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Introduction 

 
 

 

 

 

 
La sagesse commence dans l’émerveillement  

(Socrate) 



 

Figure 1 : Expression génique chez les eucaryotes.  

Un gène présent sur la molécule d’ADN, et codant une protéine, est transcrit en un pré-ARNm qui sera maturé 
puis exporté dans le cytoplasme. L’ARNm est ensuite traduit par le ribosome pour aboutir à la synthèse d’une 
protéine. Figure adaptée de The McGraw-Hill Education 
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I. Préambule 
 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à la suppression traductionnelle des 

codons stop chez les mammifères. Je débuterai cette introduction en présentant les 

règles du code génétique qui régissent la traduction, les acteurs de ce processus et les 

mécanismes moléculaires mis en jeu à chacune des étapes. Je détaillerai l’étape de 

terminaison de la traduction sur laquelle je me suis concentré durant mes recherches. 

Puis, je présenterai les mécanismes de surveillance et contrôle de l’expression génique 

via la régulation des ARNm. J’aborderai ensuite la fidélité de la traduction et les 

différents évènements non conventionnels de traduction (recodage) dans lesquels les 

règles canoniques de traduction sont transitoirement contournées afin de réguler 

l’expression de certains gènes. J’exposerai ensuite les facteurs connus pour modifier la 

fidélité de la traduction. Je terminerai cette introduction en présentant les maladies 

dites à codon stop et les stratégies thérapeutiques développées pour restaurer 

l’expression des protéines impliquées dans ces maladies. L’introduction sera suivie des 

résultats obtenus sur le développement d’un nouvel outil d’étude dynamique de la 

traduction eucaryote et sur l’identification de nouvelles molécules inductrices de 

translecture. Je poursuivrai par une discussion de ces résultats avant de conclure et de 

présenter les perspectives de mes projets de recherche.  

 

II. La traduction chez les eucaryotes 
 

La biosynthèse des protéines ou traduction est un processus complexe qui 

nécessite l’action contrôlée de nombreuses macromolécules. Ce processus essentiel à la 

vie de la cellule consomme plus de la moitié de l’énergie cellulaire et est par 

conséquent finement régulé 1. L’information génétique nécessaire à la fabrication des 

protéines est codée dans la molécule d’ADN (AcideDésoxyriboNucléique), sous forme 

d’une succession de nucléotides. Chez les eucaryotes, les séquences d’ADN 

susceptibles d’être transcrites en ARN sont appelées gènes. Ces derniers sont 

généralement segmentés en régions codantes (exons) interrompues par des segments 

non codants (introns). Les gènes sont transcrits en pré-ARN messager (Acide Ribo-

Nucléique) avant de subir plusieurs étapes de maturation, durant lesquelles les 

extrémités de l’ARN sont modifiées et les introns excisés (épissage), formant ainsi l’ARN 

messager (ARNm). L’ARNm est alors exporté dans le cytoplasme où il sera traduit en 

protéine (Figure 1). 



 

 

Figure 2 : Le code génétique 

Tableau regroupant les correspondances entre codons et acides aminés. Le codon AUG initiateur de la 
traduction cytoplasmique est indiqué en vert et les trois codons de terminaison UAA, UAG et UGA sont indiqués 
en rouge.  
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1. Le code génétique  
 

Lors de la traduction, les quatre bases de l’ARNm (Adénine, Uracile, Guanine et 

Cytosine) sont traduites selon les règles du code génétique. Élucidé en 1961 par Francis 

Crick et ses collaborateurs, le code génétique correspond à un ensemble de règles 

établissant une correspondance entre un triplet de nucléotides de l’ARNm appelé 

codon et un acide aminé. Il fut ainsi établi que : - chaque séquence de nucléotides est 

lue à partir d’un point de départ spécifique - les triplets ne se chevauchent pas - il n’y a 

pas de séparateurs permettant d’identifier les « bons triplets » (bien que les introns 

furent découverts par la suite) - le code génétique est dégénéré 2. En effet, le caractère 

dégénéré résulte de la disproportion entre les 64 codons possibles et les 20 acides 

aminés standards. Il faudra attendre les travaux de Nirenberg en 1965 pour connaître 

l’acide aminé associé à chaque codon. Il a ainsi été montré que les 61 codons « sens » 

sont chacun assignés à un acide-aminé et que les trois codons restants : ambre (UAG), 

ocre (UAA) et opale (UGA) sont dits « non-sens » ou « stop », car ils signalent l’arrêt de 

la traduction (Figure 2) 3. 

Hormis le codon d’initiation méthionine (AUG) et les codons stop, le tryptophane 

est l’unique acide aminé associé à un seul codon (UGG). Ainsi, chaque acide aminé 

correspond à plusieurs codons, mais cette distribution n’étant pas aléatoire, la majorité 

des codons spécifiant le même acide aminé ne diffèrent que par leur troisième base, 

dite « wobble » (flexible). Ceci à l’exception des acides aminés leucine, arginine et 

serine qui sont associés à six codons. 

Le code génétique a longtemps été considéré comme un « accident figé » 

incapable d’évoluer 4. La découverte d’un code génétique alternatif dans les 

mitochondries humaines a remis en cause son « universalité » 5. La réassignation de 

certains codons fut largement étudiée chez les espèces dont le code génétique est 

différent du code canonique (Figure 3) 4. Il apparaît ainsi que ces variations concernent 

la plupart du temps les codons stop. Certaines réassignations identiques semblent avoir 

eu lieu de manière indépendante dans différents taxons, ce qui laisserait penser que le 

code génétique poursuivrait son évolution dans certaines lignées. 

En plus des 20 acides-aminés correspondant aux codons sens, il existe 2 acides 

aminés naturels rares : la sélénocystéine et la pyrrolysine, qui sont incorporés dans les 

protéines au niveau des codons UGA et UAG respectivement dans des cas particuliers 

de recodage. Cette notion sera abordée plus tard dans la partie III. La fidélité de la 

traduction. 



 

 

 

Figure 3 : Réassignation des codons selon les organismes 

L’arbre phylogénétique retrace l’évolution de la réassignation de différents codons dans les génomes nucléaires 
(à gauche) et mitochondriaux (à droite). Figure issue de Knight et al., 2001 4  
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2. Les acteurs de la traduction 
 

Bien que les principaux mécanismes de la traduction aient été découverts et 

élucidés grâce à l’étude des organismes procaryotes, le sujet de ce mémoire impose de 

se focaliser sur les caractéristiques de la traduction eucaryote, qui a connu des avancées 

significatives ces dernières années. 

 La traduction est réalisée grâce à l’action de plusieurs acteurs dont les principaux 

sont : l’ARN messager (ARNm), l’ARN de transfert (ARNt), le ribosome et de nombreux 

facteurs protéiques. Dans la cellule, environ 80% des ARN totaux sont des ARN 

ribosomiques, 15% des ARN de transfert et 5% des ARNm 6.  

 

A. L’ARN messager 
 

Les ARNm sont transcrits sous la forme d’un pré-ARNm par l’ARN polymérase 2 

(Pol II). Ils subissent ensuite plusieurs évènements de maturation qui vont modeler le 

transcrit primaire en une forme lisible par la machinerie traductionnelle appelée mRNP 

pour messager ribonucléoprotéique. Ce complexe contient l’ARNm et des protéines de 

liaisons à l’ARN (RBPs) qui jouent notamment un rôle majeur dans le contrôle post-

transcriptionnel des ARN.  

La biogenèse des ARNm est souvent décrite comme une suite séquentielle de 

modifications durant lesquels la transcription est suivie de l’ajout de la coiffe, puis de 

l’épissage et enfin de l’ajout de la queue poly(A). Ce schéma concorde avec la 

reconstitution de l’ensemble de ces réactions in vitro, indépendamment les unes des 

autres. Toutefois, dans les cellules, la transcription et la maturation sont le plus souvent 

simultanées 7.  

La première étape de la maturation consiste en la modification des extrémités du 

pré-ARNm. Tout d’abord, une coiffe (7-me ́thylguanosine triphosphate (m7G) est ajoutée 

en 5’, ce qui va permettre de protéger l’ARNm de la dégradation et de recruter le 

ribosome lors de l’initiation traductionnelle 8,9. 

Au cours de la transcription, les séquences non codantes appelées introns sont 

excisées et les exons sont réunis par ligation. Un gène humain contient en moyenne 8 

introns, ce qui représente environ 90% de la taille totale de l’ARN pré-messager. Les 

introns ont une taille extrêmement variable, de quelques centaines de nucléotides à 

plusieurs centaines de milliers.  

 



 

 

Figure 4 : Structure schématique d’un ARNm 

L’ARNm mature comprend : une coiffe à l’extrémité 5’, une région non-codante en 5’ (5’UTR), une région 
codante commençant par un codon d’initiation et se finissant au premier codon de terminaison rencontré, une 
région non-codante en 3’ (3’UTR) et enfin une queue poly A. Figure adaptée de Clark and Pazdernik, 2016 – 
Chap2 10 

 

 

 

Figure 5 : Structure secondaire et tertiaire de l'ARNt 

(a) Diagramme de la structure secondaire d’un ARNt schématiquement représentée en forme de trèfle. Les 
bases universellement conservées sont indiquées par le numéro de leur position. (b) Structure tridimensionnelle 
en forme de L adoptée par l’ARNt lorsque la tige D se replie sur la tige TΨC. Figure adaptée de Goldman, 2008 
11  
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Enfin, l’extrémité 3’ du pré-ARNm est modifiée. Ce processus de polyadénylation 

est réalisé en deux étapes : la coupure de la séquence d’ARNm en amont d’une 

 séquence cible, puis l’ajout d’une queue poly(A) de 250 à 300 adénines chez les 

humains 12. En cours de synthèse, certaines Poly(A) Binding Protein (PABP) sont 

également recrutées pour stimuler l’ajout d’adénines et protéger l’ARNm de la 

dégradation. Cette étape est nécessaire à l’export du transcrit mature dans le 

cytoplasme. Elle intervient également dans la stabilité du messager et dans l’efficacité 

de la traduction 13. 

 L’ARNm maturé comprend alors : une coiffe à l’extrémité 5’ ; une région non 

codante en 5’ (5’UTR) dont le rôle principal est de permettre l’initiation de la 

traduction ; une région codante commençant par un codon de démarrage et se finissant 

au premier codon stop rencontré ; une région non codante en 3’ (3’UTR) ; une queue 

poly(A) (Figure 4). Nous verrons par la suite que ces régions ne sont pas aussi bien 

définies. En effet, il existe des régions codantes dans les régions non codantes en 5’ et 

en 3’. 

 

B. L’ARN de transfert 
 

Découverts en 1965 par R. Holley, les ARN de transfert (ARNt) sont une classe de 

molécules qui assurent la correspondance entre l’ARNm et la protéine. Ils servent 

d’adaptateurs entre les triplets de nucléotides correspondant aux codons et les acides 

aminés. Les gènes codant les ARNt eucaryotes sont transcrits par l’ARN polymérase III. 

Ces transcrits sont ensuite maturés pour être complètement actifs. La majorité des ARNt 

contient entre 75 et 95 nucléotides 11.  

L’analyse de plusieurs séquences d’ARNt a conduit à la généralisation d’une 

représentation 2D s’apparentant à trèfle dont trois des quatre « feuilles » sont des tiges-

boucles (Figure 5a). La première correspond à la tige-boucle anticodon qui est 

impliquée dans la reconnaissance des bases 1, 2 et 3 du codon par interaction avec les 

bases 36, 35 et 34 de l’anticodon. Les deux autres sont la tige-boucle D et la tige-

boucle T ou TΨC qui doivent leur nom à la présence de ribonucléotides modifiés, la 

dihydrouridine pour le bras D et la ribothymidine et la pseudouridine pour le bras TΨC. 

Le bras accepteur est formé par l’appariement des extrémités 5’ et 3’ de l’ARNt 

additionné d’un triplet de nucléotides CCA non appariés en 3’, impliqué dans le 

chargement de l’acide aminé. Ce triplet a la particularité d’être ajouté au cours de la 

maturation des ARNt chez les bactéries Gram-positives et chez les eucaryotes 14. Les 

ARNt possèdent également une boucle variable qui peut se composer de 4 à 21 

nucléotides 11. 

 



 

 

Figure 6 : Evolution stratifiée du ribosome eucaryote.  

Représentations en surface (a,c,e) et schématique (b,d,f) des ribosome de T. thermophilus (a,b), S. cerevisiae 
(c,d) et H. sapiens (e,f). La couche supplémentaire d’interactions protéine-ARN est représentée en bleu. Les 
deux couches supplémentaires d’interactions ARN-ARN et d’ARN seul chez le ribosome des mammifères sont 
représentées en orange et rouge respectivement. TE : tunnel de sortie, CP: protubérance centrale, Pt : 
plateforme, Bd : corps, H : tête. Figure adaptée de Anger et al., 2013 15  
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Dans la structure tridimensionnelle, l’ARNt adopte une conformation en forme de 

L dans laquelle la tige D se replie sur la tige TΨC. La tige anticodon et la tige D forment 

alors le bras anticodon, la tige acceptrice et la tige TΨC constituent le bras accepteur 

(Figure 5b). 

Alors qu’une seule enzyme est nécessaire à la synthèse de l’ensemble des ARNt, 

plus de 100 enzymes différentes sont impliquées dans la modification post-

transcriptionnelle des ARNt 16. Et bien que ces modifications soient le plus souvent 

impliquées dans l’efficacité de la traduction et dans l’aminoacylation des ARNt, le rôle 

exact de beaucoup d’entres elles est encore mal compris 17. Comme pour l’ARNm, les 

étapes de maturation de l’ARNt ont lieu dans le noyau, avant le transport du transcrit 

dans le cytoplasme. 

Après maturation, les acides aminés sont chargés sur l’extrémité 3’ de l’ARNt par 

un groupe spécifique d'enzymes appelé aminoacyl-ARNt Synthetases (aaRS) pour 

former l'aminoacyl-ARNt (aa-ARNt) au cours de la réaction d'aminoacylation. Cette 

réaction nécessite deux substrats : un groupe d'ARNt qui partagent un ensemble « 

d’éléments d’identités » et des acides aminés qui peuvent être distingués selon leur 

taille et par la présence de petites différences de propriétés des chaînes latérales 18. 

L’aminoacylation constitue une étape cruciale de la traduction, car une fois que le 

chargement de l’acide aminé a eu lieu, il est irréversible. Grâce aux différents processus 

de contrôle, sur lequel je reviendrai ultérieurement, le taux d’erreur du chargement de 

l’acide aminé sur son ARNt est très faible, de 10-4 à 10-5 chez les procaryotes 19. 

 

C. Le ribosome 
 

Le ribosome humain est un complexe ribonucléoprotéique de 4,3 MDa composé 

d’ARN ribosomiques ayant une activité catalytique (ribozyme) et de protéines 

enchâssées dans l’ARNr.	Bien que le cœur du ribosome soit conservé dans tout le règne 

du vivant, les ribosomes eucaryotes, et en particulier ceux des mammifères, ont une 

taille et une complexité significativement supérieures à celles des ribosomes 

procaryotes (Figure 6) 15.  

En décodant l’information contenue sur l’ARNm, le ribosome synthétise les 

protéines nécessaires à la cellule. Les eucaryotes possèdent un ribosome de 80S (en 

référence au coefficient de sédimentation) formé de deux sous-unités : la petite sous-

unité 40S et la grande sous-unité 60S (http://www.bangroup.ethz.ch). A l’interface de 

ces deux sous-unités il y a 3 sites dans lesquels interagissent l’ARNm et les ARNt : le site 

A (Aminoacyl site) dans lequel entre l'aminoacyl-ARNt, le site P (Peptidyl site) où l’acide 



 

 

Figure 7 : Structure cristallographique du ribosome 80S eucaryote 

Représentation de la face externe (a,c) et interne (b,d) de la petite (a,b) et grande (c,d) sous-unité du ribosome 
de Tetrahymena thermophila (PDB code 2xzm). Les protéines universellement conservées sont indiquées en bleu 
clair. Les protéines présentes chez les archées et eucaryotes en jaune et les protéines et éléments d'ARN 
exclusivement présents chez les eucaryotes sont en rouge. H : tête, Be : bec, Pt : plateforme, Sh : épaule,  Bo : 
corps,  LF : pied gauche, LR : pied droit, A-P-E : sites de positionnement de l’ARNt. Figure adaptée de Klinge et 
al., 2012 20 

 



Introduction : II. La traduction chez les eucaryotes 
 

15 

 aminé chargé sur l’ARNt est lié à la chaîne peptidique en cours de synthèse et enfin le 

site E (Exit site) dans lequel se trouve l’ARNt déacylé prêt à sortir du ribosome 21.		

La petite sous-unité 40S est composée d’un ARNr 18S et de 33 protéines dont 

14 sont universellement conservées. La structure générale comprend la tête, la 

plateforme et le corps. La tête possède un bec et le corps une épaule. Dans la partie 

inférieure du corps sont présentes deux régions désignées comme pied droit et pied 

gauche (Figure 7) 20. Le point de contact entre la tête et le corps forme un sillon dans 

lequel l’ARNm se loge pour y être décodé par la boucle codon/ anticodon. La 40S est 

également la première des deux sous-unités à être recrutée lors du processus 

d'initiation de la traduction.  

La grande sous-unité 60S est composée de l’ARNr 28S, 5S et 5,8S et de 47 

protéines dont 18 sont universellement conservées. Elle contient le centre d'activité 

peptidyl-transférase 22 qui catalyse la liaison peptidique entre la chaîne en cours de 

synthèse portée par l’ARNt au site P et l’acide aminé porté par l’ARNt au site A.  

La première structure du ribosome obtenue en haute résolution par 

cristallographie démontrait que la catalyse de la liaison peptidique était réalisée 

exclusivement par l’ARNr, permettant ainsi d’identifier le ribosome comme un ribozyme 
23. Bien qu’elles soient étudiées depuis plus de 40 ans, le rôle des protéines ribosomales 

est encore largement incompris 24. Les avancées rapides de la cryo-microscopie 

électronique (cryo-EM) ont permis récemment d’obtenir la structure du ribosome 

eucaryote (80S) et ainsi d’identifier la position des 80 protéines ribosomales associées 
20. Certaines protéines sont universellement conservées, mais d’autres sont spécifiques 

aux bactéries, aux archaea et aux eucaryotes. Une nouvelle nomenclature a été établie 

afin d’éviter toute confusion dans le nom de ces protéines (Annexe 1) 25. Bien qu’elles 

ne semblent pas participer directement à l’activité catalytique du ribosome, leur 

contribution est essentielle à la traduction. En plus de leur rôle protecteur de l’ARNr, 

beaucoup de protéines ribosomales sont essentielles à l’assemblage du ribosome 

(P1/P2), à l’activité peptidyl-transférase (uL3) et à celle du centre de décodage (uL11 - 

uS12), à l’appariement de ligands (uL29) et à la sortie de l’ARNm (uL1) 26-30. 

 

3. Les étapes de la traduction 
 

La traduction est un processus au cours duquel les différents acteurs décrits 

précédemment interagissent pour permettre la synthèse d’une protéine. L’ARNm est 

traduit simultanément par plusieurs ribosomes, on parle alors de polysomes. Chaque 

ribosome accomplit un cycle de traduction qui se décompose en 4 étapes :  



 

 

Figure 8 : Modèle de la voie classique d’initiation de la traduction eucaryote 

L'initiation commence par la formation du complexe ternaire (TC) contenant eIF2-GTP et l'ARNt initiateur 22. Le 
complexe ternaire est recruté sur la sous-unité 40S avec l'aide des eIF 1, 1A, 3 et 5 pour former le complexe de 
pré-initiation PIC 22. Pendant ce temps, l'ARNm est préparé par les facteurs eIF4 et PABP pour former un mRNP 
activé (3a), qui est ensuite recruté sur le PIC (3b). Une fois lié à l'extrémité 5' de l'ARNm, le PIC scanne l’ARNm 
pour localiser le codon d’initiation (AUG) 22. La reconnaissance du codon est suivie de la libération d’eIF1 et la 
conversion de eIF2-GTP en eIF2-GDP, ce qui stoppe le processus de scanning (5). eIF2-GDP et eIF5 se 
dissocient, ouvrant la voie à eIF5B qui va permettre le recrutement de la sous-unité 60S (6). La fixation de la 60S 
est suivi de l'hydrolyse du GTP par eIF5B et de la dissociation du facteur d’initiation pour former le complexe 
d'initiation 80S (IC) 22. Figure adaptée de Aitken et al, 2012 31 
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1. L’initiation au cours de laquelle la petite sous-unité ribosomique se lie à 

l’ARNm, scanne et se positionne sur le codon d’initiation. La 60S s’associe alors avec la 

40S pour former le ribosome. 
2. L’élongation correspond à la lecture de l’ARNm codon par codon et à la 

synthèse de la protéine via la catalyse des liaisons peptidiques entre les acides aminés 

portés par les ARNt. � 
3. La terminaison, qui se produit lorsqu’un codon stop entre au site A du 

ribosome, entraînant la libération de la chaîne polypeptidique. 
4.  Le recyclage, au cours duquel les sous-unités ribosomiques se dissocient et 

deviennent disponibles pour un nouveau cycle de traduction. 
 

A. L’initiation 
 

Chez les eucaryotes, l’initiation de la traduction est un processus complexe et 

l’étape la plus étudiée du cycle de la traduction. Elle permet l'assemblage de la grande 

sous-unité (60S) et de la petite sous-unité (40S) en un ribosome (80S) fonctionnel 

contenant un ARNt-méthionine initiateur positionné sur le codon de départ (AUG) de 

l’ARNm, au site P du ribosome. Ceci est facilité et coordonné par au moins 13 facteurs 

d’initiations (eIFs) 32. 

 L’initiation débute avec la formation d’un complexe ternaire (TC) composé de 

l’ARNt-Met, eiF2 et de GTP (Figure 8). Les facteurs eIF 1, 1A, 3 et 5 se lient à la sous-

unité 40S libre et induisent une conformation « ouverte » de la 40S. Cela permet au 

complexe ternaire de s’y lier facilement et de former le complexe de préinitiation (PIC) 
33.  

En parallèle, l’ARNm est préparé pour pouvoir être recruté par le complexe de 

préinitiation. Pour cela, la coiffe située en 5’ est reconnue par eIF4E qui vient s’y fixer et 

ancre l’ARN hélicase eIF4A dans la région 5’UTR de l’ARNm. Cette hélicase, liée à eIF4B 

et eIF4G va permettre d'ouvrir les structures secondaires présentes dans cette région et 

facilite ainsi la liaison de l’ARNm au complexe de préinitiation. eIF4G rassemble 

également les extrémités 5’ et 3’ de l’ARNm par l’intermédiaire de ses interactions avec 

eIF4E et les PABP situées sur la queue poly(A). Cette boucle « fermée » interviendrait 

dans la liaison avec le PIC et permettrait également le couplage des étapes de 

terminaison de la traduction et de recyclage 31. 

 Une fois chargé sur l’ARNm, le complexe de préinitiation « ouvert » scanne la 

région 5’ UTR de l’ARNm base par base pour localiser le codon de départ. La présence 

de l’ARNt-Met initiateur au site P et des facteurs d’initiations eIF 1, 2 et 5 va permettre 

d’identifier par complémentarité le premier codon AUG. Sa reconnaissance dépend 

toutefois de plusieurs facteurs, notamment la présence d’une séquence consensus au  



 

 

Figure 9 : Modèle de l’initiation de la traduction médiée par les IRES 

Les sites d’entrée interne au ribosome (IRES) sont classés selon 4 types, en fonction de leur mécanisme 
d’initiation. Les virus de type 1 et 2 requièrent la fixation du complexe 43S sur eIF4G. Les virus de type 3 n’ont 
besoin que du complexe 43S qui va initier directement sur l’IRES. Alors que les virus de type 4 n’ont besoin ni de 
facteurs d’initiations ni d’ARNt initiateur. Figure adaptée de Jackson et al., 2010 33 
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niveau du codon AUG (5′-(A/G)NNAUGG-3’) et l’absence de structures secondaires à 

proximité. 

Une fois le codon d’initiation reconnu, eIF5 hydrolyse le GTP fixé à eIF2, ce qui 

provoque la dissociation d’eIF1 et la conformation « fermée » du complexe de 

préinitiation. Cette nouvelle conformation stabilise l’interaction de PIC avec l’ARNm et 

l’ARNt-Met initiateur et arrête le processus de scanning 34. 

A cette étape, eIF2-GDP et eIF5 sont dissociés. eIF6, un facteur anti-associatif lié 

à la grande sous-unité empêchant la 60S de se lier à la 40S serait détaché par le 

complexe protéique SBDS-efl1 35,36. Une seconde GTPase liée à la grande sous-unité 

60S, eIF5B, collabore avec eIF1A pour permettre l’assemblage des deux sous unités et 

former le ribosome 80S. eIF1A est alors relargué, ce qui libère la voie au ribosome pour 

entrer dans sa phase d’élongation. 

 

 Bien que la plupart des ARNm sont traduits via le mécanisme d’initiation 

canonique de la traduction, il existe d’autres mécanismes d’initiations dépendantes et 

indépendantes de la coiffe 37.  

C’est notamment le cas des ARNm ayant une courte région non traduite en 5’. 

Ces derniers ont été retrouvés chez les eucaryotes tels que Saccharomyces cerevisiae et 

chez les animaux. La traduction de ces ARNm requiert à la fois la présence de la coiffe 

et d’une séquence consensus d’initiation de la traduction de ces courts 5’UTR (TISU) 

(SAASAUGGCGGC) et se fait indépendamment de l’étape de scanning. Contrairement 

à l’initiation canonique, la formation du complexe 48S (PIC + eIF4F) serait 

immédiatement suivie du positionnement de la 60S sur le codon AUG et du 

détachement de eIF4F de la coiffe, pour permettre au codon AUG d’être correctement 

positionné au site P du ribosome. Cette initiation serait également facilitée par la 

présence de eIF1 et eIF4G1 38.  

Il existe également un autre mécanisme d’initiation, cette fois indépendant de la 

coiffe, qui repose sur la présence de séquences particulières appelées IRES (Internal 

Ribosome Entry Site). Ces séquences forment une structure secondaire mimant l’ARNt 

initiateur. Les IRES sont de taille variable et permettent le recrutement du ribosome 

directement sur le codon d’initiation. Elles sont classées selon quatre types : les IRES de 

type 1 et 2 où l’initiation se fait indépendamment d’eIF4E, mais requiert la présence 

d’eIF4G, les IRES de type 3 où seuls eIF2 et eIF3 sont requis et les IRES de type 4 où 

l’initiation se fait indépendamment de tous les facteurs d’initiations et de l’ARNt 

initiateur (Figure 9). Elles ont été découvertes chez les virus 39, qui les utilisent afin de 

détourner la machinerie cellulaire à leur profit. Il existe aussi des IRES cellulaires 40, qui 

permettent par exemple la synthèse de protéines essentielles dans des cas de stress  



 

 

Figure 10 : Modèle du cycle d’élongation de la traduction eucaryote  

Le cycle d’élongation débute par la fixation de l’ARNt aminoacylé au site A/T du ribosome. Le facteur EF1A est 
alors relargué et l’ARNt s’accommode au site A. La liaison peptidique se forme entre la chaine en cours de 
synthèse portée par l’ARNt au site P et l’acide aminé porté par l’ARNt au site A, avant l’étape de translocation 
des ARNt aux sites E et P respectivement. Figure adaptée de Guerrero et al., 2015 41  
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cellulaires, comme l’apoptose ou dans certains cancers, où un grand nombre de 

facteurs canoniques d’initiation sont inactivés ou indisponibles 42 ,43.  

 

B. L’élongation 
 

L’élongation consiste en la sélection des aminoacyl-ARNt correspondants aux 

codons de l’ARNm présents dans le site A du ribosome, puis la formation des liaisons 

peptidiques entre les acides aminés afin de synthétiser la protéine au cours de cycles 

successifs (Figure 10). Chaque cycle peut être découpé en 4 étapes principales :  
- Le positionnement de l’ARNt aminoacylé en configuration A/T (A pour le site A 

et T pour EF-Tu) 44. 

- L’accommodation de l’ARNt au site A du ribosome  

- La formation de la liaison entre le peptide et le nouvel acide aminé  

- La translocation des ARNt du site A au site P, du site P au site E  
 

a. Positionnement	et	accommodation		
 

Au moment de débuter le premier cycle d’élongation, le complexe d’initiation 

contient l’ARNt-Met initiateur et le codon AUG libre au site P du ribosome. La prochaine 

étape de la traduction correspond à la formation du complexe ternaire avec la fixation 

du facteur eEF1A-GTP (eucaryote Elongation Factor 1A) sur l’ARNt aminoacylé. Ce 

complexe se positionne partiellement au site A du ribosome de telle sorte que la boucle 

anticodon de l’ARNt entre en contact avec le codon AUG. L’appariement 

codon/anticodon des 3 bases de l’ARNt est alors vérifié par le ribosome pour maintenir 

une fidélité optimale de la traduction. L’entrée d’un ARNt cognat et certains proche-

cognat déclenche l’hydrolyse du GTP par eEF1A, entraînant son relargage et 

l’accommodation de l’ARNt aminoacylé au site A du ribosome. Le facteur eEF1A-GDP 

est recyclé en eEF1A-GTP grâce au facteur eEF1B 45. La fixation de l’ARNt cognat au 

site A induit un changement de conformation de la petite sous-unité qui passe d’un état 

« ouvert » à un état « fermé ». 

Les dernières études sur les règles de décodage montrent que la validation de 

l’appariement codon-anticodon par le ribosome serait déterminée par l’encombrement 

stérique et la géométrie globale de l’appariement plutôt que par le nombre de liaisons 

hydrogène mises en jeu 46,47. Les mécanismes de discrimination des ARNt cognat par 

rapport aux ARNt proche-cognat ou non-cognat seront précisés et discutés dans le 

chapitre III. Fidélité de la traduction.  

 



 

 

Figure 11 : Formation de la liaison peptidique  

Lorsqu’un ARNt est accommodé au site A du ribosome, la chaine peptidique portée par l’ARNt au site P est 
transférée sur l’acide aminé au site A. Ce transfert est réalisé via une attaque nucléophile du carbone de la 
liaison ester de l’ARNt peptidyl par le groupement NH2 de l’acide aminé porté par l’ARNt au site A. Figure 
adaptée de Lewin B., 2007 48. 

 

 

 

Figure 12 : Comparaison de la position et de l'orientation des ARNt entre l'état classique et 
l’état hybride 

Suite au transfert de la chaine peptidique, les ARNt aux sites A et P qui sont dans l’état classique (A/A ; P/P) 
entrent dans l’état hybride (A/P ; P/E). Figure issue de Agirrezabala et al. 2008 49. 
 

h34 in the classic 30S subunit configuration (shown in transparent
gray). Therefore, the kinetic efficiency attributed to the hybrid-state
tRNA configuration can be explained in structural terms by the fact
that the small subunit is already partially ratcheted in the hybrid-
state ribosome, thus no longer presenting steric constraints in
the vicinity of the 30S head, which would slow down the position-
ing of EF-G’s domain IV in the 30S subunit’s A site region.

After the initial binding to the ribosome, domain IV of EF-G
contacts h44 and the head of the small subunit in the vicinity of
the decoding center. It is known that, in the posttranslocational
ribosome, the tip of h44 is shifted toward the P site by!8 Å (Van-
Loock et al., 2000). When we compare the position of the tip of
h44 from classic, hybrid, and EF-G bound ribosomes (Figure S5),
we see that this shift is indeed mainly caused by the direct action
of EF-G. However, a displacement in h44 (!2 Å) caused by the
dynamic behavior of the ribosome is also noted in the case of
the hybrid-state ribosome. In Figure 5, we show the relative po-
sition of classic and hybrid-state tRNAs. From this fitting, it is
clear that the anticodon stem loops of both classic and hybrid-
state tRNAs do not superpose perfectly. The shift observed in
the A/A-to-A/P tRNA transition would be based on this lateral
displacement of the decoding center in h44, whereas the shift
observed in the P/P to P/E reconfiguration (!4–5 Å) may be gen-
erated by the temporary destabilization of the codon-anticodon
helix shown to occur during the movement of the tRNA into the
P/E hybrid state (McGarry et al., 2005).

Ontheother hand, inFigure4Bwe show thesuperpositionof30S
subunits from hybrid and EF-G bound forms in the presence of
hybrid A/P and P/E tRNAs. According to this fitting, it is clear that
before the complete ratcheting has occurred, and h44 is further

shifted by the action of EF-G, the ASL from the A/P tRNA and do-
main IV of EF-G occupy similar positions. As it is known that EF-
G, even in the absence of GTP hydrolysis, accelerates the translo-
cation rate by 1000-fold (Rodnina et al., 1997), the sole binding of
EF-GdGTP likely facilitates the complete translocation of the hybrid
A/P tRNA to the P site (Pan et al., 2007), displacing both the decod-
ing center (the tip of h44) and the mRNA-tRNA complex toward the
P site. Thus, the potential steric clash between the ASL of the A/P
tRNA and EF-G explains why all previous cryo-EM reconstructions
of ribosomes bearing EF-G failed to show the simultaneous pres-
ence of hybrid A/P and P/E tRNAs. Only the hybrid P/E tRNA was
visualized in a ribosome bound with EF-G, as it was in the postter-
mination state lacking A site-bound tRNA (Valle et al., 2003b).

Concluding Remarks
Chemical footprinting experiments followed the movement of
the tRNAs through the intersubunit space and showed that, after
the peptidyl transfer, the tRNAs reside in intermediate hybrid
positions (Moazed and Noller, 1989). The proposed driving force
for this partial translocation is based on the well-established dif-
ferent affinities the CCA end shows for 50S subunit A, P, and E
sites (Lill et al., 1989; Feinberg and Joseph, 2001; Virumae
et al., 2002; reviewed in Noller et al., 2002). However, the ratch-
eting movement of the ribosome has never been integrated in
this scheme. Based on our data, we demonstrate how the repo-
sitioning of the tRNAs in the 50S subunit is based not only on the
affinity the CCA ends show for the different sites but also on the
structural reconfiguration of S13, L1 stalk, L5, H68, H69, and H38
that is caused by the rotation of the small subunit and the new
environment thus created, which favors transitions from A/A-P/P
to A/P-P/E.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Sample Preparation
The ribosomal complex was prepared using an in vitro translation system in

HiFi buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 70 mM NH4Cl, 30 mM KCl, 3.5 mM

MgCl2, 0.5 mM spermidine, 8 mM putrescine, 2 mM DTT) (Gromadski and

Rodnina, 2004). Ribosomes from strain MRE600 were obtained as previously

described (Moazed and Noller, 1986). EF-Tu and tRNATrp expression and pu-

rification were performed as previously described (Cochella and Green, 2005).

A 70S initiation mix (500 ml) containing 1 mM ribosomes, 1.5 mM fMet-tRNAfMet,

1 mM GTP, 1 mM each IF (1, 2, and 3), and 8 mM MWstop-mRNA was incubated

at 37"C for 70 min. After a sucrose cushion in buffer D (with MgCl2 added to

10 mM final concentration), ICs were pelleted, washed once, and resuspended

in HiFi buffer (100 ml). 35S-labeled fMet-tRNAfMet-containing complexes were

made in parallel with the unlabeled complexes to check the concentrations by

scintillation counting. The yield of IC formation was 65%, and thus the final

concentration was 3.2 mM. This complex was then diluted with the same buffer

to 1 mM concentration. The ternary complex was prepared separately by incu-

bating (in 80 ml) 2 mM Trp-tRNATrp, 40 mM EF-Tu, 1 mM GTP, 67 mM L-Trp,

8 mM TrpRS, and energy regeneration system (0.025 mg/ml PK, 1.5 mM

ATP, 1.5 mM PEP) at 37"C for 45 min. Elongation was started by mixing equal

volumes (40 ml) of the initiation and ternary complex. After 5 min incubation at

37"C, the mixtures (80 ml) were frozen in liquid nitrogen immediately. 35S-

labeled fMet-tRNAfMet-containing complexes were checked for dipetide

formation and release activity (A site occupancy). The release activity was

determined as the amount of peptide that could be released by RF1 in

a stop codon-dependent reaction after fMet-Trp-tRNATrp translocation with

addition of EF-G. Elongation complexes were incubated with EF-G and RF1

for 1 min at 37"C and quenched with 10% formic acid. For peptide bond for-

mation measurement, complexes were hydrolyzed with 0.75 N KOH. Products

Figure 5. Comparison between the Positions and Orientations of
Classic and Hybrid tRNAs Deduced from the Cryo-EM Maps
The fitting of the experimental densities with the X-ray structures of the tRNAs

by real space refinement using rigid-body fitting. Although the CCA end of the

classic A/A tRNA was not well-defined in the experimental density map, the

complete quasiatomic structure is shown for clearer visualization and percep-

tion of the relative positions of the different configuration tRNAs. The struc-

tures are displayed in ribbons.

Molecular Cell

A/P and P/E tRNA Characterization by Cryo-EM

Molecular Cell 32, 190–197, October 24, 2008 ª2008 Elsevier Inc. 195
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b. Formation	de	la	liaison	peptidique	et	translocation	
 

Une fois l’accommodation réalisée, le transfert de la chaîne peptidique du site P 

sur l’acide aminé au site A est immédiat. Cette étape permet la formation de la liaison 

peptidique par le Centre Peptidyl Transferase 22 (Figure 11). L’ARNt au site A est à 

présent un ARNt peptidyl et l’ARNt au site P est déacylé. Ces nouvelles propriétés vont 

induire un mouvement d’encliquetage (ratcheting) des deux sous-unités ribosomiques 

et déclencher le mouvement des ARNt dans l’état hybride A/P et P/E (Figure 12), avec 

l’extrémité du bras accepteur des ARNt dans les sites E et P et la boucle anticodon 

restant respectivement dans les sites P et A 49. La translocation de l’ARNt déacylé du 

site P vers le site E et du peptidyl-ARNt du site A vers le site P nécessite l’hydrolyse 

d’une molécule de GTP par le facteur d’élongation eEF2. Les changements 

conformationnels d’eEF2 induiraient alternativement le déblocage du ribosome 

permettant le déplacement des ARNt et de l’ARNm, puis le blocage des sous-unités 

dans l’état de post-translocation, lorsqu’eEF2 est relargué 50. A cette étape, le site E est 

occupé par l’ARNt déacylé, le peptidyl-ARNt se trouve dans le site P et le site A devient 

libre pour accueillir un nouvel ARNt aminoacylé. Le cycle d’élongation se répète jusqu’à 

l’entrée d’un codon de terminaison dans le site A du ribosome.  
 

C. La terminaison 
 

La terminaison de la traduction intervient lorsque le ribosome rencontre un 

codon stop. Le code génétique standard contient trois codons de terminaison (UAA, 

UAG et UGA). Toutefois, certains organismes comme les algues vertes et les protozaires 

ont un répertoire plus retreint. En effet, chez ces algues, seul le codon UGA permet de 

mettre fin à la traduction (UAA et UAG étant réaffectés en tant que codons glutamine). 

Tandis que chez les protozoaires, les codons UAA et UAG sont conservés en tant que 

codon stop, alors que UGA est réaffecté en codon tryptophane 4. Le processus de 

terminaison consiste en la reconnaissance du codon stop au site A du ribosome par un 

complexe de terminaison formé d’un facteur de terminaison de classe I et d’un facteur 

de terminaison de classe II.  
 

a. Les	facteurs	de	terminaison	
 

Ö Le facteur de terminaison de classe I eucaryote eRF1 
 

Les archées et les eucaryotes possèdent un seul facteur de classe I, respectivement 

appelés aRF1 et eRF1, qui reconnaissent les trois codons stop 51. Ce facteur, codé par le 



 

 

Figure 13 : Structure cristallographique du facteur de terminaison eRF1 humain 

Le facteur de terminaison eRF1 est constitué de trois domaines distincts : le domaine N (jaune-vert), le domaine 
M (violet) et le domaine C 52. Les motifs TAS-NIKS, GTS et YxCxxxF impliqués dans la reconnaissance du codon 
stop sont indiqués à l’extrémité du domaine N-terminal, le motif GGQ impliqué dans l’hydrolyse du peptide 
néo-synthétisé est indiqué à l’extrémité du domaine central. Figure adaptée de Matheisl et al, 2015 53 
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gène ETF1 est essentiel et très conservé dans le règne eucaryote, reflétant l’importance 

du mécanisme dans lequel il est impliqué 54. La protéine eRF1 humaine possède 100% 

d’identité avec les protéines souris et lapin, et 68% avec S. cerevisiae (UniProtKB 

P12385). La protéine humaine est constituée de 436 acides aminés (UniProtKB P62495) 
55 et adopte une structure tertiaire en forme de Y, mimant ainsi la conformation d’un 

ARNt. L’obtention de la première structure cristallographique du facteur eRF1 humain a 

permis d’identifier trois domaines distincts : le domaine N (N-terminal), le domaine M 

(central) et le domaine C (C-terminal) 56 (Figure 13). 

- Le domaine 1 ou N (1-142) est analogue au bras anticodon de l’ARNt. Il est 

impliqué dans la reconnaissance des codons stop, notamment grâce au motif très 

conservé NIKS (Asn61, Ile62 Lys63, Ser64) qui se situe dans une boucle aux extrémités de 

deux hélices 57.  
- Le domaine 2 ou M (143-272) présente des analogies avec le bras accepteur de 

l’ARNt. Il est impliqué dans l’hydrolyse de la liaison ester reliant le dernier ARNt 

peptidyl à la protéine synthétisée. Cette hydrolyse est déclenchée par le motif 

universellement conservé Glycine183-Glycine184-Glutamine185 (GGQ). Ce motif vient 

se placer au niveau du Centre Peptidyl-Transférase (PTC, sous-unité 60S) et libère la 

protéine grâce après hydrolyse de la liaison ester. Le domaine M serait également 

capable de se lier directement à eRF3, ce qui stimulerait la fixation du GTP sur le 

complexe eRF1-eRF3 58. 

 - Le domaine 3 ou C (273-436) est impliqué dans des interactions protéiques 

avec les partenaires d’eRF1, en particulier avec le facteur de terminaison eRF3. 57. Cette 

interaction serait nécessaire à l’activation de l’activité GTPase d’eRF3. Le domaine C 

comprend également un mini-domaine impliqué dans l’interaction avec l’ARNr 18S. 

La protéine eRF1 possède des modifications post-traductionnelle sur chacun de 

ses domaines. Elle est hydroxylée au niveau de la lysine 63 du motif NIKS 59, méthylée 

sur la glutamine du motif GGQ 60, et phosphorylée au niveau des résidus sérine 421 et 

432 du domaine C-terminal 61. A l’inverse de l’hydroxylation et de la méthylation, la 

phosphorylation ne semble pas avoir d’impact significatif sur l’efficacité de terminaison. 

 

Ö Le facteur de terminaison de classe II eucaryote eRF3 
 

Le facteur de classe II eRF3 est une GTPase qui forme un complexe avec le 

facteur eRF1 hors du ribosome. Il stimule ainsi l’activité d’eRF1 et intervient dans la 

libération de la chaîne polypeptidique. Aucun facteur de classe II n’a été identifié chez 

les archées, mais ce rôle serait joué par le facteur d’élongation EF1α 62. Le facteur de 

terminaison eRF3 est également appelé GSPT1 (G1 to S Phase Transition), car il a été 

initialement décrit comme étant essentiel pour la transition G1/S du cycle cellulaire.  



 

 

Figure 14 : Structure cristallographique du domaine C du facteur de terminaison eRF3 S.pombe 

Structure des domaines 1 (cyan), 2 (vert) et 3 52, d’eRF3 C et son extension N-terminale (magenta). Le domaine 1 
possède l’activité GTPasique, le domaine 2 est impliqué dans la fixation de la PABP et le domaine 3 dans 
l’interaction avec eRF1. Figure adaptée de Kong et al., 2004 63 
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Chez les mammifères, il existe deux gènes d’eRF3 : eRF3a (GSPT1 – UniProtKB 

P15170) et eRF3b (GSPT2 – UniProtKB Q8IYD1). Les deux protéines humaines sont 

identiques à 94%. Entre la souris et l’Homme, les deux eRF3 sont très similaires (95% 

pour eRF3a (UniProtKB Q8R050) et 89% d’identité pour eRF3b (UniProtKB Q149F3). 

eRF3a représente la forme majoritaire d’eRF3 dans la majorité des tissus. eRF3b, qui 

peut complémenter eRF3a dans son rôle de terminaison de la traduction, est 

particulièrement peu exprimé dans la plupart des tissus et ne semble pas jouer un rôle 

majeur dans la terminaison. Les protéines eRF3a et eRF3b diffèrent par leur domaine N-

terminal. Dans le gène humain GSPT1, la séquence contient un codon GGC glycine, 

répété 7 à 12 fois, qui est absent du gène GSPT2. Le motif contenant 12 répétitions a 

été retrouvé chez certains patients atteints de cancers et semble diminuer l’affinité 

d’eRF3a 12-GGC pour PABP d’un facteur 10 64. 

Le facteur eRF3 se lie à eRF1 pour former un complexe stable dans le cytoplasme 

avant de réaliser la terminaison au sein du ribosome. La formation de ce complexe 

serait dépendante du niveau d’eRF3a qui serait régulé par le protéasome via la 

dégradation de la forme libre d’eRF3a 65. La protéine eRF3 serait également formée de 

trois domaines distincts dont la taille varie selon les organismes 63. Chez l’Homme, la 

structure complète d’eRF3 n’a pas encore été obtenue et seuls les domaines C (C-

terminal) et N (N-terminal) d’eRF3 ont été cristallisés à ce jour 66. Je vais donc me 

concentrer ici sur la description des trois domaines tels qu’ils sont décrits chez S. 

cerevisiae :  

- Le domaine N est celui qui est le moins conservé entre les eucaryotes, il 

possède des séquences dans lesquelles un acide aminé est retrouvé de manière 

répétée, la glycine chez les mammifères, la glutamine chez les levures et la lysine chez 

les euplotes. Chez la levure S. cerevisiae, ces répétitions sont impliquées dans le 

phénomène d’agrégation de type prion conduisant au phénotype [PSI+]. Le domaine N 

n’est pas indispensable pour réaliser la terminaison de la traduction ni pour la viabilité 
67, il est néanmoins requis pour l’interaction avec la PABP 68.  

- Le domaine M est la région médiane entre le domaine N et le domaine C et 

dont le seul rôle connu à ce jour est de moduler la solubilité et le passage à l’état prion 
69. 

- Le domaine C est le domaine le mieux conservé et présente de fortes 

similitudes avec le facteur d’élongation eucaryote eEF1A. Ce domaine est suffisant pour 

réaliser la terminaison de la traduction in vitro et in vivo chez S. pombe (Kong et al., 

2004). Il se décompose en 3 sous domaines : Le domaine 1 ou G qui possède l’activité 

GTPasique, le domaine 2, impliqué dans la fixation de la PABP et le domaine 3, 

impliqué dans l’interaction avec eRF1 (Figure 14). 

 



 

 

Figure 15 : Structure cristallographique du complexe eRF1-eRF3 humain 

Structure des domaines N (magenta), M (vert) et C (cyan) d’eRF1 et des domaines 2 et 3 en C-terminal d’eRF3 
(dorée). Les facteurs de terminaison interagissent via leur domaine C-terminal pour former le complexe de 
terminaison. Figure adaptée de Cheng et al., 2009 70 

 

Figure 16 : Interactions entre eRF1-eRF3 

A gauche, le complexe d’eRF1 de la levure Saccharomyces pombe et des domaines 2 et 3 d’eRF3 humain. A 
droite, vue stéréo de l’interface entre eRF1 et eRF3. Les résidus en interaction sont indiqués en jaune en 
représentation bâtonnets et correspondent principalement à des acides aminés hydrophobes. Figure issue de 
Cheng Z. et al., 2009 70  
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Ö Les interactions entre eRF1 et eRF3 
 

Les facteurs de terminaison eRF1 et eRF3 interagissent via leur domaine C-

terminal pour former le complexe de terminaison (Figure 15). Lors de l’entrée de ce 

complexe dans le ribosome, eRF3 est lié au GTP, on parle de complexe ternaire 

eRF1/eRF3/GTP. Les domaines M et C d’eRF1 interagissent avec le domaine C-terminal 

d’eRF3. Cette interface est principalement composée d’interactions hydrophobes 

(Figure 16). Mais il existe également plusieurs interactions van der Waals entre le 

domaine C d’eRF1 et le domaine 3 d’eRF3 70. Plus récemment, la structure en cryo-EM 

du complexe de terminaison dans le ribosome mammifère a permis de confirmer ces 

résultats 66. L’association d’eRF3 avec eRF1 stabilise la formation du complexe 

eRF1/eRF3/GTP, stimule l’activité GTPasique ribosome-dépendante et couple la 

reconnaissance des codons stop à l’hydrolyse de la liaison entre le peptide et l’ARNt 

dans le centre peptidyl-transférase 71. 

 

b. Les	mécanismes	de	la	terminaison	
 

Ö La reconnaissance du codon stop 
 

Le mécanisme de reconnaissance du codon stop se fait par l’intermédiaire du 

facteur de classe 1 eRF1 et en particulier par le domaine N-terminal de la protéine. De 

nombreuses études, en particulier de mutagenèse dirigée ou aléatoire, ont été menées 

afin de déterminer les résidus du domaine N-terminal d’eRF1 qui étaient impliqués dans 

la reconnaissance du codon stop. Certaines régions très conservées ont été identifiées 

(Figure 13) comme jouant un rôle essentiel dans l’efficacité de terminaison et de 

reconnaissance du codon stop 72. Il s’agit des motifs GTS (31-33), TASNIKS (58-64) et 

YxCxxxF (125-131) et de la poche P1 73, (numérotation pour la protéine humaine).  

La mutagenèse de plusieurs résidus conservés dans la protéine eRF1 a permis de 

mettre en évidence que les résidus entre les positions 61 et 68, comprenant le NIKS, 

sont essentiels pour la reconnaissance des 3 codons stop et seraient donc impliqués 

dans le décodage de la base uridine en 1ère position. La lysine 63 (K63) et l’asparagine 

61 (N61) joueraient un rôle crucial dans l’efficacité de terminaison en interagissant avec 

les résidus environnants. En effet, le signal de terminaison serait plus étendu que le 

codon de terminaison 74. L’Isoleucine 62 (I62) interviendrait dans le maintien de la 

conformation de la boucle NIKS et de sa chaîne latérale. Les autres résidus R65, N67 et 

N68 seraient nécessaires au bon positionnement d’eRF1 dans le site A du ribosome. Il a 

également été suggéré que les acides aminés S33 et S70 75 participant à la 

reconnaissance du codon stop UGA, seraient impliqués dans la reconnaissance de la  



 

 

Figure 17 : Résidus du domaine N d’eRF1 impliqués dans la reconnaissance de chacune des trois 
bases du codon stop. 

Les acides aminés impliqués dans le décodage de la 1ère base U sont colorés en rouge (N61-R68), les résidus 
important pour la reconnaissance de la 2nde base sont indiqués en vert (S33, S70, T32, S36, F131), ceux 
impliqués dans la reconnaissance de la 3ème base sont colorés en bleu (E55, Y125, N129). La cavité P1 
découverte par notre équipe est indiquée par une flèche noire Figure issue du mémoire de thèse de Sandra 
Blanchet, 2014 

 
Figure 18 : Structures des codons stop dans le centre de décodage 

a – Cartes des densités de microscopie électronique de l'ARNm pour chacun des trois complexes de terminaison 
obtenus pour les trois codons stop. La conformation compacte des positions +2 et +3 est retrouvée dans les 
trois conditions. Le codon Val (GUU) au site P et le codon stop (+1 à +3) et la base +4 au site A sont indiqués. b 
- eRF1 (AAQ) (violet) reconnaît quatre bases de l'ARNm (+1 à +4, couleur ardoise) dans le site A. Les bases +2 et 
+3 sont empilés et interagissent avec A1825 de l’ARNr, qui est dans l’état « flipped out ». La base en +4 
intéragit directement avec le résidu G626 de l’ARNr 18S. c - Chez les bactéries, RF1 (gris) reconnaît une 
configuration codon stop plus étendu où la base +3 interagit avec G530 (l'équivalent de G626) de l'ARNr 16S. 
Figure adaptée de Brown et al., 2015 76 
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guanine en 2ème position. La thréonine en position 32 (incluse dans le motif GTS), la 

sérine en position 36 et la phénylalanine en position 131 (incluse dans le motif YxCxxxF) 

seraient impliquées dans la reconnaissance de l’adénine en 2ème position du codon. 

Concernant la 3ème position du codon stop, les résidus E55, Y125 (du motif YxCxxxF) et 

N129 seraient importants pour la reconnaissance de la guanine et la position V71 pour 

la reconnaissance de l’adénine 54,77 (Figure 17).  

Les structures cryo-EM obtenues récemment par Brown et ses collaborateurs 76 

ont confirmé ces résultats et ont montré que le motif NIKS imposait la présence d’une 

uridine sur la première position du codon présent au site A via des interactions de type 

Watson-Crick. Les purines (A/G) seraient défavorisées à cette position à cause de leur 

encombrement stérique et une cytidine ne remplirait pas les conditions nécessaires 

pour qu’il y ait formation de la liaison hydrogène. Les interactions du motif YxCxxxF et 

de Glu55 d’eRF1 avec les positions +2 et +3 discrimineraient les codons sens en 

autorisant seulement la présence de purines. Le motif GTS adopterait quant à lui deux 

conformations selon celle adoptée par YxCxxxF, ce qui lui permettrait de discriminer le 

nucléotide en 3ème position. Ainsi, la présence d’une adénosine en deuxième position 

induirait une conformation du motif GTS où T32 ferait face à la position +3 et pourrait 

interagir avec une guanine uniquement. Une guanosine en +2 impliquerait une autre 

conformation du motif GTS qui ne ferait plus face au codon stop. Enfin, les auteurs de 

ces travaux ont observé la présence de la base +4 dans le site A du ribosome en 

présence d'eRF1 avant hydrolyse de l’ARNt-peptidyl et ce quelque soit la nature du 

codon stop. L’entrée de cette base dans le centre de décodage serait possible grâce à 

la compaction de l’ARNm dans le site A. Ce nucléotide interagirait directement avec le 

résidu G626 (G530 chez les bactéries) de l’ARNr 18S (Figure 18). La présence d’une 

purine en +4 stabiliserait cette interaction, ce qui expliquerait la prévalence de purines 

en position +4 chez les eucaryotes. 

Ces récents travaux ainsi que l’obtention de la structure eucaryote du complexe 

de terminaison 53,76,78 ont donc permis d’affiner le modèle de reconnaissance du codon 

stop en deux étapes. Le codon de terminaison serait reconnu par le motif NIKS d’eRF1, 

lors de son entrée au site A du ribosome, associé à eRF3. A cette étape, eRF1 serait 

quasiment en position A/T. Le(s) nucléotide(s) en position 1 ou 1-2 du codon stop 

serai(en)t alors « décodé(s) ». A ce stade, deux mécanismes sont envisagés : dans le 

premier cas, suite à l’hydrolyse du GTP, le facteur eRF3 est dissocié d’eRF1 et remplacé 

par ABCE1 sur le domaine C d’eRF1. Cette fixation s’accompagne de deux 

modifications de la conformation d’eRF1 : la première est située au niveau du domaine 

N, permettant au codon stop d’atteindre la poche P1 où le deuxième et troisième 

nucléotide du codon stop sont décodés 77 ; la seconde est située dans le domaine 

central, qui permet au motif GGQ de correctement se positionner dans le PTC et de  



 

 

Figure 19 : Modèle de la terminaison de la traduction eucaryote 

Lors de la terminaison de la traduction, le codon stop est situé dans le site A et est reconnu par le complexe 
ternaire eRF1-eRF3-GTP. Le facteur eRF3 se dissocie après hydrolyse du GTP et permet au domaine central de 
eRF1 de se loger dans le PTC. Un positionnement correct du motif GGQ situé dans le domaine central de eRF1 
peut déjà permettre de libérer la protéine, ce qui conduit à un complexe de terminaison avec l’ARNt déacylé 
dans le site P ou dans un état hybride P/ E. Dans un autre modèle, la conformation active de eRF1 dans le 
complexe de pré-terminaison est stabilisée après la liaison de ABCE1. Cela stimule la libération du peptide 
tandis que le domaine N-terminal de eRF1 est délocalisé. Le décodage est ainsi découplé de la libération du 
peptide. Figure adaptée de Preis et al, 2014 78 
 
 

 

 
Figure 20 : Rôle du GGQ dans l'hydrolyse du peptide 

Le processus d’hydrolyse peptidique impliquerait une molécule d’eau et les positions 2’ et 3’ de la base A76 du 
CCA à l’extrémité de l’ARNt au site P. Les résidus G229 et Q230 du motif GGQ du facteur RF1 sont représentés 
en jaune, le peptide est en vert, l’ARNt au site P est en orange. Figure adaptée de Klaholz, 2011 79  
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libérer la protéine. Dans le second cas, ABCE1 n’est pas recruté après dissociation 

d’eRF3, mais après libération de la protéine, pour permettre la dissociation du 

complexe ribosomique (Figure 19). 

