
HAL Id: tel-03591280
https://theses.hal.science/tel-03591280v1

Submitted on 28 Feb 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

L’implication et le rôle de la protéine kinase AKT1 dans
le mécanisme de Nonsense-mediated mRNA decay

(NMD)
Martine Palma

To cite this version:
Martine Palma. L’implication et le rôle de la protéine kinase AKT1 dans le mécanisme de Nonsense-
mediated mRNA decay (NMD). Médecine humaine et pathologie. Université de Lille, 2021. Français.
�NNT : 2021LILUS027�. �tel-03591280�

https://theses.hal.science/tel-03591280v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


Université de Lille 

Ecole Doctorale Biologie – Santé Lille Nord de France EDBSL 

UMR9020 CNRS -UMR1277 Inserm- CANTHER 

Institut de Biologie de Lille 

 

THESE DE DOCTORAT 

En vue de l’obtention du grade de Docteur de l’Université 

Discipline : Biologie cellulaire 

Spécialité : Aspects moléculaires et cellulaires de la biologie 

 

Présentée par  

Martine Palma 

Soutenue le 20 octobre 2021 

 

 

 

 

 

Composition du Jury de Thèse : 

Pr Eric Adriaenssens, Professeur Université de Lille 

Dr Anne-Laure Todeschini, Maître de conférences 

Dr Laurent Delpy, Directeur de Recherche 

Dr Aurélie Baguet, Maître de conférences 

Dr Fabrice Lejeune, Directeur de Recherche 

 

  

L'implication et le rôle de la protéine kinase AKT1 

dans le mécanisme de Nonsense-mediated mRNA decay 

(NMD) 

Président 

Rapporteur  

Rapporteur 

Examinateur 

Directeur de thèse 



  



Qui ne doute pas acquiert peu. 

Léonard de Vinci 

  

 

Dans la vie, rien n’est à craindre, tout est à comprendre.  

Marie Curie 

 



Résumé 

La protéine AKT1, appelée aussi protéine kinase B ou PKB, est un composant central de la voie de 

signalisation PI3K/AKT/mTOR qui représente une des voies majoritaires des cellules régulant un 

nombre varié de processus biologiques tels que la prolifération cellulaire, l’apoptose, la survie cellulaire 

ainsi que l’angiogenèse parmi d’autres. Sa nature de serine-thréonine kinase lui confère la capacité de 

phosphoryler une multitude de substrats, aussi impliqués dans d’autres voies de signalisation et créant 

ainsi un réseau de connexion très vaste avec comme finalité le bon fonctionnement cellulaire. Une faille 

dans le système de régulation d’un ou de plusieurs composants de la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR provoque l’apparition de cancers. C’est le cas de la protéine AKT1 qui est 

fréquemment dérégulée dans les cellules cancéreuses, pouvant être mutée, délétée ou surexprimée selon 

les cas.  

Les voies de signalisation ne sont pas les seuls événements assurant l’homéostasie cellulaire. De 

nombreux systèmes de surveillance sont présents, de la transcription de l’ADN jusqu’à la synthèse en 

protéine. Un des mécanismes de contrôle-qualité est le Nonsense-mediated mRNA decay (NMD), qui 

cible spécifiquement les ARNm porteurs d’un codon stop prématuré (PTC) afin d ’empêcher la synthèse 

de protéines tronquées qui pourraient avoir des effets néfastes pour la cellule, garder une partie ou la 

totalité de leur activité ou tout simplement être non fonctionnelles. Les PTC sont retrouvés dans les 

séquences géniques responsables d’un tiers des maladies génétiques ainsi que de nombreuses formes de 

cancer, mais le NMD est aussi capable de réguler l’expression physiologique de différents ARNm.  

Le NMD fait intervenir une vingtaine de facteurs protéiques dont les protéines up-frameshift, UPF1, 

UPF2 et UPF3X. Les facteurs UPF1 et UPF2 sont des phosphoprotéines qui jouent un rôle central dans 

l’activation du NMD, et en particulier la protéine UPF1 qui doit être phosphorylée et déphosphorylée 

afin d'induire la dégradation d'un ARNm par le NMD. La seule kinase identifiée aujourd ’hui dans le 

NMD est la protéine SMG1, une PI3-kinase related kinase qui phosphoryle le facteur UPF1. La 

probabilité que d’autres protéines kinases soient impliquées dans le NMD est par conséquent élevée.  

Afin d’identifier de nouvelles protéines jouant un rôle dans le NMD, le criblage d’une banque 

d'inhibiteurs de kinases sur une construction luciférase sujette à une dégradation par le NMD nous a 

permis de découvrir trois inhibiteurs montrant une très forte capacité à inhiber le NMD. De manière 

intéressante, ces derniers ont tous les trois pour cible la protéine AKT1.  

Nous avons ainsi entrepris d’étudier l’implication et l’éventuelle activité de la protéine AKT1 dans le 

mécanisme de NMD. La réalisation d’expériences capables de déterminer la possible intervention 

d’AKT1 dans le NMD a permis la validation des résultats obtenus lors du crible. Les interactions 

protéiques entre AKT1 et les différents facteurs du NMD ont été examinées et les données obtenues 



montrent que la kinase AKT1 est capable d’interagir avec deux facteurs essentiels du NMD, les protéines 

UPF1 et UPF3X. 

L'implication de la protéine AKT1 dans le NMD suggère une régulation de ce dernier par une nouvelle 

kinase et une efficacité modulée dans les cancers ou dans des situations spécifiques en fonction du 

niveau d'expression de la protéine AKT1 mais aussi des facteurs du NMD. Cette nouvelle kinase 

identifiée dans le NMD pourrait ouvrir de nouvelles possibilités de stratégies thérapeutiques dans des 

pathologies telles que le cancer. 

  



Abstract 

The protein kinase AKT1, also known as protein kinase B or PKB, is one of the main factors involved 

in the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway that plays a key role for the regulation of a variety of 

biological processes such as cell proliferation, apoptosis, cell survival and angiogenesis among others. 

This serine-threonine kinase has the ability to phosphorylate a high number of substrates, involved in 

some cases in multiple cellular signaling pathways with the creation of a complex network that ensure 

the correct activity of cells. The rupture of the PI3K/AKT/mTOR signaling regulation leads to the 

development of cancers. In fact, the AKT1 protein is often found overexpressed, overactivated or 

mutated in cancer cells.  

To ensure the cellular homeostasis, the signaling pathways don’t represent the only regulation system. 

From the DNA transcription to the protein synthesis, many quality control mechanisms are present that 

guard against defects in gene expression. The Nonsense-mediated mRNA decay or NMD represents one 

of them, which targets mRNA harboring a premature termination codon (PTC) in order to prevent the 

synthesis of a truncated protein. This protein could have cytotoxic effects, maintain some or all the 

protein activity or could simply be non-functional. PTC are responsible for a third of genetic diseases 

as well as many cancers, but the NMD is also able to regulate the physiological expression of many 

mRNAs. 

NMD involves more than a dozen factors, including the up-frameshift proteins UPF1, UPF2 and 

UPF3X. The UPF1 and UPF2 factors are two phosphoproteins which are necessary for the NMD 

activation, in a particular way the UPF1 protein that have to be phosphorylated and dephosphorylated 

to induce the mRNA degradation by NMD. The only kinase identified today in the NMD is the SMG1 

protein, a PI3-kinase related kinase that ensure the phosphorylation of UPF1. However, it is strongly 

expected that additional kinases are involved in the NMD. 

In order to identify novel proteins that play a role in NMD, a screening system composed with a kinase 

inhibitor library allowed us to discover three putative NMD inhibitors targeting the same protein: the 

AKT1 protein. 

After the validation of screening results with the involvement of AKT1 in the NMD, the protein 

interactions between AKT1 and the NMD factors were examined and the data obtained show that AKT1 

kinase is able to interact with two essential NMD factors, the UPF1 and UPF3X proteins. In fact, the 

kinase AKT1 is able to phosphorylate the UPF1 protein. 

The involvement of AKT1 in the NMD suggests a regulation of the NMD by a new kinase which can 

modulate the NMD efficiency depending on the AKT1 expression. A better comprehension of the role 

of AKT1 in NMD offer perspective on potential future directions for new therapeutic interventions on 

human cancer with AKT alteration. 
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Chaque cellule de l’organisme reçoit des messages et des indications pour la production de protéines à 

partir d’un ARNm qui est transcrit de l’ADN, ou pour permettre l’action de différentes protéines, afin 

de déterminer le bon fonctionnement des cellules. Ces messages peuvent être extra ou intracellulaires, 

et déclenchent l’activation de voies de signalisation avec le but de véhiculer l’information jusqu’à la 

destination finale. Une multitude de protéines se donne le « relais », et active la cascade de 

phosphorylation qui représente l’événement le plus fréquent pour la transmission du signal. 

Les voies de signalisation sont nombreuses et sont généralement interconnectées entre elles, avec 

certaines protéines qui jouent le rôle de carrefour pour la transmission du signal d’une voie à une autre 

ou tout simplement jusqu’à l’activité finale d’une protéine. Une des voies de signalisation phare dans la 

régulation d’événements cellulaires est la voie PI3K/AKT/mTOR, qui gouverne des processus tels que 

la prolifération et la survie cellulaire, la régulation de l’apoptose, la synthèse protéique, le métabolisme, 

et d’autres encore. Aujourd’hui, elle représente une voie de signalisation étudiée sous tous ses aspects 

puisqu’une dérégulation de celle-ci est la cause d’un nombre élevé de pathologies telles que les cancers, 

dont le cancer du sein, des ovaires, des poumons ou de la prostate (Cohen, 2013; Toker and Marmiroli, 

2014). 

Les trois acteurs principaux de cette voie de signalisation, et qui représentent trois kinases, sont la 

protéine phosphoinositide-3 kinase (PI3K), la protéine AKT (protéine kinase B ou PKB) et la protéine 

mammalian Target of Rapamycin (mTOR). Ces trois kinases forment des nœuds où le signal pourra 

suivre un certain chemin par rapport à un autre.  

Les voies de signalisation ne sont pas les seules à établir un bon fonctionnement cellulaire, mais d’autres 

mécanismes interviennent dans des conditions particulières. Un exemple est celui du Nonsense-

mediated mRNA decay (ou NMD) qui représente un système de contrôle-qualité après la transcription 

de l’ADN en ARN, puis sa maturation et son export dans le cytoplasme, afin de vérifier la conformité 

de l’ARNm avant sa traduction en protéine. En effet, si la séquence d’ARNm présente un codon stop 

prématuré (ou PTC), il va être reconnu comme tel par le NMD et dégradé afin de prévenir la synthèse 

d’une protéine tronquée qui pourrait être néfaste pour la cellule. Ce mécanisme de surveillance ne joue 

pas uniquement un rôle dans la dégradation des ARNm porteurs d’un PTC, mais semblerait intervenir 

dans d’autres processus cellulaires, par exemple dans la régulation de la longueur des télomères (Conti 

and Izaurralde, 2005; Reichenbach et al., 2003).  

La cellule utilise ainsi différentes voies afin de garantir l’activité correcte de l’organisme, en 

interconnectant par exemple plusieurs mécanismes cellulaires entre eux tels que la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR et le mécanisme du NMD (J. Park et al., 2016). 
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I. L’implication de la protéine kinase AKT dans les voies de signalisation 

 

 

1) La protéine kinase AKT et sa voie de signalisation 

La protéine AKT est une sérine-thréonine kinase faisant partie de la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR. Cette voie de signalisation représente un carrefour entre différents chemins, chacun 

d’entre eux régulant une activité précise et nécessaire au bon développement de la cellule. La protéine 

AKT se trouve ainsi au centre, interconnectant différentes voies qui peuvent communiquer entre elles. 

Une  altération dans la régulation de cette voie de signalisation, telle qu’une mutation d’un des facteurs 

impliqués dans la transmission du signal, peut entrainer l’apparition de pathologies telles que le diabète 

ou le cancer (Toker and Marmiroli, 2014). 

 

• La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR 

L’identification de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR commença dans les années 1980 lors de 

la caractérisation de la signalisation du récepteur à insuline, et ainsi lors de la découverte des récepteurs 

tyrosine kinases (RTKs). Cette voie régule finement de nombreux processus cellulaires tels que la survie, 

la prolifération cellulaire, la migration, le métabolisme, l’angiogenèse, la synthèse protéique et des 

événements liés à la transmission du signal synaptique au niveau du système nerveux (Brazil and 

Hemmings, 2001; Hemmings and Restuccia, 2012). 

La voie PI3K/AKT/mTOR peut être activée de différentes manières, notamment par la fixation de 

ligands spécifiques tels que des facteurs de croissance comme IGF-1, PDGF, EGF ou des interleukines 

comme IL-2 sur les récepteurs RTKs. Parmi les membres de cette famille, on trouve les récepteurs du 

facteur de croissance épidermique (EGFR), les récepteurs à insuline-like Growth Factor (IGF1R), les 

récepteurs hormonaux HER2, les récepteurs de cytokines entre autres. Les RTKs possèdent trois 

domaines, et plus précisément une région extracellulaire, une région transmembranaire et une région 

intracellulaire. Le positionnement du ligand sur le domaine extracellulaire du récepteur aboutit à des 

changements conformationnels induisant et stabilisant la dimérisation du récepteur en question. Une fois 

la dimérisation conclue, un événement de transphosphorylation des résidus tyrosine kinase de la région 

intracellulaire du récepteur (dans le domaine tyrosine kinase), conduit à l’activation de celui-ci et à la 

cascade de transduction du signal, avec les effecteurs en aval qui transmettent le signal jusqu’au noyau 

cellulaire. La région intracellulaire a la capacité de servir comme site d’ancrage de protéines 

intracellulaires ou tout simplement de sous-unités, telles que p85 qui représente une sous-unité 
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régulatrice de la protéine PI3K (Brazil and Hemmings, 2001; Toker and Marmiroli, 2014; Toulany et 

al., 2007) (Figure 1). 

Figure 1 : Représentation des récepteurs RTKs ou d’un récepteur couplé à une protéine G (GPCR). 

A. Après la reconnaissance du ligand par son récepteur, un événement de dimérisation a lieu qui 

permet de conduire à la transphosphorylation de celui-ci. Les résidus tyrosine kinase phosphorylés 

interagissent et activent la protéine phosphoinositide-3 kinase (PI3K) appartenant à la classe IA. B. 

Les kinases PI3K de classe IB sont en revanche activées par les récepteurs GPCR tels que le 

récepteur 5-HT reconnaissant la sérotonine. Ces récepteurs possèdent sept domaines 

transmembranaires dont la troisième boucle intracellulaire interagit avec une ou plusieurs protéines 

G. La protéine G assure l’échange de GDP en GTP, nécessaire à l’activation de la PI3K. 

La transmission du signal au sein de cette voie de signalisation se fait par l’intermédiaire de trois 

protéines centrales, et plus précisément la protéine phosphoinositide-3 kinase (PI3K), la protéine AKT 

(ou protein kinase B (PKB)) et la protéine mammalian Target of Rapamycin (mTOR). 

 

• Le premier acteur : la protéine PI3K 

La protéine phosphoinositide-3 kinase ou PI3K fait partie d’une famille de protéines présentant une 

activité de phosphorylation des lipides. La particularité de cette protéine est de phosphoryler les 

phosphoinositides (ou PI) membranaires, appelés aussi lipides à inositol, en position 3 du noyau inositol 

(Krasilnikov, 2000; Thorpe et al., 2015).  

Il existe trois classes de protéines PI3K nommées classes I, II et III, et possèdent des caractéristiques 

distinctes telles que l’interaction avec des substrats différents. La première classe de PI3K est celle 

majoritairement étudiée et se subdivise en deux sous-groupes appelés IA et IB (Figure 1). Tout d’abord, 

la protéine PI3K est une enzyme hétérodimérique présentant deux sous-unités de fonction différente. La 

première sous-unité est appelée p110 et possède une activité catalytique. La deuxième, appelée p85, est 
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une sous-unité régulatrice. La protéine PI3K peut être activée directement après la liaison du ligand à 

son récepteur à activité tyrosine kinase en activant initialement la sous-unité régulatrice p85 ou par 

l’intermédiaire de la protéine Ras par sa liaison avec la sous-unité p110. Dans la classe IA des protéines 

PI3K, la sous-unité p110 présente trois isoformes appelées p110α, β et δ, qui sont exprimées de façon 

différente, notamment les isoformes α et β sont ubiquitaires alors que la δ est exprimée dans les 

leucocytes (Vanhaesebroeck et al., 2012). La sous-unité p85 quant à elle, présente cinq isoformes 

nommées p85α, p85β, p55α, p50α et p55γ (Figure 2). Cette classe de PI3K est activée par les récepteurs 

RTKs alors que les PI3K de classe IB ont une activation par des récepteurs couplés à une protéine G 

(GPCR) tels que les récepteurs à adénosine ou les récepteurs sérotoninergiques (5-HT) activés par la 

sérotonine (New et al., 2007) (Figure 1). Les kinases de classe IB ne présentent qu’une seule isoforme 

de p110, appelée p110γ, et la sous-unité régulatrice peut être de deux isoformes, soit p101 ou p87 

(Thorpe et al., 2015; Vanhaesebroeck et al., 2012). 

Figure 2 : Fonctionnement des PI3K de classe IA et leur voie de signalisation. Après l’activation du 

récepteur RTK, la phosphorylation de la PI3K peut être effectuée par le récepteur ou bien par une 

protéine adaptatrice appelée IRS. La PI3K activée transforme le PIP2 en PIP3 qui sera reconnu par 

les protéines AKT et PDK1.  La kinase PDK1 phosphoryle AKT et entrainera la cascade de 

phosphorylation. Les deux phosphatases PTEN et SHIP permettent la conversion du PIP3 en PIP2. 

Nous allons nous intéresser majoritairement à la première classe de PI3K et mettre de côté les PI3K de 

classe II et de classe III (Liu et al., 2009).  

La kinase PI3K a la particularité de transformer le phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate (PIP2) en 

phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP3), qui représente le principal lipide produit, fondamental 

pour le recrutement membranaire de la protéine AKT. En effet, nous pouvons parler de translocation 

membranaire d’AKT, étape cruciale pour la phosphorylation de la protéine AKT par une sérine-

thréonine kinase puisqu’AKT aura la conformation adéquate au niveau membranaire pour accepter un 

groupe phosphate. La kinase en question, permettant la phosphorylation d’AKT, est la 
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phosphatidylinositol-3-dependent kinase 1 (PDK1) (Andjelkovic et al., 1997; Lemmon and Ferguson, 

2000; Song et al., 2005). 

Deux phosphatases régulant l’activation de PI3K sont connues, notamment la phosphatase and tensin 

homolog deleted on chromosome ten (PTEN) et la SH2 domain-containing inositol 5'-phosphatase 

(SHIP). La protéine PTEN représente un gène suppresseur de tumeurs, souvent retrouvé muté dans 

certaines anomalies génétiques telles que des syndromes congénitaux comme la maladie de Cowden, 

mais aussi dans de nombreuses formes de cancers, notamment le cancer de la prostate, du rein, de 

l’ovaire et d’autres encore. La protéine PTEN catalyse la conversion du phosphatidylinositol (3,4,5)- 

triphosphate (PIP3) en phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate (PIP2) par déphosphorylation et la 

protéine SHIP du PIP3 en phosphatidylinositol (3,4)-biphosphate (PIP2). Le PIP2 ne sera ainsi plus 

reconnu par la protéine AKT, avec comme conséquence l’inactivation de la voie de signalisation (Aman 

et al., 1998; Carracedo and Pandolfi, 2008). 

 

• Les deux complexes composés de mTOR  

mTOR est une sérine-thréonine kinase qui fait partie de la famille des kinases PIKK 

(phosphatidylinositol 3-kinase related kinase protein). Cette kinase intracellulaire de 289 kDa a été 

découverte chez les mammifères en 1994 avec l’étude du mécanisme d’action de la rapamycine, 

antibiotique macrolide qui lui a donné son nom (Brown et al., 1994; Chen et al., 1994). La protéine 

mTOR appartient au complexe mTORC1, sensible à la rapamycine, et au complexe mTORC2, 

insensible au macrolide en question (Laplante and Sabatini, 2012).  

La protéine mTOR est composée à son extrémité N-terminale d’une répétition en tandem d’environ 20 

séquences appelées HEAT (Huntington, EF3, A subunit of PP2A, TOR). mTOR est aussi composée de 

deux domaines FAT, appelés FAT et FATC, qui ont la capacité de maintenir la conformation optimale 

du site actif. Le premier domaine FAT est suivi d’un domaine de liaison pour une protéine, appelé 

FKBP12- rapamycin binding domain (FRB), qui interagit avec la protéine FKBP12 (FK-binding 

protein). Cette dernière permet le transport de la rapamycine. Pour finir, à son extrémité C-terminale, 

mTOR possède un domaine appelé NRD (negative regulatory domain) comprenant deux sites de 

régulation de mTOR, notamment la Ser2446 et la Thr2448, et le deuxième domaine FATC (Hay, 2004) 

(Figure 3A). 

Comme énoncé précédemment, mTORC1 et mTORC2 sont formés par la même protéine centrale, la 

protéine mTOR et des protéines communes telles que Deptor (DEP domain containing mTOR-

interacting protein) ayant une activité inhibitrice sur mTOR, mLST8 (mammalian lethal with sec-13 

protein 8 ou GβL) ayant un rôle de protéine adaptatrice, ainsi que de Tti1/Tel2 ayant un rôle dans 

l’assemblage et la stabilité des deux complexes (Kaizuka et al., 2010; Peterson et al., 2009). Cependant, 
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ces deux complexes sont constitués de facteurs spécifiques à l’un ou à l’autre complexe. Le rôle de ces 

facteurs est de conférer la capacité à interagir avec des substrats différents et à les réguler de façon 

indépendante. Le complexe mTORC1 est constitué par exemple de la protéine Raptor (regulatory-

associated protein of mammalian target of rapamycin), importante pour la régulation du complexe, de 

PRAS40 (proline-rich Akt substrate 40 kDa) possédant une activité inhibitrice de mTORC1 et de la 

protéine Rheb (Ras holomog enriched in brain) permettant l’activation du complexe. En revanche, 

mTORC2 est composé des protéines Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) et Sin-1 

(stress-activated map kinase-interacting protein 1) qui sont deux protéines de régulation permettant 

l’assemblage du complexe mTORC2 mais aussi le lien et l’interaction avec les substrats ou protéines 

telles que SGK1. La dernière protéine composant mTORC2 est Protor1/2 (protein observed with rictor 

1 and 2) ayant elle aussi une activité régulatrice sur le complexe (Dos D. Sarbassov et al., 2004; Hara et 

al., 2002; Jacinto et al., 2006; Pearce et al., 2007; Sancak et al., 2007) (Figure 3B). 

Figure 3 : Composition des complexes mTORC1 et mTORC2. A. Structure de la protéine mTOR 

qui forme le noyau des deux complexes. B. Les protéines composants mTORC1 et mTORC2. 

Selon le mode d’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR, un complexe s’imposera sur l’autre. C’est le 

cas de mTORC1 qui répond à de nombreux facteurs intra et extracellulaires tels que les facteurs de 

croissances, les acides aminés, le stress, le niveau énergétique (niveau d’ATP), l’oxygène, mais aussi la 

rapamycine. Le but final est celui de réguler par exemple la synthèse de macromolécules, le 

métabolisme, l’autophagie, la croissance et la progression du cycle cellulaire notamment. En revanche, 

mTORC2 intervient dans la voie de signalisation dans la régulation de la survie cellulaire, du 

métabolisme, de la réorganisation du cytosquelette mais aussi dans la phosphorylation de la protéine 

AKT. Le complexe mTORC1 peut être activé via différents ligands sur les récepteurs correspondants 

ou en réponse à un stress tel qu’un déficit énergétique. En effet, lorsque le ratio AMP/ATP est élevé, les 

niveaux énergétiques sont très bas et la protéine AMP-activated protein kinase (AMPK) conduit à une 

inhibition de Raptor par phosphorylation qui conduit à son tour à une activation de mTORC1. De même, 
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une diminution d’un acide aminé en particulier, tel que la leucine, conduit à une déphosphorylation des 

effecteurs de mTORC1, dont S6K1 (Laplante and Sabatini, 2012; Ma and Blenis, 2009). 

Comme indiqué auparavant, les deux complexes ne partagent pas les mêmes cibles. Les principaux 

substrats de mTORC1 sont la protéine 4E-BP1 (eIF4E-binding protein 1) et la protéine S6K1 ou 

p70S6K. La protéine 4E-BP1 est phosphorylée sur les sites Thr37 et Thr46 par mTORC1 et permettra 

le détachement de celle-ci du facteur de traduction eIF4E. La protéine eIF4E libre sera donc capable 

d’activer la traduction dépendante de la coiffe. La protéine S6K1 est impliquée dans la biogenèse 

ribosomale et sa phosphorylation permet la progression du cycle cellulaire de la phase G1 à la phase S, 

mais aussi la régulation de l’apoptose. Un autre rôle important de la protéine mTORC1 est celui de 

permettre un rétrocontrôle négatif sur la protéine PI3K à l’aide de la kinase S6K1 phosphorylant IRS1 

qui va induire à son tour une régulation sur la protéine PI3K. En revanche, une cible d’importance 

majeure de mTORC2 est la protéine AKT puisqu’il a été démontré qu’elle est capable de phosphoryler 

la Ser473 d’AKT1 afin de conduire à une activation complète de celle-ci (Laplante and Sabatini, 2012; 

Sarbassov, 2005). 

 

• L’activation de la voie de signalisation 

Les premières étapes de l’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR sont gouvernées par le positionnement 

de ligands spécifiques sur leur récepteur RTK au niveau extracellulaire, ou bien par l’activation de la 

protéine Ras au niveau intracellulaire. Les récepteurs activés peuvent stimuler de façon directe la 

protéine PI3K ou bien peuvent stimuler de façon indirecte avec l’utilisation de protéines adaptatrices 

telles que le substrat du récepteur à insuline IRS (Insulin receptor substrate), la protéine Grb2 (Growth 

factor receptor bound protein 2) ou GAB (Grb2-associated protein). En effet, la protéine PI3K interagit 

avec les récepteurs activés présentant les motifs phosphotyrosines par interaction avec le domaine SH2 

de la sous-unité p85. L’activation par Ras, qui représente une GTPase fondamentale à la voie de 

signalisation MAPK/ERK, se produit via une interaction avec PI3K par son domaine RDB (Ras-binding 

domain) de la sous-unité p110 (Krasilnikov, 2000; Thorpe et al., 2015; Vanhaesebroeck et al., 2012) 

(Figure 4). 

Au niveau membranaire, l’activation de PI3K conduit à la conversion du phosphatidylinositol (3,4)-

biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP3). En effet, la kinase PI3K 

phosphoryle les phosphoinositides en position 3’-OH (D3) du cycle inositol afin de créer des produits 

lipidiques phosphorylés, fondamentaux pour le recrutement membranaire de la protéine AKT qui est 

capable d’interagir uniquement avec ces phospholipides, c’est-à-dire PIP3. Le recrutement membranaire 

d’AKT est nécessaire à l’activité de la protéine kinase PDK1, puisqu’elle peut accéder au site de 

phosphorylation d’AKT et le phosphoryler grâce à une modification conformationnelle de celle-ci. Le 

site en question est la Thr308 qui n’est pas le seul site permettant l’activation d’AKT. Le complexe 
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mTORC2 est connu pour phosphoryler un deuxième site, notamment la Ser473. La régulation de la 

protéine AKT ainsi que les sites de phosphorylation présents sur la protéine vont être décrits dans ce 

chapitre dans la partie « la régulation de l’activité de la kinase AKT » (Fu and Hall, 2020; Song et al., 

2005; Stephens et al., 1998).  

Figure 4 : Mécanisme d’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR. Selon le ligand, 

l’activation de la voie de signalisation pourra être différente. En effet, dans certains cas, les protéines 

adaptatrices telles que IRS, Grb2 ou GAB interviennent sur la PI3K, alors que dans d’autres cas la 

PI3K peut être activée par la protéine Ras ou bien par les GPCR. Une fois la conversion faite de 

PIP2 en PIP3 et la translocation membranaire d’AKT, les protéines kinases PDK1 et mTORC2 

phosphorylent AKT, avec comme conséquence la phosphorylation directe de mTORC1 ou bien 

l’activation de mTORC1 via l’inhibition des protéines TSC1 et TSC2. 

Une protéine qui inhibe la translocation membranaire d’AKT est la protéine PHLDA3 (pleckstrin 

homology-like domain, family A, member 3) qui interagit avec les lipides PIP3 en dépit de la protéine 

AKT qui ne peut se lier (Takikawa and Ohki, 2017).  

Une fois la phosphorylation faite, l’activation d’AKT entraine la continuation de la cascade de 

signalisation avec le complexe mTORC1 mais pas uniquement. La cible mTORC1 est activée par AKT 

par inhibition de l’hétérodimère composé de TSC1 et TSC2 qui régule mTORC1 (TSC1 pour Tuberous 

Sclerosis 1 ou hamartin et TSC2 pour tuberin). D’autres cibles sont présentes selon le signal initial 

déclenché, telles que BAD, Mdm2 et d’autres encore, régulant des processus biologiques comme 

l’activation de l’apoptose et la progression du cycle cellulaire (Manning and Toker, 2017). 
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2) La protéine kinase AKT 

Les premières recherches sur la protéine AKT remontent à une quarantaine d’années, avec la découverte 

en 1977 par Staal et ses collègues d’une transformation par le virus murin de la leucémie de cellules 

issues du thymus de souris ayant une incidence élevée de lymphomes spontanés (Staal et al., 1977). 

C’est seulement vers le début des années 90 que différentes équipes de recherche comme Tsichlis et al. 

identifièrent le gène AKT comme un homologue cellulaire de l’oncogène v-Akt transduit par le rétrovirus 

murin appelé AKT8, déjà décrit auparavant par Staal (Bellacosa et al., 1991).  

Une autre dénomination de la protéine AKT est celle de protéine kinase B (PKB) puisque dans les 

mêmes années, deux autres groupes reconnurent des séquences apparentées aux protéines kinases A et 

C dans les ADNc codant AKT (Coffer and Woodgett, 1991; Jones et al., 1991). 

Ainsi, au fil des années, AKT a été décrite comme un des effecteurs majeurs de la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR. Cette protéine, faisant partie de la famille des protéines kinases AGC (cAMP-

dependent, cGMP-dependent and protein kinase C), est une sérine/thréonine kinase contrôlant des 

processus cellulaires nécessaires au bon fonctionnement des cellules comme le métabolisme, la 

prolifération, la survie, la croissance cellulaire, mais aussi l’apoptose. Une dérégulation d’un des 

membres de cette voie de signalisation entraine l’apparition non seulement de dysfonctionnements 

métaboliques ou neuronaux, mais aussi d’autres pathologies comme le cancer (Toker and Marmiroli, 

2014). 

 

• La structure et les trois isoformes de AKT : AKT1, AKT2 et AKT3 

Trois paralogues pour la protéine AKT sont décrits : les protéines AKT1 (appelée aussi PKBα), AKT2 

(PKBβ) et AKT3 (PKBγ). La protéine AKT1 est codée par le gène AKT1 localisé sur le chromosome 

14q32, la protéine AKT2 par le gène AKT2 sur le chromosome 19q13 et la protéine AKT3 par le gène 

AKT3 sur le chromosome 1q44 (Toker and Marmiroli, 2014).  

Présentant 80% de similarité de séquence, les isoformes renferment une architecture similaire, 

composées de (Figure 5) : 

- Un domaine d’homologie à la plekstrine à l’extrémité N-terminale, appelé PH-domain (pleckstrin 

homology domain). Ce domaine permet d’interagir avec les phospholipides membranaires, plus 

particulièrement avec le phosphatidyl-inositol (3,4,5) triphosphate ou (3,4) diphosphate. Non 

seulement ce domaine permet le recrutement de la protéine à la membrane cellulaire mais aussi la 

reconnaissance de AKT comme substrat par des kinases spécifiques (Hanada et al., 2004). Dans 4-

8% des cancers du sein, une mutation activatrice somatique est retrouvée dans le domaine PH, 
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remplaçant l’acide glutamique en lysine en position 17 de l’isoforme AKT1, appelée aussi E17K 

(Carpten et al., 2007).  

 

- Un domaine appelé linker assurant la connexion entre le domaine PH et le domaine catalytique. 

Cette région est très peu conservée entre les isoformes (entre 17 et 46% de similarité) et ne possède 

pas d’homologie avec d’autres protéines humaines de façon significative. Ce domaine est formé 

d’une courte région hélice-α dont sa fonction reste encore inconnue, mais peut être la cause de 

spécificité du signal selon l’isoforme (Kumar and Madison, 2005; Toker and Marmiroli, 2014).  

 

- Un domaine catalytique, appelé aussi domaine kinase. Ce domaine est central pour l’activité d’AKT 

et possède une forte homologie avec d’autres kinases de la famille AGC. Cette région est 

fondamentale pour la phosphorylation des substrats de la protéine AKT et ainsi entrainer la poursuite 

de la cascade de phosphorylation de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR. De manière 

intéressante, chacune des isoformes d’AKT possède une Thréonine dans ce domaine qui doit être 

phosphorylée pour permettre l’activité kinase. Dans le cas de l’isoforme AKT1, il s’agit de la 

Thréonine 308, pour l’isoforme AKT2 c’est la Thréonine 309 et enfin la Thréonine 305 pour AKT3 

(Hanada et al., 2004; Hers et al., 2011). 

 

- Un domaine hydrophobe, appelé aussi régulateur, à l’extrémité C-terminale composé d’environ 40 

acides aminés. Le motif hydrophobe F-P-Q-F-S-Y est conservé dans la famille des kinases AGC et 

permet la régulation de la protéine après son activation (Peterson and Schreiber, 1999). Dans ce 

motif, la Serine doit être phosphorylée pour permettre l’activation de la protéine. Il s’agit de la Serine 

473 pour AKT1, 474 pour AKT2 et 472 pour AKT3. Cette région permet de réguler et de maintenir 

l’activité kinase de la protéine AKT (Toker and Marmiroli, 2014). 

Figure 5 : Représentation de la structure des trois isoformes d’AKT. Les trois isoformes présentent 

trois domaines principaux, notamment le domaine PH, le domaine kinase et le domaine hydrophobe 

ou régulateur. Les sites de phosphorylation d’AKT1 sont la Thr308 et la Ser473, d’AKT2 les Thr309 

et la Ser474 et d’AKT3 la Thr305 et la Ser472. 
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• Localisation et expression des différentes isoformes d’AKT 

Malgré le pourcentage si élevé de similarité de séquences et leur architecture très semblable, les trois 

isoformes diffèrent par leur distribution dans les tissus mais aussi par la nature des substrats. Ces 

différences entrainent une spécificité du signal puisque selon la localisation tissulaire et la protéine 

phosphorylée, une voie de signalisation préférentielle sera activée (Gonzalez and McGraw, 2009a). 

Dans certains cas, deux isoformes d’AKT peuvent avoir une action contraire, notamment dans certaines 

formes de cancer du sein. En effet, il a été démontré qu’AKT1 et AKT2 agissent de façon opposée, où 

d’un côté l’isoforme AKT1 diminue la migration des cellules cancéreuses du sein en agissant sur la 

régulation par exemple de la protéine TSC2 et de la palladine, alors qu’AKT2 a la capacité de 

promouvoir la migration et l’invasion via la régulation par exemple de β-intégrines et de F-actine. 

Néanmoins, si d’une part AKT1 ne favorise pas l’invasion dans certaines situations, elle intervient dans 

la croissance tumorale (Hinz and Jücker, 2019; Riggio et al., 2017) (Figure 6). 

Figure 6 : Effet contraire des isoformes AKT1 et AKT2 dans le cancer du sein. Les deux isoformes 

peuvent activer des voies différentes telles que la prolifération cellulaire pour AKT1 et la migration 

et l’invasion pour AKT2. Un exemple est celui de la protéine β1-intégrine qui est activée par AKT2 

mais inhibée par AKT1. 

L’isoforme AKT1 est ubiquitaire et elle est plus fortement exprimée par rapport aux deux autres 

isoformes AKT2 et AKT3. En effet, de par sa distribution tissulaire, elle a été montrée pour être 

impliquée dans différents processus biologiques comme la croissance cellulaire ou la survie (Chen, 

2001).  

En revanche, AKT2 est principalement exprimée dans les tissus sensibles à l’insuline, notamment le 

foie, mais aussi dans les tissus adipeux et les muscles squelettiques, avec une forte expression lors de 
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leur différenciation. Son activité régule principalement l’homéostasie du glucose contrôlant plus 

précisément le transporteur GLUT4 afin de permettre un trafic intracellulaire du glucose correct après 

le stimulus déclenché par l’insuline (Cho, 2001; Garofalo et al., 2003; Gonzalez and McGraw, 2009a; 

Kupriyanova and Kandror, 1999). 

La localisation tissulaire d’AKT3 est assez restreinte en comparant avec celle des deux autres isoformes 

et son activité n’est pas encore tout à fait élucidée. En effet, elle est distribuée principalement au niveau 

du cerveau et des testicules. La seule information que nous possédons aujourd’hui est qu’elle semblerait 

intervenir dans le développement neuronal (Easton et al., 2005; Tschopp, 2005). 

 

• Voie de signalisation activée selon l’isoforme  

Chaque isoforme présente une voie préférentielle de signalisation, due en partie à la différente 

localisation tissulaire mais aussi à des stimuli extracellulaires distincts. 

Cela fait maintenant une dizaine d’années qu’il a été démontré chez la souris une certaine spécificité du 

signal isoforme-spécifique. En effet, l’invalidation des gènes Akt chez la souris a permis d’élucider les 

rôles exclusifs des isoformes (Gonzalez and McGraw, 2009a). 

Les souris n’exprimant plus le gène Akt1 apparaissent de taille réduite par rapport aux souris sauvages. 

Effectivement, il a été démontré qu’un retard de la croissance embryonnaire et post-natale est présent, 

qu’une hypotrophie placentaire est installée, et qu’une diminution de la prolifération des fibroblastes 

embryonnaires est visible. Entre autres, dans des populations homogènes de cellules en culture 

invalidées d’AKT1 sur les deux allèles, le processus apoptotique est fortement activé, indiquant un rôle 

d’AKT1 dans la survie cellulaire (Chen, 2001; Cho, 2001; Skeen et al., 2006). 

