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RESUME 

 

 

Avec près d’un million de nouveaux cas par an à travers le monde, le cancer colorectal 

est un problème de santé publique majeur. Il est la 2ème cause de mortalité par cancer en 

France, ce fort taux de mortalité étant relié à un pourcentage important de récidives et de 

métastases. L’hétérogénéité tumorale, la dissémination, la résistance aux traitements et 

la récidive seraient notamment dues à une population particulière de cellules tumorales 

appelées cellules souches cancéreuses (CSC). Ces cellules sont dotées d’une capacité 

d’adaptation extraordinaire et la compréhension des mécanismes moléculaires sous-

tendant cette plasticité cellulaire est un objectif majeur pour concevoir de nouvelles 

stratégies thérapeutiques les ciblant spécifiquement.  

La synthèse protéique joue un rôle clé dans la carcinogénèse : d’une part, une synthèse 

protéique élevée est nécessaire à la prolifération des cellules tumorales, d’autre part, la 

traduction sélective favorise l’expression de protéines pro-oncogéniques. Considéré 

pendant des années comme un acteur passif de la traduction, le ribosome semblerait 

jouer un rôle majeur dans la régulation de la synthèse protéique. En effet, des études 

récentes ont montré que la composition du ribosome était « flexible » et permettrait de 

favoriser la traduction de certains ARN messager (ARNm). De plus, l’expression de 

certaines protéines ribosomiques (PR) varie entre le tissu sain et le tissu cancéreux, 

parfois même entre la tumeur initiale et la métastase.  

Ce projet vise à déterminer de quelle manière le contrôle traductionnel intervient dans 

plusieurs étapes clés du cancer colorectal, en se focalisant tout particulièrement sur 

l’acquisition ou la perte de propriétés propres aux CSC.  

Cette étude permettra de mieux comprendre les mécanismes moléculaires exploités par 

les CSC afin de résister aux traitements et s’adapter à leur environnement. De plus, ce 

projet pourrait mettre en évidence un rôle exercé par certaines protéines ribosomiques 

dans le contrôle traductionnel, à travers la filtration des ARNm par le ribosome. A plus 

long terme, il pourrait déboucher sur le développement de nouveaux traitements 

permettant de cibler spécifiquement la machinerie traductionnelle des CSC. 

 

Mots clés : Traduction, protéines ribosomiques, cancer, cellules souches cancéreuses.



ABSTRACT 

 

 

Despite significant advances in diagnostics and treatment, colorectal cancer (CRC) 

remains a major cause of mortality worldwide and occurrence of metastasis represents 

the primary cause of death. Metastasis process, chemoresistance and tumor recurrence 

are powered by a minor subpopulation of tumor cells endowed with self renewal and 

multi lineage differentiation ability: the cancer stem cells (CSC). 

Translation of mRNA into protein is the final step in gene-expression process, which 

mediates the formation of the translatome from genomic information. Several 

mechanisms, such as signaling pathways, translation factors availability, alternative open 

reading frame and alternative initiation pathways account for real time translatome 

remodeling. Moreover, an emerging concept suggests that ribosome is heterogeneous 

and can be "reprogrammed". These "specialized ribosomes" would preferentially engage 

certain mRNA at the expense of others and therefore drive cell phenotype and favor cell 

adaptation. Many studies have correlated deregulation of both translation machinery 

composition and activity with cancer initiation and evolution. From that perspective, CSC 

might well represent a perfect model to test whether the translation apparatus takes an 

active part in tumor initiation, progression, and metastasis.  

Our goal is to demonstrate that protein synthesis is differentially regulated depending on 

cancer cell subpopulation and determine whether ribosomal heterogeneity could 

influence tumoral evolution and plasticity. In a long run, we envision the development of 

novel therapies based on specific targeting of translational control in CSC. 

 

Keywords: Translation, ribosomal proteins, cancer, cancer stem cell. 
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uORF : Short upstream open reading frame

VEGF A : Vascular Endothelial Growth Factor A
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AVANT-PROPOS : DU GENE A LA PROTEINE 

 

 

L’expression des gènes désigne l’ensemble des processus biochimiques permettant la 

synthèse de molécules fonctionnellement actives (ARN et protéines) à partir de l’information 

génétique. On distingue deux grandes étapes : 

1- La transcription, au cours de laquelle une portion d’ADN, correspondant à un gène, 

va être transcrite en ARN,  

2- La traduction, aboutissant à la synthèse de protéines à partir de l’ARN messager 

(ARNm). 

 

Bien que toutes cellules d’un organisme pluricellulaire possèdent la même information 

génétique (Gurdon, 1962), elles vont présenter des caractéristiques phénotypiques très 

variées. Cette variabilité s’explique par le fait que dans une cellule donnée, et à un instant 

donné, seuls certains gènes vont être exprimés. En effet, afin de répondre au besoin de la 

cellule ou de l’organisme, différents mécanismes vont permettre d’augmenter ou de diminuer 

de manière sélective la production d’ARN ou de protéines. Ces mécanismes, permettant une 

expression différentielle des gènes, sont fondamentaux puisque, en condition physiologiques 

comme pathologiques, ils interviennent dans la différenciation cellulaire, la morphogenèse et 

l'adaptabilité d'un organisme à son environnement. Les mécanismes de régulation, tant sur 

le plan qualitatif que quantitatif, vont opérer à différents niveaux de l’expression des gènes, 

de la transcription jusqu’aux modifications post-traductionnelles (FIGURE. 1).  

 

Le contrôle de l’activité transcriptionnelle des gènes est tout d’abord lié à des modifications 

d’ordre épigénétiques, dont les caractéristiques sont d’être héritables mais réversibles (Bird, 

2007; Goldberg et al., 2007). Dans les cellules eucaryotes, l’ADN est complexé à des 

protéines histones et non-histones pour former la chromatine. Les modifications 

épigénétiques peuvent concerner l’ADN lui-même (méthylations) mais également les 

histones (acétylation, méthylation, phosphorylation, ubiquitination) (Jenuwein e Allis, 2001). 

Elles vont avoir des conséquences directes sur la structure de la chromatine et par 

conséquent sur l’expression des gènes. En effet, la chromatine peut présenter plusieurs 

niveaux de compaction, ce qui permet de distinguer l’hétérochromatine, 

transcriptionnellement inactive, de l’euchromatine, compatible avec la transcription. Le 

remodelage de la chromatine est un élément essentiel dans l’activation de la transcription  
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Figure 1 : Le contrôle de l’expression de gènes. Le contrôle de l’expression des gènes intervient à tous les niveaux de la

voie d’expression : du gène jusqu’à la protéine fonctionnelle. Il s’exerce par (1) le remodelage de la chromatine, (2)

l’assemblage des complexes de transcription, (3) l’épissage, (4) la stabilité/dégradation de l’ARNm, (5) la régulation

traductionnelle et (6) les modifications post traductionnelles.

Adapté de Pearson Education, Inc. 2011
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puisqu’il permet l’accessibilité de l’ADN aux facteurs de transcription ainsi qu’aux complexes 

initiateurs (Kouzarides, 2007). 

Les facteurs de transcription constituent des éléments trans-régulateurs qui vont se fixer 

directement sur l'ADN au niveau des séquences régulatrices auxquelles appartiennent les 

régions promotrices. Ils peuvent être généraux s’ils ont une activité globale, ou spécifique 

s’ils augmentent le taux de transcription dans certaines cellules ou en réponse à certains 

signaux, et ce sont ces facteurs spécifiques que l'on suppose être responsables de la 

régulation différentielle de l'expression des gènes. Ils vont se fixer sur des séquences de 

l’ADN dites cis-régulatrices, qui peuvent être activatrices (séquences « enhancer »), 

inhibitrices (séquences « silencer ») ou isolantes (séquences « insulator »). Ces séquences 

cis-régulatrices sont classiquement situées en amont du promoteur, mais elles peuvent 

également se situer dans un intron ou à l’extrémité 3’ d’un gène. 

 

Une fois synthétisés, les transcrits primaires vont subir un ensemble de modifications post-

transcriptionnelles permettant la maturation des ARN pré-messagers (pré-ARNm) en ARNm 

matures. La maturation débute par l’ajout d’une coiffe 7-méthylguanosine triphosphate 

(m7GTP) en 5’ et d’une queue poly-adénosines (poly-A) en 3’. Ces structures augmentent la 

stabilité de l’ARNm en empêchant sa dégradation par les exonucléases, facilitent son export 

vers le cytoplasme et jouent également un rôle fondamental dans l’initiation de la traduction.  

Ensuite, lors du processus d’épissage, les introns présents dans les pré-ARNm sont éliminés 

afin de ne conserver que les exons. L’épissage alternatif, permet de conserver ou d’éliminer 

certains exons selon diverses combinaisons. Ce processus aboutit à la formation de 

différents ARNm matures, issus d’un même pré-ARNm, donnant lieu à la synthèse de 

différents variants protéiques.  

 

Les ARNm matures sont alors exportés dans le cytoplasme où différents éléments vont 

permettre de contrôler leur stabilité, leur localisation subcellulaire ainsi que leur efficacité de 

traduction. Par exemple, l’association de facteurs régulateurs agissant en trans à des 

éléments cis-régulateurs de l’ARNm peut entraîner, soit le recrutement d’une machinerie de 

dégradation, soit le recrutement de la machinerie de traduction.  
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Une fois traduites, les protéines subissent des modifications post-traductionnelles influençant 

leur stabilité, leur structure, leur fonction et leur localisation. Il peut s’agir de l’addition de 

groupements fonctionnels (acétylation, glycosylation, méthylation, phosphorylation), d’un 

groupe peptidique (ubiquitination) ou de l’établissement de ponts disulfures.  

 

La régulation de l’expression des gènes est un processus complexe, intervenant à 

différents niveaux et impliquant de nombreux acteurs cellulaires.  

Pendant des années, l’analyse des transcrits s’est imposée comme étant le reflet de 

l’expression génique et les études se sont principalement focalisées sur le contrôle 

transcriptionnel, sans tenir compte des mécanismes de régulations post-

transcriptionnelles. Pourtant, afin de maintenir l’équilibre entre régulation dynamique 

et efficacité énergétique, 60% des protéines exprimées dans une cellule sont 

contrôlées au niveau traductionnel (Schwanhausser et al., 2011). 

Aujourd’hui, il apparaît clair que la régulation traductionnelle est une étape cruciale de 

l’expression des gènes permettant de contrôler finement l’expression protéique de 

manière quantitative, qualitative et spatio-temporelle, dans diverses situations 

biologiques, qu’elles soient physiologiques ou pathologiques (Kuersten e Goodwin, 

2003). 
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1. La traduction des ARNm par le ribosome
 

La traduction est un processus fortement conservé au cours de l’évolution, qui consiste à 

transposer la séquence en nucléotides de l’ARNm en séquence d’acides aminés constituant 

les protéines. Cette étape de l’expression génique se déroule soit dans le cytosol, soit au 

niveau du réticulum endoplasmique rugueux; bien que peu documentée et controversée, la 

synthèse protéique nucléaire a toutefois été décrite (Iborra et al., 2001; Herbert et al., 2002; 

David et al., 2012). La mitochondrie représente également un autre site de traduction, mais 

elle ne sera pas abordée dans ce manuscrit. Tous les ARNm sont lus dans le sens 5’ vers 3’ 

et les chaînes polypeptidiques sont synthétisées de l’extrémité amine (N-terminale) vers 

l’extrémité carboxyle (C-terminale). Chaque acide aminé est codé par un codon 

correspondant à trois bases de l’ARNm. 

La traduction comporte trois étapes : l’initiation, l’élongation et la terminaison ; ce processus 

fait intervenir une machinerie très élaborée dans laquelle plus de 200 macromolécules sont 

impliquées (Merrick e Hershey, 1996). Parmi ces acteurs, nous trouvons, 

1- l’ARNm, portant la séquence codant pour la protéine, 

2- les ARN de transfert (ARNt), couplés à un acide aminé (Aminoacyl-ARNt) 

permettant de décoder chaque codon,  

3- les facteurs protéiques qui assistent les différentes étapes 

4- le ribosome qui décode l’information portée par l’ARNm et qui catalyse la liaison 

peptidique entre chaque acide aminé,     

 

Puisqu’il a été au centre de ce travail de thèse, nous détaillerons particulièrement le cœur de 

la machinerie traductionnelle : le ribosome. 

 

1.1. Les acteurs de la traduction 
 

1.1.1. L’ARN messager 
 

L’ARNm est une molécule linéaire orientée qui se lit de l’extrémité 5’ vers l’extrémité 3’. Elle 

est constituée de nucléotides, Elle comprend une région codante, coding DNA sequence 
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(CDS), également appelée cadre de lecture ouvert, open reading frame (ORF), qui 

correspond à la portion de l’ARNm qui va être traduite en protéine; la région codante  débute 

par un codon initiateur et se termine par un codon stop. Celle-ci est encadrée par deux 

régions non codantes, l’une en amont du codon initiateur, appelée 5’ Untranslated 

Transcribed Region (5’UTR) et l’autre située en aval du codon stop, appelée 3’ Untranslated 

Transcribed Region (3’UTR) (FIGURE 2).  

La région 5’UTR, constituée de 100 à 200 nucléotides (Mignone et al., 2002), porte la coiffe 

m7GTP et ses caractéristiques structurales ont un rôle majeur dans le contrôle de la 

traduction. Les protéines très régulées, telles que les facteurs de transcription, les proto-

oncogènes ou celles impliquées dans les processus de développement, présentent souvent 

des régions 5’UTR plus longues que la moyenne (Kozak, 1987a). La région 3’UTR, située en 

aval de la région codante et faisant suite au codon stop, représente en moyenne 800 

nucléotides et son extrémité 3’ est poly-adénylée formant ainsi la queue polyA. La région 

5’UTR contient les séquences régulant la traduction et notamment l’accessibilité à l’AUG 

initiateur. La région 3’UTR, dont la taille varie fortement avec la complexité du vivant, 

passant de 200 nucléotides chez la levure à plus de 500 nucléotides chez l’Homme, est 

quant à elle impliquée dans la régulation de la traduction, de la stabilité, de la dégradation, 

de la localisation et du stockage des ARNm (Barrett et al., 2012).   

 

1.1.2. Les ARN de transfert 
 

Les ARN de transfert (ARNt) sont des acides ribonucléiques simples brins longs d’environ 70 

à 80 nucléotides. Ce sont les ARN non codant les plus abondants, car ils représentent 4 à 

10% des ARN cellulaires totaux (Kirchner e Ignatova, 2015). Les ARNt sont des molécules 

dont la structure tridimensionnelle ressemble à une feuille de trèfle organisée en 4 parties 

distinctes : le bras accepteur qui permet le chargement d’un acide aminé, la boucle T, la 

boucle D et la boucle anticodon qui porte le triplet anticodon reconnaissant le codon 

correspondant au niveau de l’ARNm (Cooper, 2000) (FIGURE 3). Ils sont transcrits dans le 

noyau par l’ARN polymérase III sous forme de pré-ARNt, et vont subir plusieurs 

modifications avant d’être exportés dans le cytoplasme sous forme d’ARNt matures. Parmi 

les modifications on retrouve la maturation de l’extrémité 5’ par la ribonucléase P, la 

maturation de l’extrémité 3’, qui implique plusieurs ribonucléases, l’épissage des introns et 

l’addition des résidus CCA à l’extrémité 3’ (Phizicky e Hopper, 2010). Les ARNt vont 

également subir plusieurs modifications au niveau des nucléotides, qui vont jouer un rôle 

majeur dans leur stabilité, mais également dans la fidélité de la traduction et la maintenance 
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du cadre de lecture (Hou et al., 2015; Kirchner e Ignatova, 2015). Les ARNt constituent une 

composante fondamentale du mécanisme de traduction puisque ce sont eux qui délivrent les 

acides aminés au ribosome. Plusieurs aminoacyl-ARNt synthétases (nucléaires ou 

cytoplasmiques) vont transférer différents acides aminés sur les ARNt pour former les 

aminoacyl-ARNt qui seront recrutés sur le ribosome.  
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Figure 2 : Représentation schématique d'un ARN messager (ARNm). L’ARNm est une molécule simple brin linéaire orientée

de 5’ vers 3’. De part et d’autre de la séquence codant (CDS) se trouvent les régions non codantes 3’UTR et 5’UTR. A

l’extrémité 3’ se trouve la coiffe m7GTP et à l’extrémité 3’ la queue polyA.

Figure 3 : Structure tridimensionnelle et représentation schématique en forme de feuille de trèfle d’un ARN de transfert

(ARNt). En jaune, le bras accepteur; en vert, la boucle T ; en rouge la boucle D; en bleu, la boucle de l’anticodon ; en gris,

l’anticodon.

D’après Yikrazuul 2010
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1.1.3. Les facteurs de traduction 
 

Il existe trois types de facteurs de traduction: les facteurs d’initiation de la traduction, 

eukaryotic initiation factors (eIF), qui assistent les deux premières étapes, les facteurs 

d’élongation, eukaryotic elongation factors (eEF), qui interviennent lors de l’allongement des 

chaînes polypeptidiques, et les facteurs de terminaison, eukaryotic release factors (eRF), qui 

contribuent à l’arrêt et au détachement du ribosome de la protéine néo-synthétisée (Safer, 

1989). Les facteurs de traduction sont donc présents à chaque étape du processus, mais 

c’est principalement au cours de la phase d’initiation qu’ils exercent un rôle important dans la 

régulation traductionnelle (Dever, Thomas E., 2002; Dever, T. E., 2002; Dever e Green, 

2012). 

 

1.1.4. Les ribosomes 

1.1.4.1. À la découverte des ribosomes 
 

C’est en 1955, par l’observation de cellules de rat et de poulet au microscope électronique, 

que Georges Emil Palade mit en évidence dans leur cytosol, un composant particulaire, de 

petite dimension (100 à 150 Å) et de densité élevée. Ce nouveau composant, présent en 

abondance dans les cellules glandulaires et dans les cellules à prolifération rapide, se trouve 

à la fois sur le réticulum endoplasmique et libre dans le cytoplasme ; ainsi sont nées les 

particules de Palade (Palade, 1955).  

Parallèlement, plusieurs études menées par Palade et d’autres scientifiques ont montré que 

les fractions microsomales étaient constituées de complexes ribonucléoprotéiques associés 

à des fragments de réticulum endoplasmique, et que ceux-ci étaient impliqués dans la 

synthèse protéique (Allfrey et al., 1953; Palade e Siekevitz, 1956b; a) ; (Mcquillen et al., 

1959).  

La technique de fractionnement par centrifugation différentielle, mise au point par A. Claude 

(Claude, 1941); (Claude, 1946) a ensuite été optimisée afin de permettre d’isoler une fraction 

riche en ARN, appelée « ultramicrosome » (Barnum e Huseby, 1948) ou « macromolécule 

de nucléoprotéines » (Petermann e Hamilton, 1952).  

En 1958, au cours du 1er symposium de la société de biophysique, Richard B. Roberts 

proposa le terme « ribosome » pour désigner les particules ribonucléoprotéiques issus de la 
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Figure 4 : Le prix Nobel de médecine ou physiologie 1974. Le prix Nobel de médecine ou physiologie a été décerné à Albert

Claude, Christian de Duve et George Emil Palade, pour leurs découvertes concernant l’organisation fonctionnelle et

structurelle de la cellule.
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fraction microsomale (Biophysical Society. Symposium Cambridge e Roberts, 1958). C’est à 

l’occasion de ce congrès que Mary Petermann fut nommée « the mother of the particle » en 

hommage à ses travaux consacrés à l’étude des ribosomes (Petermann e Hamilton, 1952; 

Petermann et al., 1953; Petermann, 1954; Petermann et al., 1954; Petermann e Hamilton, 

1957; Hamilton e Petermann, 1959). En 1974, Georges Emil Palade s’est vu attribué le prix 

Nobel de médecine, pour la découverte des ribosomes (FIGURE 4).  

 

1.1.4.2. Composition et structure du ribosome 
 

Le ribosome est un complexe ribonucléoprotéique dont le rôle est de traduire le code 

génétique en protéines ; chez les eucaryotes, il est composé de 45% d’ARN ribosomiques 

(ARNr) et de 55% de protéines ribosomiques (PR). Bien que sa taille et sa composition 

présentent quelques variations au sein des différents domaines du vivant, son organisation 

générale y est identique. Avec une masse moléculaire comprise entre 3,5 MDa chez la 

levure et jusqu'à 4,3 MDa chez les organismes supérieurs, le ribosome eucaryote est environ 

40 à 50% plus volumineux  que son homologue procaryote dont la masse moléculaire est de 

2,3 MDa (Melnikov et al., 2012) (TABLEAU 1).  

La majorité des ARNr et des protéines ribosomiques qui constituent le ribosome procaryote 

est conservée chez les eucaryotes et peut être considérée comme le noyau du ribosome 

(FIGURE 5A ET 5B). L’étude des ribosomes au sein des différentes espèces révèle qu’au cours de 

l’évolution, des protéines ribosomiques supplémentaires, ainsi que des segments 

d’expansion au niveau des ARNr ont été ajoutés sans que le noyau préexistant soit modifié 

(FIGURE 5C ET 5D). Chez les métazoaires, le ribosome gagne encore en complexité par l’ajout 

d’une protéine ribosomique et de nouveaux segments d’expansion d’ARNr, donnant lieu à 

deux couches structurelles supplémentaires, avec une couche interne bien organisée 

recouverte d’une couche externe plus souple (Anger et al., 2013) (FIGURE 5E ET 5F). 

Le ribosome eucaryote présente un coefficient de sédimentation de 80 unités svedberg, c’est 

pourquoi il est aussi appelé 80S (70S chez les procaryotes). Les études menées in-vitro 

montrent qu’en abaissant la concentration du milieu en Mg2+, le ribosome se dissocie en 

deux sous-unités : une grande 60S (50S chez les procaryotes) et une petite 40S (30S chez 

les procaryotes) (Chao e Schachman, 1956; Tissieres e Watson, 1958) (FIGURE 6).  
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Figure 5 : Modèle d’évolution du ribosome eucaryote. Représentation de la surface (a, c, e) et schématique (b,d,f) du (a,b)

ribosome bactérien 70S de T.thermophilus, (c,d) ribosome 80S de S. cerevisiae avec sa couche protéine ARN spécifique aux

eucaryotes et (e,f) ribosome mammifère de H. sapiens avec ses deux couches additionnelles ARN ARN et ARN seul. Le

noyau gris représente le ribosome bactérien, en bleu sont représentées les couches supplémentaires présentes sur le

ribosome eucaryote unicellulaire et en rouge et orange les couches spécifiques des ribosomes eucaryotes supérieurs.

Adapté de Anger et al. 2013

Ribosome Petite

sous unité

Grande

sous unité

Coefficient de sédimentation 80S 40S 60S

Masse moléculaire (Da) 4,3.106 2,8.106 1,4.106

Protéines ribosomiques 80 33 47

ARN ribosomiques 4 18S (1869 nt) 5S (5070 nt)

5,8S (156 nt)

28S (121 nt)

Tableau 1 : Composition et caractéristiques générales du ribosome humain. 
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La petite sous-unité 40S, composée de l’ARNr 18S et de 33 protéines ribosomiques, contient 

le centre de décodage de l’ARNm (TABLEAU 1). La structure générale de la sous-unité 40S 

comprend une tête, un corps et une plateforme. La tête possède un bec, et le corps une 

épaule ainsi qu’un pied droit et un pied gauche (FIGURE 8). Sur la face de contact avec la 

grande sous-unité, se trouve l’hélice 44 de l’ARNr 18S qui contient le site de décodage de 

l’ARNm, Decoding Site (DCS) (Spahn et al., 2001).  

La grande sous-unité 60S, portant l’activité peptidyl-transférase, catalysant les liaisons 

peptidiques entre les acides aminés, se compose de l’ARNr 5S, 5.8S, 28S et de 47 protéines 

ribosomiques (Wool, 1979) (tableau 1). Sa structure générale comprend une protubérance 

centrale ainsi que la tige L1 et la tige P (FIGURE 8). L’activité peptidyltransférase, aboutissant à 

la formation  des liaisons peptidiques, est portée par l’ARNr 28S au niveau du site 

catalytique de transfert des groupes peptidiques, Peptidyl Transferase Center (PTC).  

L’ARNr 28S, de par son activité enzymatique est qualifié de ribozyme. 

Le ribosome 80S présente trois sites distincts de fixation de l’ARNt: le site A (pour 

aminoacyl-ARNt), occupé par un ARNt porteur d’un acide aminé en attente d’être lié à la 

chaîne polypeptidique ; le site P (pour peptidyl-ARNt), occupé par un ARNt porteur d’un 

acide aminé lié à la chaîne polypeptidique naissante ; le site E (pour exit), permettant la 

libération de l’ARNt désacylé (FIGURE 7).  

Depuis plus de 50 ans, les ribosomes ont fait l'objet d'études structurales ayant révolutionné 

notre compréhension du mécanisme de biosynthèse des protéines.  

 

La forme du ribosome bactérien et son organisation en deux sous-unités asymétriques ont 

été observées pour la première fois à partir d’image de microscopie électronique à coloration 

négative (Vasiliev, 1974; Lake, 1976).  

Par la suite, les approches par cryo-microscopie électronique (Frank et al., 1995; Stark et al., 

1995; Agrawal et al., 1996; Agrawal et al., 1999; Frank, 2017) et plus récemment par cryo-

microscopie électronique à une particule ont permis d’obtenir de précieuses informations sur 

la structure, les modes de liaisons et les changements de conformation du ribosome au 

cours de son cycle de travail (Schmeing e Ramakrishnan, 2009).  

La détermination de la structure atomique du ribosome a été un véritable défi compte tenu 

de sa taille et de sa grande complexité. En 2001, la première structure haute-résolution par 

cristallographie au rayon X du ribosome fonctionnel de Thermus thermophilus, a permis la 

visualisation de l’interface et du contact entre les deux sous-unités, du cheminement pris par 

l’ARNm et de la position des ARNt (Yusupov et al., 2001; Yusupova et al., 2001). Celle 
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Figure 6: Représentation schématique de la structure du ribosome en sous unités et influence de la concentration en

magnésium. Les deux sous unités ribosomiques, dont les constantes de sédimentation sont respectivement de 40S et de

60S, s’associent pour former le ribosome dont la constante de sédimentation est de 80S. Cette association est réversible et

dépendante de la concentration en ions magnésium Mg2+. 

Figure 7: Représentation schématique du ribosome en cours de traduction incluant les sites fonctionnels. Au niveau de la

petite sous unité ribosomique se trouve le site de décodage de l’ARNm (en rouge). La grande sous unité ribosomique

comprend le site catalytique de transfert des groupes peptiques (PTC) (représenté par un losange vert), ainsi que le site A

dans lequel se positionne l’aminoacyl ARNt qui entre dans le ribosome, le site P dans lequel se trouve l’ARNt portant la

chaîne polypeptidique en cours de synthèse et le site E dans lequel se trouve l’ARNt désacétylé avant qu’il ne se dissocie de

l’ARNm et du ribosome. 



Chapitre 1 : La traduction des ARNm par le ribosome

40

de son homologue eucaryote a été plus difficile à obtenir, et c’est après de longs travaux de 

purification et de stabilisation, qu’une équipe de chercheurs français a obtenu en 2010 la 

structure atomique de la levure Saccharomyces cerevisiae (Ben-Shem et al., 2010). Ils 

confirmèrent l’existence de mouvements au sein des sous-unités du ribosome, mais 

également l’une par rapport à l’autre, révélant la dynamique de pivotement à l’origine du 

mécanisme de synthèse des protéines. La structure du ribosome humain, à une résolution 

quasi-atomique, a pu être obtenue en 2015 grâce à l’utilisation de la cryo-microscopie 

électronique à une particule associée à des outils de reconstruction 3D (Khatter et al., 2015) 

(FIGURE 8). Cette étude a fourni des détails sans précédent sur des régions fonctionnellement 

clés telles que le site catalytique de transfert des groupes peptidiques, peptidyl transferase 

center (PTC) et la région de décodage de l’ARNm (Khatter et al., 2015). 

 

1.1.4.3. Biogenèse du ribosome 
 

1.1.4.3.1. Généralités 
 

La biogenèse des ribosomes est un processus très hiérarchisé, qui comprend de 

nombreuses étapes, incluant la production des quatre ARN ribosomiques (5S, 5.8S, 18S et 

28S), leur assemblage aux 80 protéines ribosomiques (PR), et qui aboutit à la formation des 

deux sous-unités ribosomiques.  

 

Elle mobilise une quantité substantielle des ressources énergétiques de la cellule; par 

exemple, chez la levure en prolifération, la synthèse des ARNr représente 60% des transcrits 

totaux, et 50% de la transcription effectuée par l’ARN polymérase II (Pol II) est dédiée aux 

protéines ribosomiques (Warner, 1999). De plus, les étapes d’assemblage et de maturation 

font intervenir près de 200 facteurs protéiques (Woolford e Baserga, 2013) (jusqu’à 4500 

chez l’Homme (Ahmad et al., 2009)) dont des enzymes consommatrices d’énergie telles que 

des GTPase, des protéines kinases, des hélicases dépendantes de l’ATP et des ATPase 

(Strunk e Karbstein, 2009).  Ce processus, essentiellement réalisé dans le nucléole, doit être 

effectué avec un rendement considérable, puisqu’il conduit à l’assemblage de plus de 2000 

ribosomes en une minute (Warner, 1999).  
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Figure 8 : Structure cristallographique des sous unités du ribosome humain. (a) Vue de l’interface et (b) vue du solvant de

la grande sous unité à gauche et de la petite sous unité à droite. Les domaines sont indiqués en rouge avec pour la grande

sous unité, la tête (H), le bec (Be), la plateforme (Pt), l’épaule (Bd), le pied gauche (Lf), le pied droit (Rf), et pour la petite

sous unité, la protubérance centrale (CP) et les tiges L1 et P.

Adapté de Anger et al. 2014 

a

b
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Les études concernant l’assemblage des ribosomes ont débuté au début des années 70, par 

la reconstitution in vitro des sous-unités du ribosome bactérien à partir des protéines et des 

ARN ribosomiques (Held et al., 1973; Nierhaus e Dohme, 1974). Concernant les ribosomes 

eucaryotes, au cours des 25 dernières années, la biogenèse a été principalement étudiée 

chez la levure Saccharomyces cerevisiae, qui est un modèle d’étude présentant de 

nombreux avantages de par la facilité de mise en œuvre des études biochimiques, 

génétiques, moléculaires et cellulaires. Les récentes études menées chez le mammifère ont 

montré que les mécanismes impliqués dans la biogenèse des ribosomes eucaryotes sont 

globalement bien conservés (Ben-Shem et al., 2010; Wild et al., 2010; Khatter et al., 2015) ; 

il existe toutefois des  différences entre la levure et les eucaryotes supérieurs, tant au niveau 

structural que des acteurs requis : nombre de protéines ribosomiques, taille des ARNr, 

structure du nucléole (Shaw, 2001), protéome nucléolaire (Wild et al., 2010; Mullineux e 

Lafontaine, 2012; Tafforeau et al., 2013).  

 

La biogenèse des ribosome est un mécanisme fondamental, indispensable à toute forme de 

vie, étroitement régulé et intimement lié aux conditions de croissance cellulaire ainsi qu’aux 

stress environnementaux (Warner, 1999). Toute dérégulation dans ce processus va avoir 

des conséquences majeures sur la cellule ou sur l’organisme puisqu’il peut conduire au 

développement de pathologies appelées ribosomopathies (Freed et al., 2010; Narla e Ebert, 

2010). Ces graves maladies humaines résultent de mutations dans les protéines 

ribosomiques (PR) ou dans les facteurs d’assemblages des ribosomes, assembly factors 

(AF). Ces pathologies sont caractérisées par des anomalies hématologiques, des problèmes 

au niveau du squelette et une susceptibilité accrue au cancer. Cet aspect pathologique sera 

développé en détail ultérieurement (chapitre 3.1). 

 

1.1.4.3.2. Le nucléole : site principal de la biogenèse des ribosomes 
 

En raison de sa densité importante et de son indice de réfraction, le nucléole a été un des 

premiers compartiments subcellulaires découvert par les microscopistes du 19ème siècle. 

Plus tard, le développement des techniques de coloration histologique a permis de révéler 

que la composition chimique du nucléole était distincte de celle du nucléoplasme environnant 

puisqu’il contient de l’ARN. Puis, au milieu des années 60, des expériences d’hybridation in-

situ ont révélé la présence de gènes codant pour les ARNr (ADNr) au niveau du nucléole 
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(Nurnberger; Perry, 1962; Ritossa e Spiegelman, 1965). En se basant sur ces résultats ainsi 

que sur la caractérisation biochimique des composants nucléolaires, il a été proposé que le 

nucléole est le site principal de la biogenèse des ribosomes (Brown e Gurdon, 1964; 

Rothblum, 1986). En dehors de cette fonction, le nucléole est également impliqué dans la 

régulation du cycle cellulaire, ainsi que dans l’activité du facteur de transcription et 

suppresseur de tumeur p53 (Visintin e Amon, 2000). 

 

Le nucléole est un sous-compartiment du noyau, non délimité par une membrane et dont le 

nombre, l‘organisation et la taille sont directement liés à l’espèce et à l’activité métabolique 

des cellules (Popp e Wachtler, 1983; Mélèse e Xue, 1995). Il s’agit d’une structure 

dynamique, visible au cours de l’interphase chez les eucaryotes supérieurs, et qui disparaît 

pendant la mitose ; chez la levure, le nucléole est présent tout au long du cycle cellulaire.  

 

Les nucléoles s’organisent autour d’une région chromosomique, appelée région 

organisatrice du nucléole, nucleolus organizer region (NOR), contenant les unités 

ribosomiques correspondant aux gènes codant pour les ARNr 5.8S, 18S et 28S (Mcclintock, 

1934). Il s’agit de gènes répétés en tandem dont le nombre varie de 100 à plusieurs 

centaines chez les mammifères ; chez l’Homme, il existe 400 copies qui sont regroupées sur 

les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 (Birch e Zomerdijk, 2008).  

 

Chez les eucaryotes supérieurs, l’observation au microscope électronique des nucléoles 

permet de distinguer trois composants principaux : le centre fibrillaire, fibrillar center (FC) 

entouré par le composant fibrillaire dense, dense fibrillar component (DFC), ces deux 

composants étant eux même enchâssés dans le composant granulaire, granular component 

(GC). Chez la levure, nous retrouvons une organisation bipartite, le nucléole étant dépourvu 

de centre fibrillaire (Thiry e Lafontaine, 2005) (FIGURE 9). 

Chaque compartiment occupe une fonction bien définie: la transcription des ARNr a lieu à la 

frontière entre le FC et le DFC, le traitement précoce et l’assemblage se déroulent dans le 

DFC, puis les particules pré-ribosomiques rejoignent le GC (Milkereit et al., 2001; Cheutin et 

al., 2002; Lei e Silver, 2002). 
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Figure 9 : Comparaison de l’organisation du nucléole de la cellule humaine et de la levure S. cerevisiae.

Observation réalisée en microscopie électronique. (a) Nucléole humain. (b) Noyau et nucléole de S. cerevisiae.

Echelle : 0,2 m. (c) et (d) Représentation schématique de l’organisation nucléolaire de la cellule humaine et de

la levure. F : composant fibrillaire ; FC : centre fibrillaire ; DFC : composant fibrillaire dense ; GC : composant

granulaire ; l'ARN polymérase I est représentée par le point rouge ; le pré ARNr 35S est représenté par une

barre noire ; sur la partie (d) l’enveloppe nucléaire est représentée par une ligne grise.

Adapté de Thiry and Lafontaine 2005

a

c d

b



Chapitre 1 : La traduction des ARNm par le ribosome

45

 

 

Les altérations de la biogenèse des ribosomes peuvent induire un stress nucléolaire, se 

traduisant par une réorganisation du nucléole avec perte de la compartimentation. Les 

altérations de l’aspect du nucléole sont retrouvées dans plusieurs maladies humaines et 

notamment le cancer (Orsolic et al., 2016). 
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1.1.4.3.3. Les grandes étapes de la biogenèse des ribosomes 
 

Chez les eucaryotes, à l’exception de l’ARNr 5S, le processus de biogenèse commence par 

la synthèse du précurseur des ARNr (pré-ARNr) dans le nucléole, où il va être modifié, replié 

et traité. Ces étapes sont catalysées par de petits ARN nucléolaires, small nucleolar RNAs 

(snoRNAs) qui sont les éléments actifs des petites particules ribonucléoprotéiques 

nucléolaires, small nucleolar ribonucleoprotein particles (snoRNP). Tous les composants 

sont ensuite assemblés et exportés vers le cytoplasme. Tout au long du processus il existe 

des étapes de contrôle qualité (Lafontaine, 2010). 