 

Ö La libération de la protéine néosynthétisée 
 

Une fois positionnée au site A du ribosome, le domaine M d’eRF1, par son 

interaction avec le domaine G d’eRF3, stimule son activité GTPase (Cheng et al., 2009). 

L’hydrolyse du GTP par eRF3 induit une modification de la conformation du domaine G 

de la protéine. Suite à ces changements, le domaine M d’eRF1 perdrait son interaction 

avec eRF3, ce qui permettrait le positionnement du motif GGQ dans le centre peptidyl-

transférase 22 22. Au cours de l’élongation, les bases de l’ARNr 28S protègent la liaison 

ester d’une attaque nucléophile. Dans le cas de la terminaison, le motif GGQ du facteur 

de terminaison eRF1 permet d’éloigner ces bases. Une molécule d’eau va alors 

hydrolyser la liaison ester et permettre la libération du polypeptide. La spécificité de la 

réaction d’hydrolyse est contrôlée par la glutamine du motif GGQ en excluant l’entrée 

dans le site actif des nucléophiles qui seraient plus grands qu’une molécule d’eau 80. Le 

groupement amide de la chaîne principale de la glutamine 185 forme une liaison 

hydrogène avec le 3’-OH du dernier A (généralement en position 76) du motif CCA en 

3’ de l’ARNt au site P 81 (Figure 20). Suite à l‘hydrolyse du GTP, le facteur eRF3 se 

dissocie et eRF1 est accommodé dans le site A du ribosome. Le facteur ABCE1 est 

recruté et va aider à la libération de la protéine, avant de procéder à la dissociation 

d’eRF1 et des sous-unités ribosomiques 82.  

 

D. Le recyclage du ribosome 
 

a. La	dissociation	des	sous-unités	ribosomiques	
 

Chez les eucaryotes, la dissociation des sous-unités ribosomiques serait médiée 

par eRF1 et ABCE1, une protéine de la famille des ATP-Binding Cassette présente chez 

les eucaryotes et les archées. Les récents travaux de cryo-EM 78,83 ont permis de lever le 

voile sur la localisation d’ABCE1 dans le complexe de prérecyclage et de recyclage 

eucaryote. Il a ainsi été montré qu’ABCE1 était lié au domaine C d’eRF1 via son 

domaine fer-souffre (FeS). Le facteur eRF3 étant également lié au domaine C d’eRF1, la 

fixation d’ABCE1 nécessiterait le départ d’eRF3 (Figure 21). 

Les protéines ABC possèdent deux domaines NBD (Nucleotide-Binding Domain) 

de fixation aux nucléotides qui leur permettent de convertir l’énergie chimique en 

mouvements mécaniques. L'activité des protéines ABC est basée sur leur capacité à  



 

 

Figure 21 : Structure cryo-EM du complexe de terminaison eRF1-eRF3c et pré-
terminaison/recyclage eRF1-ABCE1 avec l’ARNt peptidyl. 

Modèles moléculaires eucaryotes du peptidyl ARNt, eRF1, eRF3c et ABCE1 sur le ribosome. A gauche, le 
complexe de terminaison comprenant l’ARNt (vert), eRF1 (bleu) et eRF3c (orange-rouge). Les trois domaines de 
eRF1 (N-terminal (NTD), central (ce) et C-terminal (CTD) et le domaine C-terminal de eRF3 (constitué des 
domaines 1 (G), 2 (II) et 3 (III) sont représentés par une couleur distincte. A droite, le complexe de pré-
terminaison/recyclage est constitué de l’ARNt (vert), eRF1 (bleu) et ABCE1 (orange-rouge). Seuls les domaines 
central et C-terminal de eRF1 sont visibles. Les domaines fer-souffre (FeS), domaines de fixations à l’ARN (NBD1 
et NBD2) et les charnières (H1 et H2) sont visibles. Le motif NIKS (sphères roses) de eRF1 est positionné à 
proximité du codon stop 52. Le domaine central de eRF1 contenant la boucle GGQ (sphères magenta) est situé 
contre eRF3 dans le complexe de terminaison et basculé vers le PTC dans le complexe de pré-
terminaison/recyclage. Figure issue de Preis et al., 2014 78 
 
 
 

 
Figure 22 : Modèle de dissociation des sous-unités ribosomiques de Barthelme et son équipe 

A la fin de la terminaison, ABCE1 est recruté et se lie à eRF1. La fixation d’ATP sur ABCE1 provoque un 
changement de conformation vers un état « fermé » ce qui déclenche la dissociation du ribosome et la libération 
de eRF1. Enfin, l’hydrolyse de l'ATP déclenche la dissociation de ABCE1 de la petite sous-unité. Figure adaptée 
de Jackson et al, 2012 71 
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subir des changements conformationnels cycliques déterminés par les modifications des 

positions relatives des NBD, qui dépendent de l’état de liaison de la protéine. 

Comparativement aux autres protéines ABC, ABCE1 possède trois caractéristiques 

uniques : un motif hélice-boucle-hélice 84 dans le domaine NBD1 ; deux régions 

charnières (H1 et H2), et un domaine fer-souffre (FeS) 85 (Figure 21). 

Le mécanisme de dissociation des sous-unités ribosomique est encore mal 

compris à ce jour. Les deux modèles défendus sont basés sur le changement de 

conformation d’ABCE1. Suite à l’hydrolyse du GTP par eRF3, ce dernier se dissocierait 

d’eRF1. ABCE1 serait alors recruté et interagirait avec eRF1 via son domaine fer-soufre. 

Dans le premier modèle, la fixation d’ATP sur ABCE1 provoquerait un changement de 

conformation vers un état « fermé ». Cela aurait pour conséquence de déplacer le 

domaine fer souffre et conduirait à la dissociation du ribosome et d’eRF1. L’hydrolyse 

de l’ATP serait nécessaire pour relarguer ABCE1 et probablement l’ARNt et l’ARNm 

grâce à l’aide d’autres facteurs 86 (Figure 22). Le deuxième modèle envisage une action 

moins directe d’ABCE1. Après fixation à eRF1, ABCE1 se lierait également à une 

molécule d’ATP qui ne permettrait pas de dissocier le ribosome. C’est l’hydrolyse de 

l’ATP qui provoquerait l’entrée d’ABCE1 dans un état « ouvert » et qui transmettrait à 

eRF1 via son domaine FeS le changement de conformation, entraînant une 

déstabilisation de l’ARNt déacylé et des ponts entre les sous-unités ribosomiques 87 

(Figure 23). Dans les deux cas, la dissociation des ribosomes 80S par ABCE1 résulte en 

la libération de la sous-unité 60S et de la sous-unité 40S associée à l’ARNt déacylé et à 

l’ARNm.  

 
b. Recyclage	de	l’ARNm,	de	l’ARNt	et	des	sous-unités	ribosomiques	

 

Après dissociation des sous-unités ribosomique, la sous-unité 60S est prise en 

charge par le facteur d’anti-association eIF6. L’ARNt déacylé au site P et l’ARNm restent 

liés à la 40S. La petite sous-unité est alors reconnue par les facteurs d’initiation eIF1, 

eIF3 et eIF1A ce qui permet la libération de l’ARNt déacylé du site P. L’ARNm est 

ensuite décroché grâce au recrutement d’eIF3j 88 (Figure 24).  

Un autre intervenant, plus récemment identifié, la ligatine serait également 

capable de dissocier l’ARNt et l’ARNm de la sous-unité 40S par un mécanisme encore 

mal déterminé 89.  

 

E. La réinitiation 
 

Dans certains cas, les complexes de post-terminaison ne sont pas complètement 

recyclés, l’ARNm reste associé à la petite sous-unité 40S et la terminaison est suivie par  



 

 

Figure 23 : Modèle de dissociation des sous-unités ribosomiques de Pestova et son équipe  

A la fin de la terminaison, ABCE1 est recruté et se lie à eRF1. L’hydrolyse de l'ATP par ABCE1 déclenche son 
entrée dans un état « ouvert ». Les changements de conformations associés sont transmis à eRF1 via le domaine 
fer-souffre (FeS) d’ABCE1, ce qui conduit à la dissociation des sous-unités ribosomiques. Figure adaptée de 
Jackson et al, 2012 71 
 
 

 

 
Figure 24 : Modèle du recyclage de l'ARNm, de l'ARNt et des sous-unités ribosomiques 

Suite à la dissociation du ribosome, la sous-unité 60S est prise en charge par eIF6. Les facteurs eIF1, eIF1A et 
eIF3 se lient à la sous-unité 40S pour décrocher l’ARNt déacylé du site P. La fixation d’eIF3j permet le 
décrochage de l’ARNm. La ligatine constituée du domaine N-terminal de MCT1 et C-terminal de DENR serait 
également capable de dissocier l’ARNt, et l’ARNm de la sous-unité 40S. Le mécanisme impliqué n’est pas 
encore déterminé. Figure adaptée de Jackson et al, 2012 71  
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une réinitiation 33. En effet, il a été montré chez les mammifères que plus de 45% des 

ARNm contenaient au moins une upstream Open Reading Frame (uORF) 90 et qu’elles 

étaient fréquemment traduites 91. La quasi-totalité des uORFs présentes dans les ARNm 

mammifères semble être permissive au rescanning et où à la réinitiation, ce qui suggère 

que ces processus n’impliquent pas de séquences spécifiques. Le mécanisme de 

réinitiation est encore mal connu, mais des travaux ont mis en évidence l’implication du 

complexe eIF4F et du complexe stable eIF4G-eIF3-40S 92.  

 

F. Les partenaires des facteurs de terminaison 
 

a. La	PABP	
 

Les PABPs (Poly(A) Binding Proteins) sont des protéines multifonctionnelles qui 

se lient à l’ARN. Elles régulent de multiples aspects de la traduction et de la stabilité 

des ARNm. Bien qu’elles soient retrouvées principalement de manière diffuse dans le 

cytoplasme (PABPC1 - Poly A Binding Protein Cytoplasmic 1), les PABPs sont également 

localisées sous forme de foyers dans le cytoplasme et dans le noyau (PABPN - Poly A 

Binding Protein Nuclear) 93.  

La protéine PABP1 est constituée de 4 motifs de reconnaissances de l’ARN non 

identiques, séparés d’un domaine globulaire PABC par une région de liaison (Figure 

25). Elle est considérée comme un régulateur central des ARNm cytoplasmiques, 

contrôlant leur dégradation et leur taux de traduction. En effet, cette protéine se fixe sur 

la queue poly(A) des ARNm et permet leur circularisation grâce à des interactions avec 

eIF4G situé sur la coiffe. Elle est également capable d’interagir avec le domaine N du 

facteur eRF3 via son domaine C-terminal 94. Cette circularisation et l’interaction eRF3-

PABP rapproche spatialement le ribosome en fin de traduction du début de l’ARNm, ce 

qui pourrait faciliter un nouveau cycle de traduction, car les sous-unités dissociées se 

retrouveraient à proximité du site d’initiation de la traduction. Cette interaction entre 

eRF3 et la PABP permettrait aussi de signaler que le codon de terminaison est 

positionné correctement sur l’ARNm et n’est donc pas un stop précoce susceptible de 

déclencher les systèmes de dégradation dédiés. La PABP ferait donc la connexion entre 

la terminaison de la traduction et la stabilité des ARNm.  

 
b. Les	protéines	Upf	

 

Chez les mammifères, les facteurs de terminaison eRF1 et eRF3 interagissent 

avec les protéines Upf (Up-Frameshift) 1, 2 et 3 qui forment le complexe dit de 

surveillance et qui sont impliquées dans la voie de dégradation NMD (Nonsense  



 

 

 

Figure 25 : Domaines de la protéine PABP1 

PABP1 comporte quatre motifs de reconnaissances de l’ARN (RRM) différents, séparés d'un domaine globulaire 
(PABC) par une région charnière. Les domaines de liaison à l’ARN sont indiqués par des lignes bleues et les sites 
d’interactions avec des protéines par des crochets rouges. Figure adaptée de Gray et al., 2015 93 
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Mediated mRNA Decay). Ce complexe permet la reconnaissance des ARNm contenant 

un codon stop prématuré et l’enclenchement d’un processus de dégradation qui sera 

détaillée dans un chapitre suivant. Parmi elles, la protéine Upf1 interagit à la fois avec 

eRF1 et eRF3, les protéines Upf2 et Upf3 seulement avec eRF3. Indépendamment de 

son rôle dans la dégradation des ARNm, Upf1 aurait un rôle dans l’efficacité de 

terminaison de la traduction. Chez la levure, des expériences mesurant le taux de 

passage de codon stop ont montré qu’en absence d’Upf1, la terminaison était moins 

efficace, que l’ARNm soit soumis à la NMD ou non 95. L’inverse a été observé dans les 

cellules de mammifères où UPF1 aurait un rôle dans l’inhibition de la terminaison de la 

traduction 96. Cette différence s’expliquerait par le fait qu’UPF1 humain est homologue 

à Upf1p de levure, mais également à Mtt1p 97. Or, Mtt1p est un facteur capable de fixer 

le domaine GTPase d’eRF3 et d’inhiber la terminaison de la traduction dans la levure. 

UPF1 humain aurait donc acquis au cours de l’évolution plutôt les caractéristiques de 

son homologue Mtt1p. 

 

c. L’ARN	hélicase	Dbp5	
 

Chez la levure comme chez les mammifères, la protéine Dbp5 est une ARN 

hélicase de la famille des protéines DEAD-box, essentielles pour l’export des ARNm du 

noyau. Il a été suggéré qu’elle participerait aussi à la terminaison de la traduction, via 

une interaction avec le facteur eRF1 98. Les auteurs proposent un modèle dans lequel 

eRF1 serait recruté au site A du ribosome via Dbp5 avant son interaction avec eRF3 99. 

Néanmoins, il est aujourd’hui admis que le complexe eRF1/eRF3 se forme hors du 

ribosome et que ce complexe est recruté lors de l’entrée d’un codon stop au site A. Ces 

résultats ne sont pas compatibles avec le modèle d’action de Dbp5 proposé par les 

auteurs et le rôle potentiel de Dbp5 dans la terminaison reste à définir.  

 

4. La dégradation des ARNm : surveillance et contrôle de 
l’expression génique 

 

L’expression de l’information génétique est un processus essentiel dont la 

régulation permet aux cellules de s’adapter à de nouvelles conditions, de moduler leur 

croissance ou de se différencier. Chez les organismes eucaryotes, l’expression des 

gènes codant les protéines est un processus complexe qui se termine par la 

dégradation des ARNm. Bien que longtemps considérée comme une simple étape 

d’élimination, la dégradation des ARNm est également un moyen de contrôler 

l’expression génique. Ainsi, chez les mammifères, la demi-vie des ARNm varie de  



 

 

 

Figure 26 : Modèle de dégradation des ARNm normaux 

La majorité des ARNm sont dégradés par une voie dépendante de la déadénylation. Après dégradation de la 
queue poly(A) par Ccr4-Caf1, deux voies sont possibles. La première qui est majoritaire est la dégradation dans 
le sens 5’→3’ par Xrn1. Cette dernière est réalisée après recrutement de Lsm1-7 qui améliore l’efficacité de 
clivage de la coiffe par Dcp1/2. La seconde voie est la dégradation dans le sens 3’→5’ qui est réalisée par 
l’exosome. Figure adaptée de Chen and Shyu, 2011 100  
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15 minutes à 24 heures, preuve que l’élimination des ARNm est un processus spécifique 

et  régulé 101. Elle est également une conséquence des mécanismes de contrôle-qualité 

mis en place afin de vérifier l’intégrité des transcrits 102.  

 

A. La dégradation cytoplasmique des ARNm 
 

Les ARNm sont des molécules majoritairement sous forme simple-brin, instables, 

et sont des cibles privilégiées pour de nombreuses ribonucléases. Dans la cellule, 

plusieurs facteurs contribuent à la protection des ARNm. Lors de sa synthèse, l’ARNm 

subit des modifications à ses extrémités : l’ajout d’une coiffe (m7G) en 5’ et d’une queue 

poly(A) en 3’. Ces deux éléments, liés par des protéines cytoplasmiques spécifiques, les 

cap-binding protein (CBP) et Poly(A)-binding protein (PABP) le protègent de l’action des 

exonucléases. L’ARNm est également associé à d’autres protéines au sein de larges 

particules ribonucléoprotéiques (mRNP) qui le protègent de coupures 

endonucléolytiques non spécifiques. L’absence de protection de l’ARNm initie la 

dégradation de ces derniers.  

Chez les eucaryotes, la majorité des ARNm cytoplasmiques sont dégradés par un 

processus de raccourcissement de la queue poly(A) appelé déadénylation. Toutefois, 

cette première étape peut être réversible. En effet, les transcrits portants des signaux 

intacts peuvent être readénylés par des protéines de liaison à l’ARNm tels que celles de 

la famille des CPEB (Cytoplasmic Polyadenylation Elements Binding proteins) dans les 

cellules germinales. Ces ARNm peuvent alors être de nouveau traduits 103. La 

dégradation de la queue poly(A) est réalisée soit par le complexe Pan2/Pan3, soit par le 

complexe Ccr4/Not. Néanmoins, s’il reste moins de 10 adénines chez la levure ou moins 

de 30 à 60 adénines chez les mammifères, le processus de dégradation s’engage 

rapidement et devient irréversible, la PABP ne pouvant probablement plus se fixer pour 

protéger l’ARNm de la dégradation. Après déadénylation, le transcrit peut être dégradé 

soit dans le sens 5’ vers 3’ par l’exoribonucléase Xrn1, après clivage irréversible de la 

coiffe par le complexe Dcp1/Dcp2, soit de 3’ vers 5’ par l’exosome qui est un complexe 

d’exonucléases 104 (Figure 26).  

 

B. Le contrôle de l’expression génique  
 

Le processus de renouvellement des ARNm est important, notamment dans la 

contrôle de l’expression génique à la fois en définissant un niveau basal d’expression et 

en apportant une réponse rapide à un changement environnemental. En l’absence  



 

 

Figure 27 : Modèles des mécanismes de dégradation des ARNm par le système d'ARN 
interférence 

siRNA : Des petits ARNs doubles brins sont modifiés par Dicer en siRNA qui sont ensuite chargés par le 
complexe RISC. AGO2, un composant de RISC, clive le brin passagé. Le brin guide, mène le complexe RISC actif 
jusqu’à l’ARNm cible qui est clivé et dégradé. 
miRNA : Les transcrits miRNA sont clivés par Drosha pour former les pré-miRNA. Ces derniers sont transportés 
par l’Exportine 5 dans le cytoplasme où ils sont modifiés par Dicer en miRNA. Les miRNA sont ensuite chargé 
par le complexe RISC où le brin passagé est dégradé. Le complexe miRISC est guidé par le brin guide jusqu’à 
l’ARNm cible. Soit l’endonucléase Argonaute est activée et clive l’ARNm qui sera ensuite dégradé, soit elle n’est 
pas activée et il y a inhibition de la traduction, suivie éventuellement d’une dégradation. Figure adaptée de Lam 
et al., 2015 105 
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d’une dégradation rapide des ARNm, un ajustement immédiat de la production de 

protéines par la seule régulation transcriptionnelle serait impossible 102.  

Des études globales ont montré que la régulation des quantités d’ARNm se 

faisait en grande partie par leur dégradation 106. De nombreux exemples de 

dégradation régulée des ARNm ont permis de démontrer l’importance de ce 

phénomène dans le contrôle de la traduction. Cette régulation implique des protéines 

qui se fixent sur des séquences spécifiques situées dans les régions 5’ UTR, 3’ UTR et 

parfois dans la région codante de l’ARNm. Parmi elles, les protéines Puf 107 et les 

protéines se fixant sur les séquences ARE (AU-rich elements) chez les vertébrés 108 sont 

des exemples très bien décrits. Dans la majorité des cas, ces protéines induisent la 

dégradation des ARNm en accélérant le processus de déadénylation. Un autre type de 

régulation de la traduction par dégradation des ARNm est appelé ARN interférence 

(RNAi). Ces petits ARN sont des régulateurs importants de la traduction et de la 

dégradation des ARNm. De nombreux petits ARN ont été découverts ces dernières 

années, dont les plus connus sont les petits ARN interférents (siRNA) et les micro-ARN 

(miRNA) 109,110. Ces RNAi peuvent éteindre l’expression d’un gène soit par clivage via 

une endonucléase, soit en favorisant la répression de la traduction ou en accélérant le 

processus polyadénylation. Dans le cas de la dégradation, ces petits ARN régulateurs 

viennent se fixer sur l’ARNm par complémentarité et induisent sa dégradation par 

l’intermédiaire du complexe RISC qui comprend l’endonucléase Argonaute 111,112 (Figure 

27). 

 

C. La surveillance de la qualité des ARNm 
 

Chez les eucaryotes, la synthèse d'ARNm fonctionnels nécessite plusieurs étapes 

de maturation (épissage, coiffage, polyadénylation, exportation, ...) qui peuvent être 

responsables de l’apparition d’erreurs. La traduction de ces ARNm défectueux 

conduirait à la synthèse de protéines aberrantes, ce qui pourrait être extrêmement 

délétère pour la cellule. Heureusement, ces ARNm aberrants sont rarement traduits 

dans les cellules eucaryotes, car ces dernières ont de nombreux systèmes de 

surveillance (ou QC pour « contrôle qualité ») des ARNm (Figure 28). Ces systèmes 

permettent de détecter et de dégrader rapidement ces ARNm ainsi que les protéines 

naissantes issues de ces ARNm. Le processus le plus largement décrit est la voie NMD 

(Nonsense-Mediated Decay), qui dégrade les ARNm contenant des codons stop 

prématurés 22 113. D'autres voies de contrôle qualité spécialisées dans la dégradation 

rapide des ARNm responsables de blocage de la traduction ont été décrites plus 

récemment. La voie de dégradation NGD (No-Go Decay) et NSD (Non-Stop Decay)  



 

 

Figure 28 : Diversité des systèmes de contrôle qualité des ARNm eucaryotes 

Schéma représentant quelques uns des systèmes de contrôle qualité des ARN chez les eucaryotes. Les différents 
types d’ARN défectueux (ARN ribosomiques, ARN de transfert et ARN messagers) ont chacun leur propre 
système de dégradation. Figure adaptée de Doma and Parker, 2006 114 
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dégradent respectivement les ARNm induisant de forts blocages de la traduction 114 et 

les ARNm n’ayant pas de codons stop 115. Ces mécanismes semblent être conservés au 

cours de l’évolution 116.  

 

a. La	voie	NGD	
 

Le blocage des ribosomes en cours de traduction pose problème, car il réduit la 

population de ribosomes disponibles pour la traduction et il conduit à la synthèse d’une 

chaîne polypeptidique naissante (NC) aberrante et potentiellement toxique. Pour éviter 

cela, la cellule possède des facteurs protéiques capables de débloquer et dissocier ces 

ribosomes, de libérer l’ARNm pour permettre sa dégradation et de dissocier la chaîne 

naissante de l’ARNt. Cette voie de dégradation s’appelle la voie No-Go Decay 117. Elle 

constitue probablement la voie de dégradation la moins bien connue en raison de sa 

découverte plus tardive. Le blocage des ribosomes sur l’ARN peut être dû à la présence 

d’une structure secondaire, comme un pseudonoeud, et dans une moindre mesure, à la 

présence de codons rares, d’un codon stop ou d’une dépurination de l’ARNm 118. Bien 

que les protéines impliquées dans cette voie semblent être conservées chez les 

eucaryotes, la quasi-totalité des travaux ont été réalisés chez la levure, je détaillerai les 

mécanismes de la NGD chez cet organisme.  

Les facteurs Dom34 (Pelota chez les mammifères) et Hbs1 jouent un rôle 

important dans le NGD. Ces protéines, dont la structure a été obtenue récemment 83,119, 

sont respectivement des homologues d’eRF1 et d’eRF3. La protéine Dom34 est 

constituée de trois domaines, N-terminal, central et C-terminal. Toutefois, elle ne 

possède pas les motifs GGQ et NIKS caractéristiques de la fonction d’eRF1. La protéine 

Hbs1 est constituée de 2 domaines, un domaine N-terminal de taille variable non 

conservé et un domaine C-terminal conservé, qui est composé des 3 sous domaines G, 

2 et 3.  

Les récents travaux ont permis de proposer un modèle dans lequel le ribosome 

bloqué est reconnu par le complexe formé par Dom34 et Hbs1 sur lequel est fixé le 

GTP 120 (Figure 29). Dom34 est recruté en position A/T sur le ribosome avec Hbs1 fixé 

au GTP 119. Comme pour le complexe eRF1-eRF3, la fixation de Dom34 sur Hbs1 

augmente l’affinité de Hbs1 pour le GTP. Chez les mammifères, la dissociation par 

Pelota-Hbs1 requiert également la présence d’ABCE1 121, alors que chez la levure, la 

protéine Rli1 (homologue d’ABCE1) n’est pas nécessaire, mais accélère la dissociation 

du ribosome par Dom34-Hbs1. L’arrêt de la traduction induit également un clivage 

endonucléolytique de l’ARNm en amont du ribosome bloqué. Il a été montré que ce 

clivage n’était pas déclenché par Dom34-Hbs1, puisqu’il a lieu même en l’absence du 

complexe, mais celui-ci stimulerait la coupure par une endonucléase encore non 



 

 

Figure 29 : Modèle partiel du mécanisme de la voie NGD (No-Go Decay) 

Lorsque le ribosome est bloqué en cours de traduction, la voie NGS se met en place. 
a - Le ribosome est bloqué sur l’ARNm. b - Les facteurs Dom34/Hbs1 sont recrutés. Dom34 se positionne dans 
l’état A/T. Hbs1, fixé à Dom34, est chargé avec une molécule de GTP. c - Parallèlement et indépendamment du 
recrutement de Dom34/Hbs1, il y a clivage endonucléolytique de l’ARNm en amont du ribosome, qui est 
ensuite dégradé. d – Il y a également clivage de l’ARNm en aval du site du blocage et dégradation de ce 
fragment par Xrn1. e – Le GTP porté par Hbs1 est hydrolysé, ce qui provoque la dissociation d’Hbs1. f - 
L’hydrolyse du GTP induit également un changement de conformation de Dom34 qui s’accommode dans le site 
A. g – Rli1 associé à une molécule d’ATP est recruté et se fixe sur Dom34. h – L’hydrolyse de l’ATP modifie 
globalement la conformation de Rli1 qui se dissocie de Dom34. i – Dom34 change très probablement de 
conformation aussi, ce qui provoque la dissociation des sous-unités ribosomique, de l’ARNm, des facteurs 
Dom34 et Rpli1. La chaine naissante est prise en charge par le complexe RQC (Ribosome-associated Quality 
Control) et l’ARNm est dégradé par l’exosome. Figure adaptée de Graille and Séraphin, 2012 116  

 
Figure 30 : Modèle de prise en charge de la chaine naissante par le complexe RQC 

Lorsque le ribosome est bloqué, la voie NGD est activée et les sous-unités ribosomiques sont dissociées. La 
chaine polypeptidique (NC) liée à l’ARNt au site P se retrouve bloquée avec la 60S. Le complexe RQC, constitué 
des facteurs Ltn1, Rcq1 et Rcq2 intervient dans la libération de la NC. Tout d’abord, Rqc2 se fixe au niveau de 
l’interface 40S-60S et stabilise le complexe. Ltn1 est alors recruté et va ubiquitinilé la chaine naissante à 
dégrader. Figure adaptée de Shao et al., 2015 122 
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 identifiée 123. Une coupure a également lieu en aval du site de blocage. Ce fragment 

d’ARNm 3’ est dégradé par l’exoribonucléase Xrn1. Suite au clivage de l’ARNm, le GTP 

est hydrolysé, Dom34 change de conformation et se positionne au site A et Hbs1 se 

dissocie du ribosome. La protéine Rli1 chargée d’une molécule d’ATP est recrutée à la 

position de Hbs1 sur Dom34, comme eRF3 sur eRF1. Rli1 hydrolyse l’ATP, ce qui 

provoque un changement global de conformation de Rli1 puis de Dom34, 

probablement proche de celui d’ABCE1 lors de l’étape de recyclage de la traduction 
116. Cette étape permet de dissocier les sous-unités ribosomiques et les facteurs Dom34 

et Rli1 de l’ARNm qui est dégradé par l’exosome. Le complexe RQC (Ribosome-

associated Quality Control), conservé chez les eucaryotes, est composé des protéines 

Ltn1 (E3 ubiquitine ligase), Rqc1 et Rqc2. Il intervient dans la libération du peptide 

naissant 124, mais par un mécanisme qui commence seulement à être identifié       

(Figure 30). Tout d’abord, Rqc2 reconnaîtrait la chaîne naissante bloquée sur la sous-

unité 60S et viendrait se fixer sur les régions d’interactions 60S-40S libérées pour 

faciliter la fixation de Ltn1 qui va ubiquitinyler la chaîne naissante à dégrader 122. 

Ensuite, Cdc48, une AAA ATPase, et ses cofacteurs Ufd1 et Npl4 se lieraient au 

complexe RQC via Rqc1. Le rôle de Cdc48 et de ses cofacteurs n'est pas encore bien 

défini, mais ils pourraient faciliter l’export de la chaîne naissante jusqu’au protéasome 
124. Récemment, Shen et ses collaborateurs ont découvert que Rqc2 pouvait non 

seulement recruté les ARNt Alanine et Thréonine au niveau du site A de la 60S, mais 

aussi diriger l’élongation en C-terminal des chaînes polypeptidiques bloquées 

indépendamment de la sous-unité 40S 125. Ces queues CAT (Carboxy-terminal Ala Thr) 

n’auraient pas de séquence définie et leur taille est hétérogène. Les auteurs ont observé 

sur gel SDS-PAGE un signal diffus pouvant dépasser de 5 kDa la taille de la séquence 

contrôle. La signification biologique de ce processus n’est pas claire et il n’a été 

observé que dans des cellules déficientes en Ltn1 ou Rqc1. Ce mécanisme ne serait 

toutefois pas essentiel pour la dégradation de la chaîne naissante (NC) médiée par Ltn1 
126. Dernièrement, il a été montré que les NC-CAT seraient « marquées » pour former 

des agrégats. Toutefois, ces agrégats n’ont pas été caractérisés et les données 

obtenues les rapprocheraient d’amyloïdes qui interagiraient avec la protéine Sis1. Cette 

protéine pourrait fonctionner comme un facteur de reconnaissance des amyloïdes et 

activer le désassemblage ou la fragmentation aléatoire de la chaîne naissante via les 

protéines chaperonnes Hsp104 et SSa. Bien que le devenir de ces agrégats soit encore 

inconnu, ils permettraient de séquestrer les NC aberrantes et leur éviter ainsi 

d’interférer avec les activités cellulaires ou de médier leur élimination via une 

dégradation vacuolaire 126. 



 

 

Figure 31 : Modèle du mécanisme de la voie NSD 

Lorsque le ribosome atteint la fin d’un ARNm sans rencontrer de codon stop, ce dernier se retrouve bloqué sur 
la queue Poly(A). Ces ribosomes sont détectés par la voie NGD (Dom34/Hbs1) et le facteur Ski7. L’ARNm est 
dégradé par l’exosome et le ribosome est dissocié par le complexe Dom34-Hbs1 puis Dom34-Rli1. L'extraction 
et la destruction de la chaine naissante est probablement médiée par les facteurs de la voie RQC et Cdc48. 
Figure adaptée de Lykke-Andersen and Bennett, 2014 127 
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b. La	voie	NSD		
 

La voie Non-Stop Decay (NSD) cible les ARNm qui sont dépourvus de codons 

stop. De tels transcrits peuvent être générés suite à une rupture de l’ARNm, une 

polyadénylation prématurée après un arrêt précoce de la transcription, une traduction 

du codon stop (translecture) ou simplement l’absence d’un codon stop en phase. La 

voie NSD possède de fortes similitudes avec la voie NGD. Découverte par Parker et Van 

Hoof chez la levure, elle n’est encore pas complètement comprise à ce jour 128. 

Découverte par Frischmeyer et Dietz 129,130 dans les cellules de mammifères cette voie 

est restée longtemps sujette à controverse et de nombreux travaux ont mis en cause 

son existence 131-133. Il faudra attendre les travaux de Saito et ses collaborateurs pour 

lever le doute et démontrer l’efficacité de cette voie chez les mammifères 134. 

En l’absence de codon stop, le ribosome va traduire jusque dans la queue 

poly(A) provoquant l’apparition d’une suite de lysines. L’incorporation dans la protéine 

de 10 acides aminés lysine suffit à réprimer l’élongation en bloquant le ribosome dans 

la queue poly(A) lorsque l’ARNt lysine est peu abondant dans la cellule. Cela 

s’expliquerait par la charge positive portée par les lysines qui interagiraient par des 

liaisons électrostatiques avec la paroi du tunnel de sortie du ribosome qui est chargée 

négativement 135,136. Il a également été montré que RACK1 était requis pour l’arrêt de la 

traduction par une suite d’acides aminés basiques, et qu’il était important pour la 

détection d’évènements d’élongations aberrantes 137. Cependant, son mode d’action 

n’a pas encore été éclairci.  

Le blocage des ribosomes dans la queue poly(A) correspond à un cas de NGD, 

c’est donc le complexe Dom34-Hbs1 qui intervient (Figure 31). L’ARNm est clivé en 

amont du ribosome par un clivage endonucléolytique. 138. Le fragment 3’ sur lequel le 

ribosome est bloqué avec un site A vide devient un substrat pour la voie NSD. Chez les 

mammifères, la dégradation des ARNm messagers dépourvus de stop par l’exosome 

nécessite l’intervention du complexe SKI, formé des protéines Ski2, Ski3 et Ski8, et de 

l’adaptateur Hbs1 134 (et Ski7 chez la levure 129). Le facteur Hbs1 interagirait 

simultanément avec l’exosome et le complexe SKI, via son domaine N-terminal, mais 

ceci reste à vérifier. Chez la levure, l’extrémité C-terminale de Ski7, qui a une structure 

similaire au domaine GTPase du facteur d’élongation EF1-A et d’eRF3, stimulerait la 

dégradation de l’ARNm de manière poly(A)-dépendante via l’exosome. Le ribosome 

serait dissocié grâce à Rli1 après l’hydrolyse de son ATP. L’extraction et la destruction 

de la chaîne naissante seraient médiées par Ltn1 et probablement par la voie RQC 127. 

Bien que le mécanisme de la NSD semble quasiment identique à celui de la NGD et 

particulièrement chez les mammifères où la protéine Ski7 est remplacée par Hbs1, 

davantage de travaux sont nécessaires afin d’évaluer en détail ce mécanisme. 

 



 

 

Figure 32 : Illustration schématique des domaines et des motifs des facteurs importants de la 
NMD chez les mammifères 

La numérotation des acides aminés se réfère aux protéines humaines. CH : domaine riche en cystéine-histidine; 
SQ : domaine riche en sérine-glutamine; MIF4G : milieu des domaines 4G; UBD : domaine de fixation à UPF1; 
MRR : motif de reconnaissance de l'ARN; EBM : motif de liaison des EJC; HEAT : huntingtine, facteur 
d'élongation 3 (EF3), protéine phosphatase 2A (PP2A), domaine kinase TOR1; FAT : domaine d’adhésion de 
kinase; PIKK : phosphatidylinositol 3-kinase liée au domaine de la protéine kinase; FATC : domaine C-terminale 
de FAT; PIN : domaine N-terminale de PERI; PC : région C-terminale riche en proline. Figure issue de Karousis et 
al., 2016 139 
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c. La	voie	NMD	
 

Il y a plus de 30 ans, il a été découvert que les mutations qui interrompaient 

prématurément la phase ouverte de lecture réduisaient la demi-vie des ARNm chez la 

levure et les mammifères 140,141. En 1993, le terme NMD (non-sense mediated mRNA 

decay) a été introduit et définissait un processus de dégradation spécifique des ARNm 

portant un codon stop prématuré (PTC – à ne pas confondre ici avec Peptidyl 

Transferase Center) 142. La voie NMD était alors vue comme un mécanisme de contrôle 

qualité qui prévenait la synthèse de protéines tronquées potentiellement délétères. Ces 

dernières années, la définition de la voie NMD a beaucoup évolué depuis que les 

études globales du génome ont révélé que la stabilité de nombreux ARNm ne 

contenant pas de PTC était également contrôlée par la voie NMD. La NMD modulerait 

directement ou indirectement la stabilité d’environ 10% des ARNm des cellules de 

mammifères, participant ainsi de façon significative à la régulation de l’expression des 

gènes. Toutefois, les voies et fonctions biologiques régulées par la NMD commencent 

seulement à être identifiées 139. Il a notamment été montré que les facteurs intervenant 

dans la voie NMD seraient nécessaires au développement embryonnaire chez les 

mammifères 143, ils contribueraient également au développement du cerveau 144 et 

permettraient de moduler la réponse au stress 145. Enfin la voie NMD régulerait 

l’expression de ses propres facteurs 146,147.  

 

Ö Les facteurs de la voie NMD 
 

Malgré un nombre de travaux très importants consacrés à la voie NMD, les 

mécanismes moléculaires impliqués dans cette voie restent mal compris. Les facteurs 

centraux de la voie NMD sont au nombre de neuf (Figure 32). Les trois premiers ont été 

identifiés initialement chez S. cerevisiae et sont appelés UPF1, 2 et 3 (Up-Frameshift) 148. 

Plus tard, les facteurs SMG1, 5, 6, 7, 8 et 9 ont été découverts (suppressors with 

morphogenetic effects on genitalia) 149. UPF1 est une hélicase qui possède également 

une activité ATPase essentielle chez les eucaryotes ; UPF2 permet de lier les facteurs 

UPF1 et UPF3 et d’activer SMG1; UPF3 est en réalité constitué de 2 protéines 

homologues chez l’humain : UPF3A et UPF3B. UPF3A interviendrait seulement lorsque 

UPF3B ne serait pas présent en quantité suffisante. Cette protéine s’associe aux EJC 

(Exon-Junction Complex) un complexe protéique déposé 20 à 24 nucléotides en amont 

des jonctions exon-exon sur l’ARNm. UPF3 permettrait également de stimuler l’activité 

ATPase et hélicase d’UPF1. SMG1 est une protéine kinase responsable de la 

phosphorylation d’UPF1. Alors que SMG5 et 7 sont impliquées dans sa 

déphosphorylation via le recrutement de PP2A, une protéine phosphatase.  



 

 

 

Figure 33 : Modèle d'une voie NMD exclusive de la première traduction 

Lors de la toute première traduction, les ribosomes s’engagent sur un ARNm portant l’hétérodimère CBP80-
CBP20 (CBC) sur sa coiffe et au moins un complexe exon-exon (EJC) si l’ARNm est issu de l’étape d’épissage. 
Lorsque les ribosomes atteignent le codon stop prématuré 22, la protéine CBP80 interagit directement mais 
transitoirement avec le facteur UPF1. L’interaction CBP80-UPF1 favorise la liaison de UPF1-SMG1 sur eRF1-eRF3 
pour former le complexe SURF. Cette liaison serait en compétition avec PABPC1 associée à la queue poly(A). 
CBP80 favorise ensuite la liaison de SMG1-UPF1 avec UPF2-UPF3 associé à l’EJC. UPF1 est alors phosphorylé 
par SMG1 et active les voies de dégradation de l’ARNm. Figure adaptée de Hwang et al., 2010 150 
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SMG7 permet aussi de recruter le complexe de déadénylation CCR4-NOT qui interagit 

avec POP2 et qui intervient dans la dégradation de l’ARN. SMG6 est une endonucléase 

capable d’initier le clivage de l’ARNm à proximité du codon stop chez l’humain. Elle 

interagirait également avec UPF1 et les complexe EJC. SMG8 et 9 sont deux facteurs 

régulateurs de SMG1 et inactivent son activité hélicase. 

 

Ö Modèle d’une voie NMD exclusive du premier cycle de la traduction 
 

La voie NMD est activée lorsqu’un ribosome rencontre un codon stop prématuré. 

Ce codon stop est efficacement reconnu comme tel si un complexe EJC est localisé 

plus de 50 nucléotides en aval du codon stop. Cette terminaison conduit à l’activation 

de la voie NMD et à la dégradation de l’ARNm. Dans ce modèle (Figure 33), la 

présence d’EJC représentait un signal essentiel pour identifier la terminaison 

prématurée et pour l’activation de la voie NMD 151. Plusieurs travaux ont montré que les 

ARNm aberrants étaient sujets à la NMD uniquement lors du premier passage du 

ribosome 152. En effet, ce dernier en traduisant éliminerait les complexes EJC et donc le 

signal permettant de reconnaître les transcrits comme aberrants 153. De plus, ces ARNm 

nouvellement synthétisés et maturés venant d’être exportés dans le cytoplasme portent 

un complexe CBC (cap-binding complex) composé des protéines CBP80 et CBP20. Ce 

complexe est modifié indépendamment de la traduction et remplacé par eIF4F lors de 

son entrée dans le cytoplasme 154. Or il a été observé que CBC interagit avec UPF1 via 

CPB80 et que cette interaction n’a pas lieu avec eIF4E 150,155,156. Ces résultats iraient 

dans le sens que seule la première traduction est sujette à la NMD, car une fois CBC 

remplacée, ces transcrits seraient immunisés contre cette voie de dégradation. 

Toutefois, ces résultats ont été contredits par d’autres travaux dans lesquels il a été 

observé une interaction entre eIF4E-UPF1 chez les mammifères 154,157. De plus, de 

nombreux ARNm sont régulés par la NMD, même après le premier cycle de traduction 

et donc en absence d’EJC 158. Ces complexes EJC ne seraient donc pas indispensables 

à l’activation de la voie NMD 159. Ces derniers résultats seraient cohérents avec un 

modèle unique de la voie NMD pour tous les organismes sur lequel je reviendrai dans la 

partie suivante 160. 



 

 

Figure 34 : Modèle universel de la voie NMD 

(a) La terminaison anormale de la traduction se produit lorsque le codon de terminaison (TC) est éloigné de la 
queue poly(A). L’activation de la NMD nécessite l’interaction d’UPF1 et non PABP avec les facteurs de 
terminaison. (suite de la légende page suivante) 



 

 

L’activation d’UPF1 repose sur le recrutement d’UPF2 et/ou UPF3. Dans ce modèle, il est proposé qu’UPF1 se lie 
de manière non spécifique à l’ARNm avant la traduction et interagit avec les facteurs de terminaison sur le 
ribosome positionné au niveau du TC. En absence d’EJC, UPF1 est activé par UPF2 et/ou UPF3. La présence 
d’EJC facilite le recrutement d’UPF2-UPF3 et va donc faciliter l’activation de la voie NMD. (b) La kinase SMG1 
est activée lorsque ses homologues SMG8 et 9 sont dissociés, ce qui est facilité par UPF2 et DHX34. SMG1 
phosphoryle UPF1 sur ses résidus Ser et Thr en N- et C-terminale. L’activité hélicase d’UPF1 est activé et stimule 
les voies de dégradations de l’ARN. (c) La phoshphorylation d’UPF1 (p-UPF1) favorise la dégradation de l’ARNm 
par au moins trois mécanismes distincts : le clivage endonucléolytique par SMG6 (a), le recrutement du 
complexe CCR4-NOT médiée par SMG7 (b) et le recrutement du complexe de déadénylation (DCPC) 
directement par UPF1 ou par l’intermédiaire de PNRC2 (c). Les ARNm qui sont la cible de la voie NMD sont 
ensuite dégradés par les activités exonucloytiques cellulaires. Figure issue de Karousis et al., 2016 139 
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Ö Un modèle universel 
 

Outre le fait que le modèle unifié soit commun à tous les organismes, ce modèle 

repose sur l’hypothèse que la voie NMD serait la conséquence d’une terminaison 

anormale de la traduction (Figure 34). Les ribosomes resteraient davantage sur les 

codons stop sujets à la NMD, ce qui impliquerait des différences mécanistiques entre le 

processus de terminaison classique et celui permettant de déclencher la voie NMD 161.  

Lors du processus canonique de la terminaison, PABPC1 chez les mammifères 

interagirait avec eRF3 via ses deux motifs PAM2 et cette interaction empêcherait 

l‘activation de la voie NMD 162,163. Ce résultat suggère que PABPC1 favoriserait la 

terminaison de la traduction classique par un mécanisme qui doit encore être identifié. 

Parallèlement, il a été rapporté qu’UPF1 interagirait avec eRF3 et que cette interaction 

se ferait en compétition avec PABPC1 96,164. Deux modèles diffèrent alors quant à savoir 

quand et comment UPF1 interagirait avec eRF3 139. Soit, UPF1 serait directement recruté 

sur eRF3, soit UPF1 serait présent sur l’ARNm et interagirait avec eRF3 lorsque le 

ribosome rencontre un codon stop prématuré. Le plus probable serait qu’UPF1 se fixe 

directement à l’ARNm indépendamment de la traduction et de façon non spécifique. 

Plusieurs travaux ont montré qu’UPF1 est capable de se lier dans le 3’UTR d’ARNm, sur 

des ARN non codants et dans la phase codante des ARNm régulés ou non par la voie 

NMD 165,166. UPF1 se lierait donc aux ARNm avant la traduction puis serait détaché de 

l'ARNm par les ribosomes. Ainsi, lors d’une terminaison anormale de la traduction sur 

un codon stop, le complexe eRF1-eRF3 serait recruté et il y aurait compétition entre 

UPF1 et PABPC1 pour interagir avec eRF3.  

En absence d’EJC, le recrutement d’UPF2 serait beaucoup plus lent et PABPC1 

pourrait encore interagir avec eRF3 en dissociant UPF1, ce qui aurait pour conséquence 

d’inactiver la NMD et de favoriser la terminaison classique de la traduction 160. En 

présence des EJC, le complexe UPF2-UPF3 s’associe aux EJC, ce qui favorise 

grandement l’interaction UPF1-UPF2 et donc l’activation de la voie NMD 159. Dans 

certaines circonstances, la voie NMD peut être activée en absence d’UPF2 et d’UPF3 

qui serait alors remplacée par DHX34 167. 

  Le changement de conformation provoqué par la fixation d’UPF2 à UPF1 permet 

également de recruter SMG1 lié à SMG8 et 9. Avec l’aide d’UPF2, SMG8 et SMG9 se 

dissocient de SMG1, dont l’activité kinase est alors activée. SMG1 va phosphoryler les 

résidus sérine et thréonine en N- et C-terminal d’UPF1 168 ce qui déclenche la 

dissociation des sous-unités ribosomique, la libération de SMG1, l’activation de l’activité 

hélicase d’UPF1 et les mécanismes de dégradation de l’ARNm 169,170. 
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Ö Les mécanismes de dégradation de l’ARNm de la voie NMD 
 

Indépendamment des mécanismes exacts de l'identification des cibles de la 

NMD, UPF1 hyperphosphorylée servirait de plateforme de liaison pour les effecteurs 

SMG5, SMG6 et SMG7. Il est prouvé que, chez les mammifères, la dégradation rapide 

des cibles de la NMD peut être réalisée par au moins deux voies différentes (Figure 34), 

mais les mécanismes d’activation de l’une plutôt que l’autre ne sont pas clairs 171. 

La voie majoritaire est déclenchée par l’interaction de SMG6 avec UPF1 172. 

SMG6 clive l’ARNm au niveau du codon stop prématuré dans les cellules humaines. Les 

fragments 3’ d’ARN sont alors rapidement dégradés par Xrn1et les fragments 5’ sont 

digérés par l’exosome 173,174. 

La voie alternative de dégradation des ARN serait une voie de secours et serait 

déclenchée par le recrutement du complexe SMG5-SMG7 qui interagit avec les sérines 

phosphorylées d’UPF1 175. Ce complexe déphosphorylerait SMG1 puis s’associerait au 

complexe CCR4-NOT pour déadényler la queue poly(A) et permettre à XRN1 de 

dégrader l’ARNm. 

UPF1 pourrait aussi s’associer au complexe de décoiffage DCP1A, DCP2 et 

PNRC2 sans être phosphorylé. Cette voie de déadénylation serait indépendante de 

SMG5, 6 et 7, et constituerait une troisième voie potentielle de dégradation des ARNm 

aberrants 176,177.  
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III. La fidélité de la traduction 
 

Pour assurer une transmission et une expression exacte de l’information 

génétique, chaque étape du processus doit être fidèle. Chez les eucaryotes, le taux 

d’erreur de l’ADN polymérase lors de la réplication est de l’ordre de 10-10 178. Lors de la 

transcription, la fréquence d’incorporation erronée (misincorporation) est d’environ 10-5 
179. La traduction est l’étape de l’expression génique qui est la moins fidèle avec un taux 

d’erreur qui varie entre 10-3 et 10-4 180. Cela représente pour une protéine moyenne de 

400 codons, au moins un acide-aminé incorporé à tort (misincorporé) 181. Le plus 

souvent, cette mauvaise incorporation n’est pas délétère, mais 10 à 50% des 

substitutions intégrées aléatoirement dans plusieurs gènes affectent la fonction de la 

protéine 182. Au cours de la traduction, un acide aminé erroné peut être incorporé suite 

à une ou des erreurs d’aminoacylation des ARNt. Toutefois, grâce aux différents 

processus d’ « editing » et de « proofreading » des aminoacyl ARNt synthétases, le taux 

d’erreur du chargement de l’acide aminé sur son ARNt est très faible, inférieur à 10-6. 

L’aminoacylation constitue une étape cruciale de la traduction, car une fois que le 

chargement de l’acide aminé a eu lieu, il est irréversible. De plus, le ribosome ne 

contrôle pas l’exactitude de l’acide aminé incorporé. Il peut aussi se produire des 

erreurs au cours de l’élongation ou de la terminaison. En effet, le ribosome sélectionne 

l’ARNt dont l’appariement codon-anticodon est correct, mais cette étape de 

discrimination peut parfois valider un ARNt dont l’appariement n’est que partiel. Le 

ribosome peut également être amené à changer de phase en cours de traduction 

(frameshift) ou à sauter une région de l’ARNm (bypassing). Lors de l’étape de 

terminaison, le codon stop peut être non reconnu permettant à un ARNt d’être 

incorporé à la place des facteurs de terminaison. Les erreurs consécutives à un 

frameshift ou au bypassing sont les erreurs les plus délétères pour la protéine. Elles sont 

donc les erreurs les plus contre sélectionnées. Ainsi la grande majorité des erreurs 

correspondent à l’incorporation d’un mauvais ARNt (misincorporation) 183. Le rôle du 

ribosome étant d’assurer un compromis entre vitesse et fidélité de la traduction, celle-ci 

n’est donc pas maximale, mais optimale. 

 

 

 



 

 

 
Figure 35 : Centre de décodage et centre peptidyl-transférase du ribosome 70S 

La grande sous-unité 50S est représentée en orange, la petite sous-unité 30S en turquoise et L’ARNr 5S en 
orange clair. Les ARNt au site A, P et E sont représentés respectivement en magenta, vert et jaune. Le codon de 
l’ARNm au site A est coloré en bleu. L’ARNm est représenté en noir. Les protéines L1 et L7/L12 sont de couleur 
brune. La localisation du centre de décodage et du centre peptidyl-transférase est indiquée. Figure adaptée de 
Schmeing and Ramakrishnan, 2004 184  
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1. Le rôle du ribosome dans le maintien de la fidélité de la 
traduction 

 

La fidélité de la traduction est basée sur l’activité des ARN ribosomiques qui 

forment le cœur du ribosome, en particulier le centre de décodage et le centre 

peptidyl-transférase, et également de certaines protéines ribosomiques (Figure 35). Le 

centre de décodage est formé de l’ARN 18S (16S chez les procaryotes) dans la petite 

sous-unité du ribosome et est impliqué dans la reconnaissance et la validation de 

l’appariement codon-anticodon entre l’ARNm et l’ARNt. Le centre peptidyl-transférase 

est formé de l’ARN 25S (23S chez les procaryotes) dans la grande sous-unité du 

ribosome et catalyse la liaison ester entre les acides aminés lors de l’élongation, ou 

hydrolyse la liaison entre le dernier ARNt et l’acide aminé lors de la terminaison. De 

plus, le décodage au niveau du ribosome doit se faire rapidement pour maintenir la 

vitesse élevée de synthèse des protéines, le ribosome incorporant environ 10 acides 

aminés par seconde. De nombreuses études de mutagenèse des gènes codant les 

protéines ou les ARN du ribosome 185, ainsi que des analyses structurales, ont été 

menées afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la 

fidélité de la traduction.  
 

2. Les mécanismes de décodage 
 

La compréhension des mécanismes impliqués dans le décodage a 

particulièrement progressé depuis l’obtention de plusieurs structures bactériennes 

haute résolution, d’abord des sous-unités ribosomiques, puis de l’ensemble du 

ribosome 184. L’analyse de ces structures a été grandement améliorée par des études 

biochimiques et génétiques et par des structures de haute résolution du ribosome 

déterminées en cryo-EM. Plus récemment, les structures des sous-unités 40S et 60S 

eucaryotes 186,187 puis du ribosome 80S 188 ont mis en évidence des différences 

structurales entre les ribosomes bactériens et eucaryotes. Toutefois, le cœur du 

ribosome est fortement conservé et les étapes du cycle d’élongation sont pratiquement 

inchangées dans le domaine du vivant 32. Étant donné que la majorité des données 

obtenues sur les mécanismes mis en jeu lors du décodage sont issues d’études 

structurales faites sur le ribosome procaryote, tous les éléments structuraux cités dans 

ce paragraphe feront donc référence à la nomenclature procaryote.  

 

 



 

 

Figure 36 : Processus de sélection des ARNt 

La sélection des ARNt lors de l’élongation se produit en deux étapes qui sont la sélection initiale et l’étape de 
relecture ou « proofreading », séparées par la réaction d’hydrolyse du GTP. Les ARNt proche-cognats peuvent 
être sélectionnés lors de la reconnaissance initiale mais sont rejetés lors l’étape de proofreading. Les flèches 
vertes indiquent les réactions qui sont accélérées pour un ARNt cognat, les flèches rouges les réactions qui sont 
plus rapides pour les ARNt proche-cognats. Figure adaptée de Rodnina and Wintermeyer, 2016 189  
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A. La sélection de l’ARNt 
 

A la fin de l’initiation, le ribosome est positionné sur l’ARNm avec l’ARNt 

initiateur au site P et un site A libre qui contient le codon à décoder. Le ribosome 

sélectionne un ARNt dont l’appariement codon-anticodon est correct sur les trois bases. 

Toutefois, le pool d’ARNt se répartit en 3 classes : les ARNt cognat qui s’apparient 

complètement au codon, les ARNt proche-cognat qui s’apparient au codon avec un 

mésappariement d’une base et les ARNt non-cognat qui ne s’apparient pas au codon. 

Le ribosome doit pouvoir discriminer le bon ARNt dont l’anticodon est complémentaire 

du codon au site A pour maintenir un niveau de fidélité optimale compatible avec le 

fonctionnement de la cellule.  

Cette sélection se fait en 2 étapes, la sélection initiale et la relecture (« 

proofreading »), séparées par une réaction d’hydrolyse du GTP 189 (Figure 36). Les ARNt 

non-cognat sont discriminés dés la première étape, en revanche les ARNt proche-

cognat peuvent échapper à cette première sélection et sont alors rejetés lors de la 

deuxième phase. Pendant les deux étapes de la sélection, les ARNt sont discriminés sur 

la base de leur stabilité différente avec le ribosome et de la vitesse d’hydrolyse du GTP 

et d’accommodation de l’ARNt au site A. Lors de la première étape, le complexe 

ternaire, formé de l’ARNt aminoacylé et du facteur d’élongation associé au GTP (EF-Tu), 

est recruté via EF-Tu par le complexe protéique L7/L12 situé à la surface de la sous-

unité 50S, près du site A. Une fois le complexe ternaire fixé au ribosome, l’ARNt est 

dans une configuration A/T, c’est-à-dire que seule la boucle anticodon de l’ARNt est 

située dans le site A. Il y a ensuite reconnaissance du codon, ce qui induit un 

changement de conformation du facteur d’élongation dont le domaine GTPase est alors 

activé. Le GTP est hydrolysé, ce qui libère un phosphate inorganique et provoque un 

réarrangement conformationnel d’EF-Tu. Débute alors la deuxième phase de 

« proofreading ». Le facteur d’élongation a perdu son affinité pour l’ARNt aminoacylé et 

se dissocie du ribosome. L’ARNt est alors libre de bouger dans le site A et son 

extrémité 3’ est accommodée dans le centre peptidyl-transférase. L’ARNt aminoacylé 

cognat s’accommode au site A à la fois très rapidement et de manière efficace. En 

revanche, la plupart des ARNt proche-cognat sont rejetés à cause de leur faible stabilité 

de fixation et de leur accommodation plus lente. La liaison peptidique entre le nouvel 

acide aminé et la chaîne peptidique est catalysée dans le centre peptidyl-transférase 

situé entre les sites A et P.  

