de polysomes et il apparaît une accumulation de complexes 

ARNm-80S (Figure 60C). Il est intéressant de noter que le mutant SelM SECIS 

présente un léger défaut d�assemblage également en présence de cycloheximide, 

confirmant le rôle de l�élément SECIS dans le recrutement des ribosomes vers 

l�ARNm. Comme attendu, la présence de GMP-PNP empêche la formation des 

complexes 80S (Figure 60D). En revanche, le GMP-PNP empêche également la 

formation de complexe 48S pour les ARNm de SelM et des mutants SelMCys et 

SelM SECIS, contrairement à l�ARNm de la ß-globine. Ces résultats sont révélateurs 

d�un mécanisme d�initiation non-canonique pour l�ARNm de SelM. Le GMP-PNP est 

un analogue du GTP et un inhibiteur compétitif des enzymes utilisant le GTP (les 

GTPases). Dans le mécanisme d�initiation de la traduction canonique, la formation du 
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complexe 48S requiert l�hydrolyse de GTP par eIF2. La molécule de GTP liée à eIF2, 

contrairement à celle associée à eIF5B, ne s�échange pas avec le GMP-PNP (Pestova 

et al., 2000). L�absence de complexes 48S sur les ARNm de SelM en présence de 

GMP-PNP pourrait indiquer, dans ce cas précis, que le mécanisme d�initiation 

requière l�activité d�une GTPase supplémentaire, c�est à dire différente de eIF2 ou 

eIF5B (Wilson et al., 2000b). Enfin, comme attendu, l�édéine empêche la formation 

de tout complexe de traduction sur les quatre ARNm, confirmant que l�interaction 

codon-anti-codon est nécessaire à l�initiation de la traduction de ces ARNm (Figure 

60E). L�ensemble de ces résultats indique que le recrutement du ribosome au niveau 

de l�ARNm de SelM fait intervenir un mécanisme atypique.  

 

Des résultats différents ont été observés pour l�ARNm de GPx1 (Figure 61C) qui est 

capable d�assembler des complexes 48S en présence de GMP-PNP. Ainsi cette 

singularité dans le mécanisme d�initiation observée pour l�ARNm de SelM pourrait 

être une spécificité unique à cet ARNm. Il est également envisageable que différents 

mécanismes d�initiation puissent exister pour les ARNm de sélénoprotéines. Ainsi, 

l�étape de formation du complexe 48S devra être analysée pour l�ensemble des 

ARNm de sélénoprotéines.  

 

III.2.1.2.c Localisation du ribosome sur l�ARNm 

 

Nous avons précédemment montré que les ARNm de sélénoprotéines endogènes 

sédimentent dans les fractions de poids moléculaires plus faibles que les ARNm 

classiques (Wurth et al., 2014), indiquant la présence d�un plus faible nombre de 

ribosomes associés à ces ARNm. De même, nous avons observé l�accumulation de 

ribosomes 80S sur l�ARNm de SelM alors que l�ARNm du mutant SelMCys est 

trouvé dans des polysomes. Ceci nous conduit à émettre l�hypothèse d�une pause du 

ribosome en cours d�élongation au niveau du codon UGASec. Il a été proposé que cette 

pause soit une caractéristique cinétique de l�incorporation de sélénocystéine et que le 

mécanisme de décodage du codon UGASec serait un processus lent (Fletcher et al., 

2000; Stoytcheva et al., 2006b). Une étude de « ribosome profiling » réalisée chez la 

souris a montré qu�une pause du ribosome est présente plusieurs nucléotides en amont 

du codon UGASec pour les ARNm de GPx1, SelW, SelX et SelH ; un supplément de 
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sélénium dans l�alimentation augmente considérablement la densité de ribosomes en 

amont du codon UGASec (Howard et al., 2013). 

 

Pour vérifier d�une part l�hypothèse d�une pause naturelle du ribosome sur l�ARNm 

de SelM lors de l�élongation et d�autre part le mode de recrutement du ribosome lors 

de l�initiation nous avons réalisé des expériences de toeprint. Celles-ci ont été 

réalisées sur l�ARNm de SelM coiffé par du m7G en présence d�extraits de 

réticulocytes de lapin, et l�arrêt de la réverse transcriptase (RT) correspondant au 

ribosome a été recherché dans les séquences avoisinant le codon initiateur AUG et le 

codon UGASec. Les complexes de traduction, de haut poids moléculaire, sont enrichis 

dans les culots après ultracentrifugation, ce qui permet de les différencier des 

protéines de liaison à l�ARNm, qui sont à la fois présentes dans les culots et les 

surnageants. Afin de bloquer les ribosomes à l�initiation, nous avons utilisé des 

inhibiteurs de la traduction, la cycloheximide (voir ci-dessus) et l�hygromycine-B qui 

bloquent toutes deux l�étape de translocation du ribosome, empêchant ainsi l�entrée 

en élongation. L�hygromycine-B augmente légèrement l�affinité de l�ARNt pour le 

site A du ribosome, bloquant ainsi l�étape de translocation (Cabañas et al., 1978; 

Peske et al., 2004). Contrairement aux ribosomes, l�association des protéines de 

liaison à l�ARNm n�est pas sensible aux antibiotiques utilisés. On peut ainsi observer 

un certain nombre de pauses de la réverse transcriptase qui pourraient correspondre à 

la position de protéines provenant des extraits de réticulocytes indiqués par des 

étoiles. 
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Figure 62. Localisation du ribosome sur l�ARNm de SelM. 

Des expériences de toeprint ont été réalisées sur l�ARNm de SelM coiffé par du m7G. Les complexes 
de traduction ont été assemblés dans des extraits RRL, en présence ou en absence de cycloheximide et 
d�hygromycine et fractionnés par ultracentrifugation en culot (C) et surnageant (S) afin de différencier 
les arrêts de la RT liés à la liaison de protéines provenant des RRL à l�ARN (marqués par des étoiles), 
des arrêts liés à la présence du ribosome sur l�ARN. Des oligonucléotides complémentaires à des 
régions en aval du codon initiateur AUG ou Oligo AUG (A) et du codon UGASec ou Oligo UGA (B)

ont été utilisés pour l�étape de RT. Les positions des nucléotides de l�ARN de SelM sont indiquées en 
noir, la position de la région 5�UTR, du codon d�initiation et du codon UGASec sont indiqués en 
couleur. La position +17 correspond à la position habituelle d�un toeprint lorsque le codon initiateur 
AUG est localisé dans le site P du ribosome. TACG, représentent la réaction de séquençage de l�ARN. 
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Les expériences de toeprint n�ont révélé aucune pause du ribosome aux alentours du 

codon AUG, notamment en +17, site de pause habituel de la reverse transcriptase 

lorsque le codon AUG initiateur est dans le site P du ribosome (Figure 62A). Par 

ailleurs aucune pause de la RT liée à la présence du ribosome n�a été observée au 

niveau du codon UGASec (Figure 62B). Ces résultats indiquent que l�accumulation de 

80S, observée lors des expériences d�assemblage de complexes de traduction sur 

l�ARNm de SelM (Figure 60B), ne se ferait ni au niveau du codon initiateur, ni du 

codon UGASec. Des résultats identiques ont été obtenus lors des expériences de 

toeprint sur l�ARNm de GPx1 (Figure 68A). Il est également possible que le 

complexe de traduction formé ne soit pas suffisamment stable pour pouvoir être 

analysé par toeprint, ou qu�il soit assemblé au niveau d�une structure de l�ARNm, 

induisant une pause de la RT que le ribosome soit présent ou absent. L�absence de 

pause du ribosome au niveau du codon initiateur AUG de l�ARNm, même en 

présence de cycloheximide ou d�hygromycine-B, pourrait également indiquer 

l�existence d�un mécanisme d�initiation de la traduction différent. Le ribosome 

pourrait être recruté ailleurs sur les ARNm de sélénoprotéines.  

 

III.2.1.2.d La région 3�UTR de l�ARNm de SelM est impliquée dans le recrutement 

du ribosome 

 

Plusieurs études ont montré que la région 3�UTR des ARNm peut être impliquée dans 

la régulation de leur traduction (De Moor et al., 2005; Nicholson and White, 2011). 

Ainsi, nous avons analysé le rôle de la région 3�UTR entière de l�ARNm de SelM sur 

l�assemblage des complexes de traduction. Tandis que la délétion de l�élément SECIS 

n�induit qu�une faible modification du profil de polysomes, la délétion de la totalité 

de la région 3�UTR abolit totalement la formation de 80S et tout l�ARNm est retrouvé 

dans les fractions de RNP libres (Figure 63A). Ces résultats indiquent que d�autres 

éléments présents dans la région 3�UTR, en dehors du SECIS, sont impliqués dans le 

recrutement des ribosomes vers l�ARNm de SelM.  
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Figure 63. La région 3�UTR est 

requise pour l�assemblage des 

complexes de traduction sur 

l�ARNm de SelM. 

(A) Assemblage de complexes de 
traduction sur les ARNm de SelM, de 
SelM SECIS et de SelM 3�UTR 
dans les RRL. Les extraits 
traductionnels ont été fractionnés 
comme décrit dans la Figure 58. (B) 
Expériences de toeprint sur l�ARNm 
de SelM coiffé par du m7G en 
absence ou en présence de 
cycloheximide, d�hygromycine, de 
GMP-PNP ou de SBP2 CT ; l�analyse 
a été réalisée au niveau de la région 
3�UTR de l�ARNm en utilisant un 
oligonucléotide complémentaire à 
l�extrémité 3� de l�ARNm (Oligo 
3�UTR) durant l�étape de RT. Les 
positions de pause de la RT liées à la 
présence de SBP2 CT sur l�ARNm de 
SelM sont indiquées par des flèches 
bleues et celles liées aux RRL, par 
des flèches violettes. Les gels sont 
annotés comme décrit Figure 62. 
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L�analyse de la région 3�UTR par des expériences de toeprint, révèle la présence de 

fortes pauses de la RT en aval de l�élément SECIS lorsque l�ARNm est assemblé dans 

les RRL (Figure 63B, pistes 3 à 10). Ces pauses sont plus intenses dans les culots qui 

contiennent généralement les ribosomes, que dans les surnageants (Figure 63B, 

comparer les pistes 4, 6, 8, 10 avec 3, 5, 7, 9) indiquant qu�il pourrait s�agir de 

complexes de haut poids moléculaires interagissant avec l�ARN. L�ajout 

d�antibiotiques destinés à inhiber les diverses étapes de la traduction ne modifie pas le 

profil des pauses (Figure 63B, pistes 5 à 10); il en va de même pour l�ajout de SBP2 

CT (Figure 63B, pistes 11,12), indiquant qu�il ne s�agit pas de ribosomes. Comme 

attendu, en présence de SBP2 CT, des pauses de la RT sont observées au niveau de 

l�élément SECIS (Figure 63B, pistes 11-12, positions 603 et 616), indiquant que notre 

méthode d�extension d�amorce permet de détecter des interaction protéines-ARN. 

 

Nos résultats indiquent que la région 3�UTR de l�ARNm de SelM joue un rôle 

important dans la traduction, probablement via l�interaction avec des facteurs ou des 

complexes, ou du fait de sa structure. De plus, l�élément SECIS ne serait pas le seul 

élément de la région 3�UTR dont la fonction est importante pour la synthèse des 

sélénoprotéines. Récemment, il a été montré que des structures en tige-boucle à 

proximité de l�élément SECIS dans la région 3�UTR de l�ARNm de SelS régulent 

l�incorporation de sélénocystéine au cours de la synthèse de SelS (Bubenik et al., 

2013). Des éléments régulateurs ont également été retrouvés dans la phase codante de 

certains ARNm de sélénoprotéines, sous la forme de structures en tige-boucle situées 

quelques nucléotides en aval du codon UGASec appelé SRE (pour Selenocysteine 

Redefinition Element) et seraient impliqués dans l�efficacité du mécanisme de 

recodage (Howard et al., 2005a, 2007b). La capacité de divers éléments des ARNm à 

influencer l�incorporation de sélénocystéine et la traduction des sélénoprotéines, 

souligne l�importance du contexte de séquence et de structure de l�ARN lors de 

l�étude des mécanismes traductionnels. Le logiciel RNA fold 

(http://rna.tbi.univie.ac.at/) prédit une structrure en tige-boucle dans la région 3�UTR, 

en aval de l�élément SECIS, représentée Figure 64. Les pauses de la RT observées en 

présence de RRL sont localisées au pied de cette structure en tige-boucle, indiquant 

que celle-ci pourrait être impliquée dans une interaction avec des protéines ou 

complexes, éventuellement importants pour la traduction de l�ARNm. Des 
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expériences futures viseront à analyser l�impact de cette tige-boucle sur la traduction 

de l�ARNm de SelM. 

Figure 64. Prédiction de structure 

dans la région 3�UTR. 
L�élément SECIS et la structure en tige 
boucle prédite dans la région 3�UTR de 
l�ARNm de SelM par le logiciel RNA 
fold sont représentés. Les positions des
pauses de la RT (observées figure 63B) 
liées à la présence de SBP2 CT sont 
indiquées par des flèches bleues et 
celles induites par les extraits RRL, par 
des flèches violettes. 

III.2.1.2.e La protéine SBP2 se lie en amont du codon UGASec de l�ARNm de SelM 

Puisque SBP2 est essentielle au recodage traductionnel de l�ARNm de SelM, des 

expériences d�élongation d�amorce ont été réalisées en présence de la protéine. Une 

pause de la RT en présence de SBP2 CT a étonnamment été observée 48 nucléotides 

(position 160) en amont du codon UGASec (Figure 65, comparer pistes 7-8 avec 5-6 et 

Figure 66B, comparer pistes 9-10 avec 7-8). Cette pause est directement induite par 

SBP2 (Figures 65 et 66B, pistes 3-4), elle est absente dans les extraits de réticulocytes 

seuls (Figure 65, pistes 5-6 et Figure 66B, pistes 8-9). La même pause d�élongation en 

position 160 est observée sur les ARNm SelMCys et SelM SECIS (Figure 65, pistes 

11-12, 15-16 et 19-20 et 23-24), indiquant qu�elle ne dépend ni de la présence du 

codon UGASec, ni de l�élément SECIS. Une protéine tronquée SBP2 545-854, qui 

n�est plus capable de lier l�ARN SECIS (Takeuchi et al., 2009) a été utilisée comme 

contrôle (Figure 66A, pistes 5-6). La pause d�élongation située 48 nucléotides en 

amont du codon UGASec est aussi observée avec la protéine SBP2 545-854 (Figure 

66B, pistes 7-8 et 13-14). Ces résultats suggèrent que la protéine SBP2 est capable de 

se lier à l�ARNm de SelM dans une autre région que le SECIS et que cette interaction 
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ne nécessite pas la présence d�un domaine de liaison à l�ARN SECIS fonctionnel. Il 

serait intéressant de tester si le domaine L7AE, qui reste présent dans la protéine 

SBP2 545-854, pourrait être suffisant pour cette interaction.  

Figure 65. Empreinte de la protéine SBP2 en amont du codon UGASec de l�ARNm de SelM. 

Expérience de toeprint réalisée sur les ARNm de SelM, SelMCys et SelM SECIS coiffés par du m7G. 
Les complexes de traduction ont été assemblés en présence ou en absence d�extraits RRL et de la 
protéine SBP2 CT. La position de SBP2 CT a été recherchée dans la région entourant le codon UGASec. 
Les annotations sont comme indiquées Figure 62. Les pauses de RT dues à SBP2 CT sont pointées 
d�une flèche verte. Les étoiles représentent la position des pauses de RT dues aux extraits RRL. 
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Figure 66. Empreinte de la protéine SBP2 dans les régions UGASec et SECIS de l�ARNm de SelM 

et prédiction de structure 

La position de SBP2 CT sur l�ARNm de SelM coiffé par du m7G a été recherchée par analyse toeprint 
dans la région SECIS en 3�UTR (A) et dans la région entourant le codon UGASec (B). Les complexes 
de traduction ont été assemblés en présence ou en absence d�extraits RRL, de SBP2 344-854 (SBP2 
CT) ou de SBP2 545-854. Les annotations sont expliquées Figure 62. (C) et (D) Prédictions de 
structure par le logiciel SECISaln de la région SECIS en 3�UTR (C) et de la région située en amont du 
codon UGASec (D). La position des pauses de la RT liées à la présence de SBP2 sur l�ARNm de SelM 
est indiquée par des flèches. Les étoiles représentent la position des pauses de RT dues aux extraits 
RRL. 
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Nous avons recherché des éléments de structure secondaire dans la région entourant le 

codon UGASec à l�aide des logiciels M-Fold (Zuker, 2003) 

(http://mfold.rna.albany.edu/), un outil de prédiction de la structure secondaire des 

ARN, et SECISaln (Chapple et al., 2009a) (http://genome.crg.es/software/secisaln/), 

qui recherche la présence d�éléments SECIS eucaryotiques dans une séquence 

nucléotidique. Le logiciel SECISaln a permis de prédire la présence d�une structure de 

type SECIS en amont du codon UGASec de l�ARNm de SelM, que nous appellerons 

�pseudo-SECIS�. Cette prédiction est représentée Figure 66D. La prédiction du 

SECIS en 3�UTR est représentée Figure 66C et diffère légèrement de la structure 

SECIS publiée (Korotkov et al., 2002b), représentée Figure 64) par une petite 

structure en tige-boucle à la place de la boucle-interne. La position des pauses de RT 

induites par la protéine SBP2 CT dans les expériences d�élongation d�amorce y sont 

reportées. Les pauses observées au niveau de l�ARN SECIS sont localisées au niveau 

du quartet de paires de bases non Watson-Crick et de la boucle apicale en accord avec 

les modèles d�interaction proposés précédemment (Allmang et al., 2002a; Cléry et al., 

2007; Fletcher et al., 2001; Korotkov et al., 2002a; Takeuchi et al., 2009).  La pause 

d�élongation due à SBP2 CT présente en amont du codon UGASec, est localisée en 5� 

de la structure �pseudo-SECIS� prédite ce qui pourrait indiquer un mode d�interaction 

différent de celui décrit pour l�élément SECIS. En vue de confirmer la présence de cet 

élément �pseudo-SECIS� en amont du codon UGASec , il sera nécessaire de déterminer 

la structure secondaire de l�ARNm de SelM par des méthodes d�analyses structurales 

en solution telles le sondage chimique et enzymatique (Jaeger et al., 2006) ou la 

méthode de  SHAPE (Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension) 

(Merino et al., 2005). Dans le but de valider l�interaction de SBP2 avec l�élément 

�pseudo-SECIS� de l�ARNm SelM, des expériences de retard sur gel ont été réalisées 

à l�aide d�un transcrit ARN correspondant aux nucléotides 113-203 situé en amont du 

codon UGASec (Figure 67). Ce transcrit contenant l�élément �pseudo-SECIS� 

(représenté Figure 67A), a été marqué au 32P et incubé en présence de quantités 

croissantes de protéine SBP2 CT (Figure 67C). Alors que SBP2 CT est capable de se 

lier à l�ARN SECIS (Kd= 1,6  M), elle ne se lie que faiblement à l�ARN �pseudo-

SECIS�. Le déplacement observé, bien que faible, est significatif et pourrait 

correspondre à une conformation minoritaire capable d�interagir avec la protéine 
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SBP2 CT. En effet, cet ARN adopte plusieurs conformations sur gel natif (comparer 

les Figures 67B et C) et l�une d�elle est déplacée en présence de SBP2 CT.  

Figure 67. SBP2 interagit faiblement avec la région entourant le codon UGASec. 

Expériences de retard sur gel montrant l�interaction de SBP2 avec les transcrits d�ARN de SelM SECIS 
(3�UTR) et pseudo-SECIS (ORF). (A) Représentation schématique de l�ARNm de SelM. Les transcrits 
utilisés pour les expériences de retard sur gel, contenant l�élément SECIS ou le �pseudo-SECIS�, sont 
représentés en bleu et en vert respectivement. (B) Analyse des transcrits marqués en interne à l�aide
d�[ 32P]-ATP, sur gel de polyacrylamide dénaturant 8%. (C) Les transcrits contenant le �pseudo-
SECIS� ou l�élément SECIS on été incubés en présence d�une quantité croissante de la SBP2 CT et 
déposés sur gel de polyacrylamide 8% en conditions natives.  

Des informations structurales nous permettront de mieux déterminer la taille et les 

bornes du transcrit d�ARNm de SelM dans la région du codon UGAsec en tenant 

compte de son repliement. Si cette interaction est confirmée, il sera nécessaire de la 

caractériser biochimiquement et fonctionnellement. Pour cela, des mutations dans la 

séquence du �pseudo-SECIS� seront réalisées et leur impact sur l�interaction de cet 

élément avec SBP2 et sur le mécanisme de recodage du codon UGASec de l�ARNm 

SelM seront analysés. Les appariements non-canoniques seront mutés afin de 

déterminer si les mêmes principes de reconnaissance (Walczak et al., 1998)

gouvernent l�interaction SBP2-�pseudo-SECIS� et SBP2-SECIS. Des résultats 

d�expériences par élongation d�amorces similaires ont été obtenus avec l�ARNm 

GPx1 (Figure 68) et une structure �pseudo-SECIS� a également pu être prédite en 

amont du codon UGASec, l�ARNm de SelM ne semble donc pas être un cas particulier.
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Figure 68. Localisation du ribosome sur l�ARNm de GPx1 
(A) Des expériences de toeprint ont été réalisées sur l�ARNm de GPx1 coiffé par du m7G. Les 
complexes de traduction ont été assemblés dans des extraits RRL, en présence ou en absence de 
cycloheximide/hygromycine ou de SBP2 CT. Afin de différencier les arrêts de la RT liés à la liaison du 
ribosome sur l�ARN de celles provenant des protéines (marqués par des étoiles), les complexes ont été 
fractionnés par ultracentrifugation en culots (C) et surnageants (S). Des oligonucléotides 
complémentaires à des régions en aval du codon initiateur AUG (Oligo AUG), du codon UGASec

(Oligo UGA) ou de l�élément SECIS (Oligo SECIS) ont été utilisés pour l�étape de RT. Les positions 
des nucléotides de l�ARN de GPx1 sont indiquées en noir et la région 5�UTR, le codon d�initiation, le 
codon UGASec et l�élément SECIS sont indiqués en couleur. (B) Prédiction de structure secondaire de 
la région SECIS (SECIS 3�UTR) et de la région située en amont du codon UGASec (Pseudo-SECIS 
ORF) par le logiciel SECISaln. Les positions de pause de la RT liées à la présence de SBP2 CT sur 
l�ARNm de SelM sont marquées par des flèches. Les étoiles représentent la position des pauses de RT 
dues aux extraits RRL.  

R
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Pour les deux ARNm SelM et GPx1, le quartet de paires de bases non Watson-Crick 

du �pseudo-SECIS� est située à une distance du codon UGASec presque identique. De 

plus, en présence de RRL, une pause de la RT au même endroit dans le �pseudo-

SECIS� est observée pour les ARNm de SelM (position 192) et GPx1 (position 198), 

et pourrait indiquer la liaison d�une protéine autre que SBP2 (Figures 65, 66D et 68). 

Il sera nécessaire de vérifier si ce modèle est généralisable à l�ensemble des ARNm 

de sélénoprotéines. L�existence d�une telle interaction pourrait fournir un début 

d�explication quant à la manière dont se fait la communication entre le SECIS en 

3�UTR de l�ARNm et le codon UGASec au cours du mécanisme de recodage des 

sélénoprotéines. En effet, SBP2, en interagissant avec le �pseudo-SECIS�, pourrait 

permettre d�apporter les facteurs d�incorporation de la sélénocystéine à proximité du 

codon UGASec, rendant l�étape de recodage plus efficace. 

 

Pour conclure, nos résultats indiquent que le mécanisme d�initiation de la traduction 

des ARNm de sélénoprotéines est atypique. Ce mécanisme requiert la présence d�une 

GTPase différente de celles impliquées dans le processus d�initiation canonique. Nous 

avons montré que la région 3�UTR est essentielle au recrutement des ribosomes sur 

l�ARNm de SelM. Par ailleurs, nous avons identifié un site de liaison de SBP2 dans la 

phase codante de l�ARNm à proximité du codon UGASec ; une structure de type 

« SECIS-like » peut être prédite dans cette région. La seule présence du codon 

UGASec induit l�accumulation de ribosomes 80S sur l�ARNm de SelM. Ces éléments 

en cis pourraient constituer des signaux essentiels pour le recrutement des ribosomes 

sur les ARNm de sélénoprotéines.  

 

III.2.2 Vers l�identification de nouveaux facteurs des complexes de traduction 

des ARNm de sélénoprotéines 

Afin d�identifier de nouveaux facteurs potentiellement impliqués dans le mécanisme 

de traduction des sélénoprotéines, j�ai mis au point une méthode permettant de 

purifier les complexes ribonucléiques assemblés in vivo sur les ARNm de la 

sélénoprotéine HA-GPx1, basée sur l�utilisation d�oligonucléotides complémentaires 

biotinylés. Le schéma de purification est décrit dans la Figure 69 et les mises au point 

expérimentales sont présentées dans la partie Matériel et Méthodes.  
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Figure 69. Schéma expérimental de la purification des complexes associés à l�ARNm de HA-

GPx1 in vivo. 

Un oligonucléotide ARN 2�O méthylé complémentaire à l�étiquette HA (ARN HA-Biot) est 
immobilisé sur des billes magnétiques couplées à la streptavidine (Str) et incubé en présence d�extrait 
de cellules HA-GPx1 dans lesquels les complexes de traductions ont été préalablement bloqués à la 
cycloheximide. Seule la rétention d�un ARNm ayant lié le ribosome est représentée sur la figure, les 
ARNm HA-GPx1 libres de ribosomes et associés sous forme de RNP sont également retenus. Après  
lavages, des oligonucléotides ADN (ADN 5�HA et ADN 3�HA) sont hybridés spécifiquement sur 
l�étiquette HA de l�ARNm HA-GPx1 en 5� et en 3� du site de l�oligonucléotide ARN HA-Biot. La 
digestion des hybrides ADN/ARN par la RNase H permet d�éluer spécifiquement les complexes 
associés à l�ARNm HA-GPx1, dont la composition protéique sera ensuite analysée par spectrométrie 
de masse. 
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Des extraits de cellules exprimant l�ARNm de HA-GPx1 de manière conditionnelle 

(voir Résultats 1.1), ont été purifiés par l�intermédiaire d�un oligonucléotide ARN 

2�O-méthylé et biotinylé complémentaire à l�étiquette HA. Les complexes protéiques 

assemblés sur les ARNm HA-GPx1 ont été élués par clivage à la RNase H, à l�aide de 

2 oligonucléotides ADN s�hybridant de part et d�autre de l�oligonucléotide ARN 

biotinylé. Le suivi de la purification par RT-qPCR est représenté dans la Figure 70A.  