 

La biogenèse des ribosomes peut donc être divisée en six étapes importantes : la synthèse 

des composants, le traitement des pré-ARN, les modifications covalentes, l’assemblage, le 

transport et le contrôle qualité (FIGURE 10).  

 

1.1.4.3.4. La synthèse des composants du ribosome 
 

Les composants nécessaires à la biogenèse des ribosomes sont les ARN ribosomiques 

(ARNr), les protéines ribosomiques (PR), les facteurs d’assemblage, assembly factors (AF) 

et les petits ARN nucléolaires, small nucleolar RNAs (snoRNAs) ; dans ce processus, les 

trois sortes d’ARN polymérase (Pol I, II et III) interviennent. 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, au cœur des ribosomes eucaryotes nous trouvons 

quatre sortes d’ARNr : le 28S, le 18S, le 5.8S et le 5S. Les trois premiers sont issus de la 

maturation d’un même précurseur polycistronique appelé 47S chez l’Homme (37S chez la 

levure), synthétisé dans le nucléole par l’ARN polymérase (Pol) I (Mullineux e Lafontaine, 

2012). L’ARNr 5S, quant à lui, est transcrit séparément dans le noyau par l’ARN Pol III et les 

gènes codant les 80 PR et les AF sont transcrits par la Pol II.  
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Figure 10 : Représentation schématique des six grandes étapes de la biogenèse des ribosomes. (a)Transcription des

composants (ARNr, ARNm codant les protéines ribosomiques (PR), les facteurs d’assemblage (FA), et les snoARN) ; (b)

Traitement (clivages des pré ARNr) ; (c) Modification des pré ARNr, RP et FA ; (d) Assemblage ; (e) Transport (Import

nucléaire des PR et FA ; Export des pré ribosomes dans le cytoplasme) ; (f) Contrôle qualité et surveillance.

Adapté de Lafontaine 2014
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1.1.4.3.4.1. Le traitement des pré-ARN 
 

Sur le précurseur 47S on retrouve, dans les régions non codantes, les espaceurs externes 

en 5’ et 3’, external transcribed sequences (5’-ETS et 3’-ETS), et les espaceurs interne 1 et 

2, internal transcribed sequences (ITS1 et ITS2). Le traitement du transcrit primaire 47S 

comprend une succession de clivages endonucléolytiques et exonucléolytiques afin de 

donner naissance aux ARNr matures. Dans les cellules humaines, le traitement du transcrit 

primaire 47S peut suivre deux voies différentes (FIGURE 11). 

1.1.4.3.4.2. Les modifications covalentes 
 

Au cours de leur maturation, les pré-ARNr subissent de nombreuses modifications. Sur les 

ARNr humains, 95 pseudo-uridylations, 105 méthylations de riboses et 10 méthylations de 

bases nucléotidiques ont été répertoriées (Decatur e Fournier, 2002). Ces modifications sont 

majoritairement localisées à proximité des sites fonctionnels du ribosome.  

Les pseudo-uridylations et les méthylations des riboses sont catalysées par la dyskérine et la 

fibrillarine, et guidées par les snoARN au sein de complexes RNP (Watkins e Bohnsack, 

2012). Les méthylations des bases nucléotidiques des ARNr 18S et 28S sont catalysées par 

des enzymes ne nécessitant pas la présence de snoARN.  

 

Les PR subissent également des modifications post-traductionnelles ; il peut s’agir de 

méthylations, acétylations, phosphorylations ou hydroxylations. Chez la levure, au moins 16 

PR sont méthylées ou acétylées (Lee et al., 2002), et chez l’Homme au moins 11 protéines, 

appartenant à la grande sous-unité (Odintsova et al., 2003), ainsi que la plupart des 

protéines de la petite sous-unité, sont soumises à des modifications post-traductionnelles 

(Yu et al., 2005). 

 

1.1.4.3.4.3. L’assemblage des sous-unités ribosomiques 
 

L’assemblage des ribosomes eucaryotes débute dans le nucléole et se termine dans le 

cytoplasme après export et maturation finale des deux sous-unités 40S et 60S.  
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Figure 11 : Représentation schématique des voies de maturation des pré ARNr dans les cellules humaines. Les ARNr 8S,

5.8S et 28S sont produits à partir d’un seul transcrit (47S). Les séquences des ARNr matures sont flanquées des espaceurs

externes (5’ ETS et 3’ ETS) et internes (ITS1 et ITS2). Les sites de clivage sont indiqués en noir sur le précurseur 47S et les

étapes de clivage sont notées en bleu. Le précurseur 47S est clivé au niveau des sites 01 et 02 situé de part et d’autre de la

molécule pour générer le pré ARNr 45S qui peut être traité selon deux voies (voie 1 et voie 2), la voie 1 représente la voie

mineure.

Adapté de Lafontaine 2014 
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Les PR, qui participent à la structure du ribosome, et les facteurs trans, qui assistent la 

formation des sous-unités, sont importés du cytoplasme vers le nucléole pour être 

assemblés au pré-ARN au cours de sa transcription (Gallagher et al., 2004). Il en résulte une 

particule présentant un coefficient de sédimentation de 90S, correspondant à un précurseur 

commun aux deux sous-unités (Trapman et al., 1975). Cette particule est ensuite clivée pour 

produire deux particules 43S et 66S, précurseurs des sous-unités matures 40S et 60S, qui 

vont subir des voies de maturation distinctes.  

 

Après traitement des pré-ARNr dans le noyau, la sous-unité pré-60S, contenant les ARNr 

matures 28S, 5.8S et 5S, est exportée vers le cytoplasme où elle va subir une maturation 

cytoplasmique. Enfin, la sous-unité cytoplasmique pré-60S doit être libérée des protéines 

non ribosomales qui lui sont associées afin d’aboutir à une sous-unité 60S fonctionnelle.  

 

La maturation de la sous-unité pré-40S est moins complexe, celle-ci est rapidement exportée 

dans le cytoplasme, au niveau duquel les dernières étapes de maturation du pré-ARN 18S 

ont lieu (Léger-Silvestre et al., 2004). 

 

La majorité des facteurs trans qui s'associent aux particules pré-ribosomiques lors des 

étapes précoces de la biogénèse sont libérés et recyclés avant l'exportation nucléaire. 

Cependant, certains facteurs restent associés aux particules lorsqu'ils entrent dans le 

cytoplasme. La libération et le recyclage de ces facteurs, l'assemblage des quelques 

protéines ribosomiques restantes, ainsi que le traitement final des ARNr constituent les 

étapes de maturation cytoplasmique (Zemp e Kutay, 2007).  

 

L’assemblage des PR sur l’ARNr suit une séquence précise et des groupes de PR ont pu 

être établis sur la base de leur assemblage à des étapes précoces, intermédiaires ou 

tardives (O'donohue et al., 2010; De La Cruz et al., 2015). Des études menées chez la 

levure et chez l’Homme ont permis de mettre en évidence le rôle majeur joué par les PR 

dans le traitement des pré-ARNr et la maturation des sous-unités ribosomiques. En effet, 

dans le cas où l’association des PR à l’ARNr est compromise il va y avoir, en fonction de la 

PR considérée, une accumulation des pré-ARN à différents stades de maturation, 

accompagnée dans certains cas d’altérations visibles du nucléole (Ferreira-Cerca et al., 

2005; Robledo et al., 2008; Nicolas et al., 2016). 
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1.1.4.3.4.4. Le transport 
 

L’importation nucléaire des protéines ribosomiques, ainsi que celle des facteurs 

d’assemblage, est dépendante de la reconnaissance du signal de localisation nucléaire, 

nuclear localization signal (NLS) par des protéines de la famille des importines. Les 

importines interagissent avec les nucléoporines, composants du complexe de pore nucléaire, 

pour permettre le passage du complexe importine-cargo du cytoplasme vers le noyau (Rout 

et al., 1997). 

 

Au cours de leur maturation, les sous-unités ribosomiques quittent le nucléole puis passent à 

travers les complexes de pores nucléaires pour rejoindre le cytoplasme. L’exportation des 

particules pré-ribosomiques 40S et 60S dépend de la GTPase RAN et du récepteur 

d’exportation nucléaire CRM1/Exportin1 qui reconnaît une séquence signal d’exportation 

nucléaire, nuclear exportation sequence (NES) pouvant être portée par la molécule cargo 

elle-même ou par un facteur trans établissant l’interaction entre le récepteur et la molécule 

cargo.  

Il a été montré chez la levure comme chez les vertébrés, que l’export du pré-ribosome 60S 

était dépendant de l’interaction entre la protéine NMD3, qui lui est associée, et le récepteur 

CRM1 (Ho et al., 2000; Robledo et al., 2008).  

Chez la levure, l’export du pré-ribosome 40S dépend deux facteurs d’interaction trans 

contenant la séquence NES, Ltv1p et Dim2p (Ho et al., 2000) ; cependant, chez les 

vertébrés la protéine adaptatrice n’a pour l’heure pas été identifiée. 

 

1.1.4.3.4.5. Le contrôle qualité et les mécanismes de surveillance 
 

Le ribosome est une macromolécule dont le fonctionnement est étroitement lié à sa structure 

et toute variation dans sa composition va entraîner des altérations de ses fonctions. 

L’apparition de graves pathologies a pu être corrélée à des modifications de la biogenèse 

des ribosomes (Freed et al., 2010). Sachant qu’une cellule en croissance est amenée à 

synthétiser des milliers de ribosomes par minute (Warner, 1999), la présence de 

mécanismes de surveillance est indispensable afin d’assurer l’intégrité des ribosomes et une 

traduction fidèle des ARNm en protéines.  
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Ces mécanismes de contrôle qualité et de surveillance sont retrouvés tout au long du 

processus de biogenèse des ribosomes. 

 

Pour être transportés dans le cytoplasme, les précurseurs doivent avoir atteint un certain 

stade de maturation; le contrôle de cette maturation est assuré en partie par l’assemblage 

des PR (Ferreira-Cerca et al., 2005). Le pré-ribosome 40S ne peut être exporté du noyau 

que lorsque les protéines constituant la tête sont assemblées sur la particule (Léger-Silvestre 

et al., 2004). Quant à l’export du pré-ribosome 60S, il est dépendant de la formation du 

tunnel de sortie (Bradatsch et al., 2012), ainsi que celle de la boucle sarcine-ricine, sarcin–

ricin loop (SRL), région essentielle à la fonction du facteur d’élongation eEF2, et à la liaison 

de la protéine adaptatrice NMD3 (Sengupta et al., 2010). 

 

Du côté cytoplasmique, afin d’empêcher une traduction prématurée par les précurseurs des 

sous-unités, les facteurs d’assemblage vont bloquer les interactions entre les sous-unités 

d’une part et entre les sous-unités et les ARNm et ARNt d’autre part (Demoinet et al., 2007; 

Panse e Johnson, 2010). Il a également été suggéré que l’association de facteurs trans, 

présentant des homologies avec les facteurs de traduction, permettrait de contrôler l’intégrité 

structurale des sites de liaison avant que les ribosomes ne s’engagent en traduction (Senger 

et al., 2001). 

 

Le contrôle qualité va aussi s’exercer par la dégradation des ribosomes matures et 

intermédiaires identifiés comme non fonctionnels (Lafontaine, 2010). Les ribosomes matures 

défectueux vont rester bloqués sur l’ARNm, induisant ainsi l’activation des voies de 

dégradation (Shoemaker e Green, 2012). Ces voies sont incapables de distinguer un 

ribosome mal assemblé d’un ARNm défectueux, ce qui va entraîner la dégradation 

concomitante de l’ARNm.  
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1.2. Les mécanismes généraux de la traduction 
 

La traduction comporte plusieurs processus biochimiques intervenant dans la formation 

d’une chaîne protéique au cours du décodage de l’ARNm. Ces processus sont complexes, 

ils font intervenir les ribosomes qui se déplacent le long de l’ARNm, depuis un signal 

marquant le début du processus, jusqu'à un autre signal au niveau duquel le ribosome se 

détache de l’ARNm avant de se dissocier en deux sous-unités, libérant ainsi la chaîne 

protéique qu’il vient de synthétiser. Chaque cycle de traduction peut ainsi être divisé en 

quatre étapes (Kapp e Lorsch, 2004) (FIGURE 12): 

1- L’initiation, au cours de laquelle les sous-unités ribosomiques s’assemblent sur 

l’ARNm et se positionnent sur le site d’initiation, 

2- L’élongation, durant laquelle la protéine est synthétisée, 

3- La terminaison libérant la protéine néosynthétisée, 

4- La dissociation et le recyclage des sous-unités ribosomiques. 

 

1.2.1. L’initiation de la traduction 
 

Parce qu’elle est l’étape limitante de la traduction, et que la plupart des mécanismes de 

régulation interviennent à ce niveau, l’initiation a été l’objet de nombreuses études. Chez les 

eucaryotes, la voie classique d’initiation est celle dite dépendante de la coiffe (FIGURE 13) ; 

cependant un second mécanisme, indépendant de la coiffe, peut être utilisé par la cellule 

pour initier la traduction d’ARNm au niveau de sites particuliers permettant l’entrée interne du 

ribosome, internal ribosome entry site (IRES).  

Dans ce chapitre, nous aborderons uniquement l’initiation de la traduction dépendante de la 

coiffe,  la voie alternative par entrée interne des ribosomes sera abordée ultérieurement 

(chapitre 2.2.1.2.1). 

 

L’initiation de la traduction dépendante de la coiffe débute par le recrutement du complexe 

d’initiation eIF4F en 5’UTR des ARNm (FIGURE 13). Ce complexe protéique est composé de 

trois sous-unités : eIF4A, eIF4E et eIF4G. La sous-unité eIF4E interagit directement avec la 

coiffe m7GTP, la sous-unité eIF4A élimine les structures secondaires de l’ARNm grâce à ses 

fonctions hélicases et ATPase, quant à eIF4G il assure la cohésion entre les différents 
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éléments (Gingras et al., 1999). eIF4G interagit également avec la protéine de liaison à la 

Poly(A), Poly(A) Binding Protein (PABP) et eIF3 (Korneeva et al., 2000). La fixation de 

plusieurs PABP sur la queue poly-A, et son interaction avec eIF4G permettent la 

circularisation de l’ARNm, le rendant apte à la traduction (FIGURE 13A). 

 

La présence d’eIF4F permet le recrutement du complexe de pré-initiation, pre-initiation 

complex (PIC) 43S sur l’ARNm. Le PIC est composé de la petite sous-unité 40S, des 

facteurs eIF1, eIF1A, eIF3, eIF5 ainsi que du complexe ternaire, formé par l’interaction de 

l’ARNt initiateur méthionine (ARNtiMet) avec eIF2-GTP (Sokabe e Fraser, 2014) (FIGURE 13B). 

 

Le  complexe de pré-initiation 48S ainsi formé, balaye la région 5’UTR de l’ARNm à la 

recherche du codon initiateur (FIGURE 13C,D); chez les eucaryotes, la présence de la séquence 

consensus de Kozak favorise l’initation (Kozak, 1987b) cependant, contrairement à la 

séquence Shine Dalgarno chez le procaryotes, celle-ci n’est pas indispensable. La 

reconnaissance du codon AUG initiateur au niveau du site P du ribosome par l’anticodon de 

l’ARNtiMet entraîne l’hydrolyse par eIF5 du GTP lié à eIF2, libérant ainsi les facteurs 

d’initiation du complexe 48S. Le facteur eIF2 quitte la sous-unité 40S complexé avec le GDP 

(eIF2-GDP), puis sera recyclé grâce à l’action du facteur eIF2B ; le recyclage consiste à 

échanger le GDP lié à eIF2 en GTP (Jackson et al., 2010) (FIGURE 13E).  

 

La grande sous-unité 60S peut alors s’associer à la petite sous-unité 40S, par l’intermédiaire 

des facteurs eIF5 et eIF5B, pour former le ribosome actif 80S (FIGURE 13E).  

 

Une fois le complexe 80S formé, la phase d’élongation peut commencer (Jackson et al., 

2010). 
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Figure 12 : Les étapes de traduction chez les eucaryotes. La traduction des ARNm en protéines comprend quatre étapes :

(a) l’initiation au cours de laquelle les sous unités ribosomiques s’assemblent sur l’ARNm et un l’ARNt initiateur apporte le

premier acide aminé au niveau du codon initiateur AUG ; (b) l’élongation au cours de laquelle les acides aminés sont

apportés par les ARNt sur l’ARNm et ajouté un par un à la chaîne protéique naissante ; (c) Au cours de la terminaison, le

codon stop est reconnu par le facteur de terminaison entraînant la libération du ribosome et de la protéine

neosynthétisée ; (d) Le recyclage des composants de la machinerie traductionnelle.

Adapté de Pearson Education, Inc. 2012  
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Figure 13 : L’initiation de la traduction chez les eucaryotes. (a)L’initiation commence par la circularisation de l’ARNm suite

au recrutement du complexe eIF4F au niveau de l’extrémité 5’UTR de l’ARNm.(b) Parallèlement, le complexe ternaire

s’associe à la sous unité 40S ainsi qu’à d’autres facteurs tels que eIF3 et eIF1A pour former le complèxe 43S. (c) Celui ci est

recruté au niveau de l’ARNm pour former le complexe 48S qui (d) balaye l’ARNm jusqu’à la reconnaissance du codon

initiateur AUG qui induit l’hydrolyse du GTP et la libération des facteurs d’initiation. (e) La grande sous unité 60S peut alors

s’associer à la petite sous unité 40S pour former le ribosome actif 80S.

Adapté de Klann et Dever 2004

a

b

c

d

e

Figure 14 : Le cycle d élongation chez les eucaryotes. L’élongation est un cycle comprenant trois étapes. 1. L’aminoacyl

ARNt est escorté au niveau du site A par le facteur eEF1 ; 2. Lors de la formation de la liaison peptidique, la chaîne

polypeptidique est transférée au niveau de l’acide aminé apporté par l’ARNt au site A ; 3. Au cours de la translocation, le

ribosome se déplace, l’ARNt desacylé se trouve au site E, le peptidyl ARNt au site P et le site A est vide prêt à accueillir un

nouveau aminoacyl ARNt.

Adapté de Pearson Education, Inc 2011
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1.2.2. L’élongation 
 

La traduction se poursuit ensuite par l’élongation de la chaîne polypeptidique par ajout 

successif d’acides aminés au peptide en cours de synthèse. Au cours de ce processus, 

l’ARNt occupe successivement les sites A, P et E du ribosome. Il s’agit d’un processus 

répétitif, divisé en trois étapes catalysées par le ribosome et deux GTPases eEf1  et eEF2 

(Cooper, 2000) (FIGURE 14).  

 

Premièrement, au cours de l’étape de décodage, l’aminoacyl-ARNt est escorté au ribosome 

par eEf1  complexé au GTP, formant ainsi un complexe ternaire. Lorsque la boucle 

anticodon de l’aminoacyl-ARNt est complémentaire du codon de l’ARNm, le GTP est 

hydrolysé en GDP, et lors de la dissociation du complexe ternaire, l’aminoacyl-ARNt est 

inséré dans le site A du ribosome (Cooper, 2000). 

 

La deuxième étape, consiste à transférer la chaîne peptidique naissante, portée par le 

peptidyl-ARNt présent au site P, à l’acide aminé porté par l’aminoacyl-ARNt au site A; cette 

réaction est réalisée par le centre catalytique de la peptidyl-transférase. Le ribosome est 

alors dans un état pré-translocationnel, avec l’ARNt désacylé dans le site P et un peptidyl-

ARNt dans le site A (Cooper, 2000). 

 

L’étape finale du cycle d’élongation est la translocation, qui amène le ribosome dans un état 

post-translocationnel, avec un site A vide, un peptidyl-ARNt dans le site P et un ARNt 

désacylé dans le site E. La translocation est catalysée par la liaison de l’eEF2 et l’hydrolyse 

de la GTP qui en découle (Frank et al., 2007). Pendant la translocation, le mouvement de 

l’ARNt est accompagné d’un déplacement du ribosome de trois nucléotides le long de 

l’ARNm, positionnant ainsi le codon suivant au niveau du site A afin qu’il puisse être décodé 

à son tour (Frank et al., 2007; Dever e Green, 2012).  

 

1.2.3. La terminaison, la dissociation et le recyclage 
 

La terminaison de la traduction a lieu lorsque le ribosome atteint la fin de la séquence 

codante et qu’un codon stop entre dans le site A (UAA, UGA ou UAG). Contrairement aux 
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étapes précédentes, le codon stop n’est pas reconnu par un ARNt mais par des protéines. 

En effet, cette étape est catalysée par deux facteurs protéiques, eRF1 et son partenaire 

eRF3. Ces deux facteurs s’associent pour former un complexe qui se fixe au site A du 

ribosome. Le facteur eRF3, qui appartient à la famille des GTPase, escorte eRF1 jusqu’au 

site A du ribosome et stimule son activité de façon dépendante du GTP (Eyler et al., 2013). 

Le facteur eRF1 reconnait le codon stop et active le PTC du ribosome qui va catalyser 

l’hydrolyse de la liaison entre la chaîne polypeptidique et l’ARNt du peptidyl-ARNt situé dans 

le site P, libérant ainsi la chaîne polypeptidique néosynthétisée (Frolova et al., 1994). 

A ce stade, le ribosome reste fixé à l’ARNm, avec l’ARNt désacylé dans son site P et le 

facteur eRF1 dans son site A. Le facteur eRF1 doit être libéré du ribosome et le ribosome 

doit se dissocier en sous-unités afin de permettre un nouveau cycle de traduction. 

 

Le recyclage du ribosome est médié par le complexe ABCE1, une ATPase membre de la 

famille des ATP-binding cassettes, qui vient s’associer au facteur eRF1 pour permettre la 

dissociation des sous-unités ribosomiques (Pisarev et al., 2010; Jackson et al., 2012). 

 

Cette dernière étape accomplie, le ribosome peut de nouveau initier la traduction d’un nouvel 

ARNm. 

La traduction des ARNm en protéines est un mécanisme complexe, faisant intervenir 

de nombreux acteurs travaillant de concert. En conditions physiologiques comme 

pathologiques, la cellule dispose de nombreux moyens pour moduler l’expression des 

protéines de manière quantitative, qualitative et spatio-temporelle. 

Dans le chapitre suivant, nous passerons en revue les principaux mécanismes du 

contrôle traductionnel.  
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2. Les mécanismes moléculaires du contrôle

traductionnel
 

En réponse à des signaux endogènes ou exogènes, la régulation traductionnelle permet de 

contrôler finement l’expression des protéines, à la fois dans le temps et dans l’espace, et ce 

dans de nombreuses situations biologiques (développement embryonnaire, différenciation 

cellulaire, métabolisme...) (Sonenberg et al., 2000; Kuersten e Goodwin, 2003). 

Certains mécanismes vont affecter la traduction de la plupart des ARNm, d’un sous-groupe 

d’ARNm, ou d’un seul ARNm. On distingue alors la régulation globale et la régulation 

spécifique. Dans le premier cas, la plupart des ARNm sont régulés de la même manière, sur 

la base de l’activation ou l’inhibition d’un ou plusieurs composant(s) de la machinerie 

traductionnelle. Dans le second cas, la traduction d’un groupe défini d’ARNm est modulée 

sans que la synthèse protéique globale ne soit affectée; celle-ci est fréquemment liée à 

l’action de protéines agissant en trans ou de micro-ARN reconnaissant des éléments cis 

présents le plus souvent en 5’ et/ou 3’UTR de l’ARNm cible. 

 

Après avoir passé en revue différents mécanismes de régulation de la traduction, nous 

porterons un intérêt particulier aux régulations exercées par le ribosome, puisqu’il est non 

seulement le cœur de la machinerie traductionnelle, mais également au centre de ce travail. 

Nous aborderons ensuite les moyens techniques permettant de mettre en lumière ces 

mécanismes. 

 

2.1. Les mécanismes de régulation globale de la synthèse 
protéique 

 

2.1.1. L’initiation de la traduction : une étape hautement régulée 
 

Comme nous venons de le voir, la traduction est divisée en trois étapes : l’initiation, 

l’élongation et la terminaison. Bien que les trois étapes soient soumises à des régulations, 

c’est au cours de l’initiation qu’interviennent la plupart de ces mécanismes (Jackson et al., 

2010). 
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2.1.1.1. Contrôle de l’assemblage de eIF4F 
 

Le taux d’initiation de la traduction est principalement déterminé par la reconnaissance de la 

coiffe par le complexe eIF4F (Gingras et al., 1999). La liaison de eIF4F avec la coiffe est 

contrôlée par la protéine de liaison à eIF4E, eIF4E binding protein (4E-BP) qui séquestre 

eIF4E empêchant ainsi son association à eIF4G. Il en résulte une inhibition de l’association 

du complexe de pré-initiation 43S avec l’ARNm et par conséquent une répression de la 

traduction. 

L’hyperphosphorylation de 4E-BP, déclenchée par divers stimuli (mitogènes, facteurs de 

croissances, hormones), via l’activation de la voie mammalian target of rapamycin (mTOR), 

entraîne la libération de eIF4E ; celui-ci se lie alors à eIF4G permettant ainsi d’initier la 

traduction (Gingras et al., 2001).  

 

2.1.1.2. Disponibilité du complexe ternaire 
 

Un autre mécanisme utilisé par la cellule eucaryote pour contrôler l’initiation de la traduction 

est la phosphorylation de la sous-unité  d’eIF2. Comme nous l‘avons vu plus haut (chapitre

1.2.1), eIF2 fait partie du complexe ternaire et s’associe avec la petite sous-unité 40S sous 

sa forme couplée au GTP. Ce GTP est hydrolysé lors de la reconnaissance du codon 

d’initiation AUG, eIF2 se retrouvant alors couplé au GDP. Afin que le complexe ternaire soit 

de nouveau fonctionnel pour un nouveau cycle d’initiation, le GDP doit être échangé avec un 

GTP, et cette réaction est catalysée par eIF2B. La phosphorylation de la sous-unité  de 

eIF2 bloque la réaction d’échange du GTP en réduisant la capacité de dissociation de eIF2 à 

eIF2B (Yang e Hinnebusch, 1996). eIF2B se trouvant séquestré, l’échange GDP-GTP ne 

peut avoir lieu et la traduction des ARNm est inhibée. 

 

La phosphorylation de eIF2 peut être catalysée par une famille de quatre kinases, PKR-like 

ER kinase (PERK), protein kinase double-stranded RNA-dependent (PKR), general control 

non-derepressible-2 (GCN2) et heme-regulated inhibitor (HRI), qui vont être activées sous 

différentes conditions de stress (Donnelly et al., 2013).
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2.1.1.3. Contrôle de l’initiation par clivage du facteur eIF4G  
 

Le contrôle global de la synthèse protéique est généralement lié à des changements dans le 

statut de phosphorylation des facteurs de la traduction ou des régulateurs qui interagissent 

avec eux. Cependant, il peut également s’exercer via la dégradation par protéolyse des 

facteurs de traduction. Par exemple, lors de l’induction de l’apoptose, l’activation de la 

caspase-3 entraîne le clivage spécifique du facteur eIF4G, générant ainsi un fragment qui, à 

l’instar de 4E-BP, séquestre eIF4E et bloque l’assemblage du complexe eIF4F (Wang et al., 

2014). Les facteurs étant dégradés, l’inhibition de l’initiation de la traduction est irréversible 

ce qui conduit la cellule à la mort.  

 

2.1.2. Régulation de l’élongation  
 

Bien que moins documentée que l’initiation, la phase d’élongation est également impliquée 

dans le mécanisme de contrôle de la synthèse protéique. Parmi les différentes modifications 

que subissent les facteurs d’élongation, la phosphorylation de eEF2 par la kinase 

Ca2+/Calmoduline-dépendante eEF2 (eEF2K) est probablement le mécanisme de régulation 

de l’élongation le plus important. Le site de phosphorylation se situe dans le domaine de 

liaison au GTP, empêchant eEF2 de se lier au ribosome et de ce fait elle aboutit à l’inhibition 

de l’élongation (Ryazanov e Davydova, 1989). Différentes voies permettent de contrôler 

l’activité de la kinase eEF2K (Wang et al., 2014).  

 

2.2. Les mécanismes de régulation spécifiques de la 
synthèse protéique 

 

En réponse à divers stimuli, différents mécanismes vont permettre de contrôler la stabilité, la 

localisation subcellulaire ainsi que l’efficacité de traduction d’ARNm spécifiques. En effet, 

l’association de facteurs régulateurs, agissant en trans, à des éléments cis de l’ARNm va 

entraîner soit le recrutement d’une machinerie de dégradation, soit le recrutement de la 

machinerie de traduction. Les éléments cis-régulateurs se situent le plus souvent dans les 

régions non traduites situées aux extrémités 5’ et 3’ de l’ARNm (FIGURE 15).  
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2.2.1. Les séquences régulatrices sur l’ARNm 
 

2.2.1.1. La coiffe m7GTP et la queue poly-adénosines 
 

La coiffe m7GTP située en 5’UTR, et la queue poly-A située en 3’UTR, sont des structures 

communes à tous les ARNm qui peuvent être la cible de mécanismes de régulations 

spécifiques.  

 

La reconnaissance de la coiffe par le complexe eIF4F est la première étape de l’initiation de 

la traduction coiffe-dépendante ; au sein de ce complexe, c’est eIF4E qui rentre en 

interaction avec la coiffe. Des protéines homologues à eIF4E, eIF4E homologus proteins 

(4EHP), peuvent inhiber la traduction en entrant en compétition avec eIF4E, empêchant ainsi 

sa liaison à la coiffe (Rosettani et al., 2007). Chez D. melanogaster, le contrôle traductionnel 

exercé par 4EHP est impliqué dans la mise en place d’un gradient protéique essentiel au 

plan d’organisation de l’embryon (Cho et al., 2005). Chez le mammifère, 4EHP a été montré 

comme impliqué dans le contrôle de la traduction de l’ARNm du gène homéotique HOXB4 

(Villaescusa et al., 2009). 

En ce qui concerne la queue poly-A, la polyadénylation est impliquée dans la stabilité des 

ARNm puisqu’elle intervient dans la protection contre la dégradation par les 

exoribonucléases (Newbury, 2006). La longueur de la queue poly-A est variable d’un ARNm 

à un autre ; un ARNm présentant une queue poly-A longue sera peu dégradé et donc plus 

traduit, c’est le cas par exemple de l’hémoglobine dans les érythrocytes. A l’inverse, ceux 

dépourvus de queue poly-A, comme les ARNm des histones,  sont très rapidement dégradés 

(Jalkanen et al., 2014). 

Le contrôle traductionnel peut donc s’exercer par modulation de la longueur de la queue 

poly-A. Ce mécanisme est largement décrit chez les invertébrés et les vertébrés au cours de 

l’ovogenèse et des premières étapes de l’embryogenèse (Newbury, 2006). Chez X. laevis, 

les ARNm hérités de la mère, et codant pour des protéines essentielles à la maturation des 

ovocytes et à l’embryogenèse, restent silencieux ou « masqués » ; lorsqu’ils sont masqués, 

leur queue poly-A est courte. L’exposition à des signaux spécifiques va entraîner 

l’allongement de la queue poly-A et l’activation de la traduction de ces ARNm (Meric et al., 

1996). Le masquage et l’activation de ces ARNm sont régulés par l’élément de 

polyadénylation cytoplasmique, cytoplasmic polyadénylation element (CPE) (Mendez e 

Richter, 2001).  
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Figure 15 :. Les séquences régulatrices sur l’ARNm. Représentation shématique de l’ARNm avec les éléments fonctionnels.

De part et d’autre de la séquence codante nous retrouvons les régions non traduites 5’UTR et 3’UTR. Au niveau de la région

5’UTR se trouvent la coiffe m7GTP, les IRES et les uORF. Au niveau de la région 3’UTR se trouvent les séquences de liaison au

miRNA, les Zipcodes et la queue poly A.

Adapté de Hamed et al.2011

a

b

Figure 16 : L’initiation de la traduction par entrée interne du ribosome (IRES). (a) La présence d’une séquence IRES au

niveau de la région 5’UTR de l’ARNm permet le recrutement direct de la sous unité 40S. Ce mécanisme peut être asssité par

des facteurs agissant en trans (ITAF). (b) Le ribosome fonctionnel se forme directement au niveau du codon initiateur et la

traduction peut débuter.
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Un autre effecteur majeur de ce type de régulation est le complexe de désadénylation CCR4. 

Celui-ci va être recruté par une protéine de liaison à l’ARN, qui va reconnaitre une séquence 

spécifique sur l’ARNm. La réduction de la longueur de la queue poly-A de cet ARNm va 

induire une inhibition de sa traduction. Ce mécanisme, décrit chez D. melanogaster, 

intervient notamment dans la mise en place de l’axe antéro-postérieur lors du 

développement embryonnaire (Chicoine et al., 2007).  

 

2.2.1.2. Les structures en 5’UTR 
 

2.2.1.2.1. Sites d’entrée interne du ribosome (IRES) 
 

Pendant longtemps, le mode d’initiation cap-dependant a été considéré comme la seule voie 

possible par laquelle la traduction des ARNm eucaryotes pouvait être initiée.  

Au début des années 70, l’étude de la réplication du poliovirus a révélé que les ARNm viraux 

étaient structurellement différents des ARNm cellulaires, puisqu’ils ne contiennent pas de 

coiffe à leur extrémité 5’ (Nomoto et al., 1976) ; l’extrémité 5’ des ARNm viraux est 

également particulièrement longue et riche en structures secondaires (Pilipenko et al., 1989). 

En 1988, il a été montré que suite à l’infection par le poliovirus la traduction de la cellule hôte 

est inhibée sans que la traduction virale ne soit altérée (Etchison et al., 1982). Cette 

observation suggéra l’existence d’un autre mécanisme d’initiation de la traduction par lequel 

le ribosome peut se lier à l’ARNm viral dans une position interne plutôt qu’à l’extrémité 5’. 

Cette même année, il a été montré que la traduction de l’ARNm du poliovirus est initiée par 

la liaison du ribosome à une séquence interne située dans la région non codante 5’: le 

premier IRES viral avait été caractérisé (Pelletier e Sonenberg, 1988). Peu de temps après, 

l’existence du mécanisme d’initiation de la traduction par entrée interne des ribosomes a 

également été mise en évidence dans les cellules eucaryotes (Macejak e Sarnow, 1991). 

Depuis, de nombreux ARNm eucaryotes présentant des éléments IRES ont été répertoriés 

(Mokrejs et al., 2010). 

 

La traduction IRES-dépendante est favorisée lorsque la traduction cap-dépendante est 

compromise et ce, dans différentes situations physiologiques, physiopathologiques ou de 

stress. C’est le cas notamment lors de l’apoptose, de la mitose, des processus infectieux, 

des chocs thermiques, de l’hypoxie ou d’une carence nutritive (Spriggs et al., 2008). Dans ce 

cas, la traduction des ARNm débute par le recrutement de la sous-unité 40S directement sur 
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la séquence IRES, avec le concours de facteurs agissant en trans, IRES-transacting factors 

(ITAF), et parfois celui des facteurs de la voie canonique (Komar e Hatzoglou, 2011) (FIGURE

16).  

 

2.2.1.2.2. Les structures tige-boucle 
 

La présence de structures en tige-boucle au niveau de la région 5’UTR des ARNm a pour 

effet de diminuer la traduction en empêchant le recrutement du complexe 43S. Un exemple 

de l’utilisation de ce mécanisme est celui de la régulation de l’homéostasie cellulaire du fer. 

Dans les cellules le taux de fer libre est très régulé, il est stocké sous une forme complexée 

à une protéine de stockage, la ferritine. L’expression de la ferritine est donc très contrôlée et 

dépend du taux de fer libre dans la cellule. Le contrôle s’exerce au niveau de l’ARNm de la 

ferritine et fait intervenir une protéine régulatrice, la protéine de réponse au fer, iron 

responsive protéin (IRP) et une structure en tige-boucle située dans la région 5’UTR de 

l’ARNm de la ferritine, appelée élément de réponse au fer, iron responsive element (IRE). En 

l’absence de fer dans la cellule, le facteur IRP bloque l’initiation de la traduction en se fixant 

sur la séquence IRE situé à 40 nucléotides de la coiffe, bloquant ainsi le recrutement du 

complexe 43S (Gray e Hentze, 1994). Lorsque le taux de fer augmente, un complexe 

contenant du fer se lie à IRP empêchant sa liaison à la séquence IRE et permettant la 

traduction de l’ARNm. Ainsi, la ferritine n’est traduite que lorsque le niveau de fer libre est 

trop important dans la cellule. 