 
 



 

 

Figure 37 : Régions impliqués dans le décodage 

A - Représentation 3D de la structure de l’ARNr 16S d’E. Coli et de ses hélices (PDB : DAW7). Figure adaptée de 
Sweeney et al., 2015 190 
B-D - Structures cristallographiques de Thermus thermophilus. B,C - Deux vues de l’anticodon d’un ARNt-Ala lié 
à son codon au site A de la sous unité 30S du ribosome.  D - Représentation de Fourier de l’ARNt-A superposée 
a la structure de l’ARNt-A et du codon au site A. E - Interaction de la tige-boucle D de l’ARNt-A avec la sous-
unité 50S. Figure adaptée de Yusupov et al., 2001 191 

Figure 38 : Interactions codon-anticodon dans le centre de décodage du ribosome 70S 

Le coude formé par l’ARNm entre le codon au site A et le codon au site P, stabilisé par l’ARNt au site P, les ions 
magnésium Mg2+ et l’ARNr 16S, contraignent le positionnement de la première base du codon. La boucle 
anticodon de l’ARNt au site A est représentée en rouge, celle de l’ARNt au site P en bleu, l’ARNm est coloré en 
jaune, et les ions magnésium correspondent aux billes vertes. Figure adaptée de Demeshkina et al., 2012 46	 
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B. Les régions impliquées dans le décodage 
 

Le centre de décodage est situé dans la petite sous-unité du ribosome, au niveau 

de l’ARNr 16S. En interagissant avec l’ARNm et l’ARNt, la petite sous-unité du ribosome 

joue un rôle prépondérant dans la reconnaissance codon/anticodon au site A du 

ribosome. Plusieurs régions de cet ARN ont été identifiées comme affectant la fidélité 

de la traduction (Figure 37) :  

- L’hélice 44 porte les résidus A1492 A1493 et l’hélice 18, le résidu G530. Ces 

trois résidus forment le site de décodage et sont universellement conservés et 

essentiels 191.  

- Les hélices 8 et 14 pour lesquelles la présence de mutations conduit à une 

perte de fidélité 192.  

- L’hélice 27 sur laquelle trois mutations améliorent la fidélité de la traduction 

chez la levure 193.  

- L’hélice 34 est également impliquée dans la fidélité de la traduction 194, en 

particulier le résidu conservé C1054 qui se situe à proximité du centre de décodage. 

Des mutations sur ce résidu perturbent la terminaison de la traduction chez Escherichia 

coli, mais également chez la levure S. cerevisiae 195. 

 

 Plusieurs travaux ont également montré l’importance de résidus modifiés par 

pseudouridylation de l’hélice 69 de l’ARNr 23S dans la fidélité de la traduction 196.  

 

Deux protéines ribosomiques ont aussi été mises en évidence pour leurs rôles 

dans la fidélité de la traduction chez les procaryotes : 

- La protéine eS12 (sous-unité 30S) se situe à proximité du centre de décodage 

et interagit avec l’ARNr 16S. Une approche par mutagenèse dirigée réalisée chez E. coli 

a montré que deux hélices très conservées de la protéine ont un rôle dans la sélection 

de l’ARNt au site A. Les mutants obtenus présentent une augmentation de la fidélité de 

la traduction 197.  

- Des mutants dans les protéines uS5 et uS4, appelés RAM (Ribosome Ambiguity 

Mutants), sont responsables d’une diminution de la fidélité incluant le passage de 

codon stop, l’incorporation de mauvais acides aminés et des décalages de phase de 

lecture 198.  

 
 
 
 



 

 

Figure 39 : Conformation du site A dans la petite sous-unité 30S 

A gauche, état natif de la sous-unité 30S. Les bases A1492 et A1493 sont empilées à l’intérieur de l’hélice 44, la 
base G530 est en conformation syn. A droite, reconnaissance du codon par l’ARNt. Lorsque le codon et la 
boucle anticodon se fixent dans le site A du ribosome, A1492 et A1493 basculent à l’extérieur de l’hélice 44 
pour vérifier l’interaction codon-anticodon et la base G530 passe en conformation trans pour interagir avec 
A1492, la 2ème position de l’anticodon et la 3ème base du codon. Les bases conservées de l’hélice 44 sont 
colorés en rose, l’ARNm en violet, la boucle anticodon en jaune, la protéine S12 en marron et les ions Mg2+ 
sont représentés par des billes magenta. Figure adaptée de Ogle et al., 2001 199  

 

 
Figure 40 : Conformation des bases conservées A1492, A1493 et G530 dans le site de 
décodage 

a - Appariements d’un ARNt cognat (bleu clair) versus un proche cognat portant un mismatch en première 
position (bleu foncé). b - Appariements d’un ARNt cognat (vert clair) versus un proche cognat portant un 
mismatch en seconde position. La conformation globale des bases universellement conservées G530, A1492 et 
A1493 de l’ARNr 16S lors de l’appariement d’un ARNt cognat ou proche-cognat (avec un mésappariement en 
1ère ou 2ème position). Les anticodons sont représentés en rouge et orange, les codons au site A sont colorés en 
jaune et jaune clair. Figure adaptée de Demeshkina et al., 2012 46  
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C. Les mécanismes du décodage 
 

L’obtention de structures cristallographiques de la petite sous-unité 30S du 

ribosome procaryote en complexe avec des ARNt cognat et proche-cognat a permis 

d’avoir un premier aperçu du fonctionnement du site de décodage 199,200.  

 

a. Contrôle	 de	 l’appariement	 codon-anticodon	 par	 les	 bases	 A1492-
A1493	

 

Lors de l’entrée d’un ARNt au site A, la reconnaissance du duplex codon-

anticodon correct induit des changements globaux de configuration. La sous-unité 30S   

passe d’une configuration « ouverte » à une configuration « fermée ». En présence d’un 

ARNt cognat ou proche-cognat au site A, la tête et l’épaule de la sous-unité 30S se 

referment autour du centre de décodage et rétrécissent le tunnel d’entrée de l’ARNm 
200. La fermeture de la sous-unité 30S semble être un prérequis pour former le centre de 

décodage et y induire des changements de configuration locaux 46.  

Au niveau du centre de décodage, la boucle anticodon de l’ARNt (cognat ou 

proche-cognat) s’apparie au codon du site A, ce qui entraîne un changement de 

configuration locale des bases A1492, A1493 (hélice 44) et G530 (hélice 18) de l’ARNr 

16S (Figure 38). Les bases A1492 et A1493 basculent à l’extérieur de la boucle de  

l’hélice 44 et interagissent respectivement avec la première et la deuxième paire de 

bases de l’appariement codon-anticodon. La base G530 passe d’une conformation syn 

à une conformation trans et interagit avec la deuxième position de l’anticodon et la 

troisième base du codon (Figure 39). La stabilité de ce complexe ARNm-ARNt est 

favorisée par des interactions avec la position C518 de l’hélice 18 et le résidu Ser50 de 

la protéine ribosomique S12 199. Dans ce modèle, les deux premiers appariements de 

l’hélice codon-anticodon sont donc étroitement vérifiés par le ribosome pour 

discriminer entre des appariements de type Watson-Crick et des mésappariements, 

alors que l’environnement de la troisième position (position « wobble ») semble adapté 

pour accepter d’autres géométries d’appariements.  

 

b. Contrôle	 de	 l’appariement	 codon-anticodon	 via	 les	 contraintes	
exercées	par	le	centre	de	décodage	

Ö Nouvelles données structurales 
 

Récemment, l’obtention de structures cristallographiques du centre de décodage 

du ribosome procaryote 70S avec un ARNt cognat ou proche-cognat au site A, en 

présence d’un ARNt au site P ont remis en cause le modèle précédent 46.  



 

 

Figure 41 : Mécanisme de l'infidélité traductionnelle 

a - Mauvaise incorporation d'un acide aminé par le ribosome. Les principales étapes du processus de sélection 
des ARNt sont présentés, y compris l'hydrolyse du GTP (en astérisque noir) par le facteur d'élongation EF-Tu et 
l’interaction codon-anticodon dans le centre de décodage (I-iv) b - Conformation des principaux nucléotides du 
centre de décodage sans ARNt (à gauche), appariés à un ARNt cognat ou proche-cognat au cours de l’étape de 
reconnaissance (milieu) et à l'étape finale de l’accommodation (à droite). Les nucléotides essentiels de l’ARNr 
16S et 23S sont indiqués respectivement en cyan et en rouge. La protéine ribosomique S12 qui restreint 
l’appariement à la seconde position du codon, est représentée en vert. Les trois nucléotides du codon d'ARNm 
dans le site A sont numérotés selon le système standard. c - Vue globale de la 30S lors de la sélection de l'ARNt. 
Le panneau de gauche montre le mouvement spontané du domaine de l'épaule (flèches noires) lorsque le 
centre de décodage est inoccupé; les panneaux du milieu et de droite montrent que l'épaule est déplacée et 
stabilisée lors de la liaison d’un ARNt proche-cognat lors des étapes de sélection initiale et d’accommodation. 
sh, h et pl désignent respectivement les domaines de l’épaule, la tête et la plate-forme de la petite sous-unité 
ribosomique. Figure adaptée de Rozov et al., 2015 47 

 



Introduction : III. La fidélité de la traduction 
 

42 

Tout d’abord, l’ARNm formerait un coude entre les codons au site A et au site P et 

serait stabilisé par l’ARNt au site P, l’ARNr 16S et un ion Mg2+, qui contraindrait le 

positionnement de la première base du codon (Figure 38) 201. De plus, contrairement à 

ce qui était pensé jusqu’ici, les appariements U-G et G-U en première ou deuxième 

position du codon seraient possibles et n’adopteraient pas une conformation de type 

wobble, mais formeraient un duplex de type Watson-Crick. D’autre part, les bases 

A1492, A1493 et G530 de l’ARNr 16S interagissent de la même manière avec ces paires 

U-G et G-U qu’avec des appariements canoniques Watson-Crick. Le mouvement des 

bases A1492 et A1493 ne permettrait pas de vérifier la spécificité de l’interaction 

codon-anticodon, mais formerait en réalité une partie statique du centre de décodage, 

définissant ses propriétés spatiales et chimiques (Figure 40). Les contraintes imposées 

par le centre de décodage au niveau des bases 1 et 2 du codon sur les appariements 

des ARNt proche-cognat proviendraient de différences de géométrie par rapport aux 

appariements des ARNt cognat. Les distorsions induites par les mésappariements se 

propageraient dans toute la structure de l’ARNt, ce qui le déstabiliserait et faciliterait 

son rejet hors du ribosome.  

Les auteurs expliquent que les nouvelles structures 70S ayant permis 

l’élaboration de ce modèle diffèrent des précédentes qui étaient basées uniquement 

sur la petite sous-unité 30S 46.  

 

Ö Précisions sur le mécanisme de contrôle de l’appariement codon/anticodon 
 

Dans un troisième modèle 202, la grande sous-unité ribosomique et en particulier 

l’hélice 69 joue un rôle crucial. Cette hélice qui forme un pont entre les deux sous-

unités agit comme un régulateur du résidu A1492 de l'ARNr 16S dans le centre de 

décodage. La sélection de l’ARNt débute par la liaison de l'ARNt au site A libre (Figure 

41a,i) où le résidu A1493 est en position pour interagir avec le duplex codon/anticodon. 

Le résidu A1492 est positionné sur le résidu A1913 de l’hélice 69 de l’ARNr 23S (Fig. 

41b, à gauche). Le coude de l’ARNm entre les sites A et P contraint le positionnement 

de la première base du codon. L’entrée d’un ARNt cognat ou non cognat provoque 

alors deux réarrangements majeurs : Tout d’abord, lors de la fixation de l’ARNt, la 

boucle anticodon entre en contacte avec l’hélice 69 et casserai l’interaction A1492-

A1913. Ceci provoquerait entre autres le repositionnement du résidu A1492 qui 

interagirait avec le codon en deuxième position (Figure 41b, milieu). Le second 

réarrangement correspond au léger mouvement du domaine de l’épaule de la petite 

sous-unité vers la boucle anticodon (Figure 41c), ce qui rapproche le résidu G530 au 

niveau de la seconde position du codon et finalise la formation du centre de décodage  



 

 

Figure 42 : Comparaison des appariements Watson-Crick, wobble et tautomérique rare 

a) Hypothétique superposition d’un appariement wobble (G-U) en rouge sur un appariement canonique en 
première position (G-C) en vert, ce qui démontre un clash possible avec le résidu A1493 de l’ARN 16S. b) 
Géométrie d’un appariement non canonique wobble 203, canonique Watson-Crick (C-G) et d’un appariement de 
type Watson-Crick formé par des états tautomères rares de l’uracile et de la guanine. Cette forme rare permet 
un appariement stable en première et deuxième position de l’appariement G-U. Figure adaptée de Rozov et al., 
2016 204 
 
 
 

Figure 43 : Relation entre séquences nucléotidiques et protéines issues d’un décodage alternatif 

Les séquences nucléotidiques des trois principaux évènements de recodage sont représentées avec leurs trois 
cadres de lecture différents. Le codon start (vert) et stop (rouge) sont représentées par des lignes verticales. Les 
séquences qui sont traduites en protéines sont présentées sous forme de barres horizontales dont les extrémités 
amino- (N-ter) et carboxy-terminales (C-ter) sont indiquées. Les barres violettes correspondent au décodage 
standard et les barres oranges à des événements alternatifs. Les transitions entre les cadres de lecture sont 
indiquées par des pointillés. Figure adaptée de Baranov et al., 2015 205 
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(Figure 41b, milieu). Ce mouvement permettrait également de bloquer l’ARNt, de telle 

sorte que la complémentarité du duplex codon-anticodon soit testée. Un ARNt serait 

alors efficacement incorporé en raison de sa capacité à former un appariement Watson 

Crick stable sur les deux premières positions du codon. A contrario, la plupart des ARNt 

proche-cognat seront éjectés en raison de l'encombrement stérique au niveau de 

l’appariement codon-anticodon ou du coût énergétique nécessaire pour que 

l’anticodon de l’ARNt soit correctement positionné dans le centre de décodage (Figure 

41a, i-ii). Toutefois, certains ARNt proche-cognat échapperaient à cette discrimination 

du fait de leur capacité à former une interaction Watson-Crick via une forme tautomère 

rare de leurs bases (Figure 42). Ces ARNt seraient alors accommodés au site A puis 

transloqués au site P, ce qui conduirait à l’incorporation d’un acide aminé incorrecte 

dans la chaîne polypeptidique (Figure 41a, iii-iv).  

 

3. Le recodage 
 

Alors que la fidélité de la traduction est généralement élevée, certains ARNm 

contiennent des signaux qui altèrent la lecture du code génétique en modifiant les 

règles de décodage et qui ont pour conséquence la synthèse d’une protéine différente. 

Ces erreurs programmées de la traduction sont regroupées sous le terme 

« recodage »  et sont en compétition avec les règles classiques de la traduction. Par 

conséquent, seule une fraction des ribosomes effectuera du recodage.  Ce processus a 

été découvert chez les virus qui l’utilisent fréquemment pour réguler la synthèse de 

leurs protéines. Quatre types d’événements de recodage peuvent se produire au cours 

de la traduction : le décalage du cadre de lecture en +1 ou en -1 et le saut de ribosome 

qui ont lieu durant l’élongation et le passage du codon stop qui a lieu lors de la 

terminaison 206 (Figure 43). 

 

A. Le décalage du cadre de lecture (Frameshift) 
 

Le décalage du cadre de lecture, plus couramment appelé « Frameshift », 

correspond au décalage du ribosome d’un nucléotide en 5’ (Frameshift -1) ou en 3’ 

(Frameshift +1) et à la poursuite de l’élongation dans une autre phase de lecture que 

celle de départ.  

La plupart des cas frameshift nécessitent à la fois une séquence glissante qui 

favorise le glissement des ARNt et un élément stimulateur qui augmente l’efficacité du 

glissement en induisant une pause du ribosome. En effet, en absence d’éléments 

stimulateurs, la fréquence de cet événement est relativement faible, environ 3.10-5  



 

 

Figure 44 : Modèle cinétique du frameshift -1 

Partitionnement cinétique du frameshift -1. Le glissement se produit au cours de la translocation des deux ARNt 
liés à la séquence glissante (tRNALeu et du peptidyl ARNtLys). Tout d’abord, il y a recrutement de EF-G (étape 1) 
sur le complexe de pré-translocation (PRE), ce qui facilite le mouvement rapide de l’ARNt (étape 2) dans un état 
chimérique de post-translocation (POST1). Toutefois, les étapes suivantes sont inhibées par la présence du 
pseudo-noeud. Puis, l’ARNtLeu poursuit son mouvement découpées ici en deux étapes. Tout d'abord, l’ARNtLeu 
se déplace sur la sous-unité 50S dans un état POST2 sans que sa distance à la sous-unité 30S ne change (étapes 
3 et 6 respectivement en phase 0 et -1). Deuxièmement, l’ARNtLeu et la sous-unité 30S s’écartent (étapes 4 et 7) 
dans un état de POST3. Les étapes 3 et 4 sont particulièrement lentes pour l'ARNt qui reste dans en phase 0, ce 
qui limite le taux de fixation de l’ARNtPhe (étape 5). En revanche, le mouvement de l’ARNtLeu sur les ribosomes 
qui se sont décalés en phase -1, est plus rapide (étape 6). Ce mouvement est suivi de la dissociation de l’ARNtLeu 
de la sous-unité 30S, puis de la rotation de la du domaine tête de la sous-unité 30S, de la dissociation de EF-G 
(étape 7) et enfin de la liaison de l’ARNtVal (étape 8). Figure adaptée de Caliskan et al., 2014 207 
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par codon. Il existe plusieurs types d’éléments stimulateurs dont les plus connus sont les 

structures secondaires simples de types tige-boucle, ou les pseudonoeuds 208. Les 

peptides naissants sont également connus pour faciliter le frameshift 209. La nécessité de 

la présence de ces éléments stimulateurs pour activer le frameshift fournit un mode de 

régulation de la traduction très important. Grâce à la présence d’éléments régulateurs 

positifs et négatifs, il est possible de moduler très finement l’expression de certains 

gènes.  

 

a. Le	décalage	du	cadre	de	lecture	en	-1	
 

Le frameshift -1, dont le mécanisme est le mieux compris, est un événement 

durant lequel les ARNt se décalent d’une base en 5’ de l’ARNm. Le ribosome a besoin 

d’au minimum deux signaux pour avoir une efficacité de décalage significative : une 

séquence glissante et une structure secondaire en 3’. La séquence glissante correspond 

à la région sur laquelle le ribosome va effectuer une pause et se décaler d’un nucléotide 

en 5’. Cette séquence est généralement heptamérique et de consensus X XXY YYZ, où 

X=N, Y=A ou U et Z≠G. L’élément stimulateur peut être une structure secondaire de 

type pseudo-nœud ou tige-boucle située en 3’ de la séquence de glissement. La 

présence de cet élément permet d’augmenter de 10 à 30 fois l’efficacité de décalage 

de la séquence glissante 210. Chez les eucaryotes, la distance optimale entre ces 2 

signaux varie entre 6 et 8 nucléotides et permettrait au ribosome d’exercer son activité 

hélicase au niveau de la structure secondaire 211.  

Les données issues de la structure cryo-EM d’un ribosome de mammifère au 

cours d’un événement de frameshift -1 ont montré que le pseudo-nœud bloquait le 

ribosome à une étape intermédiaire de la translocation, provoquant un repliement de 

l’ARNt au site A et contraignant le ribosome à se décaler d’un nucléotide en 5’ 212. De 

plus, ces résultats ont mis en évidence l’interaction directe du facteur d’élongation eEF2 

avec l’ARNt au site P. Récemment, les résultats de cinétiques et de smFRET ont permis 

d’affiner ce modèle du mécanisme de frameshift -1 chez les procaryotes (Figure 44) 
213,214. Le facteur d’élongation procéderait à de multiples tentatives de liaison et resterait 

lié au ribosome jusqu’à ce que la translocation soit complète. Le ribosome serait bloqué 

dans un état pivoté et le mouvement vers l’arrière de la sous-unité 30S serait entravé. 

Ainsi, lors du frameshift -1, les ribosomes sont piégés dans un état métastable dans 

lequel les mouvements de la 30S sont entravés très probablement par le pseudo-

nœud/tige-boucle bloquant l’entrée du tunnel de l’ARNm. Il y a alors deux voies 

possibles pour libérer le ribosome bloqué dans cet état métastable : soit le ribosome 

attend que l’ARNm se déroule, soit, l’appariement codon-anticodon se rompt et 

l’ARNm glisse en 5’ d’un nucléotide. Le second scénario serait plus avantageux,  
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car il permet de déplacer la base de la structure secondaire à l’entrée du tunnel de 

l’ARNm de telle sorte que le centre hélicase du ribosome déroule activement la 

structure secondaire. 

Le mécanisme de frameshift -1 a été retrouvé essentiellement chez les virus et les 

éléments transposables. L’exemple le plus connu est le VIH-1 (Virus de 

l’Immunodéficience Humaine de type 1), qui utilise ce mécanisme pour réguler le ratio 

entre les protéines Gag et Gag-Pol. Un seul exemple de frameshift -1 ayant un rôle 

biologique a été identifié chez les procaryotes : le gène dnaX qui code les sous-unités γ 
et τ de l’ADN polymérase III. La synthèse de la protéine γ résulte du frameshift -1 qui 

conduit les ribosomes à s’arrêter à un codon stop présent uniquement en phase -1. La 

forme longue τ est traduite par décodage classique. Chez les eucaryotes, il existe deux 

gènes cellulaires eucaryotes connus pour être régulés par frameshift -1. Il s’agit du gène 

Edr de souris (Embryonal carcinoma Differentiation Regulated), indispensable au 

développement prénatal 215, et du gène humain MA3 216.  

 

b. Le	décalage	du	cadre	de	lecture	en	+1	
 

Le frameshift +1 est un événement durant lequel les ARNt se décalent d’une 

base en 3’ sur l’ARNm. Le décalage de cadre de lecture se produit sur une séquence 

minimale tétramèrique XXX X. Dans la plupart des cas, le codon adjacent stimule le 

décalage et la séquence forme alors un heptamère XXX XXX X. Contrairement au 

frameshift -1, il n’y a pas de séquence consensus 217, mais les codons favorisant le 

glissement ont été identifiés 218. Deux mécanismes peuvent expliquer un événement de 

décalage du cadre de lecture en +1 : soit l’ARNt au site P se décale d’un nucléotide en 

3’, soit l’ARNt rentrant au site A s’apparie directement dans la phase +1 219. La 

différence réside dans l’affinité de l’ARNt au site P pour son codon et dans sa capacité à 

glisser. Quelle que soit le mécanisme impliqué, le frameshift +1 nécessite une 

reconnaissance lente du codon présent au site A ainsi qu’un décodage efficace du 

codon situé en phase +1. Celle-ci peut être déclenchée par la présence d’un codon 

rare, par un codon stop peu efficace ou par une structure secondaire de type tige-

boucle ou pseudonoeud.  

Chez les procaryotes, le seul cas connu est celui du gène prfB codant le facteur 

de terminaison RF2 (Release Factor 2). Le frameshift +1 permet à RF2 d’autoréguler son 

abondance 220. Plusieurs gènes cellulaires sont régulés par frameshift +1 chez les 

eucaryotes : c’est le cas de l’antizyme OAZ qui régule la concentration en polyamines, 

des molécules indispensables au bon fonctionnement de nombreux processus 

cellulaires et à la croissance 221. Chez la levure, les gènes EST3 et ABP140 sont régulés  



 

 

  

Figure 45 : La translecture 
Représentation schématique de la terminaison de la traduction et du processus de translecture. Lorsqu’un codon 
stop entre au site A du ribosome, qu’il soit prématuré 22 ou non, il y a une compétition entre le facteur de 
terminaison eRF1 et un ARNt proche-cognat. S’il y a terminaison, les facteurs de terminaison eRF1 et eRF3 
entrent au site A du ribosome et induisent la terminaison de la traduction ainsi que la dissociation des deux 
sous-unités ribosomique. Toutefois, un ARNt proche-cognat peut également entré au site A du ribosome et 
décoder le codon stop, ce qui provoque de la translecture. Le ribosome continue alors sa traduction dans la 
même phase de lecture jusqu’au prochain codon stop. Figure adaptée de Bidou et al., 2012 222 
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par ce mécanisme. Pour ces deux gènes, le frameshift +1 est nécessaire à l’expression 

du gène et à la synthèse de la protéine active 223,224. 

  

B. Le passage du codon stop 
 

Les facteurs de terminaison sont capables de reconnaître les codons stop très 

efficacement, ce qui permet la synthèse de protéines complètes et fonctionnelles. 

Toutefois, plusieurs événements modifient le décodage du codon stop en permettant 

au ribosome de lire ces codons et d’y incorporer un acide aminé. Le ribosome continue 

alors sa traduction en phase jusqu’au prochain codon stop. 

 

a. La	translecture	
 

Lorsqu’un codon stop entre au site A du ribosome, il y a une compétition entre le 

facteur de terminaison eRF1 et un ARNt proche-cognat. Le processus d’incorporation 

d’un ARNt proche-cognat est appelé translecture et permet de poursuivre la synthèse 

protéique, en phase, jusqu’au prochain codon de terminaison (Figure 45). De manière 

générale, la compétition est largement favorable à la terminaison qui est plus lente et 

plus précise que l’élongation. En effet, les facteurs de terminaison sont capables de 

différencier les codons UGG des codons UGA alors que seul le résidu en position 

wobble est différent, ce qu’un ARNt ne serait pas capable de réaliser. Au niveau d’un 

codon stop, le taux de translecture de base se situe généralement entre 0,01% et 0,1% 

chez les mammifères et 0,3% chez la levure 225. Néanmoins cette fréquence peut être 

influencée par des éléments en cis et trans qui seront détaillés dans la section suivante : 

4. Les facteurs connus pour modifier la fidélité de la terminaison de la traduction. 

Le mécanisme de translecture est utilisé de manière contrôlée par beaucoup de 

virus de plante à ARN, c’est le cas du virus de la mosaïque du tabac (TMV) pour lequel 

la translecture est indispensable à la synthèse de la réplicase 226. La séquence identifiée 

dans ce virus permet une efficacité de translecture de 2 % dans les cellules de souris 227 

4 à 5 % chez les plantes 226 et de 15 à 25% chez S. cerevisiae 228. Chez les eucaryotes, il 

existe quelques gènes cellulaires régulés par translecture, ce qui pourrait suggérer que 

ce phénomène est utilisé comme moyen de régulation de l’expression génique. En 

particulier, deux gènes possédant un motif compatible avec un événement de 

translecture ont été identifiés chez S. cerevisiae. Il s’agit des gènes PDE2 

(PhosphoDiEstherase 2) et IMP3 (Interacting with Mpp10p). La translecture du codon 

stop de PDE2 ajoute une courte séquence de 20 acides aminés qui déstabilise la 

protéine et induit sa dégradation 229.   



 

 

 

Figure 46 : Synthèse et incorporation de la sélénocystéine chez les eucaryotes 

La synthèse de la sélénocystéine a lieu sur son ARNtSec spécifique 22. L’interaction de l’ARNtSec avec les facteurs 
de traduction Sec-spécifiques EFSec et SBP2, en présence de SECp43 (2, 3), permet son recrutement au site A 
du ribosome 22. Lorsque le résidu sélénocystéine est incorporé dans la séquence du peptide en réponse au 
codon reprogrammé UGA, la traduction reprend jusqu’au prochain codon stop (5). Figure adaptée de Castets et 
al., 2012 230  
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Récemment, il a été proposé que eIF3, le facteur d'initiation de traduction 

eucaryote, pourrait être impliqué dans la translecture programmée des 3 codons stop 

dans un contexte défavorable. Dans ce mécanisme, qui semble être évolutivement 

conservé, eIF3 interagit avec le complexe de préterminaison, où il empêche eRF1 de 

reconnaître la troisième position wobble du codon stop. En conséquence, un ARNt 

proche-cognat ayant un mésappariement à cette position peut décoder le codon stop, 

ce qui permet de poursuivre la synthèse de la protéine 231. 

 

b. Incorporation	de	la	sélénocystéine	
 

La sélénocystéine (Sec ou U) est le 21ème acide aminé naturel du code génétique, 

et dérive de la sérine. Elle est incorporée dans les sélénoprotéines qui protègent les 

cellules contre les stress oxydatifs. Le sélénium est un micronutriment essentiel et un 

élément trace pour la plupart des organismes, incluant les humains qui possèdent 

pourtant 25 gènes codant les sélénoprotéines. Ils sont souvent évoqués dans un 

contexte médical, car une déficience en sélénocystéine est responsable de plusieurs 

maladies graves tels que la maladie de Keshan et Kashin-Beck. Des études 

épidémiologiques ont rapporté que le sélénium protège contre le cancer et d’autres 

maladies neurodégénératives grâce à ses propriétés antioxydantes 232. 

 

L’incorporation de la sélénocystéine se fait par translecture du codon stop UGA 

par un ARNt[Ser]Sec spécifique. C’est le seul ARNt connu qui gouverne sa propre voie de 

biosynthèse. Chez les eucaryotes, l’expression de l’ARNt[Ser]Sec nécessite quatre enzymes 

contre une seule pour les autres ARNt. SerRs permet de charger une Serine sur l’ARNt, 

puis PSTK phosphoryle la sérine qui est ensuite convertie en sélénocysteine par 

SepSecS. Enfin, l’activation du sélénium est réalisée par SPS1/SPS2 233. En revanche, la 

synthèse de l’ARNt[Ser]Sec est réalisée en une seule étape chez les bactéries. 

Chez les bactéries, l’incorporation de l’ARNt[Ser]Sec dépend de la présence du 

codon UGA, d’une structure tige-boucle appelée SECIS (Selenocysteine Insertion 

Sequence) située immédiatement en 3’ du codon UGA, et du facteur SelB 206. Chez les 

eucaryotes, le facteur d’élongation EFSec se fixe spécifiquement sur l’ARNt[Ser]Sec avec 

l’aide du facteur SBP2 (SECIS Binding Brotein 2) 234 et interagit avec une des deux 

structures SECIS connues situées dans le 3’UTR 233 (Figure 46). 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figure 47 : Site du recodage du gène 60 chez le Bactériophage T4 

Le « saut » du ribosome au codon GGA (en vert) est déclenché par la présence du codon stop UAG (en rouge) 
au site A du ribosome. Il est également stimulé par des signaux contenus dans le peptide naissant (en jaune) et 
la structure secondaire en tige-boucle. Le ribosome « atterrit » au codon GGA suivant, 50 nucléotides plus loin, 
en aval d’une potentielle séquence Shine-Delgarno-like (en bleu), pour reprendre la traduction au codon UUA 
(en gris). Figure adaptée de Wills et al., 2008 235 

Figure 48 : Mécanisme du saut de ribosome 

A - La présence du codon stop UAG (en rouge) au site A va induire une pause permettant à l’ARNm de former 
une structure secondaire représentée dans la partie B de la figure. B - Les appariements intra-ARNm vont induire 
la formation d’un tige-boucle (en bleu) qui va empêcher d’RF1 au site A et induire la sortie de l’ARNt du site E. 
Le mouvement vers l’avant de l’ARN va permettre de résoudre la structure. C - Le retour à un ARNm linéaire et 
l’appariement du codon GAG au 3’ de l’ARNr 16S (bleu clair) favorisent le recrutement de l’ARNt peptidyl au 
codon GGA. Le décodage standard reprend au codon UUA adjacent en 3’. Figure adaptée de Wills et al., 2008 
235  
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c. Incorporation	de	la	pyrrolysine	
 

La pyrrolysine (Pyl ou O) est le 22ème acide aminé naturel et dérive de l’acide 

aminé lysine. Elle est retrouvée seulement chez les espèces d’archées méthanogènes 

Methanosarcinna et chez les espèces bactériennes Desulfitobacterium. Les archées 

utilisent la pyrrolysine pour produire du méthane. Ce processus nécessite l’expression 

des plusieurs gènes dont trois (MttBn MtbB et MtmB) contiennent un codon stop UAG 

qui doit être traduit 236. Le codon stop UAG est reconnu par un ARNtPyl spécifique à la 

pyrrolysine qui est incorporé lors de la traduction sans signaux spécifiques. Cette 

incorporation est particulièrement élevée et pourrait être expliquée par la présence 

d’une tige-boucle PYLIS (pyrolysine insertion elements) en aval du codon stop 206. 

L’ARNtPyl est plus court que les autres ARNt naturels et possède donc une structure 

secondaire légèrement différente. La tige de l’anticodon est formée de 6 paires de 

bases au lieu de 5 et certaines modifications conservées universellement sont absentes. 

Toutefois, l’ARNtPyl est reconnu par le facteur d’élongation classique 236.  

 

 

C. Le saut de ribosome 
 

Le saut de ribosome, également appelé « Bypassing » est un événement très rare 

qui a été décrit initialement dans le gène 60 du bactériophage T4. Ce gène code une 

topoisomérase essentielle pour ce phage infectant la bactérie E. coli. Au cours de 

l’élongation, des éléments en cis et trans vont permettre au ribosome de suspendre 

l’élongation sur un codon de « décollage » GGA et de la reprendre 50 nucléotides en 

aval sur un codon d’ « atterrissage » GGA. L’efficacité de cet événement est de 50 % 237 

(Figure 47).  

Dans le modèle proposé par Wills et ses collaborateurs, le codon stop induirait 

une pause du ribosome lors de son entrée au site A. Le peptide naissant déstabiliserait 

suffisamment le ribosome et l’interaction codon-anticodon au site P pour permettre à la 

structure secondaire de se reformer dans le site A. Cela implique que les extrémités 5’ 

et 3’ de l’ARNm soient tirées à l’intérieur du ribosome. Une fois la structure formée, le 

ribosome serait capable de détecter que son site A est occupé et engagerait un cycle 

de translocation permettant une reprise de la traduction au codon d’atterrissage. Cette 

reprise serait facilitée par la présence d’une région de type Shine-Dalgarno 235 (Figure 

48).  

 

 



 

 

 

Figure 49 : Les facteurs modulant la fidélité de la terminaison de la traduction 

La compétition entre terminaison et translecture peut être modulée par des facteurs agissant en cis ou en trans. 
Les facteurs cis présents sur l’ARNm sont la nature du codon stop, son contexte nucléotidique ou encore la 
présence d’une structure secondaire de type tige-boucle. Parmi les facteurs trans, les molécules inductrices de 
translecture telles que les aminoglycosides peuvent impacter l’efficacité de la terminaison. Les facteurs cis sont 
indiqués en violet, les facteurs trans en vert. Sur l’ARNm, le codon stop est en rouge et le contexte 
nucléotidique en bleu. Figure issue du mémoire de thèse de Sandra Blanchet, 2014 
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4. Les facteurs connus pour modifier la fidélité de la terminaison de 
la traduction 

 

Dans la cellule, la terminaison de la traduction est toujours en compétition avec 

la translecture qui correspond à l’incorporation d’un ARNt proche-cognat au niveau du 

codon stop et à la poursuite de la traduction dans la même phase. Le processus de 

décodage étant très fidèle, cette compétition est généralement favorable à la 

terminaison. Toutefois, certains facteurs peuvent moduler son efficacité soit en 

favorisant l’incorporation d’un ARNt proche-cognat soit en défavorisant la 

reconnaissance des codons stop. Deux types de facteurs ont été mis en évidence : les 

facteurs cis tels que la nature du codon stop, le contexte nucléotidique en 5’ et en 3’ du 

codon stop et la présence de structures secondaires. Des facteurs agissant en trans 

peuvent également affecter la fidélité de la traduction, c’est notamment le cas de 

certaines molécules telles que les antibiotiques de la famille des aminoglycosides 238 

(Figure 49).  

 

 

A. Les facteurs agissant en cis 

a. La	nature	du	codon	stop	
 

Les trois codons stop ne sont pas reconnus par les facteurs de terminaison avec 

la même efficacité 239. Plusieurs travaux ont montré que le codon UAA est celui qui 

induit la meilleure efficacité de terminaison, suivi des codons UAG et UGA 72,240. Ces 

résultats s’expliqueraient à la fois par le nombre d’ARNt naturels suppresseurs proche-

cognat présents dans la cellule et par leur capacité à reconnaître les codons stop. 

Il y a plusieurs ARNt proche-cognat capable de reconnaître chacun des codons 

stop, mais leur utilisation dans le processus de translecture ne semble pas être aléatoire. 

Plusieurs études 241-244, principalement sur des ARNm viraux et de levure, ont montré 

que le codon UGA est le plus fréquemment décodé par l’ARNtTrp (W), mais il peut 

également être lu par un ARNtCys (C) ou ARNtArg (R). Le codon stop UAG est décodé 

principalement par les ARNtGln (Q) et ARNtTrp (W), mais les ARNtTyr (Y) et ARNtLys (K) ont 

aussi été retrouvés. Enfin, le codon UAA serait décodé par l’ARNtGln (Q). Une étude plus 

récente réalisée dans l'équipe chez la levure, a utilisée une approche basée sur la 

spectrométrie de masse pour identifier les acides aminés incorporés au codon stop 

dans un système rapporteur in vivo 77,245.  



 

 

Tableau 1 : Influence de la nature du nucléotide +4 sur la translecture basale 

Le codon stop correspond aux bases +1, +2 et +3. Les résultats des travaux obtenus sur l’influence de la nature 
du nucléotide +4 sur la translecture sont présentés dans ce tableau. Les nucléotides sont classés par ordre 
d’influence sur la translecture pour chacun des trois codons stop. Figure adaptée de Dabrowski et al., 2015 246 
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Nous avons confirmé que le codon UGA est décodé par le tryptophane, la cystéine ou 

l'arginine, mais nous avons aussi démontré que les codons UAA et UAG peuvent être 

décodés par la glutamine, la tyrosine ou la lysine. Les mêmes ARNt proche-cognat ont 

été identifiés chez la levure par la suite 247, ce qui confirme nos résultats. 

L’anticodon de l’ensemble de ces ARNt s’apparie systématiquement sur au 

moins deux des trois nucléotides du codon stop, ce qui suppose que le ribosome ne 

tolérerait pas deux appariements non conventionnels. De plus, l’incorporation 

d’arginine sur UGA, de glutamine sur UAG et UAA confirme la possibilité d’un 

appariement U-G en première position. La cystéine et le tryptophane étant incorporés 

sur le codon stop UGA, cela implique que des appariements G-A, G-G et C-A sont 

acceptés par le ribosome lorsqu’ils sont en troisième position sur la base wobble. Bien 

qu’il soit encore actuellement impossible de prédire théoriquement l’acide aminé qui 

sera incorporé dans le peptide synthétisé lors de la translecture, ces travaux ont montré 

que l’identité du codon stop affecte non seulement la nature du résidu incorporé par 

translecture, mais aussi sa fréquence d’incorporation. A l’inverse, il a été suggéré que le 

contexte du codon stop n'a aucune incidence sur l'identité ou la proportion des acides 

aminés incorporés au cours du processus de translecture 245.  

 

b. Le	contexte	nucléotidique	
 
Le contexte nucléotidique entourant le codon stop constitue un des éléments ayant 

le plus impact sur l’efficacité de translecture, mais aussi celui qui est le moins bien 

compris. 

 

Ö Le contexte en 3’ 
 
Chez les bactéries et les eucaryotes, la base qui suit immédiatement le codon 

stop (position +4) exerce la plus forte influence sur l’efficacité de translecture. Ces 

résultats ont conduit à l’hypothèse que le signal de terminaison de la traduction serait 

constitué d’une séquence de quatre nucléotides et non uniquement par le codon stop 

lui-même 248. Cette hypothèse a été très récemment vérifiée chez les eucaryotes avec 

l’observation en cryo-EM du codon stop et de la position +4 dans le site A du ribosome 
76. Les auteurs de ces travaux ont également montré que la présence d’une purine en 

+4 stabiliserait le complexe de terminaison. Toutefois, l’influence de la nature du 

nucléotide en position +4 sur la translecture est encore controversée 246 (Tableau 1). S’il 

semble admis qu’une cytosine en position +4 après les codons stop UGA et UAA 

induise le plus fort taux de translecture, aucun consensus n’a été trouvé pour UAG.  
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Néanmoins, ces résultats ne permettent pas de prédire l’efficacité de translecture d’une 

mutation non-sens. Deux études récentes de l’influence des contextes sur l’efficacité de 

terminaison chez la levure et chez les mammifères ont révélé que l’influence du 

contexte ne se limitait pas au résidu +4, mais s’étendait jusqu’à la position +9 225,240. 

Chez la levure, la séquence 3’ la plus favorable à la translecture serait CARNBA (où 

R=A/C, N=A/T/G/C, B=C/G/T). Une autre étude, réalisée sur des cellules de 

mammifères, a également déterminé que la présence d’un uracile en position +5 était 

corrélée à un taux plus élevé de translecture 249. Cela suggère que, mis à part la 

présence d’un C en position +4 qui semble être un prérequis universel pour une 

translecture efficace, l’influence du contexte nucléotidique peut être variable selon les 

organismes.  

 

Ö Le contexte en 5’ 
 

La conservation au cours de l’évolution de la séquence en 5’ du codon stop chez 

E. coli et chez l’humain a conduit au postulat que cette séquence en amont jouerait 

également un rôle dans l’efficacité de la terminaison de la traduction 250. Il a en effet été 

montré que les positions -1 et -2 peuvent moduler le niveau de translecture chez les 

bactéries et la levure. La présence d’une adénine sur ces deux positions stimulerait la 

translecture du codon UAG et probablement des autres stop 228,251. Chez les 

mammifères, le contexte en 5’ est également important. Il a également été montré 

qu’une adénine en position -1 induisait une forte translecture, alors qu’à l’inverse, la 

présence d’un U était associée au plus faible taux de translecture 227. Dans une seconde 

étude chez les mammifères, une purine en position -1 favoriserait la translecture, mais 

aucun consensus n’a été trouvé en position -2 249. L’influence du contexte en 5’ semble 

donc être beaucoup plus subtile que le contexte en 3’ 246.  

La façon dont le contexte nucléotidique influence la terminaison de la traduction 

est encore mal comprise. Plusieurs hypothèses ont été envisagées afin d’expliquer 

l’influence des nucléotides en 5’ du codon stop. Chez la levure, le contexte 5’ 

interagirait directement avec l’ARNt au site P du ribosome. Les acides-aminés de la 

chaîne naissante pourraient également interagir avec les facteurs de terminaison 252. 

Cette hypothèse a toutefois été contredite par Tork et ses collaborateurs, qui ont 

suggéré que l’adénine en position -1 ou -2 pourrait induire de la translecture en 

modifiant la structure de l’ARNm au niveau du site P, ce qui influencerait l’incorporation 

d’un ARNt au site A 251. 

 

 

 



 

 

Figure 50 : Structure secondaire des ARNt suppresseurs 

Séquence nucléotidique des ARNt suppresseurs tyrosine (A), glutamine (B), leucine (C), tryptophane (D), cystéine 
(E) et arginine (F). A - L’ARNtTyr de S. cerevisiae porte l’anticodon est GΨA et décode le codon UAG. B - Les 
deux isoaccepteurs ARNtGln proviennent du foie de souris. La forme ayant la modification UmUG au niveau de 
l’anticodon est un fort suppresseur des codons UAG et UAA. C - Les deux isoaccepteurs ARNtLeu sont issus de 
foie de veau et portent l’anticodon CAG ou CAA et décodent le codon UAG. D - Les deux isoaccepteurs ARNtTrp 
issus de N. rustica, portent l’anticodon CmCA et induisent la translecture du codon UGA. L’ARNt chloroplastique 
(chl.) serait plus efficace que la forme cytosolique (cyto.), ce qui s’expliquerai par la présence de la modification 
i6A portée uniquement par l’ARNt chloroplastique. E - Les ARNtCys cytoplasmique et chloroplastique de N. 
rustica portent l’anticodon GCA et peuvent décoder le codon UGA. L’ARNt chloroplastique serait également 
plus efficace que celle cytoplasmique. F - L’ARNtArg provenant du blé porte l’anticodon U*CG et plus rarement 
ICG et décode le codon UGA. Figure adaptée de Beier and Grimm, 2001253 
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c. Les	structures	secondaires	
 

Dans certains cas, la présence de structures secondaires en 3’ du codon stop 

peut moduler l’efficacité de translecture. Ces structures de type pseudo-nœud sont 

souvent utilisées comme élément stimulateur dans les événements de recodage, en 

particulier dans les cas de frameshift. Il a été proposé que cette structure, en 

contraignant la flexibilité de l’ARNm, favoriserait l’incorporation d’un ARNt au détriment 

du facteur de terminaison 254.  

 

B. Les facteurs agissant en trans 

 

a. Les	ARNt	suppresseurs	
 

En 1975, il a été rapporté que certains ARNm eucaryotes possédaient un codon 

stop traduit et codaient une protéine ayant une fonction cellulaire 255. Les ARNt 

suppresseurs sont définis comme des ARNt capables de décoder des codons stop au 

cours de la traduction. Ces ARNt suppresseurs naturels sont des ARNt proche-cognat 

qui ne sont pas mutés. A contrario, les ARNt suppresseurs issus de gènes d’ARNt 

normaux qui subissent une modification dans leur anticodon, ce qui leur permet de lire 

un codon stop 256.  

 

Ö Suppresseurs des codons UAG/UAA 
 

Le premier exemple de suppression naturel de codon stop chez les eucaryotes a 

été isolé chez la Drosophile où le codon UAG est décodé par l’ARNtTyr portant 

l’anticodon GΨA (Figure 50A). La pseudouridylation permet de stabiliser l’interaction 

codon-anticodon et de décoder les codons stop UAG et UGA. L’ARNtTyr modifié a aussi 

été retrouvé chez les plantes où le codon UAG est efficacement décodé (10-30%) 257.  

La seconde classe d’ARNt suppresseurs des codons UAG/UAA est celle des 

ARNtGln (Figure 50B). Deux isoaccepteurs avec un anticodon CUG ou U*UG existeraient 

chez tous les procaryotes et eucaryotes 258. Chez la souris, la forme minoritaire de 

l’ARNtGln portant l’anticodon UmUG serait capable de stimuler la translecture sur le 

codon UAG 259 alors que chez la levure, les deux formes de l’ARNtGln ont cette capacité 
245. L’interaction de ces deux ARNt isoaccepteurs avec les codons stop UAG et/ou UAA 

nécessitent un appariement non conventionnel G-U sur la première position, dont on 

sait désormais que ce dernier est possible grâce à une forme tautomère rare des bases 
46,204.  



 

 

 

Figure 51 : Répartition des pseudouridines et pseudouridines synthases chez la levure 

La localisation cellulaire des enzymes et substrats ainsi que la position du substrat sont donnés pour les 
membres de la famille Trua : Pus1p, Pus2p et Pus3p (rose), les membres de la famille Rlua : Pus5p, Pus6p, 
Pus8p96 et Pus9p96 (vert), l’homologue de TruD : Pus7p (jaune) et l’homologue de TruB : Pus4p (bleu), ainsi que 
les homologues des ARN-guides TruB : Cbf5 (bleu) pour le snARN (small nuclear RNA) U2 et snARN U5. Les sites 
de modification sans activité enzymatique connus sont indiqués en gris. La grande sous-unité mitochondriale ne 
contient qu’une seule modification à la position 2819 réalisée par Pus5. Notez que pour plus de clarté, seules 
quelques modifications du ribosome sont représentées alors qu’au moins 44 réalisées par Cbf5 sont connues à 
ce jour. Les snARN U2 en position 56 et 93 et snARN U6 en position 28 ont un contour en pointillés en raison de 
leur inductibilité. Pus7p est représentée dans le cytoplasme avec un contour en pointillé car sa localisation varie 
entre le noyau et le cytoplasme suite à un choc thermique. Figure adaptée de Spenkuch et al., 2015 260 
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L’ARNtLeu a aussi deux formes isoacceptrices permettant de décoder le codon 

stop UAG 261. Ces deux formes portent l’anticodon CAA et CAG (Figure 50C). La 

reconnaissance du codon stop nécessite un appariement non conventionnel sur la 

première (G-U) et seconde position 262. 

 

Ö Suppresseurs du codon UGA 
 

Deux ARNt suppresseurs naturels ont été identifiés chez les plantes, permettant 

de lire le codon UGA 263. Ces deux formes correspondent aux ARNtTrp chloroplastes et 

cytosoliques dont l’anticodon est CmCA (Figure 50D). Étrangement, l’ARNtTrp 

chloroplaste induit davantage de translecture. Il a été proposé que les modifications i6A 

et ms2i6A portées exclusivement par l’ARNtTrp chloroplaste stabiliseraient les interactions 

codon-anticodon en augmentant l’effet d’empilement de l’anticodon sur les nucléotides 

voisin, ce qui favoriserait les interactions non canoniques à la troisième position 

(Wobble) 264,265. Ces deux formes d’ARNtTrp ont été retrouvées chez le lapin (lysat de 

réticulocytes de lapin - RRL), mais la séquence de l’ARNtTrp n’a pas été déterminée et il 

n’est pas exclu que l’ARNt suppresseur soit en réalité l’ARNtTrp mitochondrial avec un 

anticodon U*CA. Ce dernier étant le seul ARNtTrp encodé par le génome mitochondrial 

du lapin 242,258. 

De nombreuses études ont rapporté que les deux isoaccepteurs ARNtCys portant 

l’anticodon GCA chez les plantes peuvent décoder le codon UGA (Figure 50E). Comme 

les ARNtTrp, la forme chloroplaste serait plus efficace que celle cytosolique 243. Dans les 

cellules animales, il n’y a aucune donnée disponible mettant en évidence une possible 

activité de translecture de l’ARNtCys, toutefois, la forte homologie de séquences des 

gènes codant l’ARNtCys avec les plantes suggère que les ARNtCys des animaux sont 

également des ARNt suppresseurs 253.  

La troisième classe d’ARNt suppresseurs du codon UGA a été exclusivement 

caractérisée chez les plantes. Les six codons arginine CGN et AGR sont lus par quatre 

isoaccepteurs chez E. Coli et S. Cerevisiae, et cinq dans le cytosol des plantes (Figure 

50F). Cet ARNtArg, dont l’anticodon est U*CG, est absent de la levure et d’E. Coli et 

décode particulièrement efficacement le codon UGA. La translecture du codon stop 

UGA a aussi été détectée dans les cellules de poulet, humaines et d’insecte 266. 

 

Ces données contredisent le dogme de non-ambiguïté du code génétique et 

montrent qu’un codon stop peut avoir plusieurs significations. Le codon UGA peut 

médier la fin de la synthèse d’un polypeptide ou permettre l'incorporation du 

tryptophane, de l'arginine, de la cystéine ou d’une sélénocystéine.  

 



 

 

Figure 52 : Répartition des pseudouridines et pseudouridines synthases chez l’Homo sapiens 

L’emplacement cellulaire des substrats et des position des substrat sont donnés pour les membres de la famille 
TruA Pus1, Pus1L, Pus3 (rose), les membres de la famille TruB : TruB1, TruB2 et CBF5 (bleu), les membres de la 
famille TruD : Pus7 et Pus7L, membres de la famille RluA : PusD1, PusD3 et PusD4 (vert) et Pus10 (marron). En 
plus de l'ARNt et de l'ARNr, les snARN et snoARN sont modifiés. D’après les connaissances actuelles, les 
position des pseudouridylations des snARN U2, U4 et U6 sont exclusivement formés par H/ACA Box RNPs. Les 
positions représentés en bleu ont des ARN guides connus ou putatifs, tandis que les positions en gris n’en ont 
pas. Les ARN télomérases ne sont pas représentés ici. Figure adaptée de Spenkuch et al., 2015 260 

Figure 53 : Schéma représentant l'isomérisation de l'uridine (U) en pseudouridine (Ψ) 

Représentation schématique des structures de l’uridine et de la pseudouridine. Ψ dérive de l’uridine par une 
réaction d'isomérisation dans lequel la base est tourné de 180° le long de l'axe N3-C6 et forme une liaison en 
C5-C10. L'atome d'azote en première position de l’uridine et le donneur de liaison hydrogène supplémentaire 
dans Ψ sont indiqués (en rouge). Les accepteurs de liaison hydrogène (a) et les donneurs de liaison hydrogène 
(d) sont également indiqués. Figure issue de Ge and Yu, 2013 267 
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De même, le codon de terminaison UAG peut provoquer l'incorporation de la tyrosine, 

de la glutamine ou de la leucine et de pyrolysine. La lecture erronée des codons de 

terminaison est réalisée par une variété d'ARNt suppresseurs naturels. Les ARNt 

suppresseurs de codon stop (à l'exception de l’ARNt sélénocystéine) étant des ARNt 

proche-cognat, leur reconnaissance des codons stop nécessite des appariements de 

bases non canoniques 253. 

 

b. Les	pseudouridines	
 

Découvert en 1951, il a été identifié à ce jour plus de 150 modifications 

nucléotidiques dont le rôle est d’affiner la conformation, la structure et la fonction de 

l’ARN (Figures 51 et 52). Malgré les nombreux travaux publiés ces 15 dernières années, 

le rôle de la modification de nombreux nucléotides et le mécanisme impliqué dans la 

formation de la pseudouridylation sont toujours très largement incompris 260. 

La pseudouridine est un isomère de l’uridine (U) (Figure 53). Initialement, la 

liaison N1-C1’ liant la base uracile au sucre est cassée. L’uracile libéré est tourné de 

180° sur l’axe N3-C6 et établit une nouvelle liaison avec le sucre (C5-C1’) 267. Cette 

modification crée un donneur de liaison hydrogène supplémentaire dotant Ψ de 

propriétés chimiques différentes de l’uridine et des autres nucléotides connus. En effet, 

si l’uridine et Ψ peuvent tous deux former un appariement de type Waston-Crick avec 

l’adénosine, l’appariement de Ψ avec les 4 bases est bien plus stable 117,268. Cette 

modification est réalisée par six familles de pseudouridine synthases : TruA, TruB, TruD, 

RsuA, RIuA et Pus10p, dont le repliement et le mécanisme seraient très proches 269,270. 

Lors de la dégradation des ARN, les pseudouridines peuvent être dégradés chez les 

eubactéries 271 ou inactivés par déphosphorylation du carbone 5’ du ribose chez les 

mammifères 272. 

Les modifications de Ψ les plus conservées stabilisent la structure tertiaire de 

l’ARNt, qui peut être soit en position 32, 39 ou 55. Les changements de conformation 

provoqués par la présence de Ψ en position 38 et 39 modifient la reconnaissance de 

l’anticodon, diminuant la fidélité de la traduction et permettant au ribosome de changer 

de phase de lecture chez la levure 273-275. Plusieurs ARNt sont également modifiés au 

niveau des positions 34, 35 et 36. La pseudouridylation de la position 35 conférerait une 

stabilisation plus importante de l’anticodon en renforçant la liaison U33-Ψ35. Quant aux 

modifications 34 et 36, leur rôle est encore inconnu.  

Les modifications des bases de l’ARNr sont très conservées et sont associées à 

des domaines fonctionnels importants du ribosome. Une inactivation globale de la 

pseudouridylation de l’ARNr affecte les interactions ribosome-ligands ce qui a pour 

conséquence d’augmenter la fidélité du ribosome chez les levures et les mammifères.  