Figure 70. Purification de complexes associés à l�ARNm de HA-GPx1 in vivo. 

Les complexes associés à l�ARNm HA-GPx1 ont été purifiés à partir d�extraits de cellules HA-GPx1 
induites à la doxycycline (+) ou non-induites (-) d�après la méthode présentée Figure 69. Un contrôle 
de purification sans oligonucléotides ARN HA-Biot (Ctrl) a été réalisé. In : extrait de départ (input), 
FT : surnageant (flow-through), w4= 4ème lavage (wash), E : élution. (A) Analyse du taux 
d�enrichissement relatif des ARNm HA-GPx1 par RT-qPCR, les résultats sont normalisés par rapport à 
HPRT et GAPDH. (B) Analyse des protéines associées à l�ARNm HA-GPx1 par électrophorèse sur gel 
SDS-PAGE et coloration au nitrate d�argent.  

L�ARNm HA-GPx1 purifié à partir d�extraits de cellules induites est enrichi de 15 

fois (colonne +) par rapport au contrôle de purification réalisé sans oligonucléotides 

biotinylés (colonne Ctrl). En absence d�induction (colonne -) une quantité non-

négligeable d�ARNm HA-GPx1 est retenue sur les billes. Ceci est expliqué par 

l�existence d�une  expression basale de l�ARNm de HA-GPx1 à partir du promoteur 

CMV en absence d�induction. Par ailleurs, une différence significative dans la 

composition protéique est visible en présence d�oligonucléotide biotinylé comparé au 

contrôle sans oligonucléotide (Figure 70B, pistes 3 à 8). Cela pourrait indiquer la 

présence de protéines qui sont retenues par le biais de l�ARNm de HA-GPx1. Peu de 

différences sont cependant observées entre les éluats provenants des extraits induits 

(colonne +) et non-induits (colonne -), ce qui est vraisemblablement du à l�expression 

basale de l�ARNm de HA-GPx1 (Figure 70A). L�analyse par spectrométrie de masse 
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des complexes ainsi purifiés a permis d�identifier 35 protéines retrouvées 

spécifiquement en présence d�oligonucléotide biotinylé (sur un ensemble de 63 

protéines retenues au total). Parmi celles-ci 7 protéines spécifiques sont également 

retrouvées en absence d�induction de HA-GPx1. Les résultats sont présentés dans le 

Tableau 3.  

Tableau 3. Analyse de la composition protéique de complexes purifiés associés à l�ARNm de HA-

GPx1 in vivo, par spectrométrie de masse. 
Au total, 36 protéines ont été retrouvées dans l�éluat contrôle (Ctrl), 13 dans l�éluat (-) et 63 dans 
l�éluat (+). Seules les protéines présentes dans les éluats (+) et (-) et absentes de l�éluat (Ctrl) sont 
représentées dans le tableau. Des codes couleurs ont été attribués aux protéines selon leur fonction. 
Spectres= Nombre de spectres fragmentés, Score= Score total Mascot. Ces valeurs sont indicatives de 
l'abondance des protéines dans l�éluat. 

Les protéines identifiées sont impliquées dans différentes étapes du métabolisme de 

l�ARNm telles que la transcription, la polyadénylation, l�épissage, la localisation et la 

traduction. Plusieurs facteurs connus comme étant impliqués dans la régulation de 
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l�expression des sélénoprotéines sont retrouvés : eIF4A3, la nucléoline et YBX1, ce 

qui semble valider notre approche expérimentale (Tableau 3). Malheureusement, les 

protéines SBP2 et eEFSec, essentielles au mécanisme de recodage ne sont pas 

retrouvées. Il a été montré que l�interaction de eIF4A3 avec certains ARN SECIS, 

dont celui de GPx1, empêche le recrutement de SBP2 et inhibe le mécanisme de 

recodage des sélénoprotéines (Budiman et al., 2009a, 2011). Ceci est compatible avec 

nos données de purification et pourrait expliquer l�absence de SBP2. La nucléoline 

quant à elle se lie à l�élément SECIS de certains ARNm de sélénoprotéines et 

stimulerait leur traduction (Miniard et al., 2010; Wu et al., 2000). Enfin, la protéine 

YBX1 (ou NSEP1), interagit avec l�élément SECIS (Fagegaltier et al., 2000d; Shen et 

al., 1998) et son inhibition par siARN inhibe la synthèse des sélénoprotéines, ce qui 

laisse suggérer qu�elle joue un rôle dans le mécanisme de recodage (Qichang Shen, 

2006). Deux des protéines que nous avons purifié avec l�ARNm de HA-GPx1, 

hnRNP A1 et U5-116kD (U5S1 ou EFTuD2), avaient précédemment été retrouvées 

en interaction avec la protéine SBP2 par immunoprécipitation et crible double-

hybride dans notre laboratoire (voir Figure 48A). U5-116kD est un constituant de la 

snRNP U5 et est impliquée dans l�épissage des ARNm (Fabrizio et al., 1997). Cette 

protéine est un homologue du facteur d�élongation EF-2 (translocase du ribosome) et 

possède une activité GTPase. L�une de nos hypothèses étant que l�ARNm de SelM 

requière une GTPase différente de eIF2 pour l�assemblage du complexe 48S (Figure 

60D), la protéine U5-116kD pourrait constituer un candidat potentiel. hnRNP A1 est 

une des proteines les plus abondantes dans le noyau et est exprimée de manière 

ubiquitaire. Elle a des fonctions multiples dans la régulation de l�expression des gènes 

en régulant les étapes majeures de la maturation et de l�assemblage des transcrit 

naissants (Jean-Philippe et al., 2013). La protéine contient deux domaines RRM de 

liaison à l�ARN ainsi qu�une région C-terminale riche en glycines et arginines qui 

contient un domaine de liaison à l�ARN tri-RGG (Jean-Philippe et al., 2013; 

Thandapani et al., 2013). Ce domaine est la cible de Protéines Arginyl-

MéthylTransférases (PRMT) responsables de la modulation de la liaison des hnRNP à 

l�ARN (Friend et al., 2013). En plus de la nucléoline, hnRNP A1 pourrait être une 

cible potentielle de la protéine PRMT5, recrutée vers les ARNm de sélénoprotéine via 

son interaction avec la protéine SBP2 (voir Résultats II). Le rôle de U5-116kD et de 

hnRNPA1 dans le mécanisme de synthèse des sélénoprotéines sera étudié. Dans un 
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premier temps, l�effet de l�inactivation de U5-116kD et de hnRNPA1 par siARN sur 

la synthèse de HA-GPx1 sera évalué. Leur interaction avec les différents facteurs de 

la machinerie de recodage, dont SBP2, sera analysée. La méthylation de hnRNPA1 

par le méthylosome sera testée in vitro, afin de déterminer si hnRNPA1 peut être le 

substrat de ce complexe. D�autres protéines impliquées dans la régulation du cycle 

cellulaire ont été co-purifiées avec l�ARNm de HA-GPx1. Si ces interactions sont 

impliquées dans l�expression des sélénoprotéines, cela indique que leur synthèse, en 

plus d�être régulée par le taux de sélénium, pourrait dépendre du cycle cellulaire. 

Enfin, RBB5 ou WBP11 n�ont pas de fonction connue.  

 

Au vu des différentes protéines identifiées (Tableau 3), il apparaît que notre méthode 

a bien permis de purifier des complexes ribonucléoprotéiques associés à l�ARNm de 

HA-GPx1 in vivo. Cependant, certaines améliorations pourront être apportées. En 

effet, l�absence de SBP2 et des facteurs de recodage et la faible abondance de 

protéines ribosomiques et de facteurs de traduction, indique que peu de complexes de 

traduction ont été purifiés. En revanche, la présence de XRN2 et de eIF4A3, 

composant de l�EJC (Exon Junction Complex) dans les complexes indique que ces 

ARNm seraient sujets au mécanisme du NMD. Il semblerait donc qu�au lieu de 

purifier des complexes de traduction, nous ayons majoritairement purifié des 

complexes de régulation négative de la traduction ou soumis au NMD. Il est 

envisageable de surexprimer SBP2 dans les cellules afin d�optimiser l�expression des 

sélénoprotéines et de modifier potentiellement la nature et la composition des 

complexes purifiés. Ceci permettra sans doute d�obtenir plus de complexes de 

traduction et donc de faciliter l�identification de facteurs impliqués dans ces 

mécanismes. Il a été montré que l�expression de eIF4A3 est dépendante du taux de 

sélénium (Budiman et al., 2009a). En effet, lorsque la concentration en sélénium est 

élevée (3 fois supérieure à nos conditions), l�expression de eIF4A3 est inhibée et celle 

de GPx1 est stimulée (Budiman et al., 2009a). Ainsi, dans les expériences futures, 

nous optimiserons les conditions en sélénium afin d�augmenter la traduction de HA-

GPx1 et de lever la répression due à eIF4A3. Il est également envisageable que nos 

conditions expérimentales soient trop stringentes pour maintenir certaines 

interactions. La concentration saline pourra être diminuée et une étape de pontage 

pourra être envisagée pour faciliter la détection des interactions. 
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Après amélioration, la même méthode sera utilisée pour purifier les complexes de 

traduction associés aux ARNm de HA-GPx1, HA-GPx1Cys et HA-GPx1Cys SECIS 

provenant des trois autres lignées cellulaires décrites précédemment (voir paragraphe 

II.2.2 de la partie résultats). La comparaison de la composition protéique des 

différents éluats permettra de différencier les protéines liées spécifiquement à la 

présence du codon UGASec et de l�élément SECIS et intervenant peut-être dans l�étape 

de recodage des sélénoprotéines. Le rôle de ces protéines dans la synthèse des 

sélénoprotéines devra ensuite être validé et caractérisé. Leur impact sur le recodage 

par exemple pourra être évalué à l�aide de rapporteurs codant pour la luciférase et 

comprenant un codon UGASec dans la phase codante et un élément SECIS en 3�UTR.

Durant ma thèse, j�ai également construit une lignée cellulaire exprimant la protéine 

HA-GPx1 à partir de la séquence contenant l�intron naturel du gène GPx1 (HA-

GPx1+Intron). Il semblerait que la présence de l�intron dans la séquence permette une 

meilleure expression de la protéine (Figure 71).  

 
Figure 71. La protéine HA-GPx1 est mieux exprimée lorsque sa séquence ADN contient son 

intron naturel.  

Après inhibition de SBP2 par siARN, la synthèse de HA-GPx1 a été induite dans les cellules HA-GPx1 
et HA-GPx1+Intron pendant 24h. Des siARN dirigés contre la luciférase FFL sont utilisés comme 
contrôle. L�expression de HA-GPx1 a été analysée par Western blot à l�aide d�un anticorps anti-HA et 
comparée à celle de l�AspRS. 

Lors de l�épissage, certains facteurs impliqués dans la traduction ou la stabilité des 

ARNm de sélénoprotéines pourraient être assemblés sur l�ARNm. Ces facteurs 

pourraient être identifiés en comparant la composition protéique des complexes 

associés à l�ARNm HA-GPx1 et HA-GPx1+Intron. 
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III.2.3 Vers une analyse structurale des complexes de traduction des ARNm de 

sélénoprotéines 

Nous avons précédemment montré que la présence du codon UGASec induit un 

blocage naturel du ribosome sur l�ARNm de SelM dans les extraits de réticulocytes de 

lapins (voir résultats III.2.1). Nous avons donc choisi de tirer avantage de cette 

propriété pour purifier des complexes de traduction, assemblés in vitro dans des lysats 

de réticulocytes de lapin en suivant une méthode développée dans notre laboratoire 

(Chicher et al., 2015; Prongidi-Fix et al., 2013). L�ARNm de SelM a été ligué à un 

oligo-désoxynucléotide biotinylé créant ainsi une molécule chimère ARNm/ADN 

biotinylé. Cette molécule a été immobilisée sur des billes magnétiques de 

Streptavidine et incubée avec les RRL afin de former les complexes de traduction. 

Après plusieurs étapes de lavage, les complexes sont élués spécifiquement par 

digestion de la partie ADN de la molécule chimère à la DNase I, libérant les 

complexes de traduction dans des conditions natives. Le contenu en ARN des 

différentes étapes de la purification a été analysé sur gel d�agarose (Figure 72A). On 

peut ainsi observer la présence de l�ARNm de SelM et des ARN ribosomiques 28S et 

18S dans l�éluat final (Figure 72A, piste élution), confirmant la purification de 

ribosomes associés à l�ARNm de SelM. L�analyse des complexes par spectrométrie 

de masse a, par ailleurs, permis d�identifier la présence des 32 protéines composant la 

sous-unité 40S et de 45 protéines sur les 46 qui composent la sous-unité 60S, ainsi 

que de nombreux facteurs de traduction. Il est intéressant de remarquer que les 

facteurs eEF1A et eEF2 sont majoritaires ; les complexes purifiés semblent donc 

essentiellement correspondre à des complexes d�élongation. L�analyse structurale des 

complexes par microscopie électronique a été réalisée en collaboration avec Yaser 

Hashem (IBMC, Strasbourg). Dans un premier temps, la coloration négative par 

l�acéate d�uranyle et leur visualisation par microscopie électronique a confirmé que 

les complexes étaient homogènes, formaient peu d�agrégats, et étaient en quantité 

suffisante pour une analyse structurale à haute résolution (Figure 72B). Une première 

série d�images a ainsi pu être collectée par cryo-microscopie électronique à l�aide du 

microscope Tecnai F30 Polara (Centre de Biologie Intégrative, IGBMC, Illkirch). Des 

clichés d�environ 50.000 particules ont pu être collectés (Figure 72C). Le traitement 

des images a été effectué par A. Simonetti, à l�aide du logiciel RELION (Scheres, 

2012).  
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Figure 72. Analyse structurale des complexes traductionnels assemblés sur l�ARNm de SelM par 

cryo-microscopie électronique. 
En collaboration avec le laboratoire de Y. Hashem (IBMC, Strasbourg) 
(A) Suivi de purification des complexes. Etape 1 : l�ARNm de SelM est ligué à un 
oligodésoxynucléotide biotinylé puis immobilisé sur des billes magnétiques-streptavidine. Etape 2 : les 
billes couplées à l�ARNm de SelM sont incubées avec les RRL afin de former les complexes de 
traduction. Elution : Les complexes sont élués spécifiquement par digestion de l�extrémité ADN à la 
DNase I. FT : surnageant (Flow-Through), W : lavages (Wash). (B et C) Clichés de microscopie 
électronique des complexes de traduction associés à l�ARNm de SelM, par la méthode de coloration 
négative à l�acétate d�uranyle (B) ou par cryo-microscopie électronique (C). (D) Reconstitution 3D des 
structures des 3 classes de complexes sélectionnées (réalisé par A. Simonetti) grâce au programme 
UCSF Chimera. La sous-unité ribosomique 40S est représentée en jaune, la sous-unité 60S en bleu, 
l�ARNt dans le site A est en rose, dans le site P en vert et dans le site E en orange. Le site de liaison 
putatif de SBP2 au sein du ribosome (hélice ES7L-E de l�ARNr 28S) est indiqué par cercle rouge. La 
flèche rouge indique la zone d�interaction entre l�hélice H16 de l�ARNr 18S et la protéine ribosomique 
S3, indicatif de la présence d�ARNm.  

Résu



Résultats III 

 

 184 

Le tri des particules a été réalisé par classification 3D (RELION) à partir des 36.000 

particules sélectionnées après classification 2D, et a conduit à l�obtention de 5 classes 

de complexes. Seules les trois classes les plus homogènes ont été analysées. La classe 

majoritaire (classe 1) est composée de 18.000 particules et a permis d�obtenir, par 

reconstitution 3D, une structure à 12Å de résolution (Figure 72D). Elle correspond au 

ribosome 80S en phase d�élongation avec 3 ARNt canoniques localisés 

respectivement dans les sites A/A, P/P, E/E. Un ARNt a été déposé dans le site A du 

ribosome par le facteur eEF1A, qui s�est ensuite dissocié, et la translocation n�a pas 

encore eu lieu. Au sein du complexe, on observe que l�hélice 16 de l�ARNr 18S 

interagit avec la protéine ribosomique S3, indiquant la présence d�un ARNm (flèche 

rouge, Figure 72D). Dans la classe 2 (4217 particules), le ribosome adopte une 

conformation différente et a subit une légère rotation appelée �mouvement de rochet�  

durant l�étape de transpeptidation (Figure 72D) (Frank and Agrawal, 2000). En effet, 

2 ARNt sont visibles, dans des états hybrides intermédiaires au niveau des sites A/P et 

P/E (Moazed and Noller, 1989). Des états de ce type ont été observés dans d�autres 

structures obtenues par cryo-microscopie électronique (Budkevich et al., 2011), 

notamment lorsque le ribosome 80S est bloqué sur un ARNm par des structures de 

type pseudon�uds (Flanagan IV et al., 2010; Moran et al., 2008). Les anticodons sont 

restés dans leur position initiale par rapport à la petite sous-unité. Cet état précède 

l�étape finale de translocation qui est assurée par eEF2 (Noller et al., 2002; Wilden et 

al., 2006). Enfin, dans la classe 3 (3618 particules), l�ARNm semble être absent car 

l�interaction entre l�hélice 16 de l�ARNr 18S et la protéine S3 ne sont pas visibles. 

Dans cette classe, le ribosome adopte également une conformation de pré-

translocation et on peut observer la présence du facteur eEF2 à l�entrée du site A. 

Curieusement, un seul ARNt est présent dans le site P/E, indiquant que eEF2 ne 

pourrait procéder à l�étape de translocation et que le ribosome serait bloqué dans cette 

configuration. Ce ribosome s�est peut-être dissocié de l�ARNm. 

 

Le site putatif de liaison de SBP2 au ribosome, c�est à dire l�hélice ES7L-E localisée 

dans le segment d�extension 7 de l�ARNr 28S (Kossinova et al., 2014) est indiqué par 

un cercle rouge, on n�y remarque pas de densité supplémentaire (Figure 72D). Ceci 

est cohérent avec le fait que l�association de SBP2 au ribosome ne se ferait que lors 

de l�étape de recodage après accommodation du Sec-ARNt[Ser]Sec dans le site A du 



Résultats III 

 

 185 

ribosome ; pendant les autres étapes de la traduction SBP2 reste liée à l�ARNm 

(Kossinova et al., 2013). Par ailleurs, ni la protéine SBP2 ni le facteur d�élongation 

eEFSec n�ont été retrouvés par spectrométrie de masse au sein des complexes que 

nous avons purifiés. L�ensemble de ces résultats indique que nous n�avons pas purifié 

de complexe de recodage. De même, aucun complexe de terminaison n�a été obtenu. 

Puisque les complexes de traduction sont naturellement bloqués sur l�ARNm 

contenant un codon UGASec (voir Figure 60B), il est intriguant que nous n�ayons pas 

observé de signature structurale pouvant expliquer cette particularité. En effet, si le 

ribosome était bloqué au niveau du UGASec nous devrions observer la présence d�un 

facteur empêchant le mécanisme de terminaison, ou une interaction de l�ARN SECIS 

au niveau du ribosome. Cependant, aucune densité additionnelle n�a été observée sur 

nos structures. L�ARNt[Ser]Sec est le plus grand des ARNt et possède des 

caractéristiques structurales qui le distingue facilement des ARNt canoniques (voir 

chapitre I.2.1.1 de l�Introduction). Avec des bras A et D plus longs et un bras variable 

possédant une orientation particulière, l�ARNt[Ser]Sec présente une conformation unique. 

eEFSec, est similaire au facteur d�élongation canonique eEF1A, qui est impliqué dans 

l�incorporation des 20 autres acides aminés. Il présente cependant un domaine 

additionnel en C-terminal absent dans eEF1A (voir chapitre I.2.2.2.a de 

l�introduction). Ainsi, si l�ARNt[Ser]Sec et le facteur eEFSec avaient été présents dans 

les complexes purifiés, leurs caractéristiques structurales nous auraient permis de les 

distinguer de la machinerie de traduction canonique.  

 

En conclusion, cette approche nous a permis de purifier pour la première fois des 

complexes de traduction associés à un ARNm de sélénoprotéine dans des conditions 

compatibles à une analyse structurale par cryo-microscopie électronique. 

Contrairement à ce que nous attendions, les complexes que nous avons purifié ne sont 

cependant pas des complexes de recodage, mais des complexes d�élongation. Des 

expériences futures viseront donc à complémenter les extraits de RRL par les 

différents facteurs essentiels et spécifiques du mécanisme de recodage des 

sélénoprotéines tels que SBP2, eEFSec et le Sec-ARNt[Ser]Sec  afin d�augmenter les 

chances de purifier un complexe de recodage.  
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Discussion générale et perspectives 

 

Les sélénoprotéines sont les effecteurs majeurs de la défense antioxydante des 

cellules. Grâce à leur fort potentiel réducteur, elles inactivent les espèces réactives 

oxygénées, qui, en excès, provoquent des stress oxydants pouvant être à l�origine de 

cancers ou de pathologies (Rayman, 2012; Zhuo and Diamond, 2009b). A ce jour, 25 

gènes de sélénoprotéines ont été identifiés chez l�homme (Lobanov et al., 2009). En 

plus de leur rôle dans le maintien de l�homéostasie redox des cellules (Steinbrenner 

and Sies, 2009), les sélénoprotéines sont impliquées dans des mécanismes variés tels 

que la fertilité masculine (Guerriero et al., 2014; Imai et al., 2009), le métabolisme 

thyroïdien (Beckett and Arthur, 2005; Köhrle, 2013), la réponse immunitaire 

(Steinbrenner et al., 2015), le développement des muscles (Castets et al., 2012; 

Rederstorff et al., 2006) et vraisemblablement la protection des télomères (Squires et 

al., 2009). La synthèse des sélénoprotéines fait appel à un mécanisme de recodage très 

complexe qui, à ce jour, n�est pas encore entièrement compris. L�acide aminé 

sélénocystéine est incorporé au c�ur du site actif des sélénoprotéines en réponse à un 

codon UGASec, ce qui requiert l�intervention d�une machinerie spécialisée. Chez les 

mammifères, ce processus est conditionné par l�assemblage de facteurs spécifiques 

dans la région 3� non codante des ARNm des sélénoprotéines. Notre équipe a montré 

que le processus d�assemblage des mRNP de sélénoprotéines présente des similarités 

avec celui de l�assemblage des complexes de petits ARN non codants tels que les sn 

et les snoRNP (Boulon et al., 2008; Cléry et al., 2007). Mon travail de thèse a 

contribué à mettre en évidence l�existence d�un mécanisme particulier de maturation 

de la coiffe en 5� des ARNm de sélénoprotéines. Nos résultats montrent que certains 

ARNm de sélénoprotéines possèdent une coiffe hyperméthylée m3
2,2,7G à la manière 

de certains petits ARN non codants et ne sont pas reconnus efficacement par le 

facteur canonique d�initiation de la traduction eIF4E. Nous avons déterminé le 

mécanisme de biogenèse de cette coiffe, et avons montré qu�il fait appel à l�enzyme 

Tgs1 (Triméthyl-guanosine synthase). Le complexe SMN et son cofacteur, le 

méthylosome, semblent essentiels à l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines. 

Durant ma thèse, nous avons également analysé la fonction de la coiffe m3G sur la 
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traduction des ARNm de sélénoprotéines in vitro. L�ensemble de mes résultats de 

thèse va dans le sens de l�existence d�un mécanisme d�initiation atypique de la 

traduction des ARNm de sélénoprotéines. 

 

La coiffe des ARNm de sélénoprotéines est hyperméthylée 

 

Nous avons identifié trois classes d�ARNm de sélénoprotéines. Dans la classe 

majoritaire les ARNm portent une coiffe hyperméthylée m3G et ne sont pas reconnus 

par le facteur d�initiation eIF4E, d�autres sont coiffés de m7G et interagissent avec 

eIF4E alors que certains ARNm de sélénoprotéines semblent porter les deux types de 

coiffes m3G ou m7G. Puisque l�hyperméthylation de la coiffe ne se produit pas de 

manière égale pour tous les ARNm de sélénoprotéines, il est possible qu�elle puisse 

contribuer à la régulation de l�expression différentielle des sélénoprotéines. Plusieurs 

études ont établi que la régulation du niveau d�expression et de la stabilité des ARNm 

de sélénoprotéines sont différents pour chaque ARNm et dépendent de nombreux 

facteurs (Budiman et al., 2009a; Latrèche et al., 2012; Lei et al., 1995; Low et al., 

2000a; Squires et al., 2007b; Sun et al., 2001c) tels que le niveau de sélénium, le type 

de SECIS présent en 3�UTR et la sensibilité au mécanisme du NMD. Le Tableau 4 

résume les différents classements proposés dans la littérature pour les ARNm de 

sélénoprotéines.  
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Nature de 
la coiffe 

 

 
SECIS 

 

 
Recodage / Incorporation de la 

sélénocystéine 

 
Stabilité des ARNm 

 
 
 
 
 

Wurth et 
al., 2014 

Type de 
SECIS 

 
 
 

Chapple 
et al., 
2009 

Influence 
du SECIS 

sur le 
recodage 

 
Latreche et 

al, 2009 

Isoforme 
de l� 

ARNt[Ser]Sec 
 
 

Carlson et 
al., 2005 

Niveau de 
sélénium et 

isoforme 
de l� 

ARNt[Ser]Sec 
Howard et 
al., 2013 

Stress 
oxydants 

 
 
 

Touat-
Hamici et 
al., 2014 

NMD 
 
 
 
 

Seyedali 
et al., 
2014 

Niveau de 
sélénium 

 
 
 

Sunde and 
Raines, 
2011 

Inactivati-
on de 
SBP2 

 
 

Squires et 
al., 2007 

Coiffe 
m3G 

 Recodage 
efficace 

Isoforme 
mcm5Um 

Sélénoprotéines sensibles au stress 

SelR. 