 

2.2.1.2.3. Les petits cadres de lecture en amont du cadre principal 
 

Les petits cadres de lectures en amont du cadre principal, short upstream open reading 

frame (uORF), sont des éléments de régulation fréquents puisqu’on les retrouve sur 47% 

des ARNm humains (Gray e Hentze, 1994). Trois mécanismes connus vont déterminer 

l’efficacité de traduction de l’ORF principal situé en aval des uORF : le « leaky scanning » 

(Rossi et al., 2010), la ré-initiation (Gunišová e Valášek, 2014) ou l’arrêt du ribosome 

(Ishimura et al., 2014). Le leaky scanning et la ré-initiation vont augmenter l’efficacité de 

traduction de l’ORF principal, alors que le blocage du ribosome va l’inhiber.  

Les facteurs de transcription ATF4 (chez les mammifères) et GCN4 (chez la levure) sont 

responsables de l’induction d’un programme d’expression de gènes impliqués dans la 

réponse au stress, integrated stress response (ISR) (Starck et al., 2016). En condition 

normale, l’expression de ces facteurs protéiques est réprimée par les uORF ; en condition de 
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stress, notamment lié à une carence en acides aminés, on observe une diminution de la 

traduction globale alors que la traduction spécifique des ARNm codant pour ATF4 ou GCN4 

augmente. Cet effet est lié à une baisse de la disponibilité des complexes ternaires, en lien 

avec l’augmentation de la phosphorylation d’eIF2 induite lors de la réponse au stress. La 

faible quantité du complexe ternaire diminue la probabilité de ré-initiation au niveau de 

l’uORF inhibitrice favorisant ainsi la traduction de l’ORF principal (Vattem e Wek, 2004) 

(FIGURE 17). 

 

2.2.1.2.4. Le ribosome shunting 
 

Le balayage discontinu par la sous-unité ribosomique 40S, appelé également saut du 

ribosome ou ribosome shunting, se produit lorsqu’une structure en tige-boucle stable ne 

parvient pas à inhiber la traduction. Le ribosome se lie à la coiffe, commence à scanner la 

région 5’UTR, puis un élément agissant en cis va entraîner sa translocation directe au niveau 

du codon initiateur. En permettant de s’affranchir de la nécessité de dérouler les structures 

présentes en 5’UTR, ce mécanisme permet d’initier la traduction tout en diminuant la 

dépendance au facteur eIF4F. Il permet donc la traduction sélective d’ARNm ayant la 

capacité d’être traduit même lorsque l’activité d’eIF4F est altérée. 

Le ribosome shunting est décrit pour certains ARNm viraux (Schärer-Hernández e Hohn, 

1998; Xi et al., 2005) et cellulaires comme l’ARNm de la protéine de choc thermique 70, heat 

shock protein 70 (HSP70) (Yueh e Schneider, 2000).  

Dans les cellules, le stress généré par une augmentation de la température entraîne une 

diminution de la synthèse protéique globale ; cependant, la protéine de choc thermique 

HSP70, qui est une protéine chaperonne dont le rôle est de replier les peptides dénaturés 

par la chaleur, va continuer à être traduite de manière sélective grâce à ce mécanisme.  

 

2.2.1.2.5. Les séquences oligopyrimidiques (TOP) 
 

Certains ARNm contiennent à leur extrémité 5’ une séquence oligopyrimidique, 5’ terminal 

oligopyrimidine tract mRNA (5’TOP mRNA), composée de 6 à 12 pyrimidines. Ces ARNm 

codent pour des composants de la machinerie traductionnelle, tels que les protéines 

ribosomiques et les facteurs d’élongation. La traduction de ces ARNm, très sensible au 

stress et aux conditions de croissance, est sous contrôle de la voie mTOR qui, lorsqu’elle est 

activée, favorise l’expression de ces protéines (Fonseca et al., 2015). 
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Figure 17 : La régulation de l’expression d’ATF4 par les uORFs (a) L’ARNm d’ATF4 contient deux uORFs avec l’uORF2 qui

chevauche l’ORF principal. (b) La traduction est initiée au niveau de l’uORF1 et lorsque celle ci est terminée le ribosome se

désassemble et la sous unité 40S continue à scanner l’ARNm jusqu’à l’uORF suivant. En condition normale, eIF2 GTP se lie à

la sous unité 40S avant qu’elle n’atteigne l’uORF2, ce qui a pour effet d’initier sa traduction. (c) En condition de stress,

l’augmentation de la phosphorylation d’eif2 entraîne une diminution de eif2 GTP, réduisant ainsi sa probabilité d’intéragir

avec la sous unité 40S avant qu’elle n’atteigne l’uORF2 et augmentant la probabilité d’interraction l’ORF principal d’ATF4.

Adapté de Chambers et al. 2014

a

b

c
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2.2.1.3. Les structures en 3’UTR 
 

2.2.1.3.1. Les Zipcodes 
 

La localisation des ARNm dans les compartiments subcellulaires permet de réguler 

l’expression des gènes avec une grande finesse spatio-temporelle, puisqu’elle permet de 

synthétiser les protéines directement au niveau de leur site de fonction.  

En règle générale, la localisation des transcrits est contrôlée par des séquences régulatrices 

situées dans la région 3’UTR, appelées zipcodes (Weis et al., 2013). Ces séquences vont 

être spécifiquement reconnues par des complexes ribonucléoprotéiques (RNP) qui vont 

s’assembler sous forme de granules afin de transporter l’ARNm à sa destination finale grâce 

à des protéines motrices se déplaçant le long des filaments du cytosquelette (Tekotte e 

Davis, 2002). Ces ARNm peuvent également diffuser passivement puis être ancrés dans un 

compartiment spécifique de la cellule.  

La localisation des ARNm dans le cytoplasme est indispensable à la polarisation cellulaire, 

aux processus de développement tels que la division asymétrique, à la migration cellulaire, à 

la maturation des neurones et au plan d’organisation de l’embryon (Medioni et al., 2012; Liao 

et al., 2015). 

 

2.2.1.3.2. Les séquences cibles des micro ARN 
 

Les micro ARN (miRNA) sont de petits ARN régulateurs non codants, d’environ 22 

nucléotides, provenant de la maturation d’un long précurseur (Shukla et al., 2011). Les 

miRNA sont capables d’inhiber l’expression d’un ARNm cible en se liant à des séquences 

situées dans sa région 3’UTR. La répression de la traduction par les miRNA peut se faire par 

différents mécanismes : désadénylation, protéolyse, blocage de l’initiation ou blocage de 

l’élongation (Filipowicz et al., 2008) (FIGURE 18). 

On estime que les miRNA régulent la traduction de plus de 60% des gènes codant pour des 

protéines. Ils sont impliqués dans la régulation de nombreux processus tels que la 

prolifération, la différenciation, l’apoptose et le développement. Alors que certains miRNA 

régulent l’expression d’une cible spécifique unique, d’autres vont être capables de réguler 

l’expression de centaines de gènes simultanément et donc de contrôler des processus 

complexes (He e Hannon, 2004).
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Figure 18 : Mécansimes de régulation exercés par les micro ARN (miRNA). Lorsque le miRNA interagit avec une séquence

cible située en 3’UTR de l’ARNm, celui ci peut entraîner (a) sa déadénylation suivie de l’élimination de la coiffe et sa

dégradation, (b) la dégradation de la protéine en cours de synthèse par protéolyse, (c) le bloquage de l’initiation par

inhibition de la reconnaissance de la coiffe ou du recrutement de la sous unité 60S, (d) le bloquage de l’élongation par

ralentissement ou décrochage du ribosome.

D’après Filipowicz et al. 2008

a

c

b

d
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2.2.1.4. Les modifications de l’ARN 
 

De la même manière que l’ADN est méthylée ou que la protéine est phosphorylée, l’ARNm 

va subir des modifications chimiques dynamiques et réversibles.  

La méthylation de l’adénosine sur la position N6, aboutit à la formation de la N6-

methyladenosine (m6A) ; cette modification, retrouvée sur 20% des transcrits,  est enrichie 

dans la région 3’UTR et à proximité des codons stop (Meyer et al., 2012). Il semblerait 

également que la m6A intervienne préférentiellement en amont des sites de liaison aux 

miRNA et que leur présence intervienne dans la régulation de cette modification (Chen et al., 

2015). La modification m6A représente un niveau supplémentaire dans la régulation de 

l’expression des gènes par différents mécanismes tels que le contrôle de la stabilité de 

l’ARNm et le recrutement de la machinerie traductionnelle (Wang et al., 2015).  

Une autre modification que peut subir l’ARNm est la méthylation de l’adénosine sur la 

position N1, aboutissant à la formation de la N1-methyladenosine (m1A). Celle-ci est présente 

sur environ 20% des transcrits humains et elle est enrichie autour du codon stop, en amont 

du premier site d’épissage. La m1A est située préférentiellement dans les régions les plus 

structurées autour des sites d’initiations de traduction canoniques et altérnatifs. Cette 

modification dynamique est corrélée positivement à la traduction des protéines. (Dominissini 

et al., 2016; Li et al., 2016). 

 

2.2.2. Les régulations exercées par le ribosome 
 

Pendant longtemps, le ribosome a été considéré comme un complexe macromoléculaire 

dénué de capacité régulatrice ; cependant, ce paradigme s’est effondré ces dernières 

années avec la publication de résultats soulignant la possibilité d’une hétérogénéité 

ribosomique. 

 

C’est au début des années 1970, par l’étude comparative de ribosomes de bactéries mises 

en croissance dans différentes conditions de culture, que l’hétérogénéité ribosomique a été 

observée pour la première fois (Deusser, 1972). Cependant, il a fallu attendre les années 

2000 pour que la communauté scientifique prête attention aux variations de la composition 

du ribosome ainsi qu’à leurs conséquences. Les études menées sur le ribosome eucaryote 

ont suggéré que le ribosome soit doté de capacités de régulation intrinsèque ; en fonction du 
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type cellulaire ou du stade de développement, il existerait des ribosomes spécialisés, qui 

diffèreraient par leur composition, et qui agiraient comme un filtre régulant de manière 

sélective la traduction de certains ARNm (Mauro e Edelman, 2002; 2007).  

 

2.2.2.1. Les variations dans la composition du ribosome 
 

2.2.2.1.1. Hétérogénéité des protéines ribosomiques 

2.2.2.1.1.1. Différents profils d’expression des protéines 
ribosomiques 

 

Les premières évidences d’hétérogénéité ribosomique remontent aux études menées sur E. 

Coli dans les années 1970 (Kurland et al., 1969; Van Duin e Kurland, 1970; Deusser, 1972). 

Chez les eucaryotes, ce sont les travaux réalisés sur l’amibe sociale Dictyostelium 

discoideum qui ont permis de révéler des changements significatifs dans la composition des 

ribosomes entre différents stades de son cycle de vie. Des différences, tant quantitatives que 

qualitatives, ont été mises en évidence pour douze PR entre les amibes végétatives et les 

spores (cellules différenciées). Deux d’entre elles étaient spécifiques des ribosomes des 

amibes, et trois à ceux des spores, les autres étaient communes aux deux types de cellules, 

mais présentaient des changements de stœchiométrie (Ramagopal e Ennis, 1981). Ces 

résultats apportaient pour la première fois la preuve que la différenciation cellulaire chez les 

eucaryotes était accompagnée d’une expression différentielle des PR.  

Plus récemment, une élégante étude conduite par M. Barna en 2011 a permis de mettre en 

évidence le rôle exercé par Rpl38 dans l’organisation des tissus au cours du développement 

embryonnaire de la souris (Kondrashov et al., 2011) (FIGURE 19). Les auteurs ont identifié une 

mutation du gène de Rpl38 chez les souris tail short, présentant des défauts de 

développement du squelette axial. Ces défauts, liés à une mutation spontanée et dominante, 

ont été observés depuis près de 60 ans sans que la cause ne soit identifiée. Ainsi les 

auteurs ont établi que l’haploinsuffisance de Rpl38 induit des transformations homéotiques 

en lien avec des altérations de l ‘expression de plusieurs gènes Hox.  Dans ces embryons de 

souris mutantes, la traduction globale n’est pas affectée, seule la traduction des ARNm de 

onze de ces gènes est perturbée ; ainsi Rpl38 contrôle la traduction spécifique d’un sous-

groupe d’ARNm indispensable à la mise en place du squelette axial.  Ultérieurement, le 

mécanisme moléculaire sous-tendant cette régulation a été élucidé (Xue et al., 2015). Les 

ARNm dont la traduction dépend de Rpl38, présentent dans leur région 5’UTR des 

séquences IRES spécifiquement reconnues par Rpl38 et permettant le recrutement des 



Chapitre 2 : Les mécanismes moléculaires du contrôle traductionnel

72

Figure 19 : Rpl38 contrôle de manière spécifique la traduction de gènes homéotiques. Dans les embryons de souris,

l’analyse de l’expression de 72 PR a révélé un enrichissement de l’expression de Rpl38 au niveau du squelette axial. Les

souris mutantes Rpl38 présentent un défaut de développement associé à la baisse de la traduction d’un sous groupe

d’ARNm codant pour des gènes Hox résponsable de la mise en place du squelette axial ; la traduction globale n’est pas

affectée.

Adapté de Kondrashov et al. 2011
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ribosomes. Dans la région 5’UTR de ces ARNm, on retrouve également un autre élément de 

régulation qui permet d’inhiber la traduction dépendante de la coiffe, ce sont des translation 

inhibitory elements  (TIE). 

Parallèlement, ces auteurs ont étudié l’expression de 72 PR dans 14 tissus et types 

cellulaires différents issus d’embryons de souris. Cette étude à grande échelle révèle d’une 

part, que l’expression de Rpl38 est nettement enrichie dans les régions où se produisent les 

phénotypes de perte de fonction et d’autre part, qu’il existe des variations considérables 

dans l’expression des transcrits codant les PR en fonction du tissu ou du type cellulaire 

considéré. 

 

Cette hétérogénéité ribosomique ne se limite pas aux organismes en développement 

puisque des études menées chez l’Homme à partir de tissus adultes ont permis également 

d’identifier des variations dans l’expression des PR (Bortoluzzi et al., 2001). En effet, la 

comparaison des transcrits de PR issus de six tissus différents (utérus, ovaires, cerveau, 

foie, muscle squelettique et rétine) a révélé une expression différentielle pour trente-trois 

d’entre-elles. 

 

Au niveau subcellulaire cette fois, l’étude comparative des transcrits entre le corps cellulaire 

et les prolongements des neurones du mollusque Aplysia, a mis en évidence un 

enrichissement de plusieurs PR au niveau des prolongements ; cette observation sous-

entend la possibilité d’une hétérogénéité ribosomique entre ces deux compartiments (Moroz 

et al., 2006). De plus, d’autres composants de la machinerie traductionnelle sont présents 

dans ces prolongements ; ils sont transportés sous forme de grosses particules 

ribonucléoprotéiques contenant des ARNm, des ribosomes et d’autres protéines de liaisons 

à l’ARN (Moccia et al., 2003; Sossin e Desgroseillers, 2006). Il semblerait que les ribosomes 

présents dans les prolongements soient différents de ceux des corps cellulaires. Cette 

différence serait due à la présence de nouvelles PR synthétisées localement, et qui 

pourraient influencer la traduction d’ARNm situés au niveau des dendrites. Une autre étude, 

menée chez la souris, a montré que le récepteur transmembranaire DCC, qui participe au 

guidage axonal, s’associe avec des protéines ribosomiques spécifiques et régule 

l’organisation spatiale de la traduction dans les axones et les dendrites (Tcherkezian et al., 

2010).  

Par extension, des mécanismes similaires de contrôle traductionnel localisé, pourraient 

représenter un moyen unique de régulation dans de nombreux contextes cellulaires, tels que 
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dans les cellules polarisées, au niveau du front de migration des cellules ou au cours 

d’étapes spécifiques de la différenciation cellulaire. 

 

2.2.2.1.1.2. Protéines alternatives et paralogues 
 

L’hétérogénéité ribosomique peut également être liée à l’utilisation de protéines 

ribosomiques alternatives. De nombreux paralogues ont été identifiés chez la levure, la 

plante et la drosophile. Ceux-ci sont issus de duplication du génome et semblent avoir 

développé au cours de l’évolution des spécificités de fonction. Par exemple, chez la levure S. 

cerevisiae, la délétion de paralogues entraîne des modifications phénotypiques, comme des 

variations de taille, de sensibilité aux virus et aux drogues, ou dans le mécanisme de 

sporulation (Enyenihi e Saunders, 2003). Chez la plante Arabidopsis thaliana, chaque 

protéine ribosomique est codée par deux à sept gènes, dont certains seront exprimés de 

manière différentielle au cours du développement (Weijers et al., 2001).  

En revanche, chez le mammifère, il existe environ 2000 séquences codant pour les protéines 

ribosomiques ; bien que la plupart semblent être des pseudogènes et donc inactives, il existe 

toutefois quelques exceptions. C’est notamment le cas pour RPS4, qui est codée par trois 

gènes : RPS4X, RPS4Y1 et RPS4Y2, situés sur les chromosomes X et Y. Chez les mâles, 

RPS4X et RPS4Y1 sont exprimés de manière ubiquitaire alors que RPS4Y2 est exprimé 

exclusivement au niveau des testicules et de la prostate, suggérant l’existence d’un possible 

ribosome spécialisé dans les testicules (Lopes et al., 2010). Chez la souris, des paralogues 

des protéines ribosomiques RPL10, RPL22 et RPL39 ont été identifiés, et ils présentent une 

expression différentielle et tissu spécifique (Sugihara et al., 2010). 

Nous reviendrons ultérieurement sur la protéine RPL22 et son paralogue RPL22L1 

auxquelles je consacrerai un chapitre à part (Résultats Partie III 1).  

 

2.2.2.1.1.3. Les modifications post-traductionnelles des protéines 

ribosomiques 

 

En plus des différents niveaux et profils d’expression, les modifications post-traductionnelles 

des PR constituent une composante supplémentaire dans la diversité ribosomique. 

Les PR peuvent subir plusieurs types de modifications post-traductionnelles : méthylations, 

acétylations, phosphorylations, ubiquitinations (Odintsova et al., 2003). La modification post-
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traductionnelle la mieux caractérisée est celle de RPS6. Chez le mammifère, RPS6 est 

phosphorylée par la S6 kinase (S6K) sur cinq résidus en réponse à des signaux 

mitogéniques ou des facteurs de croissance (Krieg et al., 1988). Pendant longtemps il a été 

admis que la phosphorylation de RPS6 permettait de contrôler la traduction d’ARNm 

possédant une séquence 5’ TOP (Jefferies et al., 1997). Cependant, des études récentes ont 

mises à mal cette hypothèse, et il semblerait que cette phosphorylation soit plutôt impliquée 

dans la taille des cellules et l’homéostasie du glucose (Ruvinsky et al., 2005; Meyuhas e 

Dreazen, 2009). 

Une autre étude menée chez l’Homme et consistant à étudier par spectrométrie de masse 

les modifications post-traductionnelles des PR composant la sous-unité 40S a révélé que, 

suivant le contexte cellulaire, les protéines ribosomiques pouvaient être méthylées 

différemment (Yu et al., 2005). 

Bien que répertoriées de la bactérie à l’Homme, en passant par la plante et la levure 

(Ramagopal, 1991; Lee et al., 2002; Carroll et al., 2008), le rôle de ces modifications post-

traductionnelles demeure inconnu. 

2.2.2.1.2. Hétérogénéité des ARN ribosomiques 
 

2.2.2.1.2.1. Modification des séquences 
 

Outre l’hétérogénéité qui découle de la composition en PR, des variations des ARNr 

représentent une part importante dans l’établissement de l’hétérogénéité ribosomique. 

L’hypothèse selon laquelle l’incorporation d’ARNr alternatifs pourrait changer la spécificité de 

la machinerie traductionnelle en réponse à des signaux vient du fait que, dans les trois 

domaines du vivant, il existe de nombreuses copies des gènes codant pour les ARNr. Les 

données chez le mammifère sont rares, mais les études menées chez le parasite 

Plasmodium berghei (Gunderson et al., 1987) suggèrent que les séquences d’ARNr 

constituent un degré de plus dans la régulation traductionnelle exercée via l’hétérogénéité du 

ribosome. Chez ce parasite, il existe deux gènes distincts codant pour l’ARNr de la petite 

sous-unité ; ces deux formes d’ARNr ne sont pas exprimées de manière concomitante, mais 

de manière spécifique au cours du cycle d’infection (Gunderson et al., 1987). A l’inverse, une 

étude menée chez l’oursin a révélé que les trois sortes d’ARNr 5S peuvent être incorporées 

dans les ribosomes fonctionnels à tous les stades du développement (Gunderson et al., 

1987). 
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2.2.2.1.2.2. Les modifications post-transcriptionnelles 
 

Les ARNr subissent différentes modifications post-transcriptionnelles, telles que la 

méthylation sur le groupe 2-hydroxyl du ribose (2’-O-méthylation), la conversion de l’uridine 

en pseudouridine (pseudourydilation) et la méthylation des bases; ces modifications 

interviennent le plus souvent au niveau de sites fonctionnels de l’ARNr, ce qui laisse à 

penser que de nombreuses fonctions du ribosome sont liées à ces modifications (Decatur e 

Fournier, 2002). Chez la levure, des approches génétiques ont démontré que la 2’-O-

méthylation est importante pour l’activité traductionnelle du ribosome (Decatur e Fournier, 

2002; Liang et al., 2009). Chez les eucaryotes, la méthylation et la pseudouridylation sont 

facilitées par deux types de snoARN, respectivement les C/D box et les H/ACA box. 

L’expression de ces deux snoARN varie de manière tissu-spécifique (Castle et al., 2010) et 

celle de la C/D box varie également en fonction du cycle circadien (Hughes et al., 2012) ; 

cette variabilité laisse à penser qu’il pourrait s’agir d’un autre degré de spécialisation du 

ribosome.  

Le lien entre les altérations des profils de modification des ARNr et le développement de 

pathologies a été clairement établi et nous reviendrons en détail sur cet aspect 

ultérieurement.  

 

2.2.2.2. Les fonctions extra-ribosomiques des protéines ribosomiques 
 

Au-delà de leur rôle au sein du ribosome, certaines protéines ribosomiques possèdent des 

fonctions auxiliaires (TABLEAU 2).  

La plupart des PR sont des protéines de liaison à l’ARN et certaines d’entre-elles sont 

capables de se lier à des ARN ou à des complexes protéiques en dehors de ceux entrant 

dans la composition du ribosome. 

Par exemple, de nombreuses protéines ribosomiques sont capables de réguler leur propre 

synthèse. C’est le cas par exemple de la protéine Rpl32 chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae, qui régule à la fois l’épissage et la traduction de son propre transcrit en 

interagissant avec une structure présente dans la région 5’UTR (Dabeva e Warner, 1993). 

Chez l’Homme, la protéine RPS13 exerce un mécanisme de rétrocontrôle lui permettant
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Tableau 2 : Tableau des protéines ribosomique avec fonctions extra ribosomiques 

Adapté de Warner et McIntosh 2009

Figure 20 : RPL13a dans le complexe GAIT. 1) Lorsque RPL13a est phosphorylée elle quitte le ribosome pour rejoindre le

complexe GAIT, 2) le complexe GAIT se lie à une structure située en 3’UTR de l’ARNm, 3) RPL13a se lie à eIF4G 4) bloquant

ainsi le recrutement du complexe 43S.

Adapté de Carpenter 2014
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également de réguler l’épissage de son propre pré-ARNm. Lorsqu’elle est en excès, la 

protéine se lie au niveau du 1er exon de son ARNm, le protégeant ainsi du clivage par les 

ribonucléases, ce qui a pour effet d’inhiber son épissage (Malygin et al., 2007).  

Un des exemples les mieux caractérisés est celui de la protéine RPL13a, qui fait partie 

intégrante du complexe d’inhibition de la traduction activé par l’interféron gamma, IFN-

gamma-activated inhibitor of translation (GAIT). La fonction du complexe GAIT est d’inhiber 

la traduction d’ARNm spécifiques de la réponse inflammatoire, en se liant à des structures 

présentes dans leur région 3’UTR (Mukhopadhyay et al., 2009). Dans les cellules myéloïdes, 

l’interféron gamma (IFN ) active une cascade aboutissant à la phosphorylation de RPL13a, 

qui va ainsi quitter le ribosome pour rejoindre le complexe GAIT (Mazumder et al., 2003). Au 

sein du complexe GAIT, RPL13a interagit avec eIF4G et bloque le recrutement du complexe 

d’initiation 43S (Kapasi et al., 2007). Bien que privés de RPL13a, les ribosomes continuent à 

traduire et les cellules à se diviser à un rythme normal (FIGURE 20). 

 

2.3. Les méthodes d’étude de la traduction 
 

Comme nous venons de le voir, la traduction est une étape de l’expression génique finement 

régulée, qui permet de contrôler de manière quantitative, qualitative et spatio-temporelle 

l’expression des protéines.  

L’étude de l’expression des gènes s’est focalisée pendant de nombreuses années sur 

l’analyse des transcrits (FIGURE 21A). Pourtant lorsqu’on prête attention à la diversité des 

mécanismes de régulation qui s’exerce au niveau traductionnel, il apparaît évident qu’il ne 

puisse exister de corrélation forte entre les niveaux d’expression des ARNm et ceux des 

protéines. L’étude de la traduction permet donc de mieux comprendre la régulation de 

l’expression des gènes et peut également expliquer les différences qui existent entre 

transcriptome et protéome ; toutefois l’utilisation de ces trois approches est complémentaire 

(FIGURE 21B). 

Ces dernières années, les technologies permettant d’étudier la traduction, en prenant en 

compte l’ensemble des aspects évoqués plus haut, ont connu un essor considérable. 

Dans cette partie nous allons passer en revue quelques-unes de ces méthodes. 
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Figure 21 : Transcriptome versus traductome. (a) L’ensemble des ARN méssagers de la cellule correspond au transcriptome

cellulaire. La partie des ARN méssagers qui n’est ni dégradée, ni stockée et qui est recrutée dans les polysomes pour être

traduite correspond au traductome (b) Bien que la traduction soit un mécansime majeur de la régulation de l’expression

des gènes, les études sur le traductome sont beaucoup moins nombreuses que celles sur le transcriptome. Ce graphique

répertorie les études publiées chaque année sur le transcriptome et sur le traductome.

Adapté de Piccirillo et al.2014

a

b
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2.3.1. Les méthodes d’étude quantitative de la traduction 
 

L’une des approches les plus anciennes, et les plus largement utilisées, pour mesurer le taux 

de synthèse protéique est le marquage métabolique basé sur l’incorporation d’acides aminés 

radioactifs dans les chaînes naissantes (Melchior e Tarver, 1947). Généralement, on utilise 

la méthionine ou la cystéine marquée avec des radio-isotopes émetteurs  de faible énergie 

tels que le soufre 35 (35S-methionine et 35S-methionine/cystéine). Cette méthode permet de 

suivre la biosynthèse, la maturation et la dégradation des protéines in-vivo. La quantification 

et l’identification des protéines marquées sont habituellement réalisées par séparation sur un 

gel d’électrophorèse bidimensionnel suivi d’une autoradiographie. 

 

Une alternative intéressante aux radioéléments est l’utilisation de la Puromycine. La 

Puromycine, antibiotique nucléosidique produit par la bactérie Streptomyces alboniger, est 

un analogue structural d’un ARNt tyrosine (ARNtTyr) chargé qui inhibe l’élongation en 

s’incorporant dans la chaîne polypeptidique naissante via la formation d’une liaison 

peptidique (Darken, 1964; Nathans, 1964). Cependant, alors que les aminoacyl-ARNt 

contiennent une liaison ester hydrolysable entre le ribose de l’ARNt et l’acide aminé associé, 

la Puromycine possède une liaison non hydrolysable. Ainsi, la liaison de la Puromycine à 

une chaîne peptidique naissante empêche la formation d’une nouvelle liaison peptidique 

avec le prochain aminoacyl-ARNt, aboutissant à l’arrêt de l’élongation et au détachement 

des chaînes polypeptidiques tronquées (Traut e Monro, 1964). A très haute concentration 

(50µg/ml), la Puromycine inhibe la synthèse protéique en produisant de cours fragments 

polypeptidiques puromycylés. Cependant, lorsqu’elle est utilisée à des concentrations très 

faibles (4µg/ml), la Puromycine ne rentre plus en compétition avec  l’ARNtTyr pendant la 

phase d’élongation mais s’incorpore au niveau du codon stop, à l’extrémité C-terminale de 

protéines complètement synthétisées (Miyamoto-Sato et al., 2000). L’incorporation de 

Puromycine au niveau de la protéine néosynthétisée reflète alors le taux de synthèse 

protéique et ce marquage, couplé à l’utilisation d’un anticorps dirigé contre la Puromycine, a 

donné naissance à la méthode appelée surface sensing of tranlation ou SUnSET (Schmidt et 

al., 2009). Cette méthode permet d’évaluer l’activité traductionnelle dans une cellule 

individuelle par microscopie d’immunofluorescence ou dans une population hétérogène de 

cellules par tri cellulaire activé par fluorescence (FACS) (FIGURE 22A). 
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Figure 22 : Les méthodes d’étude quantitative de la traduction. (a) Le surface sensing of translation SUnSET. Lorsqu’elle est

utilisée à faible concentration la Puromycine s’incorpore en c terminale des protéines complètement synthétisées. Une fois

exportées à la membrane ces protéines puromycylées peuvent être détectées avec l’utilisation d’anticorps dirigés contre la

puromycine. Le marquage obtenu est le reflet de l’activité traductionnelle. (b) Le profil de polysome. Les ARNm sont séparés

par centrifugation sur gradient de sucrose. Après centrifugation, la mesure de l’absorbance permet d’établir le profil de

polysomes. 

a

b
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L’activité globale de la synthèse protéique peut également être évaluée par l’établissement 

du profil de polysomes (Mašek et al., 2011). Cette technique développée dans les années 60 

est basée sur la sédimentation différentielle des ARNm en fonction de la quantité de 

ribosomes qui leur sont associés (Zomzely et al., 1966). Les ARNm en cours de traduction, 

donc liés à un ribosome (80S) ou à plusieurs ribosomes (polysomes), sont séparés des ARN 

libres, de la petite sous-unité 40S et de la grand-sous-unité 60S par centrifugation sur un 

gradient de sucrose. Après centrifugation, la mesure de l’absorbance des différentes 

fractions du gradient permet d’obtenir le profil de polysomes, celui-ci apporte des 

renseignements sur la quantité d’ARNm activement traduit (FIGURE 22B). 

Il s’agit ici de la première étape des méthodes d’étude qualitative présentées dans le 

paragraphe suivant. 

 

2.3.2. Les méthodes d’étude qualitative de la traduction 
 

Le gradient de sucrose ainsi obtenu lors de l’établissement du profil de polysomes, peut être 

fractionné afin d’isoler les ARNm en fonction du nombre de ribosomes auxquels ils sont liés. 

Les ARNm extraits de chaque fraction peuvent être utilisés pour déterminer des 

changements dans leur distribution au sein du gradient, sachant que plus les ARNm sont 

associés aux fractions polysomales lourdes (bas du gradient), plus le messager est traduit et 

inversement ; on distingue alors les light fractions des heavy fractions. Le contenu des 

fractions peut être analysé par northern blotting, RT-qPCR ou être utilisé pour une étude 

pan-génomique sur puces à ARN ou par séquençage de l’ARN (RNA-Seq) (FIGURE 23A). Le 

profil de polysomes permet également d’étudier les protéines associées à des complexes 

d’initiation ou aux ribosomes par une analyse en western blotting ou protéomique (Fleischer 

et al., 2006). 

 

Une autre méthode, appelé profil ribosomal, ribosome profiling, ribosome footprint ou ribo-

seq, a vu le jour en 2009 (Ingolia et al., 2009) (FIGURE 23B). Cette méthode permet une étude 

de la traduction à l’échelle du génome et avec une résolution au codon prêt. Elle est basée 

sur le séquençage à haut débit des fragments d’ARNm protégés par le ribosome, RNA 

protected fragment (RPF) qui persistent après traitement des ARNm à la RNAse I (Ingolia, 

2014). Outre l’identification des messagers engagés par la machinerie traductionnelle, déjà 

permise grâce au profil de polysomes, la véritable force de la technique est la possibilité de 
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cartographier la position exacte des ribosomes sur l’ensemble des ARNm. Associée à une 

analyse bioinformatique rigoureuse, cette méthode permet non seulement de déterminer les 

sites d’initiations canoniques ou alternatifs, les uORF et les cadres de lectures utilisés, mais 

aussi d’obtenir de précieuses informations dynamiques sur le nombre de ribosomes par 

ARNm, la vitesse de lecture et les sites de pause (Ingolia, 2014).
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Figure 23 : Les méthodes d’étude qualitative de la traduction. (a) Les études transcriptomiques consistent à séquencer

l’ensemble des ARNm cellulaires. Après avoir réalisé un profil de polysome, les différentes fractions contenant les ARNm en

cours de traduction sont collectées pour être analysées par séquençage ou Micro Array. (b) Pour établir un ribosome

profiling, les fragments d’ARNm protégés par le ribosome sont isolés puis séquençés. 

a

b
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2.3.3. Les méthodes d’étude de la répartition spatio-temporelle de la 
traduction 

 

Afin de comprendre comment la régulation traductionnelle s’exerce à la fois dans le temps et 

dans l’espace, il est nécessaire d’avoir des outils permettant de visualiser et d’identifier les 

chaînes polypeptidiques naissantes. 

La localisation des polysomes joue un rôle clé dans la synthèse protéique locale qui est 

impliquée dans divers processus comme nous l’avons abordé précédemment.  

 

La méthode de ribopuromycylation (RPM) (David et al., 2011), basée sur l’incorporation de 

Puromycine dans les chaînes polypeptidiques naissantes des ribosomes figés en phase 

d’élongation, permet de visualiser et de quantifier les sites de traduction actifs, par 

immunofluorescence, dans des cellules fixées et perméabilisées. Cet outil a notamment 

permis de visualiser pour la première fois des sites de traduction actifs dans le noyau et 

principalement au niveau du nucléole (David et al., 2012).  

 

Un autre outil, basé sur l’étiquetage des protéines naissantes avec le système de 

visualisation SunTag (Tanenbaum et al., 2014), permet d’observer en temps réel la 

dynamique spatiale et temporelle de la traduction d’ARNm endogènes à l’échelle de la 

molécule unique (Pichon et al., 2016).  

Cette méthode fournit des informations sur la vitesse de synthèse de la protéine, sur le 

nombre de ribosomes engagés en traduction sur cet ARNm et sur sa localisation 

subcellulaire.  

 

La régulation de la synthèse protéique s’effectue à plusieurs niveaux et le maintien de 

l’homéostasie cellulaire dépend de l’extrême finesse avec laquelle sont coordonnés 

les constituants de cette machinerie complexe.  

Le développement de nouvelles technologies a permis de mettre en lumière les 

mécanismes en jeu dans un contexte physiologique, ainsi que les altérations en lien 

avec le développement de pathologies. 
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La 3ème partie de cette introduction fera le lien entre la machinerie traductionnelle et le 

cancer ; une attention particulière sera portée sur le rôle du ribosome dans la 

tumorigenèse.  
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3. Implication du ribosome dans le cancer
 

Des décennies de recherche sur les programmes moléculaires qui régissent la 

transformation cellulaire se sont uniquement focalisées sur le « transcriptome cancéreux ». 

Comme nous l’avons vu, la traduction est l’étape ultime de la production des protéines et il 

est surprenant de constater à quel point la communauté scientifique a pu, pendant tant 

d’années, négliger son importance dans le développement du cancer. Et pourtant, le contrôle 

traductionnel est une composante essentielle dans le développement et la progression de 

cette pathologie. En effet, il permet d’une part de contrôler la traduction globale des 

protéines, et d’autre part la traduction sélective d’ARNm permettant la survie des cellules 

tumorales, l’angiogenèse, la transformation, l’invasion et les processus métastatiques. Pour 

chaque type ou chaque stade de cancer, le contrôle traductionnel implique des altérations de 

la synthèse et des activités des facteurs de la traduction (Stumpf e Ruggero, 2011). 

Dans ce chapitre, nous allons voir quelles sont les implications du ribosome dans le 

développement et l’évolution de cette pathologie (FIGURE 24).

3.1. Les ribosomopathies 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, la biogenèse des ribosomes résulte de la 

coordination de nombreux acteurs; ainsi toute altération intervenant sur l’un des éléments 

constitutifs du ribosome ou l’un des éléments impliqués dans le processus va avoir des 

conséquences sur son intégrité. Les altérations de la biogenèse des ribosomes sont 

associées à un groupe de pathologies appelées ribosomopathies (TABLEAU 3). J’ai choisi de 

présenter ci-dessous trois ribosomopathies représentatives des différentes origines 

retrouvées dans ce type de pathologies : défaut de transcription des ARNr, haploinsuffisance 

touchant les protéines ribosomiques ou défaut de maturation des ARNr.  