Inversement, les souris knock-out pour le gène Akt2 développent un phénotype de diabète de type 2, et 

les cellules dérivant de ces souris indiquent une dérégulation dans l’utilisation du glucose. Ce modèle 

murin nous renseigne sur le fait que l’isoforme Akt2 privilégie la voie de signalisation régulant 

l’homéostasie du glucose. De plus, une résistance à l’insuline apparait lorsque Akt2 n’est pas exprimée, 

compensée par une hyperplasie des ilots β pancréatiques. Il a été démontré que chez les mêmes souris 

étaient présentes une lipoatrophie progressive ainsi qu’une dyslipidémie (Cho, 2001; Garofalo et al., 

2003). Ces résultats ont été confirmés chez l’Homme par la mise en évidence d’une forme familiale de 

diabète de type MODY (mature onset diabetes of the young), présentant une mutation d’AKT2 de forme 

dominante négative (George, 2004).  

Une chose à ne pas négliger est que selon le type cellulaire considéré, la fonction d’une isoforme peut 

varier. Un exemple est qu’une délétion d’Akt2 a la capacité d’augmenter le pouvoir migratoire des 
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fibroblastes embryonnaires alors que cette capacité diminue dans plusieurs lignées cancéreuses (Irie et 

al., 2005; Zhou et al., 2006). 

Concernant l’isoforme Akt3, il a été démontré que chez les souris ne possédant plus le gène Akt3, une 

déficience dans le développement du cerveau est visible, et par conséquent une réduction de la taille du 

cerveau. Ces résultats suggèrent un rôle d’Akt3 dans le développement neuronal (Easton et al., 2005; 

Tschopp, 2005). 

 

Si l’on considère une combinaison de l’invalidation de deux isoformes sur les trois, des informations 

supplémentaires nous sont données, nous informant de possibles compensations ou substitutions des 

rôles des trois isoformes. Avant tout, une double invalidation des gènes Akt1 et Akt2 simultanément 

cause chez la souris une forte léthalité néonatale, probablement due à l’hypoxie causée par l’atrophie 

des muscles respiratoires. Une atrophie sévère des muscles squelettiques est visible, et d’autres 

problématiques comme des défauts dans le développement de la peau et des os, ainsi qu’une réduction 

de l’adipogenèse (Peng, 2003).  

Le génotype Akt1-/- Akt3-/- chez la souris est cette fois-ci léthal au niveau embryonnaire.  

Contrairement aux cas énoncés jusqu’à présent, la présence d’un seul allèle fonctionnel Akt1 chez les 

souris, c’est-à-dire présentant un génotype Akt1+/- Akt2-/- Akt3-/-, est suffisant pour permettre la survie 

des souris malgré la réduction de leurs taille et poids, ainsi qu’une intolérance à l’insuline et au glucose 

(Dummler et al., 2006; Yang et al., 2005). 

Ces résultats nous permettent de comprendre que malgré la forte proximité structurale et de séquence, 

les trois isoformes régulent des fonctions bien distinctes. Cette spécificité fonctionnelle dépend non 

seulement de leur distribution tissulaire et des stimuli extracellulaires spécifiques, mais aussi d’une 

activité catalytique intrinsèque à phosphoryler différents substrats, et du contexte cellulaire. En effet, en 

fonction de leur localisation intracellulaire, une isoforme aura accès à des substrats ou à des protéines 

adaptatrices spécifiques. 

La spécificité des trois isoformes n’est pas simplement retrouvée au niveau physiologique mais aussi au 

niveau pathologique. En effet, en fonction de la mutation, un développement tumoral pourra apparaitre 

dans un tissu bien déterminé. Cette partie sera traitée de façon plus détaillée dans la partie 5 de ce 

chapitre (Gonzalez and McGraw, 2009a). 
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3) La régulation de l’activité de la kinase AKT 

La protéine AKT nécessite une régulation par phosphorylation afin de promouvoir la transduction du 

signal tout le long de la cascade de signalisation. Plusieurs événements sont nécessaires à l’activation 

de la voie de signalisation tels que la translocation membranaire de la protéine AKT et la 

phosphorylation des sites présents sur la protéine. Ainsi, cette dernière devient capable à son tour de 

phosphoryler des cibles spécifiques, dont BAD et d’autres encore. Selon l’isoforme considérée, les sites 

de phosphorylation sont différents mais proches les uns des autres. En effet, les sites de phosphorylation 

principalement retrouvés pour AKT1 sont la Thr308 dans le domaine kinase et la Ser473 dans le 

domaine de régulation C-terminal. Pour l’isoforme AKT2, ces sites correspondent à la Thr309 et la 

Ser474 et pour AKT3 à la Thr305 et la Ser472 (Song et al., 2005). 

D’un côté, l’activation de la voie qui implique les facteurs de croissance ainsi que leurs récepteurs, est 

dépendante de l’activité de la PI3K avec comme conséquence le recrutement membranaire d’AKT et sa 

phosphorylation. De l’autre côté, l’activation peut être indépendante de la PI3K, avec l’intervention de 

protéines telles que Hsp27 dont nous parlerons dans un deuxième temps. 

Les sites de phosphorylation évoqués jusqu’à présent ne sont pas les seuls sites qui peuvent être 

phosphorylés. D’autres résidus tels que les tyrosines peuvent jouer un rôle important dans la régulation 

d’AKT. Entre autres, des modifications post-traductionnelles telles que l’acétylation, la glycosylation 

ou l’oxydation ont une influence sur l’activité d’AKT (Risso et al., 2015; Song et al., 2005). 

 

• Une régulation dépendante de la kinase PI3K 

La régulation dépendante de la protéine PI3K est effectuée après l’activation de la voie de signalisation 

par un ligand ou un signal extracellulaire. La PI3K convertit le PIP2 en PIP3 sur lequel la protéine AKT 

pourra se fixer lors de son recrutement au niveau de la membrane plasmique. Le domaine PH d’AKT 

est responsable des interactions lipide-protéine. Néanmoins, le lipide PIP3 ne permet pas une activation 

directe d’AKT. Le mécanisme d’action de PIP3 passe par la modification de la conformation protéique 

d’AKT pour qu’elle soit accessible à la kinase PDK1 (Figure 7). Cette dernière peut phosphoryler la 

Thr308 de la protéine AKT qui représente un des sites importants dans l’activation d’AKT mais pas le 

seul. La kinase PDK1 est une sérine-thréonine kinase qui, grâce à la très haute affinité avec les 

phosphoinositides, permet d’être localisée à proximité d’AKT et de la phosphoryler (Biondi et al., 2000; 

Song et al., 2005).  

La phosphorylation de la Thr308 permet une activation partielle de la protéine AKT1 et d’autres sites 

de phosphorylation sont utilisés pour obtenir une activité totale d’AKT (Alessi et al., 1996). L’activation 

complète d’AKT est effectuée après la phosphorylation de la Ser473. Ce site de phosphorylation est 

situé dans le domaine de régulation de la protéine AKT. Initialement, étant donné que ce site de 
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phosphorylation est dépendant de la kinase PI3K, la kinase PDK1 avait été proposée pour être 

responsable de cette phosphorylation sur la Serine 473. Contrairement aux théories avancées, 

l’invalidation du gène PDK1 dans des cellules ES a démontré que seul le site Thr308 était impacté et 

n’était donc plus phosphorylé par rapport aux cellules sauvages, mais que le site Ser473 restait intact 

(Williams et al., 2000). En revanche, la surexpression de PDK1 dans des cellules transfectées montre 

un état de phosphorylation plus important de la Ser473, indiquant que PDK1 pourrait influencer et 

contribuer de façon indirecte à la phosphorylation de cette sérine (Hill et al., 2001). 

Figure 7 : Translocation membranaire d’AKT. Le recrutement à la membrane d’AKT est 

fondamental pour le changement conformationnel de la protéine. En effet, grâce à l’interaction avec 

PIP3, ces domaines kinase et régulateur sont accessibles à la phosphorylation.  

La kinase impliquée dans la phosphorylation de la Ser473 d’AKT1 est mTORC2, et permet la 

stabilisation de la conformation active d’AKT. Les deux sites Thr308 et Ser473 sont indispensables pour 

l’activité de AKT (Risso et al., 2015). 

 

• Une régulation indépendante de la kinase PI3K 

La régulation gouvernée par la kinase PI3K n’est pas la seule voie d’activation. En effet, la protéine 

AKT peut être activée de façon indépendante de la PI3K, notamment par l’activité de PKA. Il a été 

démontré que la présence d’agents cAMP-elevating tels que la prostaglandine-E1, la forskoline et la 

chlorophenylthio-cAMP, activent la kinase PKA. De plus, dans ce cas de figure, la protéine AKT est 

activée simplement après phosphorylation de la Thr308 qui est requise. La Ser473 n’est pas 

indispensable à l’activation de cette voie de signalisation (Filippa et al., 1999; Sable et al., 1997). 

In vitro, la protéine AKT semble être activée de manière directe par la kinase Ca2+/calmoduline-

dépendante. Entre autres, l’activation d’AKT peut se faire en réponse à un stress ou après l’association 
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avec des protéines ou molécules telles que Hsp27 et l’isoproterenol. Par exemple, certaines protéines 

faisant partie de la famille des Hsp (heat shock protein), comme Hsp27 et Hsp90, ont été étudiées pour 

leur capacité à interagir avec AKT1. Elles agissent en tant que chaperones afin de garantir une 

stabilisation structurelle des protéines présentes après un stress extracellulaire. Par exemple, la protéine 

Hsp27 en interagissant avec AKT conduit à l’activation de cette dernière et l’inhibition de l’apoptose 

dans les neutrophiles (Konishi et al., 1997; Lanneau et al., 2008; Moule et al., 1997; Pérez-García et al., 

2004; Wu et al., 2007) (Figure 8).  

Figure 8 : La réponse à un stress et le rôle des protéines Hsp dans la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR. Les protéines Hsp telles que Hsp27 et Hsp90 ont la capacité à réguler AKT en 

réponse à un stress. Celle-ci active la survie cellulaire via le facteur de transcription NF-κβ et inhibe 

l’apoptose via la régulation de différentes protéines telles que BAD, Bax et la caspase 9. 

La protéine CTMP (carboxyl-terminal modulator protein) a été identifiée permettant la régulation 

d’AKT1. Ainsi, l’action de CTMP permet de réduire la phosphorylation de la Ser474 et bloque la voie 

de signalisation (Maira et al., 2012).  

La régulation de la voie PI3K/AKT/mTOR nous donne ainsi une idée sur la complexité très élevée de 

chaque composant. 
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• L’implication d’autres sites de phosphorylation et de modifications post-

traductionnelles d’AKT1  

Les sites de phosphorylation Thr308 et Ser473 ne sont pas les seuls à pouvoir déterminer l’activation de 

la protéine AKT. En effet, au fil des années, d’autres sites mais aussi des événements post-traductionnels 

ont été identifiés ayant la capacité à réguler AKT. Parmi ces événements, l’acétylation, la glycosylation, 

l’oxydation, l’ubiquitination et la SUMOylation en font partie et sont capables de déterminer la 

spécificité de substrats d’AKT et leur localisation (Risso et al., 2015). 

Parmi les sérines-thréonines phosphorylées, les sites Thr92, Ser124, Ser129, Thr312, Thr450, Ser477 et 

Thr479 sont concernés pour l’isoforme AKT1 et sont tout aussi importants pour la conformation de la 

protéine, pour sa stabilisation mais aussi pour son activité. Un exemple d’effet de la phosphorylation de 

ces sites est observé avec la Ser124. La mutation de ce site de phosphorylation entraine un blocage du 

signal en réponse à des facteurs de croissance (Bellacosa et al., 1998; Risso et al., 2015). De même, la 

Ser129 est phosphorylée par la kinase CK2 et une diminution de son expression ou en présence de 

mutations du site de phosphorylation conduisent à une diminution de l’activité d’AKT (Di Maira et al., 

2009). La phosphorylation de la Thr312 phosphorylée par la kinase GSK3α (glycogen synthase kinase 

3α) a une action différente par rapport aux autres résidus phosphorylés. En effet, la phosphorylation de 

ce site ne conduit pas à une activation d’AKT mais plutôt à une inhibition de son activité. Plus 

précisément, du fait que le site se situe au niveau des sites d’ancrage pour les substrats d’AKT, si Thr312 

est phosphorylée, une interférence entre AKT et les cibles va se créer (Gulen et al., 2012) (Figure 9).  

Figure 9 : Représentation des sites phosphorylés et des modifications post-traductionnelles d’AKT1. 

La structure d’AKT1 est représentée avec les trois domaines fonctionnels : le domaine PH, le 

domaine kinase ou catalytique, et le domaine hydrophobe ou régulateur. Les sites de 

phosphorylation et les modifications post-traductionnelles telles que l’oxydation, l’acétylation, la 

SUMOylation, l’ubiquitination et la glycosylation sont indiqués. 

 

D’autres sites de phosphorylation ont été découverts dans la régulation de la protéine AKT, notamment 

au niveau de résidus tyrosine. Parmi ces résidus, les Tyr315 et Tyr326 ont été identifiés dans le domaine 
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catalytique, et sont phosphorylés après l’activation des récepteurs (Chen et al., 2001). Une autre tyrosine 

est la Tyr474 qui est phosphorylée en réponse à l’insuline et au pervanadate, un inhibiteur de 

phosphatase. Il a été démontré qu’une mutation de la Tyr474 en Phe474 conduit non seulement à une 

diminution de la phosphorylation de la Thr308 mais aussi de la Ser473, indiquant un rôle de la Tyr474 

dans la phosphorylation des deux sites principaux (Conus et al., 2002).  

Des modifications post-traductionnelles existent, telles que l’acétylation, l’oxydation, la glycosylation, 

l’ubiquitination ou la SUMOylation, et permettent aussi la régulation d’AKT (Risso et al., 2015). 

L’acétylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en l’ajout d’un groupe fonctionnel 

acétyle par exemple sur des résidus de lysine, afin de neutraliser les charges positives et permettre une 

modification de la conformation protéique et des interactions protéiques. Les enzymes HAT (histone 

acetyltransferase) et HDAC (histone deacetylase) régulent cette modification. Il est connu que la 

protéine SIRT1 permet de réguler la protéine AKT par la Lys20, et en particulier elle est requise pour le 

lien entre la protéine AKT et les PIP3. L’activité désacétylase de la protéine SIRT1 permet de modifier 

la conformation d’AKT afin de pouvoir être phosphorylée par PDK1 (Choudhary et al., 2009; 

Sundaresan et al., 2011).  

Les événements d’oxydation influencent majoritairement l’isoforme AKT2 par rapport aux deux autres 

isoformes d’AKT. En effet, l’oxydation des résidus de cystéine permet la régulation de la structure de 

la protéine et de sa fonction. Par exemple, l’activation de la voie de signalisation par PDGF conduit à la 

production de ROS qui entraine l’oxydation de la Cys124 et une inhibition de l’activité kinase d’AKT2. 

La Cys124 se situe dans la région linker de la protéine AKT2 empêchant cette dernière d’exercer sa 

fonction correctement lorsqu’elle est oxydée (Chung et al., 2013; Wani et al., 2011) (Figure 9). 

La glycosylation est un événement enzymatique conduisant au lien d’un glucide O-GlcNAc (β-D-N-

acetylglucosamine) au niveau d’une sérine ou d’une thréonine, effectuée par l’enzyme OGT (O-GlcNAc 

transferase ou UDP-N-acetylglucosamine :peptide β-N-acetylglucosaminyltransferase). Cette 

modification des protéines AKT1 et AKT2 a été étudiée pendant des années. Selon le résidu considéré, 

il peut y avoir un effet d’activation ou d’inhibition sur la protéine AKT. Par exemple, la glycosylation 

des Thr305 et Thr312 a un effet inhibiteur sur AKT. Au contraire, la glycosylation des Thr430 et Thr479 

a une action activatrice (Gandy et al., 2006; Park et al., 2005; Risso et al., 2015).  

Un autre événement régulateur est l’ubiquitination, constituée de trois étapes, avec l’activation, la 

conjugaison et la ligation, effectuées par des enzymes Ub-activating enzymes E1, Ub-conjugating 

enzymes E2 et Ub ligases E3s. L’ubiquitination consiste en une réaction covalente qui permet le lien de 

l’ubiquitine sur des résidus de lysine protéiques. De plus, cette modification est réversible à l’aide 

d’enzymes de déubiquitination DUBs, dans le cas où des chaines de polyubiquitine doivent être 

supprimées. L’ubiquitination est généralement connue comme un processus conduisant à une 

dégradation des protéines par le protéasome. Dans certains cas, ce phénomène peut avoir des effets non-
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dégradatifs, c’est-à-dire permettre une correcte activation de la protéine AKT. Par exemple, 

l’ubiquitination de la Lys48 d’AKT entraine une dégradation de celle-ci, alors que l’ubiquitination de la 

Lys63 est augmentée en réponse à différents stimuli activant la voie PI3K tels que la réponse aux 

cytokines ou à des facteurs de croissance (Finley, 2009; Risso et al., 2015). 

La dernière modification rencontrée est la SUMOylation qui est similaire biochimiquement au processus 

d’ubiquitination. En effet, la SUMOylation aboutit à la liaison covalente d’une ou plusieurs protéines 

SUMO sur une lysine acceptrice de la protéine en question. Dans ce cas aussi, trois étapes enzymatiques 

sont nécessaires, dont la première voit la maturation ou le clivage de la protéine SUMO en C-terminal 

par des enzymes E1. Puis suit une phase d’activation qui permet la création de lien thioester entre SUMO 

et la cystéine de l’enzyme E1. Enfin la conjugaison de SUMO avec la protéine en question termine le 

processus. Un exemple des sites impliqués dans la SUMOylation est la Lys276 qui active la protéine 

AKT. En effet, dans certains cancers où est présente la mutation E17K d’AKT1, on retrouve des niveaux 

très élevés de SUMOylation, qui conduisent à une forme hyperactivée de la protéine AKT1 et par 

conséquent à l’apparition de cancers comme celui des ovaires (Li et al., 2013; Risso et al., 2015) (Figure 

9). 

La compréhension de ces modifications de la protéine AKT ouvre des possibles portes vers de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. 

 

• Les phosphatases et le contrôle négatif 

Différentes phosphatases ont été identifiées pour avoir une action directe ou indirecte sur la protéine 

AKT. Les deux phosphatases PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) et 

SHIP ou SH2 (Src homology 2)-domain-containing inositol phosphatase, agissent de manière indirecte 

sur la régulation d’AKT. Elles permettent la conversion du phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate 

(PIP3) en phosphatidylinositol (4,5)-biphosphate pour PTEN et phosphatidylinositol (3,4)-biphosphate 

pour SHIP. Elles interviennent ainsi au niveau lipidique et ne touchent en aucun cas les sites 

phosphorylés d’AKT (Mondal et al., 2012).  

Les phosphatases qui agissent directement sur AKT sont les phosphatases PP2A (protein phosphatase 

2A) et les PHLPPs (PH-domain leucin-rich repeat protein phosphatases) qui déphosphorylent les sites 

de phosphorylation Thr308 et Ser473. En effet, la phosphatase PP2A déphosphoryle de façon 

préférentielle la Thr308 alors que les PHLPPs ne ciblent que la Ser473 (Brognard et al., 2007) (Figure 

10). 
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Figure 10 : Les boucles de rétrocontrôle de la voie de signalisation PI3K. Les phosphatases directes 

et indirectes d’AKT1 sont représentées. Les protéines PTEN et SHIP ont une action sur les lipides 

de membrane alors que les protéines PP2A et PHLPP agissent directement sur les sites de 

phosphorylation d’AKT1. 

 

Les phosphatases permettent une régulation inhibitrice des protéines activées mais il existe néanmoins 

des boucles de rétrocontrôle limitant l’activation de la voie de signalisation. C’est le cas de mTORC1 

qui, lorsque le signal doit être arrêté, phosphoryle de façon directe la protéine IRS1 ou bien de manière 

indirecte les protéines p70S6K ou Grb10 afin d’induire une dégradation d’IRS1. La protéine IRS1 peut 

être aussi régulée de façon négative par le complexe mTORC2 via la phosphorylation de l’ubiquitine 

ligase Fbw8 (F-box and WD Repeat Domain Containing 8) qui va favoriser la dégradation de la protéine 

IRS1. Montero et ses collègues ont démontré l’existence de cette boucle rétroactive effectuée par 

mTORC1 et mTORC2. En effet, il a été démontré que la déplétion de Raptor dans le complexe mTORC1 

conduit à une augmentation de la phosphorylation d’AKT1 au niveau de la Ser473 (phosphorylée par 

mTORC2), prouvant le rôle de régulateur de mTORC1 (DeStefano and Jacinto, 2013; Laplante and 

Sabatini, 2012; Montero et al., 2012). 

 

• Le rôle des cibles de la protéine AKT 

Les cibles de la protéine AKT ainsi que les effets de son activation sont détaillés dans la partie 4 de ce 

chapitre. 
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Aujourd’hui, environ 150 protéines représentent les substrats d’AKT et sont impliquées dans de 

nombreux événements cellulaires tels que le métabolisme, la régulation du cycle cellulaire, la 

transcription, la prolifération, l’apoptose et l’angiogenèse (Manning and Toker, 2017). 

La séquence consensus reconnue par la protéine AKT possède le motif R-X-R-X-X-S/T. Des substrats 

ont été validés in vitro par des essais kinases, tels que FOXO1A, GSK-3β, WNK1 et d’autres encore. 

Néanmoins, certaines protéines ne possédant pas cette séquence consensus peuvent représenter une cible 

de la protéine AKT. Aujourd’hui, il n’y a pas encore d’explication à cela, si la conformation tertiaire 

des protéines peut influencer l’interaction entre AKT et celles-ci ou s’il y a une autre raison (Hornbeck 

et al., 2004; Obata et al., 2000; Rena et al., 1999; Vitari et al., 2004). 

La phosphorylation de la cible par AKT peut avoir des effets inhibiteurs, activateurs ou bien peut dans 

certains cas permettre une rétention cytoplasmique des protéines. Un exemple de substrat d’AKT est la 

protéine BAD, qui est phosphorylée au niveau de la Ser136 en entrainant l’inhibition de son activité. La 

protéine BAD phosphorylée est incapable d’interagir avec Bcl-XL, conduisant à une inhibition de 

l’apoptose et à la promotion de la survie cellulaire (Datta et al., 1997) (Figure 11).  

Figure 11 : Les différents effets que peut avoir l’activation de la protéine AKT. La phosphorylation 

d’AKT peut conduire à la régulation de protéines distinctes, avec une finalité différente. Le signal 

transmis par AKT peut avoir un effet inhibiteur avec l’inhibition de protéines pro-apoptotiques, un 
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effet activateur avec la stimulation de protéines telles que eNOS, ou bien d’autres effets comme la 

rétention cytoplasmique dans le cas d’USP43. 

 

En revanche, la phosphorylation de la Ser1177 de eNOS (endothelial nitric oxide synthase) par AKT a 

pour conséquence d’activer l’enzyme avec la production d’oxyde nitrique (NO). Le NO permet la 

stimulation de la vasodilatation mais aussi l’angiogenèse (Liang et al., 2021). 

Un dernier exemple de l’effet causé par la phosphorylation par AKT est observé avec la protéine USP43 

(ubiquitin-specific protease) impliquée dans le remodelage de la chromatine avec le complexe NuRD, 

qui se situe dans le noyau. Le complexe USP43/NuRD a la capacité de réprimer une série de gènes tels 

que EGFR et il a été démontré que le complexe permet d’inhiber la prolifération et l’invasion des cellules 

cancéreuses mammaires in vitro mais aussi de supprimer la croissance et les métastases dans le cancer 

du sein in vivo. La protéine USP43 est une protéine fondamentale contre la carcinogenèse et catalyse la 

déubiquitination de H2BK120. La phosphorylation de USP43 par AKT cause une rétention protéique 

au niveau du cytoplasme. De plus, il a été démontré qu’une quantité très faible de USP43 dans le noyau 

est corrélée avec un haut degré histologique du cancer et un faible pronostic (He et al., 2018). 

 

4) Les différents rôles physiologiques de la protéine AKT 

Faisant partie de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR, la protéine AKT a la capacité de réguler 

différents processus biologiques. Certains rôles de la kinase AKT ont été élucidés en invalidant ou bien 

en surexprimant les isoformes de cette protéine.  

Parmi ces rôles, nous retrouvons une implication d’AKT dans la survie cellulaire ainsi que dans 

l’apoptose, dans la prolifération, la croissance et la progression du cycle cellulaire, dans la synthèse 

protéique, mais aussi dans d’autres processus plus spécifiques, notamment le métabolisme énergétique, 

le développement neuronal, la régulation de l’homéostasie cardiovasculaire et la migration (Gonzalez 

and McGraw, 2009b; Toker and Marmiroli, 2014).  

Vu l’importance de la protéine AKT dans la voie de signalisation dont elle fait partie mais aussi dans 

d’autres voies de signalisation qui sont interconnectées à celle-ci comme des croisements, aujourd’hui 

plus d’une centaine de substrats potentiels d’AKT a été proposée. La conséquence des interactions avec 

les substrats est le déclenchement de signaux fondamentaux pour le bon fonctionnement cellulaire. Une 

partie des fonctions de la protéine AKT va être décrite ci-dessous. 
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• Rôle dans la prolifération, la croissance et le cycle cellulaire 

Il est bien établi aujourd’hui qu’une des fonctions de la protéine AKT est de réguler positivement la 

prolifération cellulaire. Ces effets pro-prolifératifs sont en partie dus à une modulation directe de 

protéines impliquées dans le cycle cellulaire.  

En effet, AKT favorise la prolifération par régulation négative de deux protéines spécifiques, la protéine 

p21Cip1/WAF1 et p27Kip1, mais aussi par régulation positive de la cycline D1. Lorsque les protéines 

p21Cip1/WAF1 et p27Kip1 sont phosphorylées par AKT, Zhou et ses collègues mais aussi d’autres équipes 

ont montré que cette phosphorylation induit l’export du noyau vers le cytoplasme de ces dernières, c’est-

à-dire p21Cip1/WAF1 et p27Kip1(Zhou et al., 2001). Cette délocalisation entraine d’une part l’inhibition des 

interactions entre p21Cip1/WAF1 et l’antigène nucléaire des cellules en prolifération PCNA, et d’autre part 

l’inhibition des interactions avec le complexe Cycline/CDK4 (cycline dependant kinase). Ce complexe 

est normalement inhibé par p21Cip1/WAF1 et p27Kip1, mais la relocalisation cytoplasmique entraine ainsi la 

progression du cycle cellulaire (Héron-Milhavet et al., 2006; Liang et al., 2002; Shin et al., 2002). 

D’autres cibles de la protéine AKT intervenant dans la progression cellulaire ont été identifiées, 

notamment la protéine GSK3 (glycogen synthase kinase 3) et le facteur de transcription FoxO (forkhead 

box) (Rössig et al., 2002; Schmidt et al., 2002). Phosphorylée par AKT sur la sérine 9, la protéine GSK3 

devient inactive et permet la progression du cycle cellulaire de la phase G1 à la phase S. Entre autres, 

cette phosphorylation empêche la dégradation de la cycline D1 (Welcker et al., 2003). 

Une autre voie de régulation du cycle cellulaire et celle via la protéine mTORC1 (mammalian target of 

rapamycin complex 1), activée après phosphorylation des protéines TSC2 et PRAS40 par AKT. La 

phosphorylation des sites S939 et Thr1462 de la protéine TSC2 et du site Thr246 de la protéine PRAS40 

par AKT entraine une inhibition de leur activité, permettant ainsi le déclenchement de la cascade 

phosphorylative de mTORC1. La protéine mTORC1 peut être régulée soit de façon directe soit de façon 

indirecte via les protéines TSC1 et TSC2 (Inoki et al., 2002; Tee et al., 2003; Wiza et al., 2012). 

Des sites consensus ont été identifiés dans la protéine Skp2, révélant ainsi que la protéine AKT est 

capable de phosphoryler cette dernière. Cette protéine est impliquée elle aussi, dans la régulation du 

cycle cellulaire (Gao et al., 2009). 

 

• Rôle dans la survie cellulaire et dans l’apoptose 

La protéine AKT est aussi un acteur de la survie cellulaire et de l’apoptose. En effet, il a été démontré 

qu’une fonction d’AKT est d’activer des facteurs de croissance induisant la survie cellulaire, et au 

contraire d’inhiber les facteurs impliqués dans l’apoptose. 
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Pour cela, trois grandes voies peuvent être différenciées afin de permettre la régulation de ces 

évènements. La protéine AKT peut intervenir de façon directe sur la régulation de l’apoptose, peut 

phosphoryler des facteurs permettant des réponses transcriptionnelles aux stimuli apoptotiques, ou bien 

peut réguler l’apoptose par voie métabolique (Song et al., 2005). 

La régulation directe vise certains facteurs dont la protéine Bad (BCL2 associated death promoter), une 

protéine pro-apoptotique agissant sur la libération mitochondriale du cytochrome c. En effet, AKT 

phosphoryle la sérine 136 de Bad, en inhibant de cette façon son activité et permettant à celle-ci de se 

détacher du complexe Bcl-2–Bcl-xL au niveau de la membrane mitochondriale. Bad inhibe 

normalement les protéines Bcl-2 et Bcl-xL, facteurs anti-apoptotiques, mais la phosphorylation par AKT 

inhibe son activité et va interagir avec la protéine 14-3-3 afin de former un nouveau complexe. Les 

protéines Bcl-2 et Bcl-xL pourront donc jouer leur rôle anti-apoptotique. La localisation du complexe 

Bad/14-3-3 dans le cytosol va induire un état d’inactivité des deux protéines, et ainsi inhiber l’apoptose. 

De plus, la protéine AKT semblerait interagir aussi directement avec les protéines pro-apoptotiques, 

notamment Bax et Bim. Suite à leur phosphorylation par AKT, ces deux protéines deviennent inactives 

(Datta et al., 1999, 1997; Peso, 1997). 

D’autres protéines régulant l’apoptose ont été identifiées pour leur interaction directe avec la kinase 

AKT. Une de celles-ci est la Caspase-9 qui est inhibée après la phosphorylation de la sérine 196 par 

AKT, bloquant ainsi toute la cascade de clivage des caspases suivantes (Fujita et al., 1999).  

Concernant la régulation transcriptionnelle, il a été démontré qu’AKT est capable de phosphoryler 

certaines protéines de la famille des FoxO Forkhead, comme FoxO1 (forkhead box O1), FoxO2, FoxO3 

et FoxO4. La phosphorylation de ces protéines permet la régulation négative de celles-ci, entrainant 

l’activation de la transcription de certains gènes pro-survies (Zhang et al., 2011). Ayant la même finalité, 

la régulation directe et indirecte de la protéine IKK (IκB kinase) active la voie NF-κB, en permettant la 

translocation de celle-ci dans le noyau afin de transcrire les gènes nécessaires à la survie cellulaire (Kane 

et al., 1999). 

Si les voies énoncées jusqu’à présent montrent une inhibition d’une activité protéique suite à une 

phosphorylation par AKT, cette dernière peut à l’inverse, activer d’autres protéines spécifiques en les 

phosphorylant. En effet, les protéines YAP (Yes-associated protein) et l’ubiquitine ligase Mdm2 

(murine double minute 2) sont activées après phosphorylation par AKT. L’activation de Mdm2 entraine 

une translocation de la protéine dans le noyau, où elle permettra la dégradation de p53, inducteur de 

l’apoptose, par le protéasome (Basu et al., 2003; Ogawara et al., 2002). 

Une dernière possibilité peut être de réguler l’apoptose via les voies métaboliques. Il a été démontré 

qu’une inhibition de la protéine GSK3 pourrait protéger de l’apoptose dans différentes circonstances. 

Lorsqu’un haut niveau d’insuline est présent par exemple, la protéine AKT phosphoryle GSK3 en 
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induisant le stockage du glucose sous forme de glycogène, et en inhibant le signal pro-apoptotique 

(Doble, 2003; Pap and Cooper, 1998). 

 

• Rôle dans la migration et influence sur le cytosquelette 

Lors de la migration cellulaire, différents processus sont nécessaires pour la motilité, notamment 

l’initiation et la polarisation, la formation de protrusions de la membrane apicale, la rétraction de la 

membrane basale, la contraction du corps cellulaire et la formation de nouvelles adhésions entre la 

cellule et l’environnement. 

De façon physiologique mais aussi pathologique dans certaines situations, il a été démontré que la 

protéine AKT peut moduler la conformation ainsi que la dynamique du cytosquelette, en déclenchant 

ainsi la motilité cellulaire. Cette capacité migratoire des cellules varie en fonction du type cellulaire 

mais est aussi isoforme-spécifique. En effet, les isoformes AKT1 et AKT2 agissent différemment dans 

la motilité cellulaire (Xue and Hemmings, 2013). 

Dès les premières étapes embryonnaires, la protéine AKT semblerait avoir un effet sur la transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM), essentielle pour la formation des organes et des tissus. En effet, il a 

été démontré qu’une dérégulation de la voie PI3K/AKT/mTOR, et plus précisément une surexpression 

de la protéine AKT, induit une gastrulation anormale. La motilité dans la gastrula embryonnaire est 

nécessaire au bon développement de l’embryon (Montero et al., 2003). Un des substrats identifiés pour 

interagir avec AKT est par exemple la protéine Twist, un régulateur majeur de la TEM qui est activé 

après phosphorylation conduisant à une augmentation de la motilité cellulaire (Chen and Behringer, 

1995). Entre autres, la TEM n’est pas uniquement un évènement retrouvé lors du développement 

embryonnaire mais est présent aussi, au cours de processus de cicatrisation, de fibrose et de 

développement tumoral (Dudás et al., 2020). 

Les circonstances permettant la migration cellulaire sont d’une part la régulation de la polarité des 

cellules. La première évidence de l’implication de la protéine AKT contrôlant la polarité cellulaire a été 

décrite dans le Dictyostelium, où AKT phosphoryle la protéine PAKa, protéine régulatrice de la 

migration cellulaire (Chung et al., 2001). Chez les mammifères, les mêmes observations ont été faites 

puisque la protéine PAK1 est phosphorylée par AKT. 

Un autre évènement augmentant les capacités migratoires des cellules est la réorganisation du 

cytosquelette. Le cytosquelette est composé de filaments souples d’actine polymérisée, de petits 

filaments intermédiaires composés de vimentine et de microtubules rigides formés de tubuline. L’actine 

ainsi que la vimentine ont été identifiées comme cibles de la protéine AKT. En effet, après avoir montré 

une co-localisation des protéines AKT et actine au niveau membranaire de cellules ayant une forte 

motilité, il a été démontré qu’un lien était présent entre les deux protéines. AKT est capable de réguler 
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de façon directe ou indirecte la polymérisation de l’actine. En effet, dans les cellules endothéliales 

vasculaires après stimulation par VEGF, la protéine AKT permet la polymérisation de l’actine et par 

conséquent la formation de faisceaux d’actine. Cela a été confirmé après inhibition de l’activité kinase 

d’AKT, où l’absence de faisceaux d’actine conduit à un blocage de la locomotion cellulaire (Cenni et 

al., 2003; Qian et al., 2004). 

La phosphorylation de la protéine palladine par AKT entraine une inhibition de son activité. Toker et 

ses collègues ont démontré que l’isoforme AKT1 est capable de phosphoryler la sérine 507 de la 

palladine entrainant la perturbation et la désorganisation des faisceaux de F-actine et comme 

conséquence la suppression du mouvement cellulaire (Chin and Toker, 2010a). Au contraire, 

indépendamment de la phosphorylation d’AKT1 sur la palladine, l’isoforme AKT2 permet la 

stabilisation de la palladine et un effet opposé, donc une motilité cellulaire (Chin and Toker, 2010b). 

La migration induite par réorganisation du cytosquelette est aussi promue après activation de certaines 

voies de signalisation dans lesquelles AKT intervient. Notamment, la voie de signalisation 

VEGFR/eNOS semblerait être contrôlée par la kinase AKT. Il a été démontré que la sérine 1177 de 

eNOS (endothelial nitric oxide synthase) est phosphorylée par AKT permettant la production d’oxyde 

nitrique (NO), nécessaire à la migration des cellules endothéliales et à l’angiogenèse (Dimmeler et al., 

2000, 1999).  

 

• Rôle dans le métabolisme énergétique cellulaire 

La protéine AKT2 est l’isoforme impliquée principalement dans le métabolisme énergétique, et 

intervient plus précisément sur le métabolisme du glucose mais aussi lipidique.  

Après le signal déclenché par l’insuline, les protéines AS160 (AKT substrate of 160 kDa) et TBCD1 

(TBC 1 domain 1) sont phosphorylées par AKT2 favorisant l’activité GTPase d’une famille de petites 

protéines G impliquées dans le trafic vésiculaire. Cette phosphorylation permet de manière plus 

spécifique la translocation du transporteur de glucose GLUT4 vers la membrane plasmique dans les 

cellules musculaires et adipeuses augmentant ainsi l'absorption de glucose dans les cellules nécessitant 

un apport énergétique (Sakamoto and Holman, 2008). Le transporteur GLUT1 est lui aussi régulé de 

façon indirecte par la protéine AKT, permettant l’augmentation transcriptionnelle de transporteurs de 

glucose (Taha et al., 1999; Wieman et al., 2007). 

La protéine AKT ne régule pas uniquement le transport du glucose mais aussi son utilisation et son 

stockage. D’une part, la glycolyse est régulée par AKT avec la phosphorylation de deux protéines en 

particulier, c’est-à-dire les protéines FoxO et PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1-α), mais aussi de façon indirecte avec le facteur HIF1α (Robey and Hay, 2009). 

De plus, la protéine AKT active par phosphorylation des protéines appelées hexokinases, et plus 
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précisément l’hexokinase II, permettant la translocation de l’enzyme dans les mitochondries en 

favorisant ainsi la conversion du glucose en glucose-6-phosphate (Roberts et al., 2013).  

Au contraire, pour le stockage, AKT permet de favoriser la synthèse de glycogène induite par l’insuline 

en raison de la phosphorylation de GSK3 qui est inhibée. La phosphorylation en question entraine la 

suppression de la glycogénolyse avec la promotion de la synthèse de glycogène (Fang et al., 2000). 

 

• Rôle dans la synthèse protéique 

Un autre rôle de la protéine AKT a été identifié dans la synthèse de protéines.  

En effet, une cible d’AKT est la protéine TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) qui est phosphorylée au 

niveau de la sérine 939 et de la thréonine 1462 après le déclenchement de la voie de signalisation par 

l’insuline. La protéine TSC2 phosphorylée va devenir inactive et la voie de signalisation mTORC1 

pourra continuer sa cascade de phosphorylation, avec à la fois la phosphorylation de la protéine 4E-BP1 

(eIF4E binding protein 1) et l’activation de RPS6KB1 (Dennis et al., 2012; Manning and Cantley, 2007).  