GPx1. 

GPx4. 

SelM. 

SelW. 

 

2 

1 

2 

2 

2 

 
 
 
 

 
 
 

2 

2 

2 

 
 

 
2 

2 

2 

1 

SelR. 

GPx1. 

GPx4. 

Sel15 

SelN. 

 

SelR. 

GPx1. 

SelW. 

SelT. 

SelR. 

GPx1. 

SelW. 

 

GPx1. 

GPx4. 

TrxR1 

SelK. 

 

GPx1. 

GPx4. 

SelM. 

SelW. 

GPx3. 

SelN. 

GPx1. 

SelM. 

SelW. 

SelT. 

TrxR1 

SelK. 

GPx3. 

 

GPx1. 

SelT. 

TrxR1 

SelN. 

 

Coiffe 
m3G/m7G 

Recodage 
peu 

efficace 

Isoforme 
mcm5U 

Sélénoprotéines non-sensibles au stress 

SelT. 

SelO. 

TrxR1 

 

SelM. 

SelW. 

SelT. 

SelO. 

TrxR1 

SelK. 

GPx3. 

 

GPx4. 

TrxR1 

Sel15 

 

 

GPx4. 

SelT. 

SelO. 

TrxR1 

Sel15 

SelK. 

GPx3. 

 

SelM. SelR. 

SelT. 

SelO. 

TrxR1 

SelK. 

 

 

 

GPx4. 

 

SelR. 

GPx4. 

SelW. 

SelO. 

Sel15 

SelK. 

 

 

 

Coiffe 
m7G 
Sel15 

SelK. 

GPx3. 

SelN. 

 

Tableau 4. Classements des sélénoprotéines proposés par différentes études.  

Les ARNm de sélénoprotéines sont classés en fonction de la nature de leur coiffe (Wurth et al., 2014). 
Les ARNm portant une coiffe m3G sont surlignés en vert, les ARNm à coiffe m7G en rouge et ceux 
portant les deux types de coiffe en jaune. Le type de SECIS présent sur chaque ARNm (type 1 ou type 
2) ainsi que son influence sur l�efficacité de recodage sont indiqués respectivement dans les  colonnes 2 
et 3. Différentes études analysant l�expression des sélénoprotéines en fonction de la nature de 
l�ARNt[Ser]Sec, du niveau de sélénium, du stress oxydant, de la sensibilité au NMD et de l�inactivation de 
SBP2 sont présentées. Les sélénoprotéines sont distribuées en deux groupes : les sélénoprotéines 
sensibles au stress et les sélénoprotéines non-sensibles au stress.  
 

 

Deux éléments SECIS de structures légèrement différentes sont retrouvés chez les 

eucaryotes : la forme 1 et la forme 2, qui se distinguent au niveau de la boucle apicale 

(Chapple et al., 2009b; Fagegaltier et al., 2000a; Grundner-Culemann et al., 1999). 

Aucune corrélation évidente ne peut être faite entre la nature de la coiffe et la nature 
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de l�élément SECIS (type 1 ou type 2) présent sur l�ARNm de sélénoprotéines ni avec 

son influence sur l�efficacité du recodage (Latreche et al., 2009), voir Tableau 4. La 

corrélation entre la nature de la coiffe et la stabilité des ARNm (Seyedali et al., 2014; 

Squires et al., 2007b; Sunde and Raines, 2011) est également peu évidente.  

De manière globale, il apparaît cependant que les ARNm de sélénoprotéines portant 

une coiffe m3G sont majoritairement retrouvés dans les classes de sélénoprotéines 

sensibles au stress (Tableau 4). Notre classement présente le plus de similitudes avec 

celui proposé par Howard et al. (2013). En effet, il semblerait que les ARNm de 

sélénoprotéines qui portent une coiffe m3G (Wurth et al., 2014) sont également ceux 

dont le mécanisme d�incorporation de la sélénocystéine, régulé par le niveau de 

sélénium, fait appel à l�isoforme mcm5Um de l�ARNt[Ser]Sec (Carlson et al., 2005 ; 

Howard et al., 2013), voir Tableau 4. Deux isoformes de l�ARNt[Ser]Sec, possédant soit 

la modification mcm5U, soit la modification mcm5Um en position 34, ont été 

caractérisés. Ces deux isoformes sont impliqués dans la traduction d�ARNm de 

sélénoprotéines différents, ce qui constituerait un moyen de régulation de l�expression 

des sélénoprotéines (Carlson et al., 2005, 2007). Howard et al. (2013) ont montré que 

l�expression sélénium-dépendante de certains ARNm de sélénoprotéines serait en 

partie modulée par la méthylation en position 34 du Sec-ARNt[Ser]Sec et que 

l�augmentation du niveau de sélénium entrainerait une augmentation de la densité des 

ribosomes en aval du codon UGASec, dans des expériences de ribosome profiling, 

indiquant une augmentation du taux de recodage. 

 

Si les ARNm de sélénoprotéines qui portent une coiffe m3G sont également ceux dont 

l�expression est sensible au stress, il est possible que l�hyperméthylation de la coiffe 

soit régulée par le niveau de sélénium ou de stress oxydant. Pour tester cette 

hypothèse, nous pourrions analyser si la nature de la coiffe des ARNm de 

sélénoprotéines varie en réponse au taux de sélénium ou en condition de stress 

oxydant. Les cellules seraient traitées par des quantités variables de sélénium ou de 

H2O2, et le taux d�ARNm de sélénoprotéines portant une coiffe m3G serait analysé par 

immunoprécipitation à l�aide d�anticorps anti-m3G spécifiques. Nous testerions 

également si l�expression de l�hyperméthylase Tgs1 varie dans ces conditions. Enfin, 

nous pourrions également analyser l�impact de l�inactivation par siARN de SECp43, 

l�enzyme responsable de la méthylation en position U34 de l�ARNt[Ser]Sec, sur la 
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synthèse des sélénoprotéines. Ainsi, si l�isoforme mcm5Um de l�ARNt[Ser]Sec est 

impliqué dans le mécanisme de recodage des ARNm de sélénoprotéines portant une 

coiffe m3G, nous devrions observer une corrélation entre les sélénoprotéines affectées 

par l�inactivation de SECp43 et celles dont l�ARNm porte une coiffe m3G. 

L�expression des sélénoprotéines est sans doute un processus multifactoriel complexe 

qui permet d�aboutir à une régulation fine et tissue-spécifique des différentes 

sélénoprotéines. La reconnaissance de la coiffe m3G par des facteurs sensibles au taux 

de sélénium ou au stress oxydant par exemple pourrait permettre un mode de 

régulation fin et contrôlé de l�expression des sélénoprotéines en réponse aux besoins 

de la cellule et contribuerait à leur expression hiérarchique. Ces facteurs pourraient 

être impliqués dans divers aspects du métabolisme des ARNm de sélénoprotéines.  

 

Biogenèse de la coiffe m3G des mRNP de sélénoprotéines 

 

Nous avons montré que Tgs1 est associée aux ARNm de sélénoprotéines et à SBP2 in 

vivo (Wurth et al., 2014). De plus, son inactivation par siARN entraine une 

diminution du taux d�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines et 

une diminution de l�expression de la sélénoprotéine HA-GPx1 in vivo. Ainsi, Tgs1 est 

responsable de la modification de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines et stimule 

leur expression. Tgs1 existe sous deux formes : une protéine entière Tgs1 (LF), 

majoritairement cytoplasmique et une forme plus courte Tgs1(SF), essentiellement 

nucléaire (Girard et al., 2008). Deux voies de recrutement de l�enzyme Tgs1 vers les 

RNP ont été caractérisées. Tgs1(SF) est recrutée vers les snoRNP par le biais 

d�interactions avec les protéines c�ur Nop58/Nop56 dans le noyau et Tgs1 (LF) est 

recrutée vers les snRNP via le complexe de chaperons SMN dans le cytoplasme 

(Matera et al., 2007a; Mouaikel et al., 2002). Nous avons montré que l�inactivation de 

Nop58 et de SMN par siARN abolit l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de 

sélénoprotéines et que ces deux protéines, ainsi que Tgs1, interagissent avec SBP2 

(Wurth et al., 2014). Ainsi, l�enzyme Tgs1 pourrait être recrutée vers les ARNm de 

sélénoprotéines via deux complexes ternaires possibles : SBP2/Nop58/Tgs1 ou 

SBP2/SMN/Tgs1 (Figure 73). Cela suggère que l�hyperméthylation puisse avoir lieu 

soit dans le noyau soit dans le cytoplasme. La voie majoritaire semble impliquer SMN 
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et la forme longue de Tgs1, indiquant plus de similitudes avec le mécanisme de 

biogenèse des snRNP.  

 
Figure 73. Mécanisme de biogenèse de la coiffe m3G. 

La coiffe des ARNm de sélénoprotéines est hyperméthylée par Tgs1. Les deux isoformes de Tgs1 : 
Tgs1 LF (nucléaire/cytoplasmique) et Tgs1 SF (exclusivement nucléaire) interagissent avec SBP2 et 
les ARNm de sélénoprotéines. Tgs1 est majoritairement recrutée sous la forme du complexe ternaire 
SBP2/SMN/Tgs1LF (flèches épaisses) mais également de SBP2/Nop58/Tgs1SF (flèches fines). 
L�hyperméthylation pourrait avoir lieu à la fois dans le noyau et le cytoplasme et être soumise à des 
mécanismes de régulation. Les ARNm de sélénoprotéines coiffés de m3G sont majoritairement 
localisés dans le cytoplasme (80%), ils n�interagissent ni avec la snurportine-1 ni avec les protéines Sm 
et ne semblent donc pas réimportés vers le noyau. Un réseau d�interactions multiples a été identifié 
entre les sous-unités du complexe SMN, du métylosome et SBP2. Ces complexes permettraient le 
recrutement de l�enzyme Tgs1 et l�assemblage d�autres protéines c�urs de la mRNP, telles que la 
nucléoline ou hnRNPA1 par exemple. 

L�existence d�un mécanisme hybride faisant intervenir à la fois la protéine Nop58 et 

le complexe SMN pourrait également être envisagée. Pour déterminer si l�ensemble 

de ces protéines font partie d�un même complexe, nous tenterons d�assembler et de 

co-purifier les protéines Tgs1, SBP2, SMN et Nop58 recombinantes in vitro en 

présence ou non d�ARNm de sélénoprotéine. Des expériences d�immunolocalisation 

pourraient permettre de déterminer le ou les compartiments dans lesquels ont lieu les 
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interactions entre Tgs1, SBP2, SMN et Nop58 et, indirectement, où 

l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines prend place. La 

colocalisation de ces différents facteurs, exprimés en fusion avec une étiquette GFP, 

avec des ARNm de sélénoprotéines détectés par hybridation d�ARN in situ pourrait 

être analysée. Le stress oxydant provoque l�accumulation de SBP2 dans le noyau et 

stimule l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines (de Jesus et al., 2006; Papp et al., 

2006; Touat-Hamici et al., 2014). Il pourrait également stimuler le recrutement de 

l�isoforme nucléaire de Tgs1 sur l�ARNm de sélénoprotéine via Nop58. 

 

Les caractéristiques des ARNm de sélénoprotéines requises pour le recrutement de 

Tgs1 et l�hyperméthylation de la coiffe n�ont pas encore été étudiées. Puisque SBP2 

semble jouer un rôle central dans ce mécanisme, il est vraisemblable que cela soit le 

cas par l�intermédiaire de son interaction avec l�élément SECIS. Pour tester cette 

hypothèse, des extraits de cellules exprimant soit la sélénoprotéine GPx1, soit un 

mutant dont le codon UGASec a été remplacé par un codon UGUCys, soit un mutant 

dont l�élément SECIS a été délété, seront utilisés et la nature de la coiffe de ces 

ARNm sera analysée par immunoprécipitation à l�aide d�anticorps anti-m3G. Ainsi, si 

l�élément SECIS ou le codon UGASec sont essentiels au recrutement de Tgs1, les 

ARNm des deux mutants de GPx1 ne seront pas immunoprécipités.  

 

Rôle des complexes SMN et du méthylosome dans la biogenèse des mRNP de 

sélénoprotéines 

 

Dans le cas des snRNP, le complexe SMN fonctionne de manière coordonnée avec le 

complexe du méthylosome pour méthyler et assembler les protéines Sm en anneau sur 

les snARN, et c�est la présence combinée des protéines Sm et du complexe SMN qui 

permet le recrutement de Tgs1 et l�hyperméthylation de la coiffe (Mouaikel et al., 

2002; Neuenkirchen et al., 2015; Plessel et al., 1994). La coiffe m3G et les protéines 

Sm assemblées sur le snARN sont alors reconnues par la snurportine-1 qui permet 

l�import des snRNP dans le noyau, où elles exerceront leurs fonctions dans l�épissage 

des pré-ARNm (Fischer and Lührmann, 1990; Meister et al., 2002; Strasser et al., 

2004). Ni les protéines Sm, ni la snurportine-1 n�ont été retrouvées associées aux 

mRNP de sélénoprotéines, indiquant un devenir très différent de ces particules par 
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rapport aux snRNP (Figure 73). Nous avons cependant identifié un important réseau 

d�interactions entre la protéine SBP2 et les différentes sous-unités des complexes 

SMN et du méthylosome et montré que l�ensemble des composants de ces deux 

complexes pourrait être impliqué dans la biogenèse des mRNP de sélénoprotéines. En 

effet, par des expériences d�immunoprécipitation, de co-purification et par des tests 

d�interaction double-hybride dans la levure, nous avons montré que SBP2 interagit 

avec 6 des 9 protéines du complexe SMN (SMN, Gemin2, Gemin3, Gemin4, Gemin7 

et Gemin8) et avec les trois protéines du méthylosome (PRMT5, MEP50 et pICln). 

Les domaines impliqués dans ces interactions devront être analysés en détail. Pour 

cela, l�interaction de chaque domaine individuel de ces différentes protéines avec les 

domaines de SBP2 sera testée par la technique de double-hybride dans la levure ou de 

manière plus directe par la co-purification de protéines tronquées in vitro. 

  

L�analyse fonctionnelle des protéines des complexes SMN et du méthylosome par 

inactivation des ARNm des protéines individuelles, par siARN, nous a permis de 

mieux comprendre le mécanisme d�assemblage des mRNP de sélénoprotéines (Figure 

74). L�inactivation de la protéine SMN entraine une inhibition de l�expression de la 

sélénoprotéine HA-GPx1, indiquant que SMN, probablement via son rôle dans le 

recrutement de Tgs1, est impliquée dans la synthèse des sélénoprotéines. Cependant, 

l�inhibition des sous-unités Gemin4 et Gemin5 du complexe SMN, n�a aucun effet sur 

l�expression de HA-GPx1. Gemin5 est une protéine de liaison à l�ARN située en 

périphérie du complexe SMN (Gubitz et al., 2002). La protéine reconnaît et délivre 

les snARN au complexe SMN, permettant ainsi l�assemblage des protéines Sm (Battle 

et al., 2006). Nous avons montré précédemment que les protéines Sm ne sont pas 

associées aux ARNm de sélénoprotéines (cf Résultats I.3) et n�avons pas vu 

d�interaction entre SBP2 et Gemin5. De manière intéressante, une autre fonction de 

Gemin5, indépendamment du complexe SMN, a été montrée : la protéine serait 

impliquée dans l�initiation de la traduction (Piñeiro et al., 2015). En effet, Gemin5 

interagit avec le facteur eIF4E (Fierro-Monti et al., 2006) et présente une activité de 

liaison de la coiffe m7G (Bradrick and Gromeier, 2009). Il a été montré que la 

protéine inhibe l�initiation de la traduction coiffe et IRES-dépendante en interférant 

potentiellement avec le recrutement du complexe eIF4F vers les ARNm (Pacheco et 

al., 2009; Piñeiro et al., 2015). Nous avons établi précédemment que le facteur eIF4E 
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n�est pas impliqué dans la synthèse in vivo de la sélénoprotéine HA-GPx1 dont 

l�ARNm porte une coiffe hyperméthylée m3G. Ainsi, si la fonction d�inhibition de la 

traduction de Gemin5 implique son interaction avec le facteur eIF4E ou la coiffe m7G 

des ARNm, il n�est pas étonnant que son inactivation n�affecte pas la synthèse de la 

sélénoprotéine HA-GPx1, d�autant plus qu�il n�interagit pas avec SBP2. La protéine 

Gemin2 lie les protéines Sm et assure la spécificité de leur assemblage au niveau des 

snARN (Grimm et al., 2013; Zhang et al., 2011). Puisque les protéines Sm ne sont pas 

assemblées sur les ARNm de sélénoprotéines, l�interaction de Gemin2 avec la 

protéine SBP2 pourrait suggérer un rôle alternatif de cette protéine dans l�assemblage 

des mRNP de sélénoprotéines. Gemin3 est une hélicase qui assure l�activité 

chaperonne du complexe SMN ainsi que l�hydrolyse de l�ATP durant la réaction 

d�assemblage (Campbell, 2000; Charroux et al., 1999; Yan et al., 2003). Le rôle 

fonctionnel de toutes les protéines Gemin détectées en interaction avec SBP2 devra 

être testé sur la synthèse des sélénoprotéines, comme nous l�avons fait pour SMN, 

Gemin4 et Gemin5. L�analyse fonctionnelle de Gemin3 permettra de déterminer si 

l�activité ATP-dépendante du complexe SMN est requise durant l�assemblage des 

mRNP de sélénoprotéines.  

 

Des études récentes ont montré que le complexe SMN joue un rôle central dans la 

biogenèse de nombreuses RNP (voir Introduction chapitre II.1.4.2), dont des snRNP 

(Meister et al., 2001b; Pellizzoni, 2002; Pillai, 2003; Tisdale et al., 2013a), des 

snoRNP (données non-publiées, Thèse de M. Dodré, S. Massenet, C. Allmang), la 

SRP (Signal Recognition Particle) (Piazzon et al., 2013) mais également des mRNP 

(Fallini et al., 2012b). SMN jouerait un rôle dans la stabilité et la localisation de 

certains ARNm en modulant leur association avec des protéines de liaison à l�ARN 

(Akten et al., 2011; Fallini et al., 2011, 2014; Hubers et al., 2011; Tadesse et al., 

2008). Ainsi, il est possible qu�en plus de son rôle dans le recrutement de Tgs1, le 

complexe SMN puisse avoir une autre fonction dans l�assemblage, la stabilité ou la 

localisation des mRNP de sélénoprotéines. Pour étudier la stabilité des ARNm de 

sélénoprotéines, nous pouvons bloquer leur transcription grâce à l�Actinomycine D, 

afin de suivre leur dégradation en fonction du temps et déterminer leur temps de 

demi-vie. Si le temps de demi-vie des ARNm de sélénoprotéines est diminué après 

inactivation de SMN, cela indiquera l�implication de SMN dans le maintien de la 
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stabilité des ARNm de sélénoprotéines. En comparant l�effet de l�inactivation de 

SMN et de Tgs1 sur le temps de demi-vie des ARNm de sélénoprotéines, on pourra 

déterminer si le rôle de SMN dans la stabilité de ces ARNm est lié au recrutement de 

Tgs1 et à l�hyperméthylation de la coiffe, ou s�il intervient également dans une autre 

étape de la biogenèse des mRNP de sélénoprotéines. Par ailleurs, SMN colocalise 

avec plusieurs ARNm dans des granules activement transportés lors de processus 

neuronaux, indiquant qu�elle est impliquée dans le trafic neuronal des mRNP. De 

manière intéressante, l�ARNm de la sélénoprotéine W, abondante dans le cerveau, 

colocalise avec SMN dans les neurites et les axones et semble traduit localement dans 

les synapses (Rage et al., 2013; Raman et al., 2013). SMN pourrait donc également 

jouer un rôle dans le transport intracellulaire des ARNm de sélénoprotéines et dans 

leur traduction localisée.  

 

Figure 74. Analyse fonctionnelle du rôle des complexes SMN et du méthylosome dans la synthèse 

des sélénoprotéines. 

Les croix représentent l�inactivation de l�expression des ARNm par siARN, ou l�invalidation du gene 
SMN dans les cellules de souris modèles de la pathologie SMA. Les croix en pointillés représentent les 
conséquences des inactivations. Leur impact sur l�expression des sélénoprotéines est indiqué dans les 
boîtes. La couleur verte est dédiée au complexe SMN, le bleu au méthylosome composé de PRMT5, 
MEP50, pICln et le rouge à RioK1 et à la nucléoline. 
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Deux formes du complexe du méthylosome ont été identifiées. L�arginine méthyl-

transférase PRMT5 associée à MEP50 constituent dans chaque cas le c�ur du 

complexe. Une protéine adaptatrice additionnelle fournit au complexe une spécificité 

de substrat. Ainsi, associé à pICln, le méthylosome permet de recruter et de modifier 

les protéines Sm (Friesen et al., 2001). En complexe avec RioK1, le méthylosome a 

pour cible la nucléoline (Guderian et al., 2011). Nos tests d�interaction indiquent 

clairement que les protéines PRMT5/MEP50 sont associées à SBP2. pICln interagit 

avec ce complexe de manière plus labile et aucune interaction avec RioK1 n�a été 

observée. L�inactivation par siARN de PRMT5, MEP50 et pICln affecte fortement et 

de manière égale l�expression de HA-GPx1 et d�un mutant dont l�expression ne 

dépend pas du mécanisme de recodage (HA-GPx1Cys). Ce complexe ne semble donc 

pas être requis pour l�incorporation de la sélénocystéine mais participe sans doute à 

l�assemblage et/ou la méthylation d�une protéine c�ur de la mRNP, différente des 

protéines Sm (Figure 74). Un des candidats potentiels pourrait être la protéine 

hnRNPA1 que nous avons co-purifiée avec l�ARNm HA-GPx1 in vivo et qui est 

connue comme cible de méthyltransférases (Jean-Philippe et al., 2013; Thandapani et 

al., 2013). La méthylation de hnRNPA1 par PRMT5/MEP50 sera testée in vitro afin 

de déterminer si cette protéine peut être un substrat du méthylosome. Son interaction 

avec les ARNm de sélénoprotéines devra être vérifiée par des expériences 

d�immunoporécipitation d�ARN ou in vitro par des expériences de retard sur gel.  Son 

interaction avec la protéine SBP2 pourra également être testée par 

immunoprécipitation ou tests double-hybride dans la levure. Etonnamment, 

l�inactivation de RioK1 a un impact sur l�expression de HA-GPx1, similaire à celui 

observé pour l�inhibition de la nucléoline, une protéine de liaison au SECIS, 

impliquée dans la régulation positive de l�expression des sélénoprotéines (Miniard et 

al., 2010; Squires et al., 2007b; Wu et al., 2000) (Figure 73 et 74). Les protéines 

PRMT5/MEP50 pourraient donc, associées de façon transitoire à RioK1, permettre la 

méthylation et le recrutement de la nucléoline vers les mRNP de sélénoprotéines. Les 

interactions entre PRMT5, MEP50, RioK1, la nucléoline et SBP2 pourront être 

analysées comme décrit dans la partie Résultats II.1.2 : les différentes protéines seront 

co-exprimées dans des cellules d�insecte grâce au système d�expression baculovirus et 

les protéines en interaction avec GST-SBP2 seront identifiées à l�issue d�expériences 

de GST pull-down. Au vu de son interaction directe avec le méthylosome, et parce 
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qu�elle est au centre du mécanisme de recodage des sélénoprotéines, la protéine SBP2 

pourrait être le substrat du méthylosome. Cependant, les tests de méthylation in vitro 

ont montré que SBP2 n�est pas méthylée par PRMT5/MEP50. La présence des 

protéines adaptatrices pICln ou RioK1 pourrait être requise pour le recrutement de 

SBP2 vers PRMT5/MEP50. Ainsi, la méthylation potentielle de SBP2 par 

PRMT5/MEP50 sera testée in vitro en présence de pICln ou de RioK1. Dans le cas 

des snRNP, le méthylosome joue un rôle indirect dans le recrutement de Tgs1 du fait 

de son rôle dans l�assemblage des protéines Sm. Son influence sur l�hyperméthylation 

de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines sera également testée par inactivation de 

l�ARNm de PRMT5 par siARN suivi de l�immunoprécipitation des ARN à l�aide 

d�anticorps anti-m3G.  

 

Pour conclure, nous avons montré que le complexe SMN et la protéine Nop58 

participent au recrutement de l�enzyme Tgs1 vers les ARNm et donc à 

l�hyperméthylation de leur coiffe. Ce réseau pourrait constituer un point de régulation 

de l�expression des sélénoprotéines, via le contrôle de la biogenèse de la coiffe m3G. 

Cette modification pourrait avoir lieu dans le noyau ou le cytoplasme et être régulée 

par le niveau de sélénium ou le stress oxydant. Le méthylosome quant à lui pourrait 

être impliqué dans la méthylation et l�assemblage d�une ou plusieurs protéines 

constitutives de la RNP, telles que hnRNPA1 ou la nucléoline. L�assemblage correct 

est une étape essentielle à l�obtention de mRNP matures et donc à l�expression des 

sélénoprotéines.  