 

 

Figure 54 : Cible des antibiotiques au cours de la traduction bactérienne 

Schéma représentant les étapes de la traduction ciblées par les différents antibiotiques bactériens : édéine 
(Ede), kasugamycine (Ksg), pactamycine (Pct), thermorubine (Thb), avilamycine (Avn), évernimicine (Evn), 
thiostreptone (Ths), streptomycine (Stp), tétracyclines (Tet), tigécycline (Tig), blasticidine S (Bls), chloramphénicol 
(Cam), clindamycine (Cln), linézolide (Lnz), pleuromutilines (Plu), puromycine (Pmn), streptogramine A (SA), 
sparsomycine (Spr), capréomycine 255, viomycine (Vio), hygromycine B (hygB), néomycine 276, paromomycine 
(Par), l'acide fusidique (Fus), spectinomycine (Spt), érythromycine (Ery) streptogramine B (SB) et télithromycine 
(Tel). Figure adaptée de Wilson et al., 2014 277 

Figure 55 : Site de fixation des antibiotiques sur la 30S 

Vue d'ensemble et élargie des sites de liaison des antibiotiques le long du canal de fixation de l'ARNm de la 
sous-unité 30S. Les sites de fixation des ARNt A, P et E sont respectivement représentés en vert, bleu et orange. 
Antibiotiques présents : tétracycline (Tet; PDB : 4G5K–N), spectinomycine (Spt; PDB : 2QOU–X), kasugamycine 
(Ksg1 and Ksg2; PDB : 2HHH), pactamycine (Pct; PDB : 1HNX), édéine (Ede; PDB : 1I95)14, hygromycine B 
(HygB; PDB : 3DF1–4), néomycine (Neo; PDB : 4GAQ/R/S/U), streptomycine (Str; PDB : 1FJG), thermorubine 
(Thb; PDB : 3UXQ–T) et tuberactinomycine (Tub; PDB : 3KNH–K). Figure adaptée de Wilson et al., 2014 277 
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En absence de ces modifications, les évènements de recodages tels que le frameshift et 

la translecture sont fortement diminués. L’initiation sur les IRES et l’incorporation des 

ARNt seraient également affectées négativement en absence de la pseudouridylation 

des bases de l’ARNr 278. 

Les bases de l’ARNm sont aussi modifiées chez les eucaryotes et les archées 267. 

Il a été montré que la modification de la première base des trois codons stop favorisait 

l’incorporation d’un ARNt proche-cognat ou non-cognat en stabilisant l’interaction 

codon-anticodon. Chez la levure, ΨAG serait décodé majoritairement par une sérine 

puis une thréonine, ΨUA par les ARNt serine et thréonine de manière équivalente, et 

ΨGA par la tyrosine puis la phénylalanine 279. Ce décodage sélectif des codons stop 

pseudouridynilés a été rationalisé récemment par le groupe de Pan 280. Étant donné le 

grand nombre de codons sens contenant une uridine (34 des 61 codons sens 

contiennent une ou plusieurs uridines), la pseudouridylation de l'ARNm ciblé laisse 

présager d’une expansion du code génétique. La présence de Ψ dans l’ARNm 

augmenterait l’efficacité de traduction, mais le mécanisme impliqué doit encore être 

élucidé 281. 

 

c. Les	antibiotiques	
 

La traduction bactérienne est la cible de nombreux antibiotiques (Figure 54). La 

quasi-totalité d’entre eux se fixent sur le ribosome et plus particulièrement sur les ARNr 

qui jouent un rôle majeur dans le décodage. Ces molécules constituent des outils 

permettant d’étudier et de mieux comprendre les différentes étapes de la traduction. 

Malgré la taille importante du ribosome, peu de sites sont ciblés par l’arsenal actuel 

d’antibiotiques 277 :  

Sur la sous-unité 30S, les sites de liaison des antibiotiques sont regroupés le long 

du trajet de l’ARNm et de l’ARNt (Figure 55). Les antibiotiques comme l’édéine et la 

kasugamycine inhibent l’étape d’initiation de la traduction en empêchant une 

interaction stable entre l’ARNt initiateur et le codon de départ. La majorité des autres 

antibiotiques qui cible la 30S inhibent l’élongation en interférant soit avec l’entrée d’un 

ARNt au site A (tétracyclines et streptomycines), soit au cours de la translocation du 

ribosome (aminoglycosides, hygromycine B, néomycine, pactamycine et la 

spectinomycine).  

Sur la sous-unité 50S, la plupart des sites de fixation des antibiotiques sont 

regroupés au niveau ou à proximité du centre peptidyl-transférase 22 (Figure 56). Parmi 

les exceptions, il y a les ortosomycines qui interagissent avec les hélices H89 et H91 de 

l’ARNr 23s et empêchent la liaison du facteur IF2 et les thiopeptides qui interagissent 

avec l’hélice 43 et 44 de l’ARNr 23S et bloquent la fixation d’EF-G, EF-Tu et IF2. 



 

 

Figure 56 : Site de fixation des antibiotiques sur la 50S 

Vue d’ensemble et rapprochée des sites de liaison à la sous-unité 50S et sur le centre peptidyl transférase 22. Les 
sites de fixation des ARNt A, P et E sont respectivement représentés en vert, bleu et orange. Antibiotiques 
représentés : néomycine (Neo; PDB : 4GAQ/R/S/U), evernimicine (Evn) et thiostreptone (Ths; PDB : 3CF5), 
blasticidine S (Bls1 and Bls2; PDB : 1KC8), sparsomycine (Spr; PDB : 1M90), lincomycine (Lin; PDB : 3OFX/Y/Z/0), 
linezolide (Lnz; PDB : 3DLL), macrolides (Mac; PDB : 1K9M), puromycine (Pmn; PDB : 1M90), pleuromutilins (Plu; 
PDB:1XBP), chloramphenicol (Cam; PDB:3OFA–D), streptogramines A et B (SA et SB; PDB : 1SM1). Figure 
adaptée de Wilson et al., 2014 277 

Figure 57 : Structure des aminoglycosides 

Structures des dérivés 2-désoxystreptamine (2-DOS) 4-, 4,5- et 4,6-disubstitués  qui ciblent le site A procaryote. 
La structure 2-DOS est indiquée en rouge et la numérotation de carbones en bleu. Figure issue de Hainrichson 
et al., 2007 282 
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Pour être utilisables chez l’homme, les antibiotiques doivent cibler le ribosome 

bactérien sans trop perturber la traduction eucaryote. Ce sont ces quelques différences 

au niveau des ARNr et parfois des protéines ribosomiques qui confèrent au ribosome 

eucaryote cette résistance aux antibiotiques. Certaines de ces molécules ont tout de 

même la capacité de se fixer sur le ribosome eucaryote, mais avec une affinité moindre. 

C’est notamment le cas des antibiotiques de la famille des aminoglycosides.   

 

d. Les	aminoglycosides	
 

Ö Structure et diversité 
 

En 1944, les antibiotiques de la famille des aminoglycosides ont été isolés pour 

la première fois à partir de bactéries du sol 283. Suite à la découverte de la 

streptomycine, d’autres molécules produites naturellement par les Streptomyces 

(néomycine, kanamycine) et par des actinobactéries de type Micromonospora 

(gentamicine) ont été isolées. Depuis, plusieurs dérivés semi-synthétiques ont été 

synthétisés pour contrer les résistances bactériennes (amikacine, arbekacine). 

D’un point de vue de leur structure, les aminoglycosides sont des molécules 

polaires et polycationiques. La majorité des aminoglycosides naturels se composent 

d'un noyau commun, appelé 2-désoxystreptamine (2-DOS) auquel sont attachés des 

sucres (groupements glucidiques) sur les positions 4, 5 et 6 (Figure 57). Selon la 

nomenclature actuelle, le cycle 2-DOS est numéroté cycle II et représente dans la 

plupart des structures le cycle central. Les groupements glucidiques sont liés à la 

position 4 du 2-DOS (cycle I) et à la position 5 ou 6 (cycle III). Deux autres cycles 

glucidiques peuvent s’ajouter et sont numérotés IV et V. Les dérivés  2-DOS 4,5- et 4,6-

disubstitués sont les deux classes d'antibiotiques aminoglycosides les plus utilisés 

cliniquement 282. 

 

Ö Mode d’action et effets 
 

Les aminoglycosides présentent une activité contre de nombreuses bactéries 

Gram-négatives, certaines bactéries Gram-positives et mycobactéries non 

tuberculeuses. Cette activité est due à leur liaison au ribosome 284. Grâce à cette 

interaction, les aminoglycosides réduisent la fidélité de la traduction entraînant une 

augmentation de l’incorporation d’aminoacyl-ARNt proche-cognat au site A du 

ribosome, ce qui conduit à une accumulation de protéines non fonctionnelles ou 

tronquées aboutissant à la mort cellulaire bactérienne. 

 



 

 

 

Figure 58 : Fixation des aminoglycosides dans le ribosome 70S 

A gauche, vue globale du ribosome et des deux sites de fixation des aminoglycosides en vert au niveau de la 
sous-unité 50S et en doré au niveau de la sous-unité 30S. L’ARNr 16S est en bleu clair, l’ARNr 23S en gris, l’ARNr 
5S en violet, les protéines en bleu foncé (30S) et magenta (50S), CP : protubérance centrale. A droite, vue 
rapprochée des deux sites de fixation sur l’hélice 69 et l’hélice 44, avec la néomycine en exemple. La molécule 
se fixant sur h44 est en doré, celle se fixant sur H69 est en vert. L’ombre verte correspond à l’ARNm, la bleue au 
site P et l’orange au site A. Figure adaptée de Borovinskaya et al., 2007 285  
 

 
Figure 59 : Sites d'interactions de la paromomycine dans le centre de décodage 

Digramme chimique de la paromomycine, antibiotique de la famille des aminoglycosides, comprenant le cycle 
2-DOS (II) et 3 groupements glucidiques (I, III, IV).  Ses interactions avec les résidus spécifiques de la sous-unité 
30S sont indiquées. Figure adaptée de Carter et al., 2000 286 
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Toutefois, l’apramycine est le seul aminoglycoside dont le mécanisme d’action ne 

consiste pas à diminuer la fidélité de la traduction, mais à bloquer la translocation du 

ribosome, via des interactions avec la protéine ribosomale S12 287. 

 Les aminoglycosides sont des molécules chargées positivement qui ont une forte 

affinité pour l’ARNr chargé négativement. Ils peuvent se fixer sur la grande sous-unité 

où ils impactent la translocation et le recyclage du ribosome et sur la petite sous-unité 

où ils influencent la fidélité du décodage 285 (Figure 58). Les aminoglycosides se fixent 

de manière spécifique au cœur du centre de décodage, en interagissant avec les 

résidus de l’hélice 44 sur l’ARNr 16S. Un des modèles les plus étudiés est celui de la 

fixation de la paromomycine sur le ribosome bactérien qui a permis d’obtenir des 

informations sur le processus de décodage 286.  

Le cycle I de la paromomycine se positionne dans l’hélice 44 par empilement 

avec la base G1491 et mime un nucléotide en créant une liaison hydrogène avec 

A1408. Une liaison hydrogène relie également le cycle I au résidu A1493, ce qui 

participerait au maintien du basculement des deux adénines (A1492 et 1493). Le cycle II 

(2-DOS) possède des liaisons étroites avec les bases et les phosphates des nucléotides. 

Le cycle III a de faibles contacts avec l’ARNr. Le cycle IV interagit avec les deux côtés de 

l’hélice 44 288 (Figure 59).  

La fixation de la paromomycine dans le centre de décodage induit un 

réarrangement des adénines 1492 et 1493 qui basculent à l’extérieur de l’hélice. Dans 

cette orientation, qui est proche de celle observée lors de la fixation d’un ARNt proche-

cognat, les deux adénines seraient en mesure d’interagir au niveau du petit sillon de 

l’hélice codon-anticodon 286 (Figure 60). Des analyses cinétiques ont aussi montré que la 

paromomycine réduisait la vitesse de dissociation des ARNt proche-cognat du site A, 

mais accélérait les deux réactions qui ont lieu lors de la sélection des ARNt, le 

déclenchement de l’activité GTPase et l’accommodation au site A 289.  

 

Récemment le rôle des bases A1492 et A1493 dans le décodage a été remis en 

question par Demeshkina et ses collaborateurs, l’impact de la paromomycine sur le site 

de décodage a également été réanalysé 46. Leur structure du ribosome procaryote 70S 

avec un ARNt proche-cognat au site A en présence de paromomycine révèle un 

mouvement de l’hélice 69 de la grande sous-unité accompagné d’un réarrangement du 

pont B2a entre l’hélice 44 et 69 (Figure 61). Ces distorsions seraient probablement 

causés par la fixation de la paromomycine dont la liaison au ribosome provoque un fort 

décalage du groupement phosphate du résidu A1493. Ces changements locaux 

induisent le déplacement de l’hélice H69 via B2a vers l’ARNt qui améliore l’interaction 

de la surface de l’hélice H69 avec la tige-D de l’ARNt.  

 



 

 

Figure 60 : Fixation de la paromomycine de centre de décodage bactérien 

Au site de décodage, les bases A1492 et A1493 sont dans un équilibre conformationnel avec une prédominance 
de la conformation « off » dans laquelle elles sont positionnées vers l’intérieur de l’hélice. La fixation de la 
paromomycine fait basculer l’équilibre vers une conformation « on » dans laquelle les adénines sont orientées 
vers l’extérieur de l’hélice. Ce basculement a lieu même en absence d’ARNm et d’ARNt. Dans la conformation « 
on », les bases A1492 et A1493 sont capables d’effectuer des liaisons hydrogènes avec la mini-hélice codon-
anticodon. La paromomycine est en vert, l’ARNm en magenta, l’ARNt en cyan, l’ARNr en gris. (PDB : 1IBL et 
1J5E). Figure adaptée de Hainrichson et al., 2008 282  

Figure 61 : Structure de la paromomycine dans le centre de décodage bactérien 

A gauche, réarrangements des hélices 44 et 69 de l’ARNr en présence d’un ARNt proche-cognat suite à la 
fixation de la paromomycine. L’ARNm est en jaune, l’ARNt au site A en rouge, la paromomycine est représentée 
en vert. A droite, changement de la position du phosphate de la base A1493 induit par la paromomycine. Figure 
adaptée de Demeshkina et al., 2012 46  
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De plus, le déplacement du groupement phosphate de A1493 permet aussi de relâcher 

le site de décodage au niveau du codon au site A et modifie la déformation de l’hélice 

codon-anticodon formée avec l’ARNt proche-cognat. Le positionnement de la base 

A1493 limite également l’entrée des facteurs de terminaison.  

 

Ö Affinité pour le ribosome eucaryote 
 

Bien que le centre de décodage du ribosome soit conservé entre les organismes 

procaryotes et eucaryotes, les nucléotides responsables de l’affinité et de la liaison des 

aminoglycosides à l’ARNr 16S procaryotes (A1408 et G1491) sont absents du centre de 

décodage du ribosome mammifère (18S; G1645 et A1754) (Figure 62a) 290. De plus, la 

conformation du résidu G1645, qui est différente de celle de A1408 chez les bactéries, 

agit comme une barrière sur le ribosome eucaryote, en restreignant l’entrée des 

aminoglycosides ayant un substituant différent d’un 6’-hydroxyle sur le cycle I (Figure 

62c) 291. Pourtant, la paromomycine qui contient ce 6’-hydroxyle est faiblement active 

sur les ribosomes eucaryotes cytosoliques. Les auteurs ont également identifié une 

seconde barrière structurelle due au résidu A1754 qui est déplacé chez les eucaryotes 

en raison de son interaction non canonique avec C1646, ce qui restreint le logement 

d’un groupement 5’’-hydroxyle du cycle III (Figure 62d).  

La sélectivité des antibiotiques de la famille des aminoglycosides pour le 

ribosome procaryote est due à leur forte affinité pour le ribosome procaryote, ce qui 

n’est pas le cas pour le ribosome eucaryote. Toutefois, plusieurs molécules de cette 

famille sont capables de se lier suffisamment aux ribosomes eucaryotes pour perturber 

la fidélité de la traduction. Ainsi, la proportion d’ARNt proche-cognat incorporé est 

augmentée en présence de ces molécules 292. Cette capacité a été retrouvée tout 

d’abord avec la streptomycine puis a été identifiée avec la gentamicine, l'amikacine, la 

paromomycine, la généticine (G418), la lividomycine et la tobramycine dans de 

nombreuses lignées cellulaires 288. Récemment, la structure de plusieurs 

aminoglycosides dont la généticine a été obtenue dans le ribosome eucaryote 291 

(Figure 62b). Comme attendu, la généticine se lie dans la poche des aminoglycosides 

(hélice 44 de l’ARNr18S) et induirait le basculement des bases universellement 

conservées A1755 (A1492) et A1756 (A1493). L’utilisation de ces molécules dans le 

cadre des maladies génétiques provoquées par un codon stop prématuré est étudiée 

depuis plus d’une dizaine d’années et a fait l’objet de mon projet de thèse, elle sera 

développée dans le chapitre suivant : IV. Les maladies à codon stop. 

 



 

 

Figure 62 : Structure d'aminoglycosides dans le centre de décodage eucaryote 

a - Le site de liaison des aminoglycosides est différent chez les eucaryotes. Structure secondaire de l'hélice 44 
chez les bactéries (16S ARNr, à gauche) et chez la levure et l’humain (ARNr 18S, droite). b - La généticine (bleu) 
se lie à l'hélice 44 et induit le basculement des bases A1755 et A1756 52. c - La conformation du résidu G1645 
dans la sous-unité 18S de levure ARNr restreint la liaison des aminoglycosides portant un groupement amine en 
6’ du cycle I, comme illustré avec la néomycine (rose, PDB : 3QAN). d - La conformation du résidu A1754 dans la 
levure restreint la liaison des aminoglycosides portant un groupe 5’’ hydroxyle sur le cycle III, comme le montre 
le schéma de la structure de la paromomycine (bleu, PDB 3UZ3). La structure de l'ARNm a été prise de PDB 
code adhésion 4KZZ. Figure adaptée de Garreau de Loubresse et al., 2014 291 
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e. La	négamycine	
 

La négamycine est un antibiotique dipeptide naturel non apparenté aux 

aminoglycosides, issu d’une souche de Streptomyces et isolée dans les années 1970. 

Cette molécule est efficace contre les bactéries Gram-négatives multirésistantes et 

contre certaines bactéries Gram-positives. La structure chimique de la négamycine, [2-

[(3R, 5R)-3,6-diamino-5-hydroxyhexanol]-1-methyl-hydrazino]acetic acid, et sa voie de 

synthèse ont été identifiées dans les années 1970 par plusieurs équipes 293. De 

nombreuses études biochimiques ont suggéré que cet antibiotique inhibe la synthèse 

des protéines, mais son mode d’action est resté énigmatique, car diverses études in 

vitro ont suggéré qu’il pourrait inhiber l’initiation, le décodage et la terminaison de la 

traduction 294. En 2003, l’équipe de Matsuda a montré que la négamycine avait 

également un effet inducteur de translecture sur le ribosome eucaryote 295. Leurs 

données montrent également que son site de fixation se situait sur l’hélice 44 de la 

petite sous unité ribosomique. Cependant, les structures cristallographiques récentes 

de la négamycine dans le ribosome 70S de Themus thermophilus et d’E. Coli 

contredisent ces données et révèlent qu’elle interagit avec l’hélice 34 de l’ARNr 16S 296 

(Figure 63) : 

Dans le ribosome, la négamycine est positionnée à proximité des résidus A1196 

et C1054 de l’hélice 34. Le groupe carbonyle en C6 est directement lié à un ion 

magnésium, et le groupement amine en C4 se prolonge vers le squelette phosphate du 

résidu A1197. C2 pointe vers le squelette phosphate du résidu G966, et le groupe 

amino-terminal de la négamycine est positionné dans le solvant. Ce mode de liaison est 

supporté par les relations structure-activité des dérivés de la négamycine couplés à des 

essais de traduction in vitro 294. 

 La négamycine forme des interactions avec l’anticodon de l’ARNt au site A. Le 

groupement amine (N4) de la molécule pourrait former une liaison hydrogène avec le 

nucléotide 34 de l’ARNt et son groupement carboxy-terminal interagit également avec 

l’ARNt via un ion magnésium, renforçant ainsi davantage son interaction avec l’ARNt. La 

capacité de la négamycine à induire de la translecture a longtemps été associée à un 

renforcement de la liaison ARNt au site A, augmentant ainsi les erreurs de décodage 
297,298. Toutefois, bien que ces nouvelles données cristallographiques soient cohérentes 

avec ce modèle, elles ne permettent pas de le confirmer 294. 

 



 

 

 

Figure 63 : Fixation de la négamycine dans le ribosome 70S 

A-C - Vue d'ensemble du site de liaison de la négamycine (jaune) dans le ribosome 70S de T. thermophilus vu 
sous trois angles différents. La sous-unité 30S est représentée en jaune clair; la sous-unité 50S en gris clair; 
l’ARNm est représenté en magenta et les ARNt sont affichés en vert (site A), bleu foncé (site P) et orange (site E). 
A - La sous-unité 30S est vue de l'interface (30S-50S, la 50S et l’ARNt au site A ont été retirés pour plus de 
clarté). Dans A et B, l'emplacement de l'hélice 34 de l'ARNr 16S est mis en évidence par un contour noir. D-F – 
Vues rapprochées du site de liaison de la négamycine représentées sur les panneaux A, B et C respectivement. 
L’ion magnésium est représenté en vert. Les nucléotides dont les mutations chez E. coli confèrent une résistance 
à la négamycine sont encadrés. Figure adaptée de Polikanov et al., 2014 294 
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IV. Les maladies à codon stop 
 

La modification d'un seul nucléotide d’une séquence d'ADN peut conduire à 

l’apparition d’un codon stop prématuré 22. Cette mutation, appelée mutation non-sens, 

entraîne la synthèse d’une protéine tronquée qui le plus souvent est non fonctionnelle 

et la dégradation de l’ARNm par la voie NMD. Une méta-analyse de plus de 7500 

mutations non-sens dans 995 gènes responsables de maladies génétiques a montré que 

ces mutations non-sens représentent 11% des mutations impliquées dans les maladies 

génétiques humaines 299. Parmi ces maladies génétiques, les plus étudiées sont la 

mucoviscidose 300 et la myopathie de Duchenne 22. En raison de leur prévalence, 

d’importantes ressources ont été consacrées à la recherche de traitements pour ces 

maladies. Toutefois, selon le « National Institutes of Health Office of Rare Diseases 

Research » (NIH - http://rarediseases.info.nih.gov) et le « National Organization for Rare 

Disorders » (NORD - http://www.rarediseases.org), il existe plus de 7000 maladies 

génétiques présentes dans la population humaine. La grande majorité d’entre elles sont 

des maladies rares, car elles touchent entre 1 personne sur 1000 et 1 sur 200000 selon 

les pays, soit plus de 30 millions de personnes dans le monde. Sur l’ensemble des 

maladies génétiques identifiées, les mutations stop sont retrouvées pour 2,400 d’entre 

elles 288. La nécessité de développer des stratégies thérapeutiques de suppression des 

PTC représente un enjeu important. Depuis 1996, une stratégie thérapeutique basée 

sur l’utilisation de molécules favorisant la translecture se développe afin de réexprimer 

une protéine entière et fonctionnelle à partir d’un gène interrompu par un codon stop 

prématuré 301. D’autres stratégies comme les ARNt suppresseurs, l’inhibition de la voie 

de dégradation NMD ou le saut d’exon ont également vu le jour dans le même objectif.  

 

 

1. Les pathologies humaines concernées 
 

Entre 10% et 30% des maladies génétiques humaines sont liées à l'apparition 

d'une mutation non-sens dans la phase codante d'un gène 302. Les premières maladies 

génétiques à avoir fait l’objet d’essais de suppression traductionnelle à visées 

thérapeutiques sont la mucoviscidose et la myopathie de Duchenne 303. Depuis, 

plusieurs dizaines de pathologies humaines liées à des codons stop prématurés sont 

étudiées 304. Toutefois, je m’attarderai ici principalement sur les deux maladies les plus 

étudiées, DMD et CF, et sur les cas de cancers pouvant être liés à un PTC. 

 



 

 

Figure 64 : Schéma du complexe glycoprotéiques associé à la dystrophine 

La dystrophine est une protéine essentielle pour la préservation de l'intégrité de la membrane cellulaire du 
muscle squelettique du cœur et des muscles lisses. La dystrophine est également exprimée dans certaines 
cellules non-musculaires, où sa fonction est moins bien définie. Dans les cellules musculaires, la dystrophine relie 
la face cytoplasmique de la membrane sarcoplasmique aux filaments d'actine à l'intérieur des fibres musculaires 
et agit comme un amortisseur qui stabilise la membrane. En l'absence de dystrophine, les contractions 
musculaires entraînent la détérioration voir la désintégration de la cellule. En revanche, si le domaine tige de la 
dystrophine (RD) est conservée, la dystrophine est partiellement fonctionnelle et fournit au moins une fonction 
de stabilisation. Figure adaptée de Kole and Krieg, 2015 305  
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A. La myopathie de Duchenne 
 

La dystrophie musculaire de Duchenne est la maladie neuromusculaire la plus 

répandue, affectant jusqu'à 1 naissance masculine sur 3600 dans le monde. Elle est 

causée par la présence de mutations dans le gène de la dystrophine sur le chromosome 

X et aboutit à une perte de la fonction motrice (vers 10 ans) associée à une atteinte 

cardiaque et respiratoire 22. La dystrophie musculaire de Becker (BMD) est une forme 

plus atténuée de dystrophinopathie, avec une incidence de 1/18000 naissances 

masculines. La BMD apparaît généralement plus tardivement que la DMD, entre 5 ans 

et 15 ans et la gravité varie selon les patients 306. 

Le gène de la dystrophine est le plus grand gène décrit chez l’homme (2,4 Mb) 

et son ARN messager (14 Kb) est principalement exprimé dans les muscles 

squelettiques et cardiaques, mais aussi en petite quantité dans le cerveau 307. Dans le 

muscle sain, la dystrophine est localisée sur la surface intracellulaire du sarcolemme le 

long des fibres musculaires. Elle s’assemble avec le complexe glycoprotéique présent 

sur la membrane plasmique et sur les myofibres pour former le complexe de 

glycoprotéine associée à la dystrophine (DGC). La fonction essentielle de la dystrophine 

dans le muscle est de stabiliser les fibres musculaires pendant les contractions en se 

liant aux filaments d’actine via son domaine N-terminal et à la ß-dystroglycane via son 

domaine C-terminal 308 (Figure 64). 

La myopathie de Duchenne est le plus souvent associée à la présence de 

mutations telles que des délétions (65%), des duplications (6% - 10%), des mutations 

ponctuelles (environ 25%) comprenant les mutations faux-sens, les variations de site 

d'épissage et les mutations non-sens (13-15%), ou d'autres réarrangements qui 

interrompent le cadre de lecture 309,310. La majorité de ces mutations conduisent à une 

perte de l'expression de la protéine dystrophine entraînant une atrophie musculaire 

sévère, une insuffisance respiratoire et cardiaque et la mort du patient avant l'âge de 30 

ans. La perte de dystrophine perturbe le complexe DGC, ce qui provoque une 

instabilité de la membrane et la nécrose des fibres 306. Toutefois, la dystrophine ayant 

une demi-vie in vivo, estimée à 26 semaines chez la souris mdx, cela suggère qu’une 

possible régression de la maladie pourrait avoir lieu en accumulant la dystrophine 304. 

 

Le modèle de classique pour étudier la DMD est la souris mdx (C57BL/10-

Dmdmdx). Ces souris possèdent l’homologue murin du gène de la dystrophine portant la 

mutation non-sens (3185C>T) dans l’exon 23 et conduisant à l’apparition d’un codon 

stop UAA 311. La dégénérescence musculaire est progressive : 

 



 

 

Figure 65 : Schéma de la structure du régulateur de la conductance transmembranaire de la 
fibrose kystique (CFTR) 

La structure de régulation est représentée en configuration fermée (à gauche) et ouverte (à droite). Les deux 
domaines transmembranaires forment le pore du canal. L’activation du canal est contrôlée par les deux 
domaines de liaison aux nucléotides (NBD1, NBD2) contenant chacun une séquence d’interaction avec l’ATP, en 
plus d'un domaine de régulation (R), qui contient de nombreux sites de phosphorylation (P). L'activation 
classique nécessite la phosphorylation du domaine R. Les NBD se lient à l’ATP et l’hydrolysent, ce qui provoque 
l’ouverture du canal via les domaines transmembranaires et les boucles extracellulaires, qui permettent 
également de stabiliser la protéine. Figure adaptée de Quon et al., 2016 312  
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A 8 semaines, la force musculaire des membres antérieurs décroît, reflétant la nécrose 

du muscle tandis que la force des membres postérieurs est la même que celle d’une 

souris sauvage. L’utilisation de la souris mdx comme modèle préclinique a maintenant 

été standardisée 313. Alors que chez l'homme, la DMD conduit à une perte précoce de la 

fonctionnalité du muscle, les souris mdx présentent des symptômes plus légers ainsi 

qu’une espérance de vie plus élevée, probablement en raison de la présence de 

l'utrophine, un homologue de la dystrophine 314. 

A ce jour, il n'existe pas de remède pour les patients atteints de DMD, et les 

interventions médicales actuelles sont davantage axées sur la prévention et la gestion 

des complications. Cependant, le développement de stratégies thérapeutiques pour 

réduire les effets pathologiques primaires et secondaires est largement étudié 

aujourd’hui. Ce point sera abordé dans la partie 2. Stratégie thérapeutique.  

 

B. La mucoviscidose 
 

La mucoviscidose 300 est une maladie monogénique autosomale récessive rare 

qui touche plus de 70000 personnes dans le monde avec une incidence moyenne d’une 

naissance sur 3200. Elle est bien plus fréquente chez les personnes de race blanche 

d'origine européenne du Nord avec une prévalence de 1/3000 naissances, alors qu’en 

Afrique elle est de 1/12 000 et en Asie de 1/350 000. 312. Les personnes atteintes de 

mucoviscidose possèdent une mutation dans le gène CFTR codant un régulateur 

transmembranaire. Cette protéine est un canal ionique perméable au chlore, au 

thiocyanate et au glutathion et dont l’activation dépend de l’AMPc. Ce canal est 

impliqué dans la régulation du transport du chlore à travers les membranes cellulaires, 

ce qui permet de fluidifier le mucus. La protéine CFTR possède 2 domaines 

transmembranaires qui lui permettent de s’ancrer dans la membrane, 2 domaines 

cytoplasmiques de liaison aux nucléotides (NBD-1 et -2) et un domaine régulateur (R) 

(Figure 65). Elle est retrouvée dans de nombreux tissus, mais son expression dans les 

voies respiratoires, le petit et gros intestin, les canaux pancréatiques, biliaires, 

déférents, et les glandes sudoripares est directement liée à la pathogenèse de la 

maladie 315.  

 

 Plus de 240 mutations sont connues pour déclencher la maladie. Malgré cette 

importante diversité allélique, 85 à 90% des personnes de race blanche sont porteurs 

d’au moins une copie de la mutation F508del (délétion d’une phénylalanine), qui est de 

loin la plus commune et qui conduit à la synthèse d’une protéine mal repliée et 

dégradée précocement dans le réticulum endoplasmique. Les 10 à 15% restants 

présentent des mutations ponctuelles dont 5 à 10% sont des mutations non-sens 316.  



 

 

Figure 66 : La cancérogénèse 

Le développement d’un cancer résulte de la succession de trois étapes : l’initiation, la promotion et la 
progression tumorale. La première phase, l’initiation, correspond à l’accumulation d’anomalies génétiques. Au 
cours de la transformation, la cellule va acquérir des caractéristiques la rendant immortelle et lui permettant 
d’entrer dans une  phase d’expansion clonale. Enfin, les cellules cancéreuses forment une tumeur et envahissent 
les autres organes et forment des métastases. Figure adaptée de Tasselli et al., 2012 317 
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L’absence de CFTR ou la présence d’une forme partiellement fonctionnelle entraîne une 

déshydratation des sécrétions qui obstruent les structures glandulaires des voies 

respiratoires, biliaires et/ou pancréatiques, entraînant l’apparition de lésions tissulaires. 

L’atteinte principale se situe au niveau des poumons, car la viscosité des sécrétions 

favorise la colonisation par des bactéries et l’inflammation des tissus. Les patients 

atteints de mucoviscidose peuvent également présenter des défauts de l’immunité 

innée et adaptative 318. 

 S’il n’existe aucun traitement curatif à ce jour, plusieurs molécules sont entrées 

en phase clinique pour soit potentialiser l’activité du canal CFTR, soit corriger son 

mauvais repliement ou encore permettre sa réexpression dans le cas de mutations non-

sens 312. Dans ce dernier cas, il a été montré que la réexpression de 5% de la protéine 

CFTR suffirait à atténuer la progression de la maladie 319, tandis que 10 à 35% 

permettraient de réduire de façon significative la destruction des tissus pulmonaires 320.  

 

C. Les cancers 
a. La	cancérogenèse	

 

Ö La transformation cancéreuse 
 

Le développement d’un cancer, appelé cancérogenèse, est un processus 

complexe au cours duquel une cellule normale subit une série progressive d'altérations 

conduisant à l’acquisition des capacités prolifératives et invasives ainsi qu’un important 

potentiel métastatique. Ces altérations sont classiquement définies en trois étapes 321 

(Figure 66) : 

- L’initiation : Lors de la première phase de la tumorigénèse, l'ADN de la cellule 

est muté par des agents cancérigènes chimiques ou physiques. Ces mutations induisent 

l’activation de gènes, appelés oncogènes, dont l’altération ou l’hyperexpression favorise 

la cancérogenèse, et/ou inactivent des gènes suppresseurs de tumeurs, également 

appelés antioncogènes. Le plus souvent, l’oncogène KRAS et l’antioncogène P53 sont 

impliqués dans l’apparition des cancers. Ces cellules « initiées » ont le potentiel de 

former des tumeurs, mais d’autres mutations sont nécessaires afin qu’elles puissent se 

développer de façon autonome. 

- La promotion : La seconde phase de la tumorigénèse se caractérise par 

l’accumulation d’un ensemble de modifications conférant à la cellule initiée un avantage 

sélectif (cellule transformée). Ces caractéristiques la rendent immortelle et lui 

permettent d’entrer dans une phase d’expansion clonale grâce à une augmentation de 

la prolifération cellulaire et/ou une diminution de la mort cellulaire).  



 

 

Figure 67 : Structure tridimensionnelle de p53 sous forme de tetramères 

Représentation de la protéine p53 sous forme de tétramère via son domaine de tetramérisation (rouge).  Le 
domaine N-terminal est représenté en rose et le C-terminal en jaune. La protéine P53 est active lorsqu’elle sous 
forme de tetramère. Figure adaptée de Whibley et al., 2009 322 
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- La progression tumorale : Au cours de cette dernière étape, les cellules 

continuent d’acquérir d’autres mutations qui leur confèrent un potentiel de malignité de 

plus en plus important (cellules malignes). Ces nouvelles propriétés leur permettent de 

former une tumeur et d’envahir d’autres organes (métastases). 

 

Ö Les gènes associés au cancer 
 

Contrairement à la mucoviscidose ou à la dystrophie musculaire, dans lesquels la 

mutation d’un seul gène provoque l’apparition de la maladie, les cancers nécessitent 

l’altération de plusieurs gènes. Les cellules de mammifères ont de multiples systèmes  

de protection pour contrer les effets potentiellement mortels de ces mutations. 

Toutefois, la présence d’altérations dans les oncogènes, antioncogènes et dans les 

gènes de stabilité contribue à l’activation du processus de cancérogenèse 323 :  

- Les oncogènes (ex. MYC, RAS, SRC) ont la particularité d’être activés 

constitutivement dans les cellules tumorales. Leur activation via l’apparition d’une 

mutation dans un seul des deux allèles est suffisante pour conférer un avantage sélectif 

à la cellule, soit en augmentant la prolifération, soit en empêchant la cellule d’entrer en 

apoptose. 	
- A l’inverse, les gènes suppresseurs de tumeurs (ex. TP53, APC, RB) contrôlent la 

prolifération cellulaire et sont généralement impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire ou 

dans l’induction de l’apoptose (mort cellulaire programmée). Leur inactivation va donc 

conduire à une prolifération incontrôlée. Toutefois, les mutations des gènes 

suppresseurs de tumeurs étant dans la plupart des cas récessives, il est nécessaire 

d’éteindre les deux copies du gène. Dans ce cas-là, la première modification peut 

correspondre à une mutation d’origine héréditaire et c’est une modification sur l’autre 

allèle (souvent une délétion) qui va déclencher ou participer au processus de 

cancérogenèse (perte d’hétérozygotie). Néanmoins, dans le cas particulier du gène 

TP53, la majorité des mutants sont des mutants à effet dominant.  

- Une troisième classe de gènes impliqués dans le cancer appelés gènes de 

stabilités, contrôle les mécanismes de réparations de l’ADN lors de l’étape de 

réplication (ex. MSH2, -6, MLH1, MUTYH), la recombinaison mitotique et la ségrégation 

des chromosomes (ex. BRCA1, BLM, ATM). Leur inactivation augmente 

significativement l’apparition de mutations dans tous les autres gènes, mais seules les 

mutations dans les oncogènes et les antioncogènes affectent la croissance cellulaire et 

la cancérogenèse. Comme pour les gènes suppresseurs de tumeurs, les deux allèles des 

gènes de stabilité doivent être inactivés. 



 

 

Figure 68 : La protéine p53 

La protéine p53 contient deux domaines d’activation de la transcription en N-terminal (TAD), un domaine riche 
en proline (PRD), un domaine de liaison à l'ADN (DBD), un domaine de tétramérisation (TET) et une région 
carboxy-terminale qui est riche en résidus de basiques (Basic). L'inactivation de la p53 dans les tumeurs 
humaines se produit généralement par des mutations faux-sens dans le DBD de la protéine p53. Six site de 
mutations fréquents «points chauds» sont représentés et classés en deux catégories : les mutations de contact 
qui altèrent des résidus qui sont cruciaux pour l’interaction avec l’ADN et les mutations structurales qui 
compromettent le repliement du domaine de liaison à l’ADN. Dans les deux cas, la protéine p53 n’est plus 
capable d’activer ses gènes cibles. Figure adaptée de Bieging et al., 2014 324 

Figure 69 : Signaux d'activation et réponses de p53 

La protéine p53 peut être activée suite à une variété de stress tels que l’usure des télomères, un stress réplicatif 
ou oxydatif, la déplétion en ribonucléotides, des dommages à l’ADN, des signaux hyperprolifératifs, l’hypoxie ou 
une carence en énergie. Une fois stabilisée, la protéine p53 va pouvoir activer les processus classiques de 
sénescence, d’apoptose, de réparation de l’ADN et ou d’inhibition du cycle cellulaire. La protéine p53 peut 
également inhiber la reprogrammation métabolique, la reprogrammation des cellules différenciées en cellules 
souches et le caractère invasif et métastatique et activer signalisation de la tumeur dans son 
microenvrionnement et l’autophagie des cellules cancéreuses. Figure adaptée de Bieging et al., 2014 324 
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L’apparition de mutations dans ces trois classes de gènes peut se produire dans 

la lignée germinale, ce qui entraîne des prédispositions héréditaires au cancer, ou dans 

des cellules somatiques individuelles, ce qui entraîne des tumeurs sporadiques. Dans la 

lignée germinale, les mutations les plus fréquentes sont ponctuelles (substitutions, 

délétions ou insertions), tandis que tous les types de mutations peuvent être retrouvés 

dans les cellules tumorales. En effet, les cancers constituent l'un des rares cas de 

maladies dans lesquelles des mutations somatiques survenant après la naissance sont 

pathogènes. 

  

b. Le	gène	suppresseur	de	tumeur	P53	
 

Le produit de l’antioncogène ou gène suppresseur de tumeur P53 est un des 

obstacles majeurs dans ce processus, c’est pourquoi il est impliqué dans plus de 50% 

des cancers 325. Le gène P53 est situé sur le chromosome 17 et contient 11 exons. 

Contrairement aux autres gènes suppresseurs de tumeurs dont les mutations les plus 

fréquentes sont des insertions, délétions et mutations non-sens, plus de 80% des 

altérations du gène P53 sont des mutations faux-sens dont la plupart sont regroupés sur 

quelques positions (hot-spot) dans le domaine de fixation à l’ADN 326. Les mutations 

non-sens représentant environ 8% de l’ensemble des mutations du gène P53 327.  

La protéine p53, appelée ainsi en raison de son poids moléculaire apparent de 

53 KDa (Figure 67), est un facteur de transcription de 393 acides aminés, composé de 6 

domaines très conservés 322 (Figure 68) : deux domaines de transactivation de la  

transcription (TAD) situés en N-terminal ; un domaine riche en proline (PRD) ; un 

domaine de liaison à l'ADN (DBD) qui est la cible de plus de 90% des mutations 

retrouvées dans les cancers humains ; un domaine de tétramérisation (TET) essentielle à 

la fonctionnalité qui contient un signal d’export (NES, Nuclear Export Signal) et un 

signal de localisation au noyau (NLS, Nuclear Localization Domain) ; et enfin, une région 

carboxy-terminal qui est riche en résidus basiques et permet à p53 de se fixer de 

manière non spécifique à l’ADN lorsque celui-ci est endommagé.  

 

La protéine p53 agit comme la gardienne du génome en réponse à des stress 

cellulaires variés tels que la privation de nutriments, l'hypoxie, les signaux 

hyperprolifératifs, les lésions de l'ADN déclenchés par le stress réplicatif, le  

raccourcissement des télomères, le stress oxydatif, et l’épuisement en ribonucléotides 

(Figure 69). La transmission de ces signaux conduit à la stabilisation et à l’activation de 

la protéine par l’intermédiaire de modifications post-traductionnelles et probablement 

par un changement de conformation de la protéine 328.  



 

 

Figure 70 : Gènes cibles de la protéine p53 

Liste des gènes cibles clés induis par p53 et impliqués dans les processus importants pour la suppression 
tumorale. Cette liste comprend les réponses canoniques associés à p53 : l'apoptose, l'arrêt du cycle cellulaire, la 
sénescence et la réparation de l'ADN (violet) et les processus récemment associés à suppression tumorale p53-
dépendante  comme le contrôle du métabolisme, l’autophagie, les interactions avec le microenvironnement de 
la tumeur, l'invasion et les métastases, et la biologie des cellules souches (beige). La régulation p53-dépendante 
de ces gènes a été identifié chez la souris et ou dans les cellules humaines. Toutefois, quelques gènes ont été 
actuellement identifiés et ou montré comme étant régulé par p53 que dans l'une de ces deux espèces. Figure 
adaptée de Bieging et al., 2014 324 
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La protéine p53 va alors induire l’activation ou la répression transcriptionnelle d’un 

certain nombre de gènes cibles permettant une réponse adaptée au signal reçu (Figure 

70). Les réponses possibles sont les suivantes : l'arrêt du cycle cellulaire, la sénescence, 

l'apoptose et la réparation d'ADN. En plus de sa capacité à bloquer complètement la 

progression du cycle cellulaire en réponse à un signal de stress, le niveau basal de p53 

suffit à freiner la vitesse de progression à travers le cycle cellulaire. Le facteur de 

transcription p53 peut également réguler plusieurs processus cellulaires 

supplémentaires qui permettent de lutter contre le développement tumoral : en 

bloquant la reprogrammation métabolique, en limitant l'accumulation des espèces 

réactives de l'oxygène (ROS), en activant l’autophagie qui correspond à l’autolyse d’une 

partie du cytoplasme par ses propres lysosomes, en rétablissant les signaux 

antiprolifératifs, en inhibant le renouvellement des cellules-souches et la 

reprogrammation de cellules différenciées en cellules souches, et en endiguant 

l'invasion et les métastases. La régulation de ces processus par la protéine p53 lui 

permet de promouvoir directement la suppression tumorale 324. En absence de stress, la 

protéine p53 a une durée de vie très courte, car elle est dégradée par Hdm2, une 

ubiquitine ligase E3. Celle-ci interagit avec la partie N-terminal de la p53 et ajoute des 

ubiquitines en C-terminal, permettant de l’adresser au protéasome. Lorsque la p53 est 

stabilisée, elle active la transcription du gène Hdm2, formant ainsi une boucle de 

régulation négative contrôlant le niveau de la p53.  

 

c. Caractéristiques	des	cellules	tumorales	
 

Au cours de la cancérogenèse, les cellules normales évoluent progressivement 

vers un état néoplasique où elles acquièrent successivement un certain nombre de 

compétences caractéristiques. Ces compétences seraient nécessaires aux cellules pour 

devenir cancéreuses et finalement malignes. Ainsi, une cellule cancéreuse est 

caractérisée par l’acquisition de dix traits biologiques 329 (Figure 71). Toutefois, je 

n’aborderai ici que les plus pertinents pour mes travaux de recherche : 

 - Contrôle des signaux de prolifération : Les tissus normaux contrôlent 

soigneusement la production et la libération des signaux qui permettent l'entrée et la 

progression au travers du cycle de division cellulaire. Ce contrôle permet d’assurer une 

homéostasie du nombre de cellules et donc du maintien de l'architecture tissulaire et de 

sa fonction. Ces signaux influencent également d'autres propriétés des cellules, telles 

que la survie cellulaire et le métabolisme énergétique. Les cellules cancéreuses, en 

déréglant ces signaux, acquièrent la capacité de contrôler et maintenir les signaux de 

prolifération de plusieurs façons.  



 

 

Figure 71 : Traits caractéristiques des cellules tumorales 

Les cellules cancéreuses ont acquis au cours de leur développement plusieurs caractéristiques dont certaines 
leur seraient indispensable et permettraient de les caractériser. Ces capacités ou traits caractéristiques sont au 
nombre de dix : Le contrôle des signaux de prolifération, leur capacité à échapper aux suppresseurs de 
croissance, leur résistance à l’apoptose, leur nombre de cycle de division illimité (immortalité), leur capacité à 
activer l’angiogénèse et à pouvoir envahir les tissus et y créer des métastases, leur capacité à reprogrammer le 
métabolisme énergétique, leur plasticité et instabilité du génome, leur capacité à éviter leur destruction par le 
système immunitaire et le caractère inflammatoire favorisant les tumeurs et l’instabilité du génomes. Figure 
adaptée de Hanahan et al., 2011 329 
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Elles peuvent soit produire leurs propres ligands qui se fixent sur les facteurs de 

croissance et stimuler la prolifération via un récepteur spécifique, soit émettre un signal 

vers les autres cellules pour qu’elles produisent des facteurs de croissance, soit activer 

constitutivement la voie de signalisation opérant en aval des récepteurs aux facteurs de 

croissance. 

- Échappement aux suppresseurs de croissance : En plus de la capacité 

caractéristique d'induire et de maintenir les signaux de prolifération, les cellules 

cancéreuses doivent contourner les processus de régulation négative de la prolifération 

cellulaire. Bon nombre de ces processus dépendent de l'action des gènes suppresseurs 

de tumeur. Les deux plus connus codent les protéines RB (Rétinoblastome) et p53. Elles 

jouent un rôle central dans le contrôle des deux circuits clés de régulation qui régissent 

la prolifération cellulaire, la sénescence et l’apoptose. L’inactivation d’une de ces voies 

permet d’activer la prolifération cellulaire. 

- Résistance à l’apoptose : La mort cellulaire programmée par apoptose sert de 

barrière naturelle au développement du cancer. Les deux principaux stress responsables 

de l’induction de l’apoptose proviennent de déséquilibres cellulaires provoqués par les 

oncogènes et de dommages à l’ADN associés à une hyperprolifération cellulaire. Pour 

contrer ce processus, les cellules tumorales ont du développer une variété de stratégies 

leur permettant de limiter ou contourner l'apoptose. La stratégie la plus courante est 

l’inactivation du gène suppresseur de tumeur TP53, ce qui empêche la cellule d’activer 

l’apoptose lors de dommages à l’ADN. Les cellules tumorales peuvent également 

augmenter l'expression des régulateurs anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL) ou des signaux 

de survie (IGF1 / 2). Pour cela, les cellules tumorales peuvent soit réguler négativement 

des facteurs proapoptotiques (Bax, Bim, Puma), soit court-circuiter l’activation de la voie 

apoptotique induite par certains ligands. La multiplicité des mécanismes permettant de 

contrer l’activation de l’apoptose reflète bien la diversité des signaux responsables de 

son activation. 

- L’immortalité : Il fut très tôt admis que les cellules cancéreuses avaient besoin 

d’un potentiel réplicatif illimité pour générer des tumeurs macroscopiques. Le 

raccourcissement des télomères détermine le potentiel réplicatif limité des cellules 

normales et doit donc être surmonté par les cellules cancéreuses. Le nombre limité de 

divisions auxquelles sont soumises les cellules normales humaines a été associé à deux 

barrières : la sénescence qui correspond à une entrée généralement irréversible dans un 

état non prolifératif, mais viable, et l’état de crise impliquant l’apoptose. Les cellules 

normales en culture qui répètent un grand nombre de cycles de division entrent 

d’abord en sénescence et les cellules qui réussissent à contourner ce processus, entrent 

alors dans une phase de crise induisant l’apoptose de la grande majorité des cellules.  



 

 

Figure 72 : Cibles thérapeutiques des caractéristiques du cancer 
Les médicaments présentés ici ont été développés pour interférer avec les capacités nécessaires à la croissance 
et à la progression tumorale.  Ces traitements sont en cours d’essais cliniques ou sont dans certains cas déjà 
approuvés pour une utilisation clinique dans le traitement de certaines formes de cancer humain. Les 
médicaments énumérés ne sont que des exemples illustratifs ; d’autres traitements en cours de développement 
ont des cibles moléculaires et des modes d’actions différents. EGFR : récepteur du facteur de croissance 
épidermique ; Acm : anticorps monoclonal ; CTLA4 : lymphocyte T cytotoxique antigène 4 ; HGF / C-Met : 
récepteur du facteur de croissance hépatocytaire ; VEGF : facteur de croissance de l’endothélium vasculaire ; 
PARP : poly(ADP-ribose) polymérase ; BH3 : domaine de certaines protéines de la famille des protéines Bcl-2. 
Figure adaptée de Hanahan et al., 2011 329 
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Les cellules capables de sortir de cet état de crise présentent un potentiel réplicatif 

illimité et cette transition est appelée immortalisation. Ces deux barrières 

anticancéreuses sont contournées par les cellules tumorales grâce à leur capacité à 

maintenir les télomères suffisamment longs. Pour cela, ces cellules ont une régulation 

positive de l’expression de la télomérase ou moins fréquemment, et un mécanisme de 

maintenance des télomères activé.  

- Les cellules tumorales ont bien d’autres capacités et peuvent notamment 

induire l’angiogenèse, provoquant ainsi une importante vascularisation qui permet de 

soutenir la prolifération cellulaire. Elles peuvent aussi s’étendre et créer des métastases. 

Plus récemment, il a été montré que l’inflammation contribuerait au développent 

tumoral et que les cellules tumorales seraient capable de reprogrammer leur 

métabolisme énergétique et de désactiver les composants du système immunitaire 329. 

Au vu du nombre de mutations nécessaires pour acquérir l’ensemble de ces traits 

caractéristiques et de l’efficacité des systèmes de maintenance et réparation du 

génome, les cellules cancéreuses augmentent souvent le taux de mutation. Pour cela, 

plusieurs composantes de la surveillance et de la maintenance du génome peuvent être 

inactivées, ce qui contribue à la progression tumorale des cellules précancéreuses en 

augmentant la fréquence d’apparition de mutations favorables. 

 

d. Cibles	thérapeutiques	
 
Certaines cellules cancéreuses présentent une importante quantité d’oncogènes 

et une hypersensibilité à la réintroduction de gènes suppresseurs de tumeurs. Weinstein 

IB a nommé cette caractéristique le talon d’Achille du cancer 330,331. Pourtant si les 

cellules cancéreuses évoluent simplement par l’acquisition successive de mutations, 

réparer un seul défaut devrait conduire à un effet modeste sur la croissance (Figure 72). 

Le processus de cancérogenèse n’est donc pas que la somme de mutations. Ce sont 

plutôt ces mutations qui ont permis aux cellules cancéreuses de détourner les voies de 

signalisation utilisées par la cellule. La réintroduction d’un gène suppresseur de tumeur 

ou la perte d’un oncogène perturbe considérablement l’équilibre construit par les 

cellules tumorales au cours de la cancérogenèse.  

Toutefois, les réponses cliniques qui résultent de la réintroduction d’un gène 

suppresseur de tumeur ou de la perte d’un oncogène sont généralement transitoires et 

suivies de rechutes 329. En réalité, chacune des capacités de base des cellules 

cancéreuses est régulée par des voies de signalisation partiellement redondantes. 

L’utilisation d’un traitement spécifique contre une de ces voies provoquera la mort 

d’une certaine population de cellules tumorales alors que d’autres se seront adaptées et 

seront devenues résistantes.  
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Cette adaptation, qui peut être réalisée par mutation ou par reprogrammation 

épigénétique permet de rétablir la capacité fonctionnelle, ce qui permet de renouveler 

la croissance tumorale et de provoquer une rechute clinique. La réexpression 

simultanée de plusieurs protéines clés impliquées dans plusieurs traits caractéristiques 

des cellules cancéreuses permettrait de prévenir l’apparition de résistances. 

 

D. Les autres maladies à codons stop étudiées 
 

Un grand nombre de maladies à codons stop a également fait l’objet de 

plusieurs études pour évaluer l’effet des suppresseurs de codons stop. Pour revue : 
304,332. Parmi les plus connues et les plus étudiées, sont retrouvées : 

- La polykystose rénale de type dominant (ADPKD), la maladie héréditaire 

monogénique du rein la plus fréquente. Elle se caractérise par l’apparition de kystes au 

niveau des reins. La présence de mutations dans les gènes PKD1 et PKD2 conduit à 

l’apparition de la maladie avec une sévérité plus ou moins importante selon le type et la 

localisation de la mutation. Dans 85% des cas, c’est le gène PKD1 qui est impliqué. Et 

25% des mutations impliquées dans cette maladie sont des mutations non-sens 333 

- L’ataxie télangiectasie (A-T) aussi appelé syndrome de Louis-bar est une 

maladie génétique autosomique récessive. Elle se caractérise par une ataxie (atteinte du 

système nerveux conduisant à un manque de coordination des mouvements volontaires) 

ainsi qu’un déficit immunitaire. Les mutations non-sens du gène ATM représentant ici 

15% des mutations retrouvées chez les patients atteints 334. 

- La thalassémie, aussi appelée maladie des globules rouges, est une maladie 

génétique atteignant la production d’hémoglobine. Elle se caractérise par l’absence de 

la chaîne alpha ou bêta. Les mutations non-sens représenteraient 10% des mutations 

responsables de la maladie 335. 

 - Le syndrome de Rett (RTT) est une maladie génétique neurologique qui altère 

le développement du système nerveux central et touche majoritairement les femmes. Le 

gène responsable de cette maladie est MECP2, localisé sur bras long du chromosome X 

et est causé dans plus de 60% des cas par des mutations non-sens 336  

 - Le syndrome d’Usher de type 1 (USH1) est une maladie génétique qui associe 

une surdité congénitale et des troubles de la vue. Il existe deux autres formes de cette 

maladie, type II et III, qui touchent des gènes différents.  Le syndrome d’Usher de type I 

apparaît à la suite de mutations dans au moins 6 gènes, dont le taux de mutation non-

sens est d’environ 12% 337. 
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 - Le syndrome de Hurler (MPS1H) est une maladie génétique lysosomale 

caractérisée par des altérations musco-squelettiques, un retard de développement et 

d’importants troubles de la vision et de l’audition. Cette maladie est due à la présence 

de mutations dans le gène IDUA provoquant une déficience enzymatique complète. 

Dans certaines populations, les mutations non-sens représentent jusqu’à 76% des cas 
338. 

 - L’hémophilie est une anomalie hémorragique héréditaire due à l’absence ou au 

déficit d’un facteur de la coagulation. Deux types d’hémophilie existent selon le gène 

touché et sont appelés hémophilie A (HA) qui est la forme la plus répandue, et 

l’hémophilie B (HB). Deux bases de données de mutations ont rapporté qu’environ 9 à 

10% des mutations de HA et 8 à 9% de HB sont causés par des mutations non-sens 
339,340. 

 - L’acidémie méthylmalmonique (AMM) est une maladie autosomale récessive. 

Les patients atteints ont d’importants troubles digestifs, une perte du tonus musculaire 

et un retard de développement mental. Cette maladie est due à un déficit héréditaire 

de l’enzyme methylmalonyl-CoA mutase qui intervient dans le métabolisme de plusieurs 

acides aminés retrouvés dans les protéines de l’alimentation. Les mutations non-sens 

représentent ici 16% des mutations responsables de l’apparition de la maladie 341. 

 - L’amyotrophie spinale (SMA) est une maladie neuromusculaire rare caractérisée 

par une perte des neurones moteurs et une atrophie musculaire. Cette maladie est 

causée par la présence de mutations dans le gène SMN1 qui encode la protéine SMN 

nécessaire à la survie des neurones moteurs. Le nombre et le type de mutations 

identifiés à ce jour sont insuffisants pour calculer le taux de mutation non-sens retrouvés 

dans le gène SMN1. 

 

2. Stratégies thérapeutiques 
 

Les maladies à codon stop prématuré conduisent fréquemment à la perte totale 

de la fonction de la protéine et à une forte diminution de la quantité d'ARNm en raison 

de leur dégradation par la voie NMD. En effet, selon la position de la mutation dans le 

gène, la probabilité de toucher un domaine essentiel de la protéine n’est pas la même. 