Bien que la biogenèse des ribosomes soit un processus global, qui se produit dans toutes 

les cellules, les caractéristiques cliniques des ribosomopathies diffèrent en fonction des 

pathologies et peuvent inclure une défaillance de la moelle osseuse ou des anomalies du 

développement. Cependant, toutes sont associées à un risque accru de cancer. 
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Pathologie Gène impliqué Signes cliniques

Anémie de Diamond Blackfan (DBA) 10–15 protéines ribosomiques (S19, S26, L5, L11) Anémie

Retard de croissance

Anomalies congénitales

Rique accru de cancer

Syndrome 5q RPS14 Anémie

Risque accru de leucémie myéloïde aïgue

Syndrome de Schwachman Diamond (SDS) SBDS Insuffisance du pancréas exocrine

Troubles hématologiques (neutropenie)

Déficience neurocognitive

Risque accru de leucémie

Dyskératose congénitale lié au chromosome X (DC) DKC1 Anomalies cutaneo muqueuse

Fibrose pulmonaire

Insuffisance médullaire

Hypoplasie cartilage cheveux (CHH) RMRP Petite taille

Malformation osseuses

Anomalies de la croissance des cheveux

Risque accru de cancer de la peau et de lymphome

Syndrome de Treacher Collins (TCS) TCOF1 Anomalies cranio faciales

Syndrome de Bowen Conradi EMG1 Retard sévère de croissance

Macrocéphalie

Dysmorphie faciale

Cirrhose amérindienne infantile hUTP4/Cirhin Cholestase évoluant vers la cirrhose

Hypertension portale

Tableau 3 : Les ribosomopathies 

Figure 24 : Le ribosome cancéreux. L’activation de voies oncogéniques va induire une augmentation de la biogenèse des

ribosomes ainsi que des altérations des profils de modification des ARNr. Il en résulte une augmentation de la synthèse

protéique globale ainsi que des modifications spécifiques des ARNm traduits.

D’après Truitt et Ruggero 2016
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3.1.1. Le syndrome de Treacher Collins 
 

Le syndrome de Treacher Collins (TCS) est une maladie génétique à transmission 

autosomique dominante. Elle est caractérisée par des anomalies cranio-faciales affectant les 

oreilles, les yeux, ainsi que les os du visage, et peut être à l’origine d’une surdité, de 

difficultés respiratoires et de difficultés à s’alimenter (Poswillo, 1975). 

Cette pathologie est liée à une mutation du gène Treacle Ribosome Biogenesis Factor 1 

(TCOF1) ; ce gène code pour une phosphoprotéine nucléolaire, co-localisant avec UBF1 et 

Pol I, et jouant un rôle essentiel dans la  transcription de l’ADNr et dans la maturation de 

l’ARNr (Valdez et al., 2004).  Les modèles murins de TCS humain ont révélé une activation 

de la voie p53 entraînant l’apoptose et une diminution de 25% des cellules de la crête 

neurale (Dixon et al., 2006). Des mutations affectant les sous-unités C et D de la Pol I 

(POLR1C et POLR1D), ont également été identifiées chez les patients atteints de TCS; ces 

deux gènes participent à la transcription des ADNr (Schaefer et al., 2014). 

 

3.1.2. L’anémie de Diamond-Blackfan 
 

L’anémie de Diamond-Blackfan (DBA) est une dysplasie érythroïde congénitale caractérisée 

par une anémie causée par la diminution sélective ou l’absence de précurseurs 

érythroïdiens, une réticulocytopénie et une macrocytose (Delaporta et al., 2014). Les 

individus atteints de DBA présentent des anomalies cranio-faciales ressemblant à celles du 

TCS, ainsi que des atteintes cardiaques et des anomalies du pouce. Cette pathologie est 

causée par des mutations dans les gènes codants pour différentes protéines ribosomiques, 

le plus souvent RPS19, RPS26, RPL5 et RPL11 (Delaporta et al., 2014).  

Comme dans le TCS, l’activation de la voie p53 est retrouvée dans cette pathologie (Ellis, 

2014). Le gène suppresseur de tumeur p53 semble jouer un rôle critique dans la 

physiopathologie des ribosomopathies. L’hypothèse est que l’haploinsuffisance ribosomique 

aboutit à l’interruption de la biogenèse des ribosomes avec une accumulation de PR libres 

se liant à MDM2. La protéine MDM2 est une E3 ubiquitin ligase qui en condition normale se 

lie à p53 pour entraîner sa dégradation par le protéasome. Par conséquence, l’anémie est 

liée à l’accumulation de p53 entraînant un arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Plusieurs 

modèles animaux ont montré que l’anémie associée à l’haploinsuffisance ribosomique est 
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presque complètement abolie dans les modèles p53+/- présentant la perte d’un seul allèle 

(Watkins-Chow et al., 2013). 

3.1.3. La dyskeratose congénitale  
 

La dyskeratosis congenitale (DC) est une maladie héréditaire, très polymorphe sur le plan 

clinique et hétérogène du point de vue génétique. Elle est associée à des anomalies 

cutanéo-muqueuses, une fibrose pulmonaire, une insuffisance médullaire et un vieillissement 

prématuré (Jyonouchi et al., 2011).  

La forme la plus classique, qui est aussi la plus sévère, est celle de la transmission liée au 

sexe, appelée X-linked dyskeratosis congenita. Cette forme est liée à une mutation du gène 

codant la dyskerine DKC1, une pseudouridine synthase  responsable de modifications post-

transcriptionnelles de l’ARNr par conversion de l’uridine (U) en pseudouridine ( ) (Heiss et 

al., 1998). Cette mutation entraîne un défaut de maturation des ARNr, qui semble entraîner à 

son tour une diminution de la fidélité de traduction et des altérations de la traduction 

dépendante des IRES (Yoon et al., 2006). 

 

3.2. Augmentation de la biogenèse du ribosome  
 

La biogenèse des ribosomes et la traduction globale des protéines sont régulées de manière 

fine et dynamique afin de répondre aux exigences des cellules en croissance ; en effet, une 

augmentation de la masse est un prérequis à la division cellulaire. Ceci est permis grâce à 

l’activation de voies de signalisation qui vont intégrer divers stimuli tels que la disponibilité en 

énergie et en nutriments ou l’action de facteurs de croissance, pour contrôler directement la 

production et les activités du ribosome. Un des premiers marqueurs des cellules 

cancéreuses, découvert il y a plus de 100 ans, est l’augmentation de la taille et du nombre 

de nucléoles. Cette observation est le reflet du besoin conséquent en ribosome dans les 

cellules tumorales permettant de maintenir un niveau suffisant de protéines afin de supporter 

l’augmentation de la croissance et des divisions caractéristiques de ces cellules. 

 

Plusieurs voies de signalisations oncogéniques activées par des oncogènes ou des 

suppresseurs de tumeur sont impliquées dans la régulation de la synthèse des composants 

du ribosome ou dans l’initiation de la traduction par le ribosome.  
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C’est le cas par exemple de l’activation des voies PI3-AKT-mTOR (Mayer e Grummt, 2006; 

Gentilella et al., 2015) , RAS-MAPK (Roux et al., 2007), MYC (Van Riggelen et al., 2010; 

Hannan et al., 2011) ou de la perte de fonction des gènes suppresseurs de tumeur tels que 

PTEN (Li et al., 2014), p53 (Hannan et al., 2013) ou pRB (Drygin et al., 2010), qui vont 

entraîner une augmentation de la biogenèse des ribosomes ainsi qu’une augmentation de la 

traduction dépendante de la coiffe. 

Un exemple intéressant de signal oncogénique reposant sur la machinerie traductionnelle 

pour assurer la transformation cellulaire est l’oncogène Myc (Ruggero, 2009), qui est 

fréquemment dérégulé dans les cancers humains. Myc induit l’augmentation de la synthèse 

protéique en contrôlant directement l’expression des composants de la machinerie 

traductionnelle tels que les PR, les facteurs d’initiation de la traduction, pol III et l’ADNr (Van 

Riggelen et al., 2010). Myc peut également accroître la biogenèse des ribosomes en 

régulant l’expression de facteurs auxiliaires nécessaires à la maturation de l’ARNr, à 

l’assemblage des ribosomes et à l’export des sous-unités du noyau vers le cytoplasme 

(Schlosser et al., 2003; Tschochner e Hurt, 2003) (FIGURE 24). 

 

Le nombre remarquable de composants de la machinerie traductionnelle dérégulés dans le 

cancer, et dont les activités sont directement contrôlées par des signaux oncogéniques 

spécifiques, suggère fortement un rôle critique de la machinerie traductionnelle dans 

l’initiation et la progression du cancer. De plus, des perturbations dans le contrôle 

traductionnel entraînent des modifications spécifiques de l’expression de gènes impiqués 

dans différentes étapes du développement du cancer. 

 

3.3. Altération des profils de modifications des ARNr  
 

La cellule tumorale utilise un autre mécanisme majeur pour altérer la biogenèse du ribosome 

et diriger la traduction sélective du génome cancéreux : il s’agit de la modification des ARNr 

(FIGURE 24). 

Les modifications les plus fréquentes sont les méthylations et les pseudouridylations 

retrouvées dans des régions fonctionnelles de l’ARNr.  

La plupart des méthylations de l’ARNr sont catalysées par la 2’-0-méthylatransférase 

fibrillarine (FBL) guidée par les snoARN de classe C/D. Au cours de la tumorigenèse, des 

modifications des motifs de méthylation de l’ARNr ont été associées à des altérations 
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traductionnelles ciblant des ARNm spécifiques (Marcel et al., 2013). Par exemple, la perte de 

p53 induit une augmentation de l’expression de la FBL associée à un défaut de la fidélité de 

la traduction se manifestant par une mauvaise incorporation d’acides aminés et une 

altération de la lecture des codons stop. Celle-ci est également associée à une augmentation 

de la traduction d’ARNm porteurs d’IRES et codant des protéines en lien avec le cancer, tel 

que le récepteur du facteur de croissance à l’insuline (IGF-1R), c-Myc, le facteur de 

croissance de l’endothélium vasculaire A (VEGF-A) et les facteurs de croissance des 

fibroblastes (FGF1 et FGF2) (Marcel et al., 2013). 

Un mécanisme identique se retrouve dans la dyskératose congénitale, dans laquelle la perte 

de fonction de la dyskerine entraîne une altération de la traduction dépendante des IRES de 

gènes suppresseurs de tumeur, tel que p27 et p53 (Yoon et al., 2006), ainsi qu’une 

augmentation de la traduction du facteur VEGF (Rocchi et al., 2013). Il s’ensuit des 

changements dans l’expression d’un sous-groupe de snoARN, entraînant à leur tour des 

altérations des motifs de pseudouridylation de l’ARNr. 

 

3.4. Fonctions extra-ribosomiques et cancer 
 

De par leur(s) fonction(s) extra-ribosomique(s), certaines PR vont agir comme suppresseurs 

de tumeur ou au contraire avoir un effet oncogénique.  

 

C’est le cas par exemple de RPL5, RPL11 et RPS14 qui vont agir comme suppresseurs de 

tumeur en inactivant l’oncogène c-Myc.  

RPS14 va inhiber c-myc en agissant de deux manières différentes. D’une part, elle va inhiber 

l’activité transcriptionnelle de c-myc en empêchant le recrutement de c-myc et de son 

cofacteur TRRAP sur le promoteur du gène cible, et d’autre part, elle va interagir avec Ago2 

pour déclencher la dégradation de l’ARNm de c-myc par l’intermédiaire du miR 145 (Zhou et 

al., 2013).  

Quant à RPL5 et RPL11, elles travaillent de concert pour guider le complexe d’interférence 

d’ARN, RNA-induced silencing complex (RISC) sur l’ARNm de c-Myc et entrainer ainsi sa 

dégradation (Liao et al., 2014) (FIGURE 25). 

 



Chapitre 3 : Implication du ribosome dans le cancer

93

D’autre part, un certain nombre d’événements vont aboutir à une altération de la biogenèse 

des ribosomes conduisant à l’induction d’un stress nucléolaire. En réponse à ce stress, 

certaines protéines ribosomiques (RPL5, L11, L23, L26, L37, S3, S7, S14, S15, S20, S25, 

S26, S27 et S27L) vont pouvoir se lier à MDM2, bloquant ainsi l’ubiquitination et la 

dégradation de p53 (Holmberg Olausson et al., 2012). Ce faisant, les PR jouent un rôle 

crucial en connectant les dérégulations de la biogenèse du ribosome à l’inhibition de la 

division cellulaire. La voie de signalisation PR-MDM2-p53 agit comme un commutateur 

moléculaire constituant un réseau de surveillance de l’intégrité de la biogenèse des 

ribosomes (Zhang e Lu, 2009; Kim et al., 2014) (FIGURE 26). 

 

A l’inverse, la protéine RPS3a semblerait avoir un effet oncogénique ; en effet, sa 

surexpression est corrélée positivement à la prolifération et à la croissance dans le 

carcinome hépatocellulaire. Par son rôle extra-ribosomique de chaperonne, RPS3a 

permettrait d’augmenter l’expression de la protéine anti-apoptotiques HBx, entraînant ainsi 

l’inhibition du processus de mort cellulaire programmée (Naora et al., 1998). 

 

Un autre exemple concerne la protéine ribosomique RPS27, connue sous le nom de 

Metallopanstimulin-1 (MPS-1), qui semble également avoir des propriétés oncogéniques. 

Celle-ci est surexprimée dans le cancer gastrique et cette surexpression est associée au 

processus métastatique. Il semblerait que RPS27 régule l’invasion et la migration cellulaire 

en induisant l’expression de l’intégrine 4 (ITGB4) (Yang, Z. Y. et al., 2013). 
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Figure 26 : La voie RP MDM2 p53. En réponse à un stress nucléolaire, certaines protéines ribosomiques vont se lier à

MDM2 empêchant ainsi l’ubiquitination et la dégradation de p53.

Adapté de Olausson et al. 2012

Figure 25 : Dégradation de l’ARNm de c Myc par RPL5 et RPL11. Les formes libres des protéines ribosomiques RPL5 et

RPL11 conduisent le complexe d’intérférence d’ARN RISC au niveau de l’ARNm de c Myc entraînant ainsi son inactivation.
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3.5. Dérégulation de l’expression des protéines 
ribosomiques 

 

L’augmentation globale de l’expression des PR, liée à l’augmentation de la biogenèse des 

ribosomes, est nécessaire afin de soutenir la croissance tumorale. Cependant, au-delà de 

cette observation, des altérations spécifiques de l’expression de certaines protéines 

ribosomiques ont été mises en évidence dans différents types de cancer. Il semblerait que 

les modifications d’expression des PR soient spécifiques à un type de tumeur, et également 

que cette expression puisse varier au cours de l’évolution tumorale (TABLEAU 4). 

 

Ainsi, l’analyse immunohistochimique de 60 échantillons de foie issus de patients atteints de 

carcinome hépatocellulaire (CHC) a permis de mettre en évidence une augmentation de 

l’expression de la protéine RPL36 dans 75% des tissus tumoraux analysés en comparaison 

avec le tissu sain correspondant. Alors que son expression est élevée dans les stades 

précoces de l’hépatocarcinogenèse, celle-ci diminue lors de la progression tumorale ; il 

semblerait alors que RPL36 exercerait plutôt un rôle suppresseur de tumeur dans le 

développement du CHC. De plus, les auteurs suggèrent que RPL36 pourrait être utilisée 

comme marqueur pronostic sachant qu’il existe une corrélation positive entre l’expression de 

RPL36 et la survie des patients (Song et al., 2011). 

 

Dans le cancer de la prostate, il semblerait que l’augmentation de l’expression de RPL19 soit 

de mauvais pronostic. En effet, une relation inverse entre l’expression de RPL19 et la survie 

des patients a été établie. La significativité statistique de cette étude est comparable au 

score de Gleason, utilisé classiquement pour évaluer l’agressivité du cancer de la prostate 

(Bee et al., 2006). 
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Type de cancer Protéines ribosomiques

Oesophage RPL15

Gastrointestinal RPL13

Hepatocellulaire RPL13, RPL36a, RPL12, RPL23a, RPL27, RPL30, RPS8

Colorectal RPL5, RPL18, RPL22, RPL26, RPL31, RPL35, RPS3, RPS6,

RPS8, RPS12, RP0

Prostate RPL19, RPL37, RPL7a

Col RPS12

Sein L19

Tableau 4 : Dérégulation de l’expression des protéines ribosomiques et cancer 
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Pour le cancer colorectal (CRC), c’est à partir de 1988 que les protéines ribosomiques ont 

commencé à émerger des analyses de banques d’ADNc. Le premier ARNm, associé à la 

progression tumorale et aux processus métastatiques, a été isolé en 1988 et identifié en 

1990 comme étant l’ARNm codant la protéine RPLP2 (Elvin et al., 1988; Sharp et al., 1990).  

Une autre étude menée en 1989 consista à analyser l’expression de RPL31 au sein de 

tissus issus de CRC. Les auteurs ont choisi d’étudier la protéine RPL31, car elle a 

préalablement été identifiée comme surexprimée dans le tissu sain de colon de patients 

atteints de polypose adénomateuse familiale (PAF). L’augmentation de l’expression de 

l’ARNm de cette protéine a été retrouvée sans exception dans les 23 CRC analysés. Ces 

résultats indiquent que RPL31 pourrait être impliquée dans la prolifération et le 

développement tumoral (Chester et al., 1989).  

Par la suite, d’autres protéines ribosomiques différentiellement exprimées dans le cancer 

colorectal ont été identifiées (Pogue-Geile et al., 1991; Kasai et al., 2003). De plus, 

l’expression de certaines d’entre elles a pu être corrélée à la classification de Duke, avec des 

niveaux d’expression plus élevés dans les métastases hépatiques de cancer colorectal que 

dans les CHC primaires (Lai e Xu, 2007). 

Les protéines RPL13 (Kobayashi et al., 2006) et RPL22 (Ferreira et al., 2014) sont 

également dérégulées dans le cancer colorectal, et nous reviendrons dessus en détail 

ultérieurement (Résultats Partie II 1 et Partie III 1). 

 

D’une manière générale, les résultats des études présentées ci-dessus appuient la notion 

selon laquelle il existe des variations d’expression des protéines ribosomiques dans le 

cancer colorectal. Les profils d’expression variés révèlent la complexité de leur rôle dans les 

modifications associées à la formation des tumeurs coliques. La plupart des études 

demeurent superficielles et se focalisent uniquement sur les différents profils d’expression 

des protéines ribosomiques. Elles ne permettent pas de déterminer avec exactitude leur rôle 

dans la carcinogenèse et il reste beaucoup à faire pour comprendre en détail leurs fonctions 

et révéler les mécanismes sous-jacents. 

 

La synthèse protéique joue un rôle majeur dans la carcinogenèse : d’une part, une 

synthèse protéique élevée est nécessaire à la prolifération des cellules tumorales, et 

d’autre part, l’expression spécifique de protéines pro-oncogéniques est favorisée par 
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une traduction sélective. Les mécanismes sous-tendant ces dérégulations impliquent 

entre autres le ribosome et de nombreuses observations laissent à penser que ce 

« ribosome cancéreux » pourrait également jouer un rôle essentiel dans les différentes 

étapes du cancer colorectal. 

 

Dans ce dernier chapitre d’introduction, je vous présenterai les principales 

caractéristiques du cancer colorectal. Une attention particulière sera portée aux 

cellules souches cancéreuses qui, de par leur incroyable capacité d’adaptation, 

joueraient un rôle prépondérant dans l’initiation et l’évolution de cette pathologie.  
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4. Le cancer colorectal et les cellules souches

cancéreuses 

 

4.1. Généralités sur le cancer colorectal 
 

Le cancer colorectal est la 2ème cause de mortalité par cancer en France. Ce fort taux de 

mortalité est lié à l’apparition de métastases hépatiques chez 40 à 50% des patients, faisant 

chuter les taux de survie à 5 ans de 90% à seulement 10%.  

Les cancers colorectaux peuvent être divisés en deux grandes catégories : les cancers 

sporadiques qui représentent la majorité des cas (80 à 85%) et les cancers héréditaires. Ces 

derniers se divisent eux-mêmes en deux types principaux qui sont les cancers dérivant de la 

Polypose Adénomateuse Familiale (PAF), et les cancers colorectaux héréditaires sans 

polypose (HNPCC).  

 

4.2. L’instabilité génomique 
 

Une forte instabilité génomique est caractéristique de la plupart des cancers (Negrini et al., 

2010). Dans le cancer colorectal, nous retrouvons deux formes d’instabilité génomique, qui 

sont l’instabilité des microsatellites et l’instabilité des chromosomes (Grady e Carethers, 

2008). 

 

L’instabilité des microsatellites, microsatellite instability (MSI), est liée à des mutations 

autosomales dominantes des gènes de réparation des mésappariements de l’ADN, mutation 

mismatch repair (MMR). Ce système est composé de quatre gènes : MLH1, MSH2, MSH6 et 

PMS2. Les microsatellites sont des séquences nucléotidiques répétées d’une paire de bases 

à quelques paires de bases ; du fait de cette structure répétitive, ils sont particulièrement 

sujets aux erreurs de réplication en cas de défaillance du système MMR (Grady e Carethers, 

2008).  
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Environ 15 à 20% des CCR sporadiques ont un phénotype microsatellitaire instable et 

résultent d’une hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 associée à la sénescence de 

l’épithélium colique.  

La quasi-totalité (>95%) des cancers colorectaux intervenant dans le cadre du syndrome de 

Lynch, représentant environ 2 à 4% des CCR, ont également un phénotype MSI. Ces 

patients sont prédisposés au développement de nombreux cancers, tels que le côlon, 

l’endomètre, l’estomac, le tractus urinaire et les ovaires. Le mécanisme en cause est une 

mutation constitutionnelle héritée d’un des parents, d’un des quatre gènes du système MMR 

(Grady e Carethers, 2008). 

 

L’instabilité des chromosomes, chromosomal instability (CIN), est impliquée dans le reste 

des cancers sporadiques, à savoir 85% des cas, et elle est à l’origine de la polypose 

adénomateuse familiale qui concerne 1% des CCR. Ce phénotype est caractérisé par une 

aneuploïdie, c’est-à-dire une perte ou un gain de matériel chromosomique et la perte 

d’hétérozygotie (Pino e Chung, 2010).  

 

4.3. Organisation générale de l’épithélium intestinal 
 

L’épithélium intestinal, constitué d’une monocouche de cellules, est composé de villi et de 

cryptes. Ces cellules assurent des fonctions très spécialisées ainsi que le renouvellement de 

l’épithélium. Les cellules spécialisées, qui sont différenciées, recouvrent les villi dans 

l’intestin grêle et se positionnent dans le tiers supérieur des cryptes dans le côlon. Au fond 

des cryptes, on retrouve les cellules souches qui entretiennent un compartiment prolifératif 

constitué par leur descendant immédiat qui sont les progéniteurs. Ces cellules donnent 

naissance aux cinq types de cellules différenciées détectées dans l’intestin: les cellules 

caliciformes, qui produisent le mucus nécessaire à l’évacuation des matières solides et à la 

protection de la muqueuse, les cellules entéroendocrines qui produisent des hormones, les 

entérocytes qui assurent la fonction d’absorption de l’intestin, les cellules de Paneth 

impliquées dans la défense vis-à-vis des pathogènes présents dans la lumière intestinale et 

les cellules tuft, beaucoup moins représentées, qui seraient impliquées dans la régulation 

des réponses immunitaires (Barker, 2014).  
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4.4. Des cellules souches cancéreuses à l’origine du 
cancer colorectal ? 
 

Tout a commencé en 1994, à la suite de recherches menées sur les leucémies. Une sous-

population rare de cellules humaines de phénotype CD33+/CD38-, isolée à partir de la moelle 

osseuse ou de sang périphérique de patients atteints de leucémie myéloïde aigüe, était 

capable, lorsqu’elle était injectée à des souris immunodéficientes, de reproduire les 

caractéristiques de la leucémie observée chez le patient (Lapidot et al., 1994). C’est alors 

que cette cellule fût appelée « cellule initiatrice de leucémie ». Peu de temps après, en 1997, 

J. Dick montre que cette cellule initiatrice de leucémie possède des caractéristiques de 

cellules souches, puisqu’elle reconstitue une hiérarchie de progéniteurs et précurseurs dans 

plusieurs lignées myéloïdes, et qu’elle a la capacité de s’autorenouveler. L’hypothèse des 

« cellules souches cancéreuses» (CSC), selon laquelle les cancers proviennent de la 

maturation de cellules souches et qu’ils sont alimentés par une fraction de cellules ayant les 

caractéristiques de cellules souches, est née (Bonnet e Dick, 1997). 

De nouveaux marqueurs ont peu à peu été identifiés ; parmi eux la protéine membranaire 

CD133 a permis d’isoler à partir de nombreuses tumeurs solides une fraction de CSC (Yin et 

al., 1997). Ce n’est qu’en 2007 que l’existence de cellules CD133+ initiatrices de tumeurs a 

été démontrée dans les tumeurs du côlon humain (O'brien et al., 2007). Par la suite, une 

polémique est née quant à la pertinence de ce marqueur et quant à sa signification (Labarge 

e Bissell, 2008). Toutes les tumeurs ne possèdent pas de cellules souches cancéreuses 

CD133+, mais l’utilisation de ce marqueur a permis des avancées considérables dans le 

domaine des cellules initiatrices de tumeurs. 

 

La génération d’une nouvelle tumeur à partir de cellules ayant des caractéristiques de cellule 

souche était un argument fort pour impliquer les cellules souches dans l’initiation tumorale. 

Cependant, la réelle démonstration expérimentale, dans le contexte intestinal, est venue de 

l’équipe de Hans Clevers en 2009 (Barker et al., 2009). La tumorigenèse de l’intestin est 

associée à la présence d’une mutation précoce du gène adenomatous polyposis coli (APC), 

qui est considérée comme l’événement initiateur de la tumeur de l’intestin. Après introduction 

de cette mutation dans les cellules souches de l’intestin, des foyers adénomateux sont 

apparus très rapidement, puis des adénomes et adénocarcinomes. Lorsque cette mutation 

est introduite dans les cellules progénitrices (descendantes des cellules souches), des foyers 

adénomateux apparaissent, mais ils n’évoluent pas en adénocarcinomes et leur taille reste 

limitée. Ces travaux suggèrent que seules les cellules souches sont capables d’engendrer 

de vraies tumeurs in vivo (Barker et al., 2009).  
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4.5. Caractérisation et propriétés des CSC 
 

4.5.1. Caractérisation fonctionnelle des CSC 
 

Pour évaluer la présence de CSC ou pour les isoler à partir d’une population hétérogène de 

cellules tumorales, on utilise classiquement des tests fonctionnels in-vitro et in-vivo, basés 

sur leur capacité à s’autorenouveler, à se différencier et à initier la croissance tumorale. 

L’enrichissement in-vitro en CSC peut être réalisé grâce à une culture en suspension 

réalisée dans un milieu sans sérum, additionnée de facteurs de croissances dont l’EGF et le 

FGF2. Les cellules sont ensemencées à faible densité dans des conditions non-adhérentes, 

et sont capables de générer d’autres CSC par auto-renouvellement et de se différencier afin 

de recréer l’hétérogénéité tumorale in-vitro. Ce type de culture permet la survie et la 

croissance clonale des CSC sous forme de sphéroïdes, appelées colosphères dans le cas 

de cultures issues de CCR (Weiswald et al., 2015) (FIGURE 27A ).  

Le modèle de culture en colosphères permettrait de générer des cellules avec un pouvoir de 

tumorigenèse plus élevé que les cellules cultivées en adhérences (Weiswald et al., 2009).  

 

Pour évaluer le nombre de CSC in-vivo, on réalise couramment la xénotransplantation d’une 

petite quantité de cellules tumorales (1000 cellules) dans des souris immunodéficientes. Par 

la suite, on analyse leur capacité à initier la croissance tumorale et à recréer l’hétérogénéité 

cellulaire (Cheng et al., 2010) (FIGURE 27B).  

 

Pour s’assurer de la présence de CSC, il est nécessaire de réaliser des transplantations 

successives pour les modèles in-vivo, ou des passages successifs pour les modèles de 

culture in-vitro. Ainsi, seules les cellules capables de générer des tumeurs ou des 

colosphères après plusieurs passages successifs chez la souris ou in-vitro sont considérées 

comme présentant un phénotype souche. 
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a

b

c

d

Figure 27 : Caractérisation des cellules souches cancéreuses. La caractérisation des CSC peut se faire par l’utilisation de

tests fonctionnels tels que a) la xénotransplantation et b) la formation de sphères ou par l’utilisation de marqueurs tels que

c) l’activité aldéhyde déshydrogenase ALDH ou d) la définition de la side population. 
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4.5.2. Caractérisation phénotypique des CSC par l’utilisation de 
marqueurs 

 

Depuis la démonstration de la présence des CSC dans le cancer du côlon, de nombreux 

marqueurs membranaires ont été proposés (Cheng et al., 2010). De manière non 

exhaustive, on peut citer l’expression des marqueurs membranaires, tel que CD133, CD44, 

CD26. Cependant, la plupart demeurent controversés (Cherciu et al., 2014) et, à ce jour, il 

n’existe pas de marqueur « idéal » permettant une détection optimale de ces cellules rares.  

On peut également identifier ces cellules par leur aptitude à retenir un colorant membranaire 

tel que le PKH26. En effet, ce marqueur permet d’isoler les cellules présentant un taux de 

division bas, à savoir les CSC (Richichi et al., 2013). 

Afin d’isoler la population de CSC par cytométrie en flux, on peut utiliser la méthode 

consistant à définir la « side population » ; celle-ci est basée sur la présence et l’activité de 

nombreuses pompes à efflux au niveau de la membrane des CSC. Après marquage au 

Hoechst33342, les CSC ont la capacité à effluer fortement le marqueur. Par différentiel avec 

une condition contrôle utilisant un inhibiteur de ces pompes, on peut distinguer par 

cytométrie en flux cette population minoritaire qui aura disparu (Harris et al., 2008) (FIGURE

27D). 

Un des marqueurs les plus utilisé est l’activité enzymatique des aldéhydes déshydrogénases 

(ALDH), qui sont des enzymes de détoxification capables de transformer les aldéhydes 

endogènes ou exogènes en acides carboxyliques. La famille des ALDH1, et particulièrement 

les isoformes ALDH1A1 et ALDH1A3, est impliquée dans la biologie du cancer et 

particulièrement dans les CSC (Marcato et al., 2011). Dans le CCR,  une équipe a montré 

que les cellules ayant une activité ALDH importante et exprimant fortement CD44 ont un 

pouvoir tumorigène beaucoup plus important que les cellules exprimant seulement CD44 

(Chu et al., 2009) (FIGURE 27C). 

 

4.6. Implication des CSC dans les processus 
métastatiques 

 

Le développement métastatique représente la principale cause de mortalité chez les patients 

atteins de CCR, et la compréhension des mécanismes moléculaires associés à ce processus 

est un enjeu majeur.  
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Il s’agit d’un mécanisme complexe, qui implique plusieurs étapes entre la tumeur primaire et 

le site distant de la métastase : 1) le détachement de la tumeur primaire avec acquisition 

d’un phénotype invasif, 2) l’invasion locale par la dégradation de la lame basale, 3) l’entrée 

(intravasion) et la survie dans la circulation sanguine, 4) l’extravasion et l’invasion du tissu 

distant, 5) la survie et 6) la colonisation dans un organe à distance (Tsai e Yang, 2013) 

(FIGURE 28). 

 

La première étape implique un changement phénotypique des cellules cancéreuses appelé 

la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Elle représente un programme important 

lors du développement embryonnaire et peut être réactivée dans un contexte tumoral pour 

conduire une cellule d’origine épithéliale à acquérir un phénotype de cellule 

mésenchymateuse. En effet, des cellules de phénotype épithélial, adhérentes, polarisées et 

non mobiles vont transitoirement acquérir un phénotype migratoire, s’affranchir de la 

nécessité de jonction intercellulaire et de la polarisation et devenir mobile afin de coloniser le 

tissu adjacent. Les changements moléculaires associés à cette transition sont notamment la 

baisse d’expression des protéines de jonctions comme la E-cadhérine, des modifications du 

cytosquelette entraînant une diminution des cytokératines au profit de la vimentine, et 

l’activation de différents facteurs de transcription tels que Snail, Slug, Zeb1et Twist. On 

retrouve fréquemment la production de différentes protéases capables de dégrader le stroma 

afin de permettre la progression des cellules. Ce phénotype est dépendant du 

microenvironnement tumoral et les cytokines jouent un rôle majeur pour promouvoir l’EMT. 

Ce processus n’est pas stable, et sous l’influence du microenvironnement, une réversion du 

phénotype est possible et même nécessaire à la colonisation de l’organe distant. 

 

La dissémination peut se faire par voie sanguine ou lymphatique, elle implique un 

mécanisme d’intravasion, facilité par la structure des vaisseaux tumoraux entraînant une 

augmentation de leur perméabilité (Valastyan e Weinberg, 2011) (Le Guelte et al., 2011).  

 

Une fois dans la circulation sanguine, ces cellules sont appelées cellules tumorales 

circulantes (CTC) (Grillet et al., 2016). 

Au contraire de l’intravasion, qui serait facilité par des vaisseaux tumoraux mal conformés, 

les vaisseaux des organes sains sont normaux et fonctionnels, donc avec une perméabilité 

moindre. En fonction des organes, il semblerait que  l’extravasation puisse être simplifiée par 
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la structure particulière de leurs capillaires qui les rendrait plus perméables; c’est le cas 

notamment au niveau des os et du foie (Nguyen et al., 2009). 
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Figure 28 : Les processus métastatiques sont soutenus par la transition épithélio mésenchymateuse. (a) Lors des

processus métastatiques, les cellules vont quitter la tumeur primaire et entrer dans la circulation sanguine par

extravasation, puis elles vont en sortir par un phénomène d’intravasation, pour enfin proliférer au niveau du site distant.

(b) Ce processus est permis grace à l’EMT qui par l’induction d’un programme moléculaire particulier permet l’invasion et la

migration des cellules.

b) Modifié de Angadi 2015

a

b
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4.7. Implication des CSC dans la résistance aux 
traitements et dans la récidive 

 

4.7.1. Le traitement du cancer colorectal 
 

Les traitements du CCR sont dépendants de la localisation et du stade de découverte du 

cancer. En fonction du degré d’avancement, on définit quatre stades : 

- stade 0 : la tumeur est de petite taille et non menaçante, elle n’a pas évolué au-delà 

de la muqueuse ; 

- stade I : la tumeur a envahi les couches de tissu du côlon ou du rectum, mais elle n’a 

pas atteint les tissus avoisinants ; 

- stade II : la tumeur a traversé la paroi et a envahi les organes avoisinants sans 

toucher aux ganglions lymphatiques ; 

- stade III : cancers qui ont atteint un ou plusieurs ganglions proches du côlon ou du 

rectum mais sans atteindre les organes éloignés ; 

- stade IV : cancers qui présentent des métastases, c’est-à-dire que la tumeur s’est 

propagée à des endroits éloignés, le plus souvent dans le foie, les poumons ou les 

ovaires. 

 

Dans le cas des cancers du côlon non métastatiques, le traitement de référence est la 

résection colique avec curage ganglionnaire. Pour les stades III, la chimiothérapie y est 

associée. Pour les formes métastatiques (stade IV), la possibilité de résection métastatique 

dépend de la taille et de la localisation des tumeurs. Les chimiothérapies adjuvantes et/ou 

néo-adjuvantes sont recommandées. 

Dans le cas du cancer du rectum, la radiothérapie néo-adjuvante peut être recommandée 

pour les stades II et III. Une radio-chimiothérapie peut être recommandée en préopératoire 

pour les stades II et III et peut être discutée en adjuvant en fonction de la qualité de l’exérèse 

réalisée. La chirurgie est généralement plus lourde de conséquences pour le patient que 

dans le cancer du côlon.  
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4.7.2. Les mécanismes de résistance 
 

La résistance aux traitements par chimiothérapies est un phénomène retrouvé chez de 

nombreux patients et elle est la cause principale de récidive. Les schémas de traitements 

classiques se basent sur le modèle stochastique de résistance acquise. Ce modèle postule 

que la majorité des cellules tumorales est sensible aux traitements classiques et qu’une 

population peut acquérir ou possède déjà une résistance par mutation génétique ou 

modification épigénétique (Komarova, 2006). Ce clone devient majoritaire lors de la récidive 

et la tumeur insensible à la thérapie précédemment utilisée. Le modèle de CSC postule que 

cette sous population de cellules possède déjà les mécanismes de résistance aux 

traitements classiques et/ou aux thérapies ciblées ou que ces mécanismes sont exacerbés 

dans cette population cellulaire (Dean et al., 2005).  