 

Durant ma thèse, nous avons révélé l�existence d�un lien inattendu entre l�expression 

des sélénoprotéines et la pathologie de l�amyotrophie spinale (SMA). Cette pathologie 

est provoquée par des défauts d�expression de la protéine SMN et se caractérise par 

une dégénérescence des motoneurones de la moelle épinière menant progressivement 

à l�atrophie musculaire. Il s�agit d�une des causes principales de mortalité infantile 

d�origine génétique. Nous avons montré que le taux de la majorité des ARNm de 

sélénoprotéines est diminué dans les cellules de moelle épinière de souris modèles de 

la pathologie SMA. Nos résultats indiquent que SMN pourrait influer sur le niveau 

des ARNm de sélénoprotéines, via son rôle dans le recrutement de l�enzyme Tgs1 et 

l�hyperméthylation de leur coiffe. Le complexe SMN lie également des protéines de 
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liaison aux ARNm qui sont impliquées dans multiples aspects de la régulation post-

transcriptionnelle, incluant le transport et la stabilité des ARNm, ainsi que la 

traduction localisée dans les neurones (Akten et al., 2011; Fallini et al., 2011, 2014; 

Hubers et al., 2011; Tadesse et al., 2008). SMN jouerait, entre-autres, un rôle dans la 

diminution de la stabilité de transcrits tels que ceux contenant des motifs de liaison 

ARE (AU-Rich Element) en modulant leur association avec des protéines de liaison à 

l�ARN (pour revue, Fallini et al., 2012). Ainsi, la baisse du taux des ARNm de 

sélénoprotéines observés dans les cellules de souris SMA pourrait s�expliquer par un 

défaut du recrutement, dépendant de SMN, d�une protéine de liaison à l�ARN 

impliquée dans leur stabilité. De manière intéressante, il a été montré que la protéine 

SMN est associée à des complexes RNP contenant la nucléoline (Lefebvre et al., 

2002). Ces complexes sont dissociés dans les fibroblastes de patients SMA indiquant 

que SMN joue un rôle dans l�assemblage ou la stabilité de ces RNP et que cela 

pourrait contribuer au phénotype de la pathologie SMA. Le complexe SMN et le 

méthylosome (associé à RioK1) pourraient donc, ensemble, méthyler et assembler la 

nucléoline sur les mRNP de sélénoprotéines. Cette protéine jouerait alors un rôle dans 

la stabilité et le mécanisme de synthèse des sélénoprotéines (Miniard et al., 2010; 

Squires et al., 2007b; Wu et al., 2000). Une étude préalable avait montré que les 

motoneurones de patients SMA sont soumis à un stress oxydant important pouvant 

être impliqué dans leur dégénérescence (Hayashi et al., 2012). Il est possible que ce 

stress oxydant soit lié à des défauts de synthèse des sélénoprotéines et qu�il 

contribuerait aux symptômes de la pathologie SMA.  Ce résultat révèle une fois de 

plus la complexité du mécanisme de synthèse des sélénoprotéines et le caractère 

essentiel de ces protéines pour la santé humaine.     

 

Rôle biologique de la coiffe m3G sur la synthèse des sélénoprotéines 

 

Nous avons montré que les ARNm de sélénoprotéines portant une coiffe m3G sont 

retrouvés associés aux polysomes dans le cytoplasme, indiquant qu�ils seraient 

traduits dans les cellules (Wurth et al., 2014). La coiffe m3G pourrait jouer un rôle 

lors de l�initiation de la traduction des ARNm de sélénoprotéines ou du mécanisme de 

recodage (Figure 75). Elle pourrait également augmenter la stabilité de ces ARNm en 
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leur permettant d�échapper au mécanisme du NMD, ou être impliquée dans 

l�assemblage et la localisation des ARNm de sélénoprotéines. 

 

Figure 75. Rôles 

potentiels de la coiffe 

m3G dans la synthèse 

des sélénoprotéines. 

Les ARNm de 
sélénoprotéines portant 
une coiffe m3G ne sont 
pas associés au facteur 
d�initiation eIF4E. Cette 
coiffe pourrait cependant 
être reconnue par 
d�autres facteurs tels que 
les homologues eIF4E2 
ou eIF4E3, l�hélicase 
DDX3 ou un facteur 
encore inconnu. Les rôles 
potentiels de la coiffe 
m3G dans la synthèse des 
sélénoprotéines sont 
indiqués d�une flèche en 
pointillés.  
 
 

Rôle de la coiffe m3G dans l�initiation de la traduction 

La présence d�une coiffe m3G en 5� d�ARNm voués à être traduits pose la question de 

leur mécanisme d�initiation de la traduction. En effet, dans le cas d�ARNm classiques, 

la coiffe m7G est reconnue par le facteur eIF4E qui permet le recrutement de la 

machinerie d�initiation de la traduction. Or nous avons montré que le facteur eIF4E ne 

semblait pas essentiel à la traduction des ARNm de sélénoprotéines portant une coiffe 

m3G in vivo (Wurth et al., 2014). Ainsi, d�autres facteurs pourraient être impliqués 

dans cette reconnaissance. Paradoxalement, la traduction des ARNm de SelM et GPx1 

coiffés par du m3G est moins efficace que lorsqu�ils sont coiffés par du m7G dans les 

lysats de réticulocytes de lapin. De plus, des expériences d�assemblage de complexes 

traductionnels dans ces extraits sur ces mêmes ARN indiquent que la présence de la 

coiffe m3G conduit à une plus faible prise en charge par les ribosomes. Des facteurs 

de reconnaissance de la coiffe m3G, impliqués dans l�initiation de la traduction des 

ARNm de sélénoprotéines pourraient être absents dans les RRL. En effet, il a été 
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montré que dans ces extraits plusieurs protéines sont limitantes dont SBP2, essentielle 

au mécanisme de recodage des sélénoprotéines (Copeland et al., 2000; Low et al., 

2000b; Panthu et al., 2015; Takeuchi et al., 2009). Par ailleurs, l�ajout de SBP2 

stimule le recodage quelque soit la nature de la coiffe des ARNm de sélénoprotéines. 

Ainsi, il est tout à fait envisageable que la coiffe m3G joue un rôle dans le mécanisme 

d�initiation de la traduction. Un des trois modèles du mécanisme de recodage des 

sélénoprotéines propose l�existence de ribosomes spécialisés, associés à la protéine 

SBP2 et dédiés à la synthèse des sélénoprotéines (Donovan et al., 2008; Kinzy et al., 

2005). La présence d�une coiffe m3G en 5� des ARNm de sélénoprotéines pourrait 

permettre le recrutement exclusif de ces ribosomes spécialisés au détriment des 

ribosomes classiques afin d�augmenter l�efficacité de synthèse des sélénoprotéines. 

Dans ce cas, des facteurs devraient être impliqués dans la reconnaissance de la coiffe 

m3G et dans la modulation de son activité dans l�initiation de la traduction. Enfin, il 

est également envisageable que la traduction des ARNm de sélénoprotéines soit 

indépendante de la coiffe. 

 

Reconnaissance de la coiffe m3G par une protéine homologue de eIF4E ? 

De nombreux homologues de la protéine eIF4E sont trouvés chez les eucaryotes, mais 

la fonction de la plupart reste encore inconnue (Joshi et al., 2004, 2005; Rhoads, 

2009). La forme la plus abondante est exprimée de manière ubiquitaire dans tous les 

organismes et est représentée par eIF4E1 (appelé communément eIF4E) chez les 

mammifères. Elle est responsable de l�initiation de la traduction de la majorité des 

ARNm et interagit avec les protéines 4E-BP (eIF4E Binding Proteins), une famille de 

protéines qui agissent comme répresseur de la traduction coiffe-dépendante en 

empêchant l�interaction entre eIF4E1 et eIF4G, essentielle au recrutement du 

ribosome (Mader et al., 1995). Les autres formes de eIF4E sont vraisemblablement 

impliquées dans des fonctions spécialisées et exprimées à des étapes précises du 

développement et de la différentiation cellulaire (Cho et al., 2005).  

 

Des études d�interaction de eIF4E1 avec des analogues de la coiffe montrent que 

eIF4E interagit au moins 8 fois (Carberry et al., 1990) et jusqu�à 760 fois 

(Niedzwiecka et al., 2002) plus fortement avec les coiffes m7G qu�avec les coiffes 

m3G in vitro (Cai et al., 1999; Niedzwiecka et al., 2002). Ceci est en accord avec nos 
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résultats montrant que eIF4E n�est pas requis pour la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines qui portent une coiffe m3G (Wurth et al., 2014). Il existe cinq 

isoformes du facteur d�initiation eIF4E chez C. elegans (IFE-1, 2, 3, 4 et 5) dont trois 

sont capables de reconnaître la coiffe m3G avec forte affinité (Keiper et al., 2000). La 

majorité des ARNm de cet organisme portent une coiffe triméthylée m3G acquise par 

un mécanisme de trans-épissage (voir discussion Résultats I.4), et sont traduits (Liou 

and Blumenthal, 1990). Les facteurs IFE-1, 2 et 5 interagissent avec les coiffes m7G 

et m3G, tandis que IFE-3 et 4 ne se lient qu�aux coiffes m7G (Keiper et al., 2000). Il a 

été montré que IFE-5 présente une cavité plus ouverte que celle des facteurs eIF4E 

conventionnels ce qui lui permet d�interagir avec la coiffe m3G, plus volumineuse que 

la coiffe m7G (Miyoshi et al., 2002). Il apparaît que IFE-1, 2 et 5 résultent de 

duplications de IFE-3 et font donc partie de la classe des facteurs eIF4E1, qui ont 

donné naissance à une sous-classe spécialisée d�eIF4E pouvant reconnaître des 

structures de coiffe alternatives. Aucun homologue de cette sous-classe n�a été 

retrouvé chez les mammifères (Joshi et al., 2005). 

 

Chez les mammifères on trouve trois formes majeures de eIF4E : eIF4E1, eIF4E2 

(4EHP) et eIF4E3 (Joshi et al., 2004, 2005; Rhoads, 2009). eIF4E2 n�interagit pas 

avec eIF4G et est considéré comme un compétiteur de eIF4E1 (Rom et al., 1998). 

eIF4E2 possède une affinité 30-100 fois plus faible pour la coiffe m7G que eIF4E1 

(Rosettani et al., 2007; Zuberek et al., 2007). Cette affinité peut être augmentée an 

présence de partenaires protéiques tel que le facteur bicoïde par exemple, à la manière 

de eIF4G pour eIF4E1 (Haghighat and Sonenberg, 1997). En complexe avec les 

protéines GIGYF2 et ZNF598, eIF4E2 réprime la traduction de certains ARNm 

spécifiques durant l�embryogenèse chez la souris (Morita et al., 2012). Cependant 

dans certaines conditions d�hypoxie, eIF4E2 serait impliquée dans la régulation 

positive de la traduction d�autres ARNm (Uniacke et al., 2012). L�action stimulatrice 

ou inhibitrice des homologues de eIF4E sur la traduction d�ARNm particuliers semble 

ainsi déterminée par les partenaires protéiques avec lesquels ils interagissent. Le 3ème 

homologue, eIF4E3, forme un complexe avec eIF4G mais ne lie pas les protéines 4E-

BP (Joshi et al., 2004). Bien que son affinité pour la coiffe m7G soit 10 à 40 fois plus 

faible que celle de eIF4E1, la surexpression de eIF4E3 inhibe l�interaction de eIF4E1 

avec la coiffe (Osborne et al., 2013). L�organisation structurale de son site de liaison à 
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la coiffe est étonnamment distincte de celle de eIF4E1 et eIF4E2 (Joshi et al., 2004; 

Osborne et al., 2013). En effet, un des résidus aromatiques conservé, impliqué dans 

l�empilement de la coiffe m7G, est absent. eIF4E3 est exprimée de manière tissu-

spécifique suggérant un rôle dans la traduction d�ARNm particuliers (Cha et al., 

2011). Dans le cadre de mon sujet, il serait intéressant de déterminer si les facteurs 

eIF4E2 ou eIF4E3 sont capables de reconnaitre la coiffe m3G des ARNm de 

sélénoprotéines (Figure 75). Pour tester cela, les protéines eIF4E2 et eIF4E3 

endogènes seraient immunoprécipitées, et les ARN associés seraient analysés par RT-

PCR quantitative dans le but de rechercher les ARNm de sélénoprotéines. Dans 

l�hypothèse d�un résultat positif, l�interaction in vitro de eIF4E2 et eIF4E3 

recombinantes avec un ARNm de sélénoprotéine radiomarqué et coiffé par du m3G 

serait testée par retard sur gel.  

 

Enfin, il est tout à fait envisageable que la liaison d�un partenaire protéique puisse 

induire un changement conformationnel conduisant à une augmentation d�affinité 

d�un homologue de eIF4E pour la coiffe m3G. Ce partenaire pourrait être un des 

composant de la mRNP de sélénoprotéines par exemple. Dans un premier temps, des 

expériences in vivo seraient réalisées. L�inactivation de l�expression de eIF4E2 et 

eIF4E3 par siARN serait effectuée. Si ces facteurs sont impliqués dans la synthèse des 

sélénoprotéines, l�expression de HA-GPx1 devrait être inhibée. eIF4E3 ne lie pas les 

répresseurs de l�initiation canonique 4EBP. Dans ce cas, l�inactivation ou la 

surexpression de 4EBP ne devrait pas avoir d�impact sur la traduction des 

sélénoprotéines. 

 

Reconnaissance de la coiffe m3G par un facteur spécialisé ? 

Il est également envisageable que la coiffe m3G des ARNm de sélénoprotéines puisse 

être reconnue par un autre facteur de liaison à la coiffe. Nous avons montré que 

l�inactivation de l�hélicase DDX3 a un impact sur la synthèse de la sélénoprotéine 

HA-GPx1 in vivo, indiquant un rôle potentiel de cette protéine dans la synthèse des 

sélénoprotéines. DDX3 a également été identifiée par spectrométrie de masse dans les 

complexes de traduction assemblés sur l�ARNm de SelM à partir de lysats de 

réticulocytes de lapin que nous avons purifiés (données non montrées). Cela indique 

que DDX3 pourrait être associée aux ARNm de sélénoprotéines et jouerait peut-être 
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un rôle lors de leur traduction. DDX3 a récemment été caractérisée comme une 

protéine de liaison à la coiffe qui est requise pour l�initiation de la traduction de 

l�ARNg du virus VIH-1 (Soto-Rifo et al., 2013). Une autre étude a montré que la 

coiffe de cet ARNg peut également être hyperméthylée par Tgs1 (Yedavalli and 

Jeang, 2010). Ainsi, DDX3 constitue un candidat idéal qui reconnaitrait 

éventuellement la coiffe m3G des ARNm de sélénoprotéines et participerait à 

l�initiation de leur traduction (Figure 75). L�interaction potentielle de DDX3 avec 

SBP2 ou eEFSec pourrait être analysée par immunoprécipitation ou par des tests 

d�interaction double hybride dans la levure. La liaison de DDX3 pour l�ARN SECIS 

serait testée par des expériences de retard sur gel. L�impact de DDX3 sur l�initiation 

de la traduction des ARNm de sélénoprotéines pourrait être évalué in vitro, en 

immunodéplétant DDX3 des lysats de réticulocytes et en analysant la capacité de ces 

extraits à assembler des complexes de traduction sur l�ARNm de selM.  

 

Il est également envisageable qu�une autre protéine encore non-identifiée puisse être 

impliquée dans cette reconnaissance. Durant ma thèse, j�ai mis au point une méthode 

permettant de purifier les complexes ribonucléiques assemblés in vivo sur les ARNm 

de la sélénoprotéine HA-GPx1 exprimés de novo, basée sur l�utilisation 

d�oligonucléotides complémentaires biotinylés. Plusieurs facteurs impliqués dans la 

régulation de l�expression des sélénoprotéines, ont été trouvés associés à cet ARNm 

par spectrométrie de masse. En particulier eIF4A3, dont l�expression est régulée par 

le sélénium et qui interagit avec certains ARN SECIS, dont celui de GPx1.  eIF4A3 

empêche le recrutement de SBP2 et inhibe le mécanisme de recodage des 

sélénoprotéines (Budiman et al., 2009a, 2011). Les complexes que nous avons 

majoritairement purifiés seraient donc des complexes de régulation négative de la 

traduction ou soumis au NMD. L�objectif futur sera d�améliorer nos conditions 

expérimentales, en surexprimant SBP2 par exemple ou en faisant varier divers 

paramètres tels la concentration de sélénium, afin d�augmenter les chances de purifier 

des complexe de traduction ou de recodage actifs. La caractérisation de ces complexes 

nous permettra peut-être de déterminer la nature des facteurs associés à la coiffe m3G, 

voire d�identifier de nouveaux facteurs impliqués dans le mécanisme de traduction et 

de recodage des ARNm de sélénoprotéines. 
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Rôle de la coiffe m3G dans le mécanisme de recodage 

 

L�inactivation de Tgs1, l�enzyme responsable de l�hyperméthylation de la coiffe, 

inhibe la synthèse de la sélénoprotéine HA-GPx1 mais pas d�un mutant dans lequel la 

sélénocystéine est mutée en cystéine et dont la synthèse ne dépend pas d�un 

mécanisme de recodage (Wurth et al., 2014). Ainsi, le rôle de Tgs1, via 

l�hyperméthylation de la coiffe, pourrait être de stimuler l�étape de recodage et 

d�incorporation de la sélénocystéine. Plusieurs études indiquent que le mécanisme de 

recodage des sélénoprotéines est intrinsèquement inefficace (Berry et al., 1994; Low 

et al., 2000a; Suppmann et al., 1999; Weiss Sachdev and Sunde, 2001) et il a été 

proposé que des facteurs encore inconnus pourraient être requis afin d�optimiser la 

synthèse des sélénoprotéines (Mehta et al., 2004a). La coiffe m3G pourrait constituer 

l�un de ces facteurs. De plus, in vitro, nous avons montré que la coiffe m7G restait 

accessible après la formation des complexes de traduction et pouvait être 

hyperméthylée par Tgs1. Il est possible que, dans les cellules, la traduction soit initiée 

sur des ARNm de sélénoprotéines portant une coiffe m7G et que cette dernière, serait 

hyperméthylée dans un second temps, permettant la stimulation du mécanisme de 

recodage. La coiffe m3G, s�associerait à d�autres éléments de la mRNP nécessaires au 

recodage tels que SBP2 ou eEFSec afin de stimuler l�incorporation de sélénocystéine 

(Figure 75). Des analogues de la coiffe m7G comportant un nucléotide photo-activable 

capable de ponter les protéines en interaction avec la coiffe m7G ont récemment été 

développés (Nowakowska et al., 2014). Le développement d�un analogue 

photoactivable de la coiffe m3G et son ajout à l�extrémité 5� d�un ARNm de 

sélénoprotéine pourrait permettre d�identifier les protéines qui y seraient directement 

liées. 

 

Rôle de la coiffe m3G dans l�assemblage, la stabilité et la localisation des mRNP de 

sélénoprotéines 

 

Nous avons montré que le recrutement de Tgs1 vers les ARNm de sélénoprotéines 

pouvait faire intervenir soit le complexe SMN soit la protéine Nop58. Le recrutement 

de Tgs1 par le biais de Nop58 suggère que l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm 

de sélénoprotéines puisse se produire dans le noyau, comme pour les snoARN. Nos 
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expériences de fractionnement subcellulaires indiquent que les ARNm de 

sélénoprotéines qui portent une coiffe m3G sont majoritairement cytoplasmiques 

(Wurth et al., 2014) mais que 25-30% des ARNm sont retrouvés dans le noyau. De 

plus, contrairement aux snARN, les ARNm de sélénoprotéines n�interagissent pas 

avec la protéine snurportine-1 qui est nécessaire au réimport des snRNP dans le 

noyau. Ainsi, les ARNm de sélénoprotéines coiffés de m3G détectés dans le noyau ne 

proviendraient pas d�un réimport nucléaire d�ARN triméthylés dans le cytoplasme, 

mais pourraient résulter d�une hyperméthylation nucléaire. Plusieurs études, révèlent 

la présence des facteurs de recodage dans le noyau et proposent un mode 

d�assemblage nucléaire des mRNP de sélénoprotéines (Allmang et al., 2009; de Jesus 

et al., 2006; Papp et al., 2006; Touat-Hamici et al., 2014). L�hyperméthylation de la 

coiffe m3G pourrait constituer une étape de maturation requise pour l�assemblage de 

facteurs nucléaires essentiels à l�expression des sélénoprotéines. Cet assemblage 

précoce de facteurs dans le noyau, pourrait être requis pour leur traduction, une fois 

les ARNm exportés dans le cytoplasme. 

 

L�hyperméthylation de la coiffe est une étape critique dans la biogenèse des sn et 

snoRNP, et est requise à la formation des RNP matures et fonctionnelles (Matera et 

al., 2007a; Mouaikel et al., 2002). Elle joue également un rôle important dans leur 

stabilité (Hamm et al., 1990; Reddy et al., 1992; Speckmann et al., 2000). La coiffe 

m3G des ARNm de sélénoprotéines pourrait augmenter leur stabilité en empêchant 

leur dégradation par le mécanisme du NMD. Elle permettrait par exemple un mode 

d�export cytoplasmique particulier, ou recruterait des facteurs spécifiques qui 

inhiberaient l�association de protéines du NMD (Figure 75). Il a été montré que la 

coiffe de certains ARN du virus du VIH-1 est également hyperméthylée par Tgs1 

dans le noyau et que cette modification permet à des ARN viraux non-épissés 

d�échapper au NMD via un mécanisme d�export cytoplasmique particulier (Yedavalli 

and Jeang, 2010). En effet, les ARNm de la cellule ne peuvent habituellement quitter 

le noyau avant d�être pleinement fonctionnels et compétents pour la traduction. Ce 

n�est qu�une fois assemblés, maturés et épissés qu�ils sont exportés dans le 

cytoplasme via les facteurs Tap-p15 et le complexe TREX (Izaurralde, 2002). Puisque 

le cycle de réplication du VIH-1 requiert la traduction de l�ARNg non-épissé pour 

synthétiser des protéines structurales et accessoires, le virus doit déjouer le système de 
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surveillance de la cellule afin d�exporter ses ARN vers le cytoplasme. Dans ce cas, 

l�hyperméthylation de la coiffe stimule la prise en charge de ces ARN non-épissés par 

le facteur d�export CRM1, permettant leur export dans le cytoplasme et augmentant 

leur expression (Cullen, 2003; Pollard and Malim, 1998). Durant l�export 

cytoplasmique, les mRNP subissent une étape de remodelage : certaines protéines 

nucléaires sont ainsi remplacées par des protéines cytoplasmiques. Ce remodelage 

affecte de manière positive l�efficacité du mécanisme de contrôle-qualité du NMD 

(Popp and Maquat, 2014). En effet, durant ou directement après l�export des mRNP 

dans le cytoplasme, le complexe de liaison à la coiffe CBC est remplacé par eIF4E via 

l�importine-ß (Dias et al., 2009; Sato and Maquat, 2009) et les protéines de liaison à 

la queue poly(A) nucléaires (PABPN1) sont remplacées par des protéines 

cytoplasmiques (PABPC1) (Sato and Maquat, 2009). On pourrait imaginer que les 

ARNm de sélénoprotéines, sensibles au NMD (Squires et al., 2007b), puissent 

échapper à ce mécanisme de contrôle qualité grâce à la coiffe m3G et peut-être CRM1, 

afin d�être traduits dans le cytoplasme (Figure 75). Il serait intéressant de tester si 

l�inhibition de l�export nucléaire via CRM1, par la leptomycine B, provoque une 

accumulation des ARNm qui portent une coiffe m3G dans le noyau. Dans le cas des 

ARN du VIH-1, l�export cytoplasmique implique la protéine DDX3 (Mahboobi et al., 

2015). Ceci constitue une autre similitude avec notre mécanisme puisque nous avons 

montré que l�inactivation par siARN de DDX3 a un fort impact sur l�expression de 

HA-GPx1 in vivo. Des expériences d�immunolocalisation des facteurs impliqués dans 

la biogenèse de la coiffe m3G, viseront à déterminer avec précision le compartiment 

dans lequel a lieu l�hyperméthylation (voir paragraphe précédent), ce qui permettra de 

mieux comprendre le rôle de la coiffe m3G dans la synthèse des sélénoprotéines.  

 

Par ailleurs, la question de stabilité n�a pas directement été testée. Cependant, nous 

avons montré que des défauts d�expression de la protéine SMN mènent à une baisse 

du taux de certains ARNm de sélénoprotéines dans les cellules de la moelle épinière 

de souris modèles de la pathologie SMA. Les ARNm de sélénoprotéines les plus 

sensibles à l�absence de SMN correspondent à ceux qui portent une coiffe 

hyperméthylée m3G. Ainsi, puisque SMN est impliqué dans le recrutement de 

l�enzyme Tgs1, il est possible que la diminution du taux d�ARNm observé soit liée à 

une baisse du taux d�hyperméthylation de leur coiffe. Ces résultats sont cependant 



Discussion 

 

 208 

trop indirects pour conclure que la coiffe m3G puisse être impliquée dans la stabilité 

des ARNm de sélénoprotéines. Ainsi, l�analyse de l�impact de la coiffe m3G sur la 

stabilité des ARNm de sélénoprotéines constitue un des objectifs futurs du 

laboratoire. Pour tester cela, l�impact de l�inactivation de Tgs1 sur la demi-vie des 

ARNm de sélénoprotéines sera analysé de la même manière que proposé 

précédemment pour SMN.    

 

Pour conclure, plusieurs fonctions peuvent être envisagées pour la coiffe m3G, au 

niveau de l�étape d�initiation ou de recodage de la traduction mais également au 

niveau de la régulation post-transcriptionnelle de la mRNP. La mise en place d�un 

processus alternatif d�initiation pourrait être une cause mais également une 

conséquence de la présence de cette coiffe.  

 

Un mécanisme d�initiation atypique de la traduction des ARNm de 

sélénoprotéines ? 

 

L�hypothèse d�un mécanisme d�initiation de la traduction atypique découle 

directement du fait de la présence d�une coiffe m3G sur les ARNm de sélénoprotéines. 

Nous avons montré que, pour certains ARNm, ce processus ne fait pas intervenir le 

facteur d�initiation canonique eIF4E indiquant que d�autres facteurs seraient requis 

pour l�initiation des ARNm de sélénoprotéines qui portent une coiffe m3G. Les 

expériences d�assemblage des complexes de traduction révèlent la présence de 

ribosome 80S sur l�ARNm en présence d�un inhibiteur spécifique, qui permet de 

bloquer l�étape d�initiation. Cependant, étonnamment nos expériences de toeprint ne 

nous ont pas permis de localiser le ribosome bloqué à l�initiation, au niveau du codon 

AUG sur les ARNm des sélénoprotéines SelM et GPx1. Cette singularité pourrait être 

le signe d�un mécanisme d�initiation non-canonique qui impliquerait un mode de 

recrutement du ribosome différent ou à un autre endroit sur l�ARNm des 

sélénoprotéines.  