La phosphorylation de la protéine PRAS40 par AKT aura le même effet que TSC2 sur la synthèse 

protéique. Néanmoins, la protéine AKT peut aussi phosphoryler directement la protéine mTORC1. 

 

• Autres rôles et interconnexion avec les voies de signalisation 

Faisant partie de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR qui concentre différentes voies de 

signalisation, la protéine AKT influe sur un nombre de fonctions considérables. 

En effet, comme déjà énoncé lors de l’explication de son rôle dans la migration cellulaire, AKT est 

capable de phosphoryler la protéine eNOS lors de la signalisation par VEGF dans les cellules 

endothéliales. A partir de cette phosphorylation par AKT de eNOS, la production d’oxyde nitrique NO 

sera induite. Il a été démontré qu’une inhibition de la voie de signalisation PI3K ou la mutation d’un site 

de phosphorylation de eNOS par AKT, comme par exemple la sérine 1177, prévenait l’activation de 

l’enzyme synthase. De plus, la phosphorylation de eNOS par AKT représente un mécanisme régulateur 

Ca2+-independant pour la production de NO. L’oxyde nitrique est fondamental pour l’homéostasie 

cardiovasculaire puisqu’il permet la régulation de la pression artérielle systémique, la création de la 

vascularisation lors du développement embryonnaire, l’angiogenèse mais aussi l’agrégation des 

plaquettes (Michell et al., 1999; L. Zhang et al., 2018). 

Une des voies de signalisation qui croise la voie PI3K/AKT est la voie NF-κB. Les conséquences de 

l’activation de la voie de signalisation NF-κB dépendent du contexte de l’activation mais aussi du type 
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cellulaire en question. La protéine AKT régule positivement l’activité de la protéine CREB1 (cyclic 

AMP (cAMP)-response element binding protein) sur ses cibles Tpl2 et IKKα (Perkins, 2007). 

Une autre interconnexion importante est visible entre les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR et 

MAPK/ERK, surtout dans des conditions pathologiques. En effet, les différentes kinases impliquées 

dans les deux voies présentent certains substrats en commun, notamment c-Raf qui est phosphorylé par 

AKT sur le site sérine 259 empêchant ainsi son recrutement à la membrane et la signalisation en aval. 

Dans ce cas, la protéine c-Raf inhibée par AKT, va avoir un effet négatif sur la voie de signalisation 

MAPK/ERK. Par le biais d’interactions indirectes, la voie PI3K/AKT peut aussi réguler positivement la 

voie ERK (Migliaccio et al., 2013; Moelling et al., 2002). 

 

5) Les pathologies associées à une dérégulation de la voie PI3K/AKT/mTOR et les 

stratégies thérapeutiques envisagées 

 

• Les différentes pathologies liées à cette voie de signalisation 

La dérégulation d’un seul composant de la voie PI3K/AKT/mTOR peut entrainer des conséquences 

désastreuses telles que l’apparition de pathologies comme le cancer, le diabète, des pathologies 

cardiaques ou neurologiques (Cohen, 2013).  

Selon la maladie en question, une isoforme d’AKT pourra être préférentiellement altérée mais il n’est 

pas exclu de retrouver une altération d’AKT1 par exemple dans des désordres neurologiques bien que 

ce soit principalement AKT3 qui est exprimée dans le système nerveux central.  

Le rôle d’AKT1 dans le développement cardiaque et dans l’apparition de pathologies est aujourd’hui 

très bien documenté. Physiologiquement, AKT1 est une protéine cardioprotectrice puisqu’elle assure la 

croissance, la taille et la fonction contractile des cardiomyocytes. Des altérations de la phosphorylation 

ont été retrouvées dans l’athérosclérose où le LDL oxydé semble réduire la phosphorylation de AKT, 

avec comme conséquence l’inhibition de la migration des cellules endothéliales. En effet, AKT joue un 

rôle dans l’activation de l’apoptose au niveau du muscle lisse après activation du récepteur IGFR à 

insuline. L’hypertrophie cardiaque rencontre aussi une surexpression de la protéine AKT avec comme 

conséquence une taille excessive des cellules du cœur qui possèdent une contractilité trop importante 

(Aoyagi and Matsui, 2011; Fernández-Hernando et al., 2007). 

Des altérations dans la régulation d’AKT2 sont la cause de pathologies métaboliques telles que le 

diabète. En effet, il a été démontré par Hussain et ses collègues qu’une mutation d’AKT2, et plus 

précisément la mutation c49G>A, p.Glu17Lys était la cause de hyperinsulinémie, d’hypoglycémie 
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sévère infantile, d’augmentation du poids chez les nouveaux nés, montrant le lien directe entre la 

protéine AKT2 et la régulation par l’insuline (Cohen, 2013; Hussain et al., 2011). 

En revanche, la perte fonctionnelle de l’isoforme AKT3 est la cause de nombreuses pathologies 

neurologiques telles que la microcéphalie, les syndromes de mégalencéphalie ou la 

hémimégalencéphalie. Un exemple de mutations retrouvées dans l’isoforme AKT3 causant l’apparition 

de syndromes mégalencéphaliques sont les mutations c1393C>T,p.Arg465Trp et 

c.686A>G,p.Asn229Ser. Il existe néanmoins des altérations qui impliquent d’autres isoformes, telles 

que pour la schizophrénie où le niveau de AKT1 est réduit (Cohen, 2013; Emamian et al., 2004; Mirzaa 

et al., 2012; Rivière et al., 2012). 

Les mutations de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR représentent une partie non négligeable des 

tumeurs avec des phénomènes d’amplification, de surexpression, de mutation ou d’altération dans la 

régulation de composants de la voie de signalisation. D’un côté, des mutations génétiques peuvent 

causées la perte de fonction d’un gène, notamment PTEN qui est un gène suppresseur de tumeurs et qui 

est mutée dans de nombreux cancers. Puis d’autres altérations peuvent apparaitre telles que des 

amplifications génétiques et des surexpressions de protéines, notamment pour AKT1 avec la mutation 

E17K (Khan et al., 2013; Revathidevi and Munirajan, 2019). 

Si l’on se concentre uniquement sur les altérations rencontrées pour AKT, il est possible de voir que la 

protéine AKT joue un rôle dans le développement tumoral. En effet, elle représente un oncogène qui est 

souvent retrouvé surexprimé dans les cancers. De plus, les aberrations d’AKT lui confèrent une 

résistance aux chimiothérapies ou aux thérapies conventionnelles selon les cancers. C’est le cas de 

surexpressions ou d’amplifications d’AKT1 ou d’AKT2, souvent associées à une résistance des cellules 

cancéreuses de l’ovaire au paclitaxel (Kim et al., 2007; Revathidevi and Munirajan, 2019). 

Les amplifications et les surexpressions des gènes AKT représentent le pourcentage le plus élevé 

d’altérations causant le développement de cancers. L’isoforme AKT1 est celle qui voit une amplification 

majeure dans des cancers tels que les cancers gastriques, des ovaires et mammaires (40%), du colon, de 

l’œsophage, du pancréas, de la prostate (50%), le glioblastome mais aussi de la tyroïde (Altomare and 

Testa, 2005; Knobbe and Reifenberger, 2006; Revathidevi and Munirajan, 2019). 

Les amplifications de AKT2 sont rencontrées avec une fréquence plus élevée par rapport aux 

amplifications de AKT1, dans les cancers des ovaires, mammaire et du pancréas (10%). En revanche, 

les surexpressions de AKT2 sont retrouvées dans 40% des carcinomes hépatocellulaires et 57% des 

cancers colorectaux. Les surexpressions de AKT3 sont elles aussi retrouvées dans les cancers 

mammaires et de la prostate (Cheng et al., 1996; Hers et al., 2011; Revathidevi and Munirajan, 2019; 

Roy, 2002; Xu et al., 2004).   
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Les mutations d’AKT1 ne sont pas fréquentes (1,78% parmi tous les cancers) par rapport aux 

amplifications qui représentent l’anomalie d’AKT1 la plus fréquemment retrouvée dans les cancers. Les 

mutations concernant le domaine PH de AKT conduisent généralement à une stabilisation de 

l’interaction entre AKT et les lipides membranaires, réduisant ainsi la concentration de PIP3 libres et 

nécessaires pour l’activation de la protéine kinase PDK1. Un exemple de mutation causant une 

hyperactivation de la protéine AKT1 est la mutation E17K (Chen et al., 2020). Cette mutation se situe 

dans le domaine PH de la protéine AKT1 et se retrouve notamment dans les cancers de la vessie, 

mammaire, ovariens, du pancréas ou de l’endomètre. Cette mutation entraine une stabilisation de 

l’interaction entre AKT1 et les phospholipides de membrane avec comme conséquence la 

phosphorylation constitutive de la Thr308. Des mutations qui possèdent à peu près les mêmes 

caractéristiques sont la mutation E49K pour AKT1 et G171R pour AKT3, identifiées dans les cancers 

de la vessie avec une hyperphosphorylation de la protéine AKT et une activation constante de la protéine 

(Mundi et al., 2016). 

Pour finir, les modifications post-traductionnelles d’AKT, telles que la O-GlcNAcylation, l’acétylation, 

la SUMOylation ou autres, peuvent influencer négativement sur l’hyperactivation d’AKT dans les 

cancers selon la modification en question avec une activation plus importante d’AKT, même en présence 

de PI3K et PTEN normales (Revathidevi and Munirajan, 2019).  

 

• Les stratégies thérapeutiques dans le traitement de cancers présentant des altérations de 

la voie PI3K/AKT/mTOR 

La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR est une des voies les plus fréquemment altérées dans les 

cancers. Ces altérations peuvent apparaitre au niveau des trois principaux acteurs de la voie de 

signalisation, c’est-à-dire des protéines PI3K, AKT ou bien mTOR. Afin d’adapter au mieux les 

thérapies selon les mutations présentes chez le patient, des traitements ciblés ont été proposés, 

notamment avec l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques dirigés contre les trois kinases (Janku et al., 2018; 

Millis et al., 2016; Rodon et al., 2013). 

Les inhibiteurs de la PI3K peuvent être de plusieurs types selon leur spécificité d’isoforme et de classes 

reconnues. La première génération d’inhibiteurs de PI3K comprend la wortmannine ainsi que le 

LY294002. La wortmannine représente un produit naturel isolé en 1947 du Penicillium Wortmannin et 

se lie de manière irréversible aux enzymes PI3K sur un résidu de lysine. En revanche, le LY294002 est 

moins puissant et permet un lien réversible avec la PI3K. A cause de leur faible solubilité, de leur 

instabilité et de leur toxicité, des études pour la découverte de nouveaux composés ont été établies (Bauer 

et al., 2015; Janku et al., 2018; Walker et al., 2000) (Figure 12). 
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Parmi d’autres inhibiteurs qui ont été développés les années suivantes, on y retrouve des pan-inhibiteurs 

tels que Buparlisib qui est en essai clinique de phase III contre le cancer du sein, ou bien SF1126 en 

phase II chez des patients atteints de HNSCC et qui présentent une altération PI3K (Maira et al., 2012; 

Ragon et al., 2017; Santuray et al., 2018). Ces inhibiteurs permettent de cibler les différentes isoformes 

de p110 par exemple, tels que α, β, δ et γ et sont appelés de seconde génération pour leur effet spécifique 

sur le site catalytique de la kinase. 

Figure 12 : Développement d’inhibiteurs de la voie PI3K/AKT/mTOR. Des inhibiteurs ont été 

identifiés et ciblent une des trois protéines principales de la voie PI3K : PI3K, AKT ou mTOR.  

 

La protéine mTOR représente elle aussi une cible proposée pour la mise en place de thérapies ciblées. 

Un des premiers inhibiteurs de mTOR sur le marché a été la rapamycine ou sirolimus qui avait été 

d’abord étudié comme antifongique et comme immunosuppresseur puisqu’elle possède une action 

inhibitrice sur la prolifération des lymphocytes T via l’interleukine 2 (Nungaray et al., 2005). Cependant, 

si d’un côté comme immunosuppresseur la rapamycine est un bon candidat pour les traitements, de 

l’autre côté cette molécule n’est pas tout à fait indiquée pour la cancérologie en raison d’une résistance 

à la rapamycine qui s’installe. Pour cette raison, des dérivés de la rapamycine ont commencé à être 

développés, tels que le temsirolimus (CCL779) et l’évérolimus (RAD001), qui sont deux dérivés de la 

rapamycine appelés aussi « rapalogues ». Ces deux médicaments sont utilisés dans le traitement de 

cancers du rein, du sein et des lymphomes. Leur mode d’action est de former un complexe moléculaire 

de très grande affinité avec la protéine FKBP12 qui se fixe sur le domaine FRB de la protéine mTOR. 

Avec la formation d’un complexe avec un encombrement stérique important, la protéine mTOR devient 

afonctionnelle. Mais l’apparition d’infections récurrentes causés par leur effet immunosuppresseur et de 
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mécanismes de résistance pour ces inhibiteurs de première génération, ont mis de côté ces derniers. Le 

développement d’inhibiteurs de seconde génération a suivi, avec le Torin1 ou le PP242 qui sont des 

antagonistes de l’ATP (Baselga et al., 2012; Guertin and Sabatini, 2009; Hudes et al., 2007; Janku et al., 

2018; Klümpen et al., 2010). 

La troisième cible pour le traitement de cancers avec une dérégulation de la voie PI3K/AKT/mTOR est 

la protéine AKT. Pour cela, des inhibiteurs d’AKT ont été développés et sont classifiés en trois 

catégories d’inhibiteurs selon leur activité, c’est-à-dire s’ils sont des inhibiteurs compétitifs de l’ATP, 

des inhibiteurs allostériques ou bien des inhibiteurs de liaison avec PIP3. Le tout premier inhibiteur 

d’AKT qui est entré dans des essais cliniques est le KRX-0401 appelé aussi Perifosine. Cette molécule 

est un alkylphospholipide qui s’accumule dans la membrane plasmique en empêchant le lien entre la 

protéine AKT et le PIP3. Les effets de cet inhibiteur sont assez modestes malgré que son action anti-

angiogénique pour le traitement contre le gliome ait été démontré (Brown and Banerji, 2017; Mundi et 

al., 2016; Revathidevi and Munirajan, 2019; Song et al., 2019).  

D’autres molécules développées faisant partie de la classe d’inhibiteurs compétitifs de l’ATP sont par 

exemple le GSK2141795 et le GDC-0068 qui sont en phases I/II pour le traitement de cancers du sein, 

de l’estomac, de la prostate, du mélanome et des leucémies (Cheraghchi-Bashi et al., 2015; Saura et al., 

2017). Ces inhibiteurs ont la capacité d’inhiber l’activité catalytique de la protéine AKT qui n’est plus 

capable de phosphoryler ses cibles dont mTOR. L’inconvénient majeur de ces inhibiteurs est l’absence 

de sélectivité pour AKT puisqu’ils ont une influence sur les protéines PKA, PKC ou p70S6K (Hers et 

al., 2011). 

La dernière classe d’inhibiteur d’AKT est représentée par des molécules inhibitrices allostériques, c’est-

à-dire qu’elles ont la capacité de se fixer sur le domaine PH de la protéine AKT et d’induire des 

modifications conformationnelles d’AKT. La conséquence de ces modifications de la conformation est 

que la protéine AKT ne peut effectuer sa translocation au niveau de la membrane. Parmi ces inhibiteurs, 

on y retrouve la molécule MK-2206, spécifique pour les trois isoformes d’AKT (Hirai et al., 2010). Il a 

été démontré que cette molécule a une meilleure efficacité dans des lignées présentant l’absence de 

PTEN, une mutation du gène P3KCA ou bien des amplifications des gènes codant les RTKs (Yap et al., 

2011). Cet inhibiteur peut être utilisé en combinaison avec d’autres molécules. La liste des inhibiteurs 

de cette classe qui ont été découverts est très longue et les nommer tous serait difficile. Néanmoins, les 

stratégies thérapeutiques sont toujours en évolution, afin de cibler au mieux les protéines altérées et 

éviter les mécanismes de résistance qui peuvent s’installer, effet indésirable de certains inhibiteurs de 

première génération.  
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II. La maturation des ARN et les mécanismes de contrôle-qualités 

 

1) De l’ARN pré-messager à l’ARN messager 

Le processus de maturation de l’ARN, d’ARN pré-messager à ARN messager, est indispensable pour la 

reconnaissance de ce dernier par le ribosome afin de permettre la synthèse protéique.  

Initialement, l’ADN est transcrit en acide ribonucléique pré-messager (ARN pré-messager) qui va 

poursuivre plusieurs étapes de maturation pour devenir un ARN mature (ARN messager). La traduction 

de ce dernier va donner comme produit final une protéine. Chaque protéine exprimée est issue d’un gène 

et portera une fonction particulière utile aux besoins de la cellule (Crick, 1970).  

Trois étapes composent le mécanisme de maturation de l’ARN. La première est l’ajout d’une coiffe de 

7-méthylguanosine triphosphate à l’extrémité 5’. Puis, à l’extrémité 3’ se forme une queue poly-A à 

l’aide d’un processus appelé polyadénylation. Enfin, la dernière étape est l’épissage avec la suppression 

des introns et la jonction des exons (Popp and Maquat, 2014). 

La maturation de l’ARN est effectuée dans le noyau à l’aide de complexes protéiques et/ou 

ribonucléoprotéiques spécifiques à chaque étape. L’ARN messager qui en découle est recouvert de 

protéines formant ainsi des particules ribonucléoprotéiques appelées aussi mRNP. 

Une fois ces particules mRNP exportées dans le cytoplasme, elles subissent un remodelage pour pouvoir 

ensuite être traduites en peptides. La maturation en ARNm est nécessaire tout d’abord pour l’export de 

cette molécule d’ARN vers le cytoplasme puis pour la traduction en protéine. Cette maturation sert 

notamment à protéger les extrémités des ARNm des enzymes de dégradation, comme les 

exoribonucléases et organiser la séquence codante afin qu’elle soit conforme à la séquence codée par le 

gène (Proudfoot et al., 2002; Wahl et al., 2009). 

Les étapes de la maturation des ARN sont décrites en détail ci-dessous, en me focalisant surtout sur les 

mécanismes présents dans les cellules de mammifères. 

 

• La coiffe 

La toute première étape de maturation de l’ARN pré-messager en ARNm apparaît au cours de la 

transcription lorsqu’une trentaine de nucléotides (nt) ont été polymérisés. Cette étape consiste en l’ajout 

d’une N7- méthylguanosine (m7GpppN) en 5’ de l’ARN pré-messager en liant le premier nucléotide de 

l’ARN avec une polarité inversée 5’-5’. Cet ajout est appelé coiffe ou cap en anglais et possède des 
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fonctions diverses, comme par exemple celle de protéger contre la dégradation dirigée par des 

exoribonucléases (Furuichi, 2015) (Figure 13). 

Reddy et al. ont été les premiers à identifier cette structure, après la découverte d’une coiffe chez les 

virus des années auparavant (Banerjee, 1980; Ghosh and Lima, 2010; Martin et al., 1975; Shatkin, 1976). 

De plus, chez les procaryotes, aucune structure similaire n’est retrouvée, indiquant que la coiffe est 

spécifique des organismes eucaryotes et des virus (Furuichi, 2015). 

Figure 13 : L’ajout de la coiffe en 5’ sur l’ARN. Lors de la transcription, le facteur de transcription 

TFIIH et la kinase Cdk7 phosphorylent la Ser5 du domaine carboxy-terminal ou CTD de la 

Polymérase II. La phosphorylation induit le recrutement de trois enzymes, l’ARN triphosphatase, 

l’ARN guanylyltransférase et l’ARN guanine-N7 méthyltransferase qui permettent l’ajout de la 

coiffe en 5’. Le complexe CBC composé des protéines CBP20 et CBP80 se fixe ensuite sur la coiffe. 

 

Les enzymes nécessaires à l’ajout de la coiffe sont : l’enzyme ARN triphosphatase, l’ARN 

guanylyltransférase et l’ARN guanine-N7 méthyltransferase (Fabrega et al., 2004; Furuichi, 2015). La 

première enzyme, c’est-à-dire l’ARN triphosphatase, permet le clivage du 5’-prosphate qui est terminal 

à l’ARN pré-messager en cours de transcription. De suite, la deuxième enzyme l’ARN 

guanylyltransferase catalyse l’ajout d’une guanosine G monophosphate à l’extrémité clivée par la 

triphosphatase pour former une structure G(5’)ppp(5’). En dernier, l’enzyme méthyltransferase ajoute 

un groupe méthyle en position N7 de la guanosine afin de donner vie à la coiffe 7mG G(5’)ppp(5’) 

(Gonatopoulos-Pournatzis and Cowling, 2014). 

Afin de recruter les enzymes nécessaires à la formation de la coiffe, l’ARN polymérase II doit être 

phosphorylée sur la Sérine 5 de son domaine carboxy-terminal ou CTD. Deux protéines sont recrutées, 

le facteur de transcription II H (TFIIH) ainsi que la kinase CdK7 (ou Kin28 chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae), afin de permettre la phosphorylation de ce résidu Ser5. Au cours de la 

transcription, une deuxième sérine de l’ARN polymérase II est phosphorylée, plus exactement la Ser2 

dans le domaine CTD, nécessaire lors de la phase d’élongation du transcrit et pour le recrutement des 

protéines impliquées dans l’épissage. La phosphorylation de la Ser2 a pour conséquence la perte 

d’affinité du complexe protéique permettant la formation de la coiffe avec le domaine CTD de la 
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polymérase II, qui se détache. La Sérine 2 phosphorylée est nécessaire au clivage et au recrutement des 

facteurs de terminaison de la transcription. On peut donc comprendre pourquoi cette première étape 

survient après la transcription des premiers nucléotides, et de plus, cela nous fait comprendre le lien 

entre ce processus de maturation et celui de la transcription (Braun and Young, 2014). 

La coiffe possède des fonctions qui sont diversifiées. Une de celles-ci est d’interagir avec un complexe 

particulier, appelé complexe de fixation de la coiffe ou Cap-Binding Complex (CBC). Ce complexe 

protéique est un hétérodimère composé des protéines CBP20 (Cap-binding protein) et CBP80 de 20 

kDa et 80 kDa respectivement. Chez la levure, l’hétérodimère est composé des protéines Cbc1 et Cbc2 

(Gonatopoulos-Pournatzis and Cowling, 2014). Les protéines CBP20 et CBP80 fonctionnent toutes les 

deux de façon synergique, et CBP80 interagit avec CBP20 qui se lie à son tour à la coiffe (Gonatopoulos-

Pournatzis and Cowling, 2014; Hocine et al., 2010). Un rôle du complexe protéique CBC est celui 

d’intervenir dans l’activation du mécanisme de Nonsense-mediated mRNA decay (Gonatopoulos-

Pournatzis and Cowling, 2014; Lejeune et al., 2004, 2002). 

Le complexe CBC a une fonction très importante puisqu’il reconnaît la coiffe au niveau nucléaire et 

influence l’épissage de l’ARN ainsi que l’export de la mRNP vers le cytoplasme. En effet, le CBC est 

reconnu par un complexe protéique du pore nucléaire, permettant le passage du noyau vers le 

cytoplasme. Dans le cytoplasme, après le premier tour de la traduction, le complexe CBC est remplacé 

par le facteur d’initiation de la traduction eIF4E qui permettra de poursuivre les tours suivants de la 

traduction (Gonatopoulos-Pournatzis and Cowling, 2014; Hocine et al., 2010). Le complexe eIF4F dont 

fait partie eIF4E, ainsi que eIF4A et eIF4G est de cette façon impliqué dans la traduction de l’ARNm 

en protéine. La protéine eIF4E interagit de façon directe à la coiffe, alors que eIF4G permet le lien de 

eIF4E avec eIF4A, une DEAD-box ARN hélicase/ATPase permettant de dérouler les structures 

secondaires dans la région 5’-UTR (Gross et al., 2003). 

La coiffe agit comme précurseur d’une autre modification post-transcriptionnelle, notamment la 

polyadénylation. Les étapes de maturation de l’ARN sont finement contrôlées afin de déceler la présence 

de possibles altérations. En effet, chez les cellules de mammifères, la protéine DXO permet de vérifier 

les étapes de l’ajout de la coiffe. En cas de dysfonctionnement, comme l’absence de méthylation, la 

coiffe est clivée par un mécanisme de contrôle nucléaire qui rétablie l’extrémité 5’-monophosphate, et 

permet ainsi la dégradation de l’ARN par l’exoribonucléase nucléaire Rat1/XRN2 (Jiao et al., 2013). 

Une autre fonction de la coiffe est de protéger l’extrémité 5’ libre de l’action des exoribonucléases à 

activité 5’→3’, enzymes dégradant les ARN au niveau de cette extrémité (Braun and Young, 2014; 

Hocine et al., 2010). Cette possible dégradation ribonucléolytique 5’-3’ peut apparaître au niveau 

nucléaire, mais aussi une fois le transport de l’ARNm vers le cytoplasme achevé par la protéine XRN1.  

 



42 

 

 

• La queue poly-A 

Une autre étape de la maturation des ARN est l’événement de polyadénylation, c’est-à-dire l’ajout d’une 

séquence répétitive d’adénosines appelée queue poly-A. Cet événement de polyadénylation survient dès 

la fin de la transcription de l’ADN en ARN pré-messager. Chez les eucaryotes, tous les ARNm possèdent 

une queue poly-A à l’exception des ARN pré-messagers codant pour les histones (Kühn and Wahle, 

2004; Mandel et al., 2008; Tudek et al., 2018) (Figure 14). 

Figure 14: L’événement de polyadénylation de l’ARN. A la fin de la transcription, le domaine CTD 

de la Polymérase II qui présente la Ser2 phosphorylée, recrute les enzymes pour la polyadénylation 

telles que le complexe CPSF, les facteurs CStF, CFI et CFII. Après le clivage du transcrit causé par 

le signal de polyadénylation, la queue poly-A est ajoutée. Les protéines PABPN1 et PABPC1 se 

fixent sur la queue poly-A. 

 

Le clivage de l’extrémité 3’ ainsi que la réaction de polyadénylation sont dirigés par des éléments de 

séquence, appelés éléments cis (cis elements), qui se situent dans la région non traduite de l’ARN pré-

messager. Un changement de position de ces séquences ainsi qu’un mauvais fonctionnement entrainent 

une perte de l’efficacité de la polyadénylation. Chez les mammifères, il existe trois éléments de séquence 

principaux qui définissent le site de polyadénylation, ainsi que deux éléments auxiliaires permettant la 

régulation de la maturation. Les premières séquences consistent en un signal de polyadénylation appelé 

aussi PAS (polyadenylation signal), du site de clivage et de l’élément en aval riche en G/U, appelé aussi 

DSE (downstream element). Les deux séquences auxiliaires sont en revanche des éléments qui entourent 

les trois principaux éléments qui forment le signal (Darmon and Lutz, 2012; Eckmann et al., 2011; 

Mandel et al., 2008).  

Le signal de polyadénylation PAS est un héxamère AAUAAA, ou sa variante AUUAAA, qui se situe 

en amont du site poly-A à une distance de 10 à 30 nucléotides. Il a été démontré chez des patients atteints 
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de α et β thalassémie avec une mutation de la dernière base du motif PAS une réduction de l’expression 

des ARNm (Higgs et al., 1983). Cela explique donc pourquoi cet élément est crucial dans la régulation 

des ARNm. 

Un autre élément cis est la région DSE riche en G/U qui est la moins conservée et elle est située 

généralement à une distance de 30 nucléotides du site de clivage. Cette région DSE a été observée sous 

deux formes : la première riche en GU qui forme la séquence YGUGUUYY où Y est une pyrimidine, 

et la deuxième riche en U donnant la séquence UUUUU.  

Le site de clivage est extrêmement important et se situe entre les éléments PAS et DSE, à une distance 

de 13 nucléotides (Mandel et al., 2008).  

Les deux séquences auxiliaires, en amont et en aval des trois principaux éléments, permettent la 

régulation de la polyadénylation. Celle située en amont, qui consiste généralement en éléments riches 

en U, permet de promouvoir l’interaction entre les facteurs de polyadénylation et le site de clivage. La 

séquence en aval du site de clivage est généralement riche en G et présente la même fonction de 

régulation que la première séquence auxiliaire (Mandel et al., 2008). 

Comme dit précédemment, la réaction de maturation de l’extrémité 3’ est composée d’une première 

réaction de clivage et de la réaction de polyadénylation qui suit. Différentes protéines interagissent avec 

ces séquences et permettent l’ajout de la queue poly-A. En effet, une première protéine est le facteur de 

clivage et de polyadénylation, appelé CPSF (cleavage and polyadenylation specificity factor), constitué 

de cinq sous-unités CPSF-30, CPSF-73, CPSF-100, CPSF-160 et hFip1.  

La protéine CPSF interagit directement avec le signal de polyadénylation PAS mais son interaction est 

sous l’influence d’une deuxième protéine, le facteur de stimulation de clivage CStF (Cleavage 

Stimulation factor). Après l’interaction entre CPSF et l’élément PAS, le facteur CStF se lie à l’élément 

DSE riche en G/U, pour former un complexe avec CPSF, en permettant ainsi la formation d’une boucle 

à l’extrémité 3’ de l’ARN. Cela entraine le recrutement des facteurs de clivage I et II appelés CFI et 

CFII (cleavage factor I and II), avec la formation du complexe ARN – CPSF-CStF-CFI-CFII.  

L’enzyme qui se charge de couper l’ARN et aussi d’ajouter les résidus d’adénosines est la polymérase 

poly-A, PAP pour Poly-A polymerase (Darmon and Lutz, 2012; Eckmann et al., 2011; Kühn and Wahle, 

2004; Mandel et al., 2008). Lors de la synthèse de la queue poly-A, la protéine nucléaire PABPN1 (poly-

A binding protein) et la protéine cytoplasmique PABPC1 (poly-A binding protein) sont recrutées au fur 

et à mesure sur l’extrémité 3’, entrainant une augmentation de la processivité de la PAP. Le processus 

de polyadénylation se termine après qu’environ 200 à 300 résidus d’adénosines aient été ajoutés sur 

l’ARNm. Ensuite, lors de l’export de l’ARNm, la protéine PABPN1 se détache en laissant sa place à la 

protéine PABPC1 de façon exclusive. Les deux protéines Poly-A binding protein agissent comme des 

transporteurs entre le noyau et le cytoplasme. De plus, la PABPC1 joue un rôle dans la régulation de la 
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traduction de l’ARNm en protéine. Une autre fonction tout aussi importante de la protéine PABPC1 est 

retrouvée dans l’activation et la régulation du mécanisme de NMD. Une partie du chapitre III sera 

consacrée à son activité dans le NMD (Darmon and Lutz, 2012; Kumar and Glaunsinger, 2010; Lemay 

et al., 2010; Mandel et al., 2008).  

La maturation de l’ARN à l’extrémité 3’ est importante pour de nombreuses raisons. Cette étape de 

maturation agit sur la transcription en mettant fin à celle-ci. De plus, la queue poly-A confère une 

protection de la région 3’-UTR contre les exoribonucléases 3’-5’, et donc sa stabilité au niveau du noyau 

mais aussi dans le cytoplasme.  

Une autre fonction de la queue poly-A est de permettre le transport vers le cytoplasme de l’ARNm pour 

pouvoir déclencher la traduction de ce dernier et synthétiser les protéines nécessaires au bon 

fonctionnement des cellules. Un lien entre la traduction et la réaction de polyadénylation a été démontrée 

grâce à l’identification d’interactions entre les protéines Poly-A binding protein et certains facteurs 

impliqués dans la traduction tels que le facteur d’initiation eIF4G ou bien le facteur de terminaison eRF3 

(Ivanov et al., 2016; Mandel et al., 2008; Tudek et al., 2018). 

 

• L’épissage et sa régulation 

a) Épissage constitutif 

Une autre modification faisant partie des processus de maturation de l’ARN est l’épissage ou en anglais 

splicing. L’épissage conduit à la suppression de séquences introniques et à la jonction des séquences 

exoniques consécutives, événement co-transcriptionnel comme les autres modifications de l’ARN 

(Hastings and Krainer, 2001; Hocine et al., 2010). 

Afin d’être reconnus comme tels et pouvoir être éliminés, les introns possèdent des caractéristiques 

spécifiques pour que le splicéosome, complexe ribonucléoprotéique permettant la réaction d’épissage, 

puisse séparer les régions introniques des régions exoniques, avec un remodelage successif de la mRNP. 

Chez les eucaryotes, l’identification des introns est effectuée grâce à trois séquences consensus 

principales. La première est le site d’épissage 5’ (5’ss) entre l’exon amont et l’intron qui suit, formée 

généralement de la séquence consensus GURAGU où R est une purine (soit adénosines, soit guanosine). 

La deuxième séquence consensus est le site d’épissage 3’ (3’ss) entre l’intron et l’exon aval, formée 

d’une séquence polypyrimidique se finissant très souvent par CAG. Enfin, à 20 à 50 nucléotides en 

amont du site d’épissage 3’ se situe le point de branchement BPS (branch point sequence). La 

particularité du point de branchement est une adénosine qui sera à l’origine de la première réaction de 

transestérification pour former une structure secondaire appelé lasso (lariat) (Hastings and Krainer, 

2001; Lee and Rio, 2015; Reed and Maniatis, 1988) (Figure 15).  
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Figure 15 : Une des réactions de maturation de l’ARN est l’épissage constitutif. Le splicéosome 

assure deux réactions de transestérification afin de permettre l’excision des introns. La première 

réaction de transestérification libère l’exon en 5’, avec le site d’épissage en 5’ interagissant avec le 

point de branchement et forme le lasso (lariat). La seconde réaction permet l’attaque nucléophile du 

groupe hydroxyle du site d’épissage en 3’ et l’excision de l’intron. Le complexe EJC est déposé 

après l’épissage. 

 

Le splicéosome qui catalyse la réaction d’épissage, est formé de cinq ribonucléoprotéines nucléaires 

appelées U snRNP (small nuclear RNPs), plus précisément U1, U2, U4, U5 et U6, en conjonction avec 

un large nombre de protéines additionnelles. Tout le long de la réaction d’épissage, le splicéosome 

change de conformation et forme des complexes différents selon les protéines qui interviennent (Matera 

and Wang, 2014; Wahl et al., 2009; Will and Luhrmann, 2011). Ces éléments protéiques sont conservés 

chez la levure mais aussi chez les cellules de mammifères (Käufer and Potashkin, 2000). 

La suppression des introns se fait avec deux séries de réactions de transestérification afin de permettre 

la formation d’un lien phosphodiester entre les deux exons qui entourent la séquence intronique. Tout 

d’abord, la protéine U1 est la première à interagir avec la séquence 5’ss, puis par le facteur d’épissage 

SF1 qui se lie à la boîte de branchement, en formant le complexe E. La protéine U2 associée avec le 

facteur U2 auxiliary factor (AF) interagit successivement avec l’adénosine du point de branchement et 
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la séquence de pyrimidines du site 3’ d’épissage, en induisant le détachement de la protéine SF1. Cela 

permet de former le complexe de pré-splicéosome ou complexe A. Puis, le complexe trimérique formé 

des protéines U4, U5 et U6 rejoint le complexe A, en formant ainsi le complexe du splicéosome 

précatalytique ou complexe B. Le détachement de U1 et de U4 active le splicéosome, devenant ainsi le 

complexe B*, qui entrainera la première réaction de transestérification après réarrangements de l’ARN 

et des protéines. Le complexe C va permettre la deuxième réaction de transestérification, en induisant 

la formation du lasso (lariat) et la jonction des exons. La réaction d’épissage nécessite de l’énergie sous 

forme d’ATP, et c’est là où interviennent plusieurs protéines comme Prp28 ou Prp2 dans chaque étape 

du processus d’épissage qui hydrolysent l’ATP (Wahl et al., 2009). 

L’épissage est une des étapes de maturation de l’ARN, qui permet un remodelage de la mRNP mais 

aussi le recrutement de complexes protéiques, comme l’Exon Jonction Complex ou EJC. Ce complexe 

macromoléculaire est déposé comme conséquence de l’épissage à 20-24 nucléotides en amont de chaque 

jonction exon-exon (Le Hir et al., 2000a, 2000b). L’EJC possède plusieurs fonctions comme celle 

notamment de favoriser l’export des mRNP du noyau vers le cytoplasme, ainsi que d’activer et réguler 

le mécanisme de dégradation du Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) dont je parlerai de façon 

détaillée ultérieurement (Le Hir et al., 2001; Zhou et al., 2000). Il peut néanmoins jouer un rôle dans le 

processus d’épissage même puisqu’il a été démontré qu’une mutation des protéines constituant l’EJC, 

dont par exemple les protéines d’épissage RNPS1 ou SRm160, engendre des sauts d’exons chez la 

drosophile (Ashton-Beaucage et al., 2010).  

Le type d’épissage que j’ai présenté, est appelé épissage constitutif car il se produit à chaque 

transcription du gène. Il existe aussi des réactions d’épissage appelée épissage alternatif, qui se 

produisent seulement dans certaines conditions et permettent de produire plusieurs formes d’ARNm 

codant des isoformes protéiques différentes à partir d’un même transcrit (Hastings and Krainer, 2001). 

 

b) Épissage alternatif 

Le génome humain est composé d’environ 25 000 gènes qui peut donner naissance à plus de 100 000 

protéines différentes. Cela s’explique par l’épissage alternatif, un événement qui peut créer des variants 

différents issus d’un même gène. 

En effet, l’épissage constitutif est lui, centré sur la suppression des introns et la ligation des exons en 

créant l’isoforme « de référence », mais pour l’épissage alternatif, il existe des combinaisons possibles 

aboutissant à des isoformes variées (Zheng et al., 2005). 

Un exemple est celui du gène Dscam chez la drosophile, qui peut produire environ 38 000 ARNm à 

partir de la même séquence d’ARN pré-messager (Schmucker et al., 2000). 
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Chez les eucaryotes supérieurs, plus de 90 % des gènes sont sujets à l’épissage alternatif (Pan et al., 

2008). La régulation de ce mécanisme est néanmoins fondamentale et cruciale afin d’éviter le 

développement de pathologies (Licatalosi and Darnell, 2010). 

Figure 16 : Représentation de l’épissage alternatif. Les exons sont représentés par des rectangles de 

couleur bleue, rouge et orange, alors que les introns sont en gris.  

 

L’épissage alternatif peut être dû à différents événements qui ne sont pas forcément exclusifs, tels que 

le saut de l’exon (ou exon skiping), l’utilisation du site 3’ d’épissage alternatif, l’utilisation du site 5’ 

d’épissage alternatif, les exons mutuellement exclusifs et la rétention complète d’un intron (Figure 16). 