 

Différents mécanismes mis en jeu vont permettre au CSC de résister aux traitements. 

 

On peut citer l’implication des transporteurs actifs de la famille ABC, tels que la glycorotéine 

P (Pgp) codée par le gène MDR1 ou le transporteur ABCG2, appelé également BCRP, 

Breast cancer Resistance protein, qui sont fortement surexprimés dans les CSC. Il 

semblerait que le pregnane X receptor (PXR), dont l’expression et l’activité dans le cadre du 

CCR sont limitées aux CSC, joue un rôle primordial en induisant l’expression de ces 

transporteurs (Planque et al., 2016). C’est par leur implication dans l’efflux des drogues que 

ces transporteurs confèrent aux CSC leur capacité de résistance aux traitements. 

 

L’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques est également fréquemment 

dérégulée dans les CSC. Elle implique une augmentation du métabolisme et une inactivation 

du composé, ou une diminution du métabolisme empêchant la synthèse d’un métabolite 

actif. Les enzymes du cytochrome P450 peuvent êtres surexprimées, c’est le cas par 

exemple de l’enzyme CYP3A4 (Olszewski et al., 2011), dont l’expression est également 

contrôlée par PXR (Planque et al., 2016). 

 

En réponse aux drogues, des mécanismes de réparation des dommages à l’ADN sont mis 

en place pour préserver les cellules de l’apoptose et parallèlement, une altération des 

mécanismes de l’apoptose est retrouvée dans de nombreux cancers. C’est le cas 
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notamment des gènes codant pour les facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-XL qui 

sont fortement exprimés dans les cancers colorectaux et impliqués dans la résistance à la 

chimiothérapie et à la radiothérapie. A l’inverse, la protéine p53, qui est un acteur majeur de 

l’entrée en apoptose en cas de dérégulation du cycle ou de dommage à l’ADN, est mutée 

dans 30 à 35% des CCR et cette inactivation est associée à la résistance aux traitements de 

chimiothérapie. 

Un dernier mécanisme ferait intervenir l’hypoxie, fréquemment retrouvée au centre des 

tumeurs, qui serait impliquée à la fois dans la radiorésistance et dans la chimiorésistance (Li 

e Rich, 2010; Doktorova et al., 2015).  

L’implication des cellules souches cancéreuses dans l’initiation tumorale, la 

dissémination, la résistance aux traitements et la récidive révèle leur extraordinaire 

capacité d’adaptation. Celle-ci implique des modifications rapides dans l’expression 

des gènes pouvant trouver leur origine dans des modifications du contrôle 

traductionnel. A ce jour aucun lien entre régulation traductionnelle et CSC n’a encore 

été établi.  

La compréhension des mécanismes sous-tendant cette plasticité est un prérequis au 

développement de nouvelles thérapies. 
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Les projets de recherche développés dans le laboratoire concernent l’étude des mécanismes 

impliqués dans certaines étapes clés de la tumorigénèse colique, telles que la dissémination 

et la chimiorésistance avec une attention particulière concernant l’implication des cellules 

souches cancéreuses (CSC) dans ces processus.  

Compte-tenu des données bibliographiques présentées en introduction, nous nous sommes 

interrogés sur l’implication de la régulation traductionnelle dans l’évolution du cancer 

colorectal. En effet, la synthèse protéique joue un rôle majeur dans la carcinogenèse : d’une 

part, une synthèse protéique élevée est nécessaire à la prolifération des cellules tumorales 

et d’autre part, l’expression spécifique de protéines pro-oncogéniques est favorisée par une 

traduction sélective.  

 

En se focalisant particulièrement sur l’acquisition ou la perte des propriétés propres aux 

CSC, mon projet vise à déterminer de quelle manière le contrôle traductionnel participe au 

phénotype tumoral dans le contexte du cancer du côlon.  

Au cours de mon travail de thèse, j’ai abordé cette problématique autour de trois axes 

principaux : 1) Le développement d’une nouvelle stratégie d’isolement des cellules souches 

cancéreuses basée sur l’activité traductionnelle, 2) L’étude de la régulation traductionnelle 

au sein des cellules souches du cancer colorectal, 3) L’identification et la caractérisation de 

protéines ribosomiques impliquées dans les étapes clés de la carcinogenèse colorectale. 

Au début de ma 1ère année de thèse, je me suis consacrée à la finalisation des travaux 

entrepris dans le cadre de mon projet de stage de Master 2. Grâce à cette étude, nous 

avons démontré que la protéine kinase C  (PKC ) contrôle l’activité de TRM6/61, 

méthyltransférase d’ARN de transfert, afin de prévenir des dérégulations traductionnelles qui 

favoriseraient le développement tumoral (Macari et al., 2016).  

Par la suite, je me suis consacrée au développement d’une nouvelle stratégie d’isolement 

des CSC basée sur une activité traductionnelle différentielle. Nous avons émis l’hypothèse 

que chaque sous-population de cellules composant la tumeur présentait une activité 

traductionnelle distincte. Ainsi, sachant que les CSC, en tant que « cellules souches », 

présentent un cycle cellulaire lent, nous espérions être en mesure de les isoler en 

sélectionnant les cellules tumorales de faible activité traductionnelle. 

La méthodologie était la suivante : réaliser un marquage permettant d’évaluer l’activité 

traductionnelle et trier par cytométrie en flux les sous-populations de cellules isolées selon 
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ce critère. Les différentes populations étaient ensuite caractérisées afin de vérifier qu’elles 

présentaient les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles propres aux CSC. 

Pour mener à bien ce projet, j’ai développé et optimisé au sein du laboratoire la méthode 

SUnSET, permettant de visualiser l’activité traductionnelle dans une population hétérogène 

de cellules tumorales. Malgré les nombreux marquages et tris cellulaires effectués, ce projet 

n’a pas donné les résultats escomptés et j’ai dû l’abandonner. 

Cependant, c’est au début de ce projet que j’ai découvert par sérendipité le rôle inhibiteur de 

certains antibiotiques sur l’auto-renouvellement des cellules souches cancéreuses (Relier, 

Yazdani et al., Cancer Cell Int, 2016). Les études permettant l’identification des mécanismes 

sous-jacents sont en cours et ce projet pourrait à terme déboucher sur des applications 

thérapeutiques prometteuses.  

Ensuite, je me suis consacrée au 2ème axe de mon projet de thèse, à savoir l’étude de la 

régulation traductionnelle au sein des cellules souches cancéreuses. L’objectif était de 

comparer les ARNm transcrits et les ARNm traduits dans des échantillons enrichis en 

CSC/progénitrices ou en cellules tumorales plus différenciées.  

Nous avons pour cela développé au sein du laboratoire la méthode de ribosome profiling, 

méthode utilisée par très peu de laboratoires à travers le monde. En me basant sur l’activité 

aldéhyde déshydrogénase (ALDH), reconnue comme un marqueur des CSC dans le cancer 

colorectal, j’ai trié par cytométrie en flux 10% de la population de cellules ALDHlow, 

correspondant aux cellules tumorales les plus différenciées et 10% de la population de 

cellules ALDHbright, correspondant aux cellules souches/progénitrices. Plus de vingt tris 

cellulaires ont été nécessaires afin d’obtenir suffisamment de matériel pour réaliser une 

analyse transcriptomique et un ribosome profiling ; malheureusement une partie des 

échantillons s’est dégradée durant la procédure. Nous avons donc soulevé plusieurs 

problèmes concernant la méthodologie employée et ceci nous a amené à nous concentrer 

sur l’optimisation de la méthode de ribosome profiling afin de l’adapter à l’étude d’un nombre 

restreint de cellules, correspondant à une population rare, telles que les CSC.  

Nous n’avons pour l’instant pas été en mesure de comparer la régulation traductionnelle au 

sein des CSC, mais une partie des échantillons produits à partir de ces tris ont tout de même 

permis la réalisation d’un transcriptome et d’un méthylome. Le transcriptome comparatif 

entre la population ALDHbright et ALDHlow a permis de mettre en évidence une expression 

différentielle de gènes impliqués dans le cycle cellulaire. Ces analyses constituent des 

résultats préliminaires nécessaires pour un autre projet développé dans le laboratoire, et un 

traductome sera réalisé sous peu. 
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Durant la suite de ma thèse, je me suis consacrée à l’identification et la caractérisation de 

protéines ribosomiques pouvant être impliquées dans certaines étapes clés de la 

tumorigénèse colorectale. 

Grâce à une collaboration avec une des équipes phares du domaine (Laboratoire du Dr 

Qian, Cornell University) nous avons à notre disposition une banque d’ARN interférents (sh-

RNA) dirigés contre les 80 protéines ribosomiques. En me basant sur un crible préléminaire 

et sur les quelques données de la littérature je me suis focalisée sur deux 

protéines appartenant à la grande sous-unité ribosomique: RPL13 et RPL22.  

 

Dans la partie suivante, je présente uniquement certains des résultats obtenus au 

cours de ma thèse ; ceux-ci seront divisés en trois parties : 

 Les antibiotiques inhibent la formation de sphères en culture en suspension 

 Le rôle de RPL22 dans certaines étapes du cancer colorectal  

 Le rôle de RPL13 dans certaines étapes du cancer colorectal 
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PARTIE I. L’utilisation de certains antibiotiques

inhibe la formation de sphères en culture.

Introduction 

 

TITRE : “Antibiotics inhibit sphere-forming ability in suspension culture” 

Sébastien Relier*, Laura Yazdani*, Oualid Ayad*, Armelle Choquet, Jean-François 

Bourgaux, Michel Prudhomme, Julie Pannequin, Françoise Macari and Alexandre David. 

Cancer Cell International, 2016  

* Sébastien Relier, Laura Yazdani et Oualid Ayad sont co-premier auteurs 

 

Malgré les progrès significatifs réalisés au cours de ces dernières années dans le diagnostic 

et le traitement du cancer colorectal (CCR), ce dernier représente une cause majeure de 

mortalité à travers le monde (Jemal et al., 2011). Ce fort taux de mortalité est lié à 

l’apparition de métastases (40 à 50 % des patients) ; faisant chuter les taux de survie à 5 ans 

de 90% à seulement 10% (Haggar e Boushey, 2009). Ces éléments convergent vers la 

nécessité d’une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires et cellulaires 

accompagnant les processus métastatiques, ainsi que la conception de nouvelles stratégies 

thérapeutiques adaptées. Ce besoin a conduit au développement de systèmes de culture en 

suspension, tel que les « tests de formation de sphères », permettant de refléter l’initiation et 

l’hétérogénéité tumorale in vivo. La croissance des micro-tumeurs de type sphéroïde en 

culture non-adhérente et sans sérum (Schmeichel e Bissell, 2003) nécessite l’acquisition 

d’un phénotype de cellules souches cancéreuses caractérisé par l’autorenouvèlement, la 

multipotence, la chimiorésistance et des propriétés métastasiques (Vermeulen et al., 2008). 

Dans le cas du CCR, ce modèle de culture cellulaire est souvent utilisé dans le but d’évaluer 

le potentiel tumorigène (Weiswald et al., 2009). 

 

Les antibiotiques sont souvent utilisés dans la culture cellulaire pour prévenir la 

contamination par des organismes microbiologiques ; cependant cette pratique reste 

controversée. En effet, l’utilisation courante d’antibiotiques peut favoriser le développement 
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de souches résistantes et de contaminants tels que les mycoplasmes ou les virus. Le 

cocktail de pénicilline et de streptomycine (P/S) est recommandé par l’Americain Type 

Culture Collection (ATCC), mais ce centre de bio-ressources préconise également d’éviter 

l’utilisation d’antibiotiques dans la culture cellulaire de routine et prévient de son utilisation au 

long terme. Bien que l’on puisse s’affranchir de l’utilisation de la combinaison 

antimicrobienne (P/S) dans la culture régulière, celle-ci devient une condition préalable pour 

établir une lignée cellulaire à partir de biopsies colorectales, ces dernières étant fortement 

contaminées par des microorganismes. L’effet du cocktail (P/S) dans les cultures en trois 

dimensions (3D) de cellules cancéreuses n’a jamais été étudié malgré le fait que plusieurs 

auteurs aient exprimé des inquiétudes concernant l’utilisation des antibiotiques, plus 

particulièrement dans les conditions de culture sans sérum (Laurent et al., 1990; Fukuda et 

al., 1991; Yang et al., 1995; Mingeot-Leclercq e Tulkens, 1999; Schacht, 1999; El Mouedden 

et al., 2000; Hendrix et al., 2001; Keeling e Bedwell, 2002; Cohen et al., 2006)  

 

Afin d’améliorer les conditions de culture en suspension, favorisant la survie et la croissance 

de cellules souches cancéreuses, nous avons testé l’impact des antibiotiques dans la culture 

en suspension. Nos résultats indiquent que l’addition de (P/S) déclenche une diminution de 

la formation des sphères dans six lignées de cellules cancéreuses obtenues à partir de trois 

origines tissulaires distinctes. Cet effet est proportionnel à la concentration de (P/S) utilisée 

et corrèle avec la réduction de la population de cellules souches cancéreuses. 
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Discussion et perspectives 
 

Le but de cette étude était d’évaluer l’impact de l’ajout des antibiotiques sur la culture en 3D 

de lignées cellulaires cancéreuses. Nous nous sommes concentrés sur la combinaison la 

plus couramment utilisée de pénicilline et de streptomycine. Par opposition avec les 

précédentes études (Freedman e Shin, 1974), l’ajout de P/S n’a pas eu d’effet significatif sur 

la prolifération des cellules dans les conditions de culture en adhérence. Cependant, les 

résultats de cette étude ont révélé une forte diminution du nombre de sphères après 

l’addition de (P/S). Comme le suggère les résultats des expériences de marquage ALDH, cet 

effet pourrait résulter d’une diminution spécifique de la population présentant un phénotype 

de cellules souches cancéreuses (CSC). Nous supposons que la perte du phénotype CSC 

déclenche l’apoptose cellulaire, probablement suite à une resensibilisation à l’anoikis 

(Malagobadan e Nagoor, 2015). Dans l’ensemble, cette étude met en garde contre l’ajout 

systématique d’antibiotiques dans les milieux de culture cellulaire, en particulier dans les 

cultures en suspension. 

La prévention des contaminations est un défi constant dans la culture cellulaire, mais elle 

doit être abordée avec prudence. En effet, la dépendance à l’égard des antibiotiques conduit 

à de mauvaises pratiques aseptiques, à l’augmentation de contamination par les 

mycoplasmes et à une augmentation de la résistance aux antibiotiques par les 

microorganismes. 

 

Quelles autres alternatives pourrait-il y avoir à l’ajout du cocktail (P/S) pour prévenir la 

contamination des milieux de culture cellulaire? 

D’un point de vue pratique, la plupart des cultures cellulaires peuvent généralement être 

réalisées en absence d’antibiotiques, mais cela nécessite une gestion adaptée aux besoins 

spécifiques des conditions de travail du laboratoire. Atteindre et maintenir une bonne 

pratique aseptique est essentielle, en particulier lorsque l’on travaille avec des cultures 

précieuses. Néanmoins, dans certaines circonstances, telles que l’isolement de cellules à 

partir de biopsies humaines, une procédure de décontamination ne peut être évitée. Les 

antibiotiques ne doivent être utilisés qu’en dernier ressort pour les applications à court terme 

et il est conseillé de les retirer de la culture dès que possible. Enfin, nous recommandons 

une utilisation avec précaution des antibiotiques de la famille des Aminosides 

(Streptomycine, Gentamycine, kanamycine…) dont les propriétés intrinsèques, de par leur 

liaison à l’ARN, peuvent avoir une incidence sur l’expression des gènes ainsi que sur les 
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propriétés cellulaires. Une autre alternative serait de réduire de moitié la concentration 

utilisée par rapport à celle recommandée (FIGURE 3B). 

 

Trois hypothèses dans lesquelles la streptomycine jouerait un rôle central, en 

s’associant à des structures d’ARN 

Tout d’abord, alors que la streptomycine cible d’une façon spécifique la sous-unité 

ribosomique procaryote 30S, elle peut aussi s’associer aux ribosomes eucaryotes lorsque 

certaines conditions structurales sont remplies (Ierusalimskii et al., 1963; Bayliss e Vinopal, 

1971; Bayliss e Ingrahm, 1974). En analysant le profil de polysomes des cellules T84 

cultivées en conditions adhérentes, nous n’avons observé aucun effet quantitatif sur la 

synthèse globale des protéines suite à l’ajout du cocktail (P/S) (FIGURE. 6). Cependant, ceci 

n’élimine pas la possibilité d’un changement subtil et « qualitatif », qui pourrait avoir une 

incidence sur une population mineure de ribosomes sensibles à la streptomycine. 

Ensuite, la streptomycine pourrait affecter la traduction mitochondriale et plus 

particulièrement celle des CSC. Ceci est en adéquation avec une étude récente qui suggère 

que les antibiotiques ciblant le ribosome procaryote affectent spécifiquement l’activité 

mitochondriale dans les cellules souches cancéreuses et déclenchent une mort cellulaire 

(REF24). Néanmoins, cela n’explique pas pourquoi l’activité mitochondriale n’a pas 

d’incidence sur la culture en adhérence, où la prolifération élevée nécessite un taux élevé de 

synthèse de protéines. 

Enfin, la streptomycine pourrait s’associer à certaines structures en épingle à cheveux de 

l’ARN et interférer avec le traitement ou la fonction de l’ARN. En effet, bien que les 

Aminosides soient principalement utilisés comme agents thérapeutiques pour cibler les 

bactéries, ils peuvent se lier de manière non sélective à une variété d’ARN qui possèdent 

des structures en tige-boucle caractéristiques, telles que les ARN viraux ou non codants 

(Ennifar et al., 2006; Bose et al., 2012). Une étude récente suggère la possibilité que les 

Aminosides pourraient se lier aux précurseurs d’ARN oncogènes possédant une structure 

tige-boucle et qu’ils inhiberaient ainsi leur maturation en miARN fonctionnels (Tran et al., 

2015). Cette hypothèse est plausible compte tenu de la complexité des cellules cancéreuses 

(Pe ina-Šlaus e Pe ina, 2015) et de la grande importance des réseaux miARN dans la 

régulation des propriétés des CSC (Sun et al., 2014; Malagobadan e Nagoor, 2015). 

En conclusion, cette étude met en garde contre l’utilisation systématique des antibiotiques 

dont les mécanismes d’action ne sont pas entièrement élucidés ; en effet, elle pourrait 

entraîner des biais expérimentaux qui entraveraient l’interprétation des résultats. Alors que le 
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mécanisme précis par lequel la (P/S) inhibe la capacité de formation de sphères reste à 

déterminer, cette étude suggère la possibilité d’utiliser les antibiotiques comme outil 

thérapeutique permettant de cibler spécifiquement les CSC. Ceci pourrait être 

particulièrement intéressant si nous considérons le fait que de nombreux antibiotiques 

possèdent déjà une autorisation d’utilisation par les différentes autorités de santé publique. 

D’un point de vue moléculaire, l’implication de la streptomycine dans l’inhibition du potentiel 

de formation des sphères par l’altération des fonctions ou du traitement de certains ARN 

pourrait permettre d’identifier de nouveaux mécanismes impliqués dans l’acquisition et le 

maintien du phénotype souche. Ceci pourrait notamment conduire à l’identification de 

nouveaux ARN à cibler pour les futures thérapies anti-cancéreuses.  

L’objectif futur est de comprendre par quels mécanismes la streptomycine inhibe la formation 

des sphères dans les cultures en suspension. Le but étant d’explorer la possibilité de son 

utilisation en tant que thérapie adjuvante, en association à un protocole de chimiothérapie 

conventionnel. En ciblant les CSC, cette nouvelle application pourrait contribuer à diminuer 

les rechutes et inhiber les processus métastasiques.  
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PARTIE II. Etude du rôle de RPL13 dans un modèle

de cancer colorectal

 

1. Introduction 
 

Ce chapitre porte sur l’étude de RPL13 dans le contrôle traductionnel au cours de la 

tumorigenèse colorectale. Afin d’introduire les résultats obtenus dans ce 3ème volet 

développé au cours de ma thèse, je vais vous présenter quelques données issues de la 

littérature au sujet de RPL13. 

 

1.1. Généralités sur RPL13 
 

Le gène RPL13, codant pour une protéine ribosomique appartenant à la grande sous-unité 

60S, est situé sur le chromosome 16 en position 16q24.3. Ce gène code pour 7 variants 

d’épissage, dont seulement 4 sont codants. Ces 4 variants aboutissent à 3 isoformes 

protéiques, dont la forme majoritaire représente 211aa (24,3kDa). 

La protéine RPL13 est située en périphérie du ribosome, au contact de RPL4, L15, L18, L28, 

L35 et L36 (FIGURE 29). Les études menées chez la levure semblent indiquer que RPL13 est 

intégrée dans les phases précoces de la biogénèse des ribosomes et qu’en son absence la 

grande sous-unité ne soit pas exportée dans le cytoplasme (Pöll et al., 2009); (Ohmayer et 

al., 2013; Gamalinda et al., 2014). 

 

1.2. RPL13 et traduction localisée 
 

Comme nous l’avons abordé en introduction, un enrichissement en protéines ribosomiques, 

dans certains compartiments subcellulaires, indiquerait une possible implication de ces 

protéines dans des mécanismes de contrôle traductionnel localisé (chapitre 2.2.2.1.1.1). 

Concernant RPL13, deux études suggèrent qu’elle pourrait être impliquée dans de tels 

mécanismes. 
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Figure 29 : Modélisation 3D de la grande sous unité ribosomique humaine faisant apparaître la position de RPL13 au sein

du ribosome. (A) Vue de l’interface et (B) vue du solvant. La protéine RPL13 est représentée en vert et les ARNr 5s, 5.8S et

28S sont représentés respectivement en rouge, bleu et gris. Sur la grande sous unité nous retrouvons la protubérance

centrale (CP), la tige L1 et la tige P. 
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En effet, chez le mollusque Aplysia, un transcriptome comparatif entre les centres cellulaires 

et les prolongements des neurones sérotoninergiques a permis d’identifier RPL13 parmi les 

transcrits exprimés de manière différentielle entre ces deux compartiments (Moroz et al., 

2006). En accord avec l’hypothèse émise par Moccia en 2003, cette étude suggère que les 

protéines présentes à la surface du ribosome puissent être assemblées localement pour 

permettre une synthèse locale et spécifique des protéines (Moccia et al., 2003). 

 

Dans un contexte pathologique cette fois, RPL13 a été caractérisée dans une étude visant à 

identifier des protéines pouvant être impliquées dans la régulation de la formation des 

pseudopodes au cours de la migration dans les processus métastatiques (Shankar et al., 

2010). En effet, une analyse des transcrits par microarray ainsi qu’une analyse protéomique 

ont permis d’identifier RPL13 parmi 19 protéines spécifiquement enrichies dans les 

pseudopodes de six lignées cellulaires métastatiques humaines. La présence d’autres 

protéines ribosomiques, ainsi que celle du facteur d’initiation eIF4E, suggère la possibilité 

d’une traduction localisée au niveau des pseudopodes et une implication de RPL13 dans ce 

processus.  

 

1.3. RPL13 et cancer 
 

Les premières études faisant état d’une possible implication de RPL13 dans les processus 

tumoraux remontent au début des années 90. C’est en 1992 que l’équipe de Adams identifia 

pour la première fois, par l’analyse différentielle d’une banque d’ADNc, un ARNm dont les 

taux étaient significativement plus élevés dans les lésions mammaires bénignes que dans 

les carcinomes (Adams et al., 1992). La protéine, déduite de la séquence nucléotidique, est 

une protéine hautement basique de 211 acides aminés, sans séquence signal ou 

transmembranaire mais présentant deux signaux potentiels de localisation nucléaire ; 

l’ensemble des données d’analyse de séquence suggère qu’il pourrait s’agir d’une protéine 

de liaison aux acides nucléiques.  

Les expériences visant à caractériser cet ADNc ont montré qu’il pouvait s’hybrider à de 

multiples séquences dans le génome humain et celui d’autres mammifères, et à des 

séquences génomiques uniques chez Drosophila, Physarum et Schizosaccharomyces 

Pombe ; ainsi cette ADNc représente une séquence génétique hautement conservée. Seul 

un transcrit majeur a été identifié dans les cellules humaines, orientant sur l’existence 

possible de plusieurs pseudogènes. Cependant, à cette époque, la comparaison avec les 
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bases de données disponibles de la séquence de nucléotides ou d’acide aminés n’a révélé 

aucune homologie avec des gènes répertoriés.  

Les auteurs ont nommé le gène correspondant à l’ADNc ainsi identifié : breast basic 

conserved gene (BBC1) et un possible rôle en tant que gène suppresseur de tumeur dans le 

cancer du sein lui a été attribué ; cependant, quelques années plus tard, des données 

contradictoires concernant ce rôle potentiel ont été publiées (Moerland et al., 1997).  

En 1995, cette même équipe a étudié l’expression de BBC1 dans un contexte physiologique 

cette fois. Les données obtenues suggèrent que l’ARNm de BBC1 est exprimé à tous les 

stades du développement de Drosophila melanogaster avec cependant des variations, 

puisque le niveau d’expression de RPL13 est maximal pendant l’embryogenèse (Helps et al., 

1995). C’est au cours de cette même étude que les auteurs ont identifié des similarités de 

séquence entre les prédictions des protéines codées par l’ARNm de BBC1 et la protéine de 

la grande sous-unité ribosomique de rat L13 (Olvera e Wool, 1994); c’est à cette occasion 

que le gène BBC1 a été renommé RPL13. 

Ensuite, en 1999 l’expression de BBC1 a été identifiée comme dérégulée dans le cancer de 

la prostate (Hügel e Wernert, 1999). Les auteurs ont montré que BBC1 est moins exprimé 

dans les cancers réfractaires aux traitements hormonaux, qui sont de mauvais pronostique, 

que dans les cancers de la prostate répondant aux traitements hormonaux, et qui sont de 

meilleur pronostique. Dans les cancers de la prostate, la perte d’hétérozygotie au niveau 16q 

a été observée dans de nombreuses études et la perte de l’allèle 16q est significativement 

plus élevée dans les cas de cancers terminaux et métastatiques que dans les premiers 

stades tumoraux localisés. Cette étude suggère de nouveau un possible rôle suppresseur de 

tumeur pour ce gène. 

La première étude faisant état d’une probable implication de RPL13 dans le cancer 

colorectal remonte à 2006 (Kobayashi et al., 2006). Les auteurs ont mis en évidence un rôle 

potentiel de RPL13 dans la prolifération et la viabilité des cellules de cancer gastro-intestinal 

humaines. En effet, il semblerait que l’inhibition de l’ARNm de RPL13 dans la lignée de 

cancer gastrique NUGC4 et de cancer colorectal HCT116 inhibe la croissance cellulaire, 

induise un arrêt du cycle, et diminue la tumorigénicité de ces cellules. De plus, cette étude 

fait état d’une corrélation inverse entre l’expression de RPL13 et la sensibilité à la 

chimiothérapie in-vitro.  

Ensuite, l’expression de l’ARNm de RPL13 a été évaluée par RT-qPCR dans des 

échantillons de tissus de cancer gastro-intestinal. L’augmentation d’expression de RPL13 a 

été retrouvée dans 28% des cancers gastriques, 41% des cancers colorectaux et 20% des 

cancers hépatiques comparativement à son expression dans le tissu sain adjacent 
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correspondant. Le niveau d’expression de RPL13 corrèle avec les stades avancés de cancer 

gastrique ; bien que non significative, il semblerait qu’il existe le même type de corrélation 

dans le cancer colorectal.  

L’ensemble des données issues de cette étude suggère que RPL13 pourrait être impliqué 

dans la viabilité des cellules de cancer gastro-intestinal et que les niveaux élevés de son 

expression pourraient être en partie responsable de la résistance aux traitements par 

chimiothérapie. Les auteurs suggèrent également que l’expression de RPL13 pourrait être 

utilisée comme marqueur prédictif de la réponse aux traitements par chimiothérapie dans les 

cancers gastro-intestinaux. 

 

Plus récemment, le rôle de RPL13 a été étudié dans un modèle cellulaire de mélanome, 

dans lequel son inhibition altère la viabilité des cellules (Kardos et al., 2014). D’un point de 

vue mécanistique, cette étude révèle que la diminution d’expression de RPL13 induit une 

augmentation de la stabilité de p53 médiée par l’interaction de RPL5 et RPL11 avec MDM2 

(activation de la voie RP-MDM2-p53), aboutissant in-fine à l’induction de l’apoptose. 

 

Les données de la littérature au sujet de RPL13 font état de dérégulations de son 

expression dans différents types de cancer (sein, prostate, gastro-intestinal). 

Cependant ces études, pour la plupart descriptives, s’intéressent majoritairement à 

l’expression des transcrits et non pas à l’expression de la protéine.  

Bien que RPL13 semble indispensable au processus de biogenèse du ribosome, son 

rôle exact dans la carcinogenèse demeure incompris. Cependant, son enrichissement 

au niveau de certains compartiments subcellulaires suggère qu’elle puisse être 

impliquée dans la traduction localisée.  

 

Dans cette étude, nous proposons d’étudier plus en détail le rôle de RPL13 dans la 

carcinogenèse colorectale et tout particulièrement l’impact de son expression sur le 

phénotype cellulaire et l’acquisition de propriétés fonctionnelles. Puis par le biais 

d’étude du transcriptome et du traductome, nous espérons mettre en lumière des 

mécanismes de contrôle traductionnel exercé par RPL13. Enfin, le développement 

d’un outil d’édition génique, permettant une dégradation immédiate et contrôlée de la 

protéine nous permettra de dissocier son rôle de chaperonne nucléaire de celui 

qu’elle exerce au sein du ribosome mature dans le cytoplasme. 
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2. Résultats 
 

2.1. La modification de l’expression de RPL13 induit des changements 
morphologiques 

 

Afin d’étudier une éventuelle implication de RPL13 dans le contrôle traductionnel, nous 

avons cherché à inhiber son expression dans un modèle cellulaire de cancer colorectal. 

L’objectif initial était de pouvoir étudier l’effet de cette déplétion sur différents critères 

phénotypiques ainsi que sur la traduction d’un point de vue global et spécifique. 

 

Dans un premier temps, nous avons opté pour une approche par sh-RNA nous permettant 

d’établir une lignée stable dans laquelle l’expression de RPL13 serait inhibée (sans toutefois 

être abolie) de façon permanente.  

Les cellules SW620 ont été transduites à l’aide d’un vecteur lentiviral (Decipher shRNA 

Lentiviral Vector pRS19-U6-(sh)-Ubic-TagRFP-2A-Puro) contenant une séquence ciblant 

l’ARNm de RPL13. La construction que nous avons utilisée possède également un gène de 

résistance à la Puromycine ainsi qu’un gène rapporteur codant pour la red fluorescent 

protein RFP, ces deux éléments nous permettent de contrôler l’intégration et l’expression de 

notre transgène. Nous nous sommes assurés de l’intégration du sh-RNA en sélectionnant 

les clones résistants à la puromycine durant 2 semaines. Ce processus de sélection a été 

renouvelé pendant 1 semaine après chaque décongélation.  
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Figure 30 : L’inhibition de RPL13 dans la lignée SW620 entraîne un changement morphologique. Images de microscopie

photonique à contraste de phase (X10) réalisées 1 semaine après l’introduction du shRNA (images représentatives de n=3

expériences). L’echelle représentée par la barre correspond à 50µm.

A B 

Figure 31 : L’introduction du shRPL13 dans la lignée SW620 induit une diminution modérée de l’expression des transcrits

RPL13 et aucune inhibition de l’expression de la protéine. (A) Analyse par RT qPCR de l’expression de RPL13 dans la lignée

SW620 après normalisation par rapport à l’actine. n=5 dans chaque groupe. Les valeurs moyennes sont indiquées, les

barres d’erreurs représentent la déviation standard (SD) ****p<0.0001 (Unpaired t test) La lignée SW620 sh Ctrl sert de

contrôle et (B) Analyse par western blot dirigé contre RPL13. L’actine permet de contrôler la quantité de protéines

(représentatif de n=4 expériences). 
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Dans la première semaine suivant la transduction des cellules, nous avons pu observer 

des changements morphologiques drastiques (FIGURE 30). En effet, les cellules ayant reçu 

le vecteur lentiviral contenant le sh-RPL13 présentent des prolongements membranaires 

faisant penser à des pseudopodes et ceux-ci persistent jusqu’au 1er passage. 

Parallèlement nous avons transduit ces cellules avec des sh-RNA ciblant d’autres protéines 

ribosomiques, notamment RPL22, et nous avons pu constater que ce changement 

morphologique était spécifique à RPL13. 

Le niveau d’expression de RPL13 a ensuite été évalué par RT-qPCR ainsi que par western 

blot (FIGURE 31). 

Au cours des deux mois ayant suivi la transduction, nous avons pu observer une diminution 

de l’expression des transcrits de RPL13 de l’ordre de 30% par rapport au contrôle. 

Cependant aucune variation du niveau de la protéine n’a été mise en évidence. 

 

Par la suite nous avons contrôlé de nouveau l’expression de RPL13 par RT-qPCR et malgré 

le maintien de la pression de sélection, nous avons constaté un retour de son expression à 

un niveau basal (FIGURE 32). Parallèlement, nous avons vérifié par une analyse en cytométrie 

en flux l’expression du rapporteur RFP : nous avons constaté que celui-ci n’était plus 

exprimé dans la lignée SW620 sh-RPL13 alors qu’il est toujours présent dans la lignée 

contrôle SW620 sh-Ctrl (FIGURE 33). Après trois échecs consécutifs d’établissement d’une 

lignée stable SW620 sh-RPL13, nous avons émis les deux hypothèses suivantes : 

- soit l’approche utilisée, notamment le processus de sélection, n’était pas appropriée, 

- soit les cellules exprimant le sh-RPL13 se divisaient peu, ce qui les vouait à 

disparaître au cours des passages. 

Nous avons alors décidé de modifier notre stratégie, et avons opté pour une approche par 

siRNA, permettant d’obtenir une inhibition transitoire et massive de RPL13. Nous avons 

introduit le si-RPL13 dans la lignée SW620 et nous avons contrôlé 72h après la transfection 

l’expression de l’ARN messager et de la protéine. 
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Figure 32 : Perte de l’inhibition de RPL13 dans lignée SW620 sh RPL13. Analyse par RT qPCR de l’expression de RPL13 dans

la lignée SW620 après normalisation par rapport à l’actine. 

Figure 33 : Perte de l’expression de la RFP dans la lignée SW620 sh RPL13. Analyse de l’expression de la RFP par

cytométrie en flux.  
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Figure 34 : L’utilisation du si RPL13 permet d’obtenir une diminution des transcrits et une diminution de l’expression de

la protéine. (A) Analyse par RT qPCR après normalisation par rapport à l’actine. n=2 dans chaque groupe. La lignée SW620

si Ctrl sert de contrôle et (B) Analyse par western blot dirigé contre RPL13. L’actine permet de contrôler la quantité de

protéines. n=2 dans chaque groupe. Les valeurs moyennes sont indiquées, les barres d’erreurs représentent la déviation

standard (SD) **p<0.01 (Unpaired t test).
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Figure 35 : L’inhibition de RPL13 induit le même changement morphologique dans quatre lignées cellulaires de cancer

colorectal. Images de microscopie photonique à contraste de phase (X10) réalisées 72h après l’introduction du si RPL13

dans les lignées SW620, HCT116, CRC1 et RKO. L’échelle représentée par la barre correspond à 50µm. 
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Tout d’abord, nos résultats par qPCR et western blot confirment que l’approche par siRNA 

permet de diminuer significativement l’expression de RPL13 au niveau de l’ARN messager et 

de la protéine (respectivement 86% et 71%). 

De plus, nous avons été en mesure de reproduire le changement morphologique 

observé précédemment (FIGURE 35), cette fois-ci en utilisant un si-RPL13. Par ailleurs, cette 

observation a été confirmée dans quatre lignées différentes : trois lignées commercialisées 

par l’ATCC, métastatique (SW620) et non métastatiques (RKO, HCT116), et une lignée 

primaire établie au laboratoire à partir d’un échantillon tumoral de patient (CRC1). Enfin, un 

siRNA ciblant RPL22 ne permet pas d’obtenir ce phénotype au niveau morphologique. 

La modification morphologique que nous avions initialement observée dans la lignée 

SW620 sh-RPL13 semble donc être spécifique d’une diminution de l’expression  de 

RPL13 et n’est pas dépendante d’un contexte mutationnel propre à la lignée SW620. 

Afin de mieux comprendre le mécanisme conduisant à ce changement morphologique, nous 

avons entrepris d’étudier l’effet de l’inhibition de RPL13 sur la régulation traductionnelle. En 

effet, RPL13 n’a pas de fonction extra-ribosomique connue, nous n’avons pas été en mesure 

de la détecter dans les fractions libres, il est donc probable que nous observions un effet au 

niveau de la traduction. 

2.2. L’inhibition de RPL13 altère la traduction globale et spécifique 
 

Pour étudier l’effet de la déplétion de RPL13 sur la traduction globale, nous avons utilisé 

deux méthodes différentes : 

1- la méthode Surface Sensing of Translation (SUnSET) associée à l’utilisation de 

siRNA possédant une étiquette fluorescente FAM; la présence de cette étiquette 

nous permet de contrôler que les cellules en cours de traduction ont bien intégré le 

si-RPL13, 

2- la réalisation d’un profil de polysomes à partir de gradient de sucrose.  

. 
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Figure 37 : L’inhibition de RPL13 dans la lignée SW620 entraîne une altération du profil de polysomes. (A) Profil de

polysomes réalisé 72h après l’introduction du si RPL13 dans la lignée SW620 et (B) Western blot réalisé sur les fractions

polysomales et dirigé contre RPL13 et RPL22. RPL22 sert de contrôle (représentatif de n= 2 expériences). 

Figure 36 : Le taux de traduction global est diminué dans les cellules ayant intégré le siRPL13. Evaluation de l’activité

traductionnelle par cytométrie en flux avec la méthode SUnSET 72h après l’introduction du si RPL13 dans la lignée SW620.

Anticorps Iaire anti Puromycine mouse et IIaire anti mouse Alexa 647. 
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Tout d’abord, l’analyse par cytométrie en flux nous a permis de confirmer que le siRNA 

fluorescent était présent dans la majorité des cellules ayant été transfectées. Par SUnSET, 

72h après avoir intégré le si-RPL13, les cellules continuent à traduire avec une 

diminution du taux de traduction apparent de l’ordre de 35% par rapport au contrôle 

(FIGURE 36). 

L’étude du profil polysomal révèle que l’inhibition de RPL13 entraîne une altération de la 

traduction globale, avec une absence de la sous-unité 60S et une diminution de 39,5% 

du pic de monosome et de polysomes. Parallèlement, nous pouvons observer une 

accumulation de la sous-unité 40S (FIGURE 37A). 

Afin d’évaluer la présence de RPL13 dans les ribosomes en cours de traduction après 

intégration du siRNA nous avons réalisé un western blot sur les différentes fractions 

polysomales (FIGURE 37B). Il semblerait qu’au sein des ribosomes traductionnellement actifs, la 

protéine RPL13 soit toujours présente. Il est important de noter que, contrairement à la 

protéine RPL22, la protéine RPL13 n’est pas détectée dans la fraction libre, suggérant que 

son expression cytoplasmique se limite à son intégration dans le ribosome. Par ailleurs, 

l’altération de la formation de la sous-unité 60S entraîne une accumulation de la protéine 

RPL22 dans la fraction libre. 

Le fait que la sous-unité 60S ne soit plus visible sur le profil de polysomes, associée à une 

forte mortalité cellulaire au bout de quelques jours (FIGURE 38), suggère une éventuelle 

altération de la biogenèse des ribosomes induite par l’inhibition de RPL13. Afin de le 

confirmer, nous avons initié une collaboration avec l’équipe du Pr Denis Lafontaine 

(Université Libre de Bruxelles). Nous avons donc inhibé RPL13 dans la lignée HCT116, et 

nous leur avons transmis les lysats cellulaires pour lesquels une analyse de la biogenèse 

des ribosomes est en cours. Celle-ci comprend l’étude de différents paramètres : la 

maturation des pré-ARNr, l’accumulation des ARNr matures et l’étude de l’expression de la 

protéine p53. 

Nous avons donc été en mesure d’inhiber RPL13 avec le si-RNA et les deux méthodes que 

nous avons utilisées nous indiquent que la traduction globale est altérée par cette déplétion. 

De plus, les cellules laissées en culture après l’introduction du si-RPL13 ne survivent pas 

plus de quelques jours. 

Une autre question fondamentale à laquelle nous souhaitons répondre est de savoir si 

RPL13 exerce un rôle sur l'activité du ribosome, par exemple en lui conférant une spécificité 

sur l'engagement sélectif de certains ARNm. Pour cela, nous avons décidé d’utiliser la lignée 

HCT116, présentant les changements morphologiques les plus importants. Nous avons 
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transfecté cette lignée avec le si-RPL13 ou le si-Ctrl, puis au bout de 48h les cellules ont été 

récupérées et traitées de deux manières. Une partie a été lysée dans du TRIzol pour la 

réalisation d’un transcriptome et l’autre partie a été lysée et déposée sur un gradient de 

sucrose pour la réalisation d’un profil polysomal et d’une analyse par ribosome profiling  sur 

la fraction 80S et les polysomes (FIGURE 39). Les échantillons ainsi préparés sont actuellement 

en cours d’analyse. 
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Figure 38 : L’inhibition de RPL13 altère la survie des cellules. Images de microscopie photonique à contraste de phase

réalisées 96h (X10) et 6 jours (X4) après l’introduction dans la lignée SW620 du si RPL13. Après passage, les cellules SW620

si Ctrl reprennent normalement à l’inverse des cellules SW620 si RPL13. L’échelle, représentée par la barre correspond à

50µm. 

Figure 39: L’inhibition de RPL13 dans la lignée HCT116 entraîne une altération du profil de polysome. Profil de polysomes

réalisé 72h après l’introduction du si RPL13 dans la lignée HCT116 (représentatif de n= 3 expériences). La lignée HCT116 si

Ctrl sert de contrôle. 
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Les résultats que nous avons obtenus indiquent que RPL13 semble être indispensable 

à la formation de la sous-unité 60S et que sa déplétion ne soit pas compatible avec la 

survie des cellules. Parallèlement, la baisse d’expression de RPL13 induit un 

changement morphologique reproductible par différentes approches et dans 

différentes lignées cellulaires.  

Afin de permettre la caractérisation de cette protéine, nous avons alors entrepris de 

développer un outil nous permettant de diminuer l’expression de la protéine tout en 

nous affranchissant de son rôle de chaperonne au cours de la biogenèse des 

ribosomes.  

Cet outil, basé sur la technologie d’édition génique CRISPR/Cas, devrait nous 

permettre, d’une part de moduler l’expression de la protéine RPL13 endogène de 

manière inductible et dose dépendante, et d’autre part de cibler RPL13 au sein même 

du ribosome. 

 

2.3. Développement et validation de la lignée SW620 OsTIR1/RPL13-AID-GFP   
 

2.3.1. Introduction au système CRISPR/Cas  
 

2.3.1.1. Principe de l’outil d’édition génique CRISPR/Cas 
 

L’outil CRISPR, véritable révolution technologique, est apparu sur le devant de la scène il y a 

seulement 5 ans. Utilisé aujourd’hui par les laboratoires du monde entier, cet outil permet 

d’éditer et de modifier le génome des organismes avec une facilité déconcertante.  

Tout a commencé en 1987, lorsque Atsuo Nakata a mis en évidence des séquences 

répétées d’ADN dans le génome de la bactérie Escherichia Coli (Ishino et al., 1987). Ces 

courtes répétitions palindromiques groupées et régulièrement espacées, Clusterd regularly 

interspersed short palindromic repeats (CRISPR) correspondent à des séquences d’ADN de 

virus que les bactéries intègrent à leur propre génome. Ces séquences sont la base d’un 

système immunitaire adaptatif, développé par les bactéries afin de se protéger des virus 

bactériophages (Barrangou et al., 2007). Elles vont être transcrites de manière constitutive 

en ARN, et ces ARN vont agir comme des sondes permettant la reconnaissance de 

séquences complémentaires, correspondant à de l’ADN viral. En cas d’infection, le virus 

pourra alors être détecté puis éliminé ; pour ce faire, la bactérie dispose d’une enzyme, la 

CRISPR-associated protein 9 (Cas9), permettant d’induire une coupure double brin de l’ADN 

à l’endroit reconnu par la sonde.  
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C’est en 2012, qu’Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna ont eu l’idée de détourner ce 

système afin de l’utiliser comme des « ciseaux à découper l’ADN », permettant de modifier le 

génome (Jinek et al., 2012). La méthode est simple : il suffit d’introduire dans la cellule hôte 

des sondes d’ARN artificielles reconnaissant le gène d’intérêt ainsi que l’enzyme Cas9. La 

Cas9 sera dirigée vers le gène cible et coupera de manière séquence spécifique à l’endroit 

précis indiqué par la sonde (FIGURE 40).  

Ce système CRISPR/Cas, adapté aux cellules de mammifère est basé sur l’utilisation de la 

nucléase Cas9 qui, complexée à un ARN guide (ARNg) complémentaire de la séquence 

cible (Protospacer), clive l’ADN de façon spécifique en amont d’une séquence protospacer 

adjacent motif (PAM) localisée sur l’ADN génomique. La séquence PAM correspond à la 

séquence nucléotidique NGG (FIGURE 40A).  

L’action de la nucléase Cas9 guidée par l’ARNg aboutit donc à une coupure double brin de 

l’ADN génomique au niveau de la séquence cible. Ensuite, deux mécanismes de réparation 

peuvent avoir lieu : 1) Les deux extrémités peuvent se joindre, ce qui aboutit au knock-out du 

gène cible, 2) En présence de séquences homologues, insérées via un vecteur donneur 

(cassette de réparation), il va y avoir recombinaison homologue permettant de réaliser des 

knock-out/in, ou des réparations/délétions du gène (FIGURE 40B, C).  

Deux formes de nucléase Cas9 peuvent être utilisées. La Cas9 humanisée, réalisant un 

clivage double brin, et la Cas9 mutée « Nickase » réalisant un clivage sur un seul brin. La 

Nickase augmente la spécificité de la coupure, mais dans ce cas, deux ARNg sont 

nécessaires de manière à ce que chacun aboutisse au clivage d’un brin de l’ADN.
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Figure 40 : Représentation schématique du système CRISPR/Cas9. (A) Dans la cellule ont été introduits le plasmide codant

la Nickase Cas9, le plasmide codant le guide 1 et celui codant le guide 2. La Nickase Cas9 complexée aux guides 1 et 2

complémentaires de la séquence cible clive l’ADN en amont des séquences PAM. (B) L’introduction concomitante dans la

cellule de la cassette de réparation permet l’insertion d’un transgène par recombinaison homologue au niveau du site de

clivage. (C) Le transgène est alors présent au niveau d’un site spécifique de l’ADN génomique.  

A 
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2.3.1.2. Principe du dégron inductible par l’auxine (AID) 
 

Chez les plantes, il existe un système dans lequel l’hormone auxine contrôle l’expression de 

gènes dans différentes étapes de la croissance et du développement (Teale et al., 2006). 

Les hormones de la famille des auxines, telles que l’acide indole-3-acétique (IAA),  se lient à 

la protéine transport inhibitor response protein 1 (TIR1) pour permettre son interaction avec 

une forme spécifique de l’ubiquitine ligase SCF E3 (SCFTIR1) (Gray et al., 1999). L’ubiquitine 

est une petite protéine de 76 acides aminés, extrêmement conservée dans le monde vivant, 

dont le rôle principal consiste à marquer une protéine pour induire sa dégradation par le 

protéasome. Chez les autres eucaryotes on ne retrouve ni l’hormone auxine, ni la protéine 

TIR1, cependant ils partagent la voie de dégradation médiée par le SCF, ce qui permet 

d’introduire le dégron inductible par l’auxine dans des cellules non plantes afin de contrôler 

de manière conditionnelle la stabilité de protéines. Le système Auxin inducible degron (AID) 

permet de générer des mutants dans lesquels la dégradation rapide et réversible de 

protéines cibles est conditionnée par l’ajout d’auxine (Nishimura et al., 2009). 

La construction des mutants est dépendante de l’introduction de deux éléments dans la 

cellule. Le premier composant est la protéine TIR1, qui forme une ubiquitine ligase SCFTIR1 

fonctionnelle en s’associant au SCF endogène, qui est conservé chez tous les eucaryotes ; 

dans cette étude, nous avons utilisé la protéine TIR1 dérivée de Oryza sativa (OsTIR1), 

puisqu’elle fonctionne mieux à haute température que son homologue issu de A. thaliana 

(Nishimura et al., 2009). Le second composant est l’étiquette AID qui est fusionnée à la 

protéine d’intérêt au niveau du locus endogène du gène codant la protéine cible. Pour notre 

système, nous avons utilisé un fragment de 49 acides aminés issu de l’AID d’origine, appelé 

AID* et dont le poids moléculaire représente 5,1kDa. Nous avons également ajouté en fusion 

une étiquette GFP, nous permettant de visualiser la protéine endogène en microscopie ou en 

cytométrie en flux, et un gène de résistance à la néomycine. L’ensemble des protéines 

insérées en fusion à RPL13 représentant un poids moléculaire total d’environ 34 kDa (FIGURE

41). 
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Figure 41 : Schéma d’illustration du système AID. La liaison de l’auxine au TIR1 permet l’interaction entre le

TIR1 et le dégron AID situé au niveau de la protéine cible. Le complexe SCF TIR1 agit en tant qu’ubiquitine

ligase E3 entraînant la polyubiquitination du dégron AID. Il en résulte la dégradation par le protéasome de

la protéine cible. 



Partie II: Etude du rôle de RPL13 dans un modèle de cancer colorectal

157

2.3.2. Développement de la lignée 
 

Avant de débuter la construction, nous avons vérifié que la présence des protéines 

fusionnées à RPL13 n’entravait pas son intégration dans le ribosome. 

Nous avons donc introduit dans nos cellules un vecteur d’expression contenant la séquence 

de RPL13 additionnée d’une étiquette GFP en C-terminal (peGFP-N1-RPL13) ou en N-

terminal (peGFP-C3-RPL13). Suite à la transfection, nous avons contrôlé la présence de la 

GFP au sein des ribosomes ; pour ce faire, nous avons enrichi les complexes de forte 

densité (monosomes et polysomes) par sédimentation sur un coussin de sucrose, puis nous 

avons réalisé une analyse par western blot. 

L’analyse de nos échantillons par western blot nous confirme la présence de RPL13-GFP au 

sein des ribosomes puisque nous visualisons une bande d’environ 53 kDa, correspondant à 

RPL13 additionnée de la GFP. La position N-terminal ou C-terminal de la GFP ne semble 

pas avoir d’influence sur l’intégration dans le ribosome (FIGURE 42).  

La présence de l’étiquette GFP ne semble pas gêner l’intégration de RPL13 au sein du 

ribosome, qu’elle soit positionnée en C-terminal ou en N-terminal. 

Pour construire notre lignée SW620 OsTIR1/RPL13-AID-GFP, nous avons procédé en deux 

temps (FIGURE 43). Tout d’abord, nous avons établi la lignée parentale en introduisant par le 

biais d’une transduction virale un vecteur d’expression que nous avons construit codant pour 

OsTIR1 additionnée d’une étiquette c-myc et d’un gène de résistance à l’hygromycine. Après 

une période de sélection avec l’antibiotique, nous avons contrôlé la présence de l’OsTIR1 

dans deux clones différents par la réalisation d’un western blot ((FIGURE 44). 

Nous pouvons constater la présence d’une bande d’environ 80kDa correspondant à 

l’OsTIR1-Myc. Le clone 1, exprimant OsTIR1 de manière plus intense, a été conservé 

comme lignée parentale. 

Cette analyse par western blot nous confirme que nous avons établi une lignée SW620 

exprimant de manière stable l’OsTIR1. 
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Figure 42 : La présence de l’étiquette GFP ne gêne pas l’intégration de RPL13 au sein du ribosome. Western blots dirigés

contre RPL13 et réalisés après introduction des vecteurs peGFP RPL13 de surexpression de RPL13 situé en N terminal (N) ou

C terminal (C) de l’étiquette GFP à différentes concentrations (2.5µg, 5µg et 10µg). (A) sur le lysat cellulaire total ou (B) sur

les culots issus de la sédimentation sur coussin de sucrose 30%. L’actine permet de contrôler la quantité de protéines. 

A 

B 
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Lign e parentale SW620 OsTir1 myc 

Lign e mutante RPL13 AID GFP 

A 

B 

Figure 43 : Schéma de la construction de la lignée mutante SW620 OsTIR1/RPL13 AID GFP. (A) Dans un premier temps la

lignée parentale a été générée par la transduction d’un vecteur lentiviral codant OsTIR1 et un gène de résistance à

l’hygromycine. (B) Ensuite l’introduction simultanée dans la lignée parentale de la Nickase Cas9, des guides et de la cassette

de réparation a permis de générer la lignée mutante AID.
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Figure 44 : La lignée SW620 exprime de manière stable l’OsTIR1. Western blot dirigé contre c Myc réalisé sur la lignée

SW620 transduite avec le vecteur lentiviral codant OsTIR1 fusionnée à une étiquette c Myc 

Figure 45 : La lignée SW620 OsTIR1/RPL13 AID GFP exprime la GFP au niveau réticulaire et des nucléoles. Image en

microscopie de fluorescence (x64) des cellules SW620 exprimant RPL13 AID GFP. 



Partie II: Etude du rôle de RPL13 dans un modèle de cancer colorectal

161

Ensuite, par le biais de l’outil CRIPR/Cas, nous avons introduit au niveau du codon stop du 

gène RPL13 la cassette AID-GFP-Neo dans la lignée parentale SW620 OsTIR1.  

Pour ce faire, nous avons fait synthétiser un plasmide (pUC57-Rc RPL13) contenant le bras 

d’homologie de part et d’autre du codon stop de RPL13. Cette séquence a ensuite été sous-

clonée dans un plasmide (pUC57-AID-GFP-Neo) en amont des séquences AID-GFP-Neo ; 

nous avons ainsi obtenu notre plasmide donneur, contenant la cassette de réparation 

(pUC57-Rc RPL13-AID-GFP-Neo). Afin d’induire la recombinaison, nous avons introduit 

dans nos cellules SW620 OsTIR1, le plasmide donneur de manière concomitante avec les 

deux plasmides guide (pUC57-attBU6-sgRNA-Guide A et pUC57-attBU6-sgRNA-Guide B) et 

la Nickase Cas9.  

Après sélection avec la néomycine, nous avons contrôlé par microscopie la présence et la 

localisation de la GFP, ainsi que la fonctionnalité du système (FIGURE 45). Parallèlement, nous 

avons sélectionné des clones et nous avons vérifié l’insertion de la cassette par PCR 

génomique.  

 

Les images de microscopie de fluorescence indiquent la présence de la GFP au 

niveau des sites attendus, à savoir les nucléoles (lieu de biogenèse du ribosome) et le 

cytoplasme (marquage de type « réticulaire » typique des ribosomes).  

 

Pour valider le système, nous avons ensuite traité nos cellules avec de l’auxine et nous 

avons contrôlé par le biais d’une analyse en microscopie de fluorescence et en cytométrie en 

flux la présence de la GFP (FIGURE 46). 

Les images microscopiques réalisées à T0, 4h, 12h et 24h après traitement à l’auxine 

révèlent une perte de l’expression de la GFP au sein de nos cellules. Cette observation est 

confirmée par l’analyse en cytométrie en flux. De plus lorsque nous retirons l’auxine du 

milieu, la GFP redevient visible, le système est donc réversible (FIGURE 47). 

 

Notre lignée SW620 OsTIR1/RPL13-AID-GFP est fonctionnelle et réversible. Nous 

sommes en mesure de dégrader RPL13-GFP par l’addition d’auxine dans le milieu et 

de restaurer son expression en la retirant du milieu. 
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Figure 47 : Le traitement à l’auxine induit une perte de l’expression de la GFP. Images en microscopie de fluorescence

(x10) réalisées en absence de traitement (TO) ou 4h, 12h et 24h après traitement à l’auxine de la lignée SW620

OsTIR1/RPL13 AID GFP.

Figure 46 : Le système AID GFP est réversible. Analyse par cytométrie en flux des cellules SW620 OsTIR1/RPL13 AID GFP

après traitement à l’auxine puis après avoir retiré l’auxine du milieu. 

T0 + Auxine 96h Auxine 48h  

T0 4h 12h 24h 
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Avec l’outil CRISPR/Cas, la recombinaison homologue peut avoir lieu sur un bras ou sur les 

deux bras du chromosome cible. La réalisation d’une PCR génomique permet de vérifier 

comment s’est insérée la cassette, afin de pouvoir sélectionner les clones homozygotes.  

Malheureusement, parmi les 22 clones testés, nous n’avons obtenu que des clones 

hétérozygotes. De nouvelles expériences pour établir des clones homozygotes sont 

actuellement en cours.  

 

3. Discussion et conclusion 
 

Les dérégulations de la machinerie traductionnelle, que ce soit d’un point de vue global ou 

spécifique, sont une des caractéristiques majeures des cellules cancéreuses. Au cours de ce 

projet, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’identification et à la caractérisation 

de protéines ribosomiques pouvant être impliquées dans la régulation traductionnelle et 

l’évolution du cancer colorectal. En nous basant sur des données de la littérature et des 

résultats préliminaires obtenus dans le laboratoire, notre intérêt s’est entre autres porté sur la 

protéine ribosomique RPL13. En effet, les niveaux de transcrits et de protéine RPL13 varient 

entre le tissu sain et le tissu tumoral, suggérant une flexibilité de son expression ainsi que 

son implication dans la carcinogenèse colorectale (Kobayashi et al., 2006). Enfin, certaines 

études l’associent à des mécanismes de traduction localisée au niveau de sous-

compartiments cellulaires (Shankar et al., 2010). 

 

Ces observations nous ont amenés à poser les questions suivantes :  

1) RPL13 exerce-t-elle une influence sur le phénotype des cellules cancéreuses?  

2) RPL13 intervient-elle dans la régulation traductionnelle ? 

 

Pour répondre à ces questions, nous avons initialement entrepris d’inhiber cette protéine 

dans un modèle cellulaire de cancer colorectal par une approche de sh-RNA puis de si-RNA. 

Dès la première semaine suivant l’introduction du sh-RPL13, nous avons pu observer des 

changements morphologiques notables et spécifiques à RPL13, caractérisés par l’apparition 

de prolongements ressemblant à des pseudopodes. Par une approche si-RNA, nous avons 

été en mesure de reproduire la formation de ces prolongements et de généraliser ce 

phénomène dans quatre lignées cellulaires : trois commerciales issues de cancers primitifs 
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(HCT116 et RKO) ou de métastases (SW620) ainsi que dans une lignée primaire établie au 

laboratoire (CRC1). Cette observation suggère qu’il pourrait exister un lien entre le niveau 

d’expression de RPL13 et la formation de prolongements membranaires, potentiellement 

impliqués dans l’adhésion et/ou la migration cellulaire ; cette hypothèse serait en accord 

avec son enrichissement précédemment observé dans les pseudopodes (Shankar et al., 

2010) et les prolongements des neurones (Moroz et al., 2006). Pour l’heure nous n’avons 

pas été en mesure d’associer l’apparition de ce phénotype à des capacités migratoires 

particulières ; toutefois nous prévoyons de réaliser très prochainement des tests de migration 

en chambre de Bowden.  

 

Nous avons également constaté que l’inhibition de RPL13 altère considérablement la 

viabilité cellulaire. D’une part, nous n’avons pas pu établir une lignée sh-RPL13 maintenant 

une inhibition importante et constante de l’expression de la protéine. D’autre part, le système 

d’inhibition transitoire médié par l’introduction d’un si-RPL13 induit une mortalité cellulaire au 

bout de 5 jours. Cette observation n’est pas surprenante, comme décrit dans la littérature, 

RPL13 semble essentielle à la maturation des ribosomes chez la levure (Pöll et al., 2009) et 

son inhibition entraîne l’activation de la voie RP-MDM2-p53 dans une lignée cellulaire de 

mélanome, conduisant la cellule à l’apoptose (Kardos et al., 2014). Cependant, dans la 

lignée SW620 que nous avons utilisée la protéine p53 est mutée. L’altération de la 

croissance et la mort de nos cellules semblent donc être liées à un autre mécanisme distinct 

de la voie p53. Compte tenu du temps nécessaire à l’activation de la mort cellulaire (près de 

5 jours), et de l’effet sur la biogenèse des ribosomes mis en évidence par l’absence de la 

sous-unité 60S, nous pensons que la mortalité cellulaire fait suite à l’absence de synthèse 

protéique liée à la déplétion massive des ribosomes.  

 

Nous avons réalisé une étude de l’activité traductionnelle globale par le biais de deux 

approches: la méthode SUnSET et le profil de polysomes. La méthode SUnSET couplée à 

l’utilisation de siRNA possédant une étiquette fluorescente nous a permis d’étudier 

spécifiquement l’activité traductionnelle au sein des cellules ayant intégré le si-RPL13. Cette 

étude nous indique que les cellules dans lesquelles RPL13 est inhibée continuent à traduire 

avec toutefois une baisse d’environ un tiers des niveaux de synthèse protéique en 

comparaison avec les populations contrôles. L’étude des profils de polysomes confirme ces 

résultats : l’absence de RPL13 entraîne une diminution du nombre de monosomes et de 

polysomes ainsi qu’une inhibition de la biogenèse de la sous-unité 60S. Cependant le ratio 

monosome/polysome est identique; or si ces cellules avaient été soumises à un stress 
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cellulaire nous aurions pu observer une augmentation de la fraction monosomale. En 

revanche, la formation de la sous-unité 40S n’est pas altérée et par conséquent celle-ci 

semble s’accumuler.  

L’analyse par western blot de la composition du ribosome dans les différentes fractions ne 

semble pas indiquer l’existence de ribosomes en cours de traduction dans lesquels la 

protéine RPL13 ne serait pas présente. Toutefois, il peut s’agir d’une population minoritaire 

que nous ne sommes pas en mesure de détecter par la méthode que nous avons utilisée. 

De plus, il n’est pas exclu qu’il puisse exister des ribosomes fonctionnels sans RPL13, mais 

cette possibilité pourrait impliquer que RPL13 quitte le ribosome une fois la biogenèse 

correctement achevée; une sous-population de ribosomes dépourvus de RPL13, et 

traduisant activement pourrait alors être présente.  

Parallèlement, RPL13 n’est pas visible dans les fractions libres à l’inverse de la protéine 

RPL22 qui semble quant à elle s’accumuler dans la fraction libre lorsque la formation de la 

sous-unité 60S est altérée. Le fait que nous n’ayons pas détecté RPL13 dans la fraction libre 

n’exclut pas la possibilité de fonctions extra-ribosomiques. En effet, cela pourrait être lié aux 

conditions de notre étude et, comme mentionné plus haut, RPL13 pourrait à l’instar de 

RPL13a (Mazumder et al., 2003) être recruté en dehors du ribosome de manière 

conditionnelle suite à l’activation d’une signalisation spécifique. Une autre possibilité serait 

que RPL13 exerce une fonction extra-ribosomique dans le noyau, et dans ce cas nous ne 

pouvons la détecter dans la fraction libre. Les deux méthodes utilisées pour étudier la 

traduction globale suite à l’inhibition de RPL13 nous ont montré qu’il existe une traduction 

résiduelle. Celle-ci peut s’expliquer par le fait que les ribosomes soient stables et que leur 

temps de renouvellement est de quelques jours (4 à 5 jours) (Retz e Steele, 1980). De ce 

fait, 72h après l’introduction du si-RPL13, des ribosomes formés antérieurement, 

correctement assemblés et fonctionnels sont probablement toujours présents dans la cellule 

et capables de traduire. La question à laquelle nous tentons de répondre avec le ribosome 

profiling est justement de savoir ce que traduisent ces ribosomes résiduels. Les échantillons 

ont d’ores et déjà été séquencés et sont actuellement en cours d’analyse informatique.  

 

Afin de permettre la caractérisation du rôle de RPL13 au sein du ribosome mature, il nous 

fallait donc être en mesure de contrôler finement l’expression de la protéine sur un temps 

très court permettant de préserver la formation de la sous-unité 60S afin d’éviter la mort 

cellulaire.  

Nous avons donc entrepris de développer un système inductible, permettant de contrôler 

RPL13 au niveau de la protéine, de manière dose-dépendante et réversible. Nous espérons 
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avec ce système être en mesure de dégrader cette protéine ribosomique au sein même du 

ribosome fonctionnel.  

Pour ce faire, nous avons eu recours au système révolutionnaire d’outil d’édition génique, 

appelé CRISPR Cas9. Ce système nous a permis d’insérer en fusion en C-terminal de la 

protéine endogène un dégron inductible à l’auxine ainsi qu’une étiquette fluorescente GFP.  

Le système que nous avons établi semble fonctionnel et réversible ; en effet, nous avons pu 

observer en cytométrie de flux la présence de la GFP et en microscopie de fluorescence 

nous avons pu apprécier la localisation de cette GFP au niveau des sites attendus pour 

RPL13 (nucléolaire et réticulaire).  L’ajout d’auxine nous a permis d’inhiber l’expression de 

RPL13-GFP au sein de nos cellules et celle-ci a été rétablie lors du retrait de l’auxine du 

milieu. Cependant, parmi tous les clones que nous avons établis, aucun n’a intégré le 

transgène de manière homozygote. 

Il s’agit ici des tous premiers résultats ayant permis la validation de notre construction, et 

avant de pouvoir réaliser la caractérisation de RPL13 il nous reste encore quelques étapes à 

franchir. La première est l’obtention d’une lignée homozygote et celle-ci est actuellement en 

cours d’établissement. Ensuite, les premières expériences consisteront à inhiber 

progressivement RPL13 et à en évaluer l’effet sur la viabilité cellulaire, la traduction globale 

et le phénotype cellulaire. Parallèlement, nous l’inhiberons de manière drastique et sur des 

temps très court, puis nous isolerons les ribosomes afin de vérifier que RPL13 a bien été 

dégradée au sein des ribosomes correctement assemblés et fonctionnels, ensuite nous 

réaliserons un ribosome profiling pour apprécier les changements traductionnels spécifiques 

induit par cette déplétion. 

Cette construction nous offrira donc la possibilité 1) de moduler finement l’expression d’une 

protéine ribosomique (10-20%) et d’en évaluer l’effet sur le phénotype, 2) de dépléter le 

ribosome fonctionnel d’une protéine ribosomique afin de caractériser son rôle dans la 

traduction tout en s’affranchissant de son implication dans la biogenèse. 

 

Parallèlement à ces expériences, une analyse de la biogenèse du ribosome après inhibition 

de RPL13 est en cours. Cette étude nous permettra de confirmer par une autre approche le 

défaut de biogenèse que nous avons suspecté suite à l’analyse des profils de polysomes 

des lignées SW620 sh-RPL13.  
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Cette étude sur le rôle de RPL13 dans la tumorigénèse colorectale ouvre des 

perspectives d’exploration prometteuses. En effet, les résultats que nous avons 

obtenus suggèrent que RPL13 serait impliqué dans la morphologie des cellules de 

cancer colorectal et il paraît intéressant d’étudier une éventuelle corrélation entre ces 

changements morphologiques et le phénotype particulier des cellules cancéreuses. 

La déplétion de RPL13 semble létale pour nos cellules, et ce indépendamment du 

statut p53 ; nous avons pu relier cette observation à un défaut de traduction induit par 

une altération de la formation de la sous-unité 60S. Afin de comprendre à quel niveau 

cette altération intervient, nous avons entrepris une étude de la biogenèse des 

ribosomes en absence de RPL13. La létalité induite par la déplétion de RPL13 nous a 

conduit à développer un outil permettant de dégrader la protéine endogène et ce de 

manière dose-dépendante et réversible. Nous espérons avec cet outil pouvoir obtenir 

des ribosomes fonctionnels dépourvus de RPL13 ; cet outil pourrait permettre de 

révolutionner l’étude des protéines ribosomiques rendu délicate par la finesse de la 

régulation de la biogenèse des ribosomes.  

La réalisation d’un transcriptome couplé à un ribosome profiling devrait nous 

permettre d’identifier des cibles impliquées dans les changements morphologiques 

observés mais également de mettre en lumière une régulation traductionnelle 

spécifique impliquant RPL13. 

L’ensemble de ces données permettra, nous l’espérons, une meilleure compréhension 

du rôle joué par RPL13 dans la carcinogenèse colorectale. 
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PARTIE III : Etude du rôle de RPL22 dans un modèle

de cancer colorectal

 

1. Introduction 
 

Ce chapitre porte sur l’étude de RPL22 dans le contrôle traductionnel au cours de la 

tumorigénèse colorectale. Afin d’introduire les résultats obtenus dans ce 3ème volet 

développé au cours de ma thèse, je vais vous présenter une brève revue de la littérature au 

sujet de RPL22. 

 

1.1. Généralités sur RPL22  
 

La protéine RPL22 est une petite protéine de 15KDa. C’est un composant externe de la 

grande sous-unité ribosomique 60S, au sein de laquelle elle est incorporée lors des stades 

tardifs de la biogenèse (Auger-Buendia et al., 1979). Positionnée à distance de l’interface 

entre les sous-unités des ribosomes, elle est facilement extractible (FIGURE 48). 
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Figure 48: Modélisation 3D de la grande sous unité ribosomique humaine faisant apparaître la position de RPL22 au sein

du ribosome. (A) Vue de l’interface et (B) vue du solvant. La protéine RPL22 est représentée en jaune et les ARNr 5s, 5.8S et

28S sont représentés respectivement en rouge, bleu et gris. Sur la grande sous unité nous retrouvons la protubérance

centrale (CP), la tige L1 et la tige P. 

A 

B 

Figure 49 : La protéine RPL22 possède une protéine paralogue RPL22L1. (A) L’alignement des séquences protéiques

murines de RPL22 et RPL22L1 révèle la présence d’une région homologue correspondant au domaine de liaison à l’ARN. (B)

L’alignement des séquences de RPL22 et RPL22L1 dans différentes espèces indique que cette région est très conservée.

Adaptées (A) de O'Leary et al. 2013 et (B) de Zhang et al. 2013
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Certaines protéines ribosomiques possèdent des paralogues, provenant de la duplication 

d’un même gène ancestral ayant évolué différemment. Ces paralogues peuvent avoir des 

rôles identiques au sein du ribosome ou, dans certains cas, avoir des rôles spécifiques 

contribuant ainsi à l’hétérogénéité ribosomique. Ces rôles spécifiques peuvent être suggérés 

en particulier si un paralogue est exprimé préférentiellement dans certains tissus ou à 

certains stades du développement (Sugihara et al., 2010), .(Lopes et al., 2010; Zhang et al., 

2013; Wong et al., 2014). Les protéines ribosomiques paralogues peuvent également avoir 

des fonctions extra-ribosomiques, et c’est le cas de la protéine RPL22-like 1 (RPL22L1) qui 

est le paralogue bien caractérisé de RPL22 (FIGURE 49A, B).  

 

1.2. Les fonctions spécialisées de RPL22 et de son paralogue RPL22L1 
 

RPL22 et RPL22L1 font partie des protéines ribosomiques pour lesquelles des fonctions 

extra-ribosomiques et spécialisées ont été clairement établies.  

 

Bien qu’elle fasse partie intégrante du ribosome et qu’elle co-localise avec l’ARNr dans le 

nucléole et le cytoplasme (Shu-Nu et al., 2000), RPL22 n’est pas nécessaire à la traduction 

des protéines in-vitro (Lavergne et al., 1987; Lavergne et al., 1988). Il semblerait qu’au-delà 

de ses fonctions au sein du ribosome et de son interaction avec l’ARNr 28S, RPL22 puisse 

interagir avec d’autres ARN. C’est le cas notamment des ARN viraux tel que celui du virus 

Epstein-Barr (EBER-1) (Dobbelstein e Shenk, 1995; Fok et al., 2006; Houmani et al., 2009) 

et celui du virus de l’hépatite C (HCV) (Wood et al., 2001). RPL22 va également interagir 

avec d’autres ARN cellulaires, tel que celui de la télomérase humaine (hTR) lui suggérant un 

rôle possible dans la maturation de cet ARN, l’assemblage de la télomérase ou sa 

localisation cellulaire (Le et al., 2000). Mais RPL22 possède encore d’autres fonctions, 

notamment celle de régulateur de la transcription ; en effet cette protéine a la capacité à se 

lier à la chromatine par l’intermédiaire des histones H1. Cette interaction a pour effet 

d’inhiber la transcription d’un sous-groupe de près de 700 gènes (Ni et al., 2006).  

 

Une étude menée chez la souris a également révélé que RPL22 a la capacité de contrôler 

l’expression de son paralogue RPL22L1 en inhibant la traduction de son ARNm. En effet, 

RPL22 va se lier à une structure en épingle à cheveux de l’ARNm de RPL22L1 pour inhiber 

directement sa traduction (O'leary et al., 2013). En effet, la protéine RPL22 contient une 

hélice classique de liaison à l’ARN lui permettant d’interagir avec une structure secondaire 
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des ARN présentant un motif consensus, qui est identique sur l’ARN 28S, hTR, EBER-1 et 

RPL22L1 (O'leary et al., 2013) (FIGURE 49B). 

Cette hélice de liaison à l’ARN est également retrouvée chez son paralogue RPL22L1 (FIGURE

49B), et il a été montré dans un modèle zebrafish que Rpl22 et Rpl22l1 jouaient des rôles 

antagonistes dans l’hématopoïèse via cette capacité à se lier à l’ARN.  En effet, ces deux 

protéines vont être capables d’interagir avec la région 5’UTR de l’ARNm de smad1 pour 

contrôler sa traduction ; le transducteur de signal et facteur de transcription smad1 est un 

effecteur majeur de la voie bone morphogenic protein (BMP), impliqué entre autre dans 

l’hématopoïèse (Mcreynolds et al., 2007). Dans ce processus, Rpl22 va jouer un rôle 

répressif alors que Rpl22l1 va au contraire s’opposer à cette répression. Trois cas de figure 

sont alors envisageables : 1) si l’expression de Rpl22 et Rpl22l1 est équilibrée, l’émergence 

des cellules souches hématopoïétiques va avoir lieu normalement, 2) si Rpl22 domine, 

Smad1 est réprimé bloquant ainsi l’hématopoïèse et induisant une anémie, 3) dans le cas où 

Rpl22l1 est majoritaire, l’émergence des cellules souches hématopoïétiques devient 

incontrôlée et il en résulte une prédisposition à la transformation cellulaire (Zhang et al., 

2013). 

 

Plus récemment, un mécanisme similaire a été mis en évidence dans la morphogenèse du 

zebrafish (Zhang et al., 2017). Dans ce contexte, Rpl22 et Rpl22l1 jouent également des 

rôles antagonistes en contrôlant la gastrulation via l’épissage du pré-messager de Smad2, 

effecteur majeur de la voie de signalisation Nodal/TGF- . Au cours de la gastrulation, Rpl22 

se lie aux introns du pré-ARNm de smad2 pour induire le saut de l’exon 9. Cette action est 

contrée par son paralogue Rpl22l1 qui lui va au contraire favoriser l’inclusion de l’exon 9 

dans le transcrit mature. 

Différentes études ont permis de déterminer les profils d’expression de ces deux protéines, 

et ceux-ci diffèrent en fonction du tissu considéré. Par exemple, chez D. melanogaster alors 

que RPL22 est exprimée de manière ubiquitaire, RPL22L1 semble exprimée exclusivement 

dans les gonades embryonnaires ainsi que dans les cellules souches ovariennes et 

germinales adultes (Kai et al., 2005; Shigenobu, Arita, et al., 2006; Shigenobu, Kitadate, et 

al., 2006).  

Parallèlement, bien que RPL22 soit exprimée de manière ubiquitaire, les souris déficientes 

pour Rpl22 (Rpl22-/-) sont viables, mais présentent une altération sélective du 

développement de la lignée de lymphocytes T  (Anderson et al., 2007). De plus, l’absence 

de Rpl22 entraîne une augmentation compensatoire de l’expression de son paralogue 
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Rpl22l1 et celui-ci est intégré au sein des ribosomes actifs sans que la traduction globale ne 

soit altérée.  

 

Ces observations démontrent que l’équilibre d’expression entre RPL22 et RPL22L1 est 

fondamental pour de nombreux processus physiologiques. Par ailleurs, ces deux  protéines 

paralogues possèdent des fonctions spécialisées et elles sont également impliquées dans le 

contrôle traductionnel à certains stades du développement ou dans certains types cellulaires. 

Enfin, d’un point de vue pathologique, elles semblent également jouer un rôle antagoniste et 

fondamental dans les processus tumoraux.  

 

1.3. Implications de RPL22 et RPL22L1 dans la tumorigenèse 
 

De nombreuses études font état d’altérations de l’expression de RPL22 dans différents types 

de cancers. L’expression de RPL22 est notamment diminuée dans les leucémies 

lymphoblastiques aigües (O'leary et al., 2013), les carcinomes invasifs du sein (Finak et al., 

2008) et dans les adénocarcinomes pulmonaires (Bhattacharjee et al., 2001; Yang, M. et al., 

2013). Dans le cadre des leucémies aigües, une analyse d’échantillons issus de patients a 

révélé la présence d’altérations génétiques monoalléliques et focales de RPL22 chez 

certains patients atteints de maladies agressives et récidivantes. Afin de confirmer cette 

observation, les auteurs de cette étude ont développé un modèle murin de leucémie à 

cellules T présentant une haploinsuffisance de Rpl22 (Rpl22+/-). Il semblerait que le 

développement des leucémies soit accéléré chez les souris déficiente pour Rpl22, ce qui 

suggère que la perte de RPL22 pourrait aussi être un facteur d’agressivité dans la pathologie 

humaine. 

Des mutations de RPL22 ont également été répertoriées dans les cancers de l’endomètre et 

du côlon avec une instabilité des microsatellites (Novetsky et al., 2013; Ferreira et al., 2014). 

Une étude comparative, menée sur des échantillons de tumeurs de patientes atteintes de 

cancer de l’endomètre, a permis de révéler la présence de mutation de RPL22. En effet, 

52% des tumeurs avec MSI présentaient une délétion d’un nucléotide unique au niveau de 

l’exon 2 du gène RPL22 et, parallèlement, aucune mutation n’a été identifiée dans les 

tumeurs avec microsatellites stables (MSS) (Novetsky et al., 2013). Dans le cancer du côlon, 

la fréquence de ces mutations au sein des échantillons analysés atteint le taux de 77%. 

Toutes les mutations observées sont hétérozygotes et la plupart correspondent à la délétion 

d’une base aboutissant à la formation de protéines tronquées (Ferreira et al., 2014). 
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L’ensemble de ces données suggère que RPL22 pourrait avoir un rôle suppresseur de 

tumeur, qui serait aboli dans le cas d’une haploinsuffisance. Une étude menée chez la souris 

a permis de révéler la base d’un mécanisme sous-jacent (Rao et al., 2012). Les auteurs ont 

étudié les transcrits issus de lignées cellulaires de fibroblastes murins embryonnaires 

immortalisées (MEF) dans lesquelles l’expression de Rpl22 a été inhibée. Parmi les gènes 

les plus dérégulés, Lin28B présente une expression près de vingt fois supérieure à celle des 

cellules contrôles. Lin28B est une protéine de liaison à l’ARN enrichie dans les cellules 

souches, mais également fortement exprimée dans les tumeurs humaines et dans diverses 

lignées cellulaires cancéreuses. Cette étude suggère alors que l’inactivation de Rpl22 

entraine la transformation cellulaire par l’activation de Lin28. 

Ces études se focalisent principalement sur les dérégulations de RPL22, or comme 

précédemment abordé, la diminution d’expression de RPL22 s’accompagne d’une 

augmentation compensatrice de RPL22L1. Dans le cadre de l’hématopoïèse, les 

transformations cellulaires en lien avec l’augmentation d’expression de Rpl22l1 ont été 

suggérées (Zhang et al., 2013). D’autre part, le gène codant pour RPL22L1 a été identifié sur 

un chromosome minuscule double, double minute chromosome (DM) ; ces DM jouent un rôle 

majeur dans la carcinogenèse puisqu’ils sont fréquemment le siège d’amplification de 

nombreux oncogènes. Cette observation a été à l’origine d’une étude visant à étudier 

l’implication de RPL22L1 dans les cancers ovariens dans lesquels l’expression de RPL22L1 

est fortement corrélée à l’invasion et à la présence de métastases (Wu et al., 2015). 

L’implication de RPL22L1 dans les processus métastatiques a été évaluée in-vivo et in-vitro, 

et il ressort de cette étude que sa surexpression induit une augmentation de l’invasion et de 

la migration, alors que son inhibition produit l’effet inverse. L’analyse de l’expression des 

marqueurs épithéliaux et mésenchymateux suggère que l’augmentation de RPL22L1 pourrait 

participer activement à la transition épithélio-mésenchymateuse dont dépendent au moins 

partiellement les processus métastatiques. 

 

Il apparaît clair que les protéines RPL22 et RPL22L1 jouent des rôles essentiels dans 

les mécanismes de régulation cellulaire dans des contextes aussi bien physiologiques 

que pathologiques. Le fait qu’individuellement ces deux protéines ne soient pas 

essentielles pour la synthèse protéique renforce l’idée selon laquelle ces régulations 

puissent être le fait de fonctions extra-ribosomiques ; et c’est ce que les études 

menées jusqu’à présent suggèrent.  

Dans cette étude, nous proposons d’étudier le rôle de RPL22 dans la carcinogenèse 

colorectale. Nous ferons varier l’équilibre d’expression de ces deux protéines et nous 
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en évaluerons les conséquences phénotypiques. Nous chercherons également à 

mettre en évidence des mécanismes de contrôle traductionnel exercés par RPL22 lors 

des étapes clés de la tumorigenèse colorectale. Pour ce faire, nous réaliserons une 

étude transcriptomique ainsi qu’un ribosome profiling. 

 

2. Résultats 
 

Afin d’étudier le rôle de RPL22 dans la carcinogenèse colorectale, ainsi que son éventuelle 

implication dans le contrôle traductionnel, nous avons inhibé son expression dans deux 

lignées de cancer colorectal commercialisées par l’ATCC : une lignée non métastatique 

(HCT116) et une lignée métastatique (SW620). Après avoir validé notre modèle, nous avons 

réalisé différentes expériences de caractérisation phénotypique nous permettant d’évaluer 

une possible implication de RPL22 dans l’acquisition de propriétés oncogéniques, dont 

certaines propres aux cellules souches cancéreuses. Par la suite, nous avons évalué l’effet 

de cette déplétion sur la traduction d’un point de vue globa et spécifique. Nous avons 

également réalisé une étude transcriptomique nous permettant d’identifier d’éventuelles 

modifications des transcrits en lien avec l’inhibition de RPL22. 

 

2.1. La diminution d’expression de RPL22 entraîne une augmentation de 
l’expression de son paralogue RPL22L1 

 

Nous avons opté pour une approche par shRNA nous permettant d’établir une lignée stable 

dans laquelle l’expression de RPL22 serait inhibée de façon permanente.  

Les cellules SW620 et HCT116 ont été transduites à l’aide d’un vecteur lentiviral (Decipher 

shRNA Lentiviral Vector pRS19-U6-(sh)-Ubic-TagRFP-2A-Puro) contenant une séquence 

ciblant l’ARNm de RPL22. La construction que nous avons utilisée possède également un 

gène de résistance à la puromycine ainsi qu’un gène rapporteur codant pour la red 

fluorescent protein RFP, ces deux éléments nous permettent ainsi de contrôler l’intégration 

et l’expression de notre transgène. Afin de ne pas avoir recours à l’utilisation biaisée 

d’antibiotiques pour la sélection de nos cellules, nous avons sélectionné la population 

exprimant le plus fortement la RFP par la réalisation de trois tris cellulaires successifs par 

cytométrie en flux. Nous avons ainsi généré une lignée SW620 sh-RPL22, une lignée 

HCT116 sh-RPL22 ainsi que deux lignées contrôles SW620 sh-Ctrl et HCT116 sh-Ctrl. 
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La répression de RPL22 a été évaluée à la fois par RT-qPCR et par une analyse en western 

blot.  

Suite à l’insertion du sh-RPL22 dans les lignée SW620 et HCT116, et après sélection des 

cellules exprimant le plus fortement la RFP, nous avons constaté une diminution de 

l’expression de RPL22. Dans la lignée SW620 sh-RPL22,  l’ARNm est diminué de 64% et la 

protéine de 30% par rapport à la lignée contrôle (FIGURE 50A, B). Dans la lignée HCT116 sh-

RPL22, nous avons constaté une diminution significative de l’expression de la protéine de 

49% (FIGURE 50C).  

Parallèlement, nous avons cherché à savoir, si dans notre modèle d’étude, l’expression de 

RPL22L1 était augmentée lorsque RPL22 était réprimée. Les données que nous avons 

obtenues indiquent que la diminution d’expression de RPL22 est associée à une 

augmentation significative de son paralogue RPL22L1. En effet, dans la lignée SW620 sh-

RPL22,  l’ARNm est augmenté de 11.5 et la protéine de 4.4 fois par rapport à la lignée 

contrôle (FIGURE 50 A, B). Dans la lignée HCT116 sh-RPL22, nous avons également constaté 

une augmentation significative de l’expression de la protéine de 3.6 fois (FIGURE 50C).  

 

Nous avons donc validé notre modèle d’étude en confirmant que, dans les lignées cellulaires 

SW620 et HCT116, la diminution d’expression de RPL22 est associée à une 

augmentation significative de l’expression de son paralogue RPL22L1. 
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Figure 50 : L’introduction du sh RPL22 dans la lignée SW620 induit une diminution de l’expression de RPL22 associée à

une augmentation significative de l’expression de RPL22L1. (A) Analyse par RT qPCR de l’expression de RPL22 et RPL22L1

dans la lignée SW620 après normalisation par rapport à l’actine et analyse par western blot dirigé contre RPL22 et RPL22L1

(B) dans la lignée SW620 sh RPL22 et (C) dans la lignée HCT116 sh RPL22 n=3 dans chaque groupe. Les valeurs moyennes

sont indiquées, les barres d’erreurs représentent la déviation standard (SD). *p<0.05, ***p<0,001) (Unpaired t test). Les

lignées sh Ctrl servent de contrôle et l’actine permet de contrôler la quantité de protéines.  
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2.2. La diminution d’expression de RPL22 n’affecte pas la prolifération des cellules 
en condition adhérente 

 

Afin d’évaluer l’effet du changement d’expression de ces protéines ribosomiques sur la 

prolifération des cellules SW620 et HCT116, nous avons utilisé le système xCELLigence sur 

une période de 72h. 

Comme le montre les figures, les cellules SW620 (FIGURE 51A) et HCT116 (FIGURE 51B) 

exprimant le sh-RPL22 présentent une courbe de croissance identique à leur contrôle 

respectif exprimant le sh-Ctrl. 

Nous pouvons donc conclure que, dans les lignées cellulaires SW620 et HCT116, la 

prolifération des cellules en condition adhérente n’est pas affectée par la modification 

d’expression de RPL22 et RPL22L1. 

 

2.3. La diminution d’expression de RPL22 n’affecte pas les capacités d’auto-
renouvellement  des cellules 

 

Ensuite, les cellules SW620 sh-RPL22 ont été mises en culture en condition non adhérente 

afin d’évaluer leur capacité à former des sphères. En effet, le modèle de culture des cellules 

en suspension permet d’évaluer la prolifération et la survie des cellules souches 

cancéreuses.  

Deux semaines après mise en culture en suspension des cellules SW620 sh-RPL22 nous 

avons évalué le nombre et la taille des sphères, et nous les avons comparé au contrôle 

(FIGURE 52). Aucune différence significative n’a pu être mise en évidence entre la condition test 

et la condition contrôle. 

La capacité à former des sphères et la prolifération en condition non adhérente des 

cellules SW620 ne semblent pas être altérées par l’inhibition de RPL22. 
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Figure 51 : La diminution d’expression de RPL22 associée à l’augmentation d’expression de RPL22L1 n’affecte pas la

prolifération des cellules en condition adhérente. L’index cellulaire a été mesuré durant 72h sur le système Xcelligence (A)

pour la lignée SW620 sh RPL22 et (B) pour la lignée HCT116 sh RPL22. Les lignées sh Ctrl servent de contrôle. n=3 dans

chaque groupe. 

A 

B 
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Figure 52 : L’introduction du sh RPL22 dans la lignée SW620 n’affecte ni la capacité des cellules à former des sphères ni la

prolifération de ces cellules en suspension. Les cellules SW620 sh RPL22 et sh Ctrl ont été ensemencées à la densité de 1

cellule/ l, en milieu appauvri et en condition non adhérente. Deux semaines plus tard, le nombre et la taille des sphères ont

été évalués. n=3 dans chaque groupe. Les valeurs moyennes sont indiquées, les barres d’erreurs représentent la déviation

standard (SD). La lignée sh Ctrl sert de contrôle.
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Figure 53 : L’inhibition de RPL22 augmente significativement les capacités migratoires des cellules SW620 et HCT116.

Test de migration en chambre de Bowden réalisé (A) dans la lignée SW620 sh RPL22 (B) dans la lignée HCT116 sh RPL22 et

(C) dans la lignée HCT116 72h après l’introduction du si RPL22 ou du si Ctrl. n=4 dans chaque groupe et pour chaque

expérience. Les valeurs moyennes sont indiquées, les barres d’erreurs représentent la déviation standard (SD). *p<0.05,

**p<0.01, ****p<0.0001 (Mann Whitney) Les lignées sh Ctrl et si Ctrl servent de contrôle.  
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2.4. La diminution de RPL22 augmente les capacités migratoires et l’expression de 
marqueurs mésenchymateux 

 

Afin d’évaluer les capacités migratoires des lignées SW620 sh-RPL22 et HCT116 sh-RPL22, 

nous avons réalisé un test de migration en chambre de Boyden. Nous avons également 

complété ces expériences par la réalisation de ce même test mais cette fois-ci en ayant 

inhibé RPL22 de manière transitoire à l’aide de siRNA. Le siRNA nous permet d’obtenir une 

diminution massive de l’expression de RPL22 tout en nous permettant d’initier les 

expériences dans un délai court suivant l’inhibition. Nous avons introduit dans la lignée 

HCT116 un siRNA ciblant RPL22 (HCT116 si-RPL22) ou un siRNA contrôle (HCT116 si-

Ctrl). 72h après la transfection nous avons réalisé un test migratoire en chambre de Boyden. 

Dans les deux lignées, et quelque soit l’approche utilisée, l’inhibition de RPL22 augmente de 

manière significative les capacités migratoires des cellules testées ; cependant, ce 

phénotype semble plus marqué dans la lignée HCT116-siRPL22 (FIGURE 53). 

Nous avons alors cherché à savoir si cette augmentation était associée à l’expression d’un 

marqueur d’un phénotype mésenchymateux tel que la vimentine, dont l’expression est 

fréquemment induite lors de la transition épithélio-mésenchymateuse.

Nous avons donc réalisé une RT-qPCR 72h après l’intégration du si-RPL22 et nous avons 

quantifié l’expression de RPL22, RPL22L1 et de la vimentine. L’expression de l’ARNm 

codant pour la vimentine est significativement augmentée dans les cellules ayant intégré le 

si-RPL22 par rapport à la condition contrôle (FIGURE 54). 

 

L’inhibition de RPL22 entraîne une augmentation des capacités migratoires ainsi 

qu’une induction de l’expression d’un marqueur associé au phénotype 

mésenchymateux.  

 

2.5. La diminution d’expression de RPL22 n’a pas d’effet sur la traduction globale 
 

Pour étudier l’effet de cette déplétion sur la traduction globale, nous avons réalisé un profil 

de polysome sur les lignées SW620 sh-RPL22 et HCT116 sh-RPL22.  
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Figure 54 : L’inhibition de RPL22 associée à l’augmentation de RPL22L1 augmente significativement l’expression de la

vimentine. Analyse par RT qPCR de l’expression de RPL22, RPL22L1 et de la vimentine dans la lignée HCT116 si RPL22 72h

après l’introduction du si RPL22 et après normalisation par rapport à l’actine. n=2 dans chaque groupe. Les valeurs

moyennes sont indiquées, les barres d’erreurs représentent la déviation standard (SD) *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001)

(Unpaired t test). La lignée HCT116 si Ctrl sert de contrôle. 
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Figure 55 : Profil de polysome sur les lignées SW620 sh RPL22 et HCT116 sh RPL22. L’inhibition de RPL22 dans les lignées

SW620 et HCT116 n’entraîne aucune modification du profil de polysomes. RPL22L1 est intégré dans les ribosomes en cours

de traduction dans les lignées sh RPL22. (A) Profil de polysomes réalisé sur la lignée SW620 sh RPL22. (B) Western blot réalisé

sur les fractions polysomales et dirigé contre RPL22 et RPL22L1. RPL10 sert de contrôle. (C) Profil de polysomes réalisé sur la

lignée HCT116 sh RPL22 (représentatif de n=3 expériences). Les lignées SW620 sh Ctrl et HCT116 sh Ctrl servent de contrôle. 
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L’étude des profils de polysomes réalisée sur les deux lignées cellulaire SW620 sh-RPL22 et 

HCT116 sh-RPL22 nous permet de confirmer que dans notre modèle d’étude, la déplétion 

de RPL22 n’a aucun impact sur l’activité globale de la traduction. La réalisation d’un western 

blot sur les différentes fractions polysomales nous indique que RPL22 est présente dans les 

fractions 60S, 80S et polysomales, et son expression dans la lignée sh-RPL22 n’est que 

faiblement altérée. Comme nous pouvons le voir, RPL22L1 co-sédimente avec les fractions 

60S, 80S et les polysomes, ainsi que dans les fractions libres (données non présentées).  

Cette observation suggère que RPL22L1 est intégrée au sein du ribosome et qu’elle est 

également présente dans la fraction libre lorsque l’expression de RPL22 est diminuée.  

 

L’inhibition de RPL22 n’a aucun effet sur l’activité traductionnelle globale. De plus, 

RPL22L1 est présente au sein des ribosomes traduisant de manière active ainsi que 

dans la fraction libre.  

 

La prochaine étape consiste à étudier le rôle de RPL22 dans la régulation de l’expression 

génique et notamment la traduction. Pour cela deux types d’échantillons ont été préparés : 

1) les extraits totaux d’ARN issus des lignées HCT116 sh-RPL22 et HCT116 sh-Ctrl, à partir 

desquels une anale de transcriptome par séquençage haut-débit sera réalisée (Illumina 

High-seq 2500). Nous avons choisi de réaliser ce séquençage en « paired-end » sur 2x125 

paires de bases afin d’être en mesure d’analyser les réarrangements d’épissage, 

 2) les ARN issus des fractions monosomales et polysomales pour une analyse par ribosome 

profiling. Les fragments d’ARNm protégés par les ribosomes, ribosomes protected fragment 

(RPF) ont été purifiés, amplifiés, séquencés (single end, 50bp) et sont actuellement en cours 

d’analyse. 
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3. Discussion et conclusion 
 

Dans ce projet nous nous sommes particulièrement focalisés sur l’identification et la 

caractérisation de protéines ribosomiques pouvant être impliquées dans les différentes 

étapes de la carcinogenèse colorectale. La protéine RPL22 et son paralogue RPL22L1 

représentent un modèle d’étude idéal nous permettant d’évaluer la possibilité d’un contrôle 

traductionnel dans le cancer du côlon. 

 

En effet, la littérature fait état d’une expression compensatrice de RPL22L1 lorsque RPL22 

est diminuée. De plus, ce paralogue a la capacité à s’intégrer dans le ribosome sans que la 

traduction globale n’en soit altérée (O'leary et al., 2013). Parallèlement, les études menées 

sur RPL22 et RPL22L1 suggèrent que ces deux protéines occupent des rôles antagonistes 

dans différents processus physiologiques et pathologiques (Zhang et al., 2013; Zhang et al., 

2017). Dans le cas du cancer, des mutations de RPL22 sont fréquemment retrouvées, la 

plupart du temps il s’agit de mutation ponctuelle et hétérozygote aboutissant à la formation 

de protéines tronquées (Ferreira et al., 2014). Les études suggèrent que RPL22 occuperait 

une fonction du suppresseur de tumeur, alors que son paralogue serait plutôt impliqué dans 

l’évolution tumorale, par sa capacité à soutenir les processus migratoires (Wu et al., 2015).  

L’étude des transcrits de RPL22 et de RPL22L1 dans des échantillons issus de tumeurs de 

patients atteints de cancer du côlon indique également une augmentation drastique de 

l’expression de RPL22L1 en comparaison avec le tissu sain adjacent ; cependant 

l’expression de l’ARNm de RPL22 ne semble pas varier (FIGURE 56). Cette observation n’exclut 

toutefois pas la possibilité d’une diminution de l’expression de RPL22 au niveau de la 

protéine.  

L’ensemble des études menées sur ces deux protéines se focalisent exclusivement sur leurs 

fonctions extra-ribosomiques. En effet, en tant que protéines de liaison à l’ARN, elles ont la 

capacité à exercer un contrôle post-transcriptionnelle en se liant avec des ARNm possédant 

des structures tiges-boucles, spécifiquement reconnues par leur hélice de liaison (Fahl et al., 

2015). Au-delà de cette fonction, RPL22 a également été associée à la régulation 

transcriptionnelle (Ni et al., 2006). 
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Figure 56 : Etude de l’expression des transcrit de RPL22 et RPL22L1 entre le tissus tumoral et le tissu sain. Les échantillons

issus de patients sont analysés sur puce à ARN afin de déterminer les profils d’expression des gènes.

D’après Gene Expression across Normal and Tumor tissue (GENT) 

RPL22L1

RPL22

Cancer Normal

Cancer Normal
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Pour l’heure aucune étude ne s’est encore penchée sur la possibilité d’un contrôle 

traductionnel exercé par ces deux protéines dans le cadre de leur fonction « intra-

ribosomique ». Dans cette étude nous proposons donc d’étudier un possible lien entre des 

caractéristiques phénotypiques propres aux cellules tumorales et un contrôle traductionnel 

exercé par RPL22 ou son paralogue. Ce contrôle pourrait être le fait de la formation d’un 

ribosome spécialisé qui orienterait le phénotype cellulaire par une traduction sélective, ou 

d’un contrôle post-transcriptionnel ; toutefois, nous n’excluons pas la possibilité d’un contrôle 

transcriptionnel.  

 

Pour mener à bien ce projet, nous avons : 

1) Développé et validé notre modèle d’étude cellulaire  

2) Réalisé une caractérisation phénotypique, 

3) Réalisé une étude transcriptomique et un ribosome profiling. 

 

Nous avons entrepris d’inhiber RPL22 dans deux lignées cellulaires de cancer colorectal. 

Pour ce faire, nous avons opté pour une approche shRNA nous permettant d’établir des 

lignées dans lesquelles RPL22 serait inhibé de manière stable. A la différence de la protéine 

RPL13, l’inhibition de RPL22 a pu être obtenue sans difficulté et nous avons été en mesure 

de diminuer son expression au niveau du messager et de la protéine. A l’instar de ce qui a 

été décrit dans la littérature, nous avons observé une expression compensatrice de 

RPL22L1 suite à la diminution de RPL22, et ce dans nos deux lignées cellulaires (SW620 

sh-RPL22 et HT116-shRPL22). 

 

Une fois notre modèle d’étude validé, nous avons évalué l’effet de ces variations 

d’expression sur différents critères phénotypiques.  

Les résultats que nous avons obtenus suggèrent que la déplétion de RPL22 associée à 

l’augmentation de RPL22L1 n’a aucun effet sur la prolifération des cellules SW620 et 

HCT116 en condition adhérente ou en condition favorisant le maintien des cellules souches 

cancéreuses. Cette dernière observation indique que l’expression différentielle de ces deux 

protéines ne semble ni orienter les cellules vers une différenciation, ni  vers un phénotype 

« souche ». 
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Nous avons ensuite évalué les capacités migratoires des cellules SW620 sh-RPL22 et 

HCT116 sh-RPL22 et nous avons pu constater une augmentation significative de la 

migration au sein de ces deux lignées. L’acquisition de capacités de motilité des cellules 

cancéreuses coliques est souvent liée à l’acquisition d’un phénotype mésenchymateux 

découlant d’une transition épithélio-mésenchymateuse. Celle-ci se traduit également par la 

perte des jonctions intercellulaires, une dépolarisation des cellules épithéliales et 

l’augmentation de l’expression de facteurs de transcriptions de la famille Twist, Snail et Zeb, 

induisant l’expression de gènes tels que la N-cadhérine, la fibronectine ou la vimentine 

(Thiery et al., 2009). Nous avons donc analysé l’expression de la vimentine au sein de ces 

lignées et nous avons pu corréler l’augmentation de son expression avec l’acquisition du 

phénotype migratoire des cellules. Il est donc probable que l’inhibition de RPL22 induise une 

transition épithélio-mésenchymateuse, elle-même fréquemment associée aux processus 

métastatiques. Le lien entre inhibition de RPL22 et l’EMT a déjà été établi dans un modèle 

de cancer de l’ovaire et ce rôle dans l’EMT a été imputé à la protéine RPL22L1 sans que le 

mécanisme sous-jacent ne soit élucidé.  

Dans ce projet, nous ne sommes pour l’heure pas en mesure de discriminer la part de 

RPL22 de celle de RPL22L1 ; afin d’attribuer ce phénotype à la diminution de RPL22 ou à 

l‘augmentation de RPL22L1, des expériences consistant à surexprimer RPL22L1 dans les 

cellules SW620 et HCT116, sans modifier l’expression de RPL22, sont en cours. Nous 

prévoyons également d’inhiber ces deux protéines de manière concomitante, bien que 

comme précédemment rapporté (Wu et al., 2015), il soit probable que cette expérience 

altère la viabilité des cellules.  

 

Ensuite, nous nous sommes penchés sur l’aspect traductionnel. Afin d’’évaluer l’activité 

traductionnelle globale au sein des cellules sh-RPL22, nous avons réalisé des profils de 

polysomes. Dans les deux lignées considérées, les profils sont identiques à ceux obtenus 

dans les lignées contrôles. En accord avec ce qui a été précédemment décrit chez les souris 

Rpl22-/- (O'leary et al., 2013) nous avons constaté l’incorporation de la protéine RPL22L1 au 

sein de la sous-unité 60S, des monosomes, des polysomes et dans la fraction libre. Nous 

détectons la présence de la protéine RPL22 dans ces mêmes fractions, ce qui sous-entend 

qu’il existe également une population de ribosomes en cours de traduction contenant RPL22. 

La question est maintenant de savoir ce que traduisent ces ribosomes et, s’il existe une 

traduction spécifique, quel mécanisme est mis en jeu par ces deux protéines.  

Afin de savoir si le programme transcriptionnel est modifié, nous avons réalisé une étude du 

transcriptome. Compte-tenu des paramètres de séquençage choisi, cette analyse nous 
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permettra également d’apprécier s’il existe des modifications au niveau de l’épissage de ces 

transcrits. Cette information est importante puisque ces protéines sont connues pour avoir la 

capacité de réguler l’épissage de certains transcrits. RPL22 et RPL22L1  peuvent également 

modifier le programme traductionnel par leur interaction avec des ARNm matures. Ce 

mécanisme a été décrit chez le zebrafish dans la régulation de l’ARNm de Smad1 pour 

lequel l’interaction avec Rpl22 ou Rpl22l1 conduit respectivement à l’inhibition ou à 

l’activation de sa traduction. Dans le cas où nous identifierons des protéines présentant une 

expression différentielle, il sera nécessaire de réaliser une analyse du type Mfold (Zuker, 

2003) afin de mettre en évidence la présence d’une éventuelle séquence consensus 

reconnue par les hélices de liaison à l’ARN de RPL22 et RPL22L1. 

Nous avons complété cette analyse par un ribosome profiling nous permettant d’identifier 

quels sont les ARNm traduits et comment sont-ils traduits, avec notamment des informations 

sur les sites d’initiation ou de terminaison alternatifs.  

Dans les lignées que nous avons établies, la protéine RPL22 n’est pas complètement 

inhibée. De ce fait, nous détectons à la fois RPL22 et RPL22L1 au sein des ribosomes 

traductionnellement actifs. Il serait donc intéressant d’effectuer des expériences 

d’immunoprécipitation sur les fractions polysomales afin d’isoler les ribosomes pour étudier 

plus en détail leur composition. En effet, nous ne sommes pas en mesure de savoir s’il existe 

des ribosomes contenant exclusivement l’une ou l’autre de ces protéines, ou si les deux 

protéines peuvent être présentes de manière concomitante au sein d’un même ribosome. Si 

nous arrivons à isoler des ribosomes contenant soit RPL22, soit RPL22L1, nous pourrions 

envisager d’étudier les ARNm en cours de traduction par ces deux types de « ribosomes 

spécialisés ». Une autre approche nous permettant de répondre à cette question, serait de 

réaliser un knock-out de l’une ou de l’autre de ces protéines, de ce fait nous aurions une 

population homogène de ribosomes contenant soit RPL22, soit RPL22L1. Cependant, notre 

approche expérimentale est en accord avec l’histoire naturelle de la pathologie cancéreuse, 

à savoir que, même s’il existe une augmentation de l’expression de RPL22L1,  l’expression 

de RPL22 n’est pas abolie dans les processus tumoraux.  

D’autre part, RPL22 est située à la périphérie du ribosome et interagit physiquement avec 

RPL39. Il est possible que l’intégration de RPL22L1 à la place de RPL22 puisse modifier 

l’organisation structurale du ribosome  
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Cette étude sur le rôle de RPL22 et RPL22L1 dans le contrôle traductionnel lors de la 

tumorigenèse colique est la première du genre. Aucune étude n’a encore exploré par 

ribosome profiling le programme traductionnel induit par la présence de ribosomes 

spécialisés impliquant RPL22 ou RPL22L1. A terme, cette étude pourrait permettre de 

révéler de nouveaux mécanismes impliqués dans la dissémination tumorale, et de ce 

fait ouvrir de nouvelles voies d’exploration pour le développement de thérapies 

innovantes.  

De plus, ces deux protéines paralogues, exprimées différentiellement dans le cancer, 

et semblant avoir des rôles antagonistes, ne sont ni essentielles à la biogenèse des 

ribosomes ni à la traduction générale. De ce fait, RPL22L1 pourrait dans un avenir 

lointain être envisagé comme une cible thérapeutique prometteuse.  

Avec cette étude nous espérons apporter un éclairage supplémentaire sur la 

compréhension des mécanismes impliqués dans la dissémination des cellules de 

cancer colorectal. En effet, nous avons émis l’hypothèse que l’inhibition de RPL22 

dans le ribosome pourrait aboutir à la formation d’un « ribosome spécialisé » qui 

induirait l’expression d’un programme traductionnel spécifique, permettant de 

soutenir les processus métastatiques. 

Afin de répondre à cette question, l’étude comparative du transcriptome et du 

traductome devrait nous permettre de révéler une éventuelle implication de RPL22 et 

RPL22L1 dans le contrôle traductionnel dans les étapes clé de la tumorigénèse 

colorectale.  
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La régulation de l’expression des gènes est un processus complexe, intervenant à différents 

niveaux et impliquant de nombreux acteurs cellulaires. Aujourd’hui, il apparaît clair que la 

régulation traductionnelle est une étape cruciale de l’expression des gènes permettant de 

contrôler finement l’expression des protéines de manière quantitative, qualitative et spatio-

temporelle, dans diverses situations biologiques, qu’elles soient physiologiques ou 

pathologiques.  

 

L’étude des fonctions cellulaires altérées au cours des processus de tumorigenèse a permis 

d’identifier la synthèse protéique comme étant une étape essentielle de la transformation 

néoplasique. En effet, une synthèse protéique élevée, accompagnée d’une dérégulation des 

composants de la machinerie de traduction est fortement associée au cancer. Ces 

dérégulations permettent de maintenir, d’une part une synthèse protéique élevée, nécessaire 

à la prolifération des cellules tumorales, et d’autre part l’expression spécifique de protéines 

pro-oncogéniques permettant la survie des cellules tumorales, l’angiogenèse, la 

transformation, l’invasion et les processus métastatiques.  

Au cœur de la machinerie traductionnelle se trouve le ribosome ; considéré pendant des 

années comme un acteur passif de la traduction, il semblerait  jouer un rôle majeur dans la 

régulation de la synthèse protéique. En effet, des études récentes ont montré que la 

composition du ribosome était « flexible » et permettrait de favoriser la traduction de certains 

ARNm. De plus, l’expression de certaines protéines ribosomiques varie entre le tissu sain et 

le tissu cancéreux et parfois même entre la tumeur initiale et la métastase.  

 

Au cours de ma thèse, je me suis principalement focalisée sur les mécanismes de régulation 

traductionnelle dans le contexte du cancer du côlon, en portant une attention particulière aux 

propriétés qui caractérisent les cellules souches cancéreuses (CSC).  

 

Ces cellules, impliquées dans l’initiation et la dissémination tumorales ainsi que dans la 

résistance aux traitements, possèdent des capacités d’adaptation et de plasticité 

extraordinaires. Des modifications du contrôle traductionnel pourraient être à l’origine des 

changements rapides d’expression de gènes impliqués dans les propriétés particulières des 

CSC. 