 

Nous avons analysé le mécanisme d�initiation de la traduction de l�ARNm de la 

sélénoprotéine M grâce à l�utilisation d�inhibiteurs spécifiques de cette étape durant 

des expériences d�assemblage de complexes traductionnels dans les lysats de 
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réticulocytes de lapins. Une singularité dans le mécanisme d�initiation de cet ARNm a 

pu être observée. En effet, aucun complexe de pré-initiation 48S n�a pu être observé 

sur l�ARNm de SelM en présence de GMP-PNP, un inhibiteur spécifique des 

GTPases, qui bloque la formation du complexe 80S mais pas du complexe 48S. Ceci 

pourrait s�expliquer par le fait que le mécanisme d�initiation de cet ARNm requiert 

une activité GTPasique supplémentaire par rapport au mécanisme d�initiation 

canonique et qui serait différente des facteurs d�initiation eIF2 et eIF5B (Wilson et al., 

2000b). Il a été proposé que GAPsec, une protéine impliquée dans l�activation des 

GTPases (GTPase-activating protein, GAP), par son interaction avec EFSec, jouerait 

un rôle dans le mécanisme de redéfinition du codon UGASec des sélénoprotéines 

(Hirosawa-Takamori et al., 2009). Cette protéine pourrait également être impliquée 

dans l�activation de la GTPase requise au mécanisme d�initiation des ARNm de 

sélénoprotéines de SelM. Une  des protéines que nous avons purifiée avec l�ARNm de 

HA-GPx1, la protéine U5-116kD (U5S1 ou EFTuD2) possède une activité GTPase et 

constituerait le candidat idéal pour assurer la fonction que nous recherchons. En effet, 

cette même protéine avait précédemment été retrouvée en interaction avec la protéine 

SBP2 lors d�un crible double-hybride réalisé dans notre laboratoire (données de C. 

Allmang). Bien qu�impliquée dans l�épissage des ARNm (Fabrizio et al., 1997), cette 

protéine est également un homologue du facteur d�élongation EF-2 (translocase du 

ribosome). Ainsi, il serait intéressant d�analyser le rôle fonctionnel de GAPsec et de 

U5-116kD en évaluant l�effet de leur inactivation sur la synthèse de la sélénoprotéine 

HA-GPx1. Leur interaction avec les différents facteurs de la machinerie de recodage, 

dont SBP2, pourrait être testée. Enfin, les extraits de réticulocytes de lapin pourraient 

être immunodéplétés de U5-116kD. Si l�activité GTPase de U5-116kD est requise 

pour le recrutement des ribosomes sur l�ARNm de SelM, aucun complexe ne devrait 

être obtenu à partir de ces extraits.  

 

Puisque nous n�avons pas vu de complexe 48S associé à l�ARNm de SelM, il est 

envisageable que le mécanisme d�initiation de cet ARNm soit indépendant de cette 

étape, et passe directement par l�assemblage du complexe 80S selon un mécanisme 

GTP-dépendant. Chez les procaryotes, certains ARNm sont capables de recruter 

directement le ribosome 70S, en absence de facteurs d�initiation, et ne recrutent pas la 

petite sous-unité 30S (Balakin et al., 1992; Moll et al., 2002). Ces ARNm appelés 
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« leaderless » recrutent le ribosome au niveau du codon AUG mais n�ont pas de 

séquence Shine-Dalgarno habituellement requise à cette étape d�initiation, chez ces 

organismes. Cette classe d�ARNm est également présente chez les archae et les 

mitochondries de mammifères (Li and Wang, 2004; Malys and McCarthy, 2011). Une 

étude a montré que le ribosome eucaryote est capable de s�assembler sur ces ARNm 

de la même manière que le ribosome procaryote (Andreev et al., 2006). L�IRES IGR 

du virus CrPv (Cricket Paralysis Virus) est également capable de recruter directement 

le ribosome 80S en absence de facteurs d�initiation de la traduction (Pisarev et al., 

2005; Wilson et al., 2000b). Ainsi, on pourrait imaginer que le ribosome soit recruté 

sur l�ARNm de SelM selon un mécanisme similaire, c�est à dire directement sous 

forme de particule 80S, ce qui expliquerait l�impossibilité d�observer la présence de 

complexe 48S. Pour tester cette hypothèse, l�ARNm de SelM radiomarqué sera 

incubé en présence de ribosome 80S ou de complexe de pré-initiation 43S purifiés, et 

leur assemblage sur l�ARNm sera analysé par gradient de sucrose. S�il existe, ce 

mécanisme d�initiation nécessiterait la présence d�une GTPase, puisqu�aucun 

complexe n�est formé sur l�ARNm de SelM en présence de l�inhibiteur édéine. Le 

processus d�initiation atypique de l�ARNm de SelM pourrait faire intervenir une 

structure de type IRES, le recrutement direct de la particule 80S et l�intervention 

d�une protéine qui apporte une activité GTPase, essentielle à l�assemblage du 

complexe 80S, telle que U5-116kD. Un autre argument en faveur d�un mécanisme 

d�initiation de ce type pour les ARNm de sélénoprotéines vient de nos données 

concernant la protéine DDX3. En effet, nous avons identifié DDX3 au sein des 

complexes de traduction associés à l�ARNm de SelM et nos résultats indiquent que 

cette hélicase ATP dépendante serait importante pour l�expression des 

sélénoprotéines. DDX3 est nécessaire à la traduction IRES-dépendante du virus du 

VIH-1 (Liu et al., 2011). En effet, DDX3 est capable de se substituer au facteur 

d�initiation eIF4E dans la liaison à la coiffe m7G de l�ARNg du virus VIH-1 où il 

génère la formation d�un complexe trimérique DDX3/PABP/eIF4G (Soto-Rifo et al., 

2013). Ce complexe de pré-initiation ne contient pas les protéines de liaisons à la 

coiffe CBP20/CBP80 ou eIF4E et est requis pour l�initiation de la traduction de 

l�ARNg (Soto-Rifo et al., 2012, 2013). Une autre étude a montré que ces mêmes ARN 

du VIH-1 auraient une coiffe m3G  nécessaire à leur expression (Yedavalli and Jeang, 

2010). Ainsi, DDX3 pourrait être impliquée dans une initiation de la traduction de 
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type IRES de l�ARNm de SelM, indépendamment du facteur d�initiation eIF4E et qui 

pourrait faire intervenir la coiffe m3G. La capacité de DDX3 à interagir directement 

avec les ARNm de sélénoprotéines sera vérifiée par des expériences de retard sur gel. 

Dans l�hypothèse d�un résultat positif, la zone d�interaction précise de la protéine 

avec l�ARNm pourrait être déterminée par des expériences de protection à la DNase I.  

 

NSEP1 (ou YB-1), une protéine de liaison au SECIS est impliquée dans la synthèse 

des sélénoprotéines (Fagegaltier et al., 2000c; Shen et al., 1998, 2006), mais 

également dans la traduction IRES-dépendante. En effet, NSEP1 a été proposée 

comme ITAF (IRES trans acting factors), qui sont des protéines chaperon impliquées 

dans le recrutement du ribosome vers les IRES (Cobbold et al., 2008; King et al., 

2010). NSEP1 interagirait avec les IRES cellulaires de la famille myc et régulerait de 

manière positive leur traduction IRES-dépendante (Cobbold et al., 2008). L�existence 

d�IRES cellulaire a été proposé par de nombreuses études (Bushell et al., 2006; 

Cobbold et al., 2008; Henis-Korenblit et al., 2000; Holcik et al., 1999; Macejak and 

Sarnow, 1991; Qin and Sarnow, 2004) mais reste encore largement controversée 

(Jackson, 2013; Shatsky et al., 2010, 2014). Les ARNm cellulaires contenant une 

IRES sont caractérisés par (i) une longue 5�UTR riche en résidus GC, prédite 

hautement structurée et (ii) leur traduction qui persiste en condition de stress, durant 

la mitose ou quand l�activité de eIF4E est compromise (Jackson, 2013; Vagner et al., 

2001). L�analyse du transcriptome à grande échelle (Kapeli and Yeo, 2012) a dévoilé 

l�existence d�une diversité remarquable du mode de recrutement des ribosomes 

eucaryotes par les ARNm cellulaires (Shatsky et al., 2014). Ces données permettent 

une classification des ARNm en plusieurs groupes basés sur leur capacité à recruter 

les différents composants de eIF4F, leurs homologues ou d�autres facteurs (Shatsky et 

al., 2014). Ceci remet en question le concept strict, généralement admis, de la 

dépendance de l�initiation vis à vis de eIF4E/m7G et propose une alternative au 

concept d�IRES cellulaire. Ainsi, la traduction de certains ARNm est peu dépendante 

de eIF4E/m7G mais ces ARNm ont une plus forte affinité pour eIF4G/eIF4A et 

pourraient recruter ces facteurs via des structures secondaires présentes dans leur 

5�UTR (Badura et al., 2012; Wallace et al., 2010). D�autres ARNm utilisent des 

variants de eIF4E ou eIF4G (Coldwell et al., 2012), ou d�autres facteurs pour 

assembler le ribosome (Shatsky et al., 2014). 
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Il serait donc essentiel de déterminer l�implication des facteurs d�initiation sur la 

traduction des ARNm de sélénoprotéines. Pour cela, les facteurs eIF4G ou eIF4A 

seraient inactivés par siARN et l�impact de leur inhibition sur la traduction de HA-

GPx1 pourrait être analysée comme nous l�avons fait pour eIF4E. Ainsi, si la 

traduction des ARNm de sélénoprotéines dépend fortement de eIF4G/eIF4A, une 

inhibition de l�expression de HA-GPx1 devrait être observée. La présence potentielle 

d�un IRES dans la région 5�UTR d�un ARNm de sélénoprotéine pourrait être testée à 

l�aide d�un rapporteur bicistronique. Pour cela, la région d�intérêt serait clonée entre 

les gènes de la luciférase rénilla et de celle de la luciole, et leur expression serait 

analysée.  

 

Les IRES constituent des séquences d�environs 200-300 nucléotides dans la région 5� 

non-codante du génome des virus. Les extrémités 5�UTR des ARNm de 

sélénoprotéines sont généralement courtes (SelM : 66 Nts, GPx1 : 80 Nts) et ne 

peuvent donc pas contenir une IRES au sens stricte. On pourrait imaginer la présence 

d�une structure de type IRES qui serait présente dans la région 5�UTR ou ailleurs 

dans l�ARNm et qui permettrait de recruter des facteurs d�initiation ou le ribosome ; 

un mécanisme qui présenterait des similarités avec le mode d�initiation de l�ARNm de 

l�histone H4 (Martin et al., 2011), dépendant de la coiffe m7G, et dont le recrutement 

des ribosomes se fait par �tethering�. Ce processus pourrait éventuellement dépendre 

de la coiffe m3G. 

 

Plusieurs études ont montré que la région 3�UTR des ARNm peut être impliquée dans 

la régulation de leur traduction. En effet, l�expression de certains ARNm, dont la 

région 3�UTR est la cible de protéines qui inhibent l�initiation de la traduction, est 

spécifiquement régulée au cours des premières phases du développement et de la 

différenciation cellulaire (pour revue, De Moor et al., 2005). Chez certains virus de 

plantes, des éléments structuraux spécifiques appelés 3�CITE (3� cap-independent 

translation enhancer) sont retrouvés dans la région 3� des génomes viraux et sont 

capables de recruter des facteurs d�initiation ou des particules ribosomiques (Gao et 

al., 2014; Nicholson and White, 2011; Simon and Miller, 2013). Ces éléments sont 

essentiels au mécanisme d�initiation de la traduction de ces ARNg. Durant ma thèse 

j�ai pu montrer que la région 3�UTR de l�ARNm de SelM est indispensable au 
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recrutement des ribosomes. De plus, une tige-boucle prédite en aval de l�élément 

SECIS, semble impliquée dans une interaction avec des protéines (Figure 76). Cet 

élément pourrait, éventuellement avec le SECIS, être impliqué dans le recrutement de 

facteurs importants pour le mécanisme d�initiation de la traduction de ces ARNm et le 

recrutement de ribosomes.  

Figure 76. Le mécanisme d�initiation de la traduction des ARNm de sélénoprotéines est atypique. 
La formation du complexe de pré-initiation 48S sur l�ARNm de SelM requiert une GTPase 
supplémentaire (les protéines U5-116kD ou GAPSec constituent GTPases potentielles). La région 
3�UTR est essentielle pour le recrutement des ribosomes sur les ARNm de sélénoprotéines. La coiffe 
m3G et d�autres facteurs importants pour l�expression des sélénoprotéines tel que DDX3, pourraient 
jouer un rôle dans le mécanisme d�initiation de la traduction. 

Dans un premier temps, l�implication du facteur d�initiation eIF4F dans le 

recrutement des ribosomes vers les ARNm de sélénoprotéines pourrait être testé. Pour 

cela, des expériences d�assemblage des ARNm de sélénoprotéines radiomarqués dans 

les lysats de réticulocytes de lapins seraient réalisées en présence d�inhibiteurs de 

eIF4F. Des inhibiteurs des trois composants du facteur d�initiation eIF4F ont été 

décrits dans la littérature et pourraient être utilisés. L�inhibiteur 4EGI inhibe eIF4E et 

induit sa dissociation de eIF4G, l�inhibiteur FL3 (fourni par Laurent Desaubry) est un 

inhibiteur de eIF4A et enfin, la protéase 2A du virus HRV (Human Rhino Virus) 

permet le clivage et l�inhibition spécifique de eIF4G. Si eIF4F participe au 

mécanisme de traduction des ARNm de sélénoprotéines, l�inhibition de ces sous-

unités empêchera la formation des polysomes. Dans ce cas, la capacité de la région 

3�UTR à les recruter devra être analysée. La liaison des facteurs d�initiation eIF4E, 
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eIF4G et eIF4A purifiés sur un ARN transcrit in vitro correspondant à la région 

3�UTR isolée sera testée par des expériences de retard sur gel. La contribution 

potentielle de la tige-boucle prédite en aval de l�élément SECIS sur le recrutement de 

facteurs sera analysée plus en détail par des expériences de délétion. Si elle joue un 

rôle dans le recrutement de facteurs, un ARN biotinylé correspondant à cette tige-

boucle pourra être utilisé comme appât et incubé en présence de lysat de réticulocytes 

de lapin ou d�extraits cellulaires et les protéines qui s�y associeront seront analysées 

par spectrométrie de masse. Les éléments 3�CITE sont connus pour interagir avec une 

structure en tige-boucle localisée à l�extrémité 5� de l�ARN viral via des interactions 

ARN-ARN en « kissing loop » (Nicholson et al., 2010, 2013; Treder et al., 2008). 

Ainsi, si un élément de type 3�CITE est impliqué dans l�initiation de la traduction de 

l�ARNm de SelM, l�impact de la délétion de la région 5�UTR sur le recrutement des 

ribosomes devra également être testé.  

 

Au vu de l�ensemble de nos résultats, il apparait indispensable d�obtenir des 

informations concernant la structure de l�ARNm, au niveau des régions 5� et 3�UTR 

mais également aux alentours du codon UGASec. La détermination de la structure 

secondaire de l�ARNm de SelM sera réalisée par des méthodes d�analyse structurale 

en solution telles le sondage chimique et enzymatique (Jaeger et al., 2006) ou la 

méthode de  SHAPE (Selective 2'-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension) 

(Merino et al., 2005). Il serait également intéressant d�analyser la structure de 

l�ARNm pour lequel le codon UGASec est muté en codon UGUcys afin de déterminer si 

le changement d�un nucléotide a un impact sur la structure de l�ARNm et pourrait 

expliquer les différences que nous observons dans les mécanismes d�assemblage de 

ces deux ARNm. Il serait nécessaire de réaliser ces études pour différents ARNm de 

sélénoprotéines afin de vérifier si nos observations sont généralisables à l�ensemble 

des ARNm de sélénoprotéines. En effet, si ce processus a un lien avec la coiffe m3G, 

des différences au sein d�ARNm de sélénoprotéines distincts devraient être observées. 
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Mécanisme de recodage 

 

La protéine SBP2 se lie en amont du codon UGASec de l�ARNm de SelM 

 

La protéine SBP2, essentielle au mécanisme de recodage du codon UGASec, interagit 

avec l�élément SECIS dans la région 3�UTR des ARNm des sélénoprotéines 

eucaryotiques (Caban et al., 2007; Copeland et al., 2000, 2001; Kinzy et al., 2005; 

Lescure et al., 2002c). Chez les bactéries, en revanche, l�élément SECIS est présent 

dans la région codante directement en aval du codon UGASec, ce qui permet 

d�apporter les facteurs d�incorporation de la sélénocystéine au niveau du site de 

recodage (Böck et al., 2006; Stock and Rother, 2009; Yoshizawa and Böck, 2009). 

Nos expériences indiquent que la protéine SBP2 serait également capable d�interagir 

en amont du codon UGASec des ARNm de SelM et GPx1 eucaryotes. Des prédictions 

de structure secondaires réalisées à l�aide du logiciel SECISaln (Chapple et al., 

2009a) suggèrent la présence d�une structure semblable à un SECIS, que nous avons 

appelé �pseudo-SECIS�. La présence d�une protéine (appelée alors SBP, pour SECIS 

Binding Protein) capable de se lier à la fois au SECIS en 3�UTR et à une séquence en 

amont du codon UGASec avait été détectée avant la caractérisation de SBP2 (Mizutani 

and Fujiwara, 2000). En effet, SBP peut être déplacée de l�ARN SECIS par des 

expériences de compétition à l�aide d�un fragment d�ARN correspondant à la 

séquence en amont du codon UGASec. Cette protéine, du fait de son faible poids 

moléculaire n�a pas été assimilée à SBP2 et son étude n�a pas été poursuivie. Il est 

envisageable que la protéine SBP identifiée par Mizutani and Fujiwara, 2000 puisse 

être une forme tronquée de SBP2. L�analyse de la structure secondaire de l�ARNm de 

SelM, proposée précédemment, permettra de confirmer la présence de l�élément 

�pseudo-SECIS� en amont du codon UGASec. Dans le but de valider l�interaction de 

SBP2 avec l�élément �pseudo-SECIS� de l�ARNm de SelM, nous avons réalisé des 

expériences de retard sur gel et avons observé que SBP2 ne lie que faiblement le 

« pseudo-SECIS ». L�ARN utilisé présente cependant plusieurs conformations, 

pouvant indiquer un problème de repliement lié au choix de la séquence. Ces données 

préliminaires devront donc être confirmées et l�interaction du �pseudo-SECIS� de 

GPx1 avec SBP2 devra être vérifiée de la même manière. Dans les lysats de 

réticulocytes de lapin, nous avons observé une pause de la réverse transcriptase au 
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niveau du �pseudo-SECIS� différente de celle liée à SBP2. Cette pause pourrait être 

induite par l�interaction d�une protéine présente dans l�extrait. De manière 

intéressante, cette pause est observée au même endroit de la structure du �pseudo-

SECIS� pour les deux ARNm de SelM et de GPx1. Ceci suggère l�existence d�une 

protéine qui pourrait lier le �pseudo-SECIS� et assister ou renforcer l�interaction de 

SBP2 au niveau de cet élément. Le �pseudo-SECIS� pourrait participer au mécanisme 

du recodage en assurant la communication entre le ribosome au niveau du codon 

UGASec et l�élément SECIS dans la région 3�UTR. Dans les autres ARNm de 

sélénoprotéines, aucune structure �pseudo-SECIS� n�a pu être prédite directement en 

amont du codon UGASec avec le logiciel SECISaln. Un �pseudo-SECIS� a été 

retrouvé cependant plus de 90 nucléotides en amont du codon UGASec de l�ARNm de 

SelO. Il est possible que la position du �pseudo-SECIS� relative au codon UGASec 

puisse varier d�un ARNm de sélénoprotéine à l�autre, de la même manière que varie 

celle du SECIS par rapport au codon UGASec (Grundner-Culemann et al., 1999; 

Latreche et al., 2009). Ainsi, il serait intéressant de rechercher de manière 

systématique la présence d�éléments �pseudo-SECIS� au sein des ARNm de 

sélénoprotéines.  

 

L�ARN SECIS adopte une structure en tige-boucle formée de deux hélices séparées 

d�une boucle interne. Le quartet de paires de bases non Watson-Crick, au pied de 

l�hélice II, et le motif conservé AAR, localisé dans la boucle apicale, sont deux 

éléments du SECIS essentiels au mécanisme de recodage du codon UGASec 

(Fagegaltier et al., 2000a; Walczak et al., 1996, 1998). Le �pseudo-SECIS� de SelM, 

hormis sa position dans la région codante, présente ces mêmes caractéristiques. 

Cependant, dans les �pseudo-SECIS� de GPx1 et de SelO, malgré la présence du 

quartet de paires de bases non Watson-Crick, les deux adénines du motif AAR sont 

remplacés par CC et CA, de plus la longueur des hélices et la taille des boucles 

internes diffèrent légèrement de la structure consensus du SECIS. Ces éléments 

pourraient également constituer des variants d�éléments de type SRE (Selenocysteine 

Redefinition Element) qui sont des structures en tige-boucle présentes dans la 

séquence codante de certains ARNm de sélénoprotéines impliquées dans le 

mécanisme de recodage (Bubenik et al., 2013; Howard et al., 2005a, 2007b). 

Cependant, les éléments SRE sont, jusqu�à présent, trouvés en aval du codon UGASec 



Discussion

217 

et leur interaction avec SBP2 n�a pas été analysée. Par ailleurs, il a été montré qu�un 

élément SECIS, présent dans la région codante d�un ARNm de sélénoprotéine viral 

permettrait l�incorporation de sélénocystéine chez les mammifères (Mix et al., 2007). 

Cet élément est localisé dans la région codante de l�ARNm, 350 nucléotides en aval 

du codon UGASec. Le déplacement de cet élément en amont du codon UGASec

n�affecte pas le mécanisme de recodage (Mix et al., 2007). D�après cette étude, la 

localisation de l�élément SECIS dans la région 3�UTR ne serait pas une nécessité 

fonctionnelle mais plutôt une adaptation évolutive qui permettrait une plus grande 

efficacité de synthèse des sélénoprotéines. On peut se demander si le �pseudo-SECIS� 

aurait une fonction redondante à celle du SECIS et permettrait le recodage du codon 

UGASec. Nos expériences de traduction in vitro, en accord avec la littérature, montrent 

que, lorsque l�élément SECIS est délété de la région 3�UTR des ARNm de SelM et de 

GPx1, aucun produit de traduction n�est détecté, indiquant que le recodage n�a pas 

lieu. Le rôle de l�élément �pseudo-SECIS� pourrait cependant être d�assurer la 

communication entre le ribosome au niveau du codon UGASec et l�élément SECIS 

dans la région 3�UTR (Figure 77). L�importance fonctionnelle du �pseudo-SECIS� 

sera étudiée. Pour cela, des mutations seront introduites dans la séquence de cet 

élément, et leur impact sur la traduction in vitro de l�ARNm sera analysé.  

 

 

Figure 77. Rôle 

potentiel de la 

structure �pseudo-

SECIS� dans le 

mécanisme de 

recodage des 

sélénoprotéines. 

L�élément �pseudo-
SECIS� pourrait assurer 
la communication entre 
l�élément SECIS, le 
codon UGASec et le 
ribosome par le biais 
d�une interaction avec 
SBP2 et/ou d�autres 
protéines lors du 
mécanisme de recodage. 
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Vers une analyse structurale des complexes de traduction des ARNm de 

sélénoprotéines 

 

Durant ma thèse, nous avons mis au point une méthode qui a permis de purifier pour 

la première fois des complexes traductionnels associés à un ARNm de sélénoprotéine, 

dans des conditions compatibles à une analyse structurale par cryo-microscopie 

électronique. Ce projet collaboratif avec l�équipe de Yaser Hashem (IBMC, 

Strasbourg) nous a permis d�obtenir la structure de trois complexes d�élongation. 

L�objectif futur sera de rechercher et d�améliorer les conditions permettant de purifier 

un complexe de recodage. Pour cela, les extraits de réticulocytes de lapin seront 

complétés par différents facteurs essentiels et spécifiques du mécanisme de recodage 

des sélénoprotéines tels que SBP2, eEFSec et le Sec-ARNt[Ser]Sec. Des extraits réalisés 

à partir de types cellulaires dans lesquels l�expression des sélénoprotéines est élevée, 

seront testés pour leur capacité à assembler des complexes de traduction sur les 

ARNm transcrits in vitro et pour leur efficacité de recodage. Notre objectif est 

d�obtenir la structure tridimentionnelle du complexe de recodage associé à l�ARNm 

de SelM. Ces données structurales nous permettront d�avoir une meilleure 

connaissance du mécanisme de recodage des sélénoprotéines et peut-être de 

comprendre comment se fait la communication entre l�élément SECIS, le codon 

UGASec et le ribosome durant ce processus.  
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Conclusion 

 

Durant ma thèse, j�ai contribué à la mise en évidence et à la description d�un 

mécanisme particulier de maturation de la coiffe en 5� des ARNm de sélénoprotéines. 

En effet, nous avons montré que certains ARNm de sélénoprotéines portent une coiffe 

hyperméthylée m3
2,2,7G à la manière des sn et snoRNP. L�étude du mécanisme de 

biogenèse de cette coiffe a révélé d�importantes similarités avec le mode 

d�assemblage de ces RNP non-codants : l�enzyme Tgs1 est responsable de la 

modification de la  coiffe et serait recrutée par le complexe SMN et la protéine 

Nop58. Comme dans le cas des snRNP, le complexe SMN et le méthylosome 

semblent également participer à l�assemblage des mRNP de sélénoprotéines.  

Tgs1, est requise pour l�expression in vivo des sélénoprotéines, probablement via son 

action directe sur l�hyperméthylation de la coiffe des ARNm, indiquant que la coiffe 

m3G constituerait un élément important dans la synthèse des sélénoprotéines. 

Cependant, le rôle fonctionnel de la coiffe m3G n�est toujours pas compris et elle 

pourrait être impliquée dans la stabilité et l�assemblage, ou l�initiation de la traduction 

et le mécanisme de recodage des mRNP de sélénoprotéines. Nous avons également 

révélé que le facteur d�initiation eIF4E n�est pas requis pour la traduction des ARNm 

de sélénoprotéines portant une coiffe m3G, suggérant l�existence d�un mode 

d�initiation de la traduction différent. Mes résultats de thèse indiquent qu�il pourrait 

s�agir d�un processus d�initiation original qui nécessiterait une GTPase 

supplémentaire par rapport au mécanisme canonique. De plus, la région 3�UTR des 

ARNm de sélénoprotéines semble indispensable au processus de recrutement des 

ribosomes. L�ensemble de ces résultats va dans le sens de l�existence d�un mécanisme 

atypique d�initiation de la traduction des ARNm de sélénoprotéines.  