L’épissage alternatif le plus courant est le saut d’un exon qui est la conséquence de la non reconnaissance 

par le spliceosome d’un site d’épissage 3’ et 5’ entourant un exon. Cet exon sera alors absent de 

l’ARNm. Ce type d’épissage alternatif est retrouvé dans pratiquement 40 % des réactions d’épissage 

alternatif.  

Les événements d’utilisation d’un site 3’ ou 5’ d’épissage alternatif montrent une compétition des sites 

d’épissage, c’est-à-dire que les sites ne seront pas forcément reconnus et entrainent une rétention 

intronique en amont de l’exon ou bien une excision d’une partie proximale de l’exon. Ces événements 

représentent 7,9 % et 18,4 %, respectivement, des épissages alternatifs chez les eucaryotes. 

La réaction d’épissage alternatif avec des exons mutuellement exclusifs présente une incorporation 

exclusive d’une séquence exonique, notamment l’incorporation du premier exon fera que le deuxième 

ne sera pas considéré et intégré dans la séquence d’ARNm. 



48 

 

La rétention d’un intron apparait lorsque le splicéosome ne reconnaît pas les sites d’épissage 5’ et 3’ de 

la séquence intronique ce qui conduit à conserver cette séquence intronique dans l’ARNm (Black, 2003; 

Cartegni et al., 2002; Labrador and Corces, 2003). 

Pour l’épissage alternatif mais aussi pour le constitutif, la régulation du splicéosome est fondamentale 

puisque cela va déterminer le produit final de l’ARNm.  

En effet, le mécanisme d’épissage alternatif est influencé par plusieurs paramètres tels que la force des 

sites d’épissage, la présence d’éléments de régulation d’épissage sur l’ARN, le niveau d’expression de 

protéines interagissant avec le splicéosome et la structure secondaire des ARN (Baralle and Giudice, 

2017; Pan et al., 2008). On peut aussi parler d’éléments cis et trans qui interviennent dans le processus 

(cis-acting sequence elements and trans-acting splicing factors).  

Les sites d’épissage peuvent tout d’abord être définis comme sites « forts » ou « faibles » selon s’ils 

sont identifiés lors de l’épissage constitutif, ou bien s’ils sont situés au niveau d’exons alternatifs (Fu 

and Ares, 2014). La séquence de ces sites influence l’épissage de l’ARN mais les séquences voisines ne 

sont pas à négliger. En effet, elles font parties des éléments cis, influençant la composition de l’ARNm. 

Les éléments cis sont classés en quatre grandes classes : les exonic splicing enhancer ou ESE, les exonic 

splicing silencer ou ESS, les intronic splicing enhancer ou ISE et les intronic splicing silencer ou ISS. 

Ces éléments auront soit un effet inhibiteur, soit activateur pour l’épissage (Shepard and Hertel, 2009). 

Pour ce qui concerne les éléments protéiques trans, il existe plusieurs membres de la famille des 

protéines riches en Sérine/arginine (SR proteins) et les hnRNP (heterogenous nuclear 

ribonucleoproteins) (Bourgeois et al., 2004; Shepard and Hertel, 2009). Les protéines SR sont des 

protéines qui interagissent avec l’ARN à l’aide de plusieurs motifs de reconnaissance à l’ARN (RRM) 

qui les composent sur l’extrémité N-terminale. En C-terminal, elles possèdent un domaine d’interaction 

protéine-protéine appelé RS domain, riche en sérines et arginines. Ce domaine peut être phosphorylé 

afin d’activer les protéines SR (Misteli et al., 1998; Shepard and Hertel, 2009). Puis, d’autres facteurs 

régulateurs de l’épissage sont présents tels que la protéine NOVA, un facteur d’épissage neuronal 

exprimé dans le tissu cérébral et qui permet la régulation d’environ 700 transcrits alternatifs, avec des 

fonctions dans le développement synaptique (Buckanovich et al., 1993; Zaghlool et al., 2014). 

Les structures secondaires de l’ARN peuvent aussi influencer l’épissage. Plus précisément, des 

structures en épingles à cheveux peuvent masquer des sites d’épissage, et c’est le cas notamment du 

gène MAPT où est présente la structure secondaire au niveau du 5’ss de l’exon 10. Deux protéines tau 

sont ainsi produites, contenant trois ou quatre régions de liaison aux microtubules (appelées 3R-tau ou 

4R-tau) (Grover et al., 1999; J. Park et al., 2016). 
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• L’export de l’ARN messager vers le cytoplasme 

Après la maturation de l’ARN pré-messager en ARNm, la molécule d’ARN doit être transportée vers le 

cytoplasme afin d’être traduite en protéine. Uniquement un ARN mature pourra être transféré du noyau 

vers le cytoplasme et un dysfonctionnement d’une des trois étapes de maturation peut entrainer la 

dégradation de l’ARN ou bien la production d’une protéine aberrante (Hocine et al., 2010).  

Le noyau où sont effectuées les étapes de maturation post-transcriptionnelle est constitué d’une double 

membrane qui consiste en une couche biphasique phospholipidique imperméable à l’eau avec des 

protéines associées à cette couche. Le transport des molécules de mRNP est effectué par des protéines 

appelées nuclear pore complexes ou NPCs qui forment des pores nucléaires (Rodriguez et al., 2004) 

(Figure 17). 

Le NPC consiste en une structure centrale d’environ 125 nm de diamètre contenant huit spokes qui se 

situent sur le tube central au niveau du côté cytoplasmique. Le tube central connecte le nucléoplasme 

avec le cytoplasme. Puis, des extensions périphériques sont présentes, comme les filaments du 

cytosquelette, qui permettent d’ancrer la structure au niveau de la double membrane phospholipidique 

(Rodriguez et al., 2004; Strambio-De-Castillia et al., 2010). D’autre protéines forment le complexe du 

pore nucléaire, ce sont les nucléoporines appelées aussi Nups. Ces dernières diffèrent selon leur position 

et leur fonction, comme les cytoplasmiques ou les nucléaires, appelées aussi FG-Nups pour leur 

composition en phénylalanine et glycine. Ce sont elles qui forment la barrière semi-perméable et 

permettent le transport des ions, de l’eau ainsi que des métabolites, mais sont restrictives pour les 

grandes molécules où un système de transport est mis en place (Strambio-De-Castillia et al., 2010). 

Les mRNP sont des macromolécules trop grandes pour traverser seules les pores nucléaires. De ce fait, 

des protéines cargo, qui sont en réalité des récepteurs, aident les ARNm à rejoindre le cytoplasme. Chez 

la levure, le complexe de récepteurs s’appelle Mex67-Mtr2, alors que ce complexe a un autre nom chez 

les mammifères, appelé TAP-p15 ou bien NXF1-NXT1. Les karyophérines et les RanGTP 

n’interviennent pas dans ce type de transport, mais plutôt pour des molécules de petite taille.  

A côté des récepteurs, des adaptateurs comme Yra1 ou Aly/REF s’associent aux récepteurs et aux 

ARNm puisqu’ils interagissent directement avec l’ARN. Les protéines SR intervenant lors de l’épissage 

de l’ARN pré-messager peuvent aussi jouer un rôle d’adaptateur. Ce rôle se poursuit dans le cytoplasme 

ou ces protéines SR peuvent avoir une fonction dans la stabilisation de l’ARN et dans la traduction 

(Köhler and Hurt, 2007). 
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Une fois dans le cytoplasme, plusieurs protéines se détachent en laissant la place à des protéines 

cytoplasmiques. Par exemple, le complexe CBC au niveau de la coiffe est remplacé par le facteur 

d’initiation eIF4E et la protéine PABPN1 sur la queue poly-A est, elle, remplacée par la PABC1 après 

le premier tour de traduction (Yasuhito Ishigaki et al., 2001; Wahl et al., 2009). 

Figure 17 : Les étapes de maturation de l’ARN pré-messager en ARN messager et l’export vers le 

cytoplasme. La maturation de l’ARN est représentée par trois événements : l’ajout de la coiffe en 

5’, l’épissage et la polyadénylation en 3’. Après l’épissage, le dépôt du complexe EJC entraine le 

recrutement de facteurs d’export tels que Aly/REF ou NXT1 et ainsi, l’ARN est capable d’être 

exporté du noyau vers le cytoplasme en passant par les pores nucléaires. 

Le seul complexe resté à sa place est l’EJC (Lejeune et al., 2002) qui reste fixé sur l’ARNm et semblerait 

avoir une fonction dans l’export de l’ARNm. En effet, l’EJC semble interagir avec le complexe NXF1-

NXT1 lors du passage du noyau vers le cytoplasme (Köhler and Hurt, 2007). L’EJC a aussi un rôle dans 

le processus suivant qu’est la traduction. 
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2) Dégradation des ARNm 

Les ARNs portants des erreurs ou résultants du manque de précision de la transcription et des étapes de 

maturations sont considérés comme aberrants. Ce type d’ARNm doit être dirigés rapidement vers des 

systèmes de dégradation afin d’éviter la synthèse de protéines aberrantes. Néanmoins, les ARNm ne 

présentant aucune mutation, mais qui doivent tout simplement être dégradés afin de permettre une 

régulation correcte des signaux dans la cellule, empruntent eux aussi des voies de dégradation.  Les 

mécanismes de dégradation des ARNm sont présents dans le noyau, afin d’éviter l’export vers le 

cytoplasme d’ARN présentant déjà une maturation incomplète ou erronée, mais aussi dans le cytoplasme 

où ils sont associés à la machinerie traductionnelle. Sans système de dégradation des ARNm, il serait 

impossible pour une cellule de contrôler précisément son contenu en ARNm. L’expression d’un gène 

est donc un rapport entre la synthèse de l’ARNm et sa dégradation (Decker and Parker, 1994; Łabno et 

al., 2016a).  

Comme évoqué précédemment, les étapes de maturation, plus précisément l’ajout de la coiffe ainsi que 

la polyadénylation, protègent les extrémités 5’ et 3’ des ARNm des exoribonucléases (Furuichi, 2015; 

Kühn and Wahle, 2004). Les deux extrémités sont des sites d’ancrages de différentes protéines, celles 

qui composent la coiffe et celles qui interagissent avec la queue poly-A, et les extrémités communiquent 

entre elles afin de permettre une circularisation de l’ARNm. Cette circularisation est fondamentale 

puisqu’elle ajoute une barrière supplémentaire à la dégradation des extrémités qui pourraient être 

exposées à des enzymes de dégradation (Borman, 2000). Les responsables de la circularisation sont les 

protéines PABP sur la queue poly-A ainsi que les facteurs eIF4E et eIF4G au niveau de la coiffe, qui 

interagissent, permettant une communication entre les deux extrémités d’un ARNm.  

Il existe plusieurs voies de dégradation des ARNm comme la voie de dégradation de l’extrémité 5’ vers 

l’extrémité 3’, de l’extrémité 3’ vers l’extrémité 5’, ou bien la voie de dégradation par endonucléases. 

Selon l’organisme, une voie sera privilégiée au détriment d’une autre. Par exemple, chez la levure, la 

dégradation 5’→ 3’ est majoritairement activée, avec la coiffe de l’ARNm qui est supprimée par un 

événement appelé decapping, en exposant ainsi l’extrémité 5’ (Mitchell and Tollervey, 2000). En 

revanche, chez les mammifères, la voie préférentielle est la dégradation 3’→ 5’, où la déadénylation est 

effectuée dans un premier temps afin de retirer la queue poly-A et d’exposer ainsi l’extrémité au 

complexe protéique appelé exosome (Chen and Shyu, 2011). Enfin, la dernière voie de dégradation 

classique des ARNm, qui est la moins fréquente, est la dégradation par clivage endonucléolytique 

(Schoenberg, 2011).  

Il existe d’autres voies de dégradation des ARNm selon les caractéristiques et les modifications 

présentées sur le matériel génétique. Cela déclenche des mécanismes de contrôle-qualité ultérieures, 

comme le Non-Stop decay (NSD), le No-Go decay (NGD) et le Nonsense -mediated mRNA decay 
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(NMD). Nous parlerons plus dans le détail de ce dernier dans un deuxième temps puisqu’il est l’objet 

d’étude de ma thèse (Bicknell and Ricci, 2017). 

Les principales voies ainsi que les étapes de la dégradation des ARNm sont décrites ci-dessous, avec les 

différents enzymes qui interviennent dans chacune d’entre elles. 

 

• Déadénylation et la dégradation 3’→ 5’ 

La voie de dégradation 3’→ 5’ est activée majoritairement chez les mammifères, avec tout d’abord un 

événement de déadénylation permettant l’élimination de la queue poly-A à l’extrémité 3’ (Doidge et al., 

2012).  

Yamashita et al. ont découvert que la déadénylation est un événement biphasique, c’est-à-dire composé 

de deux étapes consécutives, liées entre elles puisque l’élimination de la queue poly-A ne peut pas être 

complétée si l’une des deux étapes est manquante. Lors de la première étape, environ 110 nucléotides 

sont supprimés de la queue poly-A depuis l’extrémité 3’, sans le déclenchement de la dégradation de 

l’ARNm à ce stade. Par la suite, le raccourcissement de 110 à environ 20 nucléotides de la queue poly-

A avec l’activation de la dégradation de l’ARNm, composent la deuxième étape (Yamashita et al., 2005). 

Il existe différents complexes protéiques possédant une activité de déadénylation, comme les complexes 

PAN2-PAN3 et CCR4-NOT, et l’enzyme PARN (poly-A specific ribonuclease) (Figure 18). Le 

complexe qui intervient dans la première étape de déadénylation est le complexe PAN2-PAN3, un 

complexe dépendant de la protéine poly-A binding protein (PABP) à l’extrémité 3’. L’hydrolyse de la 

queue poly-A est catalysée par le domaine exonucléase de PAN2, protéine appartenant à la famille des 

RNAses. En revanche, la protéine PAN3 est la sous-unité régulatrice du complexe PAN2-PAN3. 

Comme indiqué précédemment, la première étape permet de réduire la taille de la queue poly-A à l’aide 

du complexe PAN2-PAN3 (Chen and Shyu, 2011; Wiederhold and Passmore, 2010). La suppression 

successive de ces nucléotides engendre le détachement de la protéine PABP fixée sur la queue poly-A, 

et au fur et à mesure que la séquence diminue en taille, le complexe PAN2-PAN3 perd son efficacité. 

L’activité réduite de PAN2-PAN3 se détache de l’ARNm en laissant la place à un deuxième complexe, 

CCR4-NOT. Ce dernier assure la dépolymérisation des adénosines restantes, en laissant ainsi une 

extrémité complètement découverte, qui puisse être reconnue et dégradée successivement par des 

exoribonucléases (Wiederhold and Passmore, 2010). Chez la levure, le complexe CCR4-NOT est 

composé de neuf sous-unités, incluant les protéines Ccr4, Caf1, Caf40, Caf130, Not1, Not2, Not3, Not4 

et Not5. Chez les mammifères sont présentes des sous-unités homologues (Azzouz et al., 2009).  

De façon intéressante, les protéines PABPC1 et PABPN1 fixées sur la queue poly-A, influencent de 

manière différente l’activité des complexes de déadénylation. En effet, les protéines PABP modulent 

l’activité des sous-unités catalytiques des complexes de déadénylation, mais aussi de décoiffage, en 
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stimulant l’activité déadénylase de la protéine PAN2 (Uchida et al., 2004) mais en inhibant celle de 

CCR4 (Tucker et al., 2002). Les protéines PABP possèdent un double rôle dans le métabolisme des 

ARNm dans le cytoplasme. D’une part, elles stabilisent les ARNm afin de déclencher la traduction, avec 

la formation du complexe de pré-initiation. D’autre part, elles régulent la dégradation des ARNm, en 

activant le processus de déadénylation avec le recrutement de complexes protéiques. 

Après les deux étapes de déadénylation, la queue poly-A ne forme plus une protection contre les 

exoribonucléases. Les dernières adénosines restantes qui sont environ de 15 à 25 résidus, ne sont pas 

assez nombreuses pour arrêter la dégradation de l’ARNm. Ainsi, la voie de dégradation de l’extrémité 

3’ vers l’extrémité 5’ est généralement déclenchée. Ce type de dégradation, selon si la coiffe est présente 

ou pas, peut s’accompagner de la dégradation dans le sens contraire, c’est-à-dire la dégradation 5’→ 3’ 

débutant par l’étape du décoiffage de l’ARNm. La dégradation 3’→ 5’ est gouvernée par un complexe 

multi-protéique composés d’exoribonucléases à activité 3’ vers 5’ appelée exosome, dont nous parlerons 

de manière détaillée dans le paragraphe des exoribonucléases (Niederberger et al., 2011). 

 

• Décoiffage et dégradation 5’→ 3’ 

Une autre voie de dégradation classique est celle où a lieu l’événement de décoiffage, c’est-à-dire 

l’élimination de la coiffe à l’extrémité 5’, suivie par la dégradation 5’→ 3’ effectuée par des 

exoribonucléases à activité 5’ vers 3’ (Franks and Lykke-Andersen, 2008) (Figure 18). 

Souvent effectuée après la déadénylation, mais pas toujours, vient le décoiffage qui peut être pris en 

charge par différentes protéines. Une des premières protéines à avoir été identifiées initialement chez la 

levure est DCP2 (decapping enzyme 2) et son activité est régulée par son interaction avec la protéine 

DCP1. Ces dernières années, d’autres enzymes ont été découvertes ayant le même rôle que DCP2, 

comme l’enzyme Nudt16 ou l’enzyme Nudt13, toutes les trois appartenant à la même famille de 

protéines. Ces trois enzymes sont des Nudix hydrolases, pour Nucleoside Diphosphate linked to a 

variable moiety X, possédant une activité pyrophosphohydrolase permettant la coupure de la coiffe, et 

donc le decapping. Il semblerait néanmoins que les protéines Nudt16 et Nudt13 soient spécifiques à 

certains ARNm et à certaines conditions (Kramer and McLennan, 2019). 

Afin de permettre l’activité catalytique de DCP2 et permettre ainsi le clivage de la liaison pyrophosphate 

entre le premier nucléotide de l’ARNm et la coiffe, DCP2 doit être sous forme hétérodimérique avec 

son cofacteur DCP1. La protéine DCP1 présente deux isoformes, DCP1a et DCP1b, capables d’interagir 

indifféremment avec DCP2. Du fait de sa faible activité intrinsèque, le complexe DCP2-DCP1 nécessite 

l’aide de facteurs accessoires comme le complexe promoteur du décoiffage LSM1-LSM7 (Sm-like 

protein 1- 7). Ce dernier se fixe au niveau de l’extrémité 3’ des ARNm déadénylés, entrainant ainsi le 
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décoiffage par le complexe DCP2-DCP1 et le recrutement de la protéine, Pat1 (Charenton and Graille, 

2018). 

L’interaction entre les complexes LSM1-LSM7 et DCP2-DCP1 entraine un changement de la 

conformation de la protéine DCP2, en stimulant ainsi son activité catalytique Nudix/MutT. Cette activité 

permet le clivage successif de la coiffe en libérant du m7GDP, en laissant une extrémité phosphate libre 

pour la dégradation par exoribonucléases (van Dijk et al., 2002). Le complexe LSM1-LSM7 n’est pas 

le seul à favoriser le decapping. En effet, le complexe DCP2-DCP1 peut être aussi stimulé par des 

enhancers du décoiffage, c’est-à-dire les protéines Edc comme Edc1 et Edc3 (Enhancer of Decapping) 

(Franks and Lykke-Andersen, 2008), ou par d’autres protéines comme Dhh1 (Fischer, 2002).  

Chez les mammifères, la coiffe m7GDP retirée est hydrolysée en m7GMP par l’enzyme DCPS 

(Scavenger Decapping enzyme), qui agit en combinaison avec la protéine FHIT (Fragile histidine triad) 

(Wang and Kiledjian, 2001). De plus, l’enzyme DCPS est capable d’hydrolyser des fragments d’ARNm 

qui sont initialement dirigés vers la voie de dégradation 3’→ 5’, donc déadénylés, et qui contiennent un 

ARN coiffé n’excédant pas les 10 nucléotides (Milac et al., 2014).  

Lorsque la coiffe est clivée, l’ARNm possédant alors une extrémité libre, est dégradé par son extrémité 

5’ libre suite à l’intervention des exoribonucléases XRN, soit XRN1 soit XRN2. Ces enzymes 

reconnaissent le phosphate libre et dégradent l’ARNm d’une manière processive. La famille des 

protéines XRN est composée d’enzymes nucléaires comme XRN2, appelée aussi RAT1 chez la levure 

et XRN3, et d’enzymes cytoplasmiques comme XRN1, appelée aussi PACMAN ou XRN4 (Nagarajan 

et al., 2013). Selon le compartiment où se situe l’ARNm décoiffé, les protéines exoribonucléases seront 

différentes, donc dans le cytoplasme la dégradation sera effectuée par XRN1 et dans le noyau par XRN2. 

En outre, il a été démontré par co-immunoprécipitation que la protéine XRN2 peut se localiser dans le 

cytoplasme pour jouer un rôle dans le mécanisme de surveillance appelé Nonsense-mediated mRNA 

decay (NMD) (Lejeune et al., 2003).  

 

• Exoribonucléases  

L’événement de déadénylation conduit à une dégradation privilégiée de l’extrémité 3’ vers l’extrémité 

5’ par des exoribonucléases, plus précisément l’exosome. Cette voie de dégradation peut être effectuée 

aussi bien dans le noyau qu’au niveau du cytoplasme. De plus, l’ARNm dégradé par son extrémité 3’ 

par l’exosome peut ne pas subir d’autres étapes de la dégradation, c’est-à-dire que la phase de decapping 

peut ne pas être présente. L’exosome qui est un complexe majeur de dégradation des ARNm possède 

une structure assez particulière avec une polarité, où chaque protéine qui le compose a une fonction bien 

précise. Son cœur central, appelé aussi exo-9, est composé comme son nom l’indique de neuf protéines 

différentes qui forment une structure cylindrique. Ces neuf protéines sont donc disposées en un anneau 
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à deux couches, avec la couche inférieure formée de six sous-unités homologues à la RNase bactérienne 

PH (Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 et Mtr3), tandis que la couche supérieure se compose de trois 

sous-unités de liaison à l’ARN qui est appelée aussi cap composée de Rrp4, Rrp40 et Csl4 (Chlebowski 

et al., 2013; Ogami et al., 2018). 

Le cœur central à lui seul ne possède pas d’activité enzymatique mais lorsqu’il s’associe à des sous-

unités actives possédant des fonctions endo et exonucléolytiques, il peut engendrer la dégradation vers 

l’extrémité 5’ de l’ARNm. En effet, les deux sous-unités catalytiques sont Rrp6, appelée aussi PM/Scl-

100 ou EXOSC10, et Dis3, connue aussi comme Rrp44 ou EXOSC11. La protéine Dis3 est une 

endonucléase, alors que Rrp6 est une exonucléase et chez la levure cette protéine joue un rôle dans la 

surveillance co-transcriptionnelle. Une autre exoribonucléase qui peut agir seule ou en collaboration 

avec l’exosome est la protéine DIS3L2 (Łabno et al., 2016b).  

Les protéines Dis3 et Rrp6 ne sont pas les seules à interagir et à permettre l’activation de l’exosome et 

il existe différents facteurs additionnels qui interviennent dans le mécanisme de dégradation. Parmi ces 

facteurs, on retrouve l’hélicase à ARN appelée Mtr4 (chez les mammifères, cette protéine est connue 

aussi sous le nom de SKIV2L2, MTREX, ou HUGO), la protéine Rrp47 (ou C1D), et la protéine Mpp6. 

Ces facteurs sont nécessaires à l’activité maximale de l’exosome, comme Rrp47 qui interagit avec Rrp6 

afin de créer une sorte de plateforme avec Mtr4. La protéine Mtr4 fait partie du complexe de 

polyadénylation non canonique TRAMP, composé donc des protéines Trf4, Air2 et Mtr4. Mtr4 interagit 

avec les protéines Dis3, Rrp6 et le cœur central de l’exosome exo-9, en formant le complexe appelé exo-

11 (exo-9-Dis3-Rrp6). De plus, le complexe TRAMP est normalement impliqué dans la maturation des 

ARN ribosomaux (ARNr), des petits ARN nucléaires (snRNA) et des ARN nucléolaires (snoRNA) 

(Chlebowski et al., 2013; Mitchell, 2014).  

Comme dit précédemment, la dégradation peut se faire au niveau du noyau ou bien dans le cytoplasme. 

Pour cela, l’association et les interactions protéiques seront légèrement différentes. Par exemple, dans 

le noyau, l’exosome interagit principalement avec le complexe TRAMP. En revanche, au niveau du 

cytoplasme, la protéine Mtr4 est substituée par une hélicase qui est son homologue SKI2 (Superkiller-

2). L’exo-9 associé à Dsi3 qui donne le complexe exo-10 interagit donc avec le complexe SKI formé 

des protéines SKI2 et SKI3 et deux protéines SKI8, à l’aide de la protéine SKI7. Ces interactions vont 

donc activer le processus de dégradation, en permettant ainsi à l’exosome de supprimer l’ARNm en 

question. Les protéines entre le noyau et le cytoplasme portent des noms différents mais leur activité et 

fonction restent exactement les mêmes (Chlebowski et al., 2013).  

Pour ce qui concerne la voie de dégradation 5’→ 3’, d’autres exoribonucléases permettent l’élimination 

de l’ARNm, comme les protéines XRN1 et XRN2 dont nous avons déjà parlé dans la partie précédente. 

Ces dernières, peuvent avoir différents rôles dans la cellule en permettant le bon fonctionnement de 

l’organisme. En effet, chez la levure, il a été démontré que la protéine XRN2 soutient l’élongation des 
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télomères en dégradant les ARN contenant une répétition télomérique (TERRA), un ARNnc (non-

protein-coding RNAs) qui réprime l'activité de la télomérase (Nagarajan et al., 2013).  

 

• Endoribonucléases 

Les voies de dégradation 5’→ 3’ et 3’→ 5’ où les exoribonucléases suppriment les ARNm au niveau 

des extrémités, ne sont pas les seules possibles. En effet, d’autres voies sont présentes comme la 

dégradation par clivage endonucléolytique. Les ARNm dirigés vers cette voie de dégradation sont 

coupés généralement en deux fragments : un qui possède la coiffe et une partie de l’ARNm avec 

l’extrémité 3’ libre, et le deuxième avec la queue poly-A et l’ARN avec l’extrémité 5’ libre. Le fragment 

coiffé est dégradé par l’exosome ou par l’exonucléase DIS3L2 avec une direction 3’→ 5’. En revanche, 

le fragment porteur de la queue polyadénylée est dégradé par la voie 5’→ 3’ par deux exoribonucléases 

selon sa localisation, XRN2 dans le noyau ou bien XRN1 dans le cytoplasme (Schoenberg, 2011). 

Figure 18 : Les différentes enzymes dans la dégradation des ARNm. Plusieurs voies de dégradation 

des ARNm sont représentées, telles que la dégradation de l’extrémité 5’ vers l’extrémité 3’, de 

l’extrémité 3’ vers l’extrémité 5’, ou bien la voie de dégradation par endonucléases. 

 

Selon les ARNm en question, la localisation mais aussi la voie de dégradation, les endoribonucléases 

recrutées seront différentes. Malgré les bonnes connaissances que nous avons sur les exoribonucléases 

qui interviennent dans la dégradation des ARNm, les endoribonucléases ayant un rôle dans ces voies 

sont encore assez peu décrites dans le détail (Houseley and Tollervey, 2009; Schoenberg, 2011). 
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L’endonucléase la plus étudiée aujourd’hui est la protéine AGO2 (Argonaute Protein-2) faisant partie 

du complexe de régulation de l’expression génique RISC (RNA induces silencing complexe). Cette voie 

de dégradation est régulée par des siRNA (small interfering RNA-siRNA) qui reconnaissent les ARNm 

en question qui ont comme destin celui d’être supprimés. La protéine AGO2 reconnaît successivement 

ces ARNm où sont présents les siRNA et déclenche le clivage endonucléolytique (Liu, 2004). 

Comme expliqué précédemment avec l’exposition de l’exosome, la protéine Dis3 (ou Rrp44) qui fait 

partie du complexe protéique est une endonucléase permettant la dégradation 3’→ 5’.  

Puis, une protéine dont je vais parler dans ma thèse est la protéine SMG6, qui fait partie du mécanisme 

du Nonsense-mediated mRNA decay, et qui permet de réguler la dégradation des ARNm porteurs d’un 

codon stop prématuré (Huntzinger et al., 2008; Schoenberg, 2011). 

 

3) Mécanismes de surveillance des ARNm 

Pour le bon fonctionnement des cellules, les protéines synthétisées doivent posséder l’information 

contenue dans le gène. Il est néanmoins possible que des erreurs surviennent lors de chaque étape. C’est 

pour cela que des mécanismes de surveillance sont présents, afin d’éviter que les erreurs soient 

maintenues et donnent ainsi des protéines aberrantes. Les mécanismes de contrôle-qualité permettent 

ainsi de corriger ces erreurs ou bien tout simplement de les éliminer en dégradant l’ARN. Tout au long 

des processus de synthèse, depuis la transcription, en continuant avec la maturation, l’export et la 

traduction, les systèmes de surveillance vérifient la présence de possibles erreurs à l’aide de checkpoints, 

où des protéines sont activées afin de monitorer les défaillances qui peuvent apparaître (Moraes, 2010; 

van Hoof and Wagner, 2011; Wagner and Lykke-Andersen, 2002). 

Une première phase où peuvent apparaître des erreurs est au niveau de la transcription, où l’ADN est 

converti en ARN pré-messager, possédant normalement les informations nécessaires à la synthèse 

protéique. Après cette étape, un premier mécanisme de surveillance co-transcriptionnelle vérifie la 

conformité du transcrit et décide s’il est apte de procéder à la maturation en ARN messager. Dans le cas 

contraire, l’exosome nucléaire s’active afin de permettre la dégradation de cet ARN aberrant (Bresson 

and Tollervey, 2018). 

La maturation des ARNm est aussi une étape où des erreurs peuvent se produire. Par exemple, un 

dysfonctionnement au niveau de la coiffe avec une méthylation qui n’a pas eu lieu, est reconnu par un 

système de surveillance nucléaire. Celui-ci entraine un clivage de la coiffe afin de rétablir une extrémité 

5’-monophosphate et pouvoir être corrigée, ou bien tout simplement une exonucléase se charge de 

dégrader l’ARNm en question (Moraes, 2010). 
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Au niveau de l’épissage, si cette étape n’est pas correctement réalisée, les systèmes de surveillance 

s’activent, en évitant surtout l’export de l’ARNm et aussi une dépense énergétique pour l’obtention de 

la protéine qui serait inutile. L’ARNm peut être incomplètement épissé et ainsi retenir encore des 

introns, ou être complètement non épissé. Dans ces situations, chez la levure les protéines Mlp1 et Mlp2 

et chez les mammifères les protéines TPR reconnaissent les ARN en activant les voies de dégradation. 

Galy et al. ont démontré que la création de mutants Mlp1 entrainent le déplacement vers le cytoplasme 

d’ARNm non épissés, nous indiquant que la protéine Mlp1 est indispensable au mécanisme de contrôle-

qualité (Galy et al., 2004). De plus, des interactions entre Mlp et Rrp6, co-facteur de l’exosome 

nucléaire, ont été identifiées, donnant une preuve supplémentaire que Mlp recrute l’exosome nucléaire, 

et retient l’ARN mal épissé dans le noyau. 

Un autre événement qui peut induire l’activation de la dégradation est la polyadénylation où la queue 

poly-A peut avoir une longueur anormale, ou bien absente. La polyadénylation peut aussi arriver 

prématurément à des sites cryptiques (Ozsolak et al., 2010). De plus, si un ARNm n’est pas exporté ni 

dégradé, sa queue poly-A pourra être allongée ultérieurement, permettant le recrutement des systèmes 

de dégradation. 

Puis, le processus de l’export est lui aussi contrôlé et le pore nucléaire agit alors comme point de 

surveillance afin d’éviter que l’ARNm soit exporté vers le cytoplasme s’il n’est pas correctement 

maturé. Dans le noyau sont ainsi présentes les premières phases où chaque étape est vérifiée et le 

problème résolu avec la dégradation par des exosomes nucléaires (Hieronymus, 2004). 

Des systèmes de surveillance sont ensuite activés dans le cytoplasme afin de poursuivre l’analyse qualité 

de l’ARNm. Selon le type de mutation et d’aberration présente sur la séquence d’ARN mature, le 

système activé sera différent. Les mécanismes de surveillance cytoplasmique sont le Non-Stop decay 

(NSD), le No-Go decay (NGD) et le Nonsense-mediated mRNA decay (NMD). Certaines enzymes 

intervenant dans les voies de dégradation canoniques voient leur implication dans certains processus de 

dégradation pour ARNm aberrants. De façon intéressante, ces mécanismes cytoplasmiques sont reliés à 

l’événement de traduction en protéine.  

Le No-Go decay ou NGD, a été décrit pour la première fois chez la levure Saccharomyces cerevisiae 

(Doma and Parker, 2006). Ce système de surveillance mais aussi de dégradation des ARNm reconnaît 

des ARNm porteurs de structures secondaires, comme des hairpins ou des boucles avec un 

encombrement stérique et/ou une stabilité importante. La présence de ces pseudo-noeuds (pseudoknocts) 

ou la répétition de codons rares, induit l’activation du NGD avec le recrutement des protéines Dom34p 

et Hbs1p, similaires aux facteurs de terminaison de la traduction eRF1 et eRF3. Ces deux protéines du 

NGD permettent la dissociation de la machine traductionnelle en interagissant probablement avec le site 

A du ribosome. Une endonucléase intervient alors afin de produire deux fragments avec des extrémités 
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libres pouvant être dégradées par la voie 3’→ 5’ et 5’→ 3’, par l’exosome ou bien par la protéine XRN1 

(Harigaya and Parker, 2010).  

Un ARNm ne possédant aucun codon stop d’arrêt de la traduction est lui reconnu et dégradé par le Non-

Stop decay (NSD). Sans signal de terminaison, le ribosome reste bloqué au niveau de l’extrémité 3’ de 

l’ARNm en entrainant un arrêt de la synthèse protéique, ainsi qu’une dégradation de l’ARNm en 

question. Chez la levure, le NSD voit intervenir la protéine SKI7, l’exosome et le complexe SKI. La 

protéine SKI7, et plus précisément son domaine C-terminal a la particularité de mimer la structure 

GTPase du facteur d’élongation de la traduction eEF1A ainsi que du facteur de terminaison eRF3. Elle 

peut donc reconnaître le site A du ribosome. En revanche, son domaine N-terminal permet le 

recrutement de l’exosome et du complexe SKI, afin de déclencher la dégradation (Arribere and Fire, 

2018).  

En présence d’un ARNm porteur d’un codon stop prématuré, appelé aussi PTC (premature termination 

codon), le système de surveillance activé est le Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) dont je vais 

me focaliser tout le long de ma thèse. Les PTC peuvent apparaître après des événements d’épissage 

alternatif, des mutations entrainant des décalages du cadre de lecture, ou bien tout simplement des 

mutations non-sens. Selon certaines règles que doit suivre la cellule et les caractéristiques de l’ARNm, 

le NMD sera activé afin d’éviter la synthèse d’une protéine qui serait tronquée. Si produite, la protéine 

tronquée pourrait soit garder une partie de sa fonctionnalité si par exemple le PTC est assez proche du 

codon stop physiologique, soit être non fonctionnelle ou avoir une fonction différente de la protéine 

sauvage, ou encore être cytotoxique en cas d’aggrégation par exemple (van Leeuwen et al., 1998). Elle 

pourrait aussi entrainer une perte de fonction par effet de dose. L’effet de ces mutations dépend aussi du 

gène dans lequel on les retrouve et ces erreurs peuvent être délétères (Hall and Thein, 1994). Le NMD 

se charge ainsi d’éviter l’apparition d’une protéine avec ces caractéristiques, en dégradant l’ARNm et 

permettre le bon fonctionnement cellulaire. Non seulement le NMD intervient comme contrôle-qualité, 

mais il permet aussi la régulation de l’expression de certains ARNm physiologiques (Frischmeyer, 

1999). Ce système de surveillance et contrôle-qualité sera détaillé dans le chapitre suivant.  
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III. Le Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) 

 

1) Les protéines du NMD : les acteurs du mécanisme de dégradation des ARNm 

porteurs de codons stop prématurés 

Le mécanisme de Nonsense-mediated mRNA decay (ou NMD) fait partie des différents contrôle-qualités 

des ARNm permettant d’éviter la synthèse de protéines tronquées et/ou non fonctionnelles. Ce processus 

de dégradation a été retrouvé dans tous les organismes eucaryotes étudiés avec des particularités d’une 

espèce à l’autre. Par ailleurs, le NMD permet de réguler environ 5% du génome humain et entre 10 et 

20% de l’expression génique chez d’autres espèces comme la drosophile ou la Levure Saccharomyces 

Cerevisiae (Conti and Izaurralde, 2005). 

Nous connaissons aujourd’hui une vingtaine de protéines jouant un rôle dans le NMD, dont les 

principaux acteurs sont les protéines up-frameshift (UPF) et les protéines SMG, pour suppressor with 

morphological effect on genitalia. Ces protéines interagissent avec diverses protéines comme la protéine 

PABPC1 ou le complexe protéique Exon Jonction Complex (EJC) (Kurosaki and Maquat, 2016a).  

Les premiers facteurs du NMD nommés UPF1, UPF2 et UPF3 ont été identifiées pour la première fois 

chez la levure Saccharomyces Cerevisiae à l’aide d’un criblage génétique (Cui et al., 1995; He et al., 

1997; Leeds et al., 1991). Les protéines SMG quant à elles ont été identifiées chez le ver Caenorhabditis 

elegans (Hodgkin et al., 1989; Pulak and Anderson, 1993).  

Les structures ainsi que les rôles des protéines impliquées dans le NMD vont être détaillés dans les 

paragraphes ci-dessous. 

 

• Les protéines UPF 

a) La protéine UPF1 

La protéine UPF1, appelée aussi RENT1 (regulator of nonsense transcript 1), représente un des facteurs 

centraux du NMD en raison de sa fonction d’activateur du NMD, mais aussi pour son implication dans 

la reconnaissance de l’ARNm cible et de sa dégradation. La protéine UPF1 est codée par le gène UPF1 

situé sur le chromosome 19. 

Elle fait partie de la super famille 1 (SF1) des hélicases à ADN et ARN. Les hélicases sont des enzymes 

à activité ATPase qui permettent le déroulement des doubles brins d’ADN ou d’ARN, nécessaire par 

exemple lors de la lecture de la séquence d’ARN par le ribosome. En effet, la protéine UPF1 possède 
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ces fonctions hélicase 3’-5’ et ATPase ARN dépendante. Ces deux rôles sont fondamentaux et requis 

pour le NMD (Gowravaram et al., 2018; Kim and Maquat, 2019; Weng et al., 1996). 