Ainsi, les mutations non-sens situées en C-terminal ont une plus faible probabilité 

d’éteindre la fonction de la protéine. Trois approches principales ont été développées 

pour traiter ces maladies : la première consiste à remplacer la mutation non-sens par la 

séquence sauvage en utilisant des techniques de réparation de gènes. En particulier, le 

saut d’exon permet de retirer l’exon muté. Le développement de la technique 

CRISPR/CAS9 pourrait aussi permettre de réparer spécifiquement le gène touché.  



 

 

Figure 73 : Le saut d'exon 

L'ARN transcrit à partir d'un gène contenant initialement des séquences correspondant à des exons et des 
introns. Dans l'exemple représenté, le pré-ARNm contient un codon stop prématuré dans l'exon 4. 
L'oligonucléotide anti-sens (rouge), en ciblant le site d'épissage 3' de l'intron 3, est capable de bloquer 
l'épissage de l'exon 4, conduisant à l'exclusion de cet exon lors de l’étape d’épissage. L'ARNm tronqué contient 
maintenant un cadre de lecture ouvert pouvant être traduit en une protéine tronquée mais potentiellement 
partiellement fonctionnelle. Figure adaptée de Chamberlain and Chamberlain, 2010 342 
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La seconde approche consiste à stimuler la translecture des codons stop en utilisant des 

ARNt suppresseurs ou en favorisant le recodage grâce à la pseudouridylation de codons 

stops voir en inhibant la voie NMD. Enfin, la dernière approche est également basée sur 

la suppression des codons stop, mais la stratégie développée fait appel à des molécules 

chimiques pour induire la translecture. Cette stratégie ayant fait l’objet d’un de mes 

projets de thèse, elle sera développée plus en détail dans la partie suivante :                    

3. Suppression traductionnelle pharmacologique. 

 

A. Le saut d’exon 
 

A la fin des années 1970, une approche utilisant des oligonucléotides anti-sens 

(AON) comme outils de régulation négative de l'expression de gènes spécifiques 

commence à émerger 343. Plus tard, il a été découvert que les AON étaient également 

capables de corriger des défauts d'épissage, ce qui a ouvert un important champ 

d’application dans le traitement de maladies. La plupart des essais ont été faits dans 

l’objectif de développer un traitement contre les maladies neuromusculaires, dont la 

DMD 344. 

Comme mentionné précédemment, la plupart des mutations responsables de la 

DMD comprennent des délétions (65%), des duplications (6-10%) et des mutations non-

sens (13-15%). Ces mutations conduisent à une traduction aberrante et à l’absence de 

dystrophine dans le muscle. La stratégie du saut d’exon permettrait d’éliminer l'exon 

muté pour rétablir le cadre de lecture et induire l'expression d’une forme raccourcie de 

la dystrophine toujours fonctionnelle (Figure 73). Pour cela, les AON interfèrent avec le 

mécanisme d’épissage classique en masquant les sites d’épissages. 

La preuve de principe de l’utilisation du saut d'exon pour la DMD a d'abord été 

apportée dans les cellules lymphoblastoïdes en 1996 puis dans des cellules de souris en 

culture in vitro 345,346. Depuis, de nombreuses études in vivo ont fourni des preuves 

précliniques du potentiel thérapeutique de cette stratégie dans plusieurs modèles 

animaux. En particulier, le modèle de la souris mdx, qui porte une mutation non-sens 

dans l'exon 23, a été largement utilisé pour tester l'efficacité du saut d’exon. Ces essais 

ont abouti à la restauration généralisée de la dystrophine dans les muscles 

squelettiques, mais pas dans le cœur 203. Il a également été montré que cette stratégie 

permettait de diminuer de manière significative la pathologie musculaire et d’améliorer 

l'activité locomotrice avec une administration répétée à long terme 347.  

Suite à ces résultats encourageants, le saut d'exon a rapidement évolué vers une 

évaluation clinique chez des patients atteints de DMD. Toutefois, l’hétérogénéité 

génétique des patients nécessitait d’adapter cette approche à chaque cas, faisant de 

cette maladie un exemple de médecine personnalisée.  



 

 

Figure 74 : Structure chimique de l'eteplirsen et drisapersen 
L’eteplirsen (phosphorodiamidate morpholino oligomère) et le drisapersen (2′O-methyl-phosphorothioate-
dinucléoside) sont deux molécules développées respectivement par Sarpta Therapeutics Inc. et BioMarin 
Pharmaceutical Inc. dans le traitement de la DMD. Ces deux molécules sont en cours d’essais cliniques pour les 
patients dont le gène de la dystrophine contient une mutation non-sens dans l’exon 51. Figure adaptée de Kole 
and Krieg, 2015 305 

Figure 75 : Les ARNt suppresseurs 
La séquence d’un ADN codant une protéine normale est transcrit en ARNm et traduit en protéine. L’apparition 
d’une mutation non-sens dans une phase codante conduit à la synthèse d’une protéine tronquée. Les ARNt 
suppresseurs sont des ARNt modifiés pour reconnaître un codon stop. Dans l’exemple schématisé ici, l’ARNtTyr 
décode le codon stop UAG, ce qui permet la synthèse d’une protéine complète. Cette protéine contient 
toutefois un acide-aminé incorrecte qui peut avoir des effets plus ou moins délétères sur son activité biologique. 
Figure adaptée de Tortora et al., 2006 348 
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Selon la base de données de la dystrophie musculaire de Leiden 

(http://www.dmd.nl/nmdb2/home.php), le saut d'exon est potentiellement applicable à 

environ 83% des patients atteints de DMD 349. La plupart des mutations étant présentes 

entre les exons 43 et 53, le saut d’un même groupe d'exons permettrait de traiter un 

important groupe de patients. L'exemple le plus frappant est l'exon 51 qui porte une 

mutation dans 13% des cas. Pour cette raison, les premiers essais cliniques ont été 

réalisés sur cet exon. 

Deux médicaments (AON) ont émergé sur le marché, le drisapersen (Kyndrisa) 

développé par BioMarin Pharmaceutical Inc. et l’eteplirsen par Sarpta Therapeutics Inc 

(Figure 74). Le drisapersen a fait l’objet d’un premier essai clinique de phase II qui 

rapporta la détection de faibles niveaux de réexpression de dystrophine ainsi qu’une 

stabilisation des fonctions motrices chez les patients. Toutefois, l’essai de phase III n’a 

pas permis de mettre en évidence une amélioration clinique significative. Un deuxième 

essai clinique de phase III est en cours (NCT01803412). BioMarin a déposé une 

demande de mise sur le marché (NDA - New Drug Application) en 2015 que la Food 

and Drug Administration (FDA) refusa début 2016 par manque de preuves de l’efficacité 

du médicament. L’essai clinique de phase II de l’eteplirsen a également montré une 

bonne efficacité du traitement avec une restauration de la dystrophine. Des essais de 

phases II et III sont en cours (NCT02420379 et NCT0225552). Sarpta Therapeutics a 

également déposé une demande de mise sur le marché américain l’année dernière qui 

est toujours en cours d’étude.  

En dehors de l’exon 51, cette stratégie est aussi développée par ces deux 

entreprises sur les exons 44, 45 et 53 350. 

 

B. Les ARNt suppresseurs 
 

Les ARNt suppresseurs dérivent d’ARNt dont l’anticodon a été modifié pour 

reconnaître un codon stop, permettant ainsi l'incorporation d'un acide aminé à cette 

position (Figure 75). Étant donné que les ARNt suppresseurs miment une interaction 

correcte codon-anticodon, ils ne sont pas rejetés par le système de proofreading lors de 

la traduction. 

Plusieurs études ont démontré que les ARNt suppresseurs peuvent 

potentiellement être utilisés en thérapie génique humaine pour le traitement des 

maladies à codons stop. Dès 1982, un ARNt suppresseur humain fonctionnel a été 

construit avec succès et a été capable de supprimer une mutation non-sens UAG dans 

le gène de la β-globine associée à la β-thalassémie 351. Pour cela, l’anticodon de 

l’ARNtLys (AAA) a été modifié pour reconnaître le codon UAG.  

 



 

 

 

Figure 76 : La pseudouridylation comme suppresseur de PTC 

La pseudouridylation correspond à l’isomérisation de l’uridine en pseudouridine. Ces nucléotides modifiés sont 
décodés différemment par les ARNt car les pseudouridine disposent d’un donneur de liaison hydrogène 
supplémentaire. La présence d’un PTC dans la séquence codante conduit à la synthèse d’une protéine tronquée 
(gauche). La modification de l’uridine en première position du PTC permet de réexprimer une protéine de pleine 
taille grâce au décodage du codon stop par certains ARNt spécifiques. Figure adaptée de Karijolich et al., 2015 
352 
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Dans une autre étude, l’ARNt suppresseur (UGA) humain a été transfecté dans des 

cellules mutantes de xeroderma pigmentosum contenant la mutation non-sens R207X 

dans le gène XPA. La restauration partielle de l’activité de réparation de l’ADN a été 

observée, indiquant qu'une réexpression de la protéine XPA a été obtenue 353. 

La première étude in vivo utilisant un ARNt suppresseur a été réalisée dans les 

années 2000 354. L'injection directe d'un ARNt suppresseur dans le cœur de souris 

transgéniques exprimant un gène chloramphénicol acétyltransférase (CAT) contenant 

une mutation non-sens UAA conduit à la restauration partielle de l'activité de la 

protéine CAT dans 10% des fibres musculaires. Une approche similaire a été testée chez 

des souris mdx DMD portant la mutation non-sens UAA dans le gène codant la 

dystrophine. Une semaine après l’injection intramusculaire d'un plasmide exprimant un 

ARNt suppresseur UAA, la dystrophine pleine taille a été restaurée dans 2,5% des fibres 

musculaires 355. Ces résultats suggèrent que les ARNt suppresseurs pourraient être 

utilisés pour traiter des maladies génétiques humaines provoquées par des mutations 

non-sens. 

Toutefois, cette approche présente plusieurs obstacles qui doivent être 

surmontés avant de pouvoir être utilisé en thérapie humaine. Une des difficultés 

majeures de la thérapie génique est d’atteindre la cible cellulaire. L’utilisation d’ARNt 

suppresseurs complique ce processus, car pour être efficace, ces ARNt doivent être 

correctement chargés par les aminoacyl synthétases spécifiques et pour cela, ils rentrent 

en compétition avec les ARNt normaux. De plus, les modifications de la boucle 

anticodon de l’ARNt permettant la reconnaissance du codon stop peuvent entraîner une 

baisse de l'efficacité d’aminoacylation et donc de la suppression des codons stop 356. 

Enfin, en plus des PTC, les ARNt suppresseurs peuvent reconnaître et décoder les 

codons stop normaux, ce qui pourrait avoir des effets délétères 357. Cette stratégie 

nécessite encore des améliorations pour pouvoir être utilisée dans une approche 

thérapeutique 358. 

 

C. La pseudouridylation 
 

La pseudouridylation chez les mammifères est réalisée par des 

ribonucléoprotéines (RNP) à boîte H/ACA. Ces RNP comprennent une famille de petits 

ARN nucléolaires structurellement conservés (snoRNAs) qui permettent de cibler un 

ARN substrat spécifique. Leur utilisation offre donc, en théorie, la possibilité de 

pseudouridyler n’importe quel résidu uridine cellulaire 359.  



 

 

Figure 77 - Inhibition de la NMD 

La voie NMD est une voie de surveillance qui reconnaît et dégrade les ARNm aberrants, dont ceux qui 
contiennent un PTC (Premature Termination Codon). En condition normale, les ARNm ne sont pas dégradés par 
la voie NMD et sont traduits en protéines. La présence d’un PTC dans la phase codante conduit à la dégradation 
de l’ARNm par la voie NMD, le niveau de protéines synthétisées est donc particulièrement faible. Certaines 
molécules sont capables d’inhiber partiellement cette voie, comme le NMDI1 et NMDI14, ce qui permet 
d’augmenter le niveau d’ARNm et donc de protéines. Cette stratégie thérapeutique est souvent associée à la 
suppression du codon stop prématuré pour augmenter le niveau de protéines complètes réexprimées. Figure 
adaptée de Keeling et al., 2014 358 
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Une étude récente a confirmé cette hypothèse in vitro ou la translecture d’un gène 

rapporteur contenant un codon stop Ψ a généré entre 74 et 100% de protéine 

rapportrice (Figure 76). En absence de Ψ, seulement 1% de protéine sauvage a été 

synthétisé 279. Un autre ARN guide H/ACA a également été testé dans des cellules de 

levure en ciblant un PTC dans le gène CUP1, conférant la résistance au cuivre. Alors que 

des cellules exprimant un ARN guide H/ACA contrôle ont été incapables de croître sur 

du milieu complémenté en cuivre, l'expression d'un ARN à boîte H/ACA ciblant le PTC 

du transcrit CUP1 muté a permis de restaurer la croissance cellulaire 279. 

Bien que la pseudouridylation de sites spécifiques représente une nouvelle 

stratégie de suppression des PTC, elle doit également faire face à de nombreux 

obstacles pour être cliniquement pertinente. Comme pour les ARNt suppresseurs, 

l’introduction de ce système dans les cellules de telles sortes que leur fonction ne soit ni 

modifiée ni entravée est un défi majeur qui n’a pas encore été résolu 288. Ces ARN 

guides construits artificiellement pourraient aussi cibler les mauvais ARN et entraîner 

l'introduction de Ψ à d'autres sites. Davantage d’études seront nécessaires pour 

déterminer si cette stratégie peut être développée dans une approche thérapeutique. 

 

D. L’inhibition de la voie NMD 
 

La voie NMD est une voie de surveillance très conservée chez les eucaryotes qui 

reconnaît et dégrade les ARNm contenant des PTC. L’efficacité de cette voie peut varier 

d'un individu à un autre 360,361. Ces différences modulent la sévérité clinique de 

nombreuses maladies à codon stop 362, en modifiant probablement l’abondance des 

transcrits aberrants et donc le niveau de protéines tronquées et de protéines complètes 

issues de la translecture basale de ces transcrits (Figure 77). En outre, cette variabilité 

influence également l'efficacité de la thérapie de suppression de codons stop 

prématurés. Les patients qui expriment des niveaux plus élevés d’ARNm contenant un 

PTC, du fait d’une moins bonne efficacité de la voie NMD, répondent mieux à ce type 

de thérapie 363,364. 

La voie NMD régule l’abondance des ARNm contenant un PTC et représente à 

ce titre une cible thérapeutique potentielle pour les maladies causées par des mutations 

non-sens. L’identification de plusieurs cibles thérapeutiques parmi l’ensemble des 

facteurs intervenants dans cette voie, permettrait de moduler la quantité de transcrits 

aberrants, et pourrait atténuer certains phénotypes. Par exemple, dans des fibroblastes 

issus de patients atteints de dystrophie musculaire congénitale d’Ullrich, l’inhibition de 

la kinase SMG-1 a pour conséquence d’augmenter la quantité de transcrits COL α-2 (VI) 

et donc de protéines tronquées COL VI partiellement fonctionnelles 365.  

 



 

 

Figure 78 - Structure des molécules inhibitrices de la voie de dégradation NMD 

Structure chimique des trois molécules identifiées pour inhiber la voie NMD : NMDI1, NMDI14 et l’amlexanox. 
NMDI1 et NMDI14 empêchent le clivage des ARNm et l’amlexanox semble bloquer la voie NMD après le 
recrutement d’UPF1. Figure adaptée de Durand et al., 2007 366 ; Martin et al., 2014 367 et Gonzalez-Hilarion et al., 
2012 368. 



Introduction : IV. Les maladies à codon stop 
 

75 

L’inhibition partielle de la voie NMD augmenterait également la quantité de protéine 

complète. L’extinction des gènes UPF1 et UPF2 dans des cultures de cellules 

épithéliales humaines en présence d’un inducteur de translecture (gentamicine) a 

potentialisé l’effet de cette molécule et augmenté la quantité de protéine CFTR 

fonctionnelle  360.  

Suite à ces résultats encourageants, plusieurs laboratoires ont recherché des 

molécules inhibitrices de la voie NMD (Figure 78). La première à avoir été identifiée, 

NMDI1,  agirait en inhibant l’interaction de SMG5 avec UPF1, bloquant ainsi le clivage 

des ARNm aberrants 366. Dans une première étude in vivo, cette molécule a été 

coadministrée avec un inducteur de translecture (gentamicine) dans des souris MPS1-H 

dont le gène IDUA est muté par un PTC. Les auteurs ont détecté un niveau élevé d’α-L-

iduronidase ainsi qu’une amélioration phénotypique 369. L’efficacité de cette molécule a 

aussi été évaluée dans le traitement de cancers où elle pourrait agir de concert avec des 

agents chimiothérapeutiques 370. Combiné avec de la doxorubicine, NMDI1 augmente 

la mort des cellules humaines de cancers du sein (MCF7). La seconde molécule, 

NMDI14, est issue d’un crible informatique de banques de petites molécules 

susceptibles de bloquer SMG7. Cette petite molécule inhibe la NMD en empêchant 

SMG7 d’interagir avec UPF1 et donc de recruter les exonucléases. La potentialisation 

des inducteurs de translecture a également été observée en traitant des cellules 

humaines de cancers du sein (HDQ-P1) dont le gène P53 est muté par un PTC. La forme 

complète de la protéine p53 étant retrouvée en plus grande quantité lorsque les 

cellules sont traitées avec du G418 et du NMDI14 367. Les résultats obtenus sur le 

NMDI1 et NMDI14 sont donc très prometteurs, ce qui suggère que l’inhibition partielle 

de la NMD après le développement embryonnaire serait une approche thérapeutique 

viable. Son utilisation combinée avec des molécules induisant de la translecture 

permettrait de traiter plus efficacement les maladies à codon stop.  

Toutefois, les molécules NMDI1 et 14 ont un effet global en inhibant la voie 

NMD sur l’ensemble de ses cibles. Une nouvelle approche a été développée pour ne 

cibler que le gène contenant le PTC. Cette approche est basée sur l’utilisation 

d’oligonucléotides anti-sens (ASO), comme dans le saut d’exon, qui empêchent la 

liaison des EJC à proximité du PTC et stabilise la forme tronquée de l’ARNm 371. La 

distance la plus efficace entre le PTC et l’ASO varie entre 24 et 33 nucléotides en aval 

du PTC selon le gène analysé, HBB-T39 (ß-globine) ou MECP2-S65X (protéine de liaison 

au CpG méthylé) respectivement. Les essais de quantification relative des protéines 

réalisés sur des cellules U2OS montrent que la synthèse d’ASO augmente la forme 

tronquée et pleine taille de la ß-globine. L’ajout de G418 très concentré ne stimule, de 

façon surprenante, que faiblement l’expression de la forme pleine taille.  
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Alors que l’expression de l’ASO dans des cellules U2OS traitées au G418 augmente 

fortement la forme pleine taille de la protéine.  

Bien que l’inhibition de la NMD représente une nouvelle approche de traitement 

des maladies à codons stop, elle doit être abordée avec prudence en raison des 

nombreux effets secondaires délétères potentiels. En plus de réguler l’expression des 

transcrits contenant un PTC, la voie NMD régule l’expression de plus de 10% du 

transcriptome 145,358. De plus, les facteurs impliqués dans cette voie de 

dégradation/régulation jouent un rôle essentiel lors du développement embryonnaire 
372,373. En accord avec ces résultats qui mettent en évidence une absence d’effets 

indésirables, l’amlexanox, un médicament ayant obtenu une autorisation de mise sur le 

marché pour le traitement d’ulcères aphteux a récemment été décrit pour inhiber la 

NMD et induire de la translecture 368 (Figure 78). Il est surprenant d’avoir découvert, lors 

d’un crible de composés inhibiteurs de la voie NMD, une molécule à la fois capable 

d’inhiber la voie NMD et d’activer la translecture. De plus, les données présentées ne 

démontrent pas clairement que l’amlexanox induit de la translecture. Bien que son 

mécanisme d’action ne soit pas encore identifié, l’amlexanox semble bloquer la voie 

NMD après le recrutement d’UPF1. Aucune cytotoxicité n’a été observée dans les 

cellules de mammifères traitées avec ce médicament. Depuis, l’amlexanox a été testé 

spécifiquement pour sa capacité à induire de la translecture dans un système double 

rapporteur contenant la mutation G542X (CFTR) dans des cellules de rat (FRT) et pour 

restaurer l’activité de la dystrophine via la mesure de conductance des ions chlorure 374. 

Aucune activité de translecture de l’amlexanox n’a pu être ainsi détectée.  

 

3. Suppression traductionnelle pharmacologique 
 

Cette stratégie thérapeutique est basée sur la découverte de molécules, 

regroupées sous le nom d’inducteurs de translecture, permettant à la machinerie 

traductionnelle de décoder le codon stop et de poursuivre sa traduction en phase et de 

synthétiser ainsi une protéine de pleine taille.  

La suppression des codons stop prématurés a été décrite pour la première fois 

en 1996 en tant que traitement potentiel de maladies causées par des mutations non-

sens dans le gène CFTR 301. Cette étude a démontré que le G418, antibiotique de la 

famille des aminoglycosides, était capable de supprimer des mutations non-sens dans le 

gène CFTR et de restaurer à la fois des niveaux significatifs de la protéine CFTR et la 

fonctionnalité de la protéine dans les cellules cultivées. Depuis cette découverte, plus 

d’une centaine d’études ont analysé la suppression pharmacologique des mutations 

non-sens comme traitement potentiel pour près de 40 maladies différentes 304.  
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La première validation in vivo de la faisabilité d’induire la translecture dans un but 

thérapeutique a été apportée grâce à la souris mdx en 1999 par l’équipe de L. Sweeney 
375. Leurs travaux ont montré que l’injection sous-cutanée de gentamicine permet la 

réexpression de 10 à 20 % de dystrophine complète associée à une amélioration de 

l’état du muscle. Pourtant le taux de translecture en présence de gentamicine de la 

mutation mdx, mesuré grâce aux systèmes rapporteurs en cultures cellulaires, est très 

faible (~0.06 %). Il y aurait donc une potentialisation in vivo, due à une stabilisation du 

messager qui échapperait au NMD et une accumulation de la protéine. Néanmoins, 

l’effet de la gentamicine sur la souris mdx n’a pu être reproduit par d’autres équipes 376. 

Ces différences ont été expliquées par plusieurs paramètres tels que l’utilisation de 

différents lots de gentamicine et d’une variation inter-animale dans la façon de 

métaboliser l’antibiotique.  

Néanmoins, cette stratégie comporte plusieurs limitations qui devront être 

surmontées avant d’envisager un traitement clinique des maladies à codons stop 377. 

Une des préoccupations majeures concerne la possibilité qu’une telle stimulation de 

translecture puisse impacter la terminaison classique de la traduction, conduisant à des 

dysfonctionnements cellulaires. Toutefois, ni les études in vivo sur des modèles animaux 

ni les essais cliniques sur l’homme n’ont pu mettre en évidence une telle toxicité malgré 

l’augmentation globale de la translecture 238. Néanmoins, ces résultats ne démontrent 

pas le caractère inoffensif de cette stratégie lors d’un traitement clinique à long terme. 

La seconde limitation concerne l'efficacité de suppression des PTC. En effet, celle-ci est 

fortement influencée par l'identité du codon stop et par son contexte et varie selon 

l’inducteur de translecture utilisé. Il est donc nécessaire de déterminer le type de 

mutation responsable de l’apparition de la maladie. De plus, étant donné 

l’hétérogénéité génétique des patients, il est indispensable d'évaluer l’efficacité de 

chaque molécule sur chaque mutation pour estimer les chances de succès de cette 

thérapie. Enfin, ce type de stratégie nécessitant un traitement clinique à long terme, la 

toxicité des inducteurs de translecture doit être compatible avec ce type de traitement.  

 

A. Les éléments de l’ARNm impactant la translecture 
 

a. La	nature	du	codon	stop	et	son	contexte	
 

La capacité des inducteurs de translecture à supprimer divers PTC peut être 

influencée par un certain nombre de facteurs. En effet, la nature du codon stop et son 

contexte environnant jouent un rôle tout aussi important dans l'efficacité de la 

terminaison de la traduction et donc dans la suppression induite par un médicament.  

 



 

 

Tableau 2 : Influence de la nature du nucléotide +4 sur la translecture induite 

Le codon stop correspond aux bases +1, +2 et +3. Les résultats des travaux obtenus sur l’influence de la nature 
du nucléotide +4 sur la translecture sont présentés dans ce tableau. Les inducteurs de translecture 
appartiennent tous à la famille des aminoglycosides. Les nucléotides sont classés par ordre d’influence sur la 
translecture pour chacun des trois codons stop et selon l’inducteur de translecture utilisé. Figure adaptée de 
Dabrowski et al., 2015 246 
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En particulier, notre équipe a montré que la réponse à la gentamicine varie 

considérablement d’une mutation non-sens à l’autre 378. De plus, il a été montré que le 

taux de translecture basal (en absence d’antibiotique) n’était pas corrélé à la réponse de 

la mutation au traitement par la gentamicine 240. Ceci indique que les règles de 

décodage qui régissent le taux de translecture sont différentes en absence ou en 

présence de gentamicine.  

 La compréhension actuelle de ces règles ne permet pas de prédire sans 

ambiguïté l'influence de la nature du codon stop et de son contexte en présence d’un 

inducteur de translecture. Néanmoins, plusieurs études sur ce sujet indiquent 

unanimement que UGA est le codon de terminaison associé au plus fort taux de 

translecture, suivi du codon UAG et UAA 239,240,378,379.  

L’effet du contexte est en revanche plus controversé. En effet, excepté la 

présence d’une cytosine en position +4 qui est unanimement décrite comme corrélée 

avec un fort niveau de translecture en présence d’aminoglycosides, aucun consensus n’a 

été trouvé concernant l’effet des résidus sur les autres positions en amont et en aval du 

codon stop 246 (Tableau 2). L'analyse statistique du potentiel de translecture de 66 

séquences contenant une variété de PTC dans des cellules de souris (NIH3T3), indique 

que la séquence U-UGA-C a le plus fort potentiel de translecture induit 240. Plusieurs 

études indiquent que les nucléotides en positions -6, -5, -1, +4, +8, et +9 influencent 

aussi l’efficacité de translecture après le traitement à la gentamicine 332. Par exemple, 

une guanosine en position +8 et une uridine en +9 ont été rapportées comme étant 

associées au plus haut niveau de translecture induit 240,380. Cependant, des résultats 

controversés ont été obtenus pour la position -5 : alors que Matalonga et ses 

collaborateurs ont décrit une uridine et une guanidine comme étant les nucléotides les 

plus appropriés pour une translecture efficace, notre équipe a identifié une adénosine 

et une cytidine. Les difficultés rencontrées pour parvenir à identifier les règles qui 

régissent la translecture confirment l’impossibilité de prédire avec certitude l’efficacité 

de translecture en fonction du contexte nucléotidique. 

 

b. L’acide	aminé	incorporé	
 

L'identité de l'acide aminé incorporé au niveau du codon stop prématuré est un 

élément clé, car il doit être compatible avec la stabilité et l'activité de la protéine 

réexprimée par translecture. Dans une étude précédente, il a été montré que ni le 

traitement avec la négamycine, un antibiotique non-aminoglycoside, ni le traitement 

avec la gentamicine n'ont abouti à la réexpression de la chaîne α2 laminine complète, 

malgré un effet important sur la translecture 381.  



 

 

Figure 79 : Principaux inducteurs de translecture de la famille des aminoglycosides 

Structure chimique de la gentamicine (PDB : LLL), généticine (PDB : GET) et paromomycine (PDB : PAR) 
représentés sous forme de bâtonnets, sans les hydrogènes. Les atomes d’azote, oxygène et carbone sont 
représentés respectivement en bleu, rouge et blanc. Figure adaptée de Bidou et al., 2012 222 
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Les auteurs supposent que l’acide-aminé incorporé pourrait être délétère, la protéine 

serait alors instable et non détectable. Les ARNt proche-cognat capables de reconnaître 

les codons stop chez la levure ont récemment pu être identifiés par notre équipe 245. 

Cependant, l’influence des inducteurs de translecture sur la nature de l’acide aminé 

incorporé au niveau d’un codon stop est peu connue. L’unique étude ayant analysé les 

ARNt incorporés chez la levure en présence et en absence de gentamicine a montré 

que ce sont les mêmes ARNt proche-cognat qui sont incorporés, mais que la proportion 

de chacun d’entre eux est faiblement modifiée. Ainsi, le codon UGA est décodé par le 

tryptophane, la cystéine ou l'arginine, alors que les codons UAG et UAA sont décodés 

par la glutamine, la tyrosine ou la lysine en présence de gentamicine 247. La gentamicine 

ne modifierait donc pas la nature de l’ARNt proche-cognat incorporé. 

 

B. Les molécules inductrices de translecture 
 

a. Les	molécules	ayant	un	effet	avéré	
 

Ö Les aminoglycosides 
 
Les antibiotiques de la famille des aminoglycosides sont la première classe de 

molécules identifiées comme inducteur de translecture. Toutefois, tous les 

aminoglycosides ne possèdent pas cette caractéristique. D’une manière générale, les 

aminoglycosides contenant un groupement 6’-OH sur leur premier cycle, comme la 

paromomycine et le G418, ont une affinité supérieure pour le cendre de décodage du 

ribosome que les molécules ayant un groupement NH2 à cette position (néomycine) 
239,382.  

Dés 1985, la translecture d’une mutation non-sens dans le gène de la 

chloramphénicol acétyletransférase (CAT) a été réalisée avec la paromomycine et la 

généticine (G418). Depuis, la gentamicine est l’aminoglycoside le plus couramment 

utilisé pour induire la translecture dans les modèles de maladies (Figure 79). En 1999, la 

première expérience in vivo dans la souris mdx pour la DMD démontrait l’efficacité de la 

gentamicine pour réexprimer une protéine complète 375. Ces résultats ont servi de 

stimulus pour plusieurs essais cliniques au cours desquels la gentamicine a été injectée 

par voie intraveineuse chez des patients atteints de DMD et de BMD.  Un premier essai 

clinique de 2 semaines avec injection journalière a rapporté une absence de bénéfices 

cliniques (NCT00005574) 383. En effet, aucune réexpression de la dystrophine n’a pu être 

détectée après traitement. Deux autres études réalisées avec un temps de traitement 

allongé à 2 fois 6 jours d’injection intraveineuse de gentamicine séparé par un intervalle 

de 7 semaines ont rapporté une augmentation de l’expression de la dystrophine 384.  



 

 

Tableau 3 : Synthèse des essais réalisés avec les aminoglycosides 

Ce tableau regroupe l’ensemble des informations abordées dans le manuscrit concernant les études in vitro, in 
vivo et ex vivo réalisées avec des aminoglycosides inducteurs de translecture. 



Introduction : IV. Les maladies à codon stop 
 

80 

Enfin, une étude de 6 mois avec une administration hebdomadaire ou de deux 

fois par semaine de gentamicine a confirmé l’efficacité de cette molécule à induire de la 

translecture chez les patients atteints de la DMD et a conduit à une faible amélioration 

clinique. (NCT00451074) 385. 

La gentamicine a également été largement testée pour des cas de 

mucoviscidose. Les premières études sur des modèles cellulaires ont montré que la 

gentamicine était capable d’induire la translecture de mutations non-sens dans le gène 

CFTR entraînant la synthèse d’une protéine CFTR complète et fonctionnelle 301,386. Chez 

la souris transgénique G542X-hCFTR, la gentamicine pourrait partiellement restaurer 

l’expression de la protéine humaine (hCFTR) 387. Les essais cliniques réalisés chez les 

patients atteints par cette maladie ont testé l’effet de la gentamicine administrée soit 

par voie nasale, soit par intraveineuse. Les résultats varient considérablement. Dans les 

études de Wilschanski et ses collaborateurs 364,388 et de Sermet-Gaudelus et ses 

collaborateurs 389, le traitement par la gentamicine a été associé à des améliorations 

cliniques alors qu’aucun bénéfice clinique n'a été observé dans l'étude publiée par 

Clancy et ses collaborateurs 390. Une des raisons de l’échec de cette dernière étude 

pourrait provenir des génotypes des patients qui étaient majoritairement hétérozygotes 

avec des mutations non-sens différentes. Ces observations montrent bien à quel point il 

est nécessaire de caractériser en culture cellulaire l’efficacité des inducteurs de 

translecture sur les différentes mutations avant de s’engager dans un processus 

thérapeutique. 

Très peu d’études décrivent cette stratégie pour les gènes suppresseurs de 

tumeurs. (Pour revue : Bordeira-Carrico et al., 2012 302). Bedwell et ses collaborateurs 

ont montré que les aminoglycosides peuvent supprimer les mutations non-sens dans le 

gène P53 391. Toutefois, bien que les résultats de cette étude soient encourageants, une 

seule mutation a été testée en culture cellulaire et la fonctionnalité de la protéine 

réexprimée n'a pas été analysée. Dans une autre étude, il a été montré que plusieurs 

aminoglycosides ont amélioré les symptômes cliniques de la tumorigenèse dans un 

modèle de souris portant une mutation non-sens dans le gène APC, et dans des 

xénogreffes de cellules cancéreuses humaines avec la tylosine 392. Plus récemment, une 

analyse complète de l’effet des aminoglycosides a été réalisée sur une mutation non-

sens endogène du gène P53 dans la lignée cellulaire cancéreuse humaine (HDQ-P1) et 

sur deux autres mutations fréquemment retrouvées dans les cancers humains. Le 

traitement par la gentamicine, le G418 et l’amikacine a permis de supprimer ces 

mutations non-sens et de restaurer l’expression d’une protéine fonctionnelle 327. 



 

 

Tableau 4 : Synthèse des essais cliniques réalisés avec les aminoglycosides 

Ce tableau regroupe l’ensemble des informations abordées dans le manuscrit concernant les études cliniques 
réalisées avec des aminoglycosides inducteurs de translecture. Les informations correspondants aux NCT sont 
consultables sur le site : https://clinicaltrials.gov/. 
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Dans une étude récente publiée par Matalonga et ses collaborateurs, les fibroblastes de 

11 patients présentant un PTC impliqué dans six différentes maladies lysosomales ont 

été traités avec de la gentamicine 380. Une augmentation de l’activité enzymatique d’un 

facteur supérieur à 3 a été observée dans 5 des 11 lignées cellulaires après traitement à 

la gentamicine. Cependant, bien que cette augmentation ne se soit révélée suffisante 

pour restaurer la fonction du lysosome que dans les fibroblastes d’un seul patient, elle 

pourrait suffire dans d’autres maladies lysosomales 380. 

Chez des patients atteints de l’hémophilie, un traitement avec de la gentamicine 

a montré une faible amélioration clinique de 2 des 5 patients. Il est donc peu probable 

que la gentamicine soit l’inducteur de translecture le plus approprié pour un traitement 

de l’hémophilie sévère 340. 

Les études abordées précédemment sont résumées dans les tableaux 3 et 4. 

Un grand nombre de travaux a également été réalisé, in vitro, ex vivo et in vivo 

sur des maladies comme l’ataxie télangiectasie (A-T), le syndrome de Rett (RTT), le 

syndrome d’Hurler et l’amyotrophie spinale (SMA) 304,332. La majorité de ces études a 

conclu que les cellules traitées par des aminoglycosides (Gentamicine, G418, 

paromomycine et amikacine) ont répondu positivement à ce type de traitement, avec 

une efficacité dépendant de la mutation analysée, de la molécule, de sa concentration 

et de la lignée cellulaire utilisée. 

 

Le défaut majeur des aminoglycosides, qui complique leur utilisation clinique, 

provient de l’étroite gamme de concentration à laquelle ces molécules peuvent être 

utilisées. En effet, la dose nécessaire pour induire suffisamment de translecture est 

souvent associée à une importante toxicité, principalement une ototoxicité et une 

néphrotoxicité 393. La néphrotoxicité induite par les aminoglycosides est réversible et 

peut être prise en charge cliniquement avec une thérapie d’hydratation, ce qui permet 

aux patients de récupérer une fonction rénale normale une fois le traitement interrompu 
394. Ce n’est toutefois pas le cas de leur ototoxicité qui provoque une perte auditive 

neurosensorielle irréversible 395. En outre, des études plus récentes ont démontré la 

présence d’une toxicité rétinienne provoquée par ces antibiotiques, qui pourraient 

conduire à la perte de la vision 337,396. Par ailleurs, les aminoglycosides traversent 

difficilement la barrière intestinale, ce qui contraint à les administrer par voie 

intraveineuse ou intramusculaire. 

Le mécanisme qui induit sélectivement une toxicité au niveau des reins, de 

l’oreille interne et de la rétine n’est pas encore bien défini à ce jour. Plusieurs études 

ont suggéré que la mégaline, un récepteur d’endocytose multiligand abondant dans les 

reins et l’oreille interne provoquerait l’absorption et l’accumulation des aminoglycosides 

dans ces organes.  



 

 

Figure 80 : Les trois groupes de dérivés d’aminoglycosides 

a - Structure chimique de la néomycine et de l’un de ses dérivés TC007 (TC). b - Structure chimique de la 
kanamycine B et de l’un de ses dérivés JL023 97. c – Structure chimique de la paromomycine et de l’un de ses 
dérivées NB30 (NB). Ces dérivés ont été synthétisés pour améliorer l’efficacité de translecture et diminuer la 
toxicité des aminoglycosides. La modification de la structure chimique est l’une des trois principales stratégies 
développées dans les maladies à codons stop. Figure adaptée de Nagel-Wolfrum et al., 2016 332 
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Une fois à l’intérieur des cellules, leur toxicité serait principalement attribuable à leur 

charge positive, ce qui les rend sujets à interagir avec divers composants cellulaires 

chargés négativement tels que les phospholipides ou les phospholipases. Ces 

interactions seraient responsables de la génération d’espèces réactives à l’oxygène 

(ROS) et donc à la toxicité cellulaire 395. En outre, l’effet des aminoglycosides sur la 

machinerie traductionnelle mitochondriale eucaryote est également considéré comme 

un facteur important de toxicité. Ce modèle suggère que les aminoglycosides 

inhiberaient la synthèse des protéines mitochondriales, créant un stress oxydatif et 

conduisant à la mort cellulaire 222,397. Les effets secondaires délétères des 

aminoglycosides empêchant leur utilisation à long terme, cumulés à une efficacité de 

translecture modérée, montrent à quel point il est important d’identifier d’autres 

molécules alternatives apparentées ou non aux aminoglycosides ou de potentialiser leur 

effet. 

 

Ö Les dérivés d’aminoglycosides 
 

Au cours de ces dernières années, de nombreux travaux de recherche ont été 

menés dans le but d'atténuer la toxicité associée aux aminoglycosides et d'améliorer 

l'activité de translecture en synthétisant des analogues des aminoglycosides 304. 

Plusieurs stratégies ont été développées dont la modification d’inducteurs de 

translecture déjà connus. Cette approche est basée sur l'hypothèse selon laquelle les 

éléments structurels des aminoglycosides responsables de leur toxicité peuvent être 

séparés de ceux impliqués dans la translecture. Sur la base de cette hypothèse, les 

éléments structurels qui ont été identifiés pour permettre la liaison des aminoglycosides 

aux ribosomes cytoplasmiques (améliorant la translecture) tout en réduisant leur affinité 

pour les ribosomes mitochondriaux (réduction de la toxicité) ont été installés sur un 

squelette d’aminoglycoside. A ce jour, trois groupes de dérivés d’aminoglycosides ont 

été synthétisés : ceux basés sur la modification de la néomycine et appelés TC, ceux 

basés sur la kanamycine B et appelés JL et les dérivés de la paromomycine ou 

généticine nommés NB (Figure 80) 398. 

Pour étudier l’efficacité des composés TC et JL, leur capacité à induire de la 

translecture a été analysée dans des fibroblastes de patients atteints d’amyotrophie 

spinale. Pour l’ensemble des dérivés, le niveau de protéine SMN a augmenté de 

manière significative et principalement avec TC007 398. La structure mère de TC007 ne 

traversant pas facilement la barrière hémato-encéphalique, TC007 a été administré 

directement dans le système ventriculaire du cerveau chez des souris exprimant la forme 

tronquée de la protéine SMN. 



 

 

Figure 81 : Molécules dérivées de la paromomycine (NB) 

A ce jour, 5 générations de dérivés ont été synthétisées. Le NB30, molécule de première génération est issue du 
squelette de la paromomycine. La seconde génération a été synthétisée en ajoutant le groupement AHB sur le 
cycle II, décrit dans la littérature pour améliorer l’efficacité de translecture et diminuer la toxicité, sur le NB30 
pour former le NB54. Puis, l’ajout du 6’-(R)-Me, provenant du G418, sur le cycle I du NB30 et NB54 a conduit 
respectivement aux composés NB74 et NB84. Le groupement AHB a ensuite été abandonné au profit du 
groupement 5’’-(S)-Me qui a été ajouté sur le cycle III et former la molécule NB124. Enfin, une dernière 
génération de molécules NB a été synthétisée en ajoutant un 7’-OH afin d’augmenter l’affinité des composés 
NB156 et NB157 pour le ribosome eucaryote. Figure adaptée de Shalev et al., 2014 382 
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En comparaison avec les souris dont les deux copies sont inactivées et dont la mort 

survient entre le 4ème et 6ème jour postnatal, les souris traitées avec TC007 ont survécu 

jusqu’au 13ème jour 399. De plus, le traitement régulier des souris n’a conduit à aucun 

effet néfaste sur la durée de vie ou de poids des souris, ce qui démontre une 

biocompatibilté améliorée par rapport aux autres aminoglycosides classiques tels que le 

G418 400. Des injections sous-cutanées ont également été testées, mais aucune 

amélioration n’a été décelée 401. Ces résultats indiquent que l’absorption et la 

distribution de la molécule jusqu’à l’organe cible sont essentielles pour améliorer les 

résultats cliniques d’une étude. Par conséquent, de nouvelles stratégies doivent aussi 

être développées pour faciliter la délivrance de la molécule jusqu’à sa cible.  

La synthèse d’analogues a également conduit à l’élaboration de dérivés de la 

paromomycine (Figure 81). La première molécule, appelée NB30, contient un 

groupement 6’’OH sur le premier cycle et un groupement 5’-NH2. Ces structures 

chimiques déterminent l’affinité de la molécule pour le ribosome cytoplasmique plutôt 

que le mitochondrial 402. Le NB30 a montré une biocompatibilité élevée et une activité 

de translecture dose-dépendant, mais son efficacité est inférieure à celle de la 

paromomycine dont elle est issue et de la gentamicine 403.  

Dans une tentative d’amélioration de l’efficacité du NB30, le groupement (S)-4-

aminp-2-hydroxybutanoyl plus communément appelé AHB a été ajouté en position N-1 

du NB30 pour former le NB54 404. L’ajout de ce groupement se justifie pour deux 

raisons : tout d’abord parce qu’il a été montré que son addition en N-1 sur plusieurs 

aminoglycosides diminue leur toxicité, et parce que ce groupement serait capable 

d’augmenter l’efficacité de translecture des aminoglycosides en améliorant leur affinité 

pour le site A du ribosome cytoplasmique 405,406. Comme attendu, ce nouveau dérivé est 

encore moins toxique que le NB30 et est capable de supprimer, plus efficacement que 

le NB30 et la gentamicine, des mutations non-sens associées à la mucoviscidose, la 

DMD, et aux syndromes de Rett, d’Usher et d’Urler en culture cellulaire 396,403,407. Il a 

également été démontré que le NB54 était capable de supprimer les PTC dans des 

modèles murins de la mucoviscidose et du syndrome d’Urler, avec plus d’efficacité que 

la gentamicine 408,409. Plusieurs études sur les gènes responsables du syndrome d’Usher 

ont aussi démontré que les aminoglycosides et composés « NB » induisaient de la 

translecture in vitro en culture cellulaire et permettaient de restaurer l’expression et 

l’activité de la protéine harmonine (USH1C). De plus, cette protéine complète a 

également été retrouvée in vivo après injection du NB54 dans des souris transgéniques 
396,410. 
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Par la suite, le groupement (R)-6’-méthyle a été ajouté sur le cycle glucosamine (cycle I) 

du NB54 pour donner le dérivé de troisième génération NB84 411. Parmi l’ensemble des 

molécules de la famille des aminoglycosides, le G418 est le seul à posséder ce 

groupement. Le G418 est aussi le plus fort inducteur de translecture de cette famille et 

également le plus toxique 239. Malheureusement, il n’existe aucune donnée provenant 

d’études de relation structure-activité permettant d’identifier quel groupement serait 

responsable de l’efficacité et de la toxicité. La séparation de ces éléments structurels 

permettrait pourtant d’améliorer grandement les aminoglycosides. Que ce soit en 

culture cellulaire ou sur des souris (Iduatm1Kmke) MPSIH (syndrome d’Hurler), le NB84 

supprime les mutations non-sens associées à cette maladie plus efficacement que la 

gentamicine et que les générations précédentes de dérivés 369,409. Le traitement des 

souris a même montré une restauration significative de l’activité de l’α-L-iduronidase. 

Les résultats obtenus dans les tissus du système nerveux central suggèrent que le NB84 

est capable de passer la barrière hémato-encéphalique, indiquant une bonne 

disponibilité du composé même dans les tissus protégés par des barrières 

physiologiques. Un traitement à plus long terme a aussi été réalisé et a montré une 

progression modérée de la maladie et aucun effet toxique lié au traitement 412. 

Une quatrième génération de composés a été synthétisée en ajoutant un 

groupement 5’’-méthyle en configuration (R) ou (S), en présence et en absence du 

groupement AHB. Le dérivé décrit pour avoir la meilleure efficacité de translecture 

porte les structures chimiques AHB et 5’’(R)-Me. Étonnamment, le dérivé qui a été 

sélectionné par la suite (NB124) a perdu le groupement AHB sans que la raison n’en soit 

mentionnée 408. Les auteurs ont aussi mis en évidence dans ces travaux que 

l’augmentation de translecture était clairement corrélée à l’augmentation de l’inhibition 

de la traduction mitochondriale eucaryote, ce qui démontre que la spécificité des 

aminoglycosides pour le ribosome eucaryote est liée à l’activité de suppression des 

PTC. Le NB124 améliorerait d’un facteur 10 l’index thérapeutique (ratio 

efficacité/toxicité) par rapport à la gentamicine dans le modèle de souris de la 

mucoviscidose (G542X-hCFTR), soit une restauration de 7% de l’activité sauvage du 

canal chlore 413. Des études pharmacocinétiques ont démontré que le NB124 atteint 

une concentration sérique supérieure à la gentamicine peu de temps après son 

administration, mais sa concentration diminue aussi plus rapidement par la suite. Ce 

profil pharmacocinétique est favorable, car la translecture peut être limité par la 

pénétration de la molécule dans les cellules épithéliales, qui dépend de cette 

concentration. De plus, le NB124 présente une ototoxicité inférieure à la gentamicine.  



 

 

Figure 82 : Structure de la négamycine et de l’un de ses analogues 

Structure de la négamycine, qui est un inducteur de translecture non apparenté aux aminoglycosides.  Plusieurs 
analogues ont été développés pour améliorer l’efficacité sur la translecture et diminuer la toxicité de la 
négamycine. L’analogue 11b est la molécule qui répond le mieux à ces deux critères. Figure adaptée de Taguchi 
et al., 2012 414 
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En effet, il a aussi été observé que plus la spécificité des aminoglycosides pour le 

ribosome procaryote était faible, moins la traduction mitochondriale était impactée, ce 

qui démontre qu’une faible affinité pour le ribosome procaryote est corrélée avec une 

faible ototoxicité 412. 

Enfin, une dernière génération a été récemment synthétisée en ajoutant au (R)-6’-

méthyle des NB74 et NB124 un groupement hydroxyle (7’-OH) sur la chaîne latérale du 

cycle I, formant ainsi les molécules NB156 et NB157 respectivement 410. La modification 

de ce groupement chimique fait suite à l’obtention des structures de plusieurs 

aminoglycosides dans le ribosome de levure 291. Dans cette structure, le cycle I du G418 

forme peu de liaisons et est faiblement lié au ribosome. Le cycle I du G418 est lié au 

ribosome par deux liaisons, une première entre le 6’-O du cycle I avec le 1-N du résidu 

G1645, et une liaison hydrogène entre le 4’-O et le groupement oxygène phosphate 

des bases A1755-A1756. Le (R)-6’-Me est relativement éloigné du résidu C1646, et 

l’ajout d’un hydroxyle supplémentaire (7-OH) permettrait de créer une nouvelle liaison 

avec C1646 tout en conservant la même configuration absolue au niveau de la position 

6’ (Figure 82) 410.Testés sur des mutations associées au syndrome d’Hurler et à la 

mucoviscidose, ces deux nouveaux dérivés induisent davantage de translecture que les 

molécules dont elles sont issues sans augmenter leur toxicité. Ces deux composés sont 

actuellement à l’étude et les effets indésirables liés à un traitement prolongé doivent 

encore être évalués. L’amélioration de la biocompatibilité et de l’activité de translecture 

des aminoglycosides met en évidence les avantages de cette stratégie. 

 

Ö La négamycine 
 

L'activité de translecture de la négamycine a été identifiée lors de son injection 

sous-cutanée dans des souris mdx sur une période de 2 semaines. L’analyse du muscle 

squelettique des souris traitées a révélé la présence d’environ 10% du niveau normal de 

la dystrophine. Cependant, la restauration de la dystrophine n'a pas été détectée dans 

les muscles cardiaques. Lorsque la durée du traitement a été prolongée jusqu'à 4 

semaines, moins de 10% de la dystrophine normale a été observée 295. La négamycine a 

été testée dans une autre expérience in vivo, où un système double rapporteur 

contenant la mutation UGA/319d issue de la dystrophine humaine a été transfecté dans 

le muscle squelettique de souris C56BL/6. Par la suite, les souris ont reçu une injection 

de négamycine par voie intramusculaire une fois par jour pendant 3 jours. La 

translecture a été augmentée d’un facteur 38 suite au traitement avec cette molécule 
381, ce qui démontre le potentiel de translecture de la négamycine pour une utilisation in 

vivo. 



 

 

 

Figure 83 : Molécules non-aminoglycosides dont l’effet sur la translecture est supposé 

Structure chimique de composés, identifiés par criblage haut débit, qui seraient actifs sur la translecture. RTC13 
et RTC14 sont issus d’un même crible sur une mutation non sens associée à l’ataxie télangiectasie (A-T). 
L’ataluren est la molécule la plus connue et est déjà utilisée dans des essais cliniques sur la myopathie de 
Duchenne 22 et la mucoviscidose 300. L’escine est une molécule qui vient d’être identifiée lors d’un crible sur des 
molécules naturelles et qui induit la suppression de mutations non-sens associés à la mucoviscidose. Figure 
adaptée de Nagel-Wolfrum et al., 2016 et Mutyam et al., 2016 332,374 
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La négamycine, la gentamicine et l’amikacine ont également été testées sur 

quatre mutations non-sens du gène LAMA2 (C1546X, R1326X, Q1437X, Q1240X) 

impliqué dans la dystrophie musculaire congénitale (CMD). Ces mutations ont été 

insérées dans un gène rapporteur et ont été testées dans des fibroblastes de souris 

(NIH3T3). L'efficacité de translecture induite par la négamycine est égale ou supérieure 

à celle de la gentamicine pour toutes les mutations, en particulier avec la mutation 

C1546X où elle induit 3% de translecture contre 0,6% et 0,4% pour la gentamicine et 

l'amikacine respectivement 381. Malheureusement, aucune de ces drogues ne permet la 

réexpression de la chaîne α2 laminine de pleine taille dans des cellules possédant la 

mutation endogène.  

La négamycine semble avoir un effet moins toxique que la gentamicine in vivo 

malgré une activité antibactérienne comparable. L’injection sous-cutanée de doses 

variables de négamycine dans des souris mdx de 7 semaines montre que le poids 

corporel des souris à la dose la plus faible augmente continuellement au même titre 

que les souris non traitées, tandis que le poids corporel diminue pour les souris traitées 

avec une forte dose sans pour autant être mortelle. A l'inverse, toutes les souris sont 

mortes dans les 4h après un traitement à forte dose de gentamicine 295. De plus, 

l’ototoxicité induite par la gentamicine n’a pas été retrouvée lors du traitement avec la 

négamycine. Les différences de structure pourraient expliquer cette plus faible toxicité, 

toutefois, d'autres effets secondaires liés à l’utilisation de la négamycine peuvent exister 

et devraient être étudiées. L’analyse pharmacocinétique a conclu que cette molécule 

très polaire possède une faible biodisponibilité, une faible liaison aux protéines 

présentes dans le plasma (PPB) ce qui lui permet de diffuser et de traverser 

efficacement les membranes. De plus, elle présente une faible clairance hépatique qui 

se traduit par de faibles interactions médicamenteuses en cas de co-administration avec 

une autre molécule 415. 

Dernièrement, Taguchi et ses collaborateurs ont synthétisé plusieurs analogues 

et ont mesuré leur efficacité de translecture chez des souris READ (Readthrough 

Evaluation and Assessment by Dual reporter), qui expriment un gène double rapporteur 

interrompu avec un PTC 414. Les analogues de la négamycine ont été injectés dans la 

région abdominale des souris pendant 7 jours. Les auteurs ont montré que seule la 

molécule 11b induit davantage de translecture que la gentamicine et que la 

négamycine (Figure 83). L’effet biologique de cette molécule a ensuite été vérifié par 

des essais in vivo d’immunohistochimie mettant en évidence une réexpression de la 

dystrophine dans les muscles squelettiques des souris mdx. Enfin, l’analogue 11b 

présente une toxicité plus faible que la négamycine, ce qui permettrait le traitement à 

long terme de patients atteints de la DMD.  
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b. Les	molécules	ayant	un	effet	supposé	
 

Au cours de la dernière décennie, les recherches pour identifier des composés 

nouveaux se sont intensifiées. En effet, les molécules actuelles ne permettent pas 

d’induire efficacement de la translecture sur l’ensemble des PTC identifiés dans les 

maladies à codon stop, et leur toxicité est un frein majeur à leur utilisation en thérapie 

humaine. De plus, leur diffusion à travers les membranes et leur pénétration dans les 

cellules peuvent altérer de façon importante l’efficacité du traitement.  

Dans le cadre de cette stratégie de suppression des codons stop par des 

molécules chimiques, l’identification de nouveaux composés répondant à ces critères et 

ayant un spectre d’action différent de celui des antibiotiques connus permettrait de 

répondre à une demande croissante de traitements de ce type de maladies. Parmi les 

diverses stratégies qui ont été développées, la plus connue et la plus utilisée est le 

criblage haut débit 334,416,417. Cette approche sans a priori vise à tester plusieurs milliers 

de molécules provenant de chimiothèques (banques de molécules) sur un système 

rapporteur permettant ainsi l’identification de molécules actives sur la translecture. La 

cible et le mode d’action des molécules ainsi découvertes ces huit dernières années ne 

sont toujours pas connus et bien que ces composés semblent très prometteurs, leur 

efficacité est parfois encore à démontrer. 

 

Ö Les RTCs 
 

Certains composés non apparentés aux aminoglycosides, appelés petites 

molécules translectrices (SMRT – Small Molecule ReadThrough) ont été identifiés dans 

un système utilisant un plasmide contenant le gène ATM muté par un PTC couplé à la 

technique PTT-ELISA (Protein-Truncation-Test Enzyme-Linked-Immunosorben Assay) 334. 

Approximativement 34 000 composés ont été testés pour leur capacité à induire de la 

translecture, conduisant à l’identification de 12 molécules de faible poids moléculaire 

(RTCs – Readthrough Compounds). Les molécules, RTC13 et RTC14 (Figure 82), ont 

montré une activité de translecture en culture cellulaire sur des mutations non-sens 

associées à l'ataxie télangiectasie (A-T). Dans les cellules dérivées de patients et traités 

par ces deux molécules, les auteurs observent une augmentation significative des 

niveaux de protéines ATM en comparaison avec des cellules non traitées. En outre, 

RTC13 restaure l'expression de la dystrophine in vivo chez la souris mdx 417,418. Dans une 

autre étude, l'efficacité de RTC13 a été analysée dans des cellules neuronales générées 

à partir de cellules souches pluripotentes induites (CSPi) de patients atteints de l’A-T et 

portant des mutations non-sens. Le traitement de ces cellules avec le RTC13 a restauré 

la fonction de réparation de l'ADN 419.  
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En outre, le RTC13 a induit la translecture sur plus de 20 mutations non-sens 

rencontrées dans le gène COL7A1 responsable de différentes maladies 417. La molécule 

RTC13 étant moins cytotoxique que RTC14, les efforts se sont concentrés sur le 

développement d’analogues de RTC13 (Jung et al., 2011). Au cours de l’étude de 

relation structure-activité, plusieurs analogues ont montré une bonne activité de 

translecture.  