Par ailleurs, j�ai également identifié la présence d�un élément de structure semblable à 

un SECIS présent dans la phase codante de certains ARNm de sélénoprotéines et qui 

pourrait contribuer au mécanisme de synthèse des sélénoprotéines. Ainsi, le processus 

de synthèse des sélénoprotéines semble bien plus sophistiqué qu�initialement anticipé. 

Cette complexité pourrait permettre une régulation fine de l�expression des 

sélénoprotéines, adaptée aux besoins de la cellule.  
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Durant ma thèse, j�ai développé des outils qui ont permis d�évaluer l�impact 

fonctionnel de facteurs sur la synthèse in vivo de sélénoprotéines. D�autres outils 

permettront d�identifier de nouveaux facteurs impliqués dans la traduction et le 

recodage des ARNm de sélénoprotéines in vivo. J�ai également mis au point une 

méthode de purification des complexes de traduction associés à un ARNm de 

sélénoprotéine dans le but de résoudre la structure tridimentionnelle du complexe de 

recodage par cryo-microscopie électronique. L�objectif est d�élucider l�ensemble des 

étapes de la traduction et du recodage des ARNm de sélénoprotéines. 
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Matériel et méthodes 

 

I Matériel 

I.1 Lignées cellulaires eucaryotes 

HEK293FT : lignée cellulaire immortalisée dérivée de cellules de rein embryonnaires 

humaines (Invitrogen). Ces cellules possèdent le gène adénovirus E1A permettant 

l�activation de certains promoteurs viraux et donc la surproduction de protéines. 

 

Flp-In� T-REx� 293 : lignée cellulaire humaine dérivée des cellules HEK293 (Life 

technologies). Cette lignée permet de créer rapidement une lignée cellulaire stable 

exprimant de manière homogène une protéine d�intérêt à partir d�un vecteur 

d�expression Flp-In�. Ces cellules contiennent un site de recombinaison FRT dans 

un locus transcriptionnellement actif du génome. Elles contiennent également deux 

séquences plasmidiques intégrées stablement dans leur génome (pFRT/lacZeo et 

pcDNA�6/TR). La co-transfection des cellules Flp-In� T-REx� 293 avec un 

vecteur Flp-In�(pcDNATM5/FRT/TO) exprimant le gene d�intérêt et un vecteur 

codant pour la recombinase Flp, pOG44, résulte en une intégration stable du vecteur 

d�expression au même locus pour toutes les cellules. 

 

HeLa : lignée cellulaire humaine issue de cellules cancéreuses du col de l�utérus 

(ATCC) 

 

I.2 Plasmides 

Tableau M1 : liste des plasmides 

Nom Insert Etiquette Type/Utilisation 
pHSBP2 hSBP2 6His Vecteur d�expression procaryote de type 

pET32b (promoteur T7) 
pHS 343 hSBP2 344-854 6His pET32b 

 
pHS 514 hSBP2 514-854 6His pET32b 

 
pHSBP2 1-344 hSBP2 1-344 6His pET32b 
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pTHSBP2 hSBP2 Trx-6His pET32b 

 
pTHS 514 hSBP2 514-854 Trx-6His pET32b 

 
pLenti/V5-SBP2 SBP2 V5 Vecteur d�expression eucaryote de type 

pLenti/V5-D-TOPO pour transduction et 
transfection  

pEGFP-SMN SMN GFP Plasmide de type pEGFP-C2, pour 
expression eucaryotique (promoteur CMV) 

pEGFP-PRMT5 PRMT5 GFP pEGFP-C2 
 

pSelM 5� et 3�UTR SelM - Plasmide de type pCDNA3.1, pour 
expression eucaryote (promoteur CMV) 

pSelMCys 5� et 3�UTR 
SelMCys 

- pCDNA3.1 

pSelM SECIS 5� et 3�UTR 
SelM SECIS 

- pCDNA3.1 

pGPx1 5� et 3�UTR GPx1 - pCDNA3.1 
 

pGPx1Cys 5� et 3�UTR 
GPx1Cys 

- pCDNA3.1 

pGPx1 SECIS 5� et 3�UTR 
GPx1 SECIS 

- pCDNA3.1 

pcDNATM5/FRT/TO - - Plasmide utilisé pour la création des lignées 
stables Flp-In� T-REx� 293. Promoteur 
CMV, opérateur TetO2 

pHA-GPx1 5� et 3�UTR GPx1 HA pcDNA�5/FRT/TO 
 

pHA-GPx1Cys 5� et 3�UTR 
GPx1Cys 

HA pcDNA�5/FRT/TO 

pHA-GPx1Cys SECIS 5� et 3�UTR 
GPx1Cys SECIS 

HA pcDNA�5/FRT/TO 

pHA-GPx1-intron 5� et 3�UTR 
GPx1-intron 

HA pcDNA�5/FRT/TO 

pOG44 FLP recombinase - Plasmide utilisé pour la création des lignées 
stables Flp-In� T-REx� 293. 

pGADT7-SBP2  
 

SBP2 AD Gal4  
 

pGADT7, plasmide utilisé pour les tests 
d�interaction double-hybride chez S. 

cerevisae. Genère une protéine en fusion 

avec le domaine d�activation de Gal4 (AD 

Gal4) 
pGBKT7-SBP2  
 

SBP2 BD Gal4  
 

pGBKT7, plasmide utilisé pour les tests 
d�interaction double-hybride chez S. 

cerevisae. Genère une protéine en fusion 

avec le domaine de liaison à l�ADN de Gal4 

(BD Gal4)   

pGADT7-PRMT5 PRMT5 AD Gal4  
 

pGADT7 

pGBKT7-PRMT5 PRMT5 BD Gal4  
 

pGBKT7 

pGADT7-MEP50 MEP50 AD Gal4  
 

pGADT7 

pGBKT7-MEP50 MEP50 BD Gal4  
 

pGBKT7 

pGADT7-pICln pICln AD Gal4  
 

pGADT7 

pGBKT7-pICln pICln BD Gal4  
 

pGBKT7 
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I.3 Anticorps 

Tableau M2 : liste des anticorps 

Nom de l�anticorps Poly/monoclonal, source fournisseur 
Anticorps primaires :   
Anti-SMN (2B1) Monoclonal, souris Santa Cruz 
Anti-PRMT5 Polyclonal, chèvre Santa Cruz 
Anti-Mep50 Monoclonal, souris Santa Cruz 
Anti-Gemin2 (2E17) Monoclonal, souris Fournis par Severine 

Massenet 
Anti-Sm (Y12) Monoclonal, souris Abcam 

pACT2-Nufip 
 

Nufip AD Gal4  
 

pACT2-AD, plasmide utilisé pour les tests 
d�interaction double-hybride chez S. 

cerevisae. Genère une protéine en fusion 

avec le domaine d�activation de Gal4 (AD 

Gal4) 
pAS2-Nufip 
 

Nufip BD Gal4  
 

pAS2 BD, plasmide utilisé pour les tests 
d�interaction double-hybride chez S. 

cerevisae. Genère une protéine en fusion 

avec le domaine de liaison à l�ADN de Gal4  

pACT2-Alix Alix AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Alix Alix BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-2 Gemin-2 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-2 Gemin-2 BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-3 Gemin-3 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-3 Gemin-3 BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-4 Gemin-4 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-4 Gemin-4 BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-5 Gemin-5 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-5 Gemin-5 BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-6 Gemin-6 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-6 Gemin-6 BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-7 Gemin-7 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-7 Gemin-7 BD Gal4  
 

pAS2 BD 

pACT2-Gemin-8 Gemin-8 AD Gal4  
 

pACT2-AD 

pAS2-Gemin-8 Gemin-8 BD Gal4  
 

pAS2 BD 



Matériel et méthodes 

 

 224 

Anti-SBP2 Polyclonal, lapin NeoMPS 
Anti-GFP (B-2) Monoclonal, souris Santa Cruz 
Anti-His Monoclonal, souris Santa Cruz 
Anti-Tgs1 Monoclonal, souris Fournis par Rémy 

Bordonné 
Anti-rpS21 Polyclonal, chèvre Santa Cruz 
Anti-AspRS Polyclonal, lapin Fournis par Magalie 

Frugier 
Anti-Nop58 (C-20) Polyclonal, chèvre Santa Cruz 
Anti-pICln (Q-10) Polyclonal, chèvre Santa Cruz 
Anti-HA (F-7) Monoclonal, souris Santa Cruz 
Anti-m3G cap (R1131) Polyclonal, lapin Synaptic Systems 
Anticorps secondaires :   
Anti-IgG de souris  Monoclonal, chèvre Bio-Rad 
Anti-IgG de chèvre Monoclonal, âne Bethyl 
Anti-IgG de lapin Monoclonal, chèvre Bio-Rad 

 

I.4 Oligonucléotides 

Oligonucléotides utilisés pour les expériences de RT-qPCR 

Les oligonucléotides utilisés lors de la qPCR ciblent des jonctions exon-exon 

permettant d�amplifier uniquement les ADNc et non l�ADN génomique. 

 

Tableau M3 : liste des Oligonucléotides (RT-qPCR) 

Cible de l�oligonucléotide Séquence de l�oligonucléotide (5�-3�) 

SelT Fw : TCCAGATTTGTGTTTCCTGAGG 
Rev : CTGGGTACCGCTGGCTAATA 

Sel15 Fw : CGGACAGTTCAACCTGCTTC 
Rev : AATACAGGGTCTGAACCACG 

SelM Fw : TCCCGATGAGCCTCCTGTTG 
Rev : ATGGAATGTCCTGCGTGACG 

SelW Fw : ACGTGGACACAGAAAGCAAG 
Rev : ACAGCAGCCACGAGAACATC 

SelN Fw : AGCTTCATCAGCACCTGGTC 
Rev : CGGAGGTGATGTCCAAGAAG 

SelR Fw : CAGGTTTTCCAGAATCACTTTG 
Rev : GGCCATGGAGACGAGTGT 

SelK Fw : ATCTGATTCCAGATATGATGAT 
Rev : TGATTGATTCTACCCATTCTTC 

SelO Fw : GAGGAGTTTGACGCCGAGTTC 
Rev : GCTCAGCAAGTAGAAGGTGTTTGTG 

GPx3 Fw : GGAGTACATCCCCTTCAAGC 
Rev : CGAATGGTGCAAGCTCTTCC 

GPx4 Fw : CGGGCTACAACGTCAAATTCG 
Rev : GGGGCAGGTCCTTCTCTATCA 

GPx1 Fw : TGCAACCAGTTTGGGCATCA 
Rev : ACCGTTCACCTCGCACTTC 
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TrxR1 Fw : CCTTATCATCATTGGAGGTGG 
Rev : AAGAGGGGTGGGAGTGACAAA 

SMN Fw : CTGATGCTTTGGGAAGTAT 
Rev : GCCAGCATTTCTCCTTAA 

Nop58 Fw : CCATGAACCGCTGGCAGTAG 
Rev : CCAATCCAAGACACATAGCTG 

TGS1 Fw : GGCTATTACATCAGAGACAGTG 
Rev : GAATCAAGTTCACTTTCATCCA 

snARN U2 Fw : TTCTCGGCCTTTTGGCTAAG 
Rev : CTCCCTGCTCCAAAAATCCA 

snoARN U3 Fw : TTCTCTGAACGTGTAGAGCACC 
Rev : GATCATCAATGGCTGACGGCAG 

SBP2 Fw : GGTTGAGGACAAGTCTGAAGAGCC 
Rev : CTTTGAGTAGGTCGGTAACACAAGC 

eIF4E Fw : GGCCCACTCTGTAATAGTTC 
Rev : CCATCAGCAAGAGTACAGC 

!-actin Fw :  CCTTCTACAATGAGCTGCGT 
Rev : CTCCTTAATGTCACGCACGAT 

LDHA Fw : TGGCAGCCTTTTCCTTAGAACA 
Rev : ACGGCTTTCTCCCTCTTGCTGA 

HPRT Fw : TGACACTGGCAAAACAATGCA 
Rev : GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 

Nucléoline Fw: GGACGATGAGGATGACGAAG 
Rev: CATCTTCATCCTCAGCCACG 

Riok1 Fw: GTCAGGAGTTCAGAAGGTC 
Rev: GCTCTTCAGAGTCTGTGTCAG 

pICln Fw: CCACACTGGAGAGATTAGAAGG 
Rev: CCACCTCCATCCCATCTTCAT 

      Mep50 Fw: CTGGACTCAAGCCTTTCTG 
Rev: GGTAAGCAGGGAGTGATTGAGC 

eEFSec Fw: AGCTGAAGCACAAGCATGG 
Rev: CACGAAGAGCTGGATGTTG 

CBP20 Fw: CCATGCGGTACATAAATGGGAC 
Rev: CGATACTCATCCCGAACCTG 

CBP80 Fw: CCACTCCTTCAGTGCTCTTG 
Rev: GATGGTTCCTCCAGACCTCA 

NSEP1 Fw: TGATGGAGGGTGCTGACAAC 
Rev: CCTGCGGAATCGTGGTCTAT 

DDX3X Fw: GAAGTGCCGTCTTGGTTAG 
Rev: CTTTGTCGGTAGTCTCTGGC 

Gemin4 Fw: CTAGGACCCTTGAACATCTGTG 
Rev: CTTTGTTAATTCTGCCAGTGCC 

Gemin5 FW: GGAGCTGCTCAAGTCAAACC 
Rev: CTCTTTCTAGGACGGTTCCC 

 

dN9 (pour la RT) NNNNNNNNN 
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Fw : Oligonucléotide sens (Forward) 

Rev : Oligonucléotide anti-sens (Reverse) 

 

Séquence des siARN 

Une Library de siARN «à façon», On-TARGET Plus SMART pool Custom Library 

(Thermo scientific), dirigés contre 18 cibles différentes a été utilisée. Pour chaque 

gène, un mélange de 4 siARN ciblant des séquences différentes sur l�ARN cible, sont 

utilisés simultanément pour une meilleure inhibition et spécificité. Les siARN 

contrôles utilisés sont dirigés contre la luciférase firefly (FFL). 

 

Tableau M4 : liste des siARN 

Plaque personnalisée 

Cible GENE ID Accession du gène Séquence (5� -> 3�) 
SECISBP2 79048 NM_024077 AAACAGUGAAGCAUCGAAA 
      GCUCAAUGUGGCAUGGUUA 
      GUUAUCAAAGGGUGAAAUA 
      GCUUCAACCUCUCAAAUGA 
eEFSEC 60678 NM_021937 GUUCCGAGGUGCACCGAUU 
      GCCUGACUUUCAAGCGUUA 
      GCUCCAGGCUAGAUGCGGA 
      GAACUGGGCAUCAUCGACA 
NSEP1 4904 NM_004559 CUGAGUAAAUGCCGGCUUA 
      CGACGCAGACGCCCAGAAA 
      GUAAGGAACGGAUAUGGUU 
      GCGGAGGCAGCAAAUGUUA 
NCL 4691 NM_005381 GCAAAGAAGGUGGUCGUUU 
      GAUAGUUACUGACCGGGAA 
      CAAAUCUGCUCCUGAAUUA 
      GAAAGAAGACGAAGUUUGA 
CBP80 4686 NM_002486 CUGAGAAGCUGACAAUUUA 
      CAACCUGCAUUUACAAGUA 
      GAAAGGAGUUGUACGAAAA 
      CAUCAGCGUAUAUUAGAUA 
CBP20 22916 NM_007362 GAAUAUUACUCACGCGCAG 
      CAACUGAAGAACAAAUCUA 
      GAAAAGCUGUACGUUAUAU 
      GCCAUGCGGUACAUAAAUG 
EIF4E 1977 NM_001968 GACGAUGGCUAAUUACAUU 
      CAUAUCCAGUUGUCUAGUA 
      GUGAUAAGAUAGCAAUAUG 
      GAGACGAAGUGACCUCGAU 
PRMT5 10419 NM_006109 UGGCACAACUUCCGGACUU 
      CAACAGAGAUCCUAUGAUU 
      CGAAAUAGCUGACACACUA 
      CCAAGUGACCGUAGUCUCA 
pIClN 1207 NM_001293 GGACCGAAGUGACUGUCUA 
      GUGAGCAGCCAGUAUAAUA 
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      GUUAGAUGGCUCUGGAUUA 
      AACAGUUGCUGGACAGUUU 
MEP50 79084 NM_024102 CUGAGUAGAUUGGAUUUAA 
      GUACUGAGUUCAUACCGAG 
      GCAAAGACAUCUGCAUCAA 
      GAUGAGAAUGAGACACUUA 
RIOK1 83732 NM_153005 GCGCCAACGUCAAUGAUUU 
      GAACAUGGAUGCUUAUCUC 
      GGAGGCGUGUAUAUCAUUG 
      CCAAUAAUGCUAAGAAGUC 
GEMIN5 25929 NM_015465 CAGGGAAGCUAUUGCGAUU 
      CUGUAAAGCUGGAAUCGAU 
      AGAAAUACGGCAACACGAA 
      CAGAAGAAGGUGAGCGAAU 
GEMIN4 50628 NM_015721 CGUUGACACUUCUGCCGAA 
      UACCUGUGCGGGAGCGAAA 
      GGUCAUAGUGCACCCGGAA 
      AUGCAGAACUAGAGCGCUU 
DDX20 11218 NM_007204 CAAGAAAUGAUGCAUAGUA 
      GAAUUAAGCAACUCAUAGA 
      GGUUGUAAAUCUGGAUGUA 
      CCGCUUCUCAUUCAUAUUA 
SMN1 6606 NM_022874 GCUCACAUUCCUUAAAUUA 
      GCUGAUGCUUUGGGAAGUA 
      GAUGAUACAGCACUGAUAA 
      UAAGCAUGCUCUAAAGAAU 
TGS1 96764 NM_024831 GCGGGAGGAUUGUAAGAUA 
      UAUCGAUCCUGUUAAGAUU 
      GCACGACGCUUCCACAAGU 
      UAGGAUAACUGCACAUAAG 
NOP58 51602 NM_015934 CCUCAAAUCUAGACGGGAU 
      CAUUAUGCGAUGUAGAGAA 
      ACGCAAAAUAGAACAGGUA 
      AGAGAGAGAACGAGGAUUA 
DDX3X 1654 NM_001193417 CAGAUUUAGUGGAGGGUUU 
      GCAACACUGGGAUUAAUUU 
      GAUGCUGGCUCGUGAUUUC 
   GGUAUUAGCACCAACGAGA 
Thermo Scientific�Anti-Luc siARN 1 
 
siARN à façon Eurogenetec : 
    
FFL (Ctrl 
luciférase) 

  
 

CUUACGCUGAGUACUUCGA 

Tgs1 96764 NM_024831 
 

GUAUCACAGCUUUGCGAGG 

Thermo Scientific�Anti-Luc siARN 1 

 

Oligonucléotides utilisés pour les expériences de toeprint 

Tableau M5 : liste des Oligonucléotides (toeprint) 

Cible de l�oligonucléotide Séquence de l�oligonucléotide (5�-3�) 

SelM-AUG GTCCGGCCGGTAGGCAGTGG 
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SelM-UGASec CATCACCAGGTTGTGATAG 

SelM-SECIS GAAGGAAGAAAGTGGGGTTGG 

GPx1-AUG CAGGCTCACAGGCTCCCCGCC 

GPx1- UGASec CGCCGCTGCAGCTCGTTCATC 

GPx1-SECIS CTTTATTAGTGGGGAAACTCGCC 

 

Oligonucléotides utilisés pour réaliser les matrices PCR, utilisées pour transcription 

Tableau M6 : liste des Oligonucléotides (transcription) 

Cible de 
l�oligonucléotide 

Séquence de l�oligonucléotide (5�-3�) 

SelM entier 
 

T7Fw: TAATACGACTCACTATAGGGTGGCGCAGCGACTCGGAGGTT 
Rev: TTAAGGCAGGAGGGAATTTAGTGGA 
 

GPx1 entier T7Fw: TAATACGACTCACTATAGCAGTTAAAAGGAGGCGCC 
TGCTG 
Rev : TTCTGCTGACACCCGGCACTTTAT 
 

SelM entier 
(pour Complexes 
CryoEM) 

T7Fw: TAATACGACTCACTATAGGGTGGCGCAGCGACTCGG 
AGGTT 
Rev : GTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTAAGGCA 
GGAGGGAATTTAGTGGA 
 

SelM UGASec 

(pour Gelshift) 
T7Fw: TAATACGACTCACTATAGGGCGCTTGTGGCCCCAG 
CCACAG 
Rev : CCGCAGGTCTCTACCCGGGC 
 

SelM SECIS 
(pour Gelshift) 

T7Fw: TAATACGACTCACTATAGGGGGAGACAGAATGAAG 
CGCTC  
Rev: GGGGACGGGCATCGGCTCTC 
 

 

La séquence du promoteur T7 est indiquée en vert. La séquence permettant la ligation 

de l�oligonucléotide A-biot à l�ARNm de SelM est indiquée en gris. 

 

Oligonucléotides utilisés pour purifier les complexes  de traduction associés aux 

ARNm de SelM  

Tableau M7 : liste des Oligonucléotides (purification des complexes, ARNm de SelM) 

Nom de l�oligonucléotide Séquence de l�oligonucléotide (5�-3�) 
oligonucléotide A-biot CTCCTCCTCCTCAAAAAA-Biotine 
oligonucléotide Splint 1 GAGGAGGAGGAGGTGTTGTTGTTGTT 
oligonucléotide Splint 2 GAGGAGGAGGAGNGTGTTGTTGTTGTT 
oligonucléotide anti-Splint 1 AACAACAACAACACCTCCTCCTCCTC 
oligonucléotide anti-Splint 2 AACAACAACAACACNCTCCTCCTCCTC 
 

Oligonucléotides utilisés pour la purification des complexes associés in vivo aux 

ARNm HA-GPx1 
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Tableau M8 : Liste des Oligonucléotides (purification des complexes, ARNm de HA-

GPx1 in vivo) 

Nom de 
l�oligonucléotide 

Séquence de l�oligonucléotide (5�-3�) 

oligonucléotide 
ARN HA-Biot 

mCmAmTmAmGmGmGmAmTmAmGmCmCmCmGmCmAmTmAmG/TEG//3Bio/ 
 

oligonucléotide 
5� HA 

CAGGAACATCGTATGGG 

oligonucléotide 
3� HA 

CACTGAGCAGCGTAATCTGG 

 

m : 2�O-méthylation 

3Bio : 3 groupements biotine 

TEG : tétraéthylène glycol, bras permettant d�éloigner le groupement biotine de 

l�Oligonucléotide 

II Méthodes 

II.1 Surproduction et purification de protéines (hSBP2-His et dérivés) 

dans E. coli 

Les bactéries BL21(DE3)RIL sont transformées par 100 ng des plasmides pHisSBP2, 

pTHSBP2, pH 343, pH 514, ou pHisSBP2 1-344. Les clones sont sélectionnés sur 

milieu 2YT solide contenant 100  g/ L d�amplicilline et 30  g/ L de 

chloramphénicol. Une culture de 200 ml (2YT double antibiotique) est incubée à 

37°C. Lorsque la densité optique à 600nm (DO600nm) atteint 0,6, l�expression de la 

protéine est induite par ajout de 2 ml d�IPTG 100 mM. Les bactéries sont incubées à 

18°C pendant une nuit puis centrifugées 10 min à 3500 rpm et lavées dans 50 ml 

d�eau milliQ. Le culot est repris dans 5 ml de tampon de lyse (50 mM phosphate de 

sodium pH 8 ; 300 mM NaCl ; 10 mM imidazole) auxquels sont ajoutés 5  L de 

cocktail d�inhibiteurs de protéases 100X (Sigma). Les bactéries sont lysées par 

sonication (4 fois 15 sec) et maintenues dans la glace. Après clarification, le lysat est 

déposé sur une colonne contenant 1 ml d�agarose Ni-NTA, préalablement lavée avec 

10 ml de tampon de lyse. Le tout est placé sous agitation à 4°C pendant 1 h pour une 

purification en « batch ». Après sédimentation de la résine, l�effluent est collecté et la 

colonne est lavée 2 fois avec 4 ml de tampon de lavage (50 mM phosphate de sodium 

pH 8 ; 300 mM NaCl ; 20 mM imidazole). Les protéines étiquetées His sont éluées 
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avec 4 ml de tampon d�élution (50 mM phosphate de sodium pH 8 ; 300 mM NaCl ; 

250 mM imidazole) et récupérées sous forme de fractions de 500  L. 

 

II.2 Culture cellulaire : lignées HEK 293FT et Flp-In� T-REx� 293  

Multiplication et maintien des cellules 

Les cellules HEK 293FT sont cultivées dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco�s 

Modified Eagle�s Medium GlutaMAX, GIBCO), additionné de 10% de sérum de veau 

f�tal (FCS), 1% de généticine (GIBCO, 50 mg/ml), 1% de pénicilline/ streptavidine 

(GIBCO, 104 U/ml pénicilline, 105  g/ml streptavidine) en présence ou non de 10 nM 

Na2SeO3 (sélénite de sodium). Des cellules stock maintenues dans l�azote liquide 

(3.106 cellules) sont  décongelées et ensemencées stérilement dans 8 ml de milieu de 

culture 30% FCS (boîte de culture de 25 cm2).  Après environ 24 h d�incubation dans 

l�étuve à 37°C, sous 5% CO2 et hydratation contrôlée, les cellules arrivées à 

confluence sont transférées dans des boîtes de 75 cm2. Pour cela, le milieu est d�abord 

éliminé et les cellules sont délicatement lavées puis dissociées dans 1 ml de trypsine-

EDTA 0,25% (GIBCO) ; la réaction est arrêtée par ajout de 9 ml de milieu de culture. 

Les cellules sont diluées 10 fois et réparties dans des nouvelles boîtes de culture en 

vue de leur utilisation. Elles sont maintenues en culture jusqu�à un maximum de 20 

passages successifs.  