Au niveau structural, le facteur UPF1 est composé de trois domaines spécifiques et conservés. Le 

premier domaine situé à l’extrémité N-terminale de la protéine est un domaine en doigt de zinc riche en 

cystéine et histidine, appelé domaine CH (Czaplinski et al., 1998; He and Jacobson, 1995). Il a été 

démontré que cette région CH interagit avec la protéine UPF2 ainsi que les facteurs de terminaison eRF1 

et eRF3 pour former le complexe SURF (SMG1/8/9-UPF1- eRF1 and eRF3 complex) (Kashima et al., 

2006) (Figure 19). 

Figure 19 : Représentation de la protéine UPF1. A. Structure des deux isoformes d’UPF1 avec les 

trois domaines principaux qui sont le domaine CH, le domaine HD et le domaine SQ. B. Interactions 

entre la protéine UPF1 et les protéines impliquées dans le NMD. 

 

Le deuxième domaine fonctionnel dans la séquence protéique de UPF1 correspond à un domaine 

ATPase/hélicase, nommé domaine HD pour Helicase Domain. Le domaine HD est lui-même composé 

de deux sous-domaines appelés RecA1 et RecA2, intercalés par deux autres sous-domaines appelés 

Rec1B et Rec1C. Les domaines RecA permettent la formation d’une poche d’interaction des nucléotides 

pour pouvoir ainsi interagir avec une molécule d’ARNm (Applequist et al., 1997; Cheng et al., 2007; 

Leeds et al., 1991). 

Le dernier domaine de UPF1 est un domaine riche en sérine-glutamine à l’extrémité C-terminale, appelé 

domaine SQ. Lorsque le NMD doit être activé afin de dégrader un ARNm soumis au NMD, la protéine 

UPF1 utilise son activité catalytique pour remodeler les mRNPs contenant un PTC. Le domaine SQ 
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interagit avec le cœur de l’hélicase entrainant l’inhibition de l’activité catalytique de la protéine UPF1. 

Cela peut être probablement dû au maintien du domaine hélicase dans un stade de « faible interaction » 

avec la molécule d’ARNm, ou bien au changement de conformation associé à l’interaction avec l’ATP 

(Gowravaram et al., 2018). Les deux domaines CH et SQ qui entourent ainsi le domaine HD ont la 

capacité de réguler le domaine hélicase selon les besoins. 

La protéine UPF1 présente deux isoformes produites par épissage alternatif, exprimées de façon 

différente (Gowravaram et al., 2018). La première isoforme est composée de 1129 acides aminés avec 

un poids moléculaire de 124 kDa. Elle contient une insertion dans le domaine Rec1B conduisant à une 

extension de 22 résidus dans sa boucle de régulation (Figure 19). Aujourd’hui, nous avons peu 

d’information sur l’activité catalytique de cette isoforme. 

La deuxième isoforme est composée de 1118 acides aminés et un poids moléculaire de 123 kDa. Sa 

boucle de régulation est formée de 11 résidus seulement. Cette isoforme est majoritaire et la plus étudiée 

(Gowravaram et al., 2018; Nicholson et al., 2014).  

Les deux isoformes de la protéine UPF1 semblent différer dans leur activité de liaison à l’ARN mais 

aussi leur activité catalytique. Comme montré par Gowravaram et al., les différences fonctionnelles 

entre les deux isoformes UPF1 peuvent être attribuées aux résidus supplémentaires dans l’isoforme 

longue qui modifie la conformation de la boucle régulatrice par rapport à celle de l’isoforme plus courte 

(Gowravaram et al., 2018).  

L’activité ATPase de UPF1 est, elle aussi, essentielle au NMD. En effet, des mutations ciblant les acides 

aminés nécessaires à la capacité d’UPF1 à hydrolyser l’ATP entrainent une perte de l’activation du 

NMD (Weng et al., 1998, 1996). L’énergie fournie par l’hydrolyse de l’ATP permet à UPF1, à l’aide de 

UPF2, d’activer son domaine hélicase et de dérouler le double brin d’ARN (dsRNA) et/ou d’altérer les 

interactions présentes sur la molécule d’ARN avec les protéines (Chakrabarti et al., 2011; Chamieh et 

al., 2008; Cheng et al., 2007; Imamachi et al., 2012). En autre, il a été constaté que l’activité ATPase est 

nécessaire dans les dernières étapes lorsque l’ARN doit être dégradé et les protéines du NMD recyclées 

(Franks et al., 2010). Franks et ses collègues ont démontré que l’absence de l’activité ATPase pouvait 

induire une accumulation des facteurs du NMD dans des foyers cytoplasmiques appelés P-bodies 

(Processing bodies). La description et la fonction des P-bodies seront décrites ultérieurement. 

La localisation de la protéine UPF1 est principalement cytoplasmique où elle peut prendre part au 

mécanisme du NMD, mais une petite fraction est aussi retrouvée dans le noyau où la protéine va jouer 

un rôle supplémentaire (Azzalin and Lingner, 2006a, 2006b). Il a été observé que dans certains cas, 

comme pour les formes mutantes du domaine ATPase de UPF1 ou bien les formes hyperphosphorylées, 

UPF1 est retrouvée accumulée dans les P-bodies (Durand et al., 2007; Franks et al., 2010; Unterholzner 

and Izaurralde, 2004). Les P-bodies sont des foyers cytoplasmiques dont leur fonction est controversée, 
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mais une possibilité est qu’ils puissent être utile comme forme de stockage des facteurs du NMD, lorsque 

la cellule n’a pas besoin du NMD. 

Il est maintenant connu que la protéine UPF1 doit être phosphorylée et déphosphorylée afin d’être le 

signal déclencheur du NMD. En effet, UPF1 est une phosphoprotéine, pouvant être phosphorylée sur de 

multiples résidus aux extrémités N et C-terminales. Les cycles de phosphorylation et déphosphorylation 

sont effectués par la protéine kinase SMG1, la seule kinase identifiée aujourd’hui pour la 

phosphorylation de UPF1, et la protéine phosphatase PP2A qui elle, déphosphoryle UPF1 (Yamashita 

et al., 2001).  

In vitro, il a été démontré que les sites phosphorylés à l’extrémité C-terminale sont les sérines Ser1073, 

Ser1078, Ser1096 et Ser1116 (Okada-Katsuhata et al., 2012). In vivo, seul le site Ser1073 n’a pas été 

retrouvé sinon les trois autres sites ont bien été validés. Par ailleurs, la thréonine Thr28 à l’extrémité N-

terminale a été montrée phosphorylée uniquement in vivo (Matsuoka et al., 2007; Ohnishi et al., 2003; 

Okada-Katsuhata et al., 2012; Yamashita et al., 2001). Le rôle exact de cette phosphorylation reste 

encore assez obscure mais la phosphorylation de la sérine Ser1116 semble être un site de liaison pour 

les protéines SMG5 et SMG6 (Chakrabarti et al., 2014).  

Comme déjà énoncé précédemment, UPF1 joue un rôle central dans le NMD que nous décrirons de 

façon approfondie dans un deuxième temps. La protéine UPF1 par ailleurs, est impliquée dans différents 

mécanismes, comme le maintien de la longueur des télomères, la réplication de l’ADN, la régulation de 

la traduction des ARNm codant pour les histones ou encore le Staufen 1 (STAU1)-mediated mRNA 

decay (SMD) ou autres (Azzalin and Lingner, 2006a, 2006b; Jia et al., 2015; Kim and Maquat, 2019; 

Popp and Maquat, 2015a).  

 

b) La protéine UPF2 

La protéine UPF2 est une protéine de 1272 acides aminés et un poids moléculaire de 150 kDa, codée 

par le gène UPF2 situé sur le chromosome 10. Sa localisation est majoritairement cytoplasmique où elle 

se concentre dans la région périnucléaire (Lykke-Andersen et al., 2000; Tatsuno et al., 2016). 

La protéine UPF2 est composée de 3 domaines conservés, appelés MIF4G (MIF4G-I, MIF4G-II et 

MIF4G-III) pour Middle portion of eIF4G, nommés ainsi pour leur similarité avec le domaine central 

du facteur eIF4G (eukaryotic translation initiation factor 4G) (Mendell et al., 2000). Ces domaines 

confèrent à la protéine UPF2 la capacité d’interagir avec une série de protéines, telles que UPF3 et 

UPF3X via le troisième domaine MIF4G, mais aussi avec des facteurs d’initiation de la traduction tels 

que eIF4A et eIF3. 
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Clerici et al. ont démontré que l’absence du premier et du deuxième domaine MIF4G entraine une 

inactivation du NMD, indiquant l’importance de la protéine UPF2 dans le processus de dégradation des 

ARNm par NMD (Clerici et al., 2014) (Figure 20). 

Une interaction directe entre UPF2 et eRF3 ainsi que le complexe SURF a été démontrée, montrant que 

UPF2 interagit non seulement avec les facteurs d’initiation mais aussi avec les facteurs de terminaison 

de la traduction (López-Perrote et al., 2016). Cela montre l’importance de la traduction dans le 

mécanisme du NMD. Ce complexe UPF2-eRF3 qui se forme fournit une voie alternative pour recruter 

UPF2 sur le ribosome, modèle différent de celui où UPF2 forme le complexe avec UPF3X et l’EJC pour 

stimuler la phosphorylation de UPF1. Les modèles d’activation du NMD vont être décrits de façon 

détaillée dans la partie 2 de ce chapitre. 

Figure 20 : Schéma de la structure d’UPF2. Les trois domaines MIF4G sont représentés, suivis du 

domaine U1BD qui interagit avec la protéine UPF1. Certaines interactions protéiques sont indiquées. 

 

Un autre domaine présent dans la protéine UPF2 est le domaine U1BD (UPF1 binding domain) à 

l’extrémité C-terminale, et permet l’interaction avec le domaine CH de la protéine UPF1. Comme 

évoqué précédemment, le troisième domaine MI4FG de UPF2 interagit avec la protéine UPF3X, en 

devenant ainsi une connexion entre UPF1 et UPF3X. Ce lien protéique est fondamental pour l’activation 

du NMD. En effet, Melero et al. ont démontré par  cryo-electromicroscopie du complexe 

UPF1/UPF2/UPF3X et l’EJC que UPF2 forme les contacts cruciaux avec UPF1, UPF3X et l’EJC, en 

positionnant la protéine UPF1 de façon à permettre son activité hélicase (Melero et al., 2012).  

Gehring et al. ont en revanche démontré qu’il existe deux voies d’activation du NMD par rapport à la 

protéine UPF2: une voie UPF2-dépendante et une voie UPF2-indépendante, dont la seule différence est 

la fonction et le rôle de l’EJC. En effet, la protéine RNPS1 qui est un composant du complexe EJC joue 

un rôle dans l’activation du NMD UPF2-dépendante, alors que ce sont les protéines Y14, MAGOH et 

eIF4A3 qui rejoignent la voie d’activation UPF2-indépendante du NMD (Gehring et al., 2005).  

Comme UPF1, la protéine UPF2 est une phosphoprotéine mais contrairement à UPF1, sa kinase n’a pas 

été identifiée (Chiu et al., 2003; Wang et al., 2006). En 2014, Clerici et al. ont décrit une possible 

interaction avec la protéine kinase SMG1, pouvant ainsi phosphoryler UPF2 et UPF1 en même temps 

sans compétition entre elles (Clerici et al., 2014). In vitro, il a été démontré que le troisième domaine 

MIF4G de UPF2 est phosphorylé par la kinase SMG1. La combinaison de la spectrométrie de masse et 
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d’analyses in vitro ont permis d’identifier trois sites de phosphorylation. Les sérines phosphorylées sont 

Ser886, Ser992 et Ser1046 mais seulement la dernière peut être quantifiée. Les résultats in vivo ont 

indiqués qu’UPF2 se lie à la kinase SMG1 de manière indépendante à l’activité de UPF1, et 

qu’inversement, la protéine UPF1 interagit avec SMG1 indépendamment de UPF2 mais aucune preuve 

confirme la phosphorylation d’UPF2 par SMG1 (Kashima et al., 2006). 

Toutefois, l’importance de la phosphorylation de UPF2 dans le NMD a été prouvée uniquement chez la 

levure Saccharomyces cerevisiae (Wang et al., 2006). Tout d’abord, il faut savoir que la levure est privée 

d’EJC, plus précisément du complexe déposé lors de l’épissage au niveau de chaque jonction exonique. 

Afin de comprendre le mécanisme qui déclenche la dégradation par NMD, un nouveau type de 

reconnaissance des PTC chez la levure a été proposé avec la découverte d’une séquence particulière 

appelée DSE (downstram sequence element). Cette séquence DSE mime en quelque sorte l’EJC présent 

chez les mammifères. Il a été démontré que la protéine UPF2 interviendrait dans l’activation du NMD 

chez la levure avec la phosphorylation des sérines Ser32 et Ser33 dans le premier domaine MIF4G 

(Wang et al., 2006). En effet, ces sites phosphorylés pourraient permettre l’interaction avec certaines 

protéines liant l’ARNm, comme la protéine Hrp1 (González et al., 2000). Le positionnement de la 

protéine Hrp1 sur la séquence DSE serait ainsi le signal pour la dégradation de l’ARNm. 

Le rôle de UPF2 dans la réaction de NMD est encore assez mal défini chez les mammifères. Cependant, 

il a été montré que cette protéine régule le niveau de phosphorylation de UPF1. En effet, l’absence de 

UPF2 conduit à une forte diminution de l’état de phosphorylation de UPF1. UPF2 pourrait réguler la 

phosphorylation de UPF1 soit en contrôlant directement la kinase SMG1, en stabilisant UPF1 

phosphorylée, soit en empêchant l'association de UPF1 avec le complexe de déphosphorylation 

(Wittmann et al., 2006). 

Enfin, un autre point commun entre UPF1 et UPF2 est que ces deux protéines sont clivées pendant 

l’apoptose par les caspases 3 et 7 (Jia et al., 2015). Le clivage entraine une inhibition du NMD causée 

par la perte de fonction des deux protéines UPF1 et UPF2. Notre laboratoire a aussi démontré qu’une 

surexpression du fragment N-terminal de la protéine UPF2 généré par les coupures par les caspases 

conduit à une amplification de l’apoptose (Jia et al., 2015). 

 

c) Les protéines UPF3/UPF3X 

La protéine UPF3 est le dernier facteur du NMD faisant partie des protéines up-frameshift. Chez les 

mammifères, il existe deux gènes UPF3 et UPF3X, codant pour les deux protéines UPF3 (ou UPF3A) 

et UPF3X (ou UPF3B). La première possède 452 acides aminés avec un poids moléculaire de 52 kDa, 

et son gène se situe sur le chromosome 13. La deuxième, nommée UPF3X, possède 483 acides aminés 
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avec un poids moléculaire de 58 kDa, et son gène se localise sur le chromosome X (Serin et al., 2001). 

Les deux gènes sont donc paralogues, provenant d’un événement de duplication du génome. 

Les deux protéines contiennent un domaine similaire à un motif de reconnaissance de l’ARN dans la 

région N-terminale, appelé RRM (RNA Recognition Motif) qui ne permet pas la liaison directe des 

protéines à l’ARN mais ce domaine est le site d’interaction avec UPF2. Cela est probablement dû à 

l’absence de résidus aromatiques nécessaires à cette interaction (Clerici et al., 2014; Kadlec et al., 2004).  

Les protéines UPF3/UPF3X possèdent néanmoins deux types de séquences particulières que sont les 

séquences de localisation nucléaire NLS (Nuclear Localisation Sequence) en C-terminal et centrale, et 

une séquence d’export nucléaire NES (Nuclear Export Sequence) en N-terminal (Shirley et al., 2002, 

1998). Ces séquences permettent aux protéines UPF3/UPF3X d’avoir une fonction de navette entre le 

noyau et le cytoplasme (Lykke-Andersen et al., 2000; Serin et al., 2001; Shirley et al., 2002, 1998). En 

effet, UPF3/UPF3X se localisent principalement dans le noyau où UPF3X pourra être recrutée sur 

l’ARNm par l’EJC via son domaine C-terminal appelé EJC-binding motif ou EBM. Ce dernier permet 

donc à UPF3X d’interagir avec les protéines de l’EJC comme Y14, MAGOH et eIF4A3 (Gehring et al., 

2003; Melero et al., 2012). Plus récemment, il a été montré que la région N-terminale de la protéine 

UPF3X interagit avec le facteur de terminaison de la traduction eRF3 (Neu‐Yilik et al., 2017) (Figure 

21). 

Figure 21 : Structure des protéines UPF3/UPF3X et interactions protéiques. 

 

Entre les deux protéines, la forme plus active dans le NMD est UPF3X (Chan et al., 2009; Lykke-

Andersen et al., 2000).  

Comme dit précédemment, UPF3X semble le premier facteur du NMD positionné sur la molécule 

d’ARNm, avant l’export du noyau vers le cytoplasme (Le Hir et al., 2001). Après l’export de la mRNP, 

UPF3X recrute UPF2 avec l’EJC et la protéine UPF1 sera ensuite recrutée afin de permettre l’activation 

du NMD. In vitro, Franks et al. ont démontré que UPF2 et UPF3X stimulent l’activité hélicase de la 

protéine UPF1, déclenchant ainsi le mécanisme du NMD (Franks et al., 2010). Le mécanisme sera 

détaillé dans la partie 2 de ce chapitre. 
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Le mécanisme du NMD où UPF3/UPF3X jouent un rôle ne semble pas le seul mécanisme existant. En 

effet, pour certains ARNm comme pour les récepteurs aux cellules T, il pourrait y avoir une activation 

du NMD UPF3-indépendante, puisque l’absence des protéines UPF3/UPF3X n’a pas de conséquences 

sur le NMD (Avery et al., 2011; Chan et al., 2007). 

 

• Les protéines SMG 

Pour l’activation et la régulation du NMD, les protéines up-frameshift ne sont pas les seules à intervenir. 

En effet, les protéines SMG (suppressor with morphogenetic effects on Genitalia) possèdent elles aussi 

des fonctions nécessaires au bon fonctionnement du processus de dégradation par NMD (Yamashita et 

al., 2009). 

Il existe plusieurs protéines SMG dont celles-ci impliquées dans le NMD : SMG1, SMG5, SMG6, 

SMG7, SMG8 et SMG9. Les premières identifiées ont été les protéines SMG1, SMG5, SMG6 et SMG7 

chez le ver Caenorhabditis elegans, et successivement les protéines SMG8 et SMG9 ont été découvertes, 

avec leur capacité à être des co-activateurs de la kinase SMG1 (Yamashita et al., 2009). 

Les protéines SMG sont décrites ci-dessous, en montrant pour chacune leurs caractéristiques.  

 

a) La protéine SMG1, la principale kinase 

La protéine SMG1 est une sérine/thréonine kinase de la famille des phosphatidyl-Inositol (PI) 3-kinase-

related kinase (PIKK), de poids moléculaire de 410 kDa. Son gène se situe sur le chromosome 16. Tous 

les membres de la famille des PIKK sont impliqués dans la réponse aux dommages à l’ADN (Abraham, 

2004a).  

La kinase SMG1 est organisée en plusieurs domaines, possédant tous une fonction particulière. Elle peut 

être divisée en deux grandes structures : la structure appelée Arm pour bras en étant mobile, qui permet 

les interactions protéiques avec le dimère SMG8-SMG9 ; et la structure globulaire appelée Head pour 

tête contenant la région catalytique de la protéine et pouvant interagir avec UPF2 et UPF1. 

La structure Arm à l’extrémité N-terminale contient les répétitions d’alpha-hélices HEAT (Huntington, 

EF3A, ATM, TOR) (Andrade and Bork, 1995; Arias-Palomo et al., 2011) qui lui confèrent la capacité 

à interagir avec les protéines SMG8 et SMG9 afin de former le complexe SMG1C. SMG8 et SMG9 

régulent l’activité kinase de la protéine SMG1, en lui permettant un changement de conformation qui la 

maintient dans un stade inactif (Arias-Palomo et al., 2011; Yamashita et al., 2009).  

On retrouve dans la structure Head le domaine FAT (FRAP, ATM, and TRRAP) formé de répétitions 

hélicoïdales, suivi par le domaine FRB (FKBP12-rapamycin-binding) de 100 acides aminés (Yang et 
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al., 2013), puis de la région catalytique homologue à la kinase PIKK et, pour terminer, d’un petit 

domaine α-hélicoïdale FATC en C-terminal (FAT C-terminal) (Arias-Palomo et al., 2011). Entre la 

région catalytique PIKK et la région FATC se situe une séquence d’insertion nommée domaine C-

insertion dont sa fonction reste inconnue (Figure 22).  

 

Figure 22 : Domaines présents dans la protéine kinase SMG1 et interactions protéiques 

 

Le domaine FRB semblerait être dans un premier temps le domaine où il y a interaction avec la protéine 

UPF2 (Melero et al., 2014). Lorsque le dimère SMG8-SMG9 garde la kinase SMG1 sous une forme 

inactive, la protéine UPF2 qui interagit avec SMG1 par son troisième domaine MIF4G va entrainer une 

activation de l’activité kinase de SMG1. En effet, lorsque UPF1 sera liée à SMG1, il y aura 

consécutivement la phosphorylation par le domaine PIKK et l’activation des activités ATPase/hélicase 

de UPF1 (Melero et al., 2014). 

De plus, il a été montré que l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome et la répression génique de SMG1 

causent une accumulation des facteurs UPF1 et UPF2 dans les cellules suggérant une régulation de 

l’expression de ces deux protéines par SMG1 (Zhao et al., 2014).  

La phosphorylation de UPF1 par SMG1 apparait au niveau du motif SQ dans la partie N-terminale sur 

la thréonine T28 (démontrée uniquement in vivo) et dans la partie C-terminale sur les sérines S1078, 

S1096 et S1116 (Okada-Katsuhata et al., 2012). 

Comme pour UPF1, la protéine SMG1 est elle aussi capable d’intervenir dans le mécanisme de Staufen 

mediated mRNA decay (SMD) qui permet la dégradation spécifique de certains ARNm, après 

reconnaissance d’une structure secondaire de type tige-boucle dans la partie 3’UTR des ARNm par la 

protéine Staufen (Park and Maquat, 2013). SMG1 n’est pas uniquement impliquée dans les mécanismes 

de dégradation des ARNm, mais possède des fonctions supplémentaires, comme permettre l’inhibition 

de l’apoptose induite par le tumor necrosis factor alpha (Masse et al., 2008). Un autre rôle de SMG1 a 

été observé dans la réponse au stress génotoxique, c’est-à-dire lorsque les cellules subissent un stress dû 

aux radiations UV. Après l’induction de ce stress, SMG1 peut être activée et interagir avec la protéine 

p53 (Brumbaugh et al., 2004). Enfin, SMG1 semble aussi avoir une activité lors de la croissance 

cellulaire et de l’expression de certains gènes (Abraham, 2004b, 2001).  
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La protéine SMG1 représente la seule kinase identifiée aujourd’hui permettant de phosphoryler UPF1. 

Néanmoins, il est fort probable que d’autres kinases puissent avoir la même fonction afin de permettre 

l’activation du NMD. 

 

b) Les protéines SMG5, SMG6 et SMG7 

Le facteur SMG5 est une protéine de 114 kDa, codé par le gène SMG5 sur le chromosome 1. SMG6 

possède un poids moléculaire plus important, de 160 kDa et elle est transcrite à partir du gène SMG6 

sur le chromosome 17. La protéine SMG7 quant à elle, codée par le gène SMG7 sur le chromosome 1 

est une protéine de 127 kDa.  

Un premier domaine présent uniquement dans les protéines SMG5 et SMG6 est le domaine PilT N-

terminus domain (PIN) à l’extrémité C-terminale (Fukuhara et al., 2005), domaine retrouvé aussi dans 

des protéines qui possèdent une activité ribonucléase (Schneider et al., 2009). Pour SMG5, ce domaine 

ne semble pas fonctionnel puisque la protéine ne présente pas d’activité endonucléolytique (Glavan et 

al., 2006). En revanche, pour la protéine SMG6, le domaine PIN est parfaitement fonctionnel permettant 

ainsi le clivage endonucléolytique de l’ARNm au voisinage du PTC pour former deux fragments où les 

extrémités 5’ et 3’ ne sont pas protégées (Eberle et al., 2009; Gatfield and Izaurralde, 2004; Huntzinger 

et al., 2008). L’ARNm est alors rapidement dégradé à partir des extrémités à l’aide des exoribonucléases 

XRN1 et XRN2 (Lejeune et al., 2003). De plus, la protéine SMG6 possède dans sa région N-terminale 

deux motifs EBM (EJC binding motif) qui permettent d’interagir avec le complexe EJC (Kashima et al., 

2010) (Figure 23).  

Figure 23 : Structure des protéines SMG5, SMG6 et SMG7 et interactions protéiques 
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Une autre fonction des protéines SMG5 et SMG6 est leur interaction avec le human telomerase reverse 

transcriptase (hTERT), jouant ainsi un rôle dans le maintien de la longueur des télomères (Reichenbach 

et al., 2003).  

Les protéines SMG5, SMG6 et SMG7 présentent néanmoins des domaines communs entre elles, comme 

deux répétitions tétratricopeptide TPR à l’extrémité N-terminale pour SMG5 et 7 et centrale pour SMG6. 

Ces répétitions sont fondamentales afin de permettre certaines interactions protéiques. Un des motifs 

faisant partie du domaine TPR est une structure hélicoïdale à hairpin. L’autre motif TPR est celui de 

fixation des phosphosérines 14-3-3 présent dans les protéines SMG5 et SMG7 qui confère la possibilité 

d’interaction entre les deux protéines pour former un hétérodimère SMG5-SMG7 (Fukuhara et al., 

2005). Ce dernier pourra ensuite lier la protéine UPF1 phosphorylée (Chakrabarti et al., 2014). En effet, 

il a été démontré qu’une mutation de ce domaine dans la protéine SMG7 ainsi qu’une mutation de la 

partie N-terminale de SMG5, entrainent une inhibition des interactions avec UPF1 in vitro (Ohnishi et 

al., 2003).  

Le complexe SMG5, SMG6 et SMG7 participe à la déphosphorylation de UPF1 afin d’activer le NMD. 

En effet, UPF1 nécessite un cycle de phosphorylation et déphosphorylation successif pour qu’il y ait 

activation du NMD. Les trois protéines SMG ne possèdent pas d’activité phosphatase mais permettent 

d’agir comme adaptateurs entre UPF1 phosphorylée et la protéine phosphatase 2A (PP2A). De ce fait, 

elles ont été retrouvées en co-immunoprécipitation avec UPF1 et PP2A (Chiu et al., 2003; Ohnishi et 

al., 2003).  

Une absence des protéines SMG5, SMG6 et SMG7 conduit à une accumulation de la protéine UPF1 

hyperphosphorylée (Chiu et al., 2003). Il a été démontré que la protéine SMG6 peut se lier à UPF1 via 

le résidu thréonine Thr28 phosphorylé de UPF1 grâce à son domaine 14-3-3-like (Okada-Katsuhata et 

al., 2012). De façon plus détaillée, la Thr28 représente un site de phosphorylation de UPF1 par la kinase 

SMG1 et la phosphorylation avec la Ser1096 de UPF1 permet de créer une plateforme d’ancrage pour 

les protéines SMG6 et le complexe SMG5-SMG7. Ainsi, la déphosphorylation de la protéine UPF1 

pourra avoir lieu et le mécanisme de dégradation par NMD continuer. 

Pour la protéine SMG7, le domaine TPR est suivi par une région linker et un domaine riche en proline, 

appelé PC, responsable de la dégradation des ARNm avec la stimulation du décoiffage et de la 

déadénylation. En effet, la protéine SMG7 peut avec ce domaine recruter le complexe déadénylase 

CCR4-NOT par interaction avec CNOT8 (CCR4-NOT transcription Complex Subunit 8) (Loh et al., 

2013).  
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c) Les protéines SMG8 et SMG9 

La protéine SMG8 est codée par le gène SMG8 sur le chromosome 17, avec un poids moléculaire de 

110 kDa. En revanche, la protéine SMG9 est plus petite, avec un poids moléculaire de 60 kDa et elle est 

codée par le gène SMG9 sur le chromosome 19 (Yamashita et al., 2009). Elles ont été identifiées avec 

une analyse d’empreinte de masse peptidique après co-immunoprécipitation de SMG1.  

De structure différente, SMG8 possède deux domaines conservés, appelés CR1 et CR2 pour Conserved 

region avec des motifs à épingle à cheveux (Fernández et al., 2011; Shaheen et al., 2016). En revanche, 

SMG9 contient un domaine nucléoside triphosphatase NTPase dont la fonction n’a pas encore été 

élucidée. Cette protéine reste encore très peu caractérisée (Yamashita et al., 2009) (Figure 24).  

Figure 24 : Structure des protéines SMG8 et SMG9 

 

Les deux protéines ont la capacité de former un dimère SMG8-SMG9 qui va ensuite interagir avec les 

domaines HEAT et C-insertion de la kinase SMG1. Le dimère SMG8-SMG9 avec la protéine SMG1 

vont former le complexe SMG1C dans lequel l’activité kinase de SMG1 est inhibée (Li et al., 2017; 

Shaheen et al., 2016; Yamashita et al., 2009).  

C’est bien cette liaison du dimère avec SMG1 qui modifie sa conformation protéique mais dès que la 

protéine UPF1 s’unie au complexe SMG1C, la kinase SMG1 acquiert à nouveau son activité kinase 

(Arias-Palomo et al., 2011; Deniaud et al., 2015). Après phosphorylation de UPF1, la protéine UPF2, 

ainsi que UPF3X et l’EJC, vont favoriser le détachement de UPF1 pour pouvoir interagir avec les 

phosphatases et continuer la dégradation de l’ARNm en question (Kashima et al., 2006; Yamashita et 

al., 2009). 

Il a été démontré que SMG8 peut former des interactions avec SMG1 uniquement si SMG9 est présent. 

En effet, SMG9 permet de former une sorte de pont de communication entre les protéines SMG8 et 

SMG1. 
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2) Les mécanismes de reconnaissance d’un codon stop prématuré (PTC) et 

l’activation du NMD 

Le NMD est un mécanisme de surveillance des ARN messagers finement régulé, conduisant au bon 

fonctionnement cellulaire. Il assure ainsi la dégradation des ARNm porteurs d’un codon stop prématuré 

afin de prévenir la synthèse d’une protéine tronquée. Les différents facteurs intervenant dans la 

régulation du NMD possèdent chacun une fonction propre, permettant de reconnaître fidèlement l’erreur 

mais aussi de différencier ces ARNm aberrants des ARNm sauvages. 

Afin de comprendre comment le NMD reconnait les ARNm porteurs d’un PTC et comment s’active ce 

mécanisme de dégradation, des études ont été menées depuis les années 80 et ont abouti à la proposition 

de deux modèles de reconnaissance des PTC et d’activation du NMD.  

Le premier modèle s’appuie sur la présence du complexe protéique Exon Jonction Complex (EJC) sur 

le transcrit. L’EJC a été montré pour être déposé lors de l’épissage et être impliqué dans le transport et 

la traduction. Cette voie d’activation est aussi connue comme la règle des 50 à 55 nucléotides ou le 

NMD EJC-dépendant. Au contraire, le deuxième modèle dépend de la protéine PABPC1, et plus 

précisément de la distance qui sépare cette protéine fixée sur la queue poly-A et le PTC (Metze et al., 

2013; Popp and Maquat, 2013).  

Les deux modèles possèdent des particularités que je vais développer. Ces deux mécanismes coexistent 

dans la cellule ce qui suggère qu’ils sont soit exclusifs de certains ARNm, soit qu’ils agissent de concert 

sur tous les ARNm mais d’une manière séquentielle. 

 

• L’origine des codons stop prématurés (PTC)  

Les codons stop prématurés ou premature termination codon (PTC) peuvent apparaître tout au long des 

événements liés à l’expression génétique. Certains événements constituent une source importante de 

PTC et d’autres contribuent très superficiellement à l’apparition de PTC (Lejeune and Maquat, 2005).  

En effet, un PTC peut être introduit au niveau de l’ADN, avec la substitution d’un nucléotide entrainant 

l’apparition d’un des trois codons stop (mutation non-sens), ou bien par l’insertion ou la délétion de 

nucléotides provoquant un décalage du cadre de lecture. Ces types de mutations peuvent apparaitre lors 

de la réplication de l’ADN, ou bien de la transcription de l’ADN en ARN pré-messager suite à des 

erreurs de l’ARN polymérase II (Lambert et al., 2020; Mendell et al., 2004). Néanmoins, ces 

mécanismes étant très fidèles, on assiste à des taux d’erreur très faibles, entre 0,05 à 0,5% concernant 

les erreurs de transcription (Muhlemann et al., 2008).  

Les événements plus fréquents voyant comme conséquence l’introduction d’un PTC dans la séquence 

d’ARNm sont des événements liés à l’épissage mais aussi aux réarrangements génomiques de certains 
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loci. Concernant l’épissage alternatif, 33% des isoformes d’ARNm obtenues par épissage alternatif sont 

dégradées par NMD du fait de la présence d’un PTC. En effet, les séquences introniques sont très riches 

en codons stop dans les trois cadres de lecture ce qui entraine très rapidement l’apparition d’un PTC 

lorsqu’une séquence intronique est conservée dans un ARNm. De même, un saut d’exon partiel ou total 

peut lui aussi engendrer l’introduction d’un PTC en induisant un décalage du cadre de lecture (Lejeune 

and Maquat, 2005).  

L’autre source importante de PTC dans les séquences d’ARNm est très spécifique à certains gènes 

codant les récepteurs aux cellules T ou les immunoglobulines. En effet, ces loci sont sujets à des 

réarrangements de l’ADN lors du développement lymphocytaire générant la variété de récepteurs 

antigéniques. Effectivement, il a été démontré que les deux tiers des recombinaisons V(D)J induisent la 

génération de PTC dans le gène recombiné dans les lymphocytes. Le NMD a été étudié dans les 

lymphocytes T, où une dégradation efficace a été retrouvée de l’ARNm de TCR- β. Une perturbation du 

développement des lymphocytes T a été rencontrée dans des souris déficientes en NMD, indiquant le 

lien entre ce système de dégradation des ARNm et la maturation lymphocytaire (Frischmeyer-Guerrerio 

et al., 2011; Lambert et al., 2019; Li and Wilkinson, 1998a; Tinguely et al., 2012). 

Le NMD permet non seulement de dégrader des ARNm porteurs d’un PTC, mais aussi de réguler entre 

5 et 15% des ARNm physiologiques. Cette régulation par NMD implique la présence d’un cadre de 

lecture dans la région 5’-UTR (upstream open reading frames ou uORF), un événement d’épissage en 

aval du codon stop physiologique, une longue région 3’-UTR ainsi que des ARNm codant pour des 

sélénoprotéines (Kurosaki and Maquat, 2016a; Lambert et al., 2020; Seyedali and Berry, 2014). Les 

substrats naturels du NMD seront présentés dans la partie 4 de ce chapitre. 

 

• Le premier modèle d’activation du NMD : la voie dépendante de l’EJC 

a) Structure et influence de l’EJC dans le NMD 

Un des modèles qui a été proposé afin d’expliquer la voie d’activation du NMD est gouverné par le 

complexe des jonctions exoniques ou l’Exon Jonction Complex (EJC). En effet, sa présence est 

nécessaire et indispensable dans ce modèle à la reconnaissance du PTC par le NMD. De plus, il a été 

démontré que l’EJC est déposé comme conséquence de l’épissage en amont de chaque jonction 

exonique, créant par conséquent un lien entre le NMD et l’épissage (Le Hir et al., 2000a). 

Comme son nom l’indique, le complexe des jonctions exon-exon est composé de plusieurs protéines qui 

constituent un cœur central interagissant avec des facteurs périphériques diverses. L’assemblement de 

ces différentes protéines a lieu dans le noyau lors de l’épissage où celles-ci vont se positionner de façon 

spécifique et précise sur l’ARNm. Plus particulièrement, l’EJC est déposé à une distance de 20 à 24 
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nucléotides en amont des jonctions exon-exon. Ce dépôt de l’EJC sur l’ARNm ne nécessite pas a priori 

une séquence de reconnaissance particulière. 

Dès son ancrage sur l’ARNm, l’EJC accompagne l’ARNm du noyau au cytoplasme où il interviendra 

dans la détection des défauts présents sur la séquence. Au niveau cytoplasmique, il pourra provoquer 

deux destins différents pour l’ARNm selon sa position sur l’ARNm et la séquence d’ARN en question. 

En effet, lors du premier tour de traduction, le ribosome synthétise de façon séquentielle le polypeptide 

conduisant au détachement progressif des EJCs en amont de chaque jonction exonique. Lorsque la 

machinerie traductionnelle arrive à un codon stop, la traduction sera interrompue et la présence d’au 

moins un EJC en aval provoquera l’activation du NMD. 

Le cœur central de l’EJC est un hétérotétramère composé des protéines suivantes : eIF4A3 (eukaryotic 

initiation factor A3), MAGOH (mago-nashi homolog), MLN51 (metastatic lymph node 51, ou Barentsz 

chez la drosophile ou CASC3) et Y14 (RNA binding motif protein 8A ou RBM8A) (Andersen, 2006; Le 

Hir et al., 2016; Le Hir and Andersen, 2008; Tange, 2005) (Figure 25). 

Figure 25 : Composition du complexe EJC. L’EJC est composé du cœur central, avec les protéines 

eIF4A3, MAGOH, MLN51 et Y14, et des facteurs périphériques dont les facteurs d’épissage, 

d’export et du NMD. 

De manière plus détaillée, toutes les protéines qui donnent vie à l’EJC possèdent une fonction bien 

précise et définie. La toute première protéine qui se dépose sur l’ARN et qui forme un support pour les 

interactions protéiques des composants du cœur de l’EJC est la protéine eIF4A3. Cette protéine est une 

hélicase ATP-dépendante faisant partie de la famille des protéines à boîte DEAD (DEAD-box). Son 

interaction avec l’ARN ainsi que sa capacité à hydrolyser l’ATP sont liées aux deux domaines 

globulaires de eIF4A3, RecA1 et RecA2, qui lui confèrent son rôle d’hélicase (Andersen, 2006; Chan, 

2004; Linder and Jankowsky, 2011).  