 

A ce jour, il n’existe pas de marqueur « idéal » des cellules souches cancéreuses et nous 

avons proposé de développer une nouvelle stratégie d’isolement des CSC. Celle-ci serait 

basée sur une activité traductionnelle différentielle permettant de séparer les CSC au sein 

d’une population hétérogène de cellules tumorales. Cette étude n’a pas donné les résultats 



Conclusion et perspectives

194

escomptés, mais c’est grâce à ce projet que j’ai découvert par sérendipité le rôle inhibiteur 

de certains antibiotiques sur certaines propriétés intrinsèques des CSC.  

Nous avons alors testé leur impact sur la culture en suspension, condition qui promeut la 

survie des CSC, et nos résultats indiquent que l’addition du cocktail pénicilline/streptomycine 

(P/S) déclenche une diminution de la formation des sphères dans six lignées de cellules 

cancéreuses obtenues à partir de trois origines tissulaires distinctes. Cet effet est dose 

dépendant et est corrélé avec la réduction de la population de CSC. Cependant, l’ajout de 

P/S n’affecte pas la prolifération des cellules cultivées en condition adhérente. Cette étude 

met en garde contre l’utilisation systématique des antibiotiques dans la culture cellulaire. En 

effet, elle pourrait entraîner des biais expérimentaux qui entraveraient l’interprétation des 

résultats. Alors que le mécanisme précis par lequel la P/S inhibe la capacité de formation de 

sphères reste à déterminer, cette étude suggère potentiellement la possibilité d’utiliser les 

antibiotiques comme thérapie adjuvante permettant de cibler spécifiquement les CSC. 

Depuis la publication de cette étude, les travaux visant à déterminer les mécanismes 

moléculaires sous-jacents ont permis d’identifier la streptomycine (SM) comme responsable 

de l’effet observé, et nous pensons que cette inhibition pourrait résulter de l’association de la 

SM avec des micro-ARN (miRNA) importants pour la survie des CSC. Une collaboration 

a  été établie avec l’équipe du Dr Maria Duca (Université Nice Sophia Antipolis), experte 

dans la chimie des antibiotiques, et ce projet a permis l’obtention d’un financement de 

l’Institut National du Cancer cette année. Les objectifs actuels du projet sont de décrypter les 

mécanismes moléculaires sous-jacents, de développer des analogues de la SM plus 

puissants et moins toxiques, et enfin de proposer les premières expériences in-vivo 

combinant chimiothérapie et antibiotiques afin d’évaluer l’impact sur la récidive. 

Par la suite, je me suis focalisée sur l’étude de la régulation traductionnelle dans les cellules 

souches cancéreuses. L’objectif initial était de réaliser une étude comparative entre les CSC, 

présentant une forte activité aldéhyde déshydrogénase (ALDHbright), et les cellules tumorales 

plus différenciées, présentant une faible activité aldéhyde déshydrogénase (ALDHlow). Nous 

avons donc entrepris de réaliser un enrichissement de ces deux populations sur la base de 

ce critère et nous avons réalisé : 

1- L’étude du transcriptome, basée sur le séquençage de tous les ARNm présents dans 

les cellules, 

2- L’étude du traductome par ribosome profiling basée sur le séquençage des fragments 

d’ARNm protégés par le ribosome.  

 

Nous avons alors tenté d’adapter la méthode du ribosome profiling initialement développée 

au sein du laboratoire pour de grandes quantités de cellules (plusieurs dizaines de millions), 

à une faible quantité de cellules (deux à trois millions) compatible avec l’étude d’une 
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population rare telle que les CSC. La méthode du ribosome profiling permet de caractériser 

l’état traductionnel d’une population cellulaire à un instant donné. Cette approche permet 

d’identifier la position du ribosome sur l’ARNm au codon prêt, rendant possible, autre autres, 

l’identification des sites d’initiation ou de terminaison alternatifs, ainsi que des variants 

d’épissage.  

Nous avons toutefois été confrontés à des problèmes d’ordre technique et ce projet n’a pour 

l’heure pas pu aboutir. Cependant, une partie des échantillons a été utilisée pour la 

réalisation d’un transcriptome et d’un méthylome, dont les résultats constituent les données 

préliminaires d’un autre projet développé au sein du laboratoire. Parallèlement, une étude du 

traductome devrait être réalisée à partir des fractions de polysomes. 

 

Ensuite, je me suis intéressée à l’identification et à la caractérisation de protéines 

ribosomiques pouvant être impliquées dans la régulation traductionnelle cruciale pour 

certaines étapes clés du cancer colorectal. Sur la base  d’un premier crible et de certaines 

données de la littérature, nous avons sélectionné deux protéines 

ribosomiques potentiellement intéressantes: RPL13 et RPL22. 

Nous avons donc entrepris d’inhiber l’expression de ces protéines dans des modèles 

cellulaires de cancer colorectal afin d’en déterminer l’impact phénotypique, et de caractériser 

les  changements traductionnels impliqués.  

Concernant la protéine RPL13, les résultats que nous avons obtenus suggèrent qu’elle soit 

impliquée dans les modifications morphologiques des cellules de cancer colorectal. Nous 

prévoyons d’étudier la possibilité d’une corrélation entre ces changements morphologiques 

et les capacités migratoires de ces cellules. Les difficultés que nous avons rencontrées pour 

inhiber cette protéine, et le fait qu’elle semble indispensable à la biogenèse de la sous-unité 

60S des ribosomes, nous ont conduits à développer un outil précieux permettant de 

dégrader la protéine endogène, de manière dose-dépendante et réversible. Cet outil, basé 

sur l’association de la technologie CRIPR/Cas9 et d’un système de dégradation protéique 

inductible à l’auxine, nous permettra d’inhiber la protéine RPL13 au sein même des 

ribosomes fonctionnels. Il pourrait permettre de révolutionner l’étude des protéines 

ribosomiques rendue délicate par la finesse de la régulation de la biogenèse des ribosomes.  

Parallèlement, nous avons réalisé un transcriptome couplé à un ribosome profiling ; les 

échantillons sont actuellement en cours d’analyse bioinformatique et les résultats devraient 

nous permettre d’identifier des cibles impliquées dans les changements morphologiques 

observés, mais également de mettre en lumière une régulation traductionnelle spécifique 

impliquant la protéine RPL13.  

A terme, nous espérons également que la lignée SW620 TIR1-AID-GFP que nous avons 

établie permettra de mieux comprendre les fonctions de RPL13. Possède-t-elle des fonctions 
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extra-ribosomiques ? Est-elle impliquée dans une traduction localisée ? Participe-t-elle à la 

formation de ribosomes spécialisés favorisant la traduction d’ARNm impliqués dans le 

cancer colorectal?    

 

L’étude de la protéine RPL22 nous a aussi amenés à nous intéresser à son paralogue 

RPL22L1. Ces deux protéines, connues pour leurs fonctions extra-ribosomiques semblent 

avoir des rôles antagonistes dans différents processus physiologiques ou pathologiques.  

Dans notre modèle cellulaire de cancer colorectal, nous avons pu mettre en évidence une 

expression compensatrice de RPL22L1 lorsque l’expression de RPL22 est inhibée. Nous 

avons corrélé ces variations d’expression à l’augmentation des capacités migratoires et à 

l’expression d’un marqueur de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Cependant 

nous n’avons observé aucun effet sur la prolifération des cellules ou sur l’acquisition d’un 

phénotype souche.  

L’étude transcriptomique et le ribosome profiling que nous avons réalisés nous permettront 

d’identifier des mécanismes de régulation traductionnelle en lien avec des fonctions intra ou 

extra-ribosomiques.  

Ces deux protéines RPL22 et RPL22L1 ne sont essentielles ni à la biogenèse des 

ribosomes, ni à la traduction générale, elles pourraient de ce fait, dans un avenir lointain, 

être envisagées comme cibles thérapeutiques potentielles.   

 

Beaucoup de questions restent en suspens à l’issue de ce travail de thèse, mais il a toutefois 

permis le développement et la mise au point de différentes techniques de pointes permettant 

l’étude fine de la régulation traductionnelle. De plus, les résultats obtenus, et pour certains 

non présentés dans ce manuscrit, ont permis d’initier d’autres projets sur la thématique de la 

régulation traductionnelle dans le cancer du côlon. 

Partie d’une simple observation, l’étude de l’effet des antibiotiques sur les cellules souches 

cancéreuses s’oriente dans un avenir proche vers l’exploration d’une possible utilisation 

clinique.  

Concernant RPL13 et RPL22, les résultats des analyses en cours vont pouvoir être exploités 

sous peu ; ils aboutiront très certainement à l’identification de nouvelles cibles d’étude qui, je 

l’espère, permettront à leur tour d’améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires 

exploités par les cellules tumorales.  

Comme disait André Brink : « (...) Vous devez d’abord apprendre à connaître votre ennemi ». 



197



198

MATERIEL & METHODES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



199

 



Matériels et méthodes

200

 

Lignées cellulaires 

Quatre lignées cellulaires ont été utilisées pour cette étude. 

La lignée SW620 (ATCC® CCL-227™) est une lignée commerciale établie à partir d’une 

métastase ganglionnaire de cancer colorectal ; cette lignée est mutée pour le gène p53. 

La lignée HCT116 (ATCC® CCL-247™) est une lignée commerciale établie à partir d’un 

carcinome colorectal ; cette lignée est sauvage pour le gène p53. 

La lignée RKO (ATCC® CRL-2577™) est une lignée commerciale établie à partir d’un 

carcinome colorectal ; cette lignée est sauvage pour le gène p53. 

La lignée CRC1 est une lignée de cancer colorectal établie au laboratoire à partir d’une 

tumeur primaire de patient et qui a été établit au laboratoire. 

 

Milieu de culture des cellules adhérentes (DMEM complet) 

Dulbecco/s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-12491-015) contenant 10% de sérum de 

veau fœtal (Eurobio), 2mmol/L de L-glutamine et 100 unités/ml de pénicilline et 100µg/ml de 

streptomycine. 

 

Milieu M11 pour culture des cellules en suspension 

DMEM-F12 avec glutamax (Gibco), 3% de glucose, supplément N2 (Gibco), 20ng/ml d’EGF 

(R&D), 10ng/ml de FGF (R&D) et 20µg/ml d’insuline (Sigma Aldrich). 

 

Composition du supplément N2 (Gibco) 

Transferrine humaine (Holo), Insuline, Progesterone, Putrescine, Selenite. 
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Liste des plasmides utilisés 

pRS19-U6-(sh)-Ubic-TagRFP-2A-Puro 

peGFP-C3-RPL13  

peGFP-N1-RPL13  

pUC57-Rc-RPL13  

pUC57-AID-GFP-IRES-Neo 

pUC57-Rc-RPL13-AID-GFP-Neo 

pUC57 attBU6 BbSI 

pUC57-attBU6-sgRNA-Guide A 

pUC57-attBU6-sgRNA-Guide B 

pBabe-TIR1-Puro 

pBabe-Hygro 

pBabe-TIR1-Hygro 

 

pRS19-U6-(sh)-Ubic-TagRFP-2A-Puro : il s’agit d’un vecteur lentiviral permettant 

l’expression du sh-RPL13, du sh-RPL22 et du sh-Ctrl. Il possède un gène de résistance à la 

Puromycine et un rapporteur constitutif RFP.  

Les lentivirus permettant l’introduction de ces séquences ont été produits sur la plateforme 

de Vectorologie de Montpellier (PVM). 

 

peGFP-C3-RPL13 Rfc: la séquence CDS de RPL13 clonée dans ce vecteur d’expression est 

exprimée en fusion à l’extrémité C-terminale de l’eGFP. 

peGFP-N1-RPL13 Rfc: la séquence CDS de RPL13 clonée dans ce vecteur d’expression est 

exprimée en fusion à l’extrémité N-terminale de l’eGFP. 

Ces deux plasmides ont été générés par la plateforme Montpellier Genomic Collection 

(MGC). 

 

 
pUC57-Rc-RPL13 : ce plasmide a été commandé chez Genscript. Il s’agit d’un plasmide 

pUC57 dans lequel la cassette de réparation a été clonée entre les sites de restriction EcorI 

et HindII. La cassette de réparation est constituée des bras d’homologie correspondant à 

une séquence de 1000nt homologue de la séquence de RPL13 avec 500 nt de part et 
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d’autre du codon stop de RPL13. Cette séquence contient également des sites de restriction 

XbaI, NheI et XhoI permettant l’insertion ultérieure de l’étiquette AID-GFP-IRES-Neo.  

 

pUC57-Rc-RPL13-AID-GFP-Neo : pour construire ce plasmide, le pUC57-AID-GFP-IRES-

Neo, gracieusement fourni par l’équipe du Dr Edouard Bertrand, a été digéré avec les 

enzymes XbaI, XhoI et SspI-HF afin de récupérer la séquence AID-GFP-IRES-Neo que nous 

avons inséré dans le pUC57-Rc-RPL13 entre les sites XbaI et XhoI. 

 

pUC57-attBU6-sgRNA-Guide A : les primers sens et anti-sens correspondant au guide A ont 

été hybridés puis insérés dans le pUC57 préalablement linéarisé par digestion avec BpiI. 

 

pUC57-attBU6-sgRNA-Guide B : les primers sens et anti-sens correspondant au guide B ont 

été hybridés puis insérés dans le pUC57 préalablement linéarisé par digestion avec BpiI. 

 

pBabe-TIR1-Hygro : il s’agit d’un vecteur rétroviral qui a été généré à partir du plasmide 

pBabe-TIR1-Puro gracieusement fourni par l’équipe du Dr Edouard Bertrand et d’un 

plasmide pBabe-Hygro. Le plasmide pBabe-TIR1-Puro a été digéré avec les enzymes XmnI, 

EcorI et BsiWI afin de récupérer la séquence TIR1. Celle-ci a ensuite été sous-clonée dans 

le plasmide pBabe-Hygro au niveau des sites XmnI et EcorI.  

Le rétrovirus permettant l’introduction de cette séquence a été produit sur la plateforme de 

Vectorologie de Montpellier (PVM). 

 

Séquences cibles des siRNA 

si-RPL13 : GGAACGUCUAUAAGAAGGA 

si-Ctrl : ACTCTATCGCCAGCGTGAC 

si-RPL13 5’FAM : GGAACGUCUAUAAGAAGGA 

si-Ctrl 5’FAM : ACTCTATCGCCAGCGTGAC 
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si-RPL22 : DharmaconTM siGENOME SMARTpool siRNA 

0·011143-01, RPL22 : GAAGUUCACUCUUGAUUGC 

D-011143-02, RPL22 : CGAGGUGCCUUUCUCCAAA 

0·011143-03, RPL22 : UGUAGAAGAUGGAAUCAUG 

D-011143-04, RPL22 : AAGAAUAAUCUACGUGACU 

Si-Ctrl : DharmaconTM  siGENOME Non-Targeting  siRNA Pool #2 

D-001206-14-05 : UAAGGCUAUGAAGAGAUAC, AUGUAUUGGCCUGUAUUAG, 

AUGAACGUGAAUUGCUCAA, UGGUUUACAUGUC 

Séquences cibles des shRNA 

sh-RPL13 : TTGGTTAGTGACTGATGTAAA 

sh-RPL22 : CCCTGTAGAAGATGGAATCAT 

sh-Ctrl : GTCGCCCTCG 

 

Séquences des guides 

Guide A 

5’ CACC GCCGACTGATTCCAAGTCCCC 3’ 

5’ AAACGGGGACTTGGAATCAGTCGGC 3’ 

Guide B 

5’ CACC GGGCGCCCAGCCGGAATGGCA 3’ 

5’ AAACTGCCATTCCGGCTGGGCGCCC 3’ 
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Tableau des amorces de qPCR 
 

Gène Séquence Sens Séquence anti sens

Actine AGGCACCAGGGCGTGAT GCCCACATAGGAATCCTTCTG

RPL13
GGTGGCCAGTTTCAGTTCTT

AACAAGTCCACGGAGTCCC

RPL22
TGTTAGCAACTACGCGCAAC GACCATCGAAAGGAGCAAGA

RPL22L1
AGAAAGACAGGAAGCCCAAGAGGT CCTTCTCCCGTAGAAATTGCTCAAA

Vimentine
TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT CCCTCACCTGTGAAGTGGAT

 

Amorces pour le séquençage des clones issus de la lignée CRISPR 

Geno 1:  

For: AATCCAGGCTTCAGACGAGA  

Rev: TGATACCTTCACGAACGCC  

Geno 2:  

For: GGCCGCTTTTCTGGATTCAT  

Rev: GTTCTGACATGTTGGCCAGG 

 

Liste des anticorps utilisés pour le western blot et leur dilution 

Anti-RPL13 Abcam Ab50880 1/16000ème  

Anti-RPL22 Proteintech 25002-1-AP 1/20000ème 

Anti-RPL22L1 Santa Cruz Sc100126 1/200ème  

Anti- Actine Sigma-Aldrich Ab5441 1/20000ème  

Anti-mouse-HRP Sigma-Aldrich A9044 1/80000ème  

Anti-Rabbit-HRP Santa Cruz Sc2357 1/500ème 
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Conditions de culture cellulaire 

Les cellules SW620, HCT116, RKO et CRC1 ont été cultivées à 37°C sous 5 % de C02 en 

milieu DMEM complet pour la culture en condition adhérente ou en M11 pour la culture en 

suspension. 

 

Prolifération cellulaire en condition adhérente 

La prolifération a été mesurée en temps réel avec l’appareil Xcelligence E-Plate.  

2.104 cellules SW620 ou 1,5.104 cellules HCT116 ont été ensemencées dans chaque puits 

dans du milieu DMEM complet. La mesure de l’impédance est effectuée automatiquement 

par le système XCELLigence  pendant 72h et la valeur est exprimée en cell index (CI). 

 

Migration en chambre de Boyden 

La migration cellulaire a été évaluée par l’utilisation combinée d’insert  FluoroBlok™ 8 m 

(BD Falcon™-351152) et de plaque Companion 24 puits (BD Falcon™-353504). 250 l de 

suspension cellulaire (3.104 cellules) en milieu 0% SVF sont introduits dans l’insert (chambre 

supérieure), puis 750 l de milieu complet sont introduits dans le puits (chambre inférieure). 

Après 1 h d’incubation à 37°C, les inserts sont transférés dans un puits contenant 4 g/ml de 

Calcein AM (Sigma-17783) dans 750 l de PBS. Après 1h d’incubation à 37°C, la mesure de 

la fluorescence est réalisée avec un microscope à fluorescence inversé et la quantification 

est réalisée sur le logiciel ImageJ. 

 

Mesure du nombre et de la taille des sphères 

Les cellules sont ensemencées à la densité de 1 cellule/ l dans 100 l de milieu M11 d’une 

plaque 96 puits préalablement traités au polyhème (low adherence) (20 puits/condition). 

Après 2 semaines, les sphères d’une taille supérieure à 50µm sont comptées manuellement 

et leur taille est évaluée sur le logiciel ImageJ.  
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Extraction des ARN par la méthode du TRIzol 

Les culots cellulaires repris dans 1 ml de TRIzol® Reagent (Invitrogen) puis placés à -80°C 

pendant minimum 15 min. Après décongélation, 0,2 ml de chloroforme sont ajoutés et les 

tubes sont secoués vigoureusement à la main pendant 15 s avant une incubation de 5 mn à 

température ambiante et une centrifugation à 12000 g pendant 15 mn à 4°C. Le mélange se 

sépare en trois phases et la phase aqueuse (supérieure), contenant les acides nucléiques, 

est transférée dans un nouveau tube. Les acides nucléiques sont précipités par ajout de 0,5 

ml d’isopropanol suivie d’une incubation de 10 min à température ambiante. Après 

centrifugation de 30 mn à 12000 g à 4°C, le culot est lavé avec 1 ml d’éthanol à 70% puis les 

tubes sont de nouveau centrifugés 15 min à 12000g. Les culots sont séchés puis repris dans 

50 à 100 l d’H2O dépourvue de RNAse.  

 

Extraction d’ARN sur colonne Qiagen et RT-qPCR 

Les ARNm sont extraits sur colonnes RNeasy mini-kit (Qiagen-74104) selon les 

recommandations du fournisseur. La transcription inverse est effectuée à partir de 1 g 

d’ARN par la retro-transcriptase MML-V (Invitrogen-28025013). La qPCR en temps réel et 

effectuée dans des plaques 384 puits LightCycler® 480 (Roche-04729749001) en présence 

de 1 M de mix d’amorces sens et anti-sens, 10 ng d’ADNc et le mix LightCycler® 480 

SYBR Green I Master (Roche-4707516001). La méthode de quantification de l’ARNm 

est basée sur la méthode des Ct : CT= (CT Actine – CT Gène d’intérêt), et le fold 

change = 2( CTlignée d’intéret- CTde référence). 

 

Western-Blot 

Les extraits protéiques sont préparés dans du tampon RIPA (1%NP40, 0.25% DOC) 

supplémenté avec des inhibiteurs de protéases Protease Inhibitor Cocktail (Roche-

11697498001). Les échantillons sont préalablement dénaturés dans un tampon Laemmli à 

95°c pendant 5 min et 50 g de protéines sont séparées sur un gel SDS-PAGE 12% puis 

transférées sur membrane de nitrocellulose par transfert semi-sec. Après 1h de saturation 

dans du PBS 0.1% tween contenant 5% de lait écrémé la membrane est incubée avec les 

anticorps primaires pendant la nuit à 4°C puis, après trois lavages au PBS 0.1% tween, la 

membrane est incubée pendant 1 h à 20°C avec les anticorps secondaires couplés à la 

HRP. La lecture est réalisée sur l’appareil Chemidoc touch (BioRad) après révélation avec le 
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kit Amersham™ ECL™ Prime ou Select Western Blotting Detection Reagent (GE 

Healthcare-RPN2232) 

Transduction virale 

Les cellules sont ensemencées en plaques 6 puits à raison de 30.104  cellules/puits dans du 

milieu DMEM complet. Le lendemain, les cellules sont transduites avec les virus puis 24h 

plus tard, le milieu est renouvelé. Le cas échéant la sélection antibiotique est débutée pour 

une période de 2 semaines avec changement du milieu toutes les 48h avec 1 g/ml de 

Puromycine ou 700 g/ml d’hygromycine.  

 

Transfection des cellules par siRNA 

Les cellules sont ensemencées en boîte de Pétri 100 mm à raison de 1,2.106 cellules dans 

10 ml de milieu complet sans antibiotique. Le lendemain, les cellules sont transfectées selon 

les recommandations du fournisseur avec un mix comprenant 50nM de RNAi duplex, 25 L 

de lipofectamine RNAIMAX® Transfection Reagent (Invitrogen-13778075) dans 2 ml de 

milieu Opti-MEM™ Reduced Serum Media (Gibco-11058021). Le lendemain le milieu est 

changé pour du milieu complet. 

 

Transfection plasmidique des cellules 

Transfection de la lignée SW620 avec les plasmides peGFP-C3-RPL13 ou peGFP-N1-

RPL13 

Les cellules sont ensemencées en boîte de Pétri 100 mm à raison de 3.106 cellules dans 

10mL de milieu complet sans antibiotique. Le lendemain, le milieu est changé pour 8 ml de 

milieu frais sans antibiotique et les cellules sont transfectées selon les recommandations du 

fournisseur avec un mix contenant 2,5 g, 5 g ou 10 g de plasmide, 30 l de 

Lipofectamine® 2000 transfection reagent et 2 ml de milieu Opti-MEM™. Le lendemain le 

milieu est changé pour du milieu complet. 

 

Transfection de la lignée SW620 Os TIR1 pour la réalisation du CRISPR 

Les cellules sont ensemencées dans un plaque 6 puits à raison de 350.103 cellules/puits 
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dans 2ml de milieu complet sans antibiotique. Le lendemain, le milieu est changé pour 2 ml 

de milieu frais sans antibiotique et les cellules sont transfectées selon les recommandations 

fournies par le fabriquant avec un mix contenant 0,6 g de pUC57-attBU6-sgRNA-Guide A, 

0,6 g de pUC57-attBU6-sgRNA-Guide B, 0,6 g  de pUC57-Rc RPL13-AID-GFP-Neo, 0,2 

g de CAS9-D10A-Nickase, 7,5 l de Lipofectamine® 2000 transfection reagent (Invitrogen-

11668019) et 250 l de milieu Opti-MEM™. Le lendemain le milieu est changé et la sélection 

antibiotique avec 800 g/ml de G418 (Sigma-A1720) est débutée. 

 

Surface sensing of translation (SUnSET) 

Brièvement, 5.104 cellules sont incubées pendant 2h à 37°C en présence de 4 g/ml de 

Puromycine (Sigma-Aldrich-P8833) suivi de 1h de chasse à 37°C. Les cellules sont lavées 

au PBS froid puis mises à incuber sur glace pendant 1h avec l’anticorps anti-Puromycine 

(2A4-Mo « home-made ») au 1/1000ème dans du PBS 0,5% SVF. Après lavage au PBS 0,5% 

SVF glacé, les cellules sont mises à incuber sur glace pendant 1h avec l’anticorps anti-

mouse Alexa 647 au  1/1000ème. Après 2 lavages au PBS 0,5% SVF glacé les cellules sont 

reprises dans 500 l de PBS 0,5% SVF glacé et l’analyse est réalisée sur le cymomètre 

MACSQuant® Analyzer 10. 

 

Profil de polysomes 

Environ 20 à 30.106 de cellules sont traitées avec 20 g/ml d’Emétine (Sigma-E2375) 

pendant 5 min à 37°C puis lavées deux fois avec du PBS froid. Les culots cellulaires sont 

repris dans 1 ml tampon de lyse (sucrose 7%, Tris-HCl 50 mM pH 7.5, MgCl2 5 mM, KCl 25 

mM, NP-40 0,1%, inhibiteurs de protéase sans EDTA, 10U / ml RNase out) et lysées 20 sec 

à 4m/sec à l’aide de bille de céramique de 1.4mm (Lysing Matrix D MP Bio) dans un appareil 

Fastprep. Le lysat est centrifugé 10 min à 16000 g et le surnageant est déposé sur un 

gradient de sucrose 15-50% et les polysomes sont fractionnés par ultracentrifugation à 

35000 rpm pendant 2h30 à 4°C.  Les fractions sont collectées avec un système de 

fractionnement en continu (Lincoln, NE) et congelés à -80°C. 
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Coussin de sucrose 

Les cellules sont traitées avec 20 g/ml d’Emétine (Sigma-E2375) pendant 5 min à 37 °C 

puis lavées deux fois avec du PBS froid. Les culots cellulaires sont repris dans 1 ml tampon 

de lyse (sucrose 7%, Tris-HCl 50 mM pH 7.5, MgCl2 5 mM, KCl 25 mM, NP-40 0,1%, 

inhibiteurs de protéase sans EDTA, 10U / ml RNase out) et lysées 20 sec à 4m/sec à l’aide 

de bille de céramique de 1.4mm (Lysing Matrix D MP Bio) et d’un appareil Fastprep. Le lysat 

est centrifugé 10 min à 16000 g et le surnageant est déposé sur un coussin de sucrose 30% 

puis les monosomes et les polysomes sont sédimentés par ultracentrifugation à 35000 rpm 

pendant 24h à 4°C. 

 

Ribosome profiling 

Génération des empreintes des ribosomes 

Les fractions monosomales et polysomales sont poolées à raison de 60ul de chaque 

fraction. 160 UDO de ce mix  sont digérés pendant 1h à 4°C par 1200 U (750U 

RNase/100UDO) de RNase I (ThermoFisher-EN0601). Les ARN sont purifiés après 

extraction phénolique en TRIzol. L’extrémité 3’ des fragments d’ARN est déphosphorylée par 

10 U de T4 polynucléotide kinase (NEB-M0201S) à 37°C pendant 2h, puis l’enzyme est 

inactivée 20 min à 65°C. Les empreintes sont séparées par électrophorèse sur gel 

d’acrylamide Novex denaturing 15% TBE Urea Gel (Invitrogen EC68855BOX) puis les 

bandes de gel correspondant aux fragments de 28 nucléotides sont découpées, broyées et 

l’ARN est élué sur la nuit dans un tampon d’élution (NaOac 300 mM pH 5.5, EDTA 1mM, 0.1 

U/µl de Ambion™ SUPERase·In™ RNase Inhibitor (Invitrogen-AM2696)). Les débris du gel 

sont éliminés par centrifugation pendant 4 min à 12000 rpm sur colonne Corning® Costar® 

Spin-X® (Corning-CLS8160) et les empreintes sont purifiées par précipitation à l’éthanol  

Elimination des ARN ribosomaux 

Les ARN ribosomaux sont éliminés avec le kit Ribo-Zero™ rRNA Removal Kits (Illumina-

MRZH116) selon les recommandations du fournisseur. Les fragments d’ARN déplétés des 

ARN ribosomaux sont précipités à l’éthanol. 

Polyadénylation et rétro-transcription des empreintes 

Les fragments d’ARN sont polyadénylés pendant 45 min à 37°C en présence de 1 mM 

d’ATP et 3 U of E. coli Poly(A) Polymerase (NEB-0276) puis ils sont retro-transcrits pendant 

50 min à 50°C en présence de 200 U de Superscript™III reverse transcriptase (Invitrogen-
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18080093), 2,5 µM d’amorces (67nt contenant la modification abasic,  un 3’ wooble : 4 

amorces possibles avec des étiquettes différentes en 5’ pour le séquençage :  

amorce 1 : 5’ CAG ATC GTC GGA CTG TAG AAC TCT  CAA GCA GAA GAC GGC ATA 

CGA TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV N 3 ‘ 

amorce 2 : 5’ TCG ATC GTC GGA CTG TAG AAC TCT  CAA GCA GAA GAC GGC ATA 

CGA TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV N 3 ‘ 

amorce 3 : 5’ GTG ATC GTC GGA CTG TAG AAC TCT  CAA GCA GAA GAC GGC ATA 

CGA TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV N 3 ‘ 

amorce 4 : 5’ AGG ATC GTC GGA CTG TAG AAC TCT  CAA GCA GAA GAC GGC ATA 

CGA TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV N 3 ‘) et 0.5 mM de dNTP. L’enzyme est inactivée 5’ à 

85°C. Le produit de rétrotranscription est séparé des amorces par électrophorèse sur gel 

d’acrylamide TBE-urée 10%. Les ADNc de 95 nucléotides sont excisés et élués sur la nuit à 

4°C en tampon d’élution (300 mM NaCl, 1 mM EDTA) puis les ADNc sont précipités à 

éthanol. 

Circularisation et linéarisation 

Les ADNc sont circularisés avec le kit Circligase™ ssDNA ligase (Epicentre-CL4111K) selon 

les recommandations du fournisseur. La réaction de circularisation et effectuée à 60°C 

pendant 1h30 puis la ligase est inactivée à 80°C pendant 10 min. Après précipitation du 

produit de ligation, l’ADNc est clivé par l’enzyme APE1 qui reconnait les sites abasiques. Les 

fragments linéaires sont séparés des fragments  circulaires par électrophorèse sur gel 

d’acrylamide TBE-urée 10% Novex denaturing 10% TBE Urea Gel (Invitrogen 

EC68752BOX). Le fragment de 95 nucléotides est excisé et l’ADN est élué sur la nuit à 4°C 

en tampon d’élution (300 mM NaCl, 1 mM EDTA) puis les ADNc sont précipités à éthanol  

Amplification et séquençage 

La librairie est amplifiée par PCR en présence de 200 µM de dNTP ; 0,5 µM d’amorces 

qNTI200 et qNTI201 et 0.5 U de Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB-M0530S). 

Après amplification, les produits de PCR sont séparés par électrophorèse sur gel 

d’acrylamide TBE 8%. 

qNTI200 : 5’ – CAAGCAGAAGACGGCATA – 3’ 

qNTI201 : 5’– AATGATACGGCGACACCGACAGGTTCAGAGTTCTAAGTCCGACG- 3’ 

Les ADNc de 115 nucléotides sont excisés et élués sur la nuit à 4°C en tampon d’élution 

(300 mM NaCl, 1 mM EDTA) puis les produits de PCR sont précipités à éthanol et les culots 

sont repris dans de l’eau RNase free pour le séquençage sur la plateforme MGX de l’Institut. 
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Analyse statistique 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec l’aide du logiciel GraphPad Prism® 7. Les 

valeurs moyennes sont représentées ± SEM et les tests statistiques utilisés sont des 

tests  unpaired t-test  ou Mann-Whitney. Les données statistiquement significatives (p<0.1) 

entre deux conditions sont repérées par une étoile (*), p<0.01 par deux étoiles (**), p< 0.001 

par trois étoiles (***) et p<0.0001 par quatre étoiles (****). 
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ANNEXE I 

 

Titre : “TRM6/61 connects PKC  with translational control through tRNAiMET Stabilization: 

impact on tumorigenesis” 

Macari F, El-houfi Y, Boldina G, Xu H, Khoury-Hanna S, Ollier J, Yazdani L, Zheng G, 

Bièche I, Legrand N, Paulet D, Durrieu S, Byström A, Delbecq S, Lapeyre B, Pannequin J, 

Hollande F, Pan T, Teichmann M, Vagner S, David A, Choquet A and Joubert D 
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Résumé : Avec près d’un million de nouveaux cas par an à travers le monde, le cancer 
colorectal est un problème de santé publique majeur. Il est la 2ème cause de mortalité par 
cancer en France, ce fort taux de mortalité étant relié à un pourcentage important de 
récidives et de métastases. L’hétérogénéité tumorale, la dissémination, la résistance aux 
traitements et la récidive seraient notamment dues à une population particulière de cellules 
tumorales appelées cellules souches cancéreuses (CSC). Ces cellules sont dotées d’une 
capacité d’adaptation extraordinaire et la compréhension des mécanismes moléculaires 
sous-tendant cette plasticité cellulaire est un objectif majeur pour concevoir de nouvelles 
stratégies thérapeutiques les ciblant spécifiquement. La synthèse protéique joue un rôle clé 
dans la carcinogénèse : d’une part, une synthèse protéique élevée est nécessaire à la 
prolifération des cellules tumorales, d’autre part, la traduction sélective favorise l’expression 
de protéines pro-oncogéniques. Considéré pendant des années comme un acteur passif de 
la traduction, le ribosome semblerait jouer un rôle majeur dans la régulation de la synthèse 
protéique. En effet, des études récentes ont montré que la composition du ribosome était « 
flexible » et permettrait de favoriser la traduction de certains ARN messager (ARNm). De 
plus, l’expression de certaines protéines ribosomiques (PR) varie entre le tissu sain et le 
tissu cancéreux, parfois même entre la tumeur initiale et la métastase. Ce projet vise à 
déterminer de quelle manière le contrôle traductionnel intervient dans plusieurs étapes clés 
du cancer colorectal, en se focalisant tout particulièrement sur l’acquisition ou la perte de 
propriétés propres aux CSC. Cette étude permettra de mieux comprendre les mécanismes 
moléculaires exploités par les CSC afin de résister aux traitements et s’adapter à leur 
environnement. De plus, ce projet pourrait mettre en évidence un rôle exercé par certaines 
protéines ribosomiques dans le contrôle traductionnel, à travers la filtration des ARNm par le 
ribosome. A plus long terme, il pourrait déboucher sur le développement de nouveaux 
traitements permettant de cibler spécifiquement la machinerie traductionnelle des CSC. 

Mots clé : Traduction, protéines ribosomiques, cancer, cellules souches cancéreuses.

 

Abstract: Despite significant advances in diagnostics and treatment, colorectal cancer 
(CRC) remains a major cause of mortality worldwide and occurrence of metastasis 
represents the primary cause of death. Metastasis process, chemoresistance and tumor 
recurrence are powered by a minor subpopulation of tumor cells endowed with self renewal 
and multi lineage differentiation ability: the cancer stem cells (CSC). Translation of mRNA 
into protein is the final step in gene-expression process, which mediates the formation of the 
translatome from genomic information. Several mechanisms, such as signaling pathways, 
translation factors availability, alternative open reading frame and alternative initiation 
pathways account for real time translatome remodeling. Moreover, an emerging concept 
suggests that ribosome is heterogeneous and can be "reprogrammed". These "specialized 
ribosomes" would preferentially engage certain mRNA at the expense of others and therefore 
drive cell phenotype and favor cell adaptation. Many studies have correlated deregulation of 
both translation machinery composition and activity with cancer initiation and evolution. From 
that perspective, CSC might well represent a perfect model to test whether the translation 
apparatus takes an active part in tumor initiation, progression, and metastasis. Our goal is to 
demonstrate that protein synthesis is differentially regulated depending on cancer cell 
subpopulation and determine whether ribosomal heterogeneity could impact tumoral 
evolution and plasticity. In a long run, we envision the development of novel therapies based 
on specific targeting of translational control in CSC. 

Key words: Translation, ribosomal proteins, cancer, cancer stem cell. 