 

Transfection de cellules et inactivation de genes par ARN interférence  

Les cellules HEK 293FT et Flp-In� T-REx� 29 ont été transfectées par divers 

plasmides ou inactivées par siARN à l�aide de lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

comme décrit par le fournisseur. 48h après transfection, les cellules sont été lavées 

avec du PBS (137 mM NaCl ; 26,8 mM KCl ; 40,2 mM Na2HPO4 ; 17,6 mM 

KH2PO4 ; pH7,4) et les extraits peuvent être récoltés par les différentes methodes 

décrites ci-dessous. 

 

Préparation d�extraits cellulaires 

En vue de leur récupération, les cellules sont lavées puis grattées dans 1ml de PBS 

froid. Après 10 min de centrifugation à 1000 g, le culot de cellules est repris dans un 

volume de tampon « polysome » (10 mM HEPES-NaOH pH 7 ; 100 mM KCl ; 5 mM 

MgCl2 ; 0,5% NP40 ; 1 mM DTT ; 100 U/ml RNasin (Promega) ; 400  M VRC 
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(Vanadyl Ribonucleotide Complex, Sigma) ; 1X cocktail d�inhibiteurs de protéases 

(Sigma) et incubé 5 min dans la glace. Les extraits sont congelés dans l�azote liquide 

puis conservés à -80°C. Les extraits ainsi récupérés pourront directement être utilisés 

dans des expériences d�immunoprécipitation de complexes ARN/protéines. 

 

Extraction d�ARN à partir d�extraits cellulaires totaux 

Les extraits cellulaires sont additionnés de 10 volumes de TriReagent (MRC) et de 2 

volumes de chloroforme, vortexés 3 min, incubés 10 min à température ambiante puis 

centrifugés 15 min à 4°C à 13000 rpm. La phase aqueuse est récupérée et précipitée 

par 1 volume d�isopropanol. Après centrifugation à 13000 rpm, le culot est lavé à 

l�éthanol 70% puis repris dans 25  L d�eau milliQ. 

 

Génération des lignées stables HA-GPx1 à partir des cellules Flp-In� T-REx� 

293 et induction de l�expression des protéines 

Le système Flp-In� T-REx� 293 (Invitrogen) a été utilisé en suivant les instructions 

du fournisseur pour créer des lignées stables exprimant de manière inductible les 

protéines HA-GPx1, HA-GPx1Cys, HA-GPx1Cys SECIS et HA-GPx1-intron. Les 

séquences d�intérêt ont été clonées dans le plasmide pcDNA�5/FRT/TO et co-

transfectées dans les cellules T-REx� 293 avec le plasmide pOG44, qui code pour la  

recombinase FLP. L�expression de la recombinase permet d�intégrer, par 

recombinaison homologue,  le gène d�intérêt dans le site FRT présent dans un locus 

transcriptionnellement actif du génome des cellules, en aval du codon initiateur du 

gène LacZ en fusion au gène de résistance de la zéocine. Ainsi, si l�intégration a lieu 

dans le bon locus, les cellules deviennent sensibles à la zéocine, résistantes à 

l�hygromycine et n�expriment plus la ß-galactosidase. Les clones ayant intégré 

stablement ces différentes constructions ont été sélectionnés à l�aide d�un milieu de 

culture sélectif contenant 250  g/mL d�hygromycine (InvivoGen) et 15  g/mL de 

blasticidine (InvivoGen). Les colonies résistantes ont été mises en culture puis 

amplifiées et l�intégration a été testée par analyse de l�expression de la ß-

galactosidase (test bleu/blanc). Les gènes d�intérêts sont sous contrôle du promoteur 

hybride CMV/TetO2, permettant leur expression de manière inductible. L�expression 

de la protéine d�intérêt est induite par ajout de 0,5 à 1  g/mL de doxycyline dans le 
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milieu de culture  et se fait en présence de 3 à 10 nM de sélénite de sodium, 

conditions optimales pour la synthèse des sélénoprotéines.  

 

II.3 Transfection des lignées cellulaires par la librairie de siARN et 

analyse de l�expression de HA-GPx1 par western blot 

Les lignées cellulaires décrites précédemment ont été utilisées pour analyser l�impact 

de l�inhibition de différents facteurs par siARN sur l�expression de novo des protéines 

HA-GPx1 et HA-GPx1Cys. 12 h avant transfection, 105 cellules issues des lignées 

HA-GPx1 et HA-GPx1Cys sont mises en cultures dans 200  L de DMEM/10% FCS 

dans des boites de 48 puits. Lorsque les cellules ont atteint environ 70% de 

confluence, l�inactivation de chacune cible est réalisée par transfection de 12 pmol 

d�un mélange de 4 siARN par puits (On-TARGET Plus SMART pool Custom Library 

(Thermo scientific), voir Tableau M4) à l�aide de lipofectamine 2000 (Invitrogen) 

comme décrit par le fournisseur. Pour chaque cible, 4 répliquas biologiques sont 

réalisés. L�induction de l�expression des protéines HA-GPx1 et HA-Cpx1-Cys est 

réalisée 48h après transfection. Pour cela, le milieu est remplacé par 200 L de 

DMEM/10% FCS contenant 0,5  g/mL de Doxycycline et 3 nM de Na2SeO3. 7 h 

après l�induction, les cellules sont lavées avec 250  L de PBS et collectées dans 50 

 L de tampon « polysome », congelées dans l�azote liquide, puis conservées à -80°C. 

6  L d�extrait de cellules clarifiés sont déposés sur gel SDS-PAGE 8% et analysés par 

western blot à l�aide d�anticorps anti-HA et anti-AspRS. 

 

Analyse de la traduction de novo de protéines par chasse à la 35S méthionine (pulse-

chase)  

Les cellules des lignées HA-GPx1, HA-GPx1Cys et HA-GPx1Cys SECIS ont été 

préparées, transfectées et induites comme décrit dans le paragraphe précédent. Pour 

chaque cible, 2 répliquats biologiques sont réalisés. 3 h après induction, le milieu est 

éliminé et les cellules sont incubées pendant 1 h dans 200  L de milieu Pulse 

(DMEM Glutamax Gibco® dépourvu des acides aminés méthionine, leucine, cystéine 

et alanine (Life Technologies) complété par 10% de FCS, 0,1 mCi/mL de 35S 

méthionine, 3,97 mM d�alanine, 3,97 mM de glutamine, 0,45 mM de cystéine, 0,5 

 g/mL de Doxycycline et 3 nM de Na2SeO3). Les cellules sont lavées avec 250  L de 

PBS, collectées dans 50  L de tampon « polysome », congelées dans l�azote liquide 
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puis conservées à -80°C.  La totalité des extraits clarifiés, ajoutés de 100  L de 

tampon de lyse (150 mM NaCl, 1% Triton® X-100, 50 mM Tris-HCl pH 8) et les 

protéines HA-GPx1 sont purifiées à l�aide de 25  L de billes magnétiques  MACs 

couplées aux anticorps anti-HA ( MACS HA isolation Kit, Miltenyi Biotec) en 

suivant les instructions du fournisseur. L�élution est réalisée dans un volume de 30  L 

dont 12  L sont déposés sur gel SDS-PAGE 15%. Après migration le gel est séché, 

exposé 48h et révélé par autoradiographie.  

Durant la purification des protéines, le surnageant est récupéré et les ARN en sont 

extraits et analysés par RT-qPCR pour déterminer l�efficacité de l�inhibition des 

cibles par les siARN. 

 

II.4 Immunoprécipitation de particules ribonucléoprotéiques (RNP) 

L�immunoprécipitation de RNP permet de récupérer les protéines et ARN qui sont 

associés à une protéine d�intérêt à l�aide d�un anticorps spécifique.  

 

Préparation des billes  

Pour chaque immunoprécipitation, 50  L de billes Protéine A-sépharose 50% 

(Sigma), préalablement gonflées et lavées 3 fois dans du PBS, sont saturées par 20  g 

de BSA et 20  g d�ARNt total de levure et incubées 30 min à 4°C en rotation. 4  g 

d�anticorps (ou non dans le cas du contrôle négatif) sont ajoutés sur les billes en 

présence de 500  L de PBS et incubés une nuit à 4°C en rotation. Les billes sont 

lavées 3X dans 500  L de PBS puis 3X dans 500  L de tampon 

d�immunoprécipitation NT2 (50 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 1 mM 

MgCl2 ; 0,05% NP40 ; 1 mM DTT ; 400  M VRC ; 200 U/mL RNasin). 

 

Clarification des extraits et immunoprécipitation 

Afin de clarifier l�extrait cellulaire avant immunoprécipitation et d�éliminer les ARN 

et protéines interagissant de façon aspécifique avec les billes, 300  L d�extrait 

cellulaire sont mis en présence de 150  L de billes sans anticorps dans 3 mL de 

tampon NT2. Les billes ont été préalablement saturées et lavées comme décrit ci-

dessus. Après 30 min d�incubation à 4°C, le surnageant clarifié est récupéré par 

centrifugation et divisé en 3 fractions égales. L�une sert de référence (Input), les deux 

autres sont déposées sur les billes avec et sans anticorps (IP et Ctrl). Après 2h 



Matériel et méthodes 

 

 234 

d�incubation à 4°C en rotation, les billes sont récupérées par centrifugation et lavées 

avec 5X 1 mL de NT2 avant d�être transférées, pour un dernier lavage, dans un 

nouveau tube Eppendorf afin d�éliminer les rétentions aspécifiques d�ARN sur les 

parois. 1/4 des billes en solution sont prélevées, centrifugées et stockées à -20°C en 

vue d�une analyse par Western blot. Le reste des billes sont reprises dans 40  L de 

tampon protéinase K (50 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 10 mM EDTA ; 1% SDS ; 750 

 g/mL Protéinase K) et incubées 20 min à 37°C afin d�hydrolyser les protéines. Les 

ARN sont ensuite extraits. 

 

II.5 Détection des ARN par RT-PCR et RT-PCR quantitative 

Les ARN récupérés après immunoprécipitation ou directement extraits des cellules, 

sont traités à la DNase I, soumis à une transcription inverse et analysés par qPCR ou 

PCR. 

 

Synthèse des ADNc 

- Traitement DNase I  

Afin d�éliminer l�ADN génomique résiduel qui interfèrerait avec la synthèse des 

cDNA. 2 g d�ARN sont incubés en présence de 2,5 U de DNase I RNase free 

(Fermentas) et de tampon DNase (40 mM Tris-HCl pH 7,9 ; 10 mM NaCl ; 6 mM 

MgCl2 ; 1 mM CaCl2) dans un volume final de 20 L pendant 15 min à 25°C. La 

réaction est arrêtée par ajout de 8 mM final d�EDTA final et incubation 10 min à 

70°C. 

- Réverse transcription  

Cette étape a pour objectif d�obtenir les ADN simple-brins complémentaires (ADNc) 

de l�ensemble des ARN présents dans l�échantillon. Pour cela, 10  L des échantillons 

traités à la DNase I sont dénaturés 5 min à 70°C en présence de 100 pmol 

d�oligonucléotides dégénérés dN9 (Sigma) et 10 nmol de dNTP, puis mis dans la 

glace. La réverse transcription s�effectue avec 5 U de reverse transcriptase AMV (MP 

Biomedicals) dans le tampon AMV (50 mM Tris-HCl pH 8,3 ; 6 mM MgCl2 ; 60 mM 

NaCl ; 100 mM DTT) et en présence de 40 U de RNasin. L�hybridation est réalisée à 

25°C pendant 15min et l�élongation 1h à 42°C. Les ADNc sont stockés à -20°C. 
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Quantification des ADNc par qPCR 

La qPCR permet la quantification précise des ADNc présents dans l�échantillon en 

mesurant en temp réel l�amplification des ADN. Nous avons utilisé le kit Master Mix 

Maxima SYBR Green qPCR de Fermentas, contenant du SYBR Green et une Hot 

Start Taq ADN polymérase. L�intensité du signal émis, proportionnel à la quantité 

d�ADN, est mesuré en temps réel par le thermocycleur (BioRad CFX96/384 ou 

Stratagene MX3005P). 3  L des échantillons d�ADNc dilués au 1/20ème sont 

additionnés de 5  L de réactif Master mix 2X  et de 0,25  M final de chaque 

oligonucléotide sens et antisens dans un volume final de 10  L. Les échantillons sont 

dénaturés pendant 10 min à 95°C puis soumis à 55 cycles de qPCR : 15 sec à 95°C 

(dénaturation), 30 sec à 58°C (hybridation) et 30 sec à 72°C (élongation). Une courbe 

de fusion des produits de PCR finaux est réalisée dans une dernière étape de qPCR : 1 

min à 95°C, 30 sec à 55°C et 30 sec à 95°C. Les données sont traitées à l�aide du 

logiciel CFX Manager ou REST 2009 (Relative Expression Software Tool).  

 

Amplification des ADNc par réaction de polymérisation en chaîne (PCR)  

Dans des conditions de PCR semi-quantitatives, la réaction de PCR est réalisée à 

l�aide par une Taq ADN polymérase thermostable (DyNAzyme EXT, Finnzymes). 1 

 L d�ADNc dilué est additionné de 49  L de tampon PCR contenant 50 mM Tris-

HCl pH 9 ; 1.5 mM MgCl2 ; 15 mM (NH4)2SO4 ; 0.1 % Triton X100 ; 0,5 mM de 

dNTP ; 2  M de chaque oligonucléotide et 1 U de DyNAzyme EXT. Les échantillons 

sont dénaturés pendant 2 min à 94°C puis soumis à 35 cycles de PCR : 30 sec à 94°C 

(dénaturation), 30 sec à 58°C (hybridation) et 1 min à 72°C (élongation) ; puis 5 min 

à 72°C pour une dernière phase d�élongation. 10  L de produit PCR additionnés de 2 

 L de bleu type III sont analysés sur gel d�agarose 1%. 

 

II.6 Expériences d�immunoprécipitation d�ARN à l�aide des anticorps 

anti-m3G 

Les ARN dont la coiffe est hyperméthylée ont été spécifiquement immunoprécipités 

en utilisant les anticorps anti-m3G (R1131, Synaptic Systems). 10 L d�anticorps ont 

été couplés à 50 L de billes protéine A-sépharose saturées avec 20 g de BSA et 20 g 

de tRNA total de levure dans du tampon NT2 (50 mM Tris-HCl pH 7,5 ; 150 mM 

NaCl ; 1 mM MgCl2 ; 0,05% NP40 ; 1 mM DTT ; 400  M VRC ; 200 U/mL RNasin) 
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pendant 18h à 4°C. Après 6 lavages dans du PBS, les anticorps immobilisés ont été 

incubés avec 200  g d�ARN totaux qui ont préalablement été extraits de cellules 

HEK293FT (Tri-reagent, Euromedex) et clarifiés (par incubation avec des billes sans 

anticorps), dans un volume total de 1mL de tampon NT2, pendant 2h à 4°C. Les billes 

ont été lavées 6 fois dans du tampon NT2 et les ARN liés aux billes ont été récoltés 

par extraction phénol/chloroforme et précipitation à l�éthanol. Après traitement à la 

DNase I (Roche), les ARN ont été réverse-transcrits en utilisant la RT-AMV (Q-

Biogen) et les ADNc ont été amplifiés et analysés par qPCR. 

 

II.7 Expériences de co-immunoprécipitation  

Des cellules HEK293FT ont été cultivées dans du milieu additionné de 10% de FCS 

et de 1% d�antibiotiques streptomycine/pénicilline. Les cellules ont été co-

transfectées à l�aide de lipofectamine 2000 (Invitrogen) par les plasmides codant pour 

les proteines d�intérêts. 24 heures après transfection, les cellules ont été lavées dans 

du PBS puis récoltées et lysées par congélation-décongélation dans du tampon Tris-

HCl 100 mM pH 8 ou additionné d�un mélange d�inhibiteurs de protéases (Sigma). 

Après centrifugation, le surnageant a été récupéré. 100 à 300  L d�extraits de cellules 

co-transfectées ont été incubés en présence de 25  L de billes magnétiques "MACS 

(Miltenyi Biotec)  ou de 50  L de billes protéine A-sépharose, couplées aux anticorps 

correspondants 2 h à 4°C dans du tampon NT2. Les expériences de co-

immunoprécipitation ont été effectuées d�après le protocole du kit ("MACS Epitope 

Tag Protein Isolation kits). Les billes protéine A-sépharose ont été lavées 6 fois dans 

du tampon NT2.  Les protéines co-immunoprécipitées ont été déposées sur gel SDS-

PAGE 8%  puis analysées par Western blot, comme décrit ci-dessus.  

 

II.8 Analyse de protéines sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE 

Les protéines sont fractionnées par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide 8% en 

condition dénaturante (SDS-PAGE). Gel de séparation : 7,8% acrylamide ; 0,2% 

bisacrylamide ; 375 mM Tris-HCl pH 8,9 ; 0,1% SDS. Gel de concentration : 4,8% 

acrylamide ; 0,13% bisacrylamide ; 125 mM Tris-HCl pH 6,7 ; 0,1% SDS. Les 

échantillons sont dénaturés pendant 3 min à environ 100 °C dans le tampon de charge 

(62,5 mM Tris-HCl pH 8 ; 2% SDS ; 5% !-mercaptoéthanol ; 10% glycérol ; 0,005% 
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bleu de bromophénol). La migration est effectuée pendant 60 min à 120 V dans le 

tampon de migration Tris-glycine pH 8 (25 mM Tris ; 200 mM glycine ; 0,1% SDS). 

Les protéines sont visualisées par coloration du gel au bleu de Coomassie (50% 

éthanol ; 10% acide acétique ; 0,03% bleu de Coomassie) pendant 15 min, suivie de 

trois étapes de décoloration (25% d�éthanol ; 10% d�acide acétique) d�environ 30 min. 

 

II.9 Immuno-détection de protéines par Western blot 

Après fractionnement sur un gel SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur une 

membrane Immobilion-P (Millipore). Le transfert s�effectue à 200 mA, sur une 

membrane préalablement rendue hydrophile dans du méthanol, dans le tampon de 

transfert pH 8 (25 mM Tris ; 200 mM glycine ; 20% éthanol) à 4°C pendant 2h. La 

membrane est alors immergée pendant 2 sec dans du méthanol puis rincée par du 

tampon de transfert.  

Pour le Western blot, la membrane sur laquelle sont immobilisées les protéines est 

saturée pendant 30 min sous agitation en présence du tampon de blocage (1X PBS ; 

3% lait en poudre ; 0,1% Tween-20). L�hybridation de l�anticorps primaire, dilué 

selon les instructions du fournisseur dans le tampon de blocage est réalisée 18h à 4°C. 

Les anticorps primaires non hybridés sont éliminés par 3 lavages successifs dans du 

tampon de lavage (PBS ; 0,1% Tween 20). La membrane est ensuite incubée 1 h en 

présence de l�anticorps secondaire couplé à la HRP, dilué au 1/10000 de tampon de 

blocage, puis à nouveau lavée 3 fois. L�interaction anticorps-antigène est enfin révélée 

par chimioluminescence à l�aide du Kit ECL Plus Western Blotting Detection System 

(GE Healthcare). Le signal lumineux est détecté à l�aide d�une station d�imagerie 

ChemiDoc (Biorad). 

 

II.10 Test d�interaction SBP2-méthylosome à partir du système 

d�expression baculovirus 

Différents bacmides permettant l�expression de GST-hSBP2, hPRMT5, hMEP50 et 

HA-hpICln ont été utilisés pour infecter des cellules d�insecte Sf9 (Spodoptera 

frugiperda). Les cellules ont été cultivées dans du milieu TNM-FH (Sigma) 

supplémenté de 10% de FCS et  50 "g/mL de gentamycine à 27 °C pendant 72 h. Ce 

travail a été réalisé par Nathalie Troffer-Charlier du service baculovirus de l�IGBMC 
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(Strasbourg), en collaboration avec l�équipe de Jean Cavarelli. 5 mL de culture sont 

centrifugés 1 min à 1200 rpm et le culot de cellules est lavé avec 5 mL de glycérol 

10% puis stocké à -20°C. Le culot est repris dans 2 mL de tampon NT2, lysé par 

sonication et l�extrait est clarifié par 10 min de centrifugation à 9500 rpm. Pour les 

expériences de GST pull-down, 50  L de billes GSH-agarose 50% ont été incubés 

pendant 3 h à 4°C avec 300  L d�extrait cellulaire dans un volume final de 1 mL de 

tampon NT2. Après 5 lavages dans le tampon NT2, les billes sont mises en 

suspension dans 25  L de tampon de charge. 15  L sont déposés sur gel SDS-PAGE 

8% suivis et analysés par Western blot. 

Pour les expériences de co-immunoprécipitation à partir de HA-hpICln, 50  L de 

billes magnétiques  MACs couplées aux anticorps anti-HA ( MACS HA isolation 

Kit, Miltenyi Biotec) ont été utilisées pour 300  L d�extrait cellulaire suivant les 

instructions du fournisseur. 

 

II.11 Test de méthylation in vitro de SBP2 par les protéines 

PRMT5/Mep50 du méthylosome 

La capacité de SBP2 à être méthylée par le complexe PRMT5/Mep50 a été testée en 

présence de S-adénosyl-méthionine 14C (SAM) et comparée à un substrat connu de 

PRMT5, le dimère d�histones H3/H4 (contrôle positif). L�enzyme PRMT5 copurifiée 

avec Mep50 et le dimère d�histones H3/H4 nous ont généreusement été fournis par 

Nathalie Troffer-Charlier et Vincent Cura (Equipe de Jean Cavarelli, IGBMC). 30 à 

54 pmol de protéine SBP2 (entière ou tronquée) ou 40 pmol d�histone H3/H4 sont mis 

en présence de 5 pmol de PRMT5/Mep50 dans du tampon de méthylation (50 mM 

Tris-HCl pH 8 ; 200 mM NaCl ; 0,25 mM EDTA ; 0,25 mM DTT) et de 0,08  g de 

BSA dans un volume final de 8  L. La réaction est initiée par ajout de 1  L de SAM 
14C (10  M à 50 mCi/mmol), suivie d�une incubation de 30 min à 37°C. La réaction 

est arrêtée par ajout de 3  L de tampon de charge 4X. Des contrôles négatifs de 

méthylation sont réalisés en absence de PRMT5/Mep50. Les échantillons sont ensuite 

dénaturés 2 min à 100°C puis déposés sur un gel SDS-PAGE à gradient 4-12% de 

polyacrylamide (NuPAGE, Invitrogen). Le gel est coloré au bleu de Coomassie puis 

séché. La présence d�un signal radioactif de méthylation est detectée par 

autoradiographie. 
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II.12 Expériences de double hybride  

Les cellules de la souche de levure S. cerevisiae AH109 (Clontech Laboratories, Inc.) 

servant aux tests d�intéraction protéine-protéine par double-hybride ont été cultivées 

et co-transformées par des techniques standard. Un plasmide codant pour une protéine 

liée au domaine de liaison à l�ADN de Gal4 (pGBKT7 ou pAS) a été co-transformé 

avec un plasmide codant pour une protéine liée au domaine d�activation de la 

transcription de Gal4 (pGAD ou pACTII). Le domaine de liaison à l�ADN de Gal4 

reconnaît le promoteur Gal1-10 qui est fusionné au gène de sélection HIS3. Les 

transformants ont été cultivés sur un milieu dépourvu en acides aminés leucine et 

tryptophane (-L-W). Les transformants qui poussent sur -L-W ont été transférés sur 

un milieu dépourvu de leucine, tryptophane, et histidine (-L-W-H). Une croissance 

indique l�existence d�une interaction entre les deux protéines testées, et donc la 

synthèse de l�histidine. Pour les expériences de double hybride bridge, un plasmide 

ADE2 codant pour une troisième protéine, Nufip (p422Nufip), a été transformé, la 

sélection des interactants se faisant sur (-L-W-H-ADE).  

 

II.13 Transcription in vitro des ARN SelM et GPx1 par la T7 ARN 

polymérase  

Transcription 

Les matrices de transcription ont été réalisées par amplification PCR à partir des 

plasmides pSelM ou pGPx1, sauvages ou mutants. Les oligonucléotides utilisés en 5� 

sont allongés de la séquence du promoteur T7 afin de permettre la transcription du 

produit amplifié.  

Les réactions de transcription ont été réalisées dans 100 L final contenant 100  g/mL 

de matrice ADN (produit de PCR), 40 mM de Tris-HCl pH 8,1, 22 mM de MgCl2, 

0,01% de Triton X-100, 1 mM de Spermidine et 5 mM de DTT, 5 mM de chaque 

rNTP, 0,4 U/ L de RNasine et 0,5 mg/mL de T7 ARN polymérase. Après 1 h 

d�incubation à 37°C, 0,01 mg/mL de pyrophosphatase (Roche) est ajoutée et 

l�incubation est poursuivie pour 30 minutes afin de digérer le pyrophosphate libre et 

déplacer l�équilibre vers la synthèse d�ARN. La DNase I est ensuite ajoutée (20 U/mL 

final) afin de digérer les brins d�ADN matrices pendant 1h. La réaction est arrêtée par 

extraction des ARN au phénol puis au phénol-chloroforme et précipitation à l�éthanol.  
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Purification des transcrits sur gel de polyacrylamide dénaturant 

Les culots d�ARN repris dans 40  L de tampon Formamide (95% (v/v) formamide, 

0,025% (p/v) bleu de bromophénol, 0,025% (p/v) bleu de xylène cyanol), dénaturés 5 

min à 95°C sont séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 4% (3,8 % 

acrylamide, 0,2% bisacrylamide), Urée 8M, tampon TBE (89 mM Tris-Base, 89 mM 

acide borique, 2,5 mM EDTA). Les ARN ont été visualisés sous lumière UV et la 

bande correspondant à l�ARN d�intérêt, une fois coupée, est mise à éluer dans des 

cuves d�électro-élution « Biotrap » (Schleicher & Schuell), 2 fois 1 h à 120 V dans du 

tampon TBE. Les ARN élués sont précipités à l�éthanol. 

 

II.14 Addition de la coiffe des ARN 

Addition de la coiffe m7G 

Les ARN ont été coiffés de manière post-transcriptionnelle à l�aide du Kit 

ScriptCap� m7G Capping System (C-SCCE0625, Cellscript) comme décrit par le 

fournisseur. Ce Kit contient l�enzyme VCE (Vaccinia Virus Capping Enzyme) qui a 

la particularité de catalyser successivement les 3 réactions nécessaires à la formation 

de la coiffe m7G, aboutissant à la structure (m7G(5')ppp(5')N1-pN2�). 