Comme évoqué précédemment, eIF4A3 va composer le premier site d’ancrage des autres composants 

du cœur de l’EJC. Une des protéines qui est recrutée sur la séquence d’ARN est MLN51. La protéine 

MLN51 a été identifiée lors d’une étude sur les cancers du sein où le gène est retrouvé surexprimé 

(Tomasetto et al., 1995). En effet, des niveaux élevés de MLN51 sont trouvés dans 30% des cancers 

primaires du sein (Degot et al., 2002). MLN51 interagit plus précisément avec le domaine N-terminal 
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d’eIF4A3 en stimulant son activité ATPase. La conséquence de cette stimulation est l’augmentation de 

l’affinité de la protéine pour l’ARNm. Dans son domaine C-terminal riche en proline, MLN51 possède 

un signal d’exportation nucléaire appelé NES. Sa partie N-terminale contient deux séquences de 

localisation nucléaire appelées NLS, un motif en super hélice ainsi qu’un domaine appelé SELOR 

(Speckle Localizer and RNA-binding module) qui est conservé et fondamental à l’incorporation de la 

protéine dans l’EJC. Cette région SELOR est la responsable de la liaison de MLN51 à l’ARN en amont 

de la jonction exonique (Baguet et al., 2007; Degot et al., 2004; Noble and Song, 2007). 

Une autre caractéristique de la protéine MLN51 est qu’elle est décrite comme étant une protéine navette 

entre le noyau et le cytoplasme. Plusieurs études ont tenté d’élucider le rôle de cette protéine. Dans un 

premier temps, il a été démontré que la protéine MLN51 permet l’activation de la traduction puisque 

l’inhibition de l’expression de MLN51 entraine une réduction de l’événement de traduction (Chazal et 

al., 2013). Une autre étude a aussi montré que la surexpression ou l’inactivation d’une forme mutée de 

MLN51, et plus précisément la perte de la région C-terminale, induit l’altération de l’assemblage des 

granules de stress au niveau cytoplasmique (Baguet et al., 2007). Récemment, une nouvelle étude semble 

indiquer que la protéine MLN51 pourrait ne pas être si nécessaire qu’on ne le croyait concernant 

l’assemblage de l’EJC lors de l’épissage mais son rôle est plutôt lié à l’activation du NMD, avec une 

stimulation directe du clivage endonucléolytique dépendant de la protéine SMG6. Néanmoins, ses 

nombreuses capacités dans les événements de traduction et de dégradation des ARNm restent à être 

élucidées (Gerbracht et al., 2020). 

Les deux autres composants du cœur de l’EJC sont les protéines MAGOH et Y14. Ensemble, elles 

forment un hétérodimère qui a la capacité d’interagir avec le domaine C-terminal de la protéine eIF4A3, 

en inhibant son activité ATPase. Le résultat de cette inhibition est la stabilisation de l’interaction entre 

le complexe et l’ARN. Y14 présente un domaine de liaison à l’ARN appelé RBD dans la région centrale 

mais son interaction avec MAGOH qui a une très forte affinité avec le domaine RBD, masque la surface 

pouvant interagir avec l’ARN. Ainsi, la liaison avec l’ARN est inhibée. Néanmoins, l’interaction entre 

les deux protéines semble être fondamentale puisque l’absence de celle-ci entraine des défauts 

fonctionnels dans le métabolisme de l’ARNm mais aussi dans sa localisation et stabilité (Chuang et al., 

2015; Lau et al., 2003; Ma et al., 2019). 

Le cœur de l’EJC est ainsi prêt à former une plateforme d’ancrage aux facteurs additionnels nommés 

aussi facteurs périphériques, tels que des facteurs d’épissage, des facteurs d’export nucléaire, des 

facteurs liés à la traduction ou à la localisation cellulaire et des facteurs impliqués dans le NMD (Le Hir 

et al., 2016) (Figure 25). 

Les premiers facteurs périphériques à se déposer sur la plateforme formée par l’EJC sont les facteurs 

d’épissage ACINUS, SAP18, RNPS1 (RNA-binding protein with Ser-rich domain 1) et PININ (Le Hir 

et al., 2016; Murachelli et al., 2012). ACINUS et PININ sont des protéines navettes pouvant donner vie 
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à deux complexes ternaires alternatifs selon leur association avec RNPS1 et SAP18. Respectivement, 

les deux complexes qui peuvent être formés sont le complexe ASAP (apoptosis and splicing-associated 

protein), et le complexe PSAP (où PININ, SAP18 et RNPS1 interagissent entre elles) (Murachelli et al., 

2012; Schwerk et al., 2003). D’autres protéines impliquées dans l’événement d’épissage font partie des 

facteurs périphériques secondaires de l’EJC, tels que Pnn/DRS et SRm160. 

Les facteurs d’export nucléaire qui s’associent à l’EJC sont variés, tels que Aly/REF (aussi connu 

comme THOC4), UAP56 (appelé également DDX39B), NXT1 (NTF2-related export protein), NXF1 

(nuclear export factor 1) et TAP-p15. La première protéine recrutée par l’EJC et qui permet ensuite le 

recrutement séquentiel des autres facteurs d’export nucléaire est la protéine hélicase UAP56. Ensuite, le 

facteur Aly/REF se fixe sur le cœur de l’EJC et à son tour permettra le recrutement de l’hétérodimère 

NXF1-NXT1 sur la séquence d’ARNm. Comme leur nom l’indique, ces facteurs sont impliqués dans 

l’export de l’ARNm du noyau vers le cytoplasme (Le Hir et al., 2016). 

Les facteurs impliqués dans le NMD font partie de la dernière classe des facteurs périphériques de l’EJC. 

En effet, il a été démontré que certaines protéines du NMD interagissent de façon directe avec l’EJC. 

Parmi celles-ci, on y retrouve les protéines UPF, tels que UPF1, UPF2 et UPF3/3X. Plus 

particulièrement, la première protéine recrutée dans le compartiment nucléaire est UPF3X où elle 

s’associe à l’EJC via son motif de liaison à l’EJC, appelé EBM (EJC-binding motif). Une fois l’export 

de l’ARNm du noyau vers le cytoplasme, l’interaction entre UPF3X et UPF2 permet à UPF2 de rejoindre 

le complexe EJC et de se déposer sur l’ARNm. La protéine UPF1 ne sera recrutée qu’après un signal 

d’activation du mécanisme de NMD. Une autre protéine ayant deux motifs EBM et pouvant interagir 

avec l’EJC est la protéine SMG6 (morphogenetic effects on genitalia). La présence de ces deux motifs 

lui confère ainsi la capacité à interagir avec l’EJC mais en compétition avec la protéine UPF3X 

(Chamieh et al., 2008; Kashima et al., 2010) (Figure 25). 

Après avoir nommé les différents composants de l’EJC, nous pouvons dire que l’EJC est dynamique, 

c’est-à-dire que seule la fraction composant le cœur de l’EJC va rester associée à l’ARNm mais que les 

facteurs périphériques vont s’interchanger selon la localisation de l’ARNm. En effet, l’ARN qui a subi 

les phases de maturation et doit ensuite rejoindre le cytoplasme, verra le recrutement de facteurs d’export 

nucléaire tout autour du cœur central et ainsi de suite (Le Hir, 2001; Le Hir and Andersen, 2008; Tange 

et al., 2004). L’association des protéines composant l’EJC va être décrite de suite. 

 

b) Assemblage et fonctions de l’EJC 

En regardant plus dans le détail l’assemblage de l’EJC, les différentes protéines sont recrutées de 

manière séquentielle. Seul le cœur de l’EJC sera la fraction protéique fixe alors que les facteurs 

périphériques seront interchangeables et dynamiques. 
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A l’aide des facteurs d’épissage CWC22 (complexed with CEF1 22 ou appelé aussi NCM ou 

Nucampholin chez la mouche Drosophila melanogaster) et CWC27, eIF4A3 se dépose en amont des 

événements d’épissage de façon séquence-indépendante, formant ainsi la première partie du cœur de 

l’EJC. En effet, une récente étude a démontré qu’un complexe tertiaire se forme, composé de CWC27, 

CWC22 et eIF4A3 (Barbosa et al., 2012; Busetto et al., 2020). 

Ensuite, le complexe MAGOH-Y14 est à son tour recruté au niveau du splicéosome, entourant la 

protéine eIF4A3. Suite au dépôt de ce complexe, les protéines de l’épissage telles que UAP56, RNPS1 

et SRm160 vont rejoindre le splicéosome, ainsi que les protéines utiles à l’export de l’ARN telle que 

Aly/REF (Andersen, 2006) (Figure 26). 

Après l’épissage et la libération du mRNP du splicéosome, les protéine MLN51 et UPF3X rejoignent le 

complexe avec Y14 et RNPS1. Suite à l’export vers le cytoplasme, UPF2 va s’associer à UPF3X, et 

l’ARNm pourra avoir plusieurs destins selon sa séquence, soit être traduit en protéine, soit être dégradé 

par le NMD si porteur d’un PTC (Ballut et al., 2005; Chamieh et al., 2008; Lejeune et al., 2002). 

Une protéine qui a été identifiée comme facteur de dissociation de l’EJC mais aussi comme protéine 

initiatrice de la traduction est PYM (Partner of Y14 and MAGOH) qui interfère avec la liaison entre 

eIF4A3 et l’hétérodimère Y14-MAGOH en déstabilisant le complexe EJC sur l’ARNm (Bono et al., 

2004; Le Hir et al., 2016). 

L’EJC présente différentes fonctions que je vais présenter. Un des premiers rôles est celui d’être déposé 

lors de l’épissage en amont de chaque jonction exonique en régulant finement cette étape de maturation 

de l’ARN pré-messager. En effet, il a été démontré que la mutation ou la réduction d’expression de 

protéines composant le cœur de l’EJC mais aussi des facteurs périphériques peuvent causer des sauts 

d’exons et des rétentions d’introns chez la drosophile (Ashton-Beaucage et al., 2010). 

Une autre fonction de l’EJC est d’intervenir dans la traduction. En effet, les ARNm qui après épissage 

possèdent au moins un EJC seront traduits plus efficacement que ceux dépourvus d’EJC. Le complexe 

optimise ainsi la traduction, et sera décroché par le ribosome lors du premier tour de traduction. Il a été 

démontré en effet qu’une diminution de l’expression de MLN51 cause une baisse d’efficacité de 

traduction puisque MLN51 recrute deux facteurs d’initiation de la traduction, c’est-à-dire les protéines 

eIF3A et eIF3D (Chazal et al., 2013; Le Hir et al., 2016). Il a aussi été montré que la fixation artificielle 

de composants de l’EJC sur un ARNm conduit à une augmentation de la traduction (Le Hir et al., 2003). 

Comme évoqué lors de l’explication de la structure de l’EJC, le complexe intervient dans l’export des 

ARNm du noyau vers le cytoplasme puisqu’il a été démontré que l’EJC est une plateforme pour le 

recrutement de facteurs périphériques impliqués dans ce processus d’export, tels que NXT1 et NXF1 

(Köhler and Hurt, 2007). 
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Figure 26 : Assemblage des différentes protéines qui composent l’EJC sur l’ARN. Les protéines du 

cœur de l’EJC se déposent sur l’ARN à l’aide des facteurs périphériques tels que les facteurs 

d’épissage, d’export et du NMD. 
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La fonction de l’EJC la plus décrite aujourd’hui est celle qu’elle occupe dans le mécanisme du NMD. 

De ce fait, un modèle de reconnaissance des PTC et d’activation du NMD qui présente une dépendance 

à l’EJC a été proposé (Brogna and Wen, 2009). Il a déjà été mis en évidence que l’EJC interagit avec 

les facteurs du NMD, plus précisément avec les protéines UPF2 et UPF3X (Chamieh et al., 2008). 

Différentes études montrent que les protéines UPF1 et RNPS1 co-immunoprécipitent et que RNPS1, 

Y14, SRm160 et Aly/REF co-immunoprécipitent avec UPF3X de façon ARN-indépendante. De plus, la 

suppression de l’expression des protéines Y14, eIF4A3 et MLN51 entraine une inhibition du NMD. 

Entre autres, des mutations de Y14 ou MAGOH empêchant la formation du complexe Y14-MAGOH, 

conduisent aussi à une inhibition du NMD. Tout cela démontre le rôle essentiel joué par l’EJC dans le 

mécanisme du NMD (Fribourg et al., 2003; Lejeune et al., 2002; Lykke-Andersen, 2001). 

Une autre information tout aussi importante est que le dépôt de l’EJC 24 nucléotides en amont de la 

jonction exon-exon ne reconnait pas de motif nucléotidique spécifique, indiquant que la séquence 

n’influence pas la localisation de l’EJC. En revanche, il a été démontré que 20% des jonctions exoniques 

ne possèdent pas d’EJC déposé, indiquant une variabilité entre exons (Saulière et al., 2012; Singh et al., 

2012; Woodward et al., 2017). 

 

c) La règle des 50 à 55 nucléotides et l’importance de l’épissage 

En 1979, une corrélation a été faite entre la présence des PTC et la réduction de la quantité 

d’ARNm présent (Losson and Lacroute, 1979), et quelques années plus tard, il a été démontré que les 

PTC étaient la cause d’une réduction de la stabilité des ARNm dans la β-thalassémie (Maquat et al., 

1981). 

Une étude  plus récente portant sur le gène codant pour la triosephosphate isomérase ou TPI a dévoilé 

un lien direct entre les événements d’épissage et la reconnaissance du PTC avec comme conséquence 

l’activation du NMD (Cheng et al., 1994). En effet, l’ARNm codant ce gène a permis d’établir que les 

PTC doivent se situer à plus de 50 nucléotides en amont d’une jonction exon-exon afin d’être reconnus 

par le système de surveillance NMD. 

Les années qui ont suivi ont permis d’affiner le modèle d’activation du NMD en montrant notamment 

que la substitution du dernier intron du gène TPI par une autre séquence intronique, pas spécifique à ce 

gène, n’affecte pas l’activation du NMD indiquant que le NMD nécessite un événement d’épissage mais 

n’est pas lié à la séquence intronique (Zhang et al., 1998a). Ces résultats ont été confirmés avec l’étude 

sur un autre gène codant cette fois-ci pour la β-globine humaine, avec la présence d’une mutation non-

sens au niveau du codon 39 (Zhang et al., 1998b). 
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Figure 27 : Les caractéristiques des ARNm soumis au NMD. Le PTC doit respecter la distance des 

50 à 55 nucléotides en amont d’une jonction exonique afin d’être reconnu comme tel et activer le 

NMD. 

 

Une analyse plus ample de gènes variés a mis en évidence que cette distance est nécessaire pour 

l’activation du NMD non seulement chez les vertébrés mais aussi chez d’autres organismes tels que 

certaines plantes. C’est à partir de ces observations qu’est née la « règle des 50 à 55 nucléotides », qui 

définit qu’un codon stop prématuré doit nécessairement se situer en amont d’une jonction exonique à 

plus de 50 à 55 nucléotides pour activer le NMD (Nagy and Maquat, 1998). 

La raison de cette distance bien définie a été argumentée quelques années plus tard avec les recherches 

de Le Hir et ses collègues, qui ont réussi à définir la position exacte des EJC sur les ARNm. En effet, 

l’EJC est déposé à une distance de 20 à 24 nucléotides en amont de chaque jonctions exoniques. Cette 

étude a ainsi permis d’avoir plus d’informations concernant l’EJC, complexe multiprotéique mis en 

place sur la séquence d’ARN lors de l’épissage dans le noyau et libéré lors du premier tour de la 

traduction dans le cytoplasme (Yasuhito Ishigaki et al., 2001; Le Hir et al., 2000a) (Figure 27). 
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A partir de cette règle, un premier modèle de reconnaissance des PTC et d’activation du NMD a été 

proposé, qui est dépendant de l’EJC et par conséquent aussi de l’épissage. Le dépôt de l’EJC à chaque 

jonction exonique, permet de distinguer les PTC des codons stop physiologiques. En effet, les codons 

stop physiologiques sont situés dans le dernier exon, sauf dans quelques cas où le codon stop est porté 

par un autre exon et à moins de 50 nucléotides en amont de la dernière jonction exon – exon pour 98% 

de ces exceptions (Hawkins, 1988; Nagy and Maquat, 1998). 

Les données précédentes démontrent clairement un lien très fort entre l’épissage et le NMD et ceci a été 

confirmé par les études suivantes. En effet, il a été démontré que le gène codant pour le récepteur de la 

mélanocortine 4, mais aussi des gènes codant pour l’histone H4 et la protéine HSP70 sont tous des gènes 

non épissés et ne sont pas dégradés par le NMD (Brocke and al., 2002; Maquat and Li, 2001). 

D’autres équipes de recherche ont démontré ce lien, à l’aide de mutations des sites donneur et accepteur 

d’un intron dans le gène codant le récepteur β des lymphocytes T (TCR-β). Ces mutations qui entrainent 

l’inhibition de l’épissage de l’intron muté, conduisent à stabiliser l’ARNm en prévenant l’action du 

NMD, validant la relation entre l’épissage et le NMD (Carter et al., 1996). 

Ce premier modèle d’activation du NMD se base sur la localisation et la distance entre le PTC et la 

jonction exonique, qui doit être supérieure à 50-55 nucléotides, puisqu’une distance plus courte détourne 

le système de surveillance, entrainant la synthèse d’une protéine tronquée et l’apparition de pathologies 

associées. 

Néanmoins, comme toute règle, il existe des exceptions qui vont être exposées dans un deuxième temps.  

 

d) Activation du NMD par le mécanisme dépendant de l’EJC  

Lors de la maturation de l’ARN pré-messager en ARN messager dans le noyau, le complexe de l’EJC 

est déposé 20 à 24 nucléotides en amont des jonctions exoniques. L’EJC s’enrichit par le recrutement 

des facteurs périphériques. Les divers facteurs périphériques tels que les facteurs d’épissage, d’export 

nucléaire et impliqués dans le NMD vont s’interchanger jusqu’à l’événement de traduction dans le 

cytoplasme. Dans le noyau, la première protéine du NMD à se fixer sur l’ARNm au niveau de l’EJC est 

la protéine UPF3X, et une fois dans le cytoplasme, la protéine UPF2 va être recrutée et interagir avec 

UPF3X (Yasuhito Ishigaki et al., 2001; Le Hir et al., 2000a; Lejeune et al., 2002). 
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Figure 28 : Activation du NMD dépendant de l’EJC. Dès que le ribosome reconnait le PTC, les 
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protéines du NMD sont recrutées telles que SMG1, SMG8, SMG9, UPF1 et les facteurs de 

terminaison eRF1 et eRF3. Le complexe SURF est alors formé. L’interaction entre SURF et l’EJC 

forme le complexe DECID où la phosphorylation d’UPF1 par SMG1 aura lieu. Le recrutement des 

protéines SMG5, SMG6, SMG7 et la phosphatase PP2A conduisent à la déphosphorylation de UPF1 

et au recrutement des enzymes de dégradation. 

 

Au cours du premier tour de traduction et dès que le ribosome reconnait le codon d’initiation, il 

commence à lire la séquence en la traduisant en polypeptide au fur et à mesure que la lecture avance. 

Tout le long de l’ARNm, le ribosome ôte successivement tous les complexes EJC présents sur la phase 

ouverte de lecture jusqu’au codon stop physiologique où la protéine est entièrement synthétisée et 

relarguée dans le cytoplasme. Néanmoins, lorsque l’ARNm porte un PTC qui possède les 

caractéristiques nécessaires pour être reconnu par le NMD, celui-ci s’active, interrompt la traduction et 

déclenche la dégradation de l’ARN (Maquat et al., 2010). 

Lorsque le ribosome reconnait un PTC, il pause sur ce dernier entrainant le recrutement de différentes 

protéines. Les premières protéines arrivent sous la forme d’un complexe pré-formé appelé SURF, nom 

donné par les initiales des protéines qui le compose, c’est-à-dire les protéines SMG1, SMG8 et SMG9, 

la protéine UPF1 et les facteurs de terminaison eRF1 et eRF3. L’assemblage de ce complexe est 

indépendant de l’EJC, puisqu’il peut avoir lieu lorsque UPF2 et Y14 sont déplétées. D’ailleurs, la 

coimmunoprécipitation des protéines UPF1, SMG1 et les eRF augmente en absence de UPF2 et Y14, 

ce qui laisse suggérer que UPF1 rejoint le complexe SURF avant son dépôt sur l’EJC (Kashima, 2006).  

Une fois le complexe SURF recruté sur l’EJC, une des étapes cruciales du NMD s’engage avec la 

phosphorylation de la protéine UPF1 par la kinase SMG1. Bien que UPF1 et sa kinase soient en 

interaction dans le complexe SURF, ce n’est que lorsque ce dernier interagit avec un EJC que la 

phosphorylation de UPF1 peut avoir lieu. En effet, différentes études ont tenté d’élucider le mécanisme 

et de comprendre si l’interaction entre le complexe SURF et la protéine UPF2 est la cause de la 

phosphorylation de UPF1 en raison de la capacité d’UPF2 à interagir simultanément avec la région N-

terminale de UPF1 et la région C-terminale de SMG1. Dans un premier temps, la déplétion de UPF2 par 

siRNA a montré qu’effectivement, l’interaction entre SURF et l’EJC était absente, indiquant que la 

protéine UPF2 agissait comme intermédiaire entre les deux complexes (Kashima et al., 2006). 

Néanmoins, cette hypothèse a été rejetée dans un deuxième temps avec la démonstration qu’une protéine 

UPF1 mutante ne pouvant plus interagir avec UPF2, subit toujours la phosphorylation (Ivanov et al., 

2008) (Figure 28). 

Une autre protéine joue un rôle primordial dans l’établissement de l’interaction entre SURF et l’EJC. 

C’est la protéine CBP80 qui fait partie avec CBP20 du complexe CBC (Cap-Binding Complex) ancré 

sur la coiffe lors de la maturation de l’ARN pré-messager en ARN messager. CBP80 est présente sur la 
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coiffe jusqu’au premier tour de traduction et est ensuite remplacée par eIF4E pour les autres tours de 

traduction si aucun PTC n’est détecté sur l’ARNm (Ishigaki et al., 2001).  Le laboratoire du Pr. Maquat 

a montré que la protéine CBP80 interagit de façon directe avec UPF1 ce qui stimule le NMD. En effet, 

CBP80 semble augmenter l’interaction entre UPF1 et UPF2 (Hosoda et al., 2005). De plus, Hwang et 

ses collègues ont démontré qu’une inhibition de l’interaction entre CBP80 et UPF1 entrainait non 

seulement l’abolition des interactions entre SMG1-UPF1 et eRF1-eRF3 empêchant la formation du 

complexe SURF, mais aussi la suppression des interactions entre SMG1-UPF1 et l’EJC. L’absence de 

CBP80 impacterait négativement la phosphorylation de UPF1 par SMG1 (Hwang et al., 2010). 

L’interaction entre les complexes SURF et EJC compose un nouveau complexe appelé DECID (Decay 

inducing complex). C’est au sein de ce complexe DECID que la phosphorylation de UPF1 a lieu. La 

protéine UPF1phosphorylée interagit plus spécifiquement avec les protéines UPF2 et UPF3X avec 

comme conséquence la stimulation de son activité hélicase. La kinase SMG1, qui est la seule kinase 

identifiée aujourd’hui dans le mécanisme du NMD, phosphoryle UPF1 sur plusieurs sites. De manière 

intéressante, les protéines SMG1, SMG8, SMG9 et les release factors perdent leur affinité pour la 

protéine UPF1 phosphorylée entrainant leur départ du complexe DECID (Kashima, 2006). 

Le départ de ces protéines va avoir plusieurs conséquences. La première est le recyclage des facteurs de 

terminaison de la traduction eRF1 et eRF3, ainsi que de la machine traductionnelle. Une autre 

conséquence observée est bien évidement la répression de la traduction puisque le ribosome n’est plus 

présent sur l’ARNm. De plus, il a été démontré que la protéine UPF1 phosphorylée interagit et se lie au 

facteur d’initiation de la traduction eIF3 du complexe 40S de pré-initiation, empêchant ainsi le 

recrutement de la sous-unité 60S et la formation du complexe d’initiation de la traduction (Isken et al., 

2008). Il est important de savoir que le NMD est actif et présent seulement lors du premier tour de 

traduction, et cela sera expliqué plus dans le détail un peu plus tard.  

Une dernière caractéristique de la protéine UPF1 phosphorylée est qu’elle présente plus d’affinité pour 

certaines protéines, entrainant ainsi leur recrutement. Tout d’abord, les protéines SMG5, SMG6 et 

SMG7 vont être recrutées, et de façon spécifique SMG6 va reconnaitre et se positionner sur la Th28 

phosphorylée d’UPF1, et l’hétérodimère SMG5-SMG7 sur la Ser1096 d’UPF1.  

Avant la formation de l’hétérodimère SMG5-SMG7, il a été proposé que SMG5 forme un complexe 

avec la protéine PNRC2 (Proline-Rich Nuclear Receptor Coactivator 2) (Cho et al., 2009). Plus 

précisément, il a été suggéré qu’UPF1 phosphorylée est capable de lier le complexe SMG5-PNRC2 qui 

recrute à son tour la protéine DCP1a (decapping mRNA enzyme 1a), enzyme impliquée dans le 

décoiffage des ARNm destinés à la dégradation. L’interaction entre SMG5 et PNRC2 semble plus 

puissante que l’interaction entre SMG5 et SMG7 (Cho et al., 2013; Nicholson et al., 2018) et PNRC2 et 

SMG7 seraient mutuellement exclusives pour l’interaction avec SMG5. Si d’un côté des études 

confirment la prévalence de cette voie de dégradation par l’implication de PNRC2, de l’autre côté, 
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d’autres études s’opposent ou montrent que la voie préférentielle est représentée par les protéines 

SMG7/CCR4-NOT et que la voie dépendante de PNRC2 apparait uniquement en absence de SMG7 

(Boehm et al., 2021; Nicholson et al., 2018). Nous allons ainsi nous focaliser sur l’implication de SMG7 

dans le mécanisme de dégradation par NMD en raison du nombre d’évidences plus importantes que pour 

la protéine PNRC2. 

Le lien des trois protéines SMG5, SMG6 et SMG7 sur UPF1 permet de promouvoir la 

déphosphorylation d’UPF1 en recrutant la protéine phosphatase PP2A, et les enzymes de dégradation 

tels que XRN1 et RRP4 (Isken et al., 2008; Ohnishi et al., 2003; Schell et al., 2003).  

Une fois que UPF1 est déphosphorylée par la phosphatase PP2A, la protéine SMG6, avec son activité 

endonucléolytique, est stimulée et induit le clivage de l’ARNm au voisinage du PTC générant des 

extrémités 5’ et 3’ accessibles pour les exoribonucléases (Huntzinger et al., 2008; Popp and Maquat, 

2013). 

La déphosphorylation de UPF1 et le clivage de l’ARNm par SMG6 entraine simultanément le 

détachement de certaines protéines présentes sur l’ARNm telles que SMG5, SMG7, SMG6 même mais 

aussi le complexe EJC en proximité, et le recrutement de complexes de décoiffage et de déadénylation. 

De ce fait, l’ARNm pourra être dégradé par l’exoribonucléase XRN1 à partir de l’extrémité 5’ et par les 

protéines de l’exosome à partir de l’extrémité 3’ (Lejeune et al., 2003; Okada-Katsuhata et al., 2012). Il 

faut cependant se rappeler que la majorité des ARNm porteurs d’un PTC sont dégradés par le NMD 

mais qu’une partie peut échapper à la dégradation. La question s’intéressant à savoir si ces ARNm 

porteurs d’un PTC qui échappent au NMD sont traduits ou non en une protéine tronquée reste sans 

réponse claire puisqu’une étude a montré qu’ils ne sont pas traduits (You et al., 2007) et deux études 

semblent avoir réussi à détecter des protéines tronquées à partir d’un ARNm porteur d’un PTC 

(Anczuków et al., 2008; Dorard et al., 2011).  

Il a été démontré que certains organismes ne possèdent pas de EJC, et auront ainsi une autre voie de 

reconnaissance d’un PTC et d’activation du NMD qui sera illustrée de suite (Le Hir et al., 2000a; Tange 

et al., 2004). 

 

• Le deuxième modèle proposé : dépendant de la distance entre le PTC et la protéine 

PABP 

La « règle des 50 à 55 nucléotides » n’est pas le seul modèle proposé aujourd’hui concernant l’activation 

du NMD notamment dans les cellules de mammifères. En effet, lorsque l’on parle d’activation du NMD, 

on ne peut mettre de côté le deuxième modèle décrit, lié à la distance entre le PTC et la protéine PABP 

située sur la queue poly-A à l’extrémité 3’-UTR (Behm-Ansmant et al., 2007) (Figure 29). 
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Ce modèle a été postulé en raison du fait que certains organismes tels que les champignons unicellulaires 

Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyces pombe mais aussi organismes tels que la mouche 

Drosophila melanogaster ou le ver Caenorhabditis elegans ne présentent pas de EJC et pourtant les 

ARNm sont soumis au mécanisme du NMD. En effet, le NMD semble bel et bien actif et serait donc 

activé d’une façon alternative (Amrani et al., 2004; Conti and Izaurralde, 2005; Fatscher and Gehring, 

2016; Wen and Brogna, 2010). De manière intéressante, la partie 3’UTR dans ces organismes est assez 

constante d’un ARN à un autre et assez courte permettant d’appréhender la notion de distance 

« normale » entre le codon stop et la PABP dans le cas d’un codon stop physiologique, et de distance 

« anormale » entre un PTC et la PABP.  Néanmoins, ce modèle EJC-indépendant a été proposé aussi 

chez les mammifères qui possèdent des ARNm avec une partie 3’UTR très variable d’un ARNm à un 

autre pouvant aller de quelques nucléotides à plusieurs kilobases (Eberle et al., 2008; Silva and Romão, 

2009). 

Figure 29 : L’activation du NMD indépendant de l’EJC. La distance entre le ribosome et les facteurs 

de terminaison eRF1 et eRF3 avec la protéine PABPC1 est fondamentale pour la reconnaissance du 

PTC comme tel. 

Chez la levure, ce deuxième modèle porte le nom de « faux 3’ UTR » et dépend de la distance entre la 

protéine Pabp1 et le PTC. Plus précisément, son nom est dû à la séquence qui entoure le PTC et qui 

mime ainsi la partie 3’UTR, donc « faux 3’UTR », afin de déclencher le signal pour la dégradation de 

l’ARN. En effet, lors de la terminaison de la traduction au codon stop physiologique, le ribosome 
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interagit avec des protéines spécifiques, notamment la protéine Pabp1 mais lorsqu’ un PTC est présent 

sur la séquence, le ribosome sera incapable d’interagir avec Pabp1 considérant la distance qui les sépare 

comme anormalement longue (Amrani et al., 2004; Conti and Izaurralde, 2005). 

Chez les mammifères, des petites variations sont visibles mais le mécanisme est globalement similaire. 

En effet, l’activation du NMD par ce modèle se focalise sur la compétition entre les protéines UPF1 et 

PABPC1, c’est-à-dire PABP cytoplasmique sur la région 3’-UTR. Ces protéines sont en compétition 

pour interagir avec la protéine eRF3 située au niveau du ribosome. eRF3 est un facteur de terminaison 

de la traduction et l’interaction qu’il va établir avec UPF1 ou avec PABPC1 va modifier les 

conséquences de la terminaison de la traduction. Lorsqu’un ARNm ne présente pas de PTC et doit ainsi 

être traduit en protéine, le ribosome lit la séquence jusqu’au codon stop physiologique. Lorsque le 

ribosome arrive au codon stop physiologique, il recrute le complexe de terminaison de la traduction dont 

eRF3 grâce notamment à PABPC1. La conséquence sera un arrêt de la traduction et un recyclage des 

deux sous-unités du ribosome pour initier un nouveau tour de traduction sur le même ARNm. Au 

contraire, lorsqu’un ARNm porte un PTC, cela augmente la distance entre le ribosome pausant sur le 

codon stop et la PABPC1. Par conséquent, c’est UPF1 qui va venir aider au recrutement de eRF3 pour 

terminer la traduction mais dans ce cas, il y aura aussi activation du NMD suite au recrutement des 

différents facteurs de NMD. Avec ce modèle, la protéine PABPC1 peut être perçue comme une 

antagoniste de l’activation du NMD puisque plus la distance qui la sépare du PTC est importante, plus 

le NMD sera efficace (Singh et al., 2008). 

Différentes études ont montré que ce modèle d’activation du NMD n’opère pas exclusivement lors du 

premier tour de traduction, mais peut apparaitre lors des différents tours de traduction (Durand and 

Lykke-Andersen, 2013; Metze et al., 2013).  

Une caractéristique commune aux deux modèles est que l’état de phosphorylation de la protéine UPF1 

est très important. En effet, plus la région 3’UTR est longue, plus les protéines UPF1 fixées sur l’ARNm 

sont phosphorylées, ce qui indique au NMD d’être activé. Les protéines UPF2, UPF3X mais aussi la 

kinase SMG1 n’ont pas tout à fait pris place dans ce modèle. Néanmoins, il a été démontré que la 

phosphorylation de UPF1 par SMG1 ainsi que la déphosphorylation est nécessaire dans l’activation du 

NMD chez le ver Caenorhabditis elegans (Metze et al., 2013; Ohnishi et al., 2003). 

Des études soutiennent l’idée que l’activation du NMD par ce modèle est gouvernée par la compétition 

entre les protéines UPF1 et PABP et que UPF1 interagit avec eRF1 et eRF3, démontré par des 

expériences de co-immunoprécipitation (Ivanov et al., 2008; Singh et al., 2008; Wang and al., 2001). 

 

En revanche, une autre proposition a été faite, et se focalise sur le rôle et l’importance de la protéine 

UPF3X dans la terminaison de la traduction (Neu‐Yilik et al., 2017). Neu-Yilik et ses collègues ont 

montré qu’UPF3X se situe sur l’ARNm en proximité du site A du ribosome et recrute les protéines 
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eRF1-eRF3 afin de déclencher l’arrêt de la traduction. La protéine UPF1 est située dans la région 3’-

UTR et peut, elle aussi, interagir avec le ribosome en phase de terminaison de la traduction mais dans 

un deuxième temps. Après que la protéine néo-synthétisée se détache du ribosome, UPF3X peut 

éventuellement changer de conformation ou de position au niveau du ribosome afin d’induire le 

recyclage du complexe post-TC. La protéine UPF2 n’est pas détectée dans le complexe UPF3X et eRF3, 

indiquant que probablement UPF2 est recruté après la libération d’eRF3 et de la machinerie 

ribosomique. Puis, UPF1, à l’aide des protéines UPF2, UPF3X et d’autres protéines, permettrait le 

remodelage de la région 3’-UTR ainsi que le recrutement des enzymes de dégradation afin de dégrader 

l’ARNm en question (Neu‐Yilik et al., 2017). 

 

• Comparaison des deux modèles connus 

Les deux modèles coexistent probablement puisqu’il a été démontré que selon le transcrit en question, 

une voie d’activation du NMD peut être préférentielle par rapport à une autre. La nature du substrat peut 

ainsi influencer sa propre dégradation (Conti and Izaurralde, 2005).  

Par exemple, il a été démontré qu’en présence d’un PTC dans le gène codant pour la trioephosphate 

isomérase (TPI), ou bien dans le gène codant pour la β-globine, la voie majoritairement activée du NMD 

est la voie dépendante de l’EJC, et donc le premier modèle énoncé. En revanche, chez la mouche 

Drosophila Melanogaster, il semblerait que l’activation du NMD serait faite en suivant le deuxième 

modèle (Behm-Ansmant et al., 2007). 

La caractéristique du modèle lié à la protéine PABPC1 est que le NMD n’est pas forcément activé lors 

du premier tour de traduction, chose indispensable pour la règle des 50 à 55 nucléotides. En effet, chez 

la levure, les protéines de la coiffe telles que celles composants le complexe CBC (CBP80 et CBP20), 

ainsi que la protéine eIF4E qui est déposée après le premier tour de traduction, sont présentes sur les 

ARNm soumis au NMD (Gao et al., 2005). 

Néanmoins, il se peut que les deux modèles prennent le relais l’un sur l’autre ou agissent en combinaison 

afin de permettre une dégradation plus efficace des ARNm. En effet, les ARNm échappés au NMD lors 

du premier tour de traduction, pourraient être reconnus et dégradés par leur distance du PTC par rapport 

à la longueur de la région 3’-UTR. 

Certains ARNm ne sont pas soumis au NMD malgré la présence d’un PTC dans leur séquence, tels que 

le gène de la β-Globine qui n’est pas dégradé et permet la synthèse d’une protéine tronquée causant la 

β-thalassémie. Malgré la partie 3’-UTR assez longue qui permet donc d’avoir une distance importante 

entre le PTC et la protéine PABP, le NMD n’est pas activé (Thein et al., 1990). La raison pour laquelle 

le PTC n’est pas reconnu par le ribosome et ne peut être dégradé par le NMD est qu’il ne suit pas la 

règle des 50 à 55 nucléotides puisqu’il se situe dans le dernier exon et est donc privé d’EJC en proximité. 
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Le NMD ne pouvant être actif, une protéine tronquée est synthétisée et sera la cause de la β-thalassémie 

de forme dominante. Mais la présence de l’EJC n’est pas la seule condition pour l’activation du NMD 

puisque nous pouvons prendre l’exemple d’un PTC dans le premier exon, qui lui aussi n’est pas reconnu 

comme tel par le NMD. En effet, une petite protéine tronquée est produite. Pour l’activation du NMD 

et la dégradation de cet ARNm en question, tout dépend donc de la position du PTC dans la séquence. 

Plus précisément, la β-Globine présente trois exons et il a été démontré qu’uniquement des PTC ayant 

une localisation bien précise, par exemple dans le deuxième exon et en ayant une distance supérieure de 

50 à 55 nucléotides en amont de la jonction exonique, est reconnu par le NMD et permet l’activation de 

la dégradation. Une mutation souvent retrouvée chez des patients et qui voit une activation du NMD est 

la mutation non-sens UAG présente dans le codon en position 39, située dans l’exon 2 (Baserga and 

Benz, 1988; Humphries et al., 1984; Zhang et al., 1998b). C’est pour cette raison que nous avons décidé 

de la choisir comme modèle dans notre étude puisqu’il a été démontré que, par rapport à un ARNm 

sauvage, la Globine avec le PTC appelée Globine Ter, active le NMD de façon importante par rapport 

à d’autres mutations. 

 

• La traduction dans le mécanisme du NMD 

Le NMD est un système de contrôle-qualité mis en place après les événements de maturation de l’ARN 

pré-messager en ARN messager qui permet de détecter la présence d’un codon stop prématuré. 

Le lien entre le NMD et la traduction est relativement bien documenté et a fait l’objet de plusieurs 

publications (Carter et al., 1995; Thermann et al., 1998). En effet, le rapprochement entre les deux 

mécanismes a été souvent formulé, laissant transparaitre que le ribosome est capable de reconnaitre un 

PTC lors du premier tour de traduction, et par conséquent d’activer le NMD (Isken et al., 2008; Isken 

and Maquat, 2008). 

Les mRNP, présentent des différences dans leur composition protéique lors du premier tour de la 

traduction et lors des tours qui suivent (Chiu et al., 2004; Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2004, 

2002). La première différence est visible sur la coiffe de l’ARNm, avec la présence du complexe 

protéique CBC, composé des protéines CBP80 et CBP20. Ce complexe CBC sur la coiffe est remplacé 

après le premier tour de traduction par la protéine eIF4E.  

Comme déjà exposé lors de l’explication de la reconnaissance des PTC, il a été démontré que les ARNm 

associés au complexe CBC de la coiffe étaient sensibles au NMD, contrairement aux ARNm associés 

aux protéines de la coiffe qui sont interchangées lors des tours suivants de la traduction (Yasuhito 

Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2002; Maquat et al., 2010). Cette reconnaissance du PTC dès le 

premier tour évite la synthèse d’une protéine qui serait tronquée mais aussi une dépense énergétique 

inutile. 
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Différentes équipes ont démontré cette forte liaison, notamment après l’inhibition de la traduction qui 

induisait des modifications dans l’efficacité du NMD. Les approches inhibant la traduction qui ont été 

utilisées sont par exemple l’insertion d’une tige-boucle dans la région 5’-UTR de l’ARNm (Belgrader 

et al., 1993), mais aussi l’utilisation de composés chimiques tels que la cycloheximide, la puromycine 

ou l’anysomicine (Carter et al., 1995), et l’utilisation d’ARNt suppresseurs de codons non-sens. Les 

résultats obtenus ont montré un impact de l’inhibition de la traduction sur le NMD, et plus précisément 

une inhibition du mécanisme du NMD. En effet, la traduction inhibée conduisait à une stabilisation des 

ARNm. 

Des travaux de Maquat et de ses collèges ont mis en évidence par la technique d’immunoprécipitation 

que le NMD est capable de reconnaitre uniquement les ARNm où la protéine CBP80 est présente sur la 

coiffe, et non les ARNm présentant sur leur extrémité 5’ la protéine eIF4E. La même équipe a démontré 

que les protéines UPF2 et UPF3X, fondamentales pour le mécanisme du NMD, sont détectées sur les 

mRNP immunopurifiées uniquement avec l’utilisation d’un anticorps anti-CBP80 et non pas un 

anticorps anti-eIF4E (Yasuhito Ishigaki et al., 2001). Ces observations confirment à nouveau que le 

NMD est activé lors du premier tour de la traduction. 

Une autre caractéristique des ARNm qui subissent le premier tour de traduction est qu’ils présentent en 

amont de chaque jonction exon-exon le complexe EJC. Ce complexe est retiré de l’ARNm lors du 

passage de la machinerie ribosomique. En effet, les composants de l’EJC tels que Y14, SRm160, 

RNPS1, TAP et Aly/REF ont été retrouvés dans les mRNP portant la protéine CBP80, mais pas sur les 

ARNm portant eIF4E (Lejeune et al., 2002). De plus, selon la règle des 50 à 55 nucléotides, le PTC est 

reconnu comme tel seulement s’il respecte des caractéristiques bien précises, notamment la distance 

entre la position du PTC et la jonction exonique en raison de la présence de l’EJC. 

Mais comme toute règle, il existe des exceptions selon les situations et selon les organismes considérés. 

Chez la levure ou dans certaines situations chez les eucaryotes, il a été démontré que la reconnaissance 

des PTC ne suivait pas la condition du premier tour de traduction, mais au contraire que les ARNm 

portant la protéine eIF4E sur la coiffe étaient tout aussi aptes à subir la dégradation par le NMD (Durand 

and Lykke-Andersen, 2013; Gao et al., 2005; Rufener and Mühlemann, 2013). 

 

3) La localisation du NMD : la dégradation des ARNm dans le cytoplasme et le rôle 

des P-bodies 

• La dégradation dans le cytoplasme 

Suite aux explications précédentes, il a déjà été démontré que le mécanisme du NMD est lié à la 

traduction puisque la reconnaissance des ARNm porteurs d’un PTC survient lors du premier tour de 

traduction.  
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La machinerie traductionnelle qui conduit à la synthèse des peptides se situe de façon exclusive dans le 

cytoplasme. Cela a été renforcé par Singh et ses collègues qui ont démontré que les ARNm avec PTC 

sont reconnus au niveau cytoplasmique. De façon plus détaillé, des peptides qui localisent uniquement 

dans le cytoplasme et dirigés contre les protéines UPF ont la capacité de bloquer les interactions 

protéiques et d’inhiber le NMD. Cependant, ces peptides avec cette fois un adressage exclusivement 

dans le noyau n’ont aucune conséquence sur le NMD. Entre autres, la même équipe a démontré qu’une 

forme mutée de la protéine UPF1 qui est retenue dans le noyau en raison d’un signal de rétention 

nucléaire, a la capacité d’inhiber le NMD. Cela met donc en évidence que UPF1 doit être présente dans 

le cytoplasme afin de promouvoir le mécanisme du NMD (Singh et al., 2007). 

Dans les années 1990, différentes théories avaient été proposées concernant la localisation du 

mécanisme de dégradation des ARNm aberrants. En effet, différents modèles avaient été proposé, 

notamment celui d’export co-traductionnel, le modèle cytoplasmique mais aussi les modèles de 

scanning nucléaire et de cytonuclear feedback (Maquat, 1995). Dans le noyau, deux modèles avaient 

été proposés, celui du scanning nucléaire et de l’export co-traductionnel. 

Le modèle de scanning nucléaire implique la présence de ribosomes dans le noyau capables de traduire 

la séquence d’ARN. Le système serait dans ce cas relié à l’événement d’épissage et la dégradation des 

ARN apparaitrait en même temps que la traduction de l’ARN en question. 

Cependant, l’hypothèse que le NMD soit localisé dans le noyau a très vite été exclue puisque cela 

semblait contradictoire en raison du lien entre le NMD et la traduction. Le NMD nécessite le ribosome 

et les ARN de transfert pour le déclenchement du signal de dégradation des ARN, et les études sur le 

mécanisme de traduction nucléaire ont été inconcluantes (Maquat, 1995; Wilkinson and Shyu, 2002).  

En revanche, le modèle d’export co-traductionnel s’appuie bien sur une traduction cytoplasmique mais 

qui apparait au cours de l’export des ARNm. Pour cela, en phase d’export nucléaire lorsque l’ARNm 

est encore en partie lié au pore nucléaire, les ribosomes commencent la traduction avec un arrêt au 

niveau du PTC. Cela a été démontré par microscopie électronique chez le Chironomus tentans, avec la 

visualisation de la protéine Hrp86 au niveau de ce qu’on appelle le Balbiani ring mRNA, un ARNm qui 

a été suivi le long de son export et de la traduction. La protéine Hrp86 a été retrouvée fixée sur l’ARNm 

même après l’export et après l’assemblage de polyribosomes (Visa et al., 1996). 

Le modèle de cytonuclear feedback, qui propose une reconnaissance des ARNm porteurs d’un PTC lors 

de la traduction dans le cytoplasme, se base sur la capacité des ribosomes à transmettre un signal de 

contrôle négatif dans le noyau afin de permettre la dégradation par NMD (Maquat, 1995). 

Au fil du temps, des études ont confirmé que le mécanisme du NMD est un événement exclusivement 

cytoplasmique (Belgrader et al., 1994; Cheng and Maquat, 1993; Maquat, 2004; Singh et al., 2007; 

Trcek et al., 2013).  
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• Les P- bodies (Processing Bodies) 

Les P-bodies ou Processing Bodies sont des petites structures dynamiques qui ont été identifiées pour 

la première fois dans des fibroblastes murins (Bashkirov et al., 1997). En effet, c’est en étudiant la 

localisation cellulaire de l’exoribonucléase XRN1 que les P-bodies ont pu être décrits. La protéine 

XRN1 formait ces petites structures dont la nature était inconnue et c’est seulement en 2003 par le 

groupe de Roy Parker qu’une caractérisation a été faite et que le terme de P-bodies a été utilisé (Sheth 

and Parker, 2003). 

Etant décrits comme des foyers ou granules cytoplasmiques, ils sont composés d’ARNm et de protéines 

intervenant dans la dégradation des ARNm en 5’ ou 3’ et dans la répression traductionnelle. Le rôle des 

P-bodies a suscité de la curiosité de la part de plusieurs équipes qui ont tenté d’élucider la vraie activité 

de ces foyers présents dans le cytoplasme (Eulalio et al., 2007a; Franks and Lykke-Andersen, 2008; Luo 

et al., 2018; Parker and Sheth, 2007). 

La présence des P-bodies a été confirmée chez tous les eucaryotes avec une composition qui varie selon 

l’espèce. Les protéines suivantes ont été retrouvées dans les P-bodies : l’exoribonucléase 5’→3’ XRN1 

(Bashkirov et al., 1997; Sheth and Parker, 2003), les protéines du decapping ou décoiffage DCP1 et 

DCP2 (Ingelfinger et al., 2002; Sheth and Parker, 2003; van Dijk et al., 2002), les co-activateurs du 

decapping Ge-1/Hedls et EDC3 (Decker and Parker, 2012; Fenger-Grøn et al., 2005; Yu et al., 2005), 

l’ARN hélicase p54/RCK (Sheth and Parker, 2003; Wilczynska et al., 2005), le complexe LSM1-7 

(Ingelfinger et al., 2002; Sheth and Parker, 2003), et les complexes de déadénylation CCR4-CAF1 et 

PAN2-PAN3 (Cougot et al., 2004; Zheng et al., 2008). Toutes ces protéines sont impliquées dans la 

dégradation des ARNm. 

Si certaines protéines impliquées dans la dégradation des ARNm sont présentes dans les P-bodies, cela 

n’est pas le cas pour l’exosome qui ne présente aucune localisation dans les foyers cytoplasmiques. Cela 

laisse donc penser que les protéines impliquées dans les voies de dégradation ne transitent pas toutes 

dans les P-bodies (Kulkarni et al., 2010) ou que les P-bodies ne sont pas le lieu de dégradation des ARN. 

Des protéines ayant des rôles distincts ont été identifiées dans les P-bodies, telles que des protéines 

impliquées dans la répression traductionnelle, dans la voie de régulation des microARN, dans la réponse 

antivirale mais aussi des protéines impliquées dans le mécanisme du NMD (Eulalio et al., 2007a). Un 

exemple sur l’implication des P-bodies dans la régulation des microARN est que la protéine Argonaute, 

qui fait partie du complexe RISC (RNA-induced silencing complexe) et qui s’associe avec les miRNA 

en interférant sur leur fonction, a été retrouvée dans les P-bodies. En effet, la protéine Argonaute 

interagit avec les protéines GW182, DCP1, DCP2 et d’autres, déjà présentes dans les P-bodies, 

confirmant un rôle des foyers cytoplasmiques dans le RNA silencing (Ding et al., 2005; Liu et al., 2005; 

Meister et al., 2005). Une autre protéine retrouvée dans les P-bodies est APOBEC3G, une déoxycytidine 
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déaminase avec une activité antivirale, indiquant une possible activité des P-bodies dans la réponse aux 

virus (Wichroski et al., 2006). 

La fonction des P-bodies reste aujourd’hui un mystère puisque deux théories s’opposent et leur rôle doit 

encore être élucidé. La première hypothèse est que les P-bodies fonctionneraient comme lieu de 

stockage des ARNm qui ne doivent pas être traduits en protéine tels que les ARNm aberrants ou les 

ARNm qui doivent être régulés physiologiquement. La deuxième hypothèse est que les P-bodies 

représenteraient le compartiment où la dégradation des ARNm a lieu puisqu’on y retrouve à l’intérieur 

des ARNm qui sont soumis au NMD et des protéines du NMD.  

Chez la Levure, il a été démontré par l’équipe de Roy Parker que la dégradation des ARNm est bien 

effectuée dans les P-bodies et que la localisation de la protéine UPF1 doit être dans ces foyers 

cytoplasmiques afin de permettre l’activation du NMD (Parker and Sheth, 2007; Sheth and Parker, 

2006). Entre autres, la même équipe a démontré que la présence d’ARNm dans les P-bodies est 

dépendante de la protéine Upf1p et de son état de phosphorylation. La protéine Upf1p ne fait pas de 

distinction entre les ARNm aberrant et sauvages. De plus, Parker et collègues ont démontré que la 

mutation des protéines Upf2 et Upf3 mais aussi l’inactivité de l’activité ATPase de la protéine Upf1p 

entrainaient une augmentation du nombre et de la taille des P-bodies (Sheth and Parker, 2006). 

Des études ont montré qu’au niveau microscopique, la présence ou l’absence de P-bodies dans les 

cellules n’impactait pas l’efficacité du NMD. De plus, l’accumulation de P-bodies et ainsi un nombre 

plus important de P-bodies dans les cellules, ne causait aucune amplification ou augmentation des 

événements de dégradation des ARNm (Eulalio et al., 2007b; Fenger-Grøn et al., 2005).  

Autre particularité qui a été observée chez les mammifères est l’accumulation des facteurs du NMD et 

des ARNm portant un PTC dans les P-bodies après inhibition du NMD par l’utilisation d’une molécule 

chimique inhibitrice, appelée NMDI-1. De ce fait, les protéines UPF1, UPF3 et UPF3X ont été 

retrouvées accumulées dans les P-bodies (Durand et al., 2007). En revanche, une surexpression des 

protéines SMG5, SMG6 et SMG7 ont montré une accumulation importante de ces dernières dans les P-

bodies, suggérant que probablement la suractivation du NMD conduit à un acheminement des protéines 

du NMD dans les foyers cytoplasmiques (Durand et al., 2007; Unterholzner and Izaurralde, 2004). Il 

n’y a aucune preuve qui démontre une possible dégradation des ARNm dans les P-bodies dans les 

cellules de mammifères.  

Les facteurs du NMD ainsi que les substrats soumis au NMD transitent par les P-bodies. Afin de 

permettre cette transition, il est possible que des structures soient impliquées, telles que le cytosquelette 

permettant la régulation des mouvements intracellulaires (Kulkarni et al., 2010). En effet, il a été 

démontré que la déstabilisation du cytosquelette et de manière plus prépondérante, l’utilisation de 

perturbateurs des microtubules, notamment la colchicine ou le taxol, entraine une concentration des 

facteurs du NMD mais aussi des substrats dans les P-bodies (Jia et al., 2017). 
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4) Les substrats naturels du NMD : la régulation physiologique des ARNm 

Le mécanisme de NMD permet de reconnaître et de dégrader des ARNm porteurs d’un codon stop 

prématuré dans leur séquence. La dégradation de ces ARNm aberrants évite l’apparition d’erreur qui 

pourrait avoir comme conséquence le développement de différentes pathologies telles que les cancers 

(Neu-Yilik et al., 2004). Néanmoins, le NMD est capable de réguler de façon post-transcriptionnelle le 

niveau d’expression de certains gènes afin d’éviter des niveaux protéiques excessivement élevés pouvant 

être délétères pour la cellule. Ces ARNm régulés physiologiquement par le NMD sont considérés 

comme étant des substrats naturels de ce mécanisme de dégradation spécifique (Mendell et al., 2004; 

Neu-Yilik et al., 2004). 

Afin d’élucider au mieux le rôle du NMD dans la régulation des ARNm physiologiques, il a été démontré 

par analyse transcriptomique que l’inhibition du NMD conduit à une variation de 5% de l’expression de 

certains gènes humains (Mendell et al., 2004). Cette inhibition a été effectuée à l’aide de siRNA dirigés 

contre certains facteurs du NMD tels que UPF1 et UPF2. Cette variation dans l’expression génétique 

indique une corrélation entre des transcrits « normaux » et le mécanisme du NMD qui agit 

méticuleusement de régulateur afin de permettre le bon fonctionnement cellulaire.  

 

• L’influence de l’épissage alternatif sur le NMD 

On estime qu’un tier des isoformes épissées alternativement sont dégradées par NMD. Le mécanisme 

qui fait le lien entre l’épissage et le NMD s’appelle RUST (Regulated Unproductive Splicing and 

Translation mechanism) et s’appuie sur la régulation par le NMD couplé à l’épissage (Lewis et al., 

2003). 

Comme déjà évoqué, l’épissage alternatif touche plus de 95% des transcrits humains (Pan et al., 2008). 

De ce fait, il est tout à fait possible que l’épissage soit à l’origine de PTC. En effet, environ 35% des 

produits d’épissage alternatif sembleraient devenir des substrats du NMD (Green et al., 2003; Lewis et 

al., 2003; Pan et al., 2008). Ainsi de nombreux facteurs d’épissage s’autorégulent via RUST. Par 

exemple, les membres de la famille des protéines SR, riches en sérine/arginine, ont été montrés pour 

subir le RUST. Le premier membre de cette famille à avoir été clairement identifié comme subissant le 

RUST est le facteur SC35 (SRSF2) (Sureau et al., 2001). Sureau et ses collègues ont montré que 

l’épissage est régulé selon l’expression de SC35 dans la cellule. En effet, lorsque son expression est 

anormalement élevée, SC35 déclenche des événements d’épissages alternatifs cryptiques dans sa partie 

3’UTR. La conséquence est le dépôt d’EJC en aval du codon stop physiologique qui est alors reconnu 

comme un PTC. L’ARNm SC35 est alors dégradé par NMD ce qui conduit à diminuer la quantité de 

protéine SC35 dans la cellule pour retrouver un niveau physiologique. Plus généralement, RUST conduit 

à introduire par épissage alternatif une séquence exonique, appelée aussi exon cassette poison ,  une 
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séquence intronique ou un épissage dans la région 3’-UTR, avec comme conséquence l’apparition d’un 

PTC (Lareau and Brenner, 2015; Lejeune et al., 2001; Sureau et al., 2001).  

Le deuxième facteur d’épissage qui a été montré pour s’autoréguler par NMD est la protéine PTB 

(polypyrimidine tract binding), qui cause le saut de l’exon 11 si la protéine est surexprimée en 

introduisant ainsi un PTC dans l’exon 12 du fait d’un décalage du cadre de lecture. Le PTC introduit 

sera ainsi reconnu par le ribosome, et l’ARNm dégradé par le NMD (Wollerton et al., 2004). 

 

• Le cas des sélénoprotéines 

Une autre catégorie de protéines faisant appel au NMD comme mécanisme d’autorégulation est la 

famille des sélénoprotéines. Les ARNm codant pour ces protéines présentent un codon UGA dans leur 

séquence en phase avec le codon d’initiation de la traduction (Moriarty et al., 1998; Sun and Maquat, 

2002). La traduction en sélénoprotéine ou bien la dégradation du transcrit dépend de la présence de 

sélénium dans la cellule (Figure 30). 

 

Figure 30 : La régulation de l’expression de la sélénoprotéine. La présence de sélénium dans la 

cellule permet la synthèse de la sélénoprotéine. En revanche, l’absence de sélénium conduit à la 

reconnaissance du PTC et à la dégradation de l’ARNm. 

 

En effet, lorsque le sélénium est présent dans la cellule, un ARNt chargé d’une sélénocystéine 

(ARNt(ser)sec) qui a été transformée à partir de la sérine (Ser), reconnait le codon UGA de façon spécifique 

en permettant l’incorporation dans la protéine de la sélénocystéine (Sec). Cette incorporation permet de 

synthétiser la sélénoprotéine. Le recrutement de cet ARNt spécifique est facilité par différents facteurs 
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protéiques tels que le facteur d’élongation eucaryote spécifique de la sélénocystéine (EFSec) et la protéine 

SBP2 (SECIS binding protein 2) qui sont les deux principaux acteurs. D’autres facteurs peuvent jouer 

un rôle dans le recrutement de l’ARNt, notamment la phosphoprotéine nucléoline, la protéine 

ribosomale L30 et le facteur eIF4A3 (eukaryotic initiation factor A3)(Labunskyy et al., 2014).  

En revanche, l’absence de sélénium laisse le codon UGA « découvert » puisque l’ARNt n’est pas recruté 

sur l’ARNm, et conduit le ribosome à le reconnaitre comme un PTC. Le mécanisme de NMD est à cet 

instant activé en dégradant la séquence d’ARNm qui ne donnera pas de protéine synthétisée (Labunskyy 

et al., 2014; Sun and Maquat, 2002; Zupanic et al., 2016).  

 

• Les ARNm contenant de petites phases ouvertes de lecture dans leur partie 5’UTR : 

uORF 

Le NMD est capable de réguler l’expression de certains gènes qui présentent des séquences particulières, 

notamment la présence d’une petite phase ouverte de lecture dans la partie 5’ UTR de l’ARN, appelée 

aussi uORF (upstream open reading frame) (Yepiskoposyan et al., 2011).  

Figure 31 : Les ARNm qui possèdent deux phases ouvertes de lecture. La traduction de la uORF 

entraine la dégradation de l’ARNm par le NMD. En revanche, la traduction de l’ORF principale 

conduit à la synthèse protéique. 

Ces ARNm présentent deux phases ouvertes de lecture (ORF) : la principale qui code pour une protéine 

avec une fonction bien précise, et en amont une deuxième plus petite en 5’ (uORF). Les deux phases 

ouvertes de lecture peuvent être reconnues et traduites par le ribosome mais les destins seront différents 

et contraires selon l’ORF choisie. En effet, la traduction de la principale phase ouverte de lecture conduit 

à la synthèse de la protéine en question. Inversement, la traduction de la petite phase ouverte de lecture 

uORF en 5’ fait que le ribosome en arrivant sur le codon stop de cette ORF va le reconnaitre comme un 

PTC du fait de la présence d’EJC en aval, activant ainsi le NMD (von Arnim et al., 2014). L’activation 

du NMD permet la diminution des niveaux de la protéine principale codée par l’ARNm (Figure 31).  
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• Les transcrits présentant un épissage en 3’ 

Les transcrits qui présentent un épissage dans la partie 3’UTR sont eux aussi des substrats naturels du 

NMD (Kalyna et al., 2012; Yepiskoposyan et al., 2011).  

Si aucun épissage n’a lieu dans la partie 3’UTR, le NMD ne sera pas activé. Au contraire, si un 

événement d’épissage a lieu dans la partie 3’UTR, un complexe EJC sera déposé 20-24 nucléotides en 

amont de l’événement d’épissage et en aval du codon stop physiologique. La présence d’au moins un 

EJC en aval du codon stop physiologique conduira à activer le NMD sur cet ARNm. Un exemple de ce 

type de régulation a déjà été décrit puisqu’il s’agit du cas du transcrit codant pour SRSF2 (SC35). 

 

5) Les différents facteurs intervenant dans la régulation du NMD  

Les mécanismes moléculaires permettant une régulation du NMD dans des contextes physiologiques 

sont variés, tels que la présence et l’influence de microARN, mais peuvent aussi être spécifiques à la 

localisation cellulaire et tissulaire. Une régulation adéquate du NMD est indispensable au bon 

fonctionnement des organes et également lors des premières étapes du développement embryonnaire 

(Huang and Wilkinson, 2012; Karam et al., 2013).  

 

• Le cas du microARN-128 régulant le NMD  

Un exemple de mécanisme permettant la régulation du NMD est celui lié à des microARN qui agissent 

sur les séquences codant les facteurs du NMD. Les microARN (miRNA) sont de petites séquences 

d’ARN non codant de 22 nucléotides qui reconnaissent et se fixent sur des séquences précises en 

interférant ainsi sur le destin de l’ARNm. En effet, les microARN répriment la traduction de ces ARNm 

et/ou les dirigent vers une possible dégradation. Bruno et ses collègues ont identifiés un microARN 

capable de réguler l’expression de certains facteurs impliqués dans le NMD, en influençant de cette 

façon le mécanisme de dégradation (Bartel et al., 2009; Bruno et al., 2011; Karam et al., 2013). 

Le microARN en question est le miRNA-128 (ou miR-128), capable d’influencer l’expression génique 

de façon directe de deux facteurs du NMD dans les cellules humaines et de souris. Ces deux facteurs 

sont les protéines UPF1 et MLN51, l’une étant la protéine fondamentale à l’activation du NMD et l’autre 

étant un composant du cœur de l’EJC (Bruno et al., 2011). En effet, la répression de l’expression de 

UPF1 et de MLN51 cause l’inhibition du mécanisme du NMD. Il a été démontré que le NMD n’est pas 

tout à fait supprimé mais que des niveaux basaux sont présents, indiquant que le NMD peut continuer 

son rôle de contrôle-qualité. 
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Lors du développement embryonnaire, et en particulier pendant le développement cérébral et la 

maturation neuronale, le miRNA-128 atteint des niveaux très élevés et réprime le NMD afin de permettre 

la stabilisation des ARNm, cruciaux pour le bon développement du cerveau (Bruno et al., 2011; Sempere 

et al., 2004).  

Le rôle du miRNA-128 n’est pas restreint au développement neuronal car son expression dans le thymus 

a été démontrée. Le miRNA-128 pourrait ainsi être impliqué dans le développement des lymphocytes T 

(Bruno et al., 2011).  

 

• Une régulation à feedback du NMD (ou autorégulation) 

Les protéines impliquées dans le NMD sont capables de réguler leur expression par autorégulation (ou 

feedback). En effet, il a été démontré que les gènes codants pour les facteurs du NMD étaient capables 

de provoquer une réponse « négative » sur la transcription et la traduction en présence de quantités 

importantes de protéines du NMD (Karam et al., 2013). 

Figure 32 : L’autorégulation de certains ARNm. Un exemple peut être représenté par une quantité 

importante de protéine présente qui régule négativement l’expression de l’ARNm. Le NMD est alors 

activé. 

Après analyse à l’aide de microarray, Mendell et ses collègues ont montré que la déplétion de UPF1 

entrainait notamment une dérégulation de certains facteurs, tels que SMG5, et plus précisément une 

augmentation de la quantité de certains transcrits mais aussi une diminution d’autres transcrits. Cela 
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indique un lien direct entre les différentes protéines du NMD puisque l’expression d’une protéine peut 

modifier l’expression d’un autre gène du NMD (Karam et al., 2013; Mendell et al., 2004) (Figure 32). 

L’ARNm de SMG5 a été entre autres retrouvé surexprimé en réponse à la déplétion d’un autre facteur, 

la protéine UPF3X, en montrant une nouvelle fois le lien entre les protéines du NMD. Deux équipes, 

Yepiskoposyan et ses collègues ainsi que Huang et ses collègues, ont montré que le NMD est finement 

régulé par un système à feedback assez complexe. En effet, si le mécanisme du NMD est par exemple 

bloqué pendant un certain temps dans la cellule, il est possible que les ARNm des protéines telles que 

les UPF mais aussi les SMG, puissent augmenter en quantité afin de répondre à cet événement et rétablir 

une activation correcte du NMD (Huang et al., 2011; Yepiskoposyan et al., 2011). 

 

• La compétition entre le NMD et le STAUFEN-mediated mRNA decay (SMD) 

La régulation du NMD et le correct fonctionnement de ce mécanisme de contrôle-qualité permet de 

surveiller l’apparition de transcrits aberrants mais aussi de réguler physiologiquement l’expression de 

certains gènes.  

D’autres mécanismes de dégradation des ARN sont présents dans les cellules et il a été démontré que 

certains d’entre eux peuvent être liés et avoir des rôles complémentaires ou bien entrer en compétition 

l’un envers l’autre. Un exemple est le Staufen-mediated mRNA decay ou STAUFEN-mediated mRNA 

decay (SMD) qui a comme protéine centrale la protéine STAU1 (Staufen-1). La protéine STAU1 se fixe 

sur les ARNm dans la partie 3’-UTR, plus précisément sur les sites SBS (Stau1-binding sites). Fixée sur 

l’ARNm, elle interagit avec la protéine UPF1 lors de la terminaison de la traduction (Karam et al., 2013; 

Kim et al., 2005).  

UPF1 est donc une protéine commune aux deux mécanismes de dégradation, et pour cette raison, une 

compétition des événements peut s’instaurer. En effet, Gong et ses collègues ont démontré que les sites 

d’interaction entre la protéine UPF1 et les deux protéines en question, STAU1 et UPF2, se chevauchent. 

Le facteur qui interviendra en faveur de l’activation d’un mécanisme par rapport à l’autre, sera 

uniquement le niveau protéique présent à cet instant. De plus, les deux protéines STAU1 et UPF2 sont 

mutuellement exclusives, et par conséquent, si l’une est fixée sur UPF1, l’autre ne pourra en aucun cas 

interagir au même instant. L’abondante présence de la protéine UPF2 permettra de favoriser l’activation 

du NMD en dépit du SMD, et vice versa, une quantité élevée de STAU1 conduit à une activation de 

SMD entrainant une inhibition du NMD (Gong et al., 2009).  

La compétition entre les mécanismes de dégradation SMD et NMD a été retrouvée dans différents 

événements physiologiques tels que la myogenèse, mais aussi l’adipogenèse (Cho et al., 2012; Gong et 

al., 2009). 
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• L’importance de la phosphorylation dans le mécanisme du NMD 

Comme déjà énoncé lors de l’explication et la caractérisation des différents facteurs du NMD, UPF1 et 

UPF2 sont deux phosphoprotéines, avec une activité dans le NMD qui est dépendante de leur état de 

phosphorylation. En effet, il a déjà été démontré que l’activation du NMD est déclenchée par la 

phosphorylation suivie de la déphosphorylation de la protéine UPF1 par les protéines SMG (Chiu et al., 

2003; Yamashita et al., 2001). 

La phosphorylation de ces deux facteurs du NMD est ainsi fondamentale pour la régulation du NMD 

puisque l’absence de ce phénomène ne va pas activer la voie de dégradation par NMD du transcrit en 

question (Okada-Katsuhata et al., 2012). Par rapport à UPF2, nous avons aujourd’hui de nombreuses 

informations concernant la phosphorylation de UPF1. Ceci a déjà été décrit dans ce même chapitre lors 

de l’explication des facteurs UPF. 

 

• Le NMD spécifique aux transcrits, aux cellules et aux tissus 

 
Selon le transcrit et la localisation, le NMD sera régulé de façon différente et spécifique. En effet, il a 

été démontré que le NMD permet de diminuer l’expression de certains ARNm avec une efficacité 

différente selon le transcrit considéré (Huang and Wilkinson, 2012). C’est l’exemple des ARNm codant 

les immunoglobulines et le récepteur aux lymphocytes T (TCR) puisque lors du développement 

lymphocytaire, des PTC peuvent être introduits avec une fréquence très importante (Lambert et al., 

2019). Cela est causé par les réarrangements programmés au niveau de l’ADN. En effet, les gènes 

possèdent des segments V (variable), J (jonction) mais aussi des segments D (diversité) qui peuvent 

subir une recombinaison aléatoire appelée recombinaison V(D)J et qui peut être la cause de l’apparition 

de PTC (Connor et al., 1994; Huang and Wilkinson, 2012; Lambert et al., 2020; Li and Wilkinson, 

1998b). 

Un autre exemple de spécificité dans la régulation du NMD en fonction des cellules et des tissus est 

l’ARNm codant pour le collagène X chez les patients atteints de chondrodysplasie métaphysaire de 

Schmid. En effet, le transcrit présente une mutation non-sens qui permet l’activation du NMD et la 

dégradation de celui-ci uniquement dans les cellules du cartilage mais n’est pas dégradé dans les cellules 

non cartilagineuses pour une raison qu’il reste encore à déterminer (Bateman et al., 2003). 

Les exemples sont nombreux et variés, tels que la différence d’efficacité du NMD dans les tissus de la 

souris pour l’ARNm possédant le gène Men1. Le ratio de transcrits présentant des PTC par rapport aux 

formes sauvages est très variable selon la localisation tissulaire, suggérant une efficacité du NMD 

dépendante de la localisation. Plus précisément, une étude a montré que sur 13 tissus de souris, 4 d’entre 
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eux dont les ovaires, le cerveau, le testis et le cœur présentent une efficacité du NMD très forte pour la 

dégradation du mutant Men1 par rapport au transcrit sauvage (avec 16-20% d’efficacité du NMD pour 

le mutant). En revanche, trois tissus parmi les 13, dont les poumons, l’intestin et le thymus, ont un NMD 

un peu moins efficace, avec 34-36% de transcrits mutants par rapport au transcrit sauvage (Zetoune et 

al., 2008). 

 

• La régulation du NMD en réponse à un stress 

Différentes études ont montré une corrélation entre la présence d’un stress et l’inhibition du NMD 

(Gardner, 2010, 2008; Harding et al., 2003; Mendell et al., 2004; Wang et al., 2011a). En effet, Mendell 

et ses collègues ont montré pour la première fois un lien entre la privation des acides aminés et la 

répression du mécanisme du NMD. Cet effet a été retrouvé dans plusieurs conditions de stress cellulaire, 

notamment la privation nutritionnelle, les infections, la privation d’oxygène (ou hypoxie), la présence 

de ROS (reactive oxygen species) et la présence de structures tels que le double brin d’ARN. Tous ces 

événements sont capables d’induire une inhibition du NMD comme réponse au stress (Gardner, 2010; 

Karam et al., 2013; Mendell et al., 2004).  

Un des mécanismes de stress bloquant l’activation du NMD est la capacité de différentes kinases à 

phosphoryler un facteur particulier, plus précisément le facteur d’initiation de la traduction eucaryotique 

eIF2α.  

En effet, le facteur eIF2α est phosphorylé en réponse à des stimuli variés, notamment la privation des 

acides aminés à l’aide de la kinase GCN2, mais aussi au stress oxydatif avec les kinases PERK et HRI, 

l’infection virale avec la kinase PKR. La phosphorylation de cette protéine lors d’un stress a des 

conséquences sur la modulation du NMD. La cause de cette inhibition par la simple phosphorylation de 

eIF2α n’a pas été encore élucidée. La seule information connue est que la protéine eIF2α phosphorylée 

entraine une inhibition globale de la traduction, que ce soit au premier tour de traduction ou les tours 

suivants (Chiu, 2004; Gardner, 2008; Harding et al., 2003; Karam et al., 2013; Wang et al., 2011a). 

 

• La régulation du NMD durant l’apoptose 

Pendant l’apoptose, il a été démontré que les caspases clivent deux facteurs du NMD en les rendant ainsi 

complètement inactifs. Les protéines clivées sont UPF1 et UPF2 et le clivage entraine une inhibition du 

NMD, montrant l’importance des protéines de taille sauvage dans la reconnaissance des PTC et 

l’activation du mécanisme de dégradation. Toutes ces études ont commencé par l’identification d’un 

nouvel inhibiteur du NMD, plus précisément un inducteur d’apoptose très utilisé, la staurosporine (Jia 

et al., 2015). 
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Des fragments issus des protéines UPF1 et UPF2 sont générés par le clivage induit par les caspases. 

Entre autres, la surexpression de la région N-terminale de la protéine UPF2 cause une amplification de 

l’apoptose, et par conséquent une inhibition plus importante du NMD (Jia et al., 2015). Ces observations 

pourraient donc signifier que la protéine UPF2 possède un lien direct avec l’apoptose, et que la partie 

N-terminale pourrait permettre l’interaction avec des protéines différentes de celles qui interviennent 

dans le mécanisme du NMD (Jia et al., 2015; Popp and Maquat, 2015a). 

 

6) Les pathologies associées au NMD 

Le mécanisme du NMD est capable de reconnaitre un PTC présent dans une séquence d’ARNm et de 

dégrader ce dernier afin d’éviter la production de protéines tronquées. Selon la localisation du PTC dans 

la séquence d’ARNm, la protéine, si synthétisée, pourrait être partiellement ou totalement fonctionnelle. 

En effet, la perte de la partie C-terminale peut entrainer des modifications conformationnelles qui 

impactent la fonction de la protéine. Dans un certain nombre de cas, la protéine tronquée peut acquérir 

une nouvelle activité qui peut se révéler être toxique pour la cellule.  

La dérégulation ou la perturbation de ce mécanisme de contrôle-qualité peut être à l’origine de 

pathologies génétiques telles que des maladies neurologiques, des maladies du système immunitaire, 

des pathologies métaboliques et les cancers. Selon le « défaut » du NMD, c’est-à-dire si l’activation du 

NMD est trop importante ou bien absente, des pathologies variées vont voir leur apparition (Khajavi et 

al., 2006; Miller and Pearce, 2014). En effet, il a été montré que l’invalidation des protéines UPF1 et 

UPF2 est léthale au cours du développement embryonnaire chez la souris, démontrant le rôle essentiel 

du NMD au cours de l’embryogénèse (Medghalchi et al., 2001; Weischenfeldt et al., 2008). La protéine 

UPF3X apparait elle-aussi comme une protéine essentielle au bon fonctionnement d’un organisme 

puisque son absence conduit à des retards dans le développement cérébral (Nguyen et al., 2012; Tarpey 

et al., 2007; Tzschach et al., 2015). Des retards mentaux ont aussi été rapportés dans des situations 

d’altérations génomiques impliquant les gènes UPF2, SMG6, eIF4AIII et RNPS1 (Nguyen et al., 2012). 

Les mutations dans le gène UPF3X/3B entraine l’apparition de dysmorphisme facial, de problèmes 

neurologiques tels que l’autisme et la schizophrénie et la sévérité de la pathologie dépend aussi de la 

quantité de protéine UPF3 produite, puisqu’il a été démontré qu’il peut y avoir une compensation de la 

protéine UPF3X par la protéine UPF3 (Alrahbeni et al., 2015; Chan et al., 2009). 

Les PTC sont retrouvés dans environ 30% des maladies génétiques et peuvent être la conséquence de la 

présence de mutations non-sens dans 11% des cas, de décalages du cadre de lecture, de la rétention 

d’une partie ou de la totalité d’un intron (Frischmeyer, 1999; Miller and Pearce, 2014; Mort et al., 2008). 

Dans les paragraphes suivants, je vais présenter une partie des pathologies liées au NMD. D’un côté 

seront décrites des pathologies qui échappent au mécanisme du NMD selon la position du PTC dans la 
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séquence d’ARNm et de l’autre côté seront exposées des pathologies où le NMD est activé de façon 

excessive et qui ne présentent aucune protéine synthétisée. Entre autres, l’implication du NMD dans le 

cancer sera décrite avec son double rôle selon le type de mutation et de cancer (Frischmeyer and Dietz, 

1999; Holbrook et al., 2004). 

 

• Les maladies qui « échappent » au NMD : importance de la localisation du PTC et 

action bénéfique du NMD 

Concernant les pathologies génétiques, le NMD peut avoir deux rôles dans la dégradation des transcrits. 

D’une part, il peut avoir un effet bénéfique et avantageux puisqu’il permet la dégradation d’un ARNm 

qui pourrait produire une protéine tronquée délétère pour l’organisme, en limitant ainsi les effets d’une 

mutation négative dominante. Au contraire, si le NMD dégrade l’ARNm qui aurait pu produire une 

protéine tronquée qui conserve partiellement sa fonctionnalité, cela peut dans certains cas augmenter la 

sévérité de la maladie (Khajavi et al., 2006; Miller and Pearce, 2014). Des exemples vont être décrits de 

suite. 