Plus récemment, plusieurs composés de type aminoglycosides et non-

aminoglycosides, dont les RTC13 et RTC14 ont été testés dans quatre maladies 

lysosomales 420. Dans les fibroblastes de patients atteints du syndrome Sanfilippo, 

aucune activité enzymatique n’a été retrouvée après traitement avec les RTC alors 

qu’une stabilisation de l’ARNm a été observée dans les cellules d’un des deux patients. 

Ces résultats ne remettent pas en cause l’efficacité de ces composés, car les mutations 

testées n’avaient pas de contextes favorables à la translecture. 

D'autres molécules SMRT comme, GJ071 et GJ072 ont été identifiés dans un 

second criblage de 36 000 molécules avec le même système biologique. Ces composés 

ont montré des efficacités de translecture comparables, voire meilleures que RTC13 

pour des mutations non-sens dans le gène ATM 421. 

 

Ö PTC124 
 

Au cours d’un programme de recherche de médicaments, 800 000 molécules ont 

été criblées par l’entreprise PTC Therapeutics sur le gène rapporteur de la luciférase et 

ont conduit à l’identification du PTC124 (également connu sous le nom d’ataluren ou 

TranslarnaTM) 416. L’ataluren (3-[5-(2-fluorophenyl)-[1,2,4]oxadiazole-3-yl]-benzoique 

acide) est un composé achiral de 284 Da n’ayant aucune similarité structurale avec 

aminoglycosides ou d'autres médicaments utilisés en clinique (Figure 83) 422. 

Sélectionné pour induire la translecture d’un PTC dans le gène de la luciférase, le 

PTC124 fut l’objet de nombreuses critiques, car il stabilise la luciférase et augmente 

ainsi les mesures d’activité de cette enzyme indépendamment de la translecture 423. 

Petlz et ses collaborateurs ont répondu que les résultats d’Auld et ses collaborateurs ont 

été obtenus avec un kit de détection de la luciférase différent de celui utilisé lors du 

crible et que leurs essais ont été réalisés sur des lignées stables et non des transfections 

transitoires 424. Pour autant, alors que la gentamicine induit de la translecture, le PTC124 

n’a montré aucune efficacité sur un système rapporteur utilisant la luciférase de renilla 
425. Plusieurs travaux ont également mis en évidence l’inefficacité du PTC124 à induire 

de la translecture dans différents modèles 84,420,426-428 alors que d’autres ont observé 

l’inverse 337,380,429-431. Tant que le mécanisme d’action du PTC124 n’aura pas été 

découvert, la question de l’efficacité du PTC124 restera ouverte. 



 

 

Tableau 5 : Synthèse des essais cliniques réalisés avec le PTC124  
Ce tableau regroupe l’ensemble des informations abordées dans le manuscrit concernant les études cliniques 
réalisées avec le PTC124 432. Les informations correspondants aux NCT sont consultables sur le site : 
https://clinicaltrials.gov/.  
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A ce jour, plus d’une trentaine d’articles ont été publiés sur l'activité de l’ataluren 

dans plus d’une vingtaine de modèles in vitro et in vivo de maladies causées par des 

mutations non-sens. Toutefois, je ne détaillerai ici que les deux principales : la 

mucoviscidose et la DMD. Tous les essais cliniques réalisés sur l’ataluren administré par 

voir orale ont démontré que cette molécule était bien tolérée et n'ont révélé aucun 

effet indésirable grave liée à la molécule chez les adultes et les enfants 22,432,433.  

 L'efficacité de l’ataluren a été analysée dans le traitement de la mucoviscidose. 

L'administration orale et l'injection intrapéritonéale de l’ataluren ont permis de restaurer 

partiellement l’expression de la protéine hCFTR chez la souris G542X-hCFTR 429. En 

outre, des essais fonctionnels ont démontré chez les souris que le traitement avec 

l’ataluren restaure environ 27% de la capacité de transport des ions chlorures du canal 

chlore stimulé par l’AMPc 429. Au vu de ces résultats et de ceux obtenus lors de l’essai 

clinique de phase 1 434, un premier essai clinique de phase 2 (NCT00234663) a été initié 

sur 24 patients atteints de mucoviscidose et n’a pas mis en évidence de réponse au 

traitement (résultats non publiés) 302. Trois autres essais de phase 2  ont été réalisés par 

la suite (NCT00237380 ; NCT00458341 ; NCT00351078). L’administration orale de 

l’ataluren a montré des effets bénéfiques chez ces patients en augmentant 

significativement l’activité du transport des ions chlorure dans les cellules de 

l’épithélium respiratoire, et en augmentant l’expression de la protéine CFTR au niveau 

de la membrane apicale dans les cellules de l’épithélium nasal 363,435,436. Toutefois, des 

réponses variables ont été observées notamment, plusieurs groupes de patients qui 

n’ont pas répondu du tout au PTC124 436. Cette variabilité peut être liée à des 

différences dans le degré d’efficacité de la NMD sur l'ARNm CFTR 437. En outre, les 

résultats démontrent la nécessité d'une meilleure caractérisation préclinique de 

l'efficacité de l’ataluren dans le contexte cellulaire spécifique du patient. Un essai 

clinique de phase 3 (NCT00803205) a alors été entamé sur plus de 200 patients, dans 

lequel l’ataluren n’a pas amélioré la fonction pulmonaire des patients atteints de la 

mucoviscidose 432. Toutefois, selon les auteurs, ces résultats seraient à pondérer, car 

certains des patients avaient été traités par de la tobramycine qui inhiberait l’effet du 

PTC124. Dans le groupe de patients non traités à la tobramycine, une amélioration 

significative de la fonction pulmonaire serait observée. Un deuxième essai clinique de 

phase 3 a été relancé, en excluant les patients traités récemment par la tobramycine ou 

tout autre aminoglycoside. Cet essai clinique est toujours en cours (NCT02139306). 

 L’ataluren a également été appliqué à des modèles de la DMD tels que des 

cultures de myotubes de souris mdx et a conduit à la restauration de l’expression de la 

dystrophine complète. Les souris mdx traitées oralement par de l’ataluren avaient un 

niveau de dystrophine environ 20% supérieur à celui des souris mdx non traitées.  
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Une amélioration de la fonction musculaire a également pu être observée et a été 

corrélée à la diminution du taux de créatine kinase (CK), qui est un marqueur des 

dommages musculaires 418. Les résultats obtenus lors d’un essai clinique de phase 2a 

(NCT00264888) ont montré la réexpression de la dystrophine chez certains patients, 

mais sans améliorations cliniques 438. Un essai clinique de phase 2b de l’ataluren a 

montré lors d’un essai de 6 minutes de marche, un déclin plus faible dans la cohorte 

traitée avec une faible dose que dans le groupe placebo. Toutefois, aucune 

amélioration lors de ce test n’a été observée dans la cohorte recevant une dose plus 

élevée 439. L'analyse de ces données suggère que la courbe dose-réponse serait 

inversée ou en forme de cloche 22. Malgré ces résultats modérés, un essai clinique de 

phase 3 a été initié (NCT01826487) et a montré qu’aucun des 47 sur 228 patients traités 

avec le Translarna™ n’a perdu de capacité de marche après 48 semaines contrairement 

à aux 4 des 52 patients ayant reçu le placebo (Prnewswire – 15/10/2015). PTC 

Therapeutics a reçu un avis favorable de l‘Agence européenne du médicament (EMA) 

pour une autorisation de mise sur le marché conditionnelle de l’ataluren (TranslarnaTM) 

en mai 2014. Alors que sur le marché américain, PTC Therapeutics a soumis une 

demande d’autorisation de mise sur le marché qui lui a été refusée en février dernier, 

car les essais cliniques de phase 2b et 3 sont négatifs et ne fournissent pas de preuve 

substantielle de l’efficacité de l’ataluren. L’EMA devra désormais statuer sur la 

prolongation de l’autorisation provisoire du TranslarnaTM dans le traitement de la DMD. 

Les études cliniques abordées précédemment sont résumées dans le tableau 5. 

 

Ö Escine 
 

L’escine, vient d’être identifiée lors d’un crible à grande échelle visant à identifier 

des molécules inductrices de translecture (Figure 83) 374. Le crible de 1600 molécules 

ayant déjà obtenu leur autorisation de mise sur le marché a été réalisé via deux 

systèmes indépendants : un système double rapporteur comportant une mutation non-

sens de la CFTR (G542X) stablement intégrée dans les cellules thyroïdiennes de rat 

(FRT) et un essai de mesure de la conductance des ions chlorides dans des cellules FRT 

portant la mutation CFTR-G542X ou W182X. Les auteurs ont montré que l’escine est 

capable d’induire de la translecture, et de restaurer l’expression d’une CFTR 

fonctionnelle. Cette molécule est constituée de saponines qui est produit naturellement 

pas les plantes. Initialement utilisée comme anti-inflammatoire, anti-œdémateux et 

vasoprotecteurs 440 l’escine est facilement disponible et n’a pas d’effets secondaires 

connus, ce qui en fait un très bon candidat dans le traitement des maladies à codons 

stop. 
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 L’ensemble des maladies à codons stop identifiées met en évidence le large 

champ d’application des molécules inductrices de translecture dans le traitement des 

maladies causées par des mutations non-sens. Toutefois, en dépit d’importants progrès 

réalisés dans la compréhension du mécanisme de translecture, il n’est pas encore 

possible de prédire avec certitude quelle sera la sensibilité d’un PTC à un traitement 

donné. C’est pourquoi il est nécessaire d’analyser en culture cellulaire la capacité de 

translecture des différentes molécules sur les différents PTC associés à ces maladies. 

Néanmoins, les stratégies d’identification de nouveaux composés et de modifications 

d’inducteurs de translecture déjà connus ont largement contribué à l’amélioration de 

l’efficacité de ce type de thérapie et à l’enrichissement de l’arsenal thérapeutique dans 

le développement des médecines personnalisées. En dehors des molécules dérivées 

des aminoglycosides, la caractérisation de ces molécules, y compris leur mode d’action, 

leur pharmacodynamique, leur pharmacocinétique ainsi que leurs effets physiologiques 

est souvent limitée. Ces connaissances permettraient pourtant d’accélérer le 

développement de nouvelles molécules. 
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V. Objectifs de thèse 
 

Mes travaux de thèse ont porté sur deux projets centrés sur la suppression 

traductionnelle des codons stop chez les mammifères. Mes deux projets ont pour 

objectif de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les 

évènements de recodage et de contribuer au développement et à l’amélioration des 

stratégies thérapeutiques dans le traitement des maladies à codon stop. 

Le premier projet a été réalisé en étroite collaboration avec Nathalie Barbier et 

Karen Perronet dans l’équipe de Natahalie Westbrook (Laboratoire Charles Fabry 

UMR8501 - Institut d’Optique). Ce projet concerne la mise au point d’un système de 

traduction in vitro permettant de suivre la traduction eucaryote en particule unique. 

Mon objectif était à la fois de mettre au point un système de traduction in vitro en 

molécule unique permettant d’obtenir individuellement pour chaque ribosome des 

informations sur la cinétique de la traduction et d’observer pour la première fois la 

dynamique d’un événement de recodage en molécule unique. Dans un premier temps, 

j’ai finalisé la mise au point du protocole expérimental, ce qui m’a permis d’acquérir des 

données de cinétiques de la traduction. Puis, j’ai analysé la vitesse de traduction et les 

premières étapes d’élongation de la traduction spécifique d’une initiation sur une 

entrée interne de ribosome 441. Ces cinétiques de la traduction m’ont également permis 

révéler que les premiers cycles d’élongation de la traduction sont ralentis lorsque les 

ribosomes initient sur l’IRES du virus CrPV (Cricket Paralysis Virus). 

Mon deuxième projet consiste en l’identification de nouvelles molécules actives 

sur la translecture. Pour cela, deux approches ont été réalisées. La première est basée 

sur la modification de la structure chimique de molécules inductrices de translecture 

déjà connues afin d’optimiser leur capacité à supprimer les codons stop prématurés et à 

rendre leur utilisation compatible avec des traitements cliniques. Cette approche est 

réalisée en collaboration avec le laboratoire de chimie du Dr Timor Baasov (Institut de 

technologie Technion - Haiffa, Israël). J’ai caractérisé plusieurs molécules de synthèse et 

analysé leur capacité à induire la translecture. J’ai ensuite déterminé la capacité de la 

molécule la plus active à permettre la réexpression de la protéine p53 fonctionnelle et à 

induire l’apoptose d’une lignée tumorale humaine. La seconde approche a consisté à 

cribler des chimiothèques de molécules et a été réalisée en étroite collaboration avec 

Goulven Merer et Jean-Christophe Cintrat de l’équipe chimie combinatoire et criblage à 

haut débit (CEA - Saclay). J’ai tout d’abord criblé plus de 17 000 composés issus de 

deux banques de molécules. Puis j’ai cherché à éliminer les faux positifs et à quantifier 

précisément l’efficacité des molécules « hits ». J’ai ensuite caractérisé la molécule la 

plus prometteuse. 
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Le plus grand risque,  

c'est de n'en prendre aucun 

(Greena Davis)



 

 

 

 
Figure 1 : Microscopie à onde évanescente 

Le faisceau incident du laser est envoyé sur la lamelle de manière à être totalement réfléchi. Seuls les 
fluorophores présents dans l’onde évanescente, d’environ 100 nm de hauteur, (en vert) sont excités (étoiles 
rouges). Figure adaptée de la thèse d’Antoine Le Gall, 2011. 
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Résultats : Traduction en molécule unique 
 

1. Résumé de l’article : Kinetics of IRES-mediated eukaryotic using 
single molecule fluorescence microscopy 

 

 

Ces dix dernières années, la cristallographie et la cryo-EM ont permis d’affiner 

nos connaissances des différentes étapes de la traduction. Ces études structurales ont 

ainsi permis de mieux comprendre le fonctionnement du ribosome procaryote et 

eucaryote en révélant l’existence de mouvements de grande amplitude lors de la 

traduction. Plus récemment, la structure du ribosome eucaryote et de ses deux sous 

unités (40S et 60S) a été élucidée pour la première fois. Toutefois, ces techniques ne 

saisissent que des instantanés d’un processus dynamique et ne permettent que 

difficilement d’appréhender la nature, l’ampleur et la vitesse des mouvements. Les 

approches en molécule unique sont en revanche parfaitement adaptées à l'étude de 

ces phénomènes dynamiques. Elles permettent en effet d’étudier des processus 

asynchrones et de mesurer des événements rares sans en moyenner le comportement 

individuel. Ceci a permis des avancées majeures dans la compréhension de la 

dynamique du ribosome procaryote. La plupart de ces études utilisent un marquage du 

ribosome procaryote ou des protéines ribosomales telles qu’eS25 sans affecter la 

capacité d’assemblage du ribosome. Cependant, le marquage du ribosome ou des 

facteurs d’élongations peut modifier la traduction de nombreuses façons. Une 

alternative consiste à étudier la traduction en molécule unique par FRET (Forster 

Resonance Energy Transfer) qui permet de mesurer des variations de distance de 1 à 10 

nm entre 2 molécules fluorescentes compatibles, mais encore une fois, il est nécessaire 

d’attacher un fluorophore sur les ARNt ou sur le ribosome.  

 

L’objectif de ce projet est d’étudier la cinétique d’élongation de la traduction 

eucaryote en microscopie à fluorescence par réflexion totale interne (TIRF - Figure 1) en 

molécule unique avec une machinerie traductionnelle de mammifère non modifiée. 

Pour cela, nous avons développé un système de traduction où l’initiation est réalisée 

grâce à la présence d’une IRES (Internal Ribosome Entry Site) et où l’ARNm est marqué 

spécifiquement par des oligonucléotides couplé à un fluorophore. Nous avons ainsi pu 

mesurer la vitesse d’élongation de la traduction eucaryote d’un ribosome non marqué 

et mettre en évidence que l’initiation traductionnelle dépendante d’une IRES ralentit 

fortement la vitesse des premiers cycles d’élongation.  



 

 

Figure 2 : Chimie de surface 

Les lamelles sont traitées pour fixer spécifiquement les molécules à étudier. Elles sont recouvertes d’une couche 
d’aminosilane qui permet l’ancrage d’une couche de PEG. Certaines molécules de PEG sont couplées à une 
biotine qui interagit fortement avec des protéines NeutrAvidin. Ces protéines possédant 4 sites de fixation pour 
des biotines, elles pourront aussi accrocher la molécule d’intérêt par l’intermédiaire d’une biotine. Figure 
adaptée de la thèse d’Hélène Chommy. 

 

 

 

 

Figure 3 : Cellule microfluidique, dispositif chauffant et système d’injection 

Les échantillons sont déposés dans le réservoir de la cellule microfluidique. Ils sont aspirés dans la chambre 
d’aspiration grâce au tire-seringue. La cellule microfluidique est thermostatée par le module Peltier qui est fixé à 
l’extrémité du support en cuivre. L’objectif est également chauffé pour éviter les pertes thermiques de 
l’échantillon à son contact. Figure issue de la thèse d’Hélène Chommy. 
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Le type de microscopie que nous avons utilisé, dite « à onde évanescente » 

impose que le système biologique étudié soit fixé à la surface de la lamelle. Une chimie 

de surface a donc été développée pour fixer spécifiquement les ARNm étudiés     

(Figure 2). Cette chimie est constituée d’une couche de polyéthylène glycol 302 qui est 

électriquement neutre et permet de passiver la surface. Les PEG sont couplés à une 

biotine, sur laquelle se fixe avec une haute affinité la NeutrAvidin. Cette protéine 

possède 4 sites d’interactions avec les biotines, ce qui permet d’y accrocher l’ARNm via 

son extrémité 5’ couplée à un oligonucléotide biotinylé.  

L’accroche de ce système biologique à la surface de la lamelle se fait dans une 

chambre microfluidique (Figure 3). La traduction démarre lorsque le lysat de réticulocyte 

de lapin (RRL) est injecté, apportant ainsi l’ensemble des facteurs nécessaires à la 

traduction. Les mesures de cinétiques sont obtenues grâce au marquage de l’ARNm par 

deux oligonucléotides couplés spécifiquement à deux fluorophores distincts 

(ATTO647N et ATTO565). Lors de la traduction, le ribosome, via son activité hélicase, 

décroche la première sonde (R-UP) après 5 cycles d’élongation puis la deuxième sonde 

(G-DOWN) située 9 codons plus loin (Figure 4).  

L’étape d’initiation de la traduction eucaryote est particulièrement complexe et 

fait intervenir plus de 40 facteurs. Plutôt que de reconstituer cette étape in vitro, nous 

avons utilisé l’IRES CrPV (Cricket Paralysis Virus) sur lequel le ribosome 80S purifié initie 

sa traduction en absence de l’ensemble des facteurs d’initiation et de l’ARNt initiateur 

(Figure 5). Afin de vérifier que le ribosome est capable de se fixer sur l’IRES en présence 

des sondes marquées, des essais de retard sur gel ont été effectués et ont confirmés 

que cette IRES permet la fixation des ribosomes. De plus, la proximité de la séquence 

de fixation de la première sonde ne semble pas affecter le recrutement des ribosomes. 

La cinétique de traduction est réalisée en utilisant un microscope à fluorescence 

par réflexion totale interne permettant de localiser en temps réel les deux sondes 

marquées et fixées aux ARNm. Dans nos conditions expérimentales, nous avons pu 

observer que les deux sondes colocalisent sur 80% des ARNm. Nous avons alors 

analysé la cinétique de traduction de ces ARNm en quantifiant le départ de la sonde R-

UP sur 250 secondes. Les résultats montrent que 50s après injection du RRL, 51 ± 7 % 

des sondes ont été détachées de l’ARNm. Nous avons vérifiés que ces départs n’étaient 

ni liés au photoblanchiment des fluorophores, ni à la présence d’autres activités 

biologiques telles que les RNase en réalisant des contrôles après traduction et sur un 

ARNm sans IRES. Ces résultats suggèrent donc que les ribosomes sont capables 

d’initier sur l’IRES et traduire la séquence d’ARNm en détachant la première sonde 

marquée. 

 



 

 

Figure 4 : Initiation du ribosome sur l’ARNm, accroche à la surface et traduction 

Les ARNm utilisés pour les expériences en molécule unique possèdent une IRES CrPV qui permet le recrutement 
du ribosome 80S indépendamment de l’ensemble des facteurs d’initiations et de l’ARNt initiateur. Les ARNm 
sont accrochés par l’intermédiaire de l’oligonucléotide biotinylé RNOB. Les ARNm sont visualisés grâce à deux 
sondes fluorescentes hybridées en aval de l’IRES (UP et DOWN). La traduction est initiée par l’ajout de lysat de 
réticulocyte de lapin (RRL). Le ribosome traduit alors l’ARNm et décroche successivement via son activité 
hélicase les deux sondes fluorescentes. Figure adaptée de la thèse d’Hélène Chommy. 

 

 

Figure 5 : Structure de l’IRES CrPV 

Structure secondaire de l’IRES de type 4 CrPv (Cricket Paralysis Virus). Cette IRES permet le recrutement du 
ribosome 80S indépendamment des facteurs d’initiations et de l’ARN initiateur. Elle est composée de 3 
pseudonoeuds (PKI, PKII et PKIII) et de deux tige-boucle (SL-IV et SL-V) et deux régions décrites pour ne pas 
interagir avec la 40S (LA.A et LA.2). Le pseudonoeud I mime l’ARNt initiateur en se logeant au site P du 
ribosome. Figure adaptée de Fernandez et al., 2014 442. 
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Nous avons ensuite cherché à déterminer la vitesse de traduction du ribosome 

au cours de l’élongation. Pour cela, nous avons analysé le temps nécessaire aux 

ribosomes pour traduire la séquence d’ARNm située entre les deux sondes. Ainsi, la 

différence de temps entre le départ de G-DOWN et de R-UP rapporté à la distance 

séparant les deux sondes permet de calculer la vitesse de traduction. Ces résultats ont 

été normalisés par le contrôle sans IRES et nous avons fait correspondre une gaussienne 

(fit). Nous avons ainsi pu déterminer que 12,5 ± 2,1s sont nécessaires aux ribosomes 

pour traduire 9 codons, soit environ 1,4 ± 0,2s par cycle de translocation. 

Sachant que le RRL contient des ribosomes, nous avons cherché à identifier si la 

traduction observée était réalisée par les ribosomes 80S purifiés et préincubés avec 

l’ARNm ou par les ribosomes du RRL. La probabilité que la sonde R-UP se détache a été 

déterminée à partir de traductions réalisées avec et sans ribosomes préincubés. Les 

résultats montrent que l’efficacité traductionnelle est plus importante lorsque les 

ribosomes sont préincubés avec l’ARNm (50%) que sans (10%), ce qui confirme que la 

traduction est réalisée majoritairement par les ribosomes purifiés et non par ceux du 

RRL. 

 L’analyse des données de traduction a également permis de mettre en évidence 

qu’il n’était pas possible de faire correspondre la courbe représentant la probabilité de 

départs de chacune des sondes dans le temps avec une loi mathématique comprenant 

un seul paramètre temps. En effet, si l’ensemble des cycles d‘élongations étaient 

identiques, ce paramètre correspondrait au temps caractéristique d’un cycle 

d’élongation. Or, il est nécessaire d’intégrer un second paramètre temps pour obtenir 

cette courbe et ces deux paramètres correspondent à un temps court et un temps long. 

De plus, la distance séparant l’IRES du R-UP a été augmentée à 9 codons et le temps 

long est resté identique. Ces résultats suggèrent donc que cette première phase longue 

décrit le temps nécessaire au ribosome pour réaliser ses deux premiers cycles de 

translocation et se détacher de l’IRES et que le temps dit rapide correspond à la vitesse 

d’élongation du ribosome une fois détachée de l’IRES.  

 

 Nous avons donc pu mettre au point un système de traduction eucaryote in vitro 

en molécule unique sans modifier ni l’ARNm ni les facteurs de traduction où des 

ribosomes 80S purifiés sont capables d’initier une traduction sur une IRES CrPV et de 

traduire une séquence d’ARNm tout en détachant des sondes marquées. Grâce à ce 

système, la vitesse d’élongation des ribosomes purifiés a pu être déterminée et nous 

avons pu montrer que les deux premiers cycles d’élongation sont plus lents 

probablement du à l’encombrement de l’IRES dans le ribosome.  
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2. Article : Kinetics of IRES-mediated eukaryotic using single 
molecule fluorescence microscopy 



 

 

Figure 6 : Principe de l’expérience de traduction in vitro sur billes magnétiques en mesure 
d’ensemble 

Les ARNm PPS0 sont fixés grâce à l’oligonucléotide RNOB (bleu) sur des billes magnétiques couvertes de 
streptavidines (jaune). Les protéines PPS0 synthétisées sont marquées par l’incorporation d’acides aminés 
Methionine S35. Comme l’ARNm PPS0 est dépourvu de codon stop, les ribosomes atteignant la fin de l’ARNm ne 
sont pas dissociés et les peptides ne sont pas relargués. Figure adaptée de la thèse d’Hélène Chommy. 
 
 

Figure 7 : Traduction in vitro sur une surface en mesure d’ensemble 

Les protéines des surnageants de traduction et celles associées aux billes magnétiques sont analysées dans un 
gel d’électrophorèse SDS-PAGE. Les protéines sont ensuite détectées sur un film à autoradiographie. Trois 
conditions ont été testées : un contrôle négatif sans ARNm PPS0 ; une traduction en présence de ribosome 
purifiés et préincubés (40S+60S purifiés) sur l’IRES et une traduction où seuls les ribosomes du RRL peuvent 
traduire (sans 40S+60S purifiés). La protéine PPS0 est indiquée par une flèche rouge. 
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3. Traduction in vitro sur billes magnétiques en mesure d’ensemble  
 

Nous avons ensuite analysé la capacité des ribosomes purifiés et des ribosomes 

issus du RRL à traduire un ARNm ancré à une surface en initiant sur l’IRES CrPV. L’ARNm 

utilisé contient la phase codante de PPS0 qui code la polymérase 1 de Influenza Virus. 

La taille de la PPS0 est de 261 acides aminés dont 11 sont des méthionines. Cet ARNm 

ne contenant pas de stop, les ribosomes atteignant la fin de l’ARNm ne sont pas 

dissociés et les peptides ne sont pas relargués. Lors de l’expérience,  j’ai testé trois 

conditions : (1) un témoin négatif ne contenant pas d’ARNm. (2) une condition où les 

ribosomes purifiés sont préincubés sur les appariements ARNm PPS0/RNOB. Le premier 

cycle de traduction est donc réalisé par les ribosomes purifiés et préincubés. Toutefois, 

si les ribosomes présents dans le RRL sont capables d’initier une traduction sur l’IRES, ils 

pourront traduire les cycles suivants. (3) une troisième condition où les ribosomes sont 

apportés par le RRL lors de son ajout à la réaction de traduction. Les complexes ARNm 

PPS0/RNOB/ribosomes ou ARNm PPS0/RNOB sans ribosomes sont ensuite accrochés à 

des billes magnétiques recouvertes de streptavidines. Tous les facteurs nécessaires à 

l’élongation sont apportés lors de l’ajout du RRL. Afin de détecter les protéines PPS0 

synthétisées, nous avons ajouté de la méthionine S35 (Figure 6). L’ARNm PPS0 ne 

contient pas de codon stop. En fin de traduction, les billes magnétiques permettent 

d’isoler les complexes comprenant les ribosomes avec les peptides naissants marqués 

avec les acides aminés méthionine S35. Les protéines du surnageant (RRL) et celles 

associées aux billes sont analysées par SDS-PAGE. Le gel est ensuite séché et déposé 

dans une cassette sur un Hyperfilm avant d’être révélé. 

Dans les puits correspondants aux surnageants (Figure 7, puits 1 à 3), aucune 

bande n’est observée, ce qui est attendu, car les protéines sont associées aux 

ribosomes accrochés aux billes. En revanche, dans les puits correspondants aux billes 

(Figure 2, puits 4 à 6), une protéine autour de 37kDa est détectée et correspond à la 

protéine PPS0. L’intensité de la bande est légèrement plus importante dans le puits 

correspondant à la traduction par les ribosomes du RRL. Ces derniers sont donc bien 

capables d’initier sur une IRES et traduire un ARNm accroché à une surface dans le RRL. 

 

4. Acquisition de cinétiques de traduction complémentaires 
 

Nous avons souhaité dans un premier temps déterminer si les seuls ribosomes 

apportés par le RRL sont capables de traduire l’ARNm en molécule unique. Comme le 

premier ARNm conçu pour les expériences de traduction en molécule unique, cet 

ARNm n’est pas coiffé. 



 

 

Figure 8 : Les différentes conditions analysées 

La traduction des ribosomes apportés par le RRL a été étudiée sur deux séquences d’ARNm schématisés ici. A – 
L’ARNm est fixé à la surface de la lamelle par l’intermédiaire d’un oligonucléotide biotinylé, appelé RNOB (bleu). 
Le ribosome initie sa traduction sur l’IRES CrPV et la cinétique de traduction est observée par les départs des 
sondes UP et DOWN, situées respectivement à 5 et 21 codons de l’IRES. B – La distance séparant l’IRES du site 
d’hybridation du RNOB a été augmentée de 14 codons. Les sites d’hybridation des sondes UP et DOWN ont 
également été éloignés de l’IRES et l’un de l’autre. Ils sont situés respectivement à 15 et 42 codons de l’IRES. 
 
 

 

Figure 9 : Cinétique de traduction dans les 2 conditions testées 

Ce tableau regroupe les résultats de l’analyse des cinétiques de traduction des ribosomes du RRL pour les deux 
fluorophores (UP et DOWN) et dans les deux conditions testées. La distance séparant les sondes fluorescentes 
de l’IRES est indiqué entre parenthèse en nucléotides. Plusieurs paramètres ont été évalués : la proportion 
d’ARNm traduits, la vitesse d’élongation et le temps long. Les résultats de la condition 2 sont des données 
préliminaires dont la variabilité n’a pas encore pu être calculé. Le nombre de point utilisé pour l’analyse est 
précisé. 
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Il possède, de l’extrémité 5‘ vers l’extrémité 3’, une séquence d’appariement pour 

l’oligonucléotide d’accroche RNOB, une IRES CrPV et un site d’accroche pour 

l’oligonucléotide fluorescent UP et un pour l’oligonucléotide fluorescent DOWN (Figure 

3). De plus, l’ARNm est dépourvu de codon stop dans la phase de lecture définie par le 

codon d’initiation de l’IRES. Les essais préliminaires réalisés sur l’ARNm présenté dans 

l’article semblaient montrer que la traduction était plus rapide lorsqu’elle était réalisée 

par les ribosomes apportés par le RRL. Par conséquent, j’ai modifié la séquence 

d’ARNm précédemment construite de telle sorte que le site d’hybridation de la sonde 

DOWN soit situé à une distance de 21 codons de l’IRES  (Figure 8-A), contre 14 codons 

dans nos essais précédents. 

Cet ARNm est hybridé avec les oligonucléotides RNOB et les sondes UP et 

DOWN. Le complexe est incubé 10’ à 37°C pour décrochés les sondes mal hybridées 

puis il est injecté dans la cellule microfluidique pour être fixé à la lamelle. La chambre 

est ensuite rincée pour enlever les molécules non accrochées à la surface et les 

fluorophores en excès. La traduction est déclenchée par l’injection de RRL juste après 

avoir lancé l’acquisition des images. La réaction est réalisée à 30°C et une image est 

prise toute les 5s durant 250s puis les cinétiques de traduction sont analysées. Les 

résultats obtenus dans cet essai (Figure 9 – Condition 1) montrent qu’environ 10% des 

ARNm sont traduits par les ribosomes apportés par le RRL. De plus, leur vitesse de 

traduction est très rapide, entre 0,3 et 0,5s par codon et le temps long est de 19s. La 

proportion d’ARNm traduit par ces ribosomes reste faible malgré l’absence des 

ribosomes purifiés et préincubés. En revanche, les ribosomes du RRL traduisent bien 

plus rapidement l’ARNm que ceux purifiés.  

Nous avons alors cherché à savoir si la proximité de l’IRES de la surface de la 

lamelle pouvait provoquer une gêne stérique et être responsable de la faible proportion 

d’ARNm traduits. J’ai donc allongé la distance entre l’IRES et le site d’accroche de 

l’ARNm à la lamelle en ajoutant 14 codons (Figure 8-B). La traduction étant 

particulièrement rapide, nous avons également décidé d’éloigner les sites 

d’hybridations des sondes fluorophores de l’IRES. Cette séquence est traduite en 

molécule unique dans les mêmes conditions que le test précédent. Les premiers 

résultats montrent que la proportion d’ARNm traduit est au moins 4 fois plus importante 

que dans la condition précédente (Figure 9 – Condition 2). La vitesse de la traduction et 

le temps long sont quant à eux approximativement identiques. Il existerait donc une 

corrélation entre la distance séparant l’IRES de la lamelle et la proportion d’ARNm 

traduits.  
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même si vous cherchez vous serez parmi les étoiles 

(Winston Churchill) 
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Résultats : Caractérisation de nouveaux inducteurs de 
translecture développés par design rationnel 

 

1. Résumé de l’article : Cancer cell apoptosis induced by 
translational suppression of p53 nonsense mutation 

 

La majorité des cancers est liée à l’apparition de mutations inactivant les gènes 

suppresseurs de tumeurs. Entre 10 et 30% des mutations impliquées dans ces gènes 

sont des mutations non-sens qui conduisent à l’arrêt prématuré de la traduction et à la 

synthèse d’une protéine tronquée non fonctionnelle. La réexpression de la copie 

sauvage d’un gène suppresseur de tumeur dans une cellule déficiente pour celui-ci 

permet de limiter la prolifération cellulaire en induisant l’arrêt du cycle ou l’apoptose. 

Une des stratégies thérapeutiques possibles consiste à utiliser des molécules qui 

favorisent l’événement d’incorporation d’un acide aminé au niveau de ce codon stop 

prématuré (translecture) pour permettre la synthèse d’une protéine complète. Cette 

stratégie comporte toutefois deux limitations majeures. La première concerne la faible 

efficacité des molécules identifiées à ce jour pour induire la translecture des codons 

stop prématurés 22. En effet, l’efficacité de translecture est fortement influencée par 

l’identité du codon stop et son contexte, les molécules  telles que le PTC124 et les 

RTCs sont spécifiques de certaines mutations. La seconde limitation est liée à la toxicité 

des molécules, comme la gentamicine qui appartient à la famille des aminoglycosides. 

L’utilisation de cette molécule dans un traitement clinique à long terme provoquerait 

une perte auditive irréversible associée à une potentielle perte de la vision. Toutefois, 

cette toxicité n’étant pas liée à sa capacité à induire la translecture des PTC, il est 

envisageable de modifier sa structure chimique afin de diminuer sa toxicité tout en 

améliorant son efficacité.  

 

L’objectif de ce projet est d’étudier la possibilité d’utiliser des inducteurs de 

translecture dérivés d’aminoglycosides afin de traiter les cancers dans lesquels un gène 

suppresseur de tumeur est inactivé par une mutation non-sens. Pour cela, nous avons 

testé plusieurs molécules de synthèse et caractérisé l’une d’entre elles pour sa capacité 

à induire la réactivation du gène P53, le gène suppresseur de tumeur le plus 

fréquemment muté dans les cancers humains.  
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Sur la base de la structure chimique de la paromomycine et du G418, cinq 

dérivés ont été synthétisés, le NB74, NB84, NB122, NB124 et NB128. Le but était 

d’améliorer leur activité de suppression traductionnelle et de baisser leur toxicité. Dans 

un premier temps, nous avons quantifié précisément leur efficacité de translecture sur la 

mutation R213X, qui est la mutation non-sens la plus fréquemment retrouvée dans le 

gène suppresseur de tumeur P53. Cette mutation et son contexte ont été intégrés dans 

un système double rapporteur puis transfectés dans la lignée cellulaire NIH3T3. Le 

traitement des cellules par les 5 dérivés a montré que l’ensemble des molécules de 

synthèse a une meilleure efficacité de translecture que la gentamicine. De plus, le 

composé NB124 présente le plus fort taux de translecture des cinq nouvelles molécules. 

Toutefois cette efficacité dépendant de la nature du codon stop et de son 

contexte, nous avons chercher à déterminer si le NB124 était capable d’induire de la 

translecture sur les 5 autres mutations les plus fréquemment retrouvées dans les gènes 

suppresseurs de tumeurs P53 et APC.  Les taux de translecture obtenus montrent que le 

NB124 est systématiquement meilleur que la gentamicine, quelle que soit la mutation 

testée. A la concentration la plus élevée, le NB124 induit une augmentation du taux de 

translecture d’un facteur compris entre 7 et 34 par rapport au taux de base, selon la 

mutation analysée. Cette molécule est donc capable de supprimer les 3 codons stop et 

s’avère active dans plusieurs contextes nucléotidiques différents.  

La capacité du NB124 à stabiliser l’ARNm P53 mutant et à restaurer l’expression 

d’une protéine p53 a été analysée sur la lignée tumorale humaine HDQ-P1 qui possède 

de façon endogène la mutation la plus fréquente, R213X. Des expériences de PCR 

quantitatives ont permis de démontrer que l’ARNm mutant est soumis à la voie de 

dégradation NMD et que le traitement par le NB124 permet de stabiliser les transcrits 

P53 de façon dose-dépendante. Le traitement des cellules HDQ-P1 avec le NB124 a 

également permis de détecter par western-blot la réexpression de la forme complète 

de la protéine p53.  

Pour déterminer si cette protéine est fonctionnelle, nous avons mesuré sa 

capacité de transactivation sur un système rapporteur dont l’expression est dépendante 

de la fixation de la protéine p53 sur ses séquences promotrices. Le traitement par le 

NB124 a permis d’activer l’expression du gène rapporteur d’un facteur 80 à la dose la 

plus élevée. De plus, comparativement au G418, le NB124 est clairement plus efficace 

et permet de réexprimer davantage de protéine p53 active. L’analyse par PCR 

quantitative des taux d’ARNm de gènes cibles cellulaires de la protéine p53 a montré 

que le traitement par le NB124 permettait de réguler correctement l’expression de 

deux gènes cibles majeurs : le gène p21, impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire est 

régulé positivement d’un facteur 150, le gène Bax, impliqué dans l’apoptose d’un 

facteur 3. 
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Pour être utilisée en thérapie antitumorale, la molécule NB124 doit pouvoir 

activer l’apoptose de cellules cancéreuses. L’activation de la voie apoptotique a été 

vérifiée par western blot sur la lignée tumorale humaine H1299 dans laquelle l’ADNc 

P53 muté à la position 213 a été stablement intégré (H1299-p53R213X). Nous avons 

analysé la capacité de la caspase 3 à cliver la protéine PARP en présence de NB124. Les 

résultats montrent que la forme clivée de PARP devient clairement détectable après 30 

heures de traitement avec le NB124 et que la totalité est clivée à 50 heures. L’activation 

de l’apoptose a été confirmée en cytométrie de flux qui a permis de démontrer que 

l’ajout du NB124 dans les cellules H1299-p53R213X induisait l’apoptose dans 38% des 

cellules.  

 

La molécule NB124 permet donc de réexprimer par translecture une protéine p53 

entière et fonctionnelle, capable de transactiver l’expression de deux de ses gènes 

cibles impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et dans l’apoptose. De plus, ces résultats 

démontrent clairement la capacité du NB124 à contrer le processus de tumorigenèse en 

activant l’apoptose des cellules tumorales. L’optimisation de molécules chimiques 

permettant d’induire de la translecture est donc une stratégie prometteuse dans le 

traitement des cancers. 

 

2. Article : Cancer cell apoptosis induced by translational 
suppression of p53 nonsense mutation 

 

 



 

104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Résultats 

 
Identification de nouveaux 

inducteurs de translecture par 

criblage à grande échelle 

 

 

 
Le génie est fait d’1% d’inspiration  

et de 99% de transpiration 
 (Thomas Edison) 



 

 

Figure 1 : Système rapporteur pAC99-R213X 

La mutation non-sens R213X entourée de son contexte nucléotidique naturel est insérée en phase entre les 
séquences codantes (ORFs) des gènes LacZ et luc (pAC R213X). Le ratio des activités enzymatiques luciférase sur 
ß-galactosidase permet de calculer le taux de translecture de la mutation analysée. Ce ratio est normalisé par 
rapport à celui d’un vecteur témoin qui n’a pas de codon stop entre les ORFs LacZ et luc. Ce rapport représente 
le 100 % d’activité luciférase. 
 

 

Figure 2 : Sélection des molécules de la chimiothèque Greenpharma sur leur capacité à induire 
la translecture. 

Le système double rapporteur pAC99-R213X a été utilisé pour transfecter les cellules NIH3T3. Les cellules ont 
été traitées ou non par chacune des 240 molécules naturelles à 200 µM pendant 24h (n=1) et l’activité luciférase 
a été mesurée. La ligne noire (T-) correspond à la valeur de l’activité luciférase obtenue en absence de 
molécules. La ligne rouge 387 indique le seuil d’activité choisi pour sélectionner les molécules comme inducteur 
potentiel de translecture. Les trois molécules ayant une activité luciférase supérieure au seuil fixé sont : D9 (3-
(2,3-dihydro-benzo[1,4]dioxin-6-yl)-7-hydroxy-chromen-2-one), C11 (8-(3,4-dimethoxy-phenyl)-2,3,10,11-
tetramethoxy-5,6,13a-tridehydro-berbinium) et G6 (curcumine). La structure chimique de ces composés est 
représentée sur le graphique.  
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Résultats : Identification de nouvelles molécules 
inductrices de translecture par criblage haut débit 
 

 

Malgré les résultats très encourageants obtenus avec le NB124, cette molécule est 

toujours apparentée à la famille des aminoglycosides. Ces composés agissent sur le 

ribosome en se fixant au site de décodage, provoquant une augmentation des erreurs 

traductionnelles 238. De plus, leur spectre d'action est limité à certaines mutations. C’est 

pourquoi il est important d’identifier de nouvelles familles de molécules qui permettront 

la suppression traductionnelle des mutations non-sens par d’autres mécanismes. Pour 

cette raison nous avons réalisé deux cribles à moyenne échelle puis un crible à grande 

échelle sans a priori sur le mode d'action des molécules recherchées. 

 

1. Criblage de la chimiothèque Greenpharma 
 

Dans un premier temps, nous avons criblé la chimiothèque GreenPharma 

(Prestwick Chemical) constituée de 240 composés naturels de structures très diverses et 

sélectionné pour avoir un fort potentiel d’activité biologique. Les molécules sont 

fournies à une concentration de 5 mM dans du DMSO et ont été criblées à une 

concentration finale de 200 µM et 100 µM.  

Afin de quantifier précisément l’efficacité de translecture de ces molécules, nous 

avons utilisé la mutation R213X, retrouvée dans le gène P53 et déjà décrite comme 

favorable à la translecture (T TGA C) 240,327. Cette mutation, entourée de son contexte (4 

codons en amont et 3 codons en aval du codon stop) a été clonée dans un système 

double rapporteur développé au laboratoire (vecteur pAC99), entre les séquences 

codantes de la bêta-galactosidase et de la luciférase firefly (Figure 1). Cette construction 

est utilisée pour transfecter de façon transitoire des fibroblastes de souris, NIH3T3 et les 

cellules sont traitées avec les 240 molécules de la Greenpharma (n=1). Après 24h de 

traitement, les extraits protéiques sont réalisés et les activités luciférase et ß-

galactosidase sont quantifiées par luminométrie dans un lecteur microplaques.  

 

Les résultats des dosages montrent que pour la plupart des molécules, l’activité 

luciférase mesurée est inférieure à celle retrouvée dans les cellules non traitées. Les 

valeurs d’activité ß-galactosidase sont majoritairement inférieures au seuil de détection 

probablement due à une cytotoxicité trop importante et ne sont donc pas prises en 

compte dans les résultats présentés (Figure 2).  



 

 

Figure 3 : Effet des molécules D9, C11 et G6 sur la translecture 

Nous avons quantifié précisément la capacité des molécules à induire la translecture grâce au plasmide double 
rapporteur pAC99-R213X. Les cellules ont été traitées durant 24h avec le contrôle gentamicine et les trois 
molécules issues du crible de la chimiothèque Greenpharma, D9, C11 et G6 (n=3). Ces trois composés sont 
testés à une gamme de concentration allant de 25 µM à 200 µM. Les mesures d’activités en présence et en 
absence de molécules permettent de déterminer le facteur d’augmentation. L’activité ß-galactosidase qui est un 
indice de la viabilité cellulaire observée dans chacune des conditions testées est représentée en orange. 

Figure 4 : Sélection des molécules de la chimiothèque nationale essentielle sur leur capacité à 
induire la translecture  

Après transfection des cellules par le système double rapporteur pAC99-R213X, chacune des 640 molécules est 
additionnées à 50 µg/mL pendant 24h et l’activité luciférase est mesurée (n=1). La ligne noire (T-) correspond à 
la valeur de l’activité luciférase lorsqu’elle est traduite en absence de molécules. Les molécules induisant un 
niveau d’activité luciférase et un rapport d’activité luciférase/ß-galactosidase de 1,5 fois supérieur à celle des 
contrôles négatifs sont représentées en rouge. Ces molécules ont été sélectionnées à l’issu de ce crible et ont 
été nommés de C1 à C12. Les concentrations sont exprimées ici en µg/mL et non en µM. 
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Nous avons identifié et sélectionné trois molécules qui induisent une activité luciférase 

1,5 fois supérieure à celles des cellules contrôle. Ces molécules, de structure chimique 

différente sont la (3-(2,3-dihydro-benzo[1,4]dioxin-6-yl)-7-hydroxy-chromen-2-one), la (8-

(3,4-dimethoxy-phenyl)-2,3,10,11-tetramethoxy-5,6,13a-tridehydro-berbinium) et la 

curcumine. Les activités ß-galactosidase mesurées en présence des molécules sont 

particulièrement faibles et dénotent une toxicité importante de la majorité d’entres 

elles. Nous avons donc criblé une seconde fois la banque Greenpharma, à 100 µM 

contre 200 µM précédemment, sans pour autant identifier de nouvelles molécules 

induisant une activité luciférase supérieure au seuil fixé. Pour confirmer et préciser l’effet 

des trois molécules d’intérêt sur la translecture, de nouveaux dosages ont été réalisés 

avec une gamme de concentration allant de 25 µM à 200 µM (n=3) (Figure 3). Quelque 

soit la molécule testée, le facteur d’augmentation entre l’activité luciférase des cellules 

traitées et celle des cellules contrôles, croit de façon dose-dépendante. Cette réponse 

est associée à une forte diminution de l’activité ß-galactosidase et donc à une toxicité 

croissante. Aux doses les plus élevées, 100 µM et 200 µM, les molécules C11 et G6 

induisent un taux de translecture équivalent ou supérieur à l’aminoglycoside de 

référence, la gentamicine. Néanmoins, leur toxicité est 20 fois plus élevée. La molécule 

D9 est moins toxique que C11 et G6, mais sa capacité à induire l’activité luciférase est 2 

à 4 fois plus faible. Aucune des molécules identifiées ne répond donc aux deux critères 

de sélection choisis : induction de translecture et faible toxicité.  

 

 

2. Criblage de la Chimiothèque Nationale Essentielle (CNE) 
 

Nous nous sommes donc tournés vers une banque plus importante, la 

Chimiothèque Nationale Essentielle 443 qui représente un sous-groupe de 640 

molécules sélectionnées selon des critères de diversité maximale afin de constituer un 

échantillon représentatif de la chimiothèque nationale. Cette banque regroupe des 

collections de produits de synthèse, de composés naturels et d’extraits naturels 

existants dans les laboratoires publics français. Les molécules nous ont été transmises à 

1 mg/mL et ont été criblées à 50 µg/mL sur le même système rapporteur que lors du 

crible de la chimiothèque Greenpharma. 

Le criblage de la CNE a mis en évidence une centaine de molécules capables 

d’induire une augmentation de l’activité luciférase d’au moins un facteur 1,5 (n=1) 

(Figure 4). Toutefois, la valeur de la bêta-galactosidase n’a pas pu être mesurée sur 

l’ensemble des molécules, car certaines sont trop toxiques, c’est pourquoi nous avons 

choisi deux critères pour sélectionner les molécules d’intérêt :  

 



 

 

 

 
Figure 5 : Effet des molécules sélectionnées de la CNE sur la translecture 

 Nous avons quantifié précisément la capacité des molécules à induire la translecture grâce au plasmide double 
rapporteur pAC99-R213X ; Les cellules NIH3T3 ont été traitées durant 24h avec le contrôle gentamicine et les 
12 molécules issues du crible de la CNE, C1 à C12 (n=3). Ces 12 composés ont été testés à une gamme de 
concentration variable et sans dépasser 5% de DMSO. Les mesures d’activités en présence et en absence de 
molécules permettent de déterminer le facteur d’augmentation. La structure chimique de la molécule C1 est 
représentée sur le graphique. Les concentrations sont exprimées ici en µg/mL et non en µM. 
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l’activité luciférase avant normalisation doit être 1,5 fois supérieure à celle des cellules 

non traitées car des valeurs inférieures correspondraient soit à une capacité d’induction 

de translecture trop faible soit à une toxicité trop importante, et une activité luciférase 

après normalisation (rapport d’activité luciférase/ß-galactosidase) 1,5 fois supérieur à 

celui des contrôles négatifs. Ces critères nous ont permis de sélectionner 12 potentiels 

inducteurs de translecture (C1-C12) que nous avons commandés. 

Pour confirmer et préciser l’effet potentiel sur la translecture de ces molécules, 

un nouveau dosage a été réalisé sur une gamme de concentration de 50 µg/mL à 200 

µg/mL (Figure 5). En revanche, le DMSO étant toxique pour les cellules au-delà d’une 

certaine concentration, nous n’avons pas pu tester les doses les plus élevées pour 

toutes les molécules, et notamment celles qui ont du être reprises à faible concentration 

en raison de leur mauvaise solubilité. Les résultats ont montré que les facteurs 

d’augmentation entre l’activité luciférase des cellules traitées et celle des cellules 

contrôles, aux différentes doses testées ne sont pas statistiquement différents avec les 

molécules C2 à C12. De plus, aucun effet dose-réponse n’est observé avec ces 

composés. A contrario, le facteur d’augmentation obtenu en traitant les cellules avec la 

molécule C1 croit de façon dose-dépendante. Cette molécule est également la seule à 

augmenter l’activité luciférase mesurée de façon plus importante que l’aminoglycoside 

de référence, le G418, dont la concentration est trois fois plus élevée que C1. Nous 

avons donc poursuivi nos essais uniquement avec C1 (N2-cycloheptyl-2,3-

pyridinediamine). 

Les systèmes rapporteurs basés sur le gène de la luciférase étant sujets à 

l’identification de faux positifs qui interagissent directement avec le substrat (luciférine) 

ou qui stabilisent la luciférase, nous avons traité les cellules NIH3T3 non transfectées 

pendant 24h en présence de C1 ou d’un aminoglycoside contrôle, le G418. Le dosage 

des activités luciférases et ß-galactosidase a mis en évidence que la molécule C1 était 

capable d’induire une augmentation de signal de luminescence malgré l’absence du 

gène codant la luciférase. Cela signifierait que C1 pourrait stimuler un facteur cellulaire 

capable de réaliser la réaction d’oxydation de la luciférine, provoquant la libération de 

photons mimant ainsi l’activité luciférase. Par conséquent, aucune des molécules 

criblées de la CNE, dans nos conditions expérimentales, ne permet d’augmenter le taux 

de translecture.  

 

 

 

 



 

 

 

Figure 6 : Test biologique développé pour le crible à grande échelle 

Ce système rapporteur est basé sur l’utilisation d’un gène rapporteur de luciférase de Metridia interrompu par 
une mutation non-sens et intégré stablement dans la lignée cellulaire NIH3T3. Le traitement par une molécule 
inactive sur la translecture conduira à la synthèse d’une protéine tronquée qui sera dégradée dans la cellule et 
non détectée lors du dosage de l’activité luciférase. Alors qu’en présence d’une molécule inductrice de 
translecture, le ribosome continuera sa traduction malgré la présence d’un codon stop prématuré et synthétisera 
une luciférase complète. Cette dernière comporte une séquence signale d’export extra-cellulaire, ce qui permet 
de doser son activité directement dans le milieu de culture. 
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3. Criblage à haut débit de la Prestwick et d’une fraction de la 
Chembridge 

 

Ces résultats et ceux obtenus précédemment par d’autres laboratoires ayant 

réalisé des cribles de chimiothèques illustrent bien la difficulté d’identifier des 

inducteurs de translecture. Les cribles à grande échelle (HTS) réalisés par les 

laboratoires pharmaceutiques se focalisent de plus en plus sur des banques de taille 

réduite, mais définies selon des critères bien spécifiques 368,374. Le développement d’un 

test biologique pertinent contribue également largement à la réussite du crible à haut 

débit en augmentant la probabilité d’identifier un vrai « Hit » (« touche » en français) et 

en limitant la quantité de faux-positifs et faux-négatifs. Nous avons donc développé 

notre propre système biologique et criblé plus de 17 000 composés sur leur capacité 

potentielle à induire de la translecture d’un codon stop prématuré, en collaboration 

avec l’équipe de J-C. Cintrat, du CEA de Saclay. 

 

 

A. Construction du test biologique 
 

Afin de mettre en évidence de nouvelles molécules inductrices de translecture, 

nous avons cherché à développer un test biologique compatible avec la réalisation d’un 

crible à grande échelle de chimiothèques. Pour cela, ce système doit répondre à 

plusieurs critères : il doit être facile à mettre en œuvre, il doit permettre la détection 

spécifique des molécules induisant de la translecture et doit permettre de répondre à 

l’ensemble des normes de contrôle qualité sur lesquelles je reviendrai plus tard. 

Nous avons donc développé un système reposant sur le vecteur pMetLuc (pML) 
444 qui contient un gène codant une luciférase de Metridia (metluc), produisant une 

bioluminescence bleue (λmax = 480nm), sous contrôle d’un promoteur fort et 

constitutif, pCMV. Cette luciférase a la particularité d’être sécrétée dans le milieu de 

culture, ce qui permet de réaliser les dosages enzymatiques en s’affranchissant des 

étapes de récoltes des cellules et d’extraction protéiques 445. Son activité est mesurée 

par l’ajout de son substrat, la coelenterazine, qui après oxydation, génère une émission 

de photons. Ce vecteur contient aussi le gène de résistance à la néomycine qui permet 

de sélectionner les cellules l’ayant intégré de façon stable. 

Le principe du crible consiste à interrompre le gène metluc par une séquence 

contenant un codon stop afin de conditionner son expression à un événement de 

translecture (Figure 6). Nous avons cloné la mutation R213X dans la région N-terminale 

du gène metluc. Après avoir vérifié que la transfection transitoire du système rapporteur  



 

 

Figure 7 : Sélection d’un des clones ayant intégré le vecteur pML213 

L’activité luciférase de 7 clones de cellules NIH3T3 ayant stablement intégré le vecteur pML213 a été mesurée 
en absence et en présence de gentamicine 1,6 mM durant 24h (n=4). Le signal de luminescence est quantifié 
après ajout de coelenterazine (Clontech). Le facteur d’augmentation entre la condition traitée et contrôle est 
indiqué au dessus de chaque histogramme. Le clone stable sélectionné est le C14 car il a non seulement un 
facteur d’augmentation très élevé, mais son signal est en moyenne 2 à 3 fois plus élevé que les autres clones 
testés.  

Figure 8 : Indices statistiques de contrôle qualité des mesures du crible à grande échelle 

Schéma représentant le résultat de la mesure des contrôles positifs et négatifs d’une plaque. La déviation 
standard (SD) permet d’évaluer la dispersion des mesures autour de la moyenne. Le facteur Z est un indice 
statistique qui tient compte à la fois de la dispersion des points (F et G) et de l’écart entre les contrôles positifs 
et négatifs (E). Le SSMD est un indice alternatif de qualité d’un crible HTS, qui est capable de prendre en 
compte davantage de biais que le facteur Z. Les formules de calcul du facteur Z et du SSMD sont indiquées où 
« s » correspond à la déviation standard, «�X » la moyenne, « P » les contrôles positifs et « N » les contrôles 
négatifs. 
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dans les cellules NIH3T3 répondait bien au traitement par un inducteur de translecture 

connu, la gentamicine, nous l’avons intégré de façon stable dans les cellules NIH3T3. 