Le coiffage �froid�, nécessaire pour les expériences de traduction in vitro, de toeprint 

ou pour la purification de complexes traductionnels (étude de Cryo-microscopie 

électronique), est realisé sur 60  g d�ARN en présence d�1 mM de GTP. Les ARN 

sont purifiés sur une colonne G25 et précipités à l�éthanol. 

Le coiffage �chaud�, nécessaire pour les expériences d�assemblage de complexes 

traductionnels analysés par fractionnement sur gradient de sucrose, est réalisé sur 10 

 g d�ARN en présence de 25  Ci d' [#32P]-GTP. Les ARN sont ensuite purifiés sur 

gel de polyacrylamide 4% dénaturant, élués de manière passive 18h à 4°C dans du 

tampon E (10mM Tris-HCl pH 7.5, 0.3M NaCl, 0.5mM EDTA), puis précipités. 

 

Addition de la coiffe m3G 

L�hyperméthylation est réalisée en même temps que le coiffage m7G, par ajout de 1,8 

 M final de GST-Tgs1618-853 et de 5 mM de DTT dans le milieu réactionnel. A la fin 

de la réaction, 0,1 mM de SAM supplémentaires sont ajoutés et la réaction est 

poursuivie pendant 30 minutes. L�enzyme Tgs1 hyperméthyle la coiffe m7G 
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préalablement additionnée par la VCE, aboutissant à la structure 

(m3
2,2,7G(5')ppp(5')N1-pN2�). 

 

Caractérisation des coiffes par Chromatographie sur couche mince (CCM) 

Dans le but de vérifier l�efficacité de la réaction d�hyperméthylation de la coiffe, les 

ARN sont digérés par 5 U/ L de nucléase S1 (Fermentas) pendant 20 min à 30°C 

dans du tampon contenant 40 mM d�acétate de sodium pH 4,5,  300 mM de NaCl et 2 

mM de ZnSO4, libérant ainsi des nucléosides. La réaction est arrêtée par l�ajout de 50 

mM d�EDTA pH 8 et chauffage 10 minutes à 70°C. 2  L d�ARN digérés sont alors 

déposés sur une plaque de cellulose imprégnée de polyéthyènimine (Polygram CEL 

300 PEI, Macherey-Nagel). La chromatographie est réalisée dans une cuve contenant 

100mL de sulfate d�ammonium 0,1M. Lorsque l�éluant atteint le haut de la plaque par 

capillarité, celle-ci est séchée puis révélée par autoradiographie. 

 

II.15 Traduction in vitro des ARNm 

250 nM d�ARNm de HA-SelM ou HA-GPx1 transcrits in vitro et coiffés par du m3G 

ou du m7G sont incubés en présence de 10  L de lysats de réticulocytes de lapins 

(RRL) non-traités à la nucléase, en présence de 0,22 mM d�un mélange d�acide 

aminés sans méthionine, 0,125  Ci/ L de méthionine 35S, 1 U/ L de RNasin, 80 mM 

de KCl et 0,5 mM de MgCl2 dans un volume final de 20  L, 1 h à 30°C. 

Les protéines HA-SelM traduites sont ensuite purifiées à l�aide de billes magnétiques 

 MACs couplées à des anticorps anti-HA ( MACS HA isolation Kit, Miltenyi 

Biotec). Les produits de purification sont déposés sur un gel SDS-PAGE 12%, séchés 

puis analysés par autoradiographie après 3 jours d�exposition. 

 

II.16 Cinétiques de traduction 

40  L de milieu traductionnel (voir paragraphe précédent) contenant 85 nM d�ARNm 

HA-SelM ou HA-GPx1 non-coiffés, coiffés par du m3G ou du m7G et supplémentés 

de 160 nM de protéine SBP2 344-854 sont incubés à 30°C pendant 30 min. Toutes les 

5 min, 5  L de milieu réactionnel sont prélevés, ajoutés de 45  L d�une solution 1 M 

NaOH, 2% H2O2 et incubés 10 min à 37°C afin d�arrêter la traduction. Les protéines 

sont précipitées sur du papier 3MM par une incubation de 10 min dans une solution 
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de TCA (acide trichloroacétique) 5%. Un lavage de 10 min dans du TCA 5% chauffé 

préalablement à 95°C permet d�éliminer les ARNt aminoacylés. Après une étape 

supplémentaire de lavage au TCA 5% froid, suivie de deux lavages à l�éthanol 100%, 

le papier 3MM est séché et la radioactivité est comptée à l�aide d�un compteur à 

scintillation liquide. 

 

II.17 Assemblage de complexes traductionnels sur un ARNm à partir 

d�extraits RRL 

Les ARNm de SelM ou de GPx1 transcrits in vitro sont coiffés par du m3G ou du m7G 

avec de l�[#32P]-GTP. En parallèle, 30  L d�extraits de RRL non-traités à la nucléase 

ont été activés en présence de 0,22 mM d�un mélange d�acide aminés, 1 U/ L de 

RNasin, 80 mM de KCl et de 0,5 mM de MgCl2 dans un volume final de 70  L, 5 min 

à 30°C puis incubés 10 min dans la glace. 250000 cpm d�ARN marqué au niveau de 

la coiffe sont ensuite incubés 5 min à 30°C en présence du mélange de traduction 

contenant les RRL. Les complexes sont stabilisés par 15mM final d�acétate de 

magnésium et incubés dans la glace pendant 30 min. La totalité des complexes est 

ensuite déposée sur un gradient de saccharose 7-47% préparé dans le tampon G (25 

mM Tris-HCl pH 7,4, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT) et centrifugé à 

37000rpm (Rotor SW41, Beckmann) pendant 2h30. Les gradients sont ensuite 

collectés en 44 fractions et la radioactivité présente dans chaque fraction est 

quantifiée à l�aide d�un compteur Cerenkov. 

 

II.18 Assemblage de complexes traductionnels sur un ARNm à partir 

d�extraits de cellules HeLa 

Des extraits de cellules HeLa traductionnellement actifs ont été préparés de la même 

manière que (Rakotondrafara and Hentze, 2011). 250000 cpm d�ARNm SelM ou de 

GPx1 coiffés par du m3G ou du m7G avec de l�[#32P]-GTP sont incubés pendant 7 min 

à 37°C en présence de 30  L d�extraits dans un volume final de 75  L contenant 1,6 

mM d�HEPES pH 7,6, 2 mM de creatine phosphate, 0,01  g/ L de creatine kinase, 

0,01 mM spermidine, 40 mM d�acétate de potassium, 2 mM d�acétate de magnesium, 

10  M d�un mélange d�acide aminés et 1,6 U/ L de RNasin. Les complexes sont 
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stabilisés par 15 mM final d�acétate de magnésium et incubés dans la glace pendant 

30 min. Ils sont analysés comme décrit dans le paragraphe précédent. 

 

II.19 Purification de complexes traductionnels en vue d�analyse par Cryo-

microscopie électronique 

Purification des complexes 

Le protocole suivi à été établi dans notre laboratoire par Prongidi-Fix et al. (2013). Le 

transcrit d�ARNm de SelM a été étendu, en 3� d�une queue 5�(CAA)9CAC3� afin d�y 

liguer un oligonucléotide biotinylé (voir Tableau M7 pour les oligonucléotides 

spécifiques servant à générer la matrice de transcription). Après transcription, 60  g 

d�ARNm de SelM sont coiffés par du m7G et ajoutés de 6,25  M d�oligonucléotide 

A-biot, 6,25  M d�oligonucléotide Splint 1, 6,25  M d�oligonucléotide Splint 2 dans 

un volume final de 80  L de tampon T4 (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl2, 1 

mM ATP et 10 mM DTT) (Figure M1). L�ensemble est incubé 1 min à 95°C puis 10 

min à température ambiante afin de permettre l�hybridation d�oligonucléotides. 0,5 

U/ L de T4 DNA ligase ainsi que 1 mM d�ATP frais sont ajoutés pour un volume 

final de 100  L. La réaction est incubée 18 h à 16°C. Les molécules hybrides 

ARN/ADN issues de la ligation sont ensuite fixées aux billes magnétiques 

streptavidine MagSi-STA 600 (MagnaMedics). Pour cela, la totalité des hybrides sont 

additionnés de 8,3  M d�oligonucléotide anti-Splint1 et de 8,3  M d�oligonucléotide 

anti-Splint2 dans un volume final de 120  L, incubés 2 min à 95°C puis 10 min à 

température ambiante. 150  L de billes MagSi-STA, préalablement lavées avec 2 fois 

150  L de tampon BB (100 mM phosphate de potassium pH 7,2, 150 mM NaCl), sont 

ajoutées aux hybrides et le mélange est incubé 30 min à température ambiante. Les 

ARN non liés aux billes sont ensuite éliminés par une succession de 5 lavages avec 

400  L d�H2O (Figure M1). En parallèle, 85,7  L d�extraits de RRL non-traités à la 

nucléase ont été activés en présence de 0,22 mM d�un mélange d�acide aminés, 1 

U/ L de RNasin, 80 mM de KCl et de 0,5 mM de MgCl2  dans un volume final de 200 

 L, 5 min à 30°C puis incubés 10 min dans la glace. Les hybrides ARN/ADN 

immobilisés sur les billes sont ensuite incubés 5 min à 30°C en présence du mélange 

de traduction contenant les RRL. Les complexes sont incubés en présence de 17 mM 

d�acétate de magnésium 3 min à dans la glace puis 200  L (1 volume) de tampon A 

(20 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM acétate de potassium, 2,5 mM acétate de 
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magnésium, 2 mM DTT, 1 mM ATP, 0,1 mM GMP-PNP, 0,25 mM spermidine) sont 

ajoutés et l�incubation est poursuivie dans la glace pendant 5 min.  

 

Figure M1. Schéma expérimental de la purification des complexes associés à l�ARNm de SelM in 

vitro en vue d�une analyse structurale par cryo-microscopie électronique. 

Les billes sont ensuite lavées avec 2X 400  L de tampon 250 (50 mM Tris-HCl pH 

7,5, 250 mM acétate de potassium, 25 mM acétate de magnésium, 250 mM de 

sucrose, 0,1% Igepal, 5 mM ß-mercaptoéthanol), puis 3X 400  L de tampon 100 (20 
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mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM acétate de potassium, 10 mM acétate de magnésium, 1 

mM de chlorure de calcium et 1 mM de DTT). Les complexes sont ensuite élués des 

billes, par digestion de la partie ADN de la molécule hybride ARNm de SelM/ ADN. 

Pour cela, 0,08 U/ L de DNase RQ1 (Promega) et 0,3 U/ L de RNasin sont ajoutés 

sur les billes présentes dans un volume de 120  L de tampon 100. L�ensemble est 

incubé 30 min à 37°C. Les billes sont éliminées et le surnageant, contenant les 

complexes élués, est ultra-centrifugé 1 h à 108 Krpm à 4°C (rotor S140AT, Sorvall-

Hitachi). Le culot final est repris dans 6  L de tampon B (20 mM HEPES pH 7,5, 100 

mM acétate de potassium, 10 mM acétate de magnésium, 0,2 mM EDTA et 1 mM 

DTT) à 4°C. L�absorbance à 260 nm est mesurée, 1 unité de DO correspond à 0,02 

 M de complexe 80S. Les complexes sont analysés par spectrométrie de masse par la 

plateforme de protéomique de l�IBMC. 

 

II.20 Expériences de toeprint 

Séquences de l�ARN à la RT-AMV 

4  L d�ARN [2  M], sont dénaturés en présence de 400000 cpm d�oligonucléotides 

marqués en 5� au [$32P]-ATP dans un volume de 18  L final par 2 min d�incubation à 

95°C suivis de 2 min dans la glace. L�hybridation est ensuite réalisée pendant 15 min 

à 20°C dans 20  L final de tampon AMV. Le mélange est ensuite réparti en 4X 5 L 

auxquels sont ajoutés 0,33  M d�un des 4 ddNTP (ddATP ou ddTTP ou ddCTP ou 

ddGTP), 2,5  M du dNTP correspondant, 10  M des 3 autres dNTP  et 0,67 U/ L de 

RT AMV dans un volume final de 15  L de tampon AMV. L�élongation est réalisée 

30 min à 37°C et les séquences sont ensuite précipitées à l�éthanol. Le culot est repris 

dans 20  L de tampon Formamide et 2  L seront déposés sur le gel. 

 

Toeprint 

7  L d�extraits de RRL non-traités à la nucléase ont été activés 5 min à 30°C en 

présence de 0,22 mM d�un mélange d�acide aminés, 1 U/ L de RNasin, 80 mM de 

KCl et 0,5 mM de MgCl2 dans un volume final de 15  L, puis incubés 10 min dans la 

glace. 0,4  M final d�ARN coiffés par du m7G sont incubés 5 min à 30°C en présence 

du mélange de traduction contenant les RRL et, si indiqué, de 1 mg/mL de 

cycloheximide et/ou 5 mg/mL d�hygromycine, ou de 1  M de SBP2 344-854. 15  L 

(1 volume) de Tampon A (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM acétate de potassium, 
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2,5 mM acétate de magnésium, 2 mM DTT, 1 mM ATP, 0,25 mM spermidine) froid 

sont ajoutés et les complexes sont centrifugés 1 h à 100000 rpm à 4°C (rotor 

S100AT3, Sorvall-Hitachi). Le surnageant, et le culot repris dans un volume de 30  L 

de tampon A froid, sont ensuite soumis à l�étape de réverse-transcription. Pour cela, 

ils sont incubés 3 min à 30°C avec 1  L (200000 cpm) d�oligonucléotides marqués en 

5� au [$32P]-ATP par la T4 polynucleotide kinase (Fementas). 10  L de mix 

d�extension (9,26 mM dNTP, 29  M MgCl2, 5,72 U/ L RNasin, 1,38 U/ L RT AMV 

(Q-Biogen)) sont ajoutés aux complexe et le mélange est incubé 1 h à 30°C. Les ARN 

sont ensuite extraits au phénol, puis phénol-chloroforme et précipités à l�éthanol. Les 

culots sont lavés 2 fois à l�éthanol 70% avant d�être séchés et repris dans 10 L de 

tampon Formamide. Ils seront déposés avec les séquences sur un gel de 

polyacrylamide 8% (7,6% acrylamide, 0,4% bisacrylamide), Urée 8 M, tampon TBE 

(89 mM Tris-Base, 89 mM acide borique, 2,5 mM EDTA). Après migration, le gel est 

séché et exposé 18 h avant d�être révélé par autoradiographie. 

 

II.21 Expériences de retard sur gel 

Les expériences de retard sur gel ont été réalisés comme décrit par (Takeuchi et al., 

2009). Les ARN ont été transcrits in vitro et marqués de manière interne à l�aide d�[#-
32P]-ATP. 30000 cpm d�ARN marqué au 32P a été incubé 30 min à 30°C avec 

différentes concentrations de protéines hSBP2 515-854 (0 à 9  M) dans 7,5  L de 

tampon PBS pH 7,4, 2mM DTT. Les complexes ARN-SBP2 formés sont ensuite 

séparés sur un gel de polyacrylamide 6% non-dénaturant (5,7% acrylamide, 0,3% 

bisacrylamide), dans du tampon d�électrophorèse 0,5X TBE, 5% glycérol. Le gel est 

séché, exposé pendant 30 min et révélé par autoradiographie. 

 

II.22 Purification des complexes associés à l�ARNm de HA-GPx1 in vivo 

Durant ma thèse, j�ai développé une méthode permettant la purification de l�ARN 

HA-GPx1 à partir d�extraits cellulaires basée sur l�utilisation d�oligonucléotides 

biotinylés. Cette méthode et sa mise au point sont détaillées ci-dessous (voir aussi 

Figure M2).  
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Mise au point in vitro 

Les conditions de rétention et d�élution de l�ARNm HA-GPx1 ont été mises au point 

sur le transcrit in vitro (Figure M2).  

Figure M2. Mise au point in vitro de la purification de l�ARNm HA-GPx1. 

(A) Schéma expérimental de la purification de l�ARNm HA-GPx1. (B) Suivi de purification de 
l�ARNm HA-GPx1 par électrophorèse sur gel d�acrylamide 4%, urée 8M, coloration au BET. In, 
input ; FT, surnageant (flow-through), w, wash ; B, billes ; E, éluat. L�expérience a été réalisée en 
absence d�élution (-), ou avec une étape d�élution en présence de l�oligonucléotide ADN 5�HA (5�), de 
l�oligonucléotide ADN 3�HA (3�) ou avec des deux (5�+3�). 

Un oligonucléotide ARN 2�O-méthylé et biotinylé, complémentaire à une région de 

20 nucléotides de l�étiquette HA (Oligonucléotide ARN HA-Biot, voir tableau M8) 

fixé aux billes MagSi-STA (Fournisseur) a été utilisé pour purifier l�ARN. Les 

oligonucléotides 2�O-méthylé sont plus résistants aux dégradations par les 

ribonucléases et forment des hybrides plus stables avec les ARN que les 

oligonucléotides ADN. Afin d�éluer spécifiquement les complexes des billes deux 

désoxy-oligonucléotides (5� HA et/ou 3� HA, voir tableau M8) sont hybridés de part 

et d�autre de l�oligonucléotide ARN HA-Biot. La digestion des duplexes ARN/ADN 

résultants par la RNase H (Figure M1-A) permet de libérer spécifiquement l�ARN 
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HA-GPx1. Les ARN présents dans les différentes fractions (inputs, lavages, billes et 

élutions) ont été extraits et précipités avant d�être analysés sur un gel de 

polyacrylamide 4%, 8 M urée et visualisés au BET (Figure M2-B). A la fin des étapes 

de purification, l�ARN HA-GPx1 est bien retenu par les billes via l�oligonucléotide 

ARN HA-Biot (Figure M2-B, piste 6). L�élution par la RNase H conduit à la 

libération des fragments d�ARN en 5� (Figure M2-B, piste 7) et en 3� (Figure M2-B, 

piste 9) du site d�hybridation de l�oligonucléotide biotinylé. C�est l�utilisation 

conjointe des deux désoxy-oligonucléotides ADN et leur clivage par la RNAse H qui 

permet d�obtenir un meilleur rendement d�élution (Figure M2-B, piste 11). 

 

Purification in vivo 

Après validation de la méthode de clivage et d�élution de l�ARN nous avons mis au 

point la purification de l�ARN HA-GPx1 in vivo. Notre objectif est de purifier les 

complexes associés à l�ARNm de HA-GPx1, exprimé de novo dans la lignée 

cellulaire correspondante selon la méthode exposée dans le paragraphe précédent, et 

d�analyser leur composition protéique par spectrométrie de masse. Dans ce but 106 

cellules issues des lignées HA-GPx1 inductibles sont mises en cultures dans 12 mL de 

DMEM/10% FCS dans des boites de 10 cm. Lorsque les cellules ont atteint 90% de 

confluence, l�expression de l�ARNm de HA-GPx1 est induite (ou non) pendant 24 h 

en remplaçant le milieur par 12 mL de DMEM/10% FCS contenant 0,5  g/mL de 

Doxycycline et 10 nM de Na2SeO3. Les cellules sont ensuite lavées et collectées dans 

2 mL de PBS contenant 150  g/mL de cycloheximide. Les cellules sont centrifugées 

10 min à 1000g, le culot est repris dans 1 volume de tampon « polysome » contenant 

150  g/mL de cycloheximide, congelé dans l�azote liquide, puis conservé à -80°C. 

Après élimination des débris cellulaires par centrifugation, 180  L d�extrait cellulaire 

sont additionnés de 450  L de tampon LS (20 mM HEPES pH 7,5, 100 mM KCl, 4 

mM MgCl2, 0,01% NP40, 1 mM DTT). Afin d�éliminer les ARN et protéines 

interagissant de façon aspécifique avec les billes, les extraits cellulaires sont clarifiés 

par incubation en présence de 25  L de billes MagSi-STA (préalablement lavées avec 

du tampon LS) pendant 1 h à 4°C. En parallèle, 25  L de billes MagSi-STA destinées 

à la purification de l�ARNm HA-GPx1 sont lavées 2 fois avec 100  L de tampon LS 

et incubées 30 min à 4°C en présence de 50  L de tampon LS contenant 10  M 

d�oligonucléotide ARN HA-Biot (ou non, pour le contrôle sans oligonucléotide). Les 
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billes sont ensuite lavées 2 fois avec 200  L de tampon LS puis incubées 2 h à 4°C 

avec 600  L d�extrait cellulaire clarifié. Les billes sont alors lavées avec 600  L de 

tampon HS (20 mM HEPES pH 7,5, 250 mM KCl, 4 mM MgCl2, 0,01% NP40, 1 

mM DTT) puis 3 fois 600  L de tampon LS. Les complexes associés à l�ARNm de 

HA-GPx1 sont élués par incubation des billes pendant 45 min à 37°C, en présence de 

10  M de chacun des 2 oligonucléotides 5� HA et 3� HA (voir tableau M8) et de 4 U 

de RNase H dans un volume de 25  L final de tampon H (20 mM Tris-HCl pH 7,8, 

40 mM KCl, 8 mM MgCl2, 1 mM DTT). 1/3 des fractions sont analysées par RT-

qPCR après digestion à la protéinase K et extraction des ARN. 1/3 sont déposés sur 

un gel SDS-PAGE 12%, coloré au nitrate d�argent. Le reste est analysé par 

spectrométrie de masse afin d�identifier la composition des complexes associés à 

l�ARNm HA-GPx1. 
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Etude du mécanisme d�hyperméthylation de la coiffe des ARNm de 

sélénoprotéines et impact sur leur traduction 

 

Les sélénoprotéines sont les effecteurs majeurs de la défense antioxydante des 

cellules. La synthèse des sélénoprotéines fait appel à un mécanisme de recodage 

traductionnel complexe. En effet, l�acide aminé sélénocystéine est incorporé de 

manière co-traductionnelle dans les sélénoprotéines en réponse à un codon UGASec, 

habituellement signe de terminaison de la traduction. Chez les mammifères, ce 

processus est conditionné par le recrutement de facteurs spécialisés dans la région 3� 

non codante des ARNm des sélénoprotéines, au niveau d�un élément de structure 

secondaire appelé SECIS (Selenocysteine Insertion Sequence). Notre équipe a montré 

que le mécanisme d�assemblage des mRNP de sélénoprotéines, prérequis à leur 

traduction, obéit aux mêmes règles que celui de petits ARN non-codants. Mon travail 

de thèse a contribué à mettre en évidence l�existence d�un mécanisme particulier de 

maturation de la coiffe en 5� des ARNm de sélénoprotéines. Nous avons montré que 

certains ARNm de sélénoprotéines possèdent une coiffe hyperméthylée m3
2,2,7G à la 

manière des sn et snoARN et ne sont pas reconnus efficacement par le facteur 

canonique d�initiation de la traduction eIF4E. Nous avons déterminé le mécanisme de 

biogenèse de cette coiffe, et montré qu�il fait appel à l�enzyme Tgs1 (Triméthyl-

guanosine synthase), recrutée via la protéine SMN, à la manière des snARN, ou via 

Nop58 comme dans le cas des snoARN. Nous avons également montré que les 

ARNm de sélénoprotéines coiffés m3
2,2,7G sont traduits in vivo. L�impact de la coiffe 

m3
2,2,7G, mais également du codon UGASec et de l�élément SECIS, sur le recrutement 

des ribosomes sur les ARNm de sélénoprotéines a été analysé  in vitro. L�ensemble de 

mes résultats de thèse va dans le sens de l�existence d�un mécanisme d�initiation 

atypique de la traduction des ARNm de sélénoprotéines. Nous avons montré que ce 

mécanisme requiert la présence d�une GTPase supplémentaire par rapport au 

processus d�initiation canonique et que la région 3�UTR est essentielle au recrutement 

des ribosomes sur l�ARNm de SelM. Enfin, nous avons identifié un site de liaison de 

SBP2 dans la phase codante de l�ARNm à proximité du codon UGASec. J�ai également 

développé des méthodes de purification des ARNm de sélénoprotéines qui 

permettront d�identifier l�ensemble des facteurs nécessaires à leur traduction et de 

résoudre la structure tridimentionnelle d�un complexe de recodage par cryo-

microscopie électronique. L�objectif est d�élucider l�ensemble des étapes de la 

traduction et du recodage des ARNm de sélénoprotéines. 
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Résumé 

 

La synthèse des sélénoprotéines fait appel à un mécanisme de recodage traductionnel d’un codon 
UGASec. Chez les mammifères, ce processus est conditionné par le recrutement de facteurs 
spécialisés dans la région 3’UTR des ARNm de sélénoprotéines, au niveau d’une tige-boucle 
appelée SECIS. Lors de ma thèse, nous avons montré que certains ARNm de sélénoprotéines 
possèdent une coiffe hyperméthylée m3

2,2,7G à leur extrémité 5’, à la manière d’ARN non-codants, et 
ne sont pas reconnus efficacement par le facteur canonique d’initiation de la traduction eIF4E. Nous 
avons déterminé le mécanisme de biogenèse de cette coiffe qui fait appel à la Triméthyl-guanosine 
synthase, et avons montré que les ARNm de sélénoprotéines coiffés m3

2,2,7G sont traduits in vivo. 
Par ailleurs, nos résultats indiquent que l’initiation de la traduction des ARNm de sélénoprotéines 
suit un mécanisme atypique qui ferait intervenir des éléments structuraux de l’ARNm, la région 
3’UTR et une GTPase encore inconnue. 
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Résumé en anglais 

 

Selenoprotein synthesis requires co-translational recoding of in-frame UGA codons. In mammals, 
this process is governed by the recruitment of dedicated factors on a hairpin structure, called SECIS, 
in the 3’UTR of selenoprotein mRNAs. During my PhD, we showed that several selenoprotein 
mRNAs bear a hypermethylated m3

2,2,7G cap and undergo a similar 5’ end maturation pathway than
non-coding RNAs. This cap biogenesis mechanism involves the enzyme Trimethyl-guanosine 
synthase, m3

2,2,7G capped selenoprotein mRNAs are not efficiently recognized by the canonical 
translation initiation factor eIF4E but are translated in vivo. Furthermore, our results suggest the 
existence of an atypical mechanism of translation initiation for selenoprotein mRNAs. This process 
involves structural RNA determinants, the 3’UTR region and a GTPase that remains to be identified. 
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