Les pathologies échappant à la reconnaissance du PTC par le NMD et la dégradation de l’ARNm sont 

nombreuses. Afin d’être reconnu comme tel, le PTC doit suivre certaines règles de reconnaissance, et 

plus précisément doit respecter la règle des 50 à 55 nucléotides en amont d’une jonction exonique. Pour 

cette raison, sa position est très importante puisqu’elle déterminera la dégradation ou la stabilisation de 

l’ARNm (Nagy and Maquat, 1998). 

C’est le cas de la β-thalassémie, une pathologie génétique liée à un défaut dans le gène de la β-globine 

souvent lié à la présence de mutations non-sens (Baserga and Benz, 1988). Selon la position du PTC, la 

sévérité de la maladie sera différente. En effet, les mutations non-sens situées de façon centrale à la 

séquence d’ARN, et plus précisément dans le deuxième exon de la β-globine, peuvent être reconnues 

comme PTC par le NMD. Néanmoins, la règle des 50 à 55 nucléotides doit être respectée. L’activation 

du NMD prévient la synthèse protéique et donne une forme de β-thalassémie autosomique récessive.  

Les personnes porteuses de ces mutations ne présentent pas de symptôme. C’est le même cas pour les 

hétérozygotes dont l’allèle muté n’est pas exprimé, ne manifestent pas de symptôme pathologique en 

raison de la quantité suffisante de β-globine synthétisée à partir de l’allèle sauvage. 

En revanche, lorsque le PTC se situe dans la partie 3’ de l’ARNm telle qu’au niveau du dernier exon, le 

PTC ne sera pas reconnu par le mécanisme de NMD. Une forme tronquée de la protéine β-globine sera 

produite, qui s’associe à l’α-globine et sera la cause d’une forme d’hémoglobine non fonctionnelle, 

incapable de transporter correctement l’oxygène au niveau des tissus. Cette forme autosomique 

dominante est une forme sévère de la β-thalassémie (Baserga and Benz, 1988; Forget et al., 1974; 

Khajavi et al., 2006; Miller and Pearce, 2014; Thein et al., 1990). Un PTC présent aussi dans le premier 
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exon de la β-globine permet la synthèse d’un tout petit fragment protéique, mais il semblerait que les 

conséquences de cette synthèse soient moins critiques par rapport au PTC dans le dernier exon de la β-

globine (Figure 33). 

Figure 33 : Le positionnement du PTC sur l’ARNm de la β-globine conduit à une forme de β-

thalassémie. 

 

Une autre pathologie qui implique l’apparition d’un PTC causé par une mutation non-sens et qui 

présente un phénotype différent selon la localisation du PTC dans la séquence, est une maladie causée 

par une mutation dans le gène SOX10 (SRY-box 10). Le gène SOX10 code pour un facteur de 

transcription important lors du développement neuronal (Inoue et al., 2004).Comme pour les cas 

précédents, selon le positionnement du PTC dans la séquence d’ARNm, le NMD peut être plus ou moins 

actif et être la cause de phénotypes plus ou moins sévères. En effet, lorsque le PTC se situe dans la partie 

3’ de l’ARN et plus précisément sur le dernier exon, le NMD est incapable de le reconnaitre comme tel 

puisqu’il ne respecte pas les règles établies pour sa reconnaissance. De cette façon, une protéine tronquée 

est synthétisée en provoquant l’apparition d’une maladie dominante négative très complexe et sévère 

appelée PCWH caractérisée par une neuropathie périphérique, une leucodystrophie centrale 

dysmyélinisante, le syndrome de Waardenburg et la maladie de Hirschsprung (Inoue et al., 2004). Au 

contraire, la localisation du PTC dans la région 5’ de l’ARNm entraine sa reconnaissance par le NMD 

et la dégradation de l’ARN en question. Le phénotype qui en découle est plus favorable, avec 

l’apparition d’une pathologie appelée WS4 et caractérisée par la présence du syndrome de Waardenburg 

et la maladie de Hirschsprung uniquement (Inoue et al., 2007, 2004). Dans ce cas de figure, la protéine 

codée par SOX10 peut être synthétisée par le seul allèle sauvage mais malheureusement est insuffisante 

à remplir toutes les fonctions de la protéine. On peut ainsi parler de phénomène d’haploinsuffisance. 
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• Les maladies causées par l’activation du NMD : action défavorable du NMD 

Jusqu’à présent, certaines pathologies ont été décrites dans lesquelles l’inactivation du NMD entrainait 

l’apparition de phénotypes plus sévères. Dans ces cas, l’activation du NMD selon les règles de 

reconnaissance des PTC, a une action favorable puisqu’il évite la synthèse d’une protéine qui pourrait 

avoir des caractéristiques néfastes pour les cellules.  

Néanmoins, il existe une classe de pathologies où l’activation du NMD est défavorable au prognostique. 

En effet, généralement le système du NMD évite la synthèse d’une protéine tronquée pouvant être 

délétère pour la cellule. Mais dans certains cas, selon la position du PTC dans la séquence et selon le 

domaine manquant, la protéine tronquée pourrait garder une partie ou la totalité de sa fonction. L’activité 

du NMD aggrave ainsi le phénotype puisqu’aucune protéine n’est synthétisée (Khajavi et al., 2006; 

Miller and Pearce, 2014).C’est le cas de pathologies telles que la mucoviscidose, la dystrophie 

musculaire de Duchenne mais aussi certains cancers où les gènes suppresseurs de tumeurs présentent 

une mutation (Crawford et al., 2000; Sheppard et al., 1994). 

 

a) Les dystrophinopathies  

Certaines dystrophinopathies sont causées par des défauts dans la machinerie du NMD. Ces pathologies 

représentent une famille de maladies liées à la mutation de la dystrophine, protéine fondamentale pour 

le fonctionnement musculaire correct.  

La dystrophinopathie plus sévère est la dystrophie musculaire de Duchenne, appelée aussi DMD, qui 

représente une pathologie dégénérative liée au chromosome X (Guiraud et al., 2015; Tuffery-Giraud et 

al., 2009). 

Les mutations de ce gène sont variées mais dans 11% des cas, les mutations non-sens sont retrouvées, 

entrainant l’apparition d’un PTC dans la séquence. Les trois codons stop prématurés peuvent être 

retrouvés avec une fréquence différente. En effet, le PTC le plus présent est UGA, suivi de UAG et enfin 

de UAA (Bladen et al., 2015). Le PTC est à l’origine de l’activation du NMD et de la dégradation de 

l’ARNm, avec comme conséquence l’absence totale de protéine. Le manque de traduction, et donc de 

la dystrophine, est la cause d’une importante dégénération musculaire. De façon plus détaillée, 

l’atrophie, la dégénérescence et la nécrose des muscles squelettiques sont une partie des symptômes qui 

s’installent progressivement (Guiraud and Davies, 2017). 
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La dystrophine est une très grande protéine de 427 kDa située juste en dessous de la membrane cellulaire 

dans les cellules musculaires et de façon minoritaire dans le cerveau. Cette protéine interagit avec 

différents partenaires tels que les dystroglycanes, les syntrophines, les dystrobrévines et les filaments 

d’actine. A l’aide de ses interactions, elle sert d’intermédiaire entre le cytosquelette et la matrice 

extracellulaire stabilisant ainsi le sarcolemme, c’est-à-dire la membrane plasmique des fibres 

musculaires (Koenig et al., 1988). La dystrophine est composée de 4 principaux domaines : un domaine 

amino-terminal interagissant avec l’actine, un domaine central rod composé de 24 répétitions du motif 

spectrin like, un domaine riche en cystéines possédant des sites d’interactions avec le dystroglycane et 

un domaine carboxy-terminal interagissant avec la dystrobrévine et la syntrophine (Pichavant et al., 

2011). La dégénération musculaire est accompagnée par des déficits intellectuels dus à la dystrophine 

présente dans le cerveau. Une insuffisance cardiaque et/ou respiratoire apparait aussientrainant une 

espérance de vie réduite (Figure 34). 

Figure 34 : Complexe des protéines associées à la dystrophine. La dystrophine interagit avec avec 

les dystroglycanes, les synstrophines, les dystrobrévines et les filaments d’actine du cytosquelette. 

 

Les stratégies thérapeutiques actuelles telles que l’utilisation de corticoïdes n’ont malheureusement pas 

d’évolution positive dans la pathologie (Guiraud and Davies, 2017). Afin de faire face à cette 

problématique, de nouvelles approches thérapeutiques sont proposées. Concernant les patients atteints 

de cette pathologie et possédant une mutation non-sens, donc dans 11% des cas, l’inhibition du NMD 

représente une stratégie prometteuse. En effet, il a été démontré par Chamberlain et ses collègues sur 

des souris transgéniques qu’une partie de la protéine dystrophine n’est pas nécessaire au bon 

fonctionnement protéique dans le muscle. La partie manquante entre les exons 70 et 79 est ainsi non 

indispensable pour la protéine. Cela suggère que l’inhibition du NMD pour les cas où une mutation non-
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sens est présente dans les exons 70 à 78 entrainerait la synthèse d’une protéine tronquée de ce domaine 

mais fonctionnelle. Cette partie manquante contient des sites d’interaction entre la dystrophine et les 

protéines syntrophine et dystrobrévine  (Crawford et al., 2000; Harper et al., 2002). Ces deux protéines 

peuvent tout aussi bien se localiser à la membrane cellulaire, malgré l’absence du domaine de la 

dystrophine, probablement grâce aux interactions directes entre la dystrobrévine et les sarcoglycanes 

(Crawford et al., 2000). 

 

b) La mucoviscidose 

La mucoviscidose est une maladie autosomique récessive causée par différents types d’altérations du 

gène CFTR (Cystic Fibrosis Trans-membrane conductance Regulator) (Harris and Argent, 1993). 

Ce gène code pour la protéine CFTR, un canal ionique permettant les échanges des ions Chlorure en 

gardant le bon équilibre ionique dans la cellule (McCarthy and Harris, 2005). Cette protéine de 170 kDa 

est présente dans différentes muqueuses telles que la muqueuse respiratoire mais aussi digestive 

(Paranjape and Mogayzel, 2018). Cette protéine est dépendante de l’adénosine monophosphate cyclique 

(AMPc) et présente deux domaines transmembranaires, deux domaines NBD (nucleotide-binding 

domains) qui interagissent avec les nucléotides et un domaine cytoplasmique de régulation R qui peut 

être phosphorylé (Figure 35). 

Plus de 1900 mutations de CFTR ont été identifiées aujourd’hui, et elles peuvent être classées en six 

catégories (Fanen et al., 2014). La plus caractérisée avec 66% des cas est une délétion d’un triplet 

nucléotidique codant pour la phénylalanine, nommée ΔF508 et qui conduit à un défaut dans le 

repliement de la protéine avec pour conséquence sa rétention dans le réticulum endoplasmique 

(Bobadilla et al., 2002). 

Les mutations non-sens représentent environ 10% des cas avec une fréquence différente selon le codon 

stop prématuré en question (Kerem et al., 1997; Rowntree and Harris, 2003). Les phénotypes qui en 

découlent sont généralement les plus graves car la protéine est totalement absente puisque le NMD 

dégrade l’ARNm correspondant. 

La mucoviscidose est connue pour l’épaississement et la viscosité importante du mucus au niveau des 

poumons causés par l’absence de transport des ions Chlorure mais elle représente une problématique 

importante aussi pour d’autres organes tels que le pancréas, le foie ou le système reproducteur. 

Généralement s’en suit une réaction inflammatoire importante puisque des infections bactériennes 

s’installent facilement à cause de la forte viscosité du mucus qui s’accumule de façon progressive dans 

les voies respiratoires et digestives. Ces infections peuvent être causées par la présence de Pseudomonas 

aeroginosa, Staphylococcys aureus et d’autres encore, et sont généralement la cause d'insuffisance 

respiratoire (Huang and LiPuma, 2016; Lund-Palau et al., 2016). 
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Concernant les patients atteints de mucoviscidose causée par une mutation non-sens, il n’existe toujours 

pas de thérapie qui puisse faire face à la faible espérance de vie et à la qualité de vie très difficile. En 

effet, les seuls traitements disponibles permettent d’améliorer et de soulager la qualité de vie mais 

beaucoup de limitations sont présentes. Une des premières molécules proposées est l’Ivacaftor. Puis, 

d’autres molécules sont apparues telles que le Lumacaftor, cette fois-ci pour la délétion ΔF508. La 

combinaison de le Lumacaftor et de l’Ivacaftor a donné un nouveau traitement pour la mucoviscidose 

chez les patients atteints de la délétion 508 dans le gène CFTR, appelé Orkambi (“New drug,” 2019) 

(site du clinicaltrials.gov). 

Figure 35 : Représentation du canal CFTR. La protéine CFTR est un canal ionique qui permet les 

échanges des ions Chlorure afin de garder le bon équilibre ionique dans la cellule. 

 

• Le double rôle du NMD dans le cancer 

Le rôle du NMD dans la tumorigenèse est très complexe. En effet, selon la nature de la mutation mais 

aussi selon le type de tumeur, le NMD peut accroitre l’agressivité cancéreuse, ou bien au contraire avoir 

un rôle protecteur contre le développement de la pathologie (Pawlicka et al., 2020).  

Certains cancers ont la capacité d’exploiter le NMD, notamment avec la diminution de l’expression de 

gènes bien précis tels que les gènes suppresseurs de tumeurs dégradés par le NMD. Physiologiquement, 

les gènes suppresseurs de tumeurs possèdent la capacité de ralentir la croissance et la division cellulaire, 

de réparer des erreurs dans l’ADN ou bien d’induire l’apoptose lorsque l’erreur ne peut être corrigée. 
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Ils protègent ainsi de l’apparition d’un cancer. Mais le développement de mutations dans ces gènes 

conduit à une progression tumorale (Wang et al., 2018). 

Dans d’autres cas, les cancers peuvent réguler l’activité du NMD afin de permettre une adaptation au 

microenvironnement tumoral. En effet, l’augmentation de l’expression de gènes liés à la réponse au 

stress entraine une meilleure adaptation de la tumeur et de la progression tumorale. Dans ce dernier cas, 

le NMD peut avoir une action protectrice puisqu’il peut dégrader des ARNm aberrants qui pourraient 

conduire à l’apparition de nouvelles mutations ou bien à produire une protéine tronquée conduisant à 

des phénomènes de chimiorésistance (Pawlicka et al., 2020). 

Aujourd’hui, une meilleure compréhension de l’implication du NMD dans la tumorigenèse permettrait 

une prise en charge plus adéquate et surtout une meilleure intervention thérapeutique (Popp and Maquat, 

2018). 

 

• L’activité du NMD contre la tumorigenèse 

L’activité bénéfique du NMD au sein de la tumorigenèse a été montrée après des études sur des 

mutations invalidantes de gènes codant pour les facteurs du NMD identifiées dans différents types de 

cancers. De façon spécifique, pour les carcinomes adénosquameux du pancréas (ASC) et les tumeurs 

myofibroblastiques inflammatoires du poumon (IMTs), il a été démontré que des mutations entrainant 

des altérations de l’épissage dans le gène UPF1 compromettent l’activité du NMD. De plus, certains 

gènes généralement régulés par le NMD sont retrouvés surexprimés et contribuent au phénotype sévère 

cancéreux (Liu et al., 2014; Lu et al., 2016; Nogueira et al., 2021). 

C’est le cas du gène codant pour MAP3K14 (mitogen activated protein kinase kinase kinase 14), 

impliqué dans la voie de signalisation NF-kβ (activator of the proinflammatory nuclear factor-kappa β) 

et faisant partie des substrats naturels du NMD, qui est surexprimé lorsque le gène codant la protéine 

UPF1 est muté. Les conséquences de cette surexpression sont la production de chémokines et des 

infiltrations immunitaires qui caractérisent le type de cancers (Lu et al., 2016). Ces observations 

cliniques ont été validées par des données expérimentales où la surexpression de UPF1 réduit le nombre 

et la taille des cellules tumorales en culture par rapport aux lignées contrôles. En effet, une analyse 

d’expression par microarrays dans des cellules d’ostéosarcome humain (U2OS) présentant une 

inhibition du NMD a démontré que le NMD a la capacité de contrôler l’expression d’une très grande 

variété de gènes impliqués dans les processus de tumorigenèse, tels que la croissance cellulaire, 

l’apoptose, la migration cellulaire mais aussi la signalisation de facteurs de croissance (Wang et al., 

2011b). 

Le processus métastatique pourrait être favorisé par une surexpression de la protéine UPF3 comme cela 

a été rapporté dans plusieurs cancers (Bao et al., 2020; Shum et al., 2016). En effet, UPF3 en 
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interagissant avec le facteur UPF2 conduit à inhiber le NMD ce qui entraine a priori l’expression de 

gènes oncogéniques réprimés par le NMD. 

Cette capacité du NMD a protégé de l’agressivité de la tumeur est visible non seulement par la régulation 

de l’expression de certains gènes mais aussi par la dégradation de transcrits porteurs de PTC pouvant 

codés pour des protéines tronquées dominantes négatives favorisant la progression tumorale. C’est le 

cas du gène suppresseur de tumeurs BRCA1 (breast and ovarian cancer-suceptibility gene 1) qui 

présente des mutations germinales entrainant des cancers mammaires et ovariens. Dans le cas de 

mutations hétérozygotes dominantes négatives, l’expression d’une forme tronquée du gène BRCA1 

cause l’apparition d’un phénomène de chimiorésistance, mais aussi une incapacité à induire l’apoptose 

et des conséquences négatives. Ces observations suggèrent que la protéine tronquée BRCA1 masque 

l’activité de la forme sauvage de BRCA1 (Fan et al., 2001; Pawlicka et al., 2020; Perrin-Vidoz, 2002).  

Le rôle du NMD dans la tumorigenèse reste encore controversé puisque son action dépend du type 

cancéreux mais aussi des gènes impliqués.  

 

• L’implication du NMD dans l’agressivité et la progression cancéreuse 

Si d’un côté l’activité du NMD peut avoir des effets bénéfiques contre la progression tumorale, de l’autre 

côté le NMD peut dégrader des transcrits dont le produit conduirait à interférer avec le développement 

tumoral. C’est le cas général des gènes suppresseurs de tumeurs qui peuvent garder une partie de leur 

fonctionnalité même si un PTC est présent dans leur séquence (Nogueira et al., 2021; Pawlicka et al., 

2020). Des exemples vont être décrits de suite. 

Généralement, lors de la tumorigenèse, certaines mutations dans les gènes suppresseurs de tumeurs 

conduisent à une perte de fonction. La conséquence qui en suit est que le gène est incapable de réguler 

la croissance cellulaire et ne peut éviter la transformation néoplasique (Wang et al., 2018). 

Un exemple de gène suppresseur de tumeurs où l’on peut voir l’apparition de PTC dans la séquence est 

le gène TP53 codant pour la protéine p53. Le gène TP53 est muté dans plus de 50% des cancers. Parmi 

ces mutations, les mutations non-sens représentent environ 8% des mutations (Carson and Lois, 1995; 

Petitjean et al., 2007; Soussi and Wiman, 2015; M. Zhang et al., 2018). 

Physiologiquement, la protéine p53 est un facteur de transcription qui assure l’arrêt du cycle cellulaire 

en réponse à un stress cellulaire tel qu’un dommage de l’ADN ou à l’apparition d’un phénomène 

d’hypoxie. En effet, p53 s’accumule dans la cellule et permet la transactivation de gènes cibles tels que 

CDKN1A (p21), GADD45, Bax, PUMA et d’autres encore, afin d’assurer la pause correcte du cycle 

cellulaire. Cet arrêt est nécessaire pour la correction du défaut de l’ADN et inhibe la prolifération 

cellulaire, afin d’éviter la transmission d’erreurs. Si l’erreur ne peut être corrigée, p53 se charge de 
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conduire la cellule vers l’apoptose (Harris and Levine, 2005). En absence de stress, l’expression de p53 

est réduite due à sa dégradation par le protéasome après ubiquitination par la protéine E3 ubiquitine 

ligase Mdm2. L’inactivation du gène TP53, et plus précisément la dégradation des transcrits codant la 

protéine p53, favorisent la progression tumorale puisqu’aucune protéine p53 n’est présente. En effet, 

une possible thérapie contre les cancers dus aux mutations non-sens du gène TP53 serait d’induire une 

inhibition du NMD afin de rétablir l’expression d’une protéine p53 tronquée. Cette protéine tronquée 

pourrait être partiellement ou totalement fonctionnelle, afin de faire face à l’agressivité de la tumeur 

(Harris and Levine, 2005; Martin et al., 2014). La mutation doit néanmoins avoir une position spécifique 

afin de permettre la synthèse d’une protéine tronquée, manquante d’une petite partie ou bien d’une partie 

non nécessaire à la fonction. 

Un autre exemple est donné par la protéine d’adhésion E-cadhérine qui retient partiellement sa fonction 

lorsqu’elle est sous forme tronquée et manquante de sa partie C-terminale, plus précisément manquante 

des derniers 73 acides aminés. Les mutations non-sens dans le gène CDH1 codant pour la E-cadhérine 

représentent un pourcentage très élevé. En effet, 80% des mutations provoquant l’apparition de cancers 

gastriques tels que le cancer gastrique héréditaire diffus HDGC sont dû à l’apparition de PTC (Karam 

et al., 2008; Kaurah et al., 2007; Sasaki et al., 2000). Il a été démontré que les mutations entrainant 

l’activation du NMD avec comme conséquence la dégradation de l’ARNm de l’E-cadhérine 1 

induisaient un développement précoce de la tumeur par rapport aux mutations échappant au NMD. En 

effet, le NMD est incapable de reconnaitre les mutations présentes à l’extrémité 3’ de l’ARNm avec 

comme conséquence la production d’une protéine tronquée. Les patients présentant ce cas de figure ont 

des risques réduits de développer la pathologie. Ces observations suggèrent que la présence d’une 

éventuelle protéine tronquée codée par un gène suppresseur de tumeurs est capable de limiter les effets 

néfastes de la tumeur par rapport à l’absence totale de la protéine en question. La perte de contrôle dans 

les processus apoptotiques mais aussi dans la prolifération cellulaire et la réparation de l’ADN entraine 

l’apparition et la transmission d’erreurs conduisant à une transformation maligne (Karam et al., 2008; 

Kaurah et al., 2007; Sasaki et al., 2000). 

Les approches thérapeutiques pour la correction des mutations dans les gènes suppresseurs de tumeurs 

ont vu un développement récent avec différentes stratégies proposées. Par exemple, l’inhibition du NMD 

serait une stratégie non négligeable puisqu’elle permettrait de réexprimer des gènes suppresseurs de 

tumeurs capables d’avoir une partie de leur fonctionnalité et faire face à la progression tumorale. Ces 

approches vont être traitées dans un deuxième temps (Pawlicka et al., 2020). 

 

• La modulation du NMD dans le microenvironnement tumoral  

Le microenvironnement tumoral semblerait induire une atténuation du NMD afin d’augmenter la 

progression cancéreuse mais aussi son adaptation. En effet, pendant la croissance incontrôlée de la 



112 

 

tumeur, les nutriments, les vaisseaux sanguins ainsi que l’environnement autour des cellules cancéreuses 

devient « insuffisant », c’est-à-dire que l’environnement n’est plus capable de subvenir aux besoins des 

cellules. Cette situation donne naissance à un environnement hypoxique, déprivé de nutriments, avec la 

production de ROS mais aussi la présence de stress du réticulum endoplasmique (ER), entrainant ainsi 

la phosphorylation de la protéine eIF2α et causant l’inhibition du NMD (Gardner, 2008; Giampietri et 

al., 2015; Karam et al., 2015; Nogueira et al., 2021; Wang et al., 2011b). L’inhibition du NMD causée 

par les stress permet une stabilisation et une expression importante de différents transcrits codant pour 

des facteurs répondant aux stress, fondamentaux pour les cellules cancéreuses à survivre aux conditions 

adverses de l’environnement tumoral (Wang et al., 2011b). 

Un exemple de réponse au stress avec comme conséquence l’inhibition du NMD est la surexpression de 

l’ARNm du gène ATF4 dans des tumeurs solides. L’ARNm en question est généralement une cible du 

NMD mais la déprivation de nutriments ainsi que le stress oxydatif entraine l’expression de ATF4 

permettant aux cellules cancéreuses de proliférer malgré les conditions désavantageuses (Shi et al., 

2019).  

Il reste encore beaucoup à découvrir de cette relation entre le NMD et l’adaptation des cellules au 

microenvironnement tumoral. 

 

7) Les stratégies proposées pour restaurer l’expression d’un ARNm porteur d’un 

PTC 

Environ 30% des maladies génétiques sont causées par l’apparition d’un PTC dans la séquence d’ARN, 

dont 11% des cas sont dues à des mutations non-sens et beaucoup d’entre elles ne possèdent pas encore 

de traitements satisfaisants (Frischmeyer, 1999; Miller and Pearce, 2014; Mort et al., 2008). 

Afin de trouver une possible voie thérapeutique, la première possibilité est d’interférer avec la 

reconnaissance des PTC sur les ARNm. Cette interférence permettrait d’un côté de restaurer l’expression 

d’un gène dont l’absence est la cause de la pathologie tel que les gènes suppresseurs de tumeurs ou bien 

le gène CFTR dans la mucoviscidose. D’un autre côté, l’inactivation du NMD permettrait l’expression 

aussi de substrats naturels nécessaires au bon fonctionnement de la cellule mais aussi à l’activation de 

processus biologiques tels que l’apoptose (Martin et al., 2014; Nogueira et al., 2021).  

Dans l’intention de corriger les mutations non-sens, différentes approches thérapeutiques ont été 

proposées. La première stratégie est celle d’induire un saut d’exon à l’aide d’oligoribonucléotides anti-

sens afin d’exclure l’exon contenant le PTC de l’ARNm (Dominski and Kole, 1993; Kole and Krieg, 

2015; Sierakowska et al., 1996; Wilton et al., 1999). Une autre approche est l’inhibition du NMD 

permettant la synthèse d’une protéine tronquée qui pourrait garder une partie ou la totalité de son activité, 

en faisant bien attention que la protéine n’ait pas d’effets toxiques pour la cellule. Enfin, une autre 
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technique est l’activation du mécanisme de translecture, notamment à l’aide de molécules permettant la 

synthèse d’une protéine de taille sauvage (Bordeira-Carriço et al., 2012; Martins-Dias and Romão, 2021; 

Palma and Lejeune, 2021; Trzaska et al., 2020). 

Les trois stratégies thérapeutiques pour la correction des mutations non-sens vont être décrite de suite. 

 

• Induire le saut de l’exon ou exon skiping 

Après la transcription, l’ARNm doit subir différentes étapes de maturation et doit être exporté dans le 

cytoplasme afin d’être traduit en protéine. Un des événements de la maturation de l’ARN pré-messager 

en ARN messager est l’épissage qui conduit à l’élimination de séquences introniques. Différentes 

isoformes peuvent être produites à partir d’une même séquence d’ARN pré-messager selon les régions 

présentes au final dans l’ARNm.  

Une stratégie thérapeutique proposée est l’induction du saut de l’exon, plus précisément faire en sorte 

que lors de l’épissage, l’exon où se trouve la mutation soit exclus de l’ARNm. La particularité de cette 

approche est qu’elle ne vise pas uniquement les mutations non-sens, mais aussi d’autres types de 

mutations pouvant avoir les mêmes conséquences comme des insertions, des délétions, ou des mutations 

faux sens (Dominski and Kole, 1993; Sierakowska et al., 1996; Wilton et al., 1999).  

Afin de moduler les profils d’épissage, des oligonucléotides antisens sont utilisés. Ces petites séquences 

d’acide nucléique viennent masquer les sites d’épissage entourant l’exon dans lequel se trouve le PTC 

(Takeshima et al., 2006).  

Le masquage peut se faire soit en 3’ soit en 5’ (3’ss ou 5’ss) soit sur les deux sites entourant l’exon à 

exclure. Le site « masqué » ne sera plus reconnu par le spliceosome conduisant au saut de l’exon (Li et 

al., 2018) (Figure 36).  

Figure 36 : Induire le saut de l’exon comme stratégie pour l’expression de l’ARNm. L’épissage 

constitutif a comme produit final un ARNm porteur d’un PTC qui est dégradé par le NMD. Le saut 

de l’exon conduit à un ARNm qui ne porte plus le PTC et pourra être traduit en protéine. 

Il est très important que la région manquante ne soit pas fondamentale au rôle de la protéine, puisque 

cela entrainerait des conséquences désastreuses. Dans le cas de la myopathie de Duchenne, il a été 

montré que la partie centrale correspondant au  domaine rod qui est composé de 24 répétitions du motif 



114 

 

spectrin like peut être amputé de plusieurs répétitions sans que cela n’affecte la fonction de la 

dystrophine (Aartsma-Rus and van Ommen, 2010; Lu et al., 2003; Wilton et al., 1999). Par conséquent, 

le saut d’un ou plusieurs exons codant ces répétitions peut être envisagé comme approche thérapeutique.  

Un autre critère à prendre en compte pour définir une approche par saut d’exon est que l’exon qu’on 

veut exclure doit avoir un nombre de nucléotides qui est un multiple de trois afin de ne pas induire un 

décalage du cadre de lecture.  

De nombreuses industries pharmaceutiques ont réussi à développer des oligonucléotides antisens ou 

molécules capables d’induire un saut de l’exon. C’est le cas pour la dystrophie musculaire de Duchenne 

où le premier oligonucléotide a été développé, le Drisapersen, par l’industrie Propensa Holding. Cet 

oligonucléotide est un 2’O-methyl-phosphorothioate (2’OMePS) qui assure le saut de l’exon 51 de la 

dystrophine (Kole and Krieg, 2015; Voit et al., 2014).  

Aujourd’hui, contre la dystrophie musculaire de Duchenne, trois traitements induisant le saut de l’exon 

ont été approuvés. C’est le cas de Exondys 51, appelé aussi Eteplirsen, développé par Sarepta 

Therapeutics, sous forme de phosphorodiamidate oligomère morpholino (PMO), qui permet le saut de 

l’exon 51 (Kole and Krieg, 2015; Lim et al., 2017).  

Puis, pour le saut de l’exon 53, le Vyondys 53, appelé aussi Golodirsen, a été proposé par encore une 

fois Sarepta Therapeutics et enfin le Viltepso ou viltolarsen, développé par Nippon Shinyaku, a été 

récemment approuvé par NS Pharma (Heo, 2020; Scaglioni et al., 2021).  

Il existe néanmoins différentes problématiques non négligeables. En effet, le saut de l’exon doit 

permettre de récupérer la phase ouverte de lecture originale et éviter à tout prix le décalage du cadre de 

lecture qui causerait des problématiques supplémentaires.  

Un autre désavantage est qu’il est impossible de maitriser le nombre d’exons qui sont éliminés, et de ce 

fait, la région manquante peut être plus ou moins importante. En effet, la protéine synthétisée doit 

conserver partiellement ou totalement sa fonction malgré la région absente afin que cette stratégie puisse 

garder son intérêt (Aartsma-Rus and van Ommen, 2010). 

 

• Inhibition du mécanisme de NMD 

Certaines pathologies sont causées par la présence d’un PTC dans la séquence d’ARNm qui est reconnu 

comme tel par le NMD et aucune protéine n’est alors synthétisée. Dans certaines situations, une quantité 

minimale de protéine synthétisée, même tronquée, pourrait être suffisante à diminuer la sévérité de la 

pathologie. Pour cela, l’inhibition du NMD représente une stratégie convenable pour l’expression d’une 

protéine tronquée. Cette approche cependant ne peut être limitée qu’à un nombre restreint de patients 

car la position de la mutation non-sens doit permettre la synthèse d’une protéine tronquée fonctionnelle 
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après inhibition du NMD. Cela signifie que la partie C-terminale manquante doit être aussi courte que 

possible et ne pas être absolument requise pour la fonction de la protéine (Figure 37). 

Figure 37 : L’inhibition du NMD conduit à la synthèse d’une protéine tronquée. 

L’inhibition du NMD présente principalement trois intérêts thérapeutiques dans le cancer (Lejeune, 

2016; Nogueira et al., 2021). Le premier intérêt de cette stratégie est la capacité à réexprimer des gènes 

suppresseurs de tumeurs porteurs d’un PTC. En effet, c’est le cas de nombreux cancers présentant des 

mutations non-sens avec l’absence d’expression de gènes suppresseurs de tumeurs tels que p53, PTEN 

mais aussi BRCA1 par exemple. La possible synthèse d’une protéine tronquée telle que p53, qui pourrait 

garder une partie de sa fonctionnalité, conduirait à des événements de protections tels que l’activation 

de l’apoptose en présence d’un inducteur et faire face aux événements favorisant la progression 

tumorale. Les inducteurs d’apoptose pouvant être utilisés sont par exemple le 5-fluorouracil, la 

staurosporine ou d’autres tels que la doxorubicine (Lejeune, 2016; Nogueira et al., 2021). 

Le NMD ne dégrade pas uniquement les transcrits aberrants mais possède aussi la capacité de réguler 

l’expression de substrats naturels. Parmi ces substrats naturels, des protéines apoptotiques ou toxiques 

sont retrouvées telles que GADD45 et CDKN1A/p21. L’inhibition du NMD conduit ainsi à la 

stabilisation de ces substrats naturels et donc à leur expression ce qui pourrait entrainer un effet anti-

tumoral (Lejeune, 2016; Nogueira et al., 2021; Pawlicka et al., 2020). 

Une autre caractéristique intéressante dans l’inhibition du NMD est l’activation du système immunitaire. 

L’expression d’ARNm porteurs d’un PTC peut entrainer une réponse antigénique. En effet, il a été 

démontré que l’accumulation de nombreuses mutations dans les cellules cancéreuses entrainent 
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l’apparition de PTC et lorsque le NMD est inhibé, les protéines synthétisées se retrouvent dégradées en 

petits peptides et présentés à la surface des cellules par le complexe majeur d’histocompatibilité I. Dans 

ce cas, les peptides correspondant aux parties C-terminales aberrantes seront alors reconnus par les 

cellules T comme des peptides du non-soi induisant une activation du système immunitaire (Gilboa, 

2013; Lejeune, 2016; Pastor et al., 2010). 

L’inhibition du NMD peut être réalisée par exemple à partir de siRNA dirigés contre les gènes codant 

pour les facteurs du NMD ou bien par l’utilisation de molécules chimiques inhibitrices du NMD.  

Parmi les molécules inhibitrices du NMD, des inhibiteurs de la traduction sont retrouvés, ce qui n’est 

pas si étonnant vu le lien entre le NMD et la traduction (voir partie 2 de ce même chapitre). Certains 

inhibiteurs de la traduction possédant une influence sur l’efficacité du NMD sont par exemple la 

cycloheximide (CHX), l’émétine, la puromycine, et la patéamine A (PatA) (Carter et al., 1995; Dang et 

al., 2009; Durand et al., 2007; Lejeune, 2016; Pawlicka et al., 2020; Popp and Maquat, 2015b). Le 

mécanisme d’action de ces inhibiteurs est variable selon la molécule en considération, mais un exemple 

est celui de la cycloheximide qui rend le ribosome incapable de continuer la phase d’élongation de la 

traduction et le PTC ne peut être reconnu par la machinerie traductionnelle (Carter et al., 1995). 

Avec un regard thérapeutique, il est difficile de croire à l’utilisation d’inhibiteurs de traduction pour des 

cas cliniques puisque l’arrêt de la traduction entrainerait des effets secondaires non négligeables. La 

toxicité causée par ces molécules avec une faible efficacité rend ainsi ces inhibiteurs non utilisables. 

Mais les inhibiteurs de la traduction ne sont pas les seules molécules à avoir un effet sur la régulation 

du NMD. D’autres molécules ont été identifiées, telles que la wortmannine et la caféine présentant un 

mode d’action similaire (Usuki et al., 2004). Dans ce cas, l’inhibition du NMD est la conséquence de 

l’inhibition de la protéine kinase SMG1. Certains composants de la famille des antibiotiques 

aminoglycosides tels que la généticine (G418) ont été identifiées comme étant des inhibiteurs du NMD 

(Correa-Cerro et al., 2005; Gonzalez-Hilarion et al., 2012). 

D’autres classes de molécules ont été étudiées au fils du temps avec l’identification d’une nouvelle 

molécule en 2007 faisant partie de dérivés d’indoles polycycliques. La molécule en question est appelée 

NMDI-1 (NMD Inhibitor 1). Durand et ses collègues ont démontré que l’inhibition du NMD était causée 

par la perte d’interaction entre la protéine UPF1 et SMG5, protéine impliquée dans la déphosphorylation 

de UPF1. Cette perte d’interaction entraine une stabilisation de la forme hyperphosphorylée de UPF1 

avec comme conséquence une concentration de cette dernière dans les P-bodies (Durand et al., 2007). 

Malheureusement, l’utilisation de NMDI-1 comme stratégie thérapeutique est limitée en raison de la 

structure de la molécule, caractéristique des agents intercalants de l’ADN (Hendry et al., 2007). 

En 2012, l’équipe a découvert une molécule appelée Amlexanox permettant de stabiliser les ARNm 

porteurs d’un codon stop prématuré. Afin de tester son efficacité sur l’inhibition du NMD, différents 
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gènes porteurs de PTC ont été étudiés tels que les gènes TP53, CFTR et DMD. L’inhibition du NMD 

atteint une valeur deux fois plus élevée que pour les cellules contrôles (Gonzalez-Hilarion et al., 2012). 

Deux ans après, la molécule NMDI14 découverte par Martin et ses collègues montre une inhibition sept 

fois plus importante que le niveau basal (Martin et al., 2014). 

Cette approche thérapeutique peut avoir des avantages tels que l’expression d’une protéine tronquée 

totalement absente pour certaines pathologies comme la mucoviscidose ou la DMD. Entre autres, le 

PTC doit être suffisamment localisé vers l’extrémité 3’ afin que la protéine synthétisée ne présente pas 

de délétion importante de la région C-terminale. 

Mais comme toute technique, elle présente aussi des inconvénients puisque l’inhibition du NMD n’est 

pas spécifique d’un seul ARNm. Les substrats naturels sont aussi la cible du NMD et la dérégulation de 

leur expression pourrait être la cause d’effets secondaires. 

 

• Activation de la translecture 

La translecture est un mécanisme conduisant le ribosome à ne pas reconnaitre un codon stop prématuré 

afin de poursuivre la traduction de la phase ouverte de lecture originale. En effet, l’utilisation par 

exemple de molécules