Des essais de translecture ont été effectués dans une vingtaine de clones et nous avons 

sélectionné le clone C14 dont l’induction d’activité luciférase est parmi les plus 

importantes en présence de gentamicine et dont le signal de luminescence est le plus 

élevé (Figure 7). Nous avons ensuite vérifié la spécificité de notre système en traitant les 

cellules C14 (3T3pML213) avec soit un inducteur de translecture connu, la gentamicine 

(1,6 mM), soit avec l’apramycine (1,85 mM) qui appartient également à la famille des 

aminoglycosides et qui n’induit pas de translecture malgré sa liaison au site A du 

ribosome 446. Les dosages ont montré que seul le traitement des cellules 3T3pML213 

avec la gentamicine induisait une augmentation de l’activité luciférase par rapport aux 

cellules non traitées. Ces résultats démontrent que l’activité luciférase de Metridia est 

induite par les molécules stimulant la translecture. 

 

B. Contrôle qualité lors d’un crible à grande échelle 
 

Lors d’un crible à grande échelle, de nombreuses variables environnementales, 

instrumentales et biologiques interviennent et peuvent affecter sa qualité. En effet, la 

plupart des essais conçus pour les HTS possèdent un degré de variabilité et d’erreur 

relativement élevé. Plusieurs indices statistiques ont été développés pour s’assurer que 

les données recueillies répondent aux exigences de qualité requises. Ces indices, 

attribuent un score à chaque plaque et valident ou invalident ses résultats de mesure. 

Pour cela, des contrôles positifs et négatifs sont introduits dans toutes les plaques et 

sont analysés après normalisation et correction des erreurs systématiques en utilisant les 

deux principaux outils de mesure statistique de taille d’effets, le facteur Z et le SSMD 

(Figure 8) 447 : 

Le facteur Z (ou Z’) est l’indice statistique le plus utilisé dans les HTS et permet 

d’analyser la variabilité entre deux populations, qui sont ici les contrôles positifs et 

négatifs. Il prend en compte à la fois la dispersion des mesures (déviation standard), 

plus communément appelés « points » et l’écart entre les contrôles positifs (Cpos) et 

négatifs (Cneg). Ainsi, une faible dispersion et un fort écart entre les contrôles 

impacteront positivement le score du facteur Z. La qualité d’un crible HTS est alors 

catégorisée selon la valeur du  facteur Z obtenue :  

- pour 1 > Z > 0,9 : le criblage est d’excellente qualité 

- pour 0,9 > Z > 0,7 : le criblage est bon 

- pour 0,7 > Z > 0,5 : l’amélioration du processus de mesure rendra la 

sélection des « hits » plus exacte.  

- Z = 0,5 : le minimum acceptable pour un crible à grande échelle 



 

 

Figure 9 : Mise au point du dosage pour un crible à grande échelle 

Arbre décisionnel représentant les différentes optimisations apportées au test biologique pour la mise en œuvre 
du crible à grande échelle. A l’issu de cette phase de mise au point, trois essais en conditions réelles de criblage 
ont permis d’évaluer le niveau de contrôle qualité des plaques criblées et de valider le protocole pour sa 
réalisation à grande échelle. 
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 Le SSMD, où Différence des Moyennes Strictement Standardisées, a été plus 

récemment intégré aux HTS et analyse l’ampleur de la différence entre deux 

populations. Ce test prend en compte les mêmes paramètres que le facteur Z, mais il 

pondère la variabilité des deux populations contrôles différemment.  

Cela permet de relier directement le score du SSMD à la probabilité que les deux 

populations contrôles soient statistiquement différentes (Figure 8) 447,448.  

La grille des scores du SSMD varie selon le type de crible et l’importance de 

l’effet du contrôle positif. Nous avons choisi ici d’utiliser la gentamicine qui est 

l’inducteur de translecture le mieux caractérisé à l’heure actuelle et qui ne présente pas 

de toxicité cellulaire. La grille des scores s’appliquant à notre crible est donc :  

- pour SSMD ≥ 4,7 : le criblage est d’excellente qualité 

- pour 4,7 > SSMD ≥ 3 : le criblage est bon 

- pour 3 > SSMD ≥ 2 le criblage est de qualité inférieure 

- pour SSMD < 2 : le criblage est de pauvre qualité 

 

La présence de valeurs extrêmes au sein des populations contrôles influencent 

leur moyenne alors que ces valeurs ne sont pas représentatives de la population globale 

et sont le plus souvent liées à des biais techniques ou biologiques ponctuels. Le 

remplacement de la moyenne par la médiane augmente la robustesse du test 

statistique et permet de minimiser l’effet des valeurs extrêmes. Néanmoins il requiert un 

minimum de 8 points pour chacun des contrôles. Cette condition étant remplie dans ce 

crible, le facteur Z et le SSMD ont donc été calculés à partir de la médiane des 

populations contrôles. 

 

C. Mise au point du dosage pour un crible à grande échelle 
 

Le développement d’un protocole de dosage de l’activité luciférase de Metridia 

pour un crible à grande échelle et la validation du contrôle qualité ont nécessité un 

important de travail de mise au point que j’ai réalisé avec Goulven Merer de la 

plateforme de criblage haut débit de l’équipe de J-C Cintrat (Figure 9). En effet, deux 

contraintes principales ont été identifiées : le facteur d’augmentation du signal de 

luminescence entre les puits non traités et ceux traités par la gentamicine doit être 

suffisamment élevé pour passer les contrôles qualité et le substrat une fois repris dans 

son tampon doit être stable sur une longue période pour permettre le dosage de 

plusieurs plaques sans introduire de biais de mesure.  

 Dans un premier temps, j’ai recherché un tampon permettant de doser l’activité 

luciférase de Metridia. Un tel tampon a été décrit par Lupold et ses collaborateurs et j’ai 

confirmé son efficacité sur les cellules 3T3pML213 449.  



 

 

 

Figure 10 : Analyse du signal de luminescence en présence des différents substrats 
(coelenterazine)  

Les cellules 3T3pML213 sont traitées ou non pendant 24h par la gentamicine 1,6 mM. Le dosage de l’activité 
luciférase est réalisé après ajout de coelenterazine native ou d’un des analogues à 24 µM final (Biotium).  
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Nous nous sommes alors concentrés sur l’optimisation de l’intensité du signal de 

luminescence en faisant varier plusieurs paramètres. J’ai commencé par rechercher un 

substrat dont les propriétés de luminescence répondaient à trois critères un signal de 

luminescence élevé en présence de l’enzyme, un faible bruit de fond et une stabilité du 

signal de luminescence la plus importante possible. J’ai testé la coelenterazine native et 

8 analogues (Biotium) repris à 5 mM en éthanol pur et dilués à 24 µM finale dans le 

tampon Metridia, puis j’ai dosé l’activité luciférase en présence ou non de gentamicine 

à 1,6 mM (Figure 10). J’ai ainsi pu montrer que la coelenterazine native était très 

nettement supérieure par rapport à ses analogues structuraux. Plusieurs substrats 

provenant d’autres fournisseurs ont également été testés et l’un d’eux émet 4 fois plus 

de signal (Nanolight), tout en maintenant le même facteur d’augmentation entre les 

cellules contrôle et celles traitées à la gentamicine 1,6 mM. De plus, la bioluminescence 

étant optimale entre 10 et 12°C, la température de la pièce a été abaissée au maximum 

possible soit 16°C 450. La concentration en gentamicine a également été augmentée à 

2,5 mM pour accroître la luminescence des contrôles positifs. Les mesures de viabilité 

réalisées sur la lignée NIH3T3 en présence de gentamicine 2,5 mM n’ont pas mis en 

évidence d’effets toxiques importants (Figure 22). Enfin, le nombre de cellules 

ensemencées a été optimisé.  L’ensemble de ces mises au point nous a permis 

d’augmenter le signal d’un facteur 16 par rapport aux premiers essais. 

 Dans un second temps, nous nous sommes concentrés sur la stabilisation du 

substrat en limitant son oxydation par l’oxygène de l’air. La coelenterazine est fournie 

dans des tubes sous argon, mais une fois repris dans de l’éthanol pur, la coelenterazine 

s’altère en s’oxydant. Le substrat a donc été remis en solution avec de l’éthanol dégazé 

à l’azote puis stocké à -20°C où il est plus stable 451. Lors de l’étape de dosage, la 

coelenterazine est diluée dans du tampon Metridia dégazé à l’azote puis est 

immédiatement répartis en plaque 96 et recouvert d’huile minérale pour minimiser son 

contact avec l’oxygène. De plus, ce substrat est particulièrement sensible à la lumière, 

nous avons donc diminué le plus possible la luminosité de la pièce de dosage et 

protégé la coelenterazine tout au long du processus de mesure. La stabilité de ce 

substrat a ainsi été multipliée par 12, ce qui permet de doser consécutivement 20 

plaques sans refaire de mix tampon-substrat. 

 

 Les mises au point précédemment décrites ont largement contribué à la 

validation du contrôle qualité des plaques. Toutefois, il fut tout de même nécessaire 

d’optimiser chacune des étapes du protocole de criblage décrit ci-dessous afin de 

limiter les biais instrumentaux et biologiques.  

 



 

 

Figure 11 : Protocole du criblage haut débit  

Schéma représentent le protocole simplifié du criblage des chimiothèques Prestwick et Chembridge dans 
l’objectif d’identifier des molécules inductrices de translecture. Les cellules 3T3pML213 sont tout d’abord 
ensemencées en plaque 96 puits. 24 heures plus tard, les contrôles et les molécules des chimiothèques sont 
ajoutés dans les puits de culture. Après 24 heures de traitement, les plaques sont congelées à -20°C et l’activité 
luciférase est dosée ultérieurement en ajoutant la coelenterazine dans chacun des puits et en réalisant les 
mesures à l’aide d’un luminomètre à plaques. 
 
 
 
 

 
Figure 12 : Correction de la pente de la mesure de l’activité luciférase 

Exemple de plaque de molécules nécessitant une correction de la pente de l’activité luciférase mesurée en 
raison de l’augmentation progressive du signal entre le premier et dernier puits. Les valeurs d’activités 
luciférases sont rangées dans l’ordre dans lequel ils ont été dosés. La pente est calculée à partir des puits 
contrôles négatifs situés aux deux extrémités de la plaque et est ensuite appliquée à ces mêmes contrôles ainsi 
qu’à l’ensemble des puits traités par des molécules issues de la chimiothèque. 
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D. Protocole de criblage 
 

L’utilisation de la luciférase de Metridia qui est sécrétée directement dans le 

milieu de culture permet de réaliser les étapes de culture, traitement et dosage dans la 

même plaque. Nous avons ainsi pu développer un protocole en 4 étapes (Figure 11) : 

les cellules 3T3pML213 sont ensemencées en plaque 96 puits. 24 heures plus tard, le 

milieu de culture est aspiré. Les molécules tests et contrôles dilués dans du milieu de 

culture sont déposées dans les plaques de culture. Après 24 heures de traitement, les 

plaques sont congelées à -20°C. Le dosage des plaques est réalisé en ajoutant le 

substrat dans chacun des puits puis en mesurant le signal de luminescence. 

Ce protocole a été vérifié par trois essais en conditions réelles de criblage qui 

ont été réalisés sur des plaques de chimiothèque. Le facteur Z et le SSMD ont été 

validés dans les deux premiers essais de 4 et 5 plaques. Sur un jeu de 10 plaques, 3 

plaques ont obtenu un facteur Z compris entre 0,45 et 0,5 suite à la présence d’une 

valeur aberrante dans un des puits des contrôles positifs. Le SSMD qui est plus robuste 

a validé la totalité des plaques.  

 

E. Nature des banques criblées 
 

Ce crible a été réalisé sur deux banques de molécules. La Prestwick Chemical 

Library qui est une collection unique de 1 280 petites molécules, dont l’autorisation de 

mise sur le marché européen et américain a été délivrée. Ces molécules ont été 

sélectionnées pour leur diversité chimique et pharmacologique, pour leur 

biodisponibilité et leur absence de toxicité chez l’homme. La deuxième chimiothèque 

est un sous-groupe de 16 480 composés de la banque ChemBridge qui en comprend 

plus d’un million à ce jour. Ces molécules ont été sélectionnées par l’équipe de J-C. 

Cintrat sur des critères de diversité chimique et pharmacologique. Les 17 680 molécules 

sont stockées en plaques 96 puits à 10 mM et ont été criblées à 50 µM. Les résultats du 

crible primaire et secondaire, ainsi que l’analyse des résultats ont été synthétisée dans 

un arbre décisionnel (Annexe 2). 



 

 

Figure 13 : Crible primaire de 17 680 molécules 

Résultats du crible des chimiothèques Chembridge (A) et Prestwick (B) après correction des erreurs 
systématiques (n=1). Les mesures d’activité luciférase en présence des molécules testées sont représentées en 
noir, les contrôles positifs (gentamicine) sont représentés en rouge et les contrôles négatifs (sans molécule) en 
bleu. 
 
 
 
 
 

 
Figure 14 : Formule de calcul du SSMD pour l’identification des hits 

Le calcul du SSMD évalue l’effet de chaque composé testé par rapport à l’ensemble des molécules criblées 
d’une plaque. SSMD* correspond à la version robuste du SSMD remplaçant la déviation standard par le MAD. 
Le MAD représente la médiane des déviations absolues. Yi est la valeur normalisée des i puits traités.   N , nN , 
MADN et Y sont la médiane, le nombre de puits, le MAD et les valeurs normalisées des puits traités par une 
molécule sur une plaque.  
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F. Correction des erreurs systématiques 
 

Une fois les chimiothèques criblées, les données générées sont soumises à 

plusieurs tests permettant d’identifier la présence de variations aléatoires qui 

nécessiteraient une normalisation ponctuelle des résultats ou la présence d’erreurs 

systématiques provoquées par un biais lors de l’expérimentation et qui s’appliquent à 

une partie voir la totalité des plaques criblées. Ce type d’erreur doit être corrigé avant 

de vérifier le contrôle qualité des plaques et d’analyser les résultats en vue d’identifier 

les hits. 

Dans notre crible, nous avons pu identifier la présence d’une erreur systématique 

liée au temps de dosage de l’ensemble des puits d’une plaque (Figure 12). En effet, 

après l’ajout du substrat, l’activité dosée est stable sur une période limitée puis décroît 

rapidement, provoquant ainsi une variation du signal entre le premier et le dernier puits. 

Pour limiter ce biais, les plaques sont dosées durant la première phase de stabilité du 

signal. De plus, la pente des contrôles négatifs est calculée en fonction de leur position 

sur la plaque et de l’ordre de lecture du luminomètre 452. La valeur d’activité luciférase 

des puits de molécules tests et contrôles négatifs est ensuite corrigée en fonction de 

leur position et de la pente calculée. Ce même processus est appliqué aux contrôles 

positifs. 

 

G. Analyse des résultats 
 

J’ai ensuite analysé les données issues de l’étape de correction des erreurs 

systématiques à l’aide d’une table que j’ai développée (Figure 13). J’ai ainsi pu vérifier 

le contrôle qualité de chaque plaque et 12% d’entre elles ont un facteur Z inférieur à 0,5 

en raison d’une valeur aberrante. Le SSMD valide quant à lui l’ensemble des plaques 

criblées, avec toutefois un score compris entre 3 et 4,7 pour 9,5% d’entre elles.  

L’identification des hits positifs s’est faite selon deux critères : le calcul du facteur 

d’augmentation entre la condition traitée et la médiane des contrôles négatifs, et la 

version robuste du SSMD appliquée à la sélection des hits, qui diffère du SSMD calculé 

pour le contrôle qualité des plaques. 

Le SSMD est un indice statistique qui tient compte de la médiane des mesures et 

de la variabilité de l’effet des composés. Cependant, contrairement aux puits contrôles, 

les puits traités par les molécules de la chimiothèque n’ont pas de réplicas. En partant 

du principe que la quasi-totalité des molécules criblées n’ont pas d’effet, la seule façon 

de calculer cette variabilité est d’admettre que l’effet des composés varie globalement 

comme celui des contrôles négatifs.  



 

 

Figure 15 : Sélection des hits primaires 

Les molécules hits ont été sélectionnées à l’issue du crible, après normalisation des résultats, selon leur score 
SSMD (A, B) et selon le facteur d’augmentation de l’activité luciférase entre la condition traitée et la médiane 
des contrôles négatifs (C, D). Les molécules provenant de la chimiothèque Chembridge sont représentées en A 
et C, et celles de Prestwick en B et D. Les croix rouges correspondent aux molécules dont le SSMD ≥ 2 ou le 
facteur d’augmentation est ≥ 1,4 soit un total de 465 molécules. 
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Le calcul du SSMD va donc permettre de donner un score correspondant à l’effet 

du composé testé par rapport à l’effet médian de l’ensemble des composés d’une 

plaque (Figure 14) 453. En revanche, ceci n’est vrai que si la distribution des molécules 

est aléatoire et que les « hits » ne sont donc pas concentrés sur une même plaque. 

L’effet des composés est ainsi catégorisé en 11 classes, de l’absence d’effet (SSMD = 0) 

à un effet extrêmement fort (SSMD ≥ 5).  

Nous avons alors choisi de ne sélectionner que les molécules dont le facteur 

d’augmentation entre la condition traitée et la médiane des contrôles négatifs est 

supérieur ou égal à 1,4 ou dont le SSMD est supérieur ou égal à 2. Nous avons ainsi 

sélectionné 465 molécules qui ont été recriblées (Figure 15). 

 

H. Crible secondaire 
 

Lors du crible secondaire, nous avons cherché à valider les hits primaires en 

procédant à un nouveau crible en duplicas des 465 molécules sélectionnées. Nous 

avons tout d’abord vérifié que ces molécules n’étaient pas des faux positifs capables 

d’augmenter artificiellement l’émission de photon. Pour cela, les cellules NIH3T3 qui ne 

contiennent pas le système rapporteur ont été traitées avec ces mêmes molécules 

(n=1). Nous avons pu montrer qu’aucune des molécules sélectionnées n’induisait de 

signal indépendamment du gène rapporteur.  

L’ensemble des plaques a passé les tests de contrôle qualité après normalisation 

des résultats. Le facteur d’augmentation a été calculé indépendamment pour les deux 

réplicas. Le SSMD ici ne peut être utilisé, car la distribution n’est plus aléatoire et que 

les deux réplicas ne suffisent pas à calculer la variabilité de l’effet des molécules. Les 

molécules ont ensuite été sélectionnées sur leur capacité à induire une augmentation 

de l’activité luciférase d’au moins un facteur 2 par rapport à la médiane des contrôles 

négatifs dans les deux réplicas. Les 48 molécules qui ont été retenues ont été 

commandées chez leur fournisseur respectif, toutefois, seulement 43 molécules ont pu 

être obtenues. Parmi elles, 12 proviennent de la chimiothèque Prestwick et 31 de la 

Chembridge. 



 

 

Figure 16 : Quantification de l’effet des 43 molécules hits sur la translecture 

La capacité des molécules à induire une augmentation de l’activité luciférase par translecture du codon stop a 
été mesurée sur le plasmide double rapporteur pAC99-R213X. Les cellules ont été traitées durant 24h avec le 
contrôle gentamicine et les 43 molécules sélectionnées lors du crible à grande échelle (TLN) (n=3). Ces 43 
composés ont été testés à 50 µM final et la gentamicine à 2,5 mM. Les mesures d’activités luciférase en 
présence et en absence de molécules permettent de déterminer le facteur d’augmentation. Les étoiles rouges 
représentent les molécules sélectionnées pour avoir une capacité d’induction du niveau de translecture 
supérieur à 2 et une toxicité modérée ou faible.  

Figure 17 : Capacité des molécules d’intérêts à induire la réexpression d’une protéine p53 
complète 

Western blots réalisés à partir d’extraits protéiques de la lignée HDQ-P1 qui possède la mutation non-sens 
endogène P53-R213X. 32 μg (WB de gauche) ou 45 µg (WB de droite) d’extraits protéiques ont été déposés 
dans chaque puits. La protéine est détectée par l’anticorps p53-DO1 reconnaissant la région N-terminale. Le 
traitement par le G418 à 20 µM permet de réexprimer la forme complète de la protéine p53 et de stabiliser la 
forme tronquée. En présence de 3 des 6 molécules TLN testées (rouge), la forme pleine taille est détectée. 
Cette dernière est associée à une importante bande correspondant à la protéine p53 tronquée. Le contrôle 
actine n’a été obtenu que dans un seul des deux western blot.  
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I. Caractérisation des molécules hits  
 

a. Capacité	à	induire	de	la	translecture		
 

Les 43 composés ont été repris à 10 mM dans du DMSO et leur capacité à 

induire de la translecture a été de nouveau quantifiée grâce à un système rapporteur 

différent de celui du crible : le vecteur double rapporteur pAC99-R213X à 50 µM finale 

pendant 24 heures (n=1) (Figure 16). Les résultats montrent que la majorité des 

molécules n’induisent pas d’augmentation de l’activité luciférase firefly et donc pas de 

translecture à la dose testée. En revanche, 10 molécules ont été identifiées pour 

augmenter l’activité luciférase d’un facteur supérieur à 2. L’analyse de leur niveau 

d’activité ß-galactosidase montre que la moitié d’entres elles présentent une importante 

toxicité.  

Pour la suite, nous nous sommes focalisés sur les molécules présentant une 

toxicité modérée ou faible et dont le facteur d’augmentation est supérieur à 2, soit 

TLN1399, 236, 309, 468 et 163 et sur la TLN185 qui a concentration plus faible présente 

une toxicité modérée et un facteur d’augmentation supérieur à 3. De plus, TLN185 et 

TLN468 sont les molécules qui induisaient le plus d’activité luciférase lors du crible 

primaire et secondaire. Chacune des 6 molécules a également été testée à plusieurs 

concentrations sur ce même système rapporteur pour définir la concentration associée 

au meilleur rapport activité/toxicité.  

 

b. Capacité	à	réexprimer	une	protéine	de	pleine	taille	
 

Nous avons cherché à déterminer si le taux de translecture induit par ces 6 

molécules permettait de réexprimer une protéine p53 entière. Des expériences de 

western blot ont été réalisées à partir d’extraits protéiques de la lignée humaine HDQ-

P1 qui a été établie à partir d’un carcinome primaire du sein (Figure 17) 454.  Les cellules 

HDQP-P1 sont homozygotes pour la mutation R213X du gène P53. Cette mutation est 

localisée 50 nucléotides en amont de la dernière jonction exon-exon, le transcrit généré 

est donc sensible à la dégradation par la voie NMD. Les cellules HDQ-P1 ont été 

traitées pendant 48 heures avec les 6 molécules à la concentration optimale définie 

précédemment. 

En absence de traitement, une seule bande d’environ 30 kDa est détectée et 

correspond à la forme tronquée de la protéine. La faible intensité de cette bande est 

corrélée avec le faible niveau d’ARNm P53 ciblé par la voie NMD. Après traitement avec 

le contrôle G418, une bande de 53 kDa associée à la forme pleine-taille de la protéine 

est détectée et son intensité varie en fonction de la dose testée.  



 

 

Figure 18 : Capacité des molécules à stabiliser le transcrit mutant P53 

Les cellules HDQ-P1 portant la mutation non-sens R213X endogène ont été traitées ou non avec le G418 (400 
µM), TLN468 (80 µM) ou TLN309 (40 µM) pendant 48 heures. Les niveaux d’ARNm de p53 mutant ont été 
déterminés par PCR quantitative (n=3). Les résultats de chaque condition sont exprimés par rapport à la quantité 
relative normalisée d’ARNm en l’absence de traitement fixée à 1. 
 
 

Figure 19 : Effet sur la translecture de la synergie des molécules TLN avec la gentamicine 

La synergie des molécules TLN avec la gentamicine a été mesurée sur les cellules NIH3T3 transfectées par le 
vecteur pAC99-R213X (n=2). Les cellules ont ensuite été traitées durant 24h avec chacune des molécules TLN, 
soit seules, soit en synergie avec la gentamicine. La gentamicine a été utilisée à 2,5 mM finale, TLN468 à 50 µM 
et TLN309 à 20 µM. Le facteur d’augmentation a été calculé en faisant le rapport de l’activité luciférase en 
présence et en absence de molécules.  
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La forme tronquée de la protéine p53 est retrouvée, quelle que soit la molécule TLN 

utilisée, excepté pour TLN185 dont la toxicité est trop élevée sur cette lignée cellulaire. 

La forme pleine taille est retrouvée après traitement par TLN468, 309 et 163, ce qui 

indique que ces molécules sont capables de restaurer l’expression de la protéine p53 

complète. De plus, le niveau de p53 tronquée est bien plus élevé lorsque les cellules 

sont traitées avec ces trois molécules, ce qui suggère qu’elles seraient capables de 

stabiliser l’ARNm ou la forme tronquée de la protéine. Toutefois, le niveau de protéine 

réexprimée en présence de TLN163 étant particulièrement faible malgré une 

concentration élevée, nous n’avons pas poursuivi la caractérisation de cette molécule 

(Figure 17). 

c. Capacité	à	stabiliser	le	transcrit	P53	
 

Nous savons que les inducteurs de translecture déjà caractérisés comme le G418 

ont un effet stabilisateur sur les ARNm mutants présentant un PTC et qu’il existe un 

effet antagoniste entre la translecture et la voie NMD 381,455. Dans le but de tester l’effet 

des nouvelles molécules sur la stabilité des ARNm mutants, nous avons analysé par RT-

PCR quantitative l’expression relative normalisée des transcrits P53 en présence et en 

de TLN468 (80 µM) et TLN309 (40 µM) sur les cellules HDQ-P1 en utilisant le G418 

comme contrôle (n=3) (Figure 18). Comme attendu, le traitement des cellules par le 

G418 augmente les niveaux de transcrit P53 R213X d’un facteur 10. L’ajout de TLN309 

sur les cellules HDQ-P1 augmente d’un facteur 2,5 le niveau de transcrit et la TLN468 

permet de stabiliser d’un facteur 5,4. Ces deux molécules permettraient donc 

également de stabiliser les transcrits mutants probablement via leur effet sur la 

translecture du PTC. 

 

d. Synergie	des	molécules	TLN	avec	un	aminoglycoside	
 

N’ayant aucun a priori concernant le mode d’action de ces nouvelles molécules, 

nous avons analysé leur synergie en présence d’un inducteur de translecture de la 

famille des aminoglycosides, la gentamicine (n=2) (Figure 19). Les cellules NIH3T3 

transfectées par le pAC99-R213X ont été traitées par les molécules TLN468 (50 µM) et 

TLN309 (20 µM) couplées ou non à la gentamicine (2,5 mM) durant 24 heures. Les 

résultats montrent que le facteur d’augmentation induit par TLN468 s’additionne à celui 

induit par la gentamicine lorsque les cellules sont traitées par les deux molécules. En 

revanche, le facteur d’augmentation induit par TLN309 passe de 1,6 à 23 lorsque la 

gentamicine est ajoutée, mettant en évidence un effet synergique. Ces résultats 

indiquent que le mode d’action de TLN309 diffère de celui des aminoglycosides. Pour 

la suite, nous nous sommes concentrés sur la caractérisation de la molécule TLN468 

dont le rapport efficacité de translecture sur toxicité est bien meilleur que TLN309. 



 

 

Figure 20 : Capacité de TLN468 à induire la réexpression d’une protéine p53 fonctionnelle 

Les cellules humaines H1299 (P53-/-) sont cotransfectées par les vecteurs pCMV-R213X, pCMV-LacZ et p53BS-
luc. Le vecteur pCMV-R213X exprime le gène P53 portant la mutation non-sens R213X. Le vecteur p53BS-luc 
exprime le gène de la luciférase sous contrôle d’un promoteur p53-dépendant et permet de détecter la 
synthèse d’une p53 transcriptionnellement active. Le vecteur pCMVLacZ permet de normaliser les résultats. Le 
composé TLN468 et la gentamicine ont été ajoutés 24 heures après transfection à des concentrations de 50 µM 
et 2,5 mM respectivement (n=1). Les dosages des activités luciférases en présence et en absence de traitement 
permettent de déterminer le facteur d’augmentation de l’activité luciférase. 
 

 
Figure 21 : Capacité de la protéine p53 réexprimée à réguler la niveau de transcrits du gène 
Bax.  

Les cellules HDQ-P1 portant la mutation non-sens R213X endogène ont été traitées ou non avec le G418 (400 
µM), la TLN468 (80 µM) ou la TLN309 (40 µM) pendant 48 heures. Les niveaux d’ARNm du gène Bax, une des 
cibles majeures de la p53, ont été déterminés par PCR quantitative (n=3). Les résultats de chaque condition sont 
exprimés par rapport à la quantité relative normalisée d’ARNm en l’absence de traitement fixée à 1. 
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e. Capacité	 de	 TLN468	 à	 induire	 la	 réexpression	 d’une	 protéine	 p53	
active	

 

La capacité de transactivation de la protéine p53 sauvage est à la base de sa 

fonction de gène suppresseur de tumeur. Nous avons analysé si la protéine p53 

complète produite après traitement par la molécule TLN468 était un facteur de 

transcription actif (n=1) (Figure 20). Pour cela, nous avons utilisé la lignée cellulaire 

H1299 qui dérive d’un carcinome des poumons et qui porte une délétion homozygote 

du gène P53. Les cellules ont été cotransfectées avec un vecteur portant le gène P53 

muté à la position 213 (cDNA) sous contrôle d’un promoteur fort (pCMV-R213X), un 

vecteur exprimant constitutivement le gène codant la ß-galactosidase (pCMV-LacZ) 

pour normaliser les résultats et un vecteur rapporteur contenant sept sites de liaisons 

pour la protéine p53 situés en amont du gène de la luciférase firefly (p53BS-luc). Puis les 

cellules ont été traitées pendant 24h avec la TLN468 en utilisant la gentamicine en 

contrôle. Ainsi, seule une protéine p53 active peut induire l’expression du gène 

rapporteur luciférase. Le traitement avec la gentamicine induit l’expression de la 

luciférase firefly d’un facteur 7 par rapport à la condition non traitée. En présence de 

TLN468, l’expression de la luciférase est 3,5 fois plus élevée que le niveau de base. La 

molécule TLN468 est donc capable d’induire la réexpression d’une protéine p53 active. 

 

f. Capacité	de	la	protéine	p53	réexprimée	à	activer	ses	gènes	cibles	
 

Nous avons ensuite étudié si la protéine p53 complète, réexprimée après 

traitement par la molécule TLN468, régule une de ses cibles transcriptionnelles 

majeures, le gène Bax qui un gène proapoptotique bien caractérisé. Des essais ont été 

réalisés en PCR quantitative sur les cellules HDQ-P1 en présence ou non de G418 (400 

µM) ou de la molécule TLN468 (80 µM) durant 48 heures (n=3) (Figure 21). Dans cet 

essai, l’expression relative normalisée des transcrits est quantifiée par rapport aux 

cellules non traitées (normalisé à 1). Le traitement des cellules par le G418 augmente les 

niveaux de transcrit P 

 

 

53 R213X d’un facteur 10. En présence de TLN468, la quantité de transcrits Bax 

est multipliée par 2,5. Cette augmentation est corrélée avec la quantité de protéine 

réexprimée active, ce qui suggère que la TLN468 permet de réexprimer suffisamment 

de protéine p53 active pour activer l’expression du gène Bax. 

 



 

 

Figure 22 : Viabilité cellulaire des lignées NIH3T3, HDQ-P1 et H1299 après traitement par la 
molécule TLN468 

Les composés G418, gentamicine et TLN468 sont ajoutés aux lignées cellulaires NIH3T3, HDQ-P1 et H1299 
durant 24h (n=4). Le WST1 est alors ajouté sur les cellules et l’absorbance est quantifiée. Ce composé est réduit 
en formazan (détectable à 440nm), qui s’accumule de façon proportionnelle au nombre de cellules vivantes. La 
viabilité cellulaire est alors déterminée en faisant le rapport des mesures d’absorbance dans la condition traitée 
par rapport à la médiane des absorbances de la condition contrôle.  

 
Figure 23 : Crible des analogues de TLN468 

Résultats du crible de 378 analogues structuraux de la structure de base de la TLN468 représentée ici par une 
croix rouge pour des raisons de confidentialité. Ce crible a été réalisé sur les cellules 3T3pML213 selon le même 
protocole que le crible haut débit. Les résultats sont normalisés et les contrôles validés (n=1). Les molécules 
induisant une augmentation de l’activité luciférase d’un facteur supérieure à 2 sont indiqués par une petit croix 
rouge et leur structure chimique est schématisée sur le graphique.  
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g. Toxicité	cellulaire	de	TLN468	
 

Afin de déterminer avec précision la toxicité du composé TLN468, nous avons 

évalué son effet sur la viabilité des cellules NIH3T3, HDQ-P1 et H1299 en utilisant un kit 

de dosage de la prolifération et de la viabilité cellulaire (Roche, WST1). Les cellules ont 

été traitées pendant 24 heures avec les contrôles gentamicine et G418 aux doses 

auxquelles elles sont décrites pour induire de la translecture avec une toxicité modérée 

et avec la molécule TLN468 sur une gamme de concentration allant de 30 µM à 110 µM 

(Figure 22). Les résultats obtenus sur la lignée NIH3T3 montrent que la concentration de 

la TLN468 utilisée dans nos essais (80 µM) est associée à une faible toxicité. Les cellules 

HDQ-P1 semblent plus sensibles au traitement par la molécule TLN468, principalement 

à 110 µM où la toxicité est supérieure à 60%. Ce phénomène est encore plus marqué 

sur la lignée H1299 où la toxicité apparaît clairement dés la dose 50 µM de TLN468 et 

2,5 mM de gentamicine. La molécule TLN468 présente une toxicité très variable selon 

la lignée cellulaire traitée. L’optimisation de cette molécule, par modification ou par 

recherche d’analogues déjà existants, pourrait permettre de diminuer sa cytotoxicité. 

 

J. Les analogues de TLN468 
 

a. Recherche	et	criblage	de	378	analogues	
 

La toxicité de la molécule TLN468 est un frein important à son utilisation. Nous 

avons donc entrepris de rechercher et tester la capacité de translecture des analogues 

de la TLN468. Une première approche consiste à cribler informatiquement la base de 

données de plus de 80 000 molécules de l’équipe de J-C Cintrat à partir de la structure 

chimique de base de TLN468 et de tester les molécules analogues sur les cellules 

313pML213. 378 composés ont ainsi été identifiés et préparés en plaque 96 pour être 

criblés selon le même protocole que précédemment. Une fois les contrôles validés, les 

résultats ont été analysés et 3 molécules induisant une augmentation de l’activité 

luciférase supérieure à 2 ont été identifiées (Figure 23). Parmi ces 3 molécules, nous 

avons retrouvé la TLN468 et TLN185 et une nouvelle molécule, TLN037 dont la 

structure chimique est très similaire à celle de TLN468 et TLN185. Dans une seconde 

approche, nous avons cherché à nous procurer les molécules constituées de la structure 

de base, associée ou non à chacun des deux groupements de TLN468. Nous avons 

identifié 4 molécules analogues, appelées TLN229, TLN944, TLN037 et TLN651 (Figure 

24-A). TLN651 est toujours en cours de synthèse et n’a donc pas pu être testé ici. 

 



 

 

Figure 24 : Schéma structurel et translecture des molécules analogues à TLN468 

A – Structure chimique partielle des analogues de TLN468 : TLN229, TLN944, TLN651 et TLN037. La structure 
de base est indiquée par une croix rouge.  
B – La capacité des molécules analogues à induire une augmentation du taux de translecture a été mesurée sur 
le plasmide double rapporteur pAC99-R213X dans les cellules NIH3T3. Les cellules ont été traitées ou non 
durant 24h avec le contrôle gentamicine, TLN468 et ses 3 analogues TLN037, TLN944, TKN229 (n=3). Ces 3 
composés ont été testés à la concentration la plus élevée à laquelle elles présentent une toxicité compatible 
avec l’expérience. La TLN651 étant toujours en cours de synthèse, son taux de translecture sera mesurée 
ultérieurement. 
 
 

 
Figure 25 : Efficacité de la translecture induite par la TLN468 sur différentes mutations non-sens 

Le taux de translecture induit par la molécule TLN468 a été mesurée sur plusieurs mutations non-sens 
impliquées dans des maladies humaines tels que le cancer (P53 et APC), la mucoviscidose (CFTR) et la 
myopathie de duchenne 22. Les cellules NIH3T3 ont été transfectées par les vecteurs doubles rapporteurs 
portant ces mutations ou par le vecteur contrôle pour lequel le codon stop est remplacé par un codon sens. Les 
cellules ont été traitées ou non par la molécule TLN468 à 50 µM (S466X, E1104X et Q1390X) ou 80 µM pendant 
24h (n=6). Les activités luciférase et ß-galactosidase sont dosées et le taux de translecture est calculé en faisant 
le rapport de l’activité luciférase normalisée du vecteur test sur le vecteur contrôle. 
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b. Efficacité	de	translecture	des	analogues	de	TLN468	
 

Pour des raisons de confidentialité, la structure de base de la TLN468 est 

représentée par un X sur lequel sont liés un groupement méthyle et un groupement R. 

La capacité de translecture des molécules TLN037, TLN229 et TLN944 a été testée sur 

le système double rapporteur pAC99-R213X dans les cellules NIH3T3 (Figure 24-B). Le 

taux de translecture de TLN944 et TLN229 n’est pas significativement différent des 

cellules non traitées. A l'inverse, TLN037 induit une augmentation du taux de 

translecture d’un facteur 2 par rapport au taux de base. Toutefois, à concentration 

identique à TLN468, l’induction de translecture de TLN037 n’a pas pu être quantifiée, 

car sa toxicité était supérieure à 80%. Par conséquent, si TLN037 semble être capable 

d’induire de la translecture, sa toxicité, probablement liée à la présence des deux 

groupements méthyles absents de TLN468, est trop importante. 

 

K. Spécificité de la molécule TLN468 
 

La molécule TLN468 a été identifiée comme inducteur de translecture sur la 

mutation R213X. Nous avons cherché à évaluer l’effet de cette nouvelle molécule sur 

d’autres mutations non-sens impliquées dans diverses maladies (Tableau 1). Nous avons 

sélectionné des mutations présentant une forte suppression traductionnelle en présence 

de gentamicine, mutation dite « bonne répondeuse » comme la S319X, ainsi que des 

mutations peu sensibles à l’effet de la gentamicine comme la Q1390. Les séquences 

cibles de la translecture, constituée du codon stop et du contexte nucléotidique naturel, 

ont été insérées dans le vecteur double rapporteur pAC99 avant mon arrivée. Nous 

avons ainsi pu quantifier le taux de translecture en présence et en absence de TLN468 

(50 ou 80 µM) dans les cellules NIH3T3 (n=6) (Figure 25). Les résultats montrent que 

seules les mutations R213X et S1196X répondent au traitement par la molécule TLN468 

avec une efficacité de translecture équivalente. Ces résultats suggèrent que le spectre 

d’action de la molécule TLN468 est sensiblement différent de celui des 

aminoglycosides inducteurs de translecture. 

  

 



 

 

 
Tableau 1 : Séquences dont la translecture a été testée en présence de la TLN468 

La séquence de la cible de translecture (codon stop dans son contexte nucléotidique naturel) a été insérée dans 
le vecteur double rapporteur pAC99 afin de quantifier le taux de translecture dans la lignée cellulaire NIH3T3. 
Les mutations sont appelées par leur positon et par la nature de l’acide aminé de la séquence sauvage. Le 
codon stop est indiqué en rouge.  

 

 
Figure 26 : Effet de la nature du codon stop sur la translecture induite par TLN468 

Le taux de translecture induit par la molécule TLN468 a été mesurée sur les mutations non-sens R213X et 
S1196X. Pour ces deux mutations, le codon stop d’origine, indiqué en rouge, a été remplacé par les deux autres 
stop en conservant le contexte nucléotidique environnant. Ces séquences ont été clonées dans le vecteur 
double-rapporteur pAC99. Les cellules NIH3T3 ont été transfectées par les vecteurs pAC99 portant ces 
mutations ou par le vecteur en phase (pAC-TQ) et ont été traitées ou non par la molécule TLN468 à 80 µM 
pendant 24h (n=6). Les activités luciférase et ß-galactosidase sont dosées et le taux de translecture est calculé 
en faisant le rapport de l’activité luciférase normalisée du vecteur portant la mutation non-sens sur le vecteur en 
phase. Le facteur d’augmentation entre la condition traitée et la condition contrôle est indiqué au dessus de 
chaque histogramme. 
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L. Effet de la nature du codon stop 
 

Nous avons vu que la nature du codon stop influence fortement l’efficacité de 

translecture induite par les aminoglycosides. Le codon stop TGA permettant le plus de 

translecture, suivi de UAG et de UAA. Bien que le mode d’action de TLN468 semble 

différent de la gentamicine, nous avons vérifié si cet ordre était maintenu avec la 

molécule TLN468 sur les mutations non-sens R213X et S1196X. Pour chacune de ces 

mutations, le codon stop d’origine a été remplacé par les deux autres stop en 

conservant le contexte nucléotidique environnant (Figure 27) Ces séquences ont été 

clonées dans le système double rapporteur pAC99 puis utilisées pour transfecter les 

cellules NIH3T3. Ces cellules ont ensuite été traitées ou non pendant 24 heures avec la 

molécule TLN468 à 80 µM. Le taux de translecture et le facteur d’augmentation entre la 

condition traitée et non traitée sont systématiquement plus élevés avec le codon stop 

TGA. En revanche, la hiérarchie connue n’est plus respectée pour les deux autres stop 

puisque le taux de translecture induit par la TLN468 est plus important sur le stop TAA 

que sur le stop TAG. Néanmoins, ce taux ne dépasse pas 0,3%, ce qui reste marginal 

comparativement aux 5,5 et 6% de translecture obtenus avec le stop TGA sur les 

séquences R213X et S1196X. 
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Tout problème simple a une solution complexe  

qui ne fonctionne pas 

(Olivier Lockert) 
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Discussion 
 

 

La recherche de molécules capables d’induire la suppression des codons stop 

prématurés est une stratégie ayant fait l’objet d’un nombre grandissant d’études depuis 

la publication princeps en 1996 sur le traitement de la CFTR par un aminoglycoside. En 

effet, la présence de nombreuses maladies à codons stop et la toxicité des 

aminoglycosides ont conduit la communauté scientifique à développer de nouvelles 

approches permettant d’identifier d’autres inducteurs de translecture.  

 

 

1. Les approches développées permettant l’identification de 
nouvelles molécules inductrices de translecture 

 

Ö Le design rationnel 
 

La première approche est basée sur la modification de molécules inductrices de 

translecture déjà existantes et a été appliquée aux antibiotiques de la famille des 

aminoglycosides par le laboratoire de Timor Baasov. La généticine est décrite pour être 

l’aminoglycoside le plus efficace sur la translecture et la paromomycine, pour présenter 

le moins de toxicité. La combinaison de ces deux molécules a conduit à l’obtention d’un 

premier dérivé, le NB30. Plusieurs groupements ont été greffés sur cette molécule, 

améliorant ainsi sa capacité à supprimer les codons stop prématurés et son affinité pour 

le ribosome cytoplasmique eucaryote. J’ai été amené à tester plusieurs de ces dérivés 

et à caractériser la molécule NB124 qui présente le meilleur rapport efficacité sur 

toxicité. 

 

Ö Le criblage à grande échelle 
 

 La seconde approche, qui est aussi la plus répandue, consiste à cribler des 

chimiothèques de molécules sur un système biologique permettant d’identifier les 

molécules actives. En effet, la majorité des molécules inductrices de translecture 

découvertes ces dernières années sont issues de cribles à grande échelle (HTS). 

Toutefois, l’efficacité de ces composés est encore à démontrer. De plus, le défaut 

majeur des molécules déjà caractérisées est leur forte toxicité.  
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Pour ces raisons, nous avons réalisé un crible à grande échelle sans a priori sur le 

mode d’action des molécules recherchées (collaboration avec le laboratoire de J-C. 

Cintrat).  

Le principe de ce crible repose sur le gène rapporteur de luciférase de Metridia 

interrompu par un PTC afin de conditionner son expression à un événement de 

translecture. Les molécules capables de supprimer ce PTC permettent la synthèse d'une 

luciférase complète. Contrairement aux luciférases Firefly ou Renilla, la luciférase de 

Metridia a la particularité d’être sécrétée directement dans le milieu de culture, ce qui 

nous a permis de grandement simplifier le protocole du crible en évitant l’étape de lyse 

des cellules. Ainsi, l’ensemencement, l’ajout des molécules et le dosage de l’activité 

luciférase sont réalisés dans le même puits.  

Le succès du crible à grande échelle repose avant tout sur le développement 

d’un test biologique pertinent, limitant ainsi la proportion de faux positifs. Ce 

développement nécessite entre autres de valider les contrôles qualité. Ce fut 

particulièrement complexe dans notre cas, car ces tests requièrent à la fois une faible 

dispersion des contrôles positifs et négatifs et un écart entre leur médiane très 

important. Il est donc préconisé d’utiliser un contrôle positif dont l’effet est le plus 

marqué possible. Dans notre cas le G418 est la molécule dont l’effet sur la translecture 

est le plus fort, néanmoins son utilisation n’a pas été possible, car le plasmide contenant 

le système rapporteur porte le gène de résistance à la généticine. Nous avons donc 

utilisé la gentamicine même si son effet sur la translecture est un peu inférieur. De plus, 

la luciférase de Metridia est une enzyme dont la forte intensité de signal est associée à 

une cinétique de décroissance très rapide, dite « flash ». Ces caractéristiques facilitent 

sa détection, mais son instabilité dans le temps est responsable de biais de mesures au 

cours des dosages qui doivent être maîtrisés et corrigés. Le substrat de la luciférase de 

Metridia, la coelenterazine, est sensible à la lumière et à l’oxygène, ce qui nous a 

contraints à optimiser sa stabilisation pour améliorer la reproductibilité des résultats. 

Plus globalement, les cribles utilisant un gène rapporteur codant une enzyme sont 

sujets à la présence de faux positifs liés à la stabilisation de l’enzyme. La luciférase est 

une des enzymes les plus utilisées de par ses caractéristiques de bioluminescence et 

n’est pas exempte de ce défaut. En effet, de nombreux papiers ont rapporté la 

présence de faux positifs liés à son utilisation. C’est pourquoi nous avons réalisé, dès le 

crible secondaire, un essai sur des cellules ne contenant pas le gène rapporteur metluc 

muté par un codon stop prématuré. Ce test permet ainsi de discriminer les molécules 

capables de stabiliser l’enzyme. L’ensemble de ces optimisations nous a permis de 

valider notre test biologique, le crible à grande échelle et de sélectionner 48 molécules 

hits.  
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Je vais maintenant m'intéresser plus précisément aux deux molécules identifiées 

durant ma thèse dont j’ai caractérisé l’activité de translecture. 

 

 

2. Le NB124 et la TLN468 induisent la translecture des codons stop 
 

Ö Le NB124 est le dérivé le plus efficace sur la translecture 
 

Parmi les cinq dérivés d’aminoglycosides qui nous ont été transmis, NB74, NB84, 

NB122, NB124 et NB128 il apparaît clairement que la molécule NB124 présente la 

meilleure efficacité de translecture (Figure 1 – Article). D’un point de vue de sa structure 

chimique, le NB124 ne diffère du NB128 que par l’absence du groupement AHB. Cette 

différence est associée à un taux de translecture du NB128 1,4 fois plus faible que le 

NB124 à la dose la plus élevée. Le groupement AHB a pourtant été ajouté dans la 

première génération de dérivés pour améliorer l’efficacité de translecture et diminuer la 

toxicité, ce que confirment nos résultats obtenus entre le NB74 et le NB84. Il semble 

donc que le groupement AHB antagonise l’effet du 5’’-(R)-Me ajouté sur l’amine du 

cycle III. En revanche, aucune amélioration du taux de translecture n’est observée avec 

le NB122 qui possède ce même groupement méthyle en configuration S.  

Il est connu que l’environnement nucléotidique du codon stop influence 

fortement l’efficacité de terminaison. Nous avons donc voulu tester son impact sur la 

translecture induite par le NB124 en analysant les 5 autres mutations non-sens les plus 

fréquemment retrouvées dans les gènes suppresseurs de tumeurs P53 et APC. Le 

NB124 supprime efficacement l’ensemble de ces mutations, ce qui indique que son 

spectre d’action ne se limite pas au contexte décrit dans la littérature comme le plus 

favorable (U en -1 et C en +4) (Figure 2 – Article). Plusieurs études ont également 

montré que le codon stop UGA est le codon stop associé au plus fort taux de 

translecture, suivi de UAG et UAA. Or, les mutations R213X et L360X qui répondent le 

mieux au traitement par le NB124 sont des codons stop UGA, et la mutation la moins 

bonne répondeuse (Q1131X), correspond au codon stop UAA. Ces résultats confirment 

que, sur les mutations testées, les règles de décodage qui régissent le taux de 

translecture en présence de NB124 ne sont pas différentes de celles des autres 

aminoglycosides inducteurs de translecture. 

Comparativement aux aminoglycosides de référence, le NB124 induit, quelque 

soit la mutation testée, davantage de translecture que la gentamicine à concentration 

identique et autant que le G418 à la concentration la plus élevée compatible avec la 

viabilité cellulaire.  
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Ö La molécule TLN468 induit de la translecture sur les mutations R213X et 
S1196X 

 
A l’issue du crible à grande échelle de 16 480 molécules, nous avons testé 48 

molécules pour leur capacité à induire la suppression de la mutation non-sens R213X et 

nous avons sélectionné la TLN468 qui semble être la plus prometteuse (Figure 16). Le 

spectre d’action de la TLN468 a été précisé en réalisant des essais de translecture sur 

10 mutations impliquées dans différentes maladies telles que le cancer, la 

mucoviscidose et la myopathie de Duchenne. Une induction de translecture est 

observée pour seulement deux mutations, la R213X sur laquelle elle a été criblée et la 

S1196X (Figure 25). Ces deux mutations ont un codon stop UGA, un U en position -1 et 

un C en +1. Toutefois, cette même séquence est retrouvée dans la mutation L360X et 

S319X qui ne répondent pourtant pas au traitement par la TLN468. En revanche, il a été 

montré au laboratoire que la gentamicine induit de la translecture sur toutes ces cibles 

exceptées sur la E1104X et Q1390X dont le taux induit est trop faible pour être 

statistiquement différent du taux de base. Nous avons également remplacé le codon 

stop UGA des mutations R213X et S1196X par les deux autres codons stop et une 

induction de translecture significative est observée uniquement sur le codon UAA 

(Figure 26). Or, ce codon stop est globalement moins bien translu par les 

aminoglycosides que le codon UAG. Ces résultats démontrent donc que la molécule 

TLN468 induit la suppression de codons stop prématurés puisqu’une activité de 

translecture est retrouvée sur une mutation différente de celle utilisée dans le crible.  

Nos résultats montrent clairement que cette molécule a un spectre d'action 

différent des aminoglycosides. Une étude approfondie d’un plus grand nombre de 

mutations permettrait de rationaliser son utilisation et éventuellement d’identifier 

d’autres séquences répondeuses. 

 

 

3. Le NB124 et la TLN468 stabilisent l’ARNm et restaurent la 
synthèse d’une protéine de pleine taille 

 

Ö Le NB124 et la TLN468 stabilisent l’ARNm soumis à la voie NMD  
 

Nous avons mis en évidence que le traitement par le NB124 et par la TLN468 

stabilise l’ARNm P53 portant la mutation R213X dans la lignée tumorale humaine HDQ-

P1 (Figure 3A – Article ; Figure 18). Des résultats similaires avaient également été 

obtenus avec la gentamicine et le G418 sur les cellules HDQ-P1, mais l’efficacité du  
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NB124 est encore une fois nettement supérieure. Quelle que soit la molécule testée, la 

stabilisation des transcrits est directement corrélée au taux de translecture induit et de 

façon proportionnelle pour le NB124. Les modèles décrits dans la littérature expliquent 

cette corrélation par la présence des complexes EJC et/ou des protéines UPF1 sur 

l’ARNm. Lors du premier cycle de traduction, l’entrée d’un PTC au site A du ribosome 

interrompt la traduction et active la voie de dégradation NMD via l’intermédiaire des 

EJC et/ou d’UPF1. Dans le cas où le codon stop prématuré est translu, la traduction 

continue jusqu’au codon stop naturel, ce qui permet au ribosome de décrocher les EJC 

/ UPF1 présents sur l’ARNm via son activité hélicase et d’empêcher l’activation 

ultérieure de la voie NMD. Ainsi, plus le taux de translecture induit est élevé, plus 

l’ARNm est stabilisé. Les résultats obtenus avec l’apramycine, un aminoglycoside non 

inducteur de translecture qui se fixe également au site A du ribosome, ne montrent 

aucune stabilisation des transcrits P53 et confirment le modèle exposé précédemment.  

D’un point de vue thérapeutique, si l’ARNm porteur d’un PTC est la cible de la 

NMD, l’utilisation de ces molécules permet à la fois d’induire la translecture des codons 

stop et de stabiliser les transcrits et donc de produire davantage de protéines, ce qui 

est particulièrement bénéfique pour le patient. Il serait également possible d’utiliser des 

inhibiteurs de la NMD comme le NMDI14 qui potentialiseraient l’effet des inducteurs de 

translecture et augmenteraient la synthèse de protéines complètes.  

 

Ö Le traitement par le NB124 ou la TLN468 permet la synthèse d’une protéine 
complète 

 

La quantité de protéine pleine taille réexprimée dépend à la fois de la quantité 

d’ARNm et de l’acide aminé incorporé au niveau du codon stop qui doit être 

compatible avec la stabilité de la protéine. Nous avons vu que le traitement des cellules 

HDQ-P1 par le NB124 et  la TLN468 restaure l’expression de la protéine p53 complète 

(Figure 3B – Article ; Figure 17). De plus, la quantité de protéine réexprimée est 

directement proportionnelle aux taux de translecture et à la quantité d’ARNm P53 

stabilisée. 

Le traitement des HDQ-P1 par ces deux inducteurs de translecture a également 

conduit à la synthèse de protéines p53 tronquées. La quantité de cette forme tronquée 

dépend de l’efficacité de la voie NMD et du taux de translecture induit. Nous nous 

serions donc attendus à une augmentation de la forme tronquée de la protéine p53 de 

façon proportionnelle au taux de translecture. Or, les résultats de western-blot ne vont 

pas dans ce sens, la quantité de forme tronquée étant approximativement identique, 

quelle que soit la concentration de NB124 utilisée. L’augmentation de la synthèse, 

dose-dépendante, de la forme pleine taille pourrait expliquer partiellement ces  
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résultats. Néanmoins, il est plus probable que les protéines tronquées soient dégradées 

par le protéasome, ce qui expliquerait également pourquoi à la dose la plus élevée de 

NB124, la quantité de p53 tronquée est inférieure à celle de la protéine complète. En 

effet, des mécanismes co-traductionnels et post-traductionnels d’ubiquitinylation des 

peptides naissants ont été mis en évidence et permettraient entre autres de dégrader 

les protéines mal repliées, dont les protéines tronquées, via la présence de régions 

hautement hydrophobes 456,457. Bien que l’accumulation de ces protéines tronquées 

puisse être délétère pour la cellule, dans le cas de p53, le domaine de tétramérisation 

indispensable à la fonctionnalité de la protéine et le domaine d’adressage au noyau 

sont situés en C-terminal. Par conséquent, les protéines p53 tronquées ne devraient pas 

interférer directement avec les protéines p53 sauvages. Dans le cas des cancers, 

empêcher la dégradation de la protéine p53 pourrait ainsi conduire à une amélioration 

clinique de certains patients. 

 

 

4. Le traitement par le NB124 et la TLN468 conduit à la synthèse 
d’une protéine fonctionnelle 

 

Ö La capacité de transactivation de la protéine p53 est restaurée en présence 
de NB124 et de TLN468 

 

La réexpression de la protéine est une étape essentielle qui n’est pas toujours 

associée à une protéine active. En effet, la fonctionnalité de la protéine dépend de la 

nature de l’acide aminé incorporé à la place du codon stop prématuré. Nous avons 

donc vérifié la capacité de transactivation de la protéine p53 pleine taille réexprimée 

après traitement par le NB124 et la TLN468 sur la mutation endogène P53 R213X. Les 

résultats montrent que ces deux molécules restaurent l’expression de protéines p53 

actives capables de reconnaître leurs sites de liaisons (Figure 4A – Article ; Figure 20). 

En comparaison avec les aminoglycosides de référence, le NB124 est nettement plus 

efficace que le G418, mais la capacité de transactivation des protéines réexprimées 

après traitement par la TLN468 est inférieure à celle de la gentamicine. Nous avons 

pourtant vu précédemment que le taux de translecture induit était aussi élevé en 

présence de TLN468 qu’avec la gentamicine. Deux hypothèses sont envisageables : soit 

l’acide aminé majoritairement incorporé au niveau du PTC conduit à une restauration 

partielle de la fonctionnalité de la protéine, soit les différents acides aminés incorporés 

le sont dans des proportions égales et seule une fraction restaure l’activité de la 

protéine p53.  
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Les données issues de la littérature tendent à montrer que plusieurs ARNt proche-

cognat sont capables de reconnaître chacun des codons stop et que le traitement par la 

gentamicine ne modifierait que leur proportion d’incorporation. Le codon TGA serait 

décodé chez la levure très majoritairement par le tryptophane puis par la cystéine et 

très faiblement par l’arginine 245. Des mutants de la protéine p53 ont été construits au 

laboratoire afin d’analyser la fonctionnalité de la protéine selon la nature de l’acide 

aminé présent à la position 213. L’arginine est compatible avec l’activité de p53 

puisqu’il s’agit de l’acide aminé présent à cette position dans la protéine sauvage. En 

revanche, en présence d’un tryptophane ou d’une cystéine, la protéine p53 n’est plus 

active. L’acide aminé préférentiellement incorporé à cette position ne serait donc pas 

compatible avec une fonctionnalité de la p53. 

Ces résultats ne sont pas cohérents avec l’activité de la p53 observée en 

présence de la TLN468 et du NB124, car seule l’arginine est compatible avec l’activité 

de la protéine et cet acide-aminé serait incorporé dans moins de 5% des cas. Ces 

données pourraient s’expliquer par une différence de la nature de l’acide aminé 

incorporé chez la levure et chez les mammifères. De plus, il est possible que la structure 

chimique, le mode d’action de la molécule et même le contexte de la mutation non-

sens modifient la nature de l’ARNt proche-cognat suppresseur. Ceci pourrait être vérifié 

en analysant l’acide aminé incorporé à la position du PTC dans les cellules de 

mammifères avec différents aminoglycosides et avec la TLN468 sur plusieurs mutations 

non-sens. Toutefois, l’identification d’un nombre restreint d’acides-aminés limiterait 

fortement la probabilité de restaurer l’activité des protéines contenant une mutation 

non-sens. L’efficacité de cette stratégie dépendrait alors à la fois de la nature des acides 

aminés pouvant être incorporés sur un PTC spécifique, de leur proportion 

d’incorporation et de la position de la mutation qui peut être plus moins délétères pour 

l’activité de la protéine.   

 

Ö La protéine p53 réexprimée par le NB124 et la TLN468 est capable de 
réguler la transcription de ses gènes cibles 

 

Nous avons ensuite mis en évidence que la protéine p53 réexprimée après 

traitement par le NB124 dans la lignée HDQ-P1 est capable de réguler positivement 

l’expression du gène p21, impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire et du gène Bax 

impliqué dans l’induction de l’apoptose (Figure 4B – Article). Nous avons également 

observé une régulation positive de Bax après traitement avec la TLN468 à 80 µM 

(Figure 21). L’ensemble de nos résultats indique que même si la translecture conduit à 

la synthèse d’une fraction de protéine ne possédant pas l’acide aminé sauvage à la 

position 213, l’ensemble des protéines générées permet de réguler les gènes cibles  
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dans le même sens qu’une p53 sauvage. Le traitement par l'une ou l'autre de ces deux 

molécules permet donc de réexprimer suffisamment de protéine p53 fonctionnelle pour 

réguler des gènes cibles impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire ou dans l’apoptose.  
 

 

5. La TLN468 est une molécule qui nécessite d’être optimisée 
 

Ö TLN468 est toxique sur les cellules HDQ-P1 et H1299 
 

La TLN468 n’affecte que faiblement la croissance cellulaire, mais l’augmentation 

de sa concentration est associée à une toxicité sévère. Nous avons donc procédé à des 

tests de viabilité cellulaire avec la TLN468 afin de mieux définir sa toxicité sur trois 

lignées cellulaires : des fibroblastes de souris NIH3T3 et deux lignées tumorales 

humaines HDQ-P1 et H1299 (Figure 22). TLN468 présente une faible toxicité sur les 

NIH3T3 quelle que soit la dose testée. En revanche, la toxicité est plus marquée sur les 

H1299, principalement aux doses les plus élevées qui semblent particulièrement 

sensibles à la présence de TLN468. Quant aux HDQ-P1 la toxicité devient 

particulièrement marquée à la plus forte concentration. Les données obtenues après 

48h de traitement montrent que la TLN468 présente une toxicité toujours modérée sur 

les NIH3T3 et plus marquée sur les HDQ-P1 et les H1299 (Annexe 3). La TLN468 

nécessite donc d’être optimisée pour pouvoir être utilisée à des concentrations plus 

élevées et sur des temps de traitement aussi ou plus important que 48h. 

 

Ö Aucun analogue de la TLN468 n’induit de translecture sans toxicité cellulaire 
 

Nous avons alors cherché à identifier si certains groupements chimiques de la 

TLN468 pouvaient être responsables spécifiquement de la toxicité ou de la capacité 

d’induction de la translecture. Nous avons dans un premier temps criblé 

informatiquement l’ensemble des chimiothèques de l’équipe de J.C Cintrat, soit environ 

80 000 molécules et sélectionné les molécules constituées de la structure chimique de 

base de la TLN468, soit 378 molécules. Nous avons ensuite criblé ces analogues sur 

notre système rapporteur et identifié une molécule, TLN037, qui est structurellement 

très proche de TLN468 (Figure 23). TLN037 ne possède que deux groupements 

méthyles supplémentaires sur la structure de base par rapport à TLN468. Les mesures 

d’activité de translecture montrent que TLN229 et TLN944 ne sont pas capables de 

supprimer les codons stop alors que TLN037 induit une augmentation du taux de 

translecture d’un facteur 2 (Figure 24). Or, TLN229 et TLN944 ne diffèrent de TLN468  
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que par l’absence du groupement « R ». Ce dernier pourrait donc être responsable de 

l’activité de translecture retrouvée chez TLN468, TLN037 et TLN185. Les résultats de 

translecture sur TLN651, qui ne possède que le groupement « R », devraient confirmer 

cette hypothèse. Nous n’avons cependant pas pu identifier de groupements 

responsables de la toxicité. Les molécules TLN185 et TLN037 sont particulièrement 

toxiques sur les NIH3T3 et bien qu’elles possèdent toutes deux des groupements 

méthyles, ces derniers ne sont pas situés sur les mêmes positions. La présence de 

méthyle pourrait être corrélée à la toxicité cellulaire de cette famille de molécules, mais 

TLN944 a la même structure que TLN468 sans le groupement « R » et aucune toxicité 

n’est observée. La toxicité est donc probablement multifactorielle et proviendrait à la 

fois du groupement « R » et des groupements méthyles. La réalisation d’une étude de 

relation structure activité (SAR) permettrait d’identifier plus précisément le rôle des 

différents groupements de TLN468 et ainsi d’améliorer son efficacité et diminuer sa 

toxicité. 

 

 

6. La protéine p53 pleine taille réexprimée par le NB124 est 
capable de limiter la prolifération cellulaire en induisant 
l’apoptose 

 

Ö La réexpression d’une protéine p53 complète active la voie apoptotique 
 

Nous avons montré que le NB124 induit la réexpression des protéines p53 

capables d’activer l’expression de deux de ses principaux gènes cibles. Cependant, 

cette induction doit être suffisante pour induire l’apoptose des cellules cancéreuses et 

ainsi limiter la prolifération tumorale. Une des cascades d’activation de l’apoptose la 

mieux décrite implique l’activation de caspases (cysteinyl-aspartate protéases) qui vont 

initier la mort cellulaire en clivant plusieurs protéines clés telles que PARP-1. Nous avons 

mis en évidence que 91% de PARP-1 était clivée après traitement par le NB124 dans les 

cellules tumorales humaines H1299, dans lesquelles nous avons stablement intégré un 

ADNc P53 R213X (Figure 5A – Article). En revanche, la gentamicine n’est pas 

suffisamment efficace pour déclencher l’activation des caspases et le clivage de PARP-1. 

Il semble donc essentiel d’atteindre un certain seuil d’efficacité de translecture pour 

réexprimer suffisamment de protéines p53 afin de déclencher l’activation de la voie 

apoptotique. Nous avons confirmé ces résultats en analysant la quantité de cellules 

dans lesquelles l’apoptose était induite. Dans ces expériences, la protéine p53 pleine 

taille réexprimée après traitement par le NB124 est capable d’augmenter  
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significativement le nombre de cellules en apoptose précoce et tardive (Figure 5B – 

Article). Ces résultats sont très prometteurs et devront être confirmés in vivo en 

stoppant la progression tumorale d’une xénogreffe sur le modèle murin.  

 

 

7. La molécule unique, un outil d’analyse dynamique de la 
traduction eucaryote 

 

Ö Stratégie de marquage du système biologique 
 

La molécule unique est une technique permettant l’étude de processus 

dynamiques et asynchrones sans en moyenner le comportement individuel. Cette 

technique est donc particulièrement adaptée à l’étude de la traduction. Néanmoins, 

une des difficultés majeures est de marquer le système biologique afin de suivre sa 

cinétique. Dans le cas de la traduction, le marquage est le plus souvent réalisé sur le 

ribosome procaryote, sur les ARNt et sur la 40S de S. cerevisiae 458. Le risque de cibler 

la machinerie traductionnelle est d’altérer le mécanisme de la traduction à cause de 

l’encombrement stérique des fluorophores ou de leur interaction avec le ribosome ou 

l’un des facteurs impliqués dans ce processus. C’est pourquoi nous avons choisi de 

marquer l’ARNm à l’aide de deux oligonucléotides qui ont été désignés pour ne pas 

altérer la traduction 211. Ces nucléotides sont associés à deux fluorophores différents 

(ATTO647 et ATTO565) et sont détachés au cours de l’élongation par l’activité hélicase 

du ribosome. La fluorescence émise par ces sondes est détectée et localisée par un 

système de microscopie à fluorescence par réflexion totale interne (TIRF) développée 

par le laboratoire de Karen Perronet et Nathalie Westbrook. Ce système assure à la fois 

l’excitation grâce à la formation d’une onde évanescente à la surface de la lamelle et la 

collection du signal renvoyé sur un capteur.  

L’inconvénient principal de ce type de marquage provient du fait qu’un 

événement de traduction est associé à une disparition des fluorophores et non à une 

apparition. Or plusieurs biais existent dans la disparition prématurée d’un signal et de 

nombreuses optimisations ont été nécessaires pour s’en affranchir : 

- Cette disparition peut être liée au photoblanchiment des fluorophores qui 

correspond à la perte irréversible des propriétés de fluorescence. Il est connu que 

l’oxygène est le facteur principal de photoblanchiment des fluorophores organiques. 

Nous avons pu observer qu’en présence de RRL, le photoblanchiment des fluorophores 

est accéléré. En effet, le RRL est particulièrement riche en hémoglobine et il est 

probable que l’abondance d’oxygène soit responsable du photoblanchiment observé.  
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Des essais utilisant la méthode ROXS (Reducing and OXydizing System), qui appauvrit la 

solution en oxygène, ont été réalisés sur différents extraits cellulaires et ont permis de 

stabiliser les fluorophores d’un facteur 2 après quelques dizaines de minutes 459. 

Cependant, le photoblanchiment n’est plus constant au cours du temps. Nous avons 

donc diminué le photoblanchiment  en utilisant un objectif à plus grande ouverture 

numérique qui collecte davantage de photons et permet de mieux confiner l’onde 

évanescente. Le rapport signal à bruit a ainsi été largement amélioré, ce qui nous a 

permis de diminuer la puissance d’excitation des fluorophores sans compromis sur la 

détection. La part de photoblanchiment évaluée en réalisant des expériences où seul le 

photoblanchiment est mesuré est nettement inférieure aux départs liés à la traduction.  

- Nous observons également des départs spontanés, c’est-à-dire des disparitions 

de signal qui ne sont pas liées au photoblanchiment. En effet, les oligonucléotides 

peuvent se déshybrider de l’ARN et sortir de l'onde évanescente, ce qui provoque aussi 

une disparition du signal. Ces départs sont liés à une déstabilisation de l’hybridation qui 

peut avoir deux origines: i) les propriétés physico-chimiques de l’environnement ont été 

modifiées lors de l’injection du lysat de réticulocytes de lapin (RRL) pour initier la 

traduction. Dans ce cas, les départs ont lieu très rapidement après l’injection et sont 

facilement éliminés lors de l’analyse; ii) par la présence de fluctuations de température 

et/ou suite à une hybridation partielle. Une étape d’incubation à 37°C permet de 

détacher la plupart des oligonucléotides mal appariés.  

- Nous savons que d’autres facteurs peuvent conduire à la disparition du signal 

de fluorescence, tels que les RNases, c’est pourquoi nous avons également réalisé des 

contrôles sans site d’initiation de la traduction et avec un inhibiteur la cycloheximide. Il y 

a systématiquement moins de départs dans ces contrôles que dans la traduction (Figure 

3A - Article), ce qui montre que le différentiel entre ces deux conditions correspond à 

des départs liés à un événement de traduction.  

 

Ö La traduction est majoritairement réalisée par les ribosomes purifiés 
 

Une des difficultés majeures pour mettre au point un tel système de traduction in 

vitro en molécule unique est de reconstituer l’étape d’initiation qui nécessite plus de 40 

facteurs chez les eucaryotes. Nous avons contourné cette difficulté en utilisant un site 

d’entrée interne pour le ribosome 441 provenant du Cricket Paralysis Virus (CrPV) qui a la 

particularité de recruter le ribosome 80S indépendamment de tous les facteurs 

d’initiation et de l’ARNt initiateur. En effet, il est décrit dans la littérature que le 

domaine PKI de l’IRES mime la présence d’un ARNt interagissant avec le codon au site 

A 460. Nous avons montré que les ribosomes 80S purifiés sont capables d’initier une 

traduction sur l’IRES CrPV malgré la présence d’une sonde marquée à proximité du site  



Discussion 
 

133 

d’initiation. Le ribosome traduit ensuite l’ARNm et décroche successivement les deux 

sondes (Figure 1 - Article).  

Toutefois, le RRL étant également constitué de ribosomes, nous avons cherché à 

savoir si la traduction était réalisée par les ribosomes purifiés et préincubés ou par ceux 

apportés par le RRL. Les résultats des essais in vitro avec de la méthionine S35 ont 

démontré que les ribosomes du RRL traduisent l’ARNm avec une efficacité légèrement 

supérieure que les ribosomes purifiés (Figure 7). En revanche, les essais de traduction 

en molécule unique ont mis en évidence une plus faible quantité d’ARNm traduits en 

présence uniquement de ribosomes du RRL. Ces différences s’expliquent par le fait que 

seul le premier cycle de traduction est observé en molécule unique, contrairement aux 

essais en tube où la méthionine radiomarquée est incorporée à chaque cycle. De plus, il 

a été montré que l’initiation des ribosomes 80S est plus lente que lorsque seule la 40S 

se fixe à l'IRES 461. Il est donc possible que les ribosomes provenant du RRL nécessitent 

davantage de temps pour initier sur l’IRES. Des analyses statistiques ont été conduites 

par nos collaboratrices à partir des données de cinétiques de traduction afin de 

déterminer la probabilité que les ribosomes préincubés traduisent un ARNm. Les 

résultats indiquent que 80% des ARNm traduits le sont par des ribosomes préincubés et 

20% par les ribosomes du RRL (Annexe 4). Les ribosomes du RRL ne sont donc pas 

responsables de la traduction observée. 

 

Ö Le ribosome eucaryote traduit l’ARN à une vitesse de 1,4s/codon 
 

Les récentes analyses de la dynamique de la traduction utilisent des systèmes où 

les constituants de la machinerie traductionnelle, provenant d’organismes variés, sont 

purifiés et reconstitués pour former un système de traduction in vitro 461,462. La 

concentration de chacun des constituants peut alors être modifiée, mais les vitesses de 

traduction observées s’éloignent fortement des données obtenues à partir de lysats 

cellulaires tels que le RRL et de ceux obtenus in vivo. Ces systèmes permettent 

d’étudier le rôle de chacun des facteurs, mais de façon non physiologique. Dans le 

système de traduction que nous avons mis au point, seuls les ribosomes sont purifiés et 

ils proviennent du RRL. La présence des deux sondes marquées sur l’ARNm permet de 

calculer la vitesse d’élongation de la traduction. Cette vitesse a été déterminée en 

analysant le différentiel de temps entre la perte de signal du fluorophore le plus éloigné 

de l’IRES (Tdown) et le plus rapproché (Tup) 463. Les ribosomes purifiés et préincubés 

traduisent à une vitesse approximative de 1,4 secondes par codon, ce qui confirme les 

résultats d'autres travaux utilisant le RRL 464. Comparativement, la traduction in vivo est 

environ 6 fois plus rapide avec une vitesse comprise entre 6 et 10 codons par seconde 
465 ,466. Il a été montré dans plusieurs lignées cellulaires eucaryotes que la machinerie  
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traductionnelle est hautement organisée permettant à la cellule d’optimiser le taux de 

traduction. En effet, la coordination des activités synthétases faciliterait l’acheminement 

des ARNt aminoacylés aux ribosomes en cours d’élongation 467. Ainsi, la synthèse 

protéique d’une cellule de mammifère perméabilisée serait 40 fois plus rapide que dans 

un système exempt de cellules préparé en réalisant un lysat de ces mêmes cellules 468. 

Ces données pourraient expliquer pourquoi la traduction in vitro en tube, mais 

également en molécule unique est plus lente que la traduction cellulaire. En ce qui 

concerne notre système, nous ne pouvons pas non plus exclure que cette différence ne 

soit pas due à l’effet de la température ou à une gêne stérique du fait que le système 

soit accroché à la surface de la lamelle. Enfin, il est également envisageable que les 

facteurs intervenant au cours de la traduction soient ralentis par l’augmentation de la 

viscosité à proximité d’une surface plane. 

 

Ö L’initiation IRES dépendante ralentit la ou les première(s) étape(s) 
d’élongation de la traduction 

 

Les sites d’entrées internes pour le ribosome permettent d’initier la traduction de 

façon indépendante de la coiffe. Bien que de nombreuses études biochimiques et 

structurales ont analysé l’étape d’initiation de la traduction, les conséquences d’une 

initiation via l’IRES sur l’élongation n’ont jamais été abordées. Les analyses de nos 

données de cinétiques de traduction montrent la présence de deux temps 

caractéristiques, un long de 40s et un court de 1,4s (fois le nombre de cycles 

d’élongation). Ces temps caractéristiques sont définis dans un modèle mathématique 

décrivant les évènements de départs des sondes marquées observés au cours des 

cinétiques de traduction. Le temps long correspondrait au premier ou aux deux 

premiers cycles d’élongation et le temps court à chaque cycle suivant (Figure 4 – 

Article). En effet, la première translocation nécessite de déplacer l’imposante structure 

secondaire qu’est l’IRES dont son pseudonoeud 59 qui mime l’ARNt au site A du 

ribosome. Le facteur d’élongation eEF2 est recruté sur le ribosome et l’hydrolyse de son 

GTP lui permet de transloquer l’IRES du site A au site P 460,461. Un ARNt aminoacylé peut 

alors rentrer au site A du ribosome. Il est très probable que les nombreuses interactions 

de l’IRES dans le ribosome soient responsables du ralentissement de la traduction. A 

l’issue du second cycle d’élongation, le PKI est au site E. Il est alors envisageable que 

l’IRES n’interfère plus que faiblement avec le ribosome dont la vitesse de traduction 

augmente et tend vers 1,4s par codon. Ces résultats démontrent clairement que 

l’initiation de la traduction par une IRES ralentit la vitesse de traduction du ribosome au 

cours du ou des premiers cycles d’élongation. Très récemment, le laboratoire de B.S. 

Cooperman a publié des données de cinétique de traduction via une initiation  
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dépendante de l’IRES 462. Dans leur modèle, les quatre premiers cycles d’élongations 

sont ralentis. Toutefois, ils utilisent un système de traduction in vitro reconstitué dont le 

cycle d’élongation le plus rapide est de 20s par codon, soit 15 fois plus lent que les 

ribosomes purifiés du RRL. De plus, le « temps long » est également 15 fois plus élevé 

que ce que nous avons mesuré (≈ 600s). Ces données, bien que peu physiologiques, 

corroborent nos résultats et confirment que l’initiation de la traduction sur l’IRES CrPV 

est fortement ralentie lors des premiers cycles d’élongation. 

 

Ö Les ribosomes du RRL sont plus actifs que les ribosomes purifiés 
 

Nous avons vu que seulement 20% des ribosomes du RRL participent à la 

traduction des ARNm. Pour cette raison, nous avons dû purifier les ribosomes 80S du 

RRL et les préincuber avec l’ARNm pour faciliter leur initiation sur l’IRES. De plus, les 

analyses de cinétiques de traduction ont mis en évidence que les ribosomes provenant 

du RRL sont deux à trois fois plus rapides que ceux purifiés. Lors de l‘étape de 

purification, la perte d’une protéine ribosomale et/ou l’endommagement de l’ARNr 

peuvent être responsables de la diminution de l’activité du ribosome. Nous avons alors 

cherché à optimiser notre système de traduction et à nous affranchir de cette étape de 

purification des ribosomes. Ainsi, excepté l’ARNm, la totalité des intervenants de la 

traduction seraient alors apportés par le RRL. Une hypothèse qui pourrait expliquer la 

faible proportion d’ARNm traduits par les ribosomes du RRL serait liée à la proximité du 

site d’initiation de la surface de la lamelle. En effet, d’importantes contraintes spatiales 

pourraient empêcher la majorité des ribosomes d’initier sur les IRES. Les ribosomes 

préincubés ne sont pas soumis à ces contraintes, car ils sont déjà associés aux IRES. La 

distance séparant le site d’accroche de l’ARNm à l’IRES a alors été allongée de 14 

codons et les résultats préliminaires obtenus montrent que la proportion de ribosomes 

du RRL qui traduisent les ARNm augmente d’un facteur 4 (Figure 9). De plus, le temps 

long n’est pas modifié par rapport au design précédent, ce qui signifie que la vitesse 

d’initiation des ribosomes sur l’IRES et la vitesse des premiers cycles d’élongation 

restent identiques. Par conséquent, la cinétique de liaison des ribosomes ne dépendrait 

pas des contraintes spatiales. Ces résultats corroborent notre hypothèse et confirment 

que l’accroche des ribosomes était limitée par la faible accessibilité de l’IRES. Une 

seconde hypothèse peut être envisagée où la majorité des ribosomes seraient en réalité 

capables d’initier la traduction sur l’IRES proche de la lamelle, mais pas de quitter cette 

structure secondaire et donc de traduire l’ARNm. Dans cette seconde hypothèse, 

l’étape limitante ne serait plus l’accroche du ribosome sur l’IRES mais le départ du 

ribosome de son site d’initiation. L’éloignement de l’IRES permettrait alors au ribosome 
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de traduire plus facilement et donc de se séparer de l’IRES qui ralentit les premiers 

cycles d’élongation. Il est toutefois difficile d’expliquer pourquoi les ribosomes purifiés 

et préincubés n’étaient pas gênés de la même manière. Quoi qu'il en soit, ces nouveaux 

résultats sont très prometteurs et l'amélioration de notre système va nous permettre de 

l'utiliser pour étudier les événements de recodage d'une manière originale.  
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Le futur est déjà là,  

il n’est simplement pas encore distribué de façon équitable 
(William Gibson) 
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Conclusion - Perspectives 
 

 

  A ce jour, seuls le PTC124 et la gentamicine qui ont été utilisés pour le 

traitement des maladies à codons stop ont été à même de démontrer un bénéfice 

thérapeutique chez les patients traités. Toutefois, l’effet du PTC124 n’a pas été confirmé 

sur les essais cliniques de phase 3 et la toxicité de la gentamicine ne lui permet pas 

d’être utilisée dans le cadre d'un traitement à long terme. Il y a donc un réel déficit de 

molécules capables d’induire la translecture des PTC et ainsi réexprimer une protéine 

fonctionnelle. D’importants efforts ont été faits en ce sens, comme le démontre le 

nombre croissant de molécules découvertes ces dernières années telles que le PTC124, 

les RTC, l’escine et très récemment, le CDX5-1 469. Toutefois, l’efficacité de ces 

molécules est restreinte à un petit nombre de mutations dont le contexte et la nature 

du codon stop sont favorables à leur suppression. De plus, leur mode d’action n’étant 

pas identifié, il est particulièrement complexe de les optimiser. Enfin, la toxicité de ces 

composés peut également être un frein à leur utilisation. L’identification de leur cible 

moléculaire ainsi que la compréhension des mécanismes de la traduction impliqués lors 

du traitement de cellules par ces composés permettraient pourtant d’accélérer leur 

développement.  

 

Au cours de ma thèse, je me suis donc intéressé à la suppression traductionnelle 

des codons stop chez les mammifères sous deux aspects. J’ai d’une part cherché à 

identifier de nouvelles molécules capables d’induire de la translecture puis j’ai analysé 

leur efficacité dans le cadre d’une thérapie anti-cancer à travers la réexpression du gène 

P53 contenant une mutation non-sens. J’ai également développé un système de 

traduction in vitro eucaryote qui permet l’étude dynamique de l’élongation de la 

traduction et des mécanismes impliqués au cours de cette étape. 

 

 Plusieurs stratégies ont été développées dans le but d’identifier de nouvelles 

molécules inductrices de translecture. La plus connue est le crible à grande échelle et  

permet de discriminer rapidement un très grand nombre d’agents actifs des inactifs. 

Nous avons développé un système de criblage innovant basé sur la synthèse d’une 

luciférase sécrétée dans le milieu de culture sous condition d’un événement de 

translecture. Nous avons ainsi criblé avec l’équipe de J.C Cintrat plus de 17 000 

molécules qui ont conduit à l’identification d’un hit, la TLN468. Cette molécule s’est 

révélée aussi efficace que la gentamicine sur certaines mutations, mais présente une 

toxicité encore trop importante  
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pour être utilisée in vivo. Nous avons entamé la phase d’optimisation de la TLN468 en 

analysant l’efficacité de translecture et la toxicité de plusieurs analogues dont les 

résultats suggèrent que le groupement R serait responsable de l’activité de translecture 

de la molécule. Ces résultats ont encore besoin d’être confirmés sur l’analogue TLN651 

avant de procéder à une étude de relation structure-activité.  

Cette étude permettra à la fois d’identifier plus précisément le rôle de chaque 

groupement et de marquer la molécule dans le but de déterminer sa cible moléculaire. 

Dans le cas où il ne serait pas possible de marquer la TLN468 sans altérer son activité, 

de nombreuses méthodes ont été développées pour identifier la cible d’une molécule 

sans modifications chimiques 470. 

En revanche, le spectre d’action de la TLN468, qui n’est pas encore 

complètement caractérisé, diffère de celui des aminoglycosides. Ces résultats 

suggèrent que les règles du contexte nucléotidique qui régissent le taux de translecture 

sont différentes en présence de gentamicine et de TLN468. Il est donc très probable 

que la cible cellulaire de la TLN468 diffère de celle de la gentamicine et de la 

généticine. L’obtention d’un plus grand nombre de données sur d’autres mutations 

non-sens permettra de mieux caractériser l’effet du contexte sur la translecture induite 

par la TLN468.  

Plus récemment, une autre stratégie a vu le jour : la conception de médicaments 

basés sur la connaissance de la cible biologique, également appelée « drug design » ou 

design rationnel. Cette stratégie a été utilisée par T. Baasov et son équipe pour 

concevoir de nouveaux composés optimisés à partir de la paromomycine et de la 

généticine. Plusieurs dérivés ont été synthétisés et nous avons montrés que non 

seulement le NB124 est la molécule dont le taux de translecture est le plus élevé, mais 

qu’elle est aussi deux fois plus efficace que la gentamicine. Cependant, les 

aminoglycosides sont connus pour leur ototoxicité qui rend leur utilisation clinique 

incompatible avec un traitement à long terme. Ce point a également été amélioré sur le 

NB124 qui présente une ototoxicité quatre fois plus faible que la gentamicine 413. Le 

NB124 est donc le premier dérivé d’aminoglycosides à avoir un réel potentiel 

thérapeutique, qui a déjà été démontré sur la CFTR et que nous avons analysé sur le 

cancer.  

Le design rationnel est donc une stratégie parfaitement adaptée à l’optimisation 

de molécules dont l’efficacité de translecture a déjà été démontrée. Ce type de 

stratégie est cependant encore difficile à mettre en œuvre, car il est nécessaire d’avoir 

établi une corrélation entre chacun des groupements chimiques et l’activité biologique 

(où l’affinité). Il est également préférable d’avoir résolu la structure de la molécule liée à 

sa cible. Ainsi, l’obtention de la structure tridimensionnelle de la généticine liée au 

ribosome 80S de levure a déjà permis à l’équipe de T. Baasov d’optimiser l’affinité de  
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ces dérivés pour le ribosome eucaryote (NB156-NB157). Ce type de modification a 

deux avantages, il permet à la fois d’augmenter la proportion de ribosomes 

cytoplasmiques capables de translire le stop efficacement et de diminuer l’affinité de 

ces dérivés pour le ribosome mitochondrial. En effet, cette affinité est partiellement 

responsable de la toxicité des aminoglycosides. La compréhension des mécanismes 

traductionnels associés aux avancées de la biologie structurale joue donc un rôle 

prépondérant dans le développement et la réussite de cette stratégie pouvant être 

appliquée à un large panel de molécules. 

 

La compréhension des mécanismes de la traduction permet non seulement 

d’améliorer les molécules qui ciblent l’appareil traductionnel, mais aussi de développer 

une approche raisonnée de la recherche de nouvelles molécules thérapeutique. C’est 

pourquoi nous avons développé pour la première fois, avec l’équipe de K. Perronet,  un 

outil d’analyse dynamique de la traduction eucaryote en molécule unique sans modifier 

ni le ribosome, ni les ARNt, ni aucun des facteurs protéiques intervenant au cours de ce 

processus. Nous avons pu montrer que ce système permet de détecter et d’analyser la 

vitesse de la traduction d’un ARNm marqué par des ribosomes purifiés du RRL et par 

des ribosomes directement apportés par le RRL. Les résultats ont mis en évidence que 

les ribosomes traduisent efficacement cet ARNm à une vitesse proche de celle estimée 

in vivo (0,5 seconde par codon). De plus, les données dynamiques de la traduction que 

nous avons obtenues ont montré que l’initiation de la traduction par une IRES 

ralentissait le ribosome lors des premiers cycles d’élongation de la traduction. Lorsque 

les données de traduction obtenues à partir des ribosomes non purifiés seront 

confirmées, il sera alors possible d’étudier la fidélité de la traduction en analysant la 

suppression traductionnelle des codons stop. Dans un premier temps, la cinétique de la 

traduction sera mesurée en absence de traitements sur la mutation R213X, ce qui 

permettra de vérifier que les ribosomes effectuent la translecture du codon stop. Puis, 

les molécules inductrices de translecture telles que le NB124 et la TLN468 seront 

ajoutées et la cinétique de franchissement du codon stop sera déterminée pour chaque 

ARNm ayant été traduit par un ribosome. Enfin, davantage d’essais seront réalisés en 

faisant varier la nature du codon stop et le contexte nucléotidique. Ces données 

devraient permettre de déterminer les paramètres cinétiques qui gouvernent le passage 

des codons stop. Il sera par la suite possible d’étudier d’autres événements de 

recodage tels que le décalage de phase de lecture (frameshift) en faisant varier la 

séquence glissante et la structure secondaire. L’obtention de données dynamiques sera 

une avancée majeure dans la compréhension de la traduction eucaryote.  
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 Le traitement des maladies à codon stop par des inducteurs de translecture ne 

conduit pas systématiquement à un bénéfice thérapeutique. Un certain nombre de 

paramètres autres que l’efficacité de translecture et que la toxicité doivent être prises 

en compte. Tout d’abord, il est nécessaire d’avoir un ARNm en quantité suffisante afin 

d’atteindre un niveau suffisant de protéine complète. Ces protéines doivent être 

fonctionnelles, ce qui implique que l’acide aminé incorporé doit être compatible avec 

l’activité de la protéine et que la protéine complète réexprimée soit correctement 

repliée.  

Nous avons pu montrer que le NB124 est la première molécule inductrice de 

translecture à induire l’apoptose de cellules tumorales via la réexpression de la protéine 

p53 tout en ayant une faible ototoxicité. Ces résultats confirment le potentiel 

thérapeutique du NB124 et ouvrent la voie au traitement de nombreuses maladies 

génétiques liées à la présence de mutations stop. La prochaine étape consiste à 

analyser le potentiel métastatique des cellules tumorales traitées ou non au NB124 dans 

des chambres d’invasion. Puis, des essais seront réalisés sur la souris afin de confirmer la 

capacité du NB124 à empêcher la progression tumorale sur un modèle de xénogreffe. 

La possibilité d’utiliser le NB124 en synergie avec d’autres molécules sera également 

évaluée, et notamment avec la molécule CDX5-1 dont les premiers résultats ont 

démontré la capacité à potentialiser l’effet de la généticine. L’inhibition de la voie NMD 

permettrait encore d’accroître l’effet de ce type de traitements et plutôt que d’utiliser 

un inhibiteur général de cette voie de dégradation telle que le NMDI14, il serait moins 

toxique de cibler spécifiquement les sites d’EJC à proximité du PTC en utilisant des 

oligonucléotides anti-sens (ASO). Ce type d’approche permettrait d’augmenter la 

quantité de protéine fonctionnelle et d’obtenir un bénéfice thérapeutique sur des 

mutations qui répondent mal aux aminoglycosides inducteurs de translecture. A plus 

long terme, l’ADME-Tox (Absorption, Distribution, Métabolisation, Elimination – 

Toxicité) du NB124 sera analysée avant d’envisager une utilisation clinique. 

  

Nous avons vu que la molécule TLN468 permet aussi d’induire la réexpression de 

protéines p53, mais celles-ci semblent peu fonctionnelles. Nous avons émis l’hypothèse 

que l’acide aminé incorporé à la position du PTC ne soit pas ou partiellement 

compatible avec l’activité de la protéine. Toutefois, il n’existe à ce jour que très peu de 

données sur l’identité des acides aminés incorporés au niveau des codons stop par 

translecture. Notre équipe a développé in vivo une méthode d’analyse systématique 

des acides aminés incorporés au niveau des trois codons stop chez la levure. Dans un 

premier temps, il serait intéressant d’identifier les acides aminés incorporés sur la 

mutation R213X en présence de TLN468 chez la levure et de comparer ces résultats 

avec ceux obtenus avec le NB124. Puis, il sera important de réitérer ces expériences sur  
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les cellules de mammifères pour lesquelles ce système sera mis au point très 

prochainement. Ces données permettront à la fois de mieux comprendre les règles de 

décodage du codon stop et à plus long terme, de pouvoir prédire l’identité de l’acide 

aminé incorporé, ce qui constituerait un sérieux avantage dans la mise en place de cette 

stratégie thérapeutique. 

 

Au cours de ma thèse, j'ai donc caractérisé un nouvel aminoglycoside. Mes 

travaux de recherche ont aussi permis d’identifier une nouvelle molécule inductrice de 

translecture, la TLN468. Cette molécule semble agir d'une manière totalement 

originale. L'identification de la cible moléculaire permettra non seulement de mieux 

comprendre le mécanisme de translecture, mais aussi devrait permettre la mise au point 

de nouvelles molécules inductrices de translecture.  
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Pour doubler votre taux de succès,  

doublez votre taux d'échec !!  
(Thomas Whatson)



 

 

Figure 1 : Etape d’ensemencement du crible à grande échelle 
Les cellules 3T3pML213 sont mises en culture puis détachées par traitement à la trypsine et remises en 
suspension dans du milieu de culture. Les cellules sont alors comptées et diluées à 25000 cellules/mL. Enfin, les 
cellules sont ensemencées en plaque 96 puits de façon semi-automatisée puis incubées durant 24h. 
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Matériel et Méthodes 
 

I. Le crible à grande échelle 

1. Protocole de réalisation du crible 
 

Ö Chimiothèque 
- Deux banques de molécules sont testées : Prestwick (14 plaques) et Chembridge 

(206 plaques 96 puits).Toutefois, je ne décrirai le protocole du crible soit un total 

de 220 plaques.  

- Des plaques contrôles négatifs/positifs sont également réalisées : 2 toute les 25 

plaques 96 puits de chimiothèques soit 18 plaques. 

- Des plaques contrôles culture sont prévues pour vérifier au microscope 

l’ensemencement : 1 toute les 25 plaques 96 puits de chimiothèques soit 5 

plaques soit 9 plaques. 

- Un total de 250 plaques 96 puits est donc nécessaire pour réaliser le criblage. 

 

Ö Ensemencement 
Cette étape est schématisée dans la figure 1. 

- Les cellules 3T3pML213 (C14) sont mises en culture dans des boîtes de culture 

traitées cellules de 60 cm2 dans du milieu DMEM Glutamax (LifeTech) (10mL) 

supplémenté en sérum (10%). Les cellules sont incubées à 37°C et 5% de CO2. 

Une boîte à 80% de confluence correspond environ à 3,8 millions de cellules.  

- Deux ensemencements de 125 plaques sont réalisés. Cela nécessite donc pour 

125 plaques, 1,2 L de culture cellulaire à 25000 cellules/mL auquel nous ajoutons 

0,2 L de marge soit un total de 1,4 L, ce qui représente environ 8 boîtes de 

culture à confluence. 

- Les cellules sont détachées par un traitement à la trypsine (2 mL/boîte) avec une 

incubation de 5’ à 37°C et 5% de CO2. Les cellules sont ensuite transférées dans 

du milieu de culture DMEM 10% dans un erlenmeyer sous agitation lente (1 

boîte dans 13mL de milieu). La suspension cellulaire est comptée 5 fois avec un 

Scepter (Millipore) et des sondes 60 µm. La suspension est ajustée à une 

concentration de 25 000 cellules par mL. 



 

 

Figure 2 : Etape d’ajout des molécules lors du crible à grande échelle 

Les plaques de molécules sont diluées deux fois successivement dans du milieu de culture. Les solutions 
contrôles positifs (gentamicine) et négatifs sont préparées en tubes puis disposées dans une plaque. Le milieu 
de culture cellulaire est alors aspiré partiellement et les molécules et contrôles sont alors ajoutées sur les 
cellules. Les plaques de cellules sont replacées dans l’incubateur pendant 24h puis sont congelées. 
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- L’ensemencement est semi-automatisé en conditions stériles avec un Multidrop 

(Thermo). La tête d’aspiration est placée dans la suspension cellulaire et 100 µL 

sont distribués dans chacun des 96 puits des 250 plaques de culture soit 2500 

cellules par puits. Les plaques traitées et les contrôles positifs et négatifs sont 

des plaques 96 puits blanches fond blanc traitées cellules (Corning). Les plaques 

contrôles culture sont des plaques 96 puits blanches fond transparent traitées 

cellules 471. Après ensemencement, ne surtout pas homogénéiser !! 

- Les plaques sont ensuite incubées 24 heures à 37°C et 5% CO2. 

 

Ö Ajout des molécules 
Cette étape est schématisée dans la figure 2. 

- Du milieu de culture DMEM 10% est versé dans une plaque réservoir. Ce dernier 

va permettre de préparer les plaques dilutions et diluer les plaques de molécules 

des chimiothèques.  

- Dans un premier temps, 100µL de milieu provenant du réservoir sont déposés 

dans les puits des colonnes 2 à 11 des plaques de dilution à l’aide du Liquidator 

qui a 96 têtes d’aspiration (Rainin). Ces plaques sont transparentes et ont un 

couvercle pour limiter les contaminations. Leur contenance est de 300µL. 22 

- A partir de ce même réservoir, 195µL de milieu est transféré dans les plaques de 

molécules des chimiothèques. Ces plaques sont appelées plaques fille et ont 

une contenance de 250µL et contiennent 5µL de molécule par puits en DMSO 

100% à 10mM dans les colonnes 2 à 11. Les colonnes 1 et 12 contiennent 5µL de 

DMSO 100%. A l’issue de cette dilution, les molécules sont à 0,25mM et 2,5M 

de DMSO. 22 

- Parallèlement, les solutions contrôles sont préparées dans des tubes 50mL. Le 

contrôle positif est une solution de gentamicine (Sigma) à 2mg/mL avec 0,83% 

de DMSO dans du milieu de culture. Le témoin négatif est une solution de milieu 

de culture cellulaire avec 0,83% de DMSO. Ces contrôles sont ajoutés dans une 

plaque 48 puits d’une contenance de 6mL telle que présentée sur le schéma 

(Figure 2) (3). 

- Au dernier moment, le milieu de culture des plaques cellules ensemencées la 

veille, par groupe de 5, sont aspirées par une tête 96 d’aspiration. Sur les 100µL 

de milieu, il reste 30µL après aspiration. 22 

- Parallèlement, 50µL des plaques filles (molécules) sont transvasées dans la 

plaque de dilution avec le Liquidator et homogénéisées. Les molécules sont 

alors à 83µM dans 0,83% de DMSO. Immédiatement après, 30µL de ces 

molécules sont prélevés et déposés dans les plaques cellules aspirées. Les 

molécules sont alors à 50µL et 0,5% de DMSO. (5) 



 

 

Figure 3 : Etape de dosage du crible à grande échelle 

Les plaques de cultures traitées sont décongelées. Le substrat est ensuite repris dans de l’éthanol pur puis dilué 
dans du tampon. La solution tampon/substrat est alors répartit une première fois dans une plaque de 48 puits 
puis une seconde fois dans une plaque de 96 puits. Une fine pellicule d’huile minérale est déposée sur le mix 
tampon/substrat et la plaque est maintenue à 4°C. Le substrat est ensuite ajouté au milieu de culture d’une 
plaque cellules-molécules et la plaque est homogénéisée puis dosée par un luminomètre à plaques. 
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- Cette étape est suivie du transfert de 30µL des contrôles positifs et négatifs dans 

les colonnes 1 et 12 de la plaque cellules aspirée et contenant les molécules. Les 

contrôles positifs sont après dilution à 1,2 mg/mL et 0,5% de DMSO. Les 

contrôles négatifs sont à 0,5% de DMSO. (6) 

- Les plaques cellules + molécules sont alors homogénéisées et incubées à 37°C 

et 5% de CO2 pendant 24 heures. 22 

- Les étapes 4 à 7 sont répétées jusqu’à ce toutes les plaques soient traitées. 

- Les plaques sont ensuite congelées à -20°C. (8) 

 

Ö Dosage 
Cette étape est schématisée dans la figure 3. 

- Le dosage est réalisé sur des groupes de 20 plaques. 

- Le tampon Metridia (10mL) est constitué comme suit :  

o NaCl 5M à 1,1M : 2,2mL 
o Na2EDTA 0,1M à 2,2mM : 220µL 
o K2HPO4 1M pH5,1 à 0,22M : 2,2mL 
o NaN3 1M à 0,1M : 130µL 
o H2O : 5,25mL 

- Les plaques sont tout d’abord décongelées passivement dans la salle climatisée 

à 16°C et assombrie. 22 

- Le tube de 500µg de substrat, la coelenterazine native (Nanolight), est repris à 

10mM en éthanol pur puis bullé à l’azote. Puis, un mix substrat / tampon est 

réalisé à 125µM finale en coelenterazine en tube 15mL pour limiter la surface 

d’oxydation. Ce mix est bullé à l’azote et incubé 5’ à 4°C. 22 

- 2mL de mix tampon/substrat sont ensuite répartis dans la première ligne d’une 

plaque 48 puits de 6mL de contenance à la pipette monocanal. (3) 

- 280µL du mix substrat tampon de la plaque de répartition sont ensuite 

transférées à l’aide d’une pipette multicanaux dans une plaque substrat à fond 

conique pour minimiser le volume mort. Cette étape est immédiatement suivie 

d’une centrifugation à 500g pendant 30 secondes. 22 

- Puis, 70µL d’huile minérale (Sigma) sont déposés à l’aide du Liquidator en 

surface du mix tampon/substrat de la plaque de substrat. Cette plaque est 

maintenue à 4°C. (5) 

- A l’aide du Liquidator, 10µL de mix tampon/substrat de la plaque substrat sont 

prélevés et déposés dans la plaque cellules/molécules décongelée. (6) 

-  La plaque est immédiatement homogénéisée manuellement par un mouvement 

orbital puis placé dans le luminomètre à plaque Spectramax M5e pour être dosé. 
22 
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- Les valeurs sont ensuite enregistrées dans un tableau Excel (Microsoft) créé pour 

l’analyse de nos données. 

- Les étapes 1 à 5 sont réalisées pour des jeux de 20 plaques. Les étapes 6 et 7 

sont réalisées pour chaque plaque. 

 

2. Normalisation des résultats 
 

Ö Normalisation 
- Les données brutes sont dans un premier temps normalisées. 

- Dans un premier temps, la pente des contrôles positifs et négatifs est calculée en 

fonction de leur position de lecture sur la plaque 96 à l’aide de la fonction 

« PENTE ». 

- Les contrôles positifs sont alors normalisés selon leur pente. Les contrôles 

négatifs et les puits traités sont normalisés par la pente des contrôles négatifs. La 

formule utilisée pour la normalisation est : Vbruten – (Positionn * Vpente) où n 

correspond à chacun des 96 puits.  

 

II. La molécule unique 

1. Transcription in vitro 
 

Attention, les minipreps doivent être réalisées avec des solutions sans RNAses. 

Ö Linéarisation du plasmide et purification de l’ADN 
- Mélanger : 6µg de plasmide + 30μl de tampon 10x + 6μl d’enzyme de 

restriction, qsp 300µL avec de l’eau ultrapure. Incuber pendant 1h30 à 37°C.  

- Afin d’ôter tous les sels qui pourraient inhiber la transcription, purifier le 

plasmide sur une colonne NucleoSpin PCR Clean Up (Macherey-Nagel). Eluer 

avec 60μl d’H2O DEPC. 

 

Ö Transcription 
- La transcription commence au dernier G du promoteur SP6. 

-  Mélanger : 10μl du mix NTP à 10mM  + 5μl de DTT à 0,1M + 5μl de tampon 10x 

SP6 RNA polymérase + 16 à 20µL de plasmide linéarisé + 2μl de polymérase SP6 

(NEB), qsp 50µL avec de l’eau DEPC. Incuber à 40°C pendant 3h30. Vérifier la 

présence d’ARN en analysant 5μl d’échantillon par électrophorèse. 
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Ö Traitement à la DnaseI et purification 
- Ce traitement a pour but de dégrader la matrice ADN qui pourrait titrer les 

oligonucléotides lors de l’appariement. Ajouter 5μL de tampon DNaseI et 3µL de 

DNaseI (NEB) pour 50μl d’échantillon et incuber à 37°C pendant 1h. Ajouter 2µL 

de DNaseI dans chacun des tubes et incuber de nouveau 1h à 37°C. Vérifier la 

digestion par électrophorèse. P 

- La purification de l’ARNm est réalisée à l’aide d’une colonne « Mini quick RNA 

spin column » (Roche).  

- Pour la microscopie, mesurer la DO à 260nm et adapter la concentration pour 

avoir environ 1μM d’ARNm. 

 

2. Traduction sur billes magnétiques avec de la méthionine S35 
 

Ö Produits 
- Le tampon A (20mM HEPES pH 7,8 ; 150mM KAc ; 6mM MgAc ; 2mM DTT) et le 

tampon de fixation 5x (100mM HEPES pH 7,8 ; 500mM KAc ; 25mM MgAc ; 

5mM DTT) doivent être filtrés avant utilisation. RRL (Promega)  

- Methionine S35 (PerkinElmer - NEG009A500UC). 400μM RNOB, 1,03 μM ARNm 

PPS0 (digéré par Kpn1) et 600nM de sous-unités ribosomiques purifiées à partir 

de RRL. 

 

Ö Avant de commencer 
- Penser à sortir la radioactivité afin qu’elle décongèle (au moins 30’ avant) 

- Allumer les bains-marie/à sec : 78°C, 37°C et 30°C et 30 et 70°C. 

- Décongeler dans la glace l’ensemble des solutions 

 

Ö Appariement ARNm-RNOB 
- Mélanger 16,5μl de ARNmPPS0 + 2,5µL RNOB + 1μl de tampon 10x T4 DNA 

ligase (Promega). 

- Incuber 5min à 68°C, 5min à 37°C et garder dans la glace 10’. (Concentrations 

finales : 0,46µM ARNm ; 50μM RNOB) 

 

Ö Préparation des billes magnétiques 
- Utiliser un tube de « Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles » 

(Promega) par échantillon.  
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- Laver les billes aimantées 3 fois avec 600μl de tampon A pendant les temps 

d’incubation d’appariement du RNOB et des ribosomes avec l’ARNm. 

 

Ö Accroche des ribosomes sur l’ARNm/RNOB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ö Fixation sur billes 
- Après avoir ôté le dernier tampon de rinçage des billes, ajouter les complexes 

ARNm/RNOB/±ribosomes sur les billes aimantées pour les fixer à la 

streptavidine. 

- Laisser incuber à température ambiante pendant 15min en agitant manuellement 

toutes les 5’. Puis rincer les billes 2 fois avec 500μl de tampon A. 

 

Ö Traduction avec de la Methionine S35 
- Après avoir ôté le dernier tampon de rinçage des billes, faire un mix : 

o 216,2µL RRL  + 1,61µL aa-met + 1,61µL aa-leu + 6,9µL met S35 soit 

226,32µL 

- Ajouter 49,5µL dans chacun des tubes puis incuber à 30°C pendant 1h dans un 

bain à sec. 

- Conserver les surnageants et laver les billes 3 fois avec 100μl de tampon A.  

 

Ö Migration sur gel de protéines 
- Reprendre les billes directement dans 30μl de Laemmli 1X. 

- Prélever 1µL des surnageants et ajouter 14 µL de Laemmli 1X. 

- Chauffer les extraits seulement 2min à 70°C.  

	 T-	
	

	

Ech	
RRL	+	Ribos	
5pmol		

T+		
RRL	
	

ARNm	PPS0/RNOB	 /	 5µL	 5µL	

Tp	fixation	5X	 3µL	 3µL	 /	

Ribosomes	purifiés	 /	 9µL	 /	

Eau	DEPC	 14µL	 /	 /	

Incubation	30°	 15’	 15’	 /	

+	Tampon	A	 50µL	 50µL	 50µL	

Incubation	à	TA	 15’	 15’	 /	
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- Analyser en faisant migrer les échantillons dans un gel Nupage 4-12% Bis-Tris 

avec tampon MES à 200V constants pendant au moins 35 minutes. Les bandes 

les plus faibles (10 et 15 kDa) du Ladder doivent sortir. La bande attendue sort 

entre 35-40kDa. 

 

Ö Séchage du gel 
- Commencer par couper au scalpel les bords du gel et retirer le stacking.  

- Faire adhérer le gel à un papier Whatman légèrement plus grand que le gel (sans 

bulles). Si le gel n’adhère pas bien, humidifier le gel.  

- Retourner le tout et positionner un film étirable sur la face du dessus.  

- Faire sécher sous vide sur la plaque chauffante/vide (avec son support 3M si 

radioéléments)  pendant au moins 2 heures. Ne surtout pas casser le vide avant 

ou le gel est broyé. Lors de l’arrêt, détacher le tuyau d’aspiration avant de 

couper la pompe pour éviter un reflux puis éteindre le chauffage de la plaque. 

 

Ö Révélation 
- Disposer le gel dans une cassette en le fixant avec du scotch et en retirant le film 

étirable. 

- La cassette comprend deux Hyperfilms. Ajouter un film (Amersham) dans une 

pièce noire et fermer la cassette. Placer à -80°C ON. 
- Sortir la cassette 1h à TA avant d’ouvrir. Sortir le film dans le noir et l’introduire 

dans l’appareil à révélation des films à autoradiographie. 



 

183 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Annexes 
 

 

 

 

 

 
 



 

184 

Annexes 
 

Annexe 1 : Nouvelle nomenclature des protéines ribosomales  
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Annexe 2 : Arbre décisionnel de l’analyse statistique et des résultats des 
cribles primaires et secondaires 
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Annexe 3 : Viabilité cellulaire des lignées NIH3T3, HDQ-P1 et H1299 
après traitement par la molécule TLN468  
 

 

 
 

 

Les composés G418, gentamicine et TLN468 sont ajoutés aux lignées cellulaires 

NIH3T3, HDQ-P1 et H1299 durant 24h (n=4). Le WST1 est alors ajouté sur les cellules et 

l’absorbance est quantifiée. Ce composé est réduit en formazan (détectable à 440nm), 

qui s’accumule de façon proportionnelle au nombre de cellules vivantes. La viabilité 

cellulaire est alors déterminée en faisant le rapport des mesures d’absorbance dans la 

condition traitée par rapport à la médiane des absorbances de la condition contrôle. 
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Annexe 4 : Analyses statistiques de la contribution des ribosomes du RRL 
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Titre : Suppression traductionnelle des codons stop chez les mammifères 

Mots clés : Terminaison de la traduction, mutation non-sens / codon stop prématuré, translecture, 
aminoglycosides. 

Résumé : Entre 10% et 30% des maladies 
génétiques humaines sont liées à l'apparition d'une 
mutation non-sens (PTC). La synthèse protéique 
est alors arrêté prématurément. Cet arrêt peut être 
inhibé par des molécules inductrices de 
translecture qui permettent l’incorporation d’un 
ARNt suppresseur naturel au niveau du PTC 
(translecture). Le ribosome peut alors franchir le 
PTC et restaurer l’expression de la protéine.  
      Au cours de ma thèse, je me suis intéressé à la 
suppression des codons stop en caractérisant de 
nouvelles molécules inductrices de translecture et 
en analysant les mécanismes de la fidélité de la 
traduction. J’ai tout d’abord mis au point un 
système de criblage innovant avec lequel j’ai testé 
plus de 17 000 molécules et identifié un hit, la 
molécule TLN468. La caractérisation de cette 
molécule a montré qu'elle est capable de 
supprimer une mutation non-sens retrouvée dans 
le gène suppresseur de tumeur P53 et d’induire la 
réexpression de la protéine p53 active. 

      J'ai également caractérisé l’efficacité de 
translecture de nouveaux composés dérivés 
d’aminoglycosides. J’ai pu montré que le NB124 
est capable d’induire l’apoptose de cellules 
tumorales via la réexpression de la protéine p53 
tout ayant une toxicité bien plus faible que la 
gentamicine.  
      En parallèle, j’ai développé une approche en 
molécule unique permettant d’étudier les erreurs 
traductionnels. J’ai ainsi pu analyser la cinétique 
d’élongation des ribosomes eucaryotes et montré 
que l’initiation de la traduction sur un site d’entrée 
interne (IRES) ralentit le ribosome lors des 
premiers cycles d’élongation. Cet outil permettra 
d’étudier la suppression traductionnelle des 
codons stop et d’améliorer les molécules qui 
ciblent l’appareil traductionnel. L’obtention de 
données dynamique sera une avancée majeure 
dans la compréhension de la traduction eucaryote. 

 

 

Title : Translational suppression of stop codons in mammals 

Keywords : Translation termination, nonsense mutation / premature stop codon, readthrough, 
aminoglycosides 

Abstract : Nonsense mutations, also known as 
premature termination codons (PTCs) are 
responsible for 10% of all genetic diseases. The 
presence of a PTC leads to premature translation 
termination. Translational nonsense suppression 
strategy aims to re-express a functional full-length 
protein to restore normal cellular functions by 
using drugs. These molecules increase the 
incorporation of near-cognate tRNA at the stop 
codon (readthrough) and allow ribosomes to 
continue translation in the same reading frame 
until the next stop codon.  
    During my PhD, I characterized new 
readthrough inducers and studied translation 
accuracy to better understand the molecular 
mechanisms involved in stop codon decoding. I 
first developed an innovative screening system that 
I used to test over 17,000 molecules. Using a 
rigorous selection workflow I identified one hit we 
named TLN468. 

We have shown that this molecule is able to 
suppress various non-sense mutations and induce 
the re-expression of a full-length p53 protein. I 
also characterized readthrough efficiency of new 
compounds derived from aminoglycosides. I have 
shown that one of them, NB124 is able to induce 
apoptosis of tumor cells by re-expressing p53 
protein, while having a much lower toxicity than 
gentamicin. In parallel, we developed a single 
molecule approach for studying translational 
errors. The analysis of the kinetic elongation of 
eukaryotic ribosomes showed that translation 
initiation at an Internal Ribosome Entry Site 
(IRES) slows ribosomes during the first 
elongation cycles. This tool will allow us to study 
the translational non-sense suppression and 
improve the molecules that target the translational 
machinery. Obtaining dynamic data will be a 
major advance in the understanding of the 
eukaryotic translation. 

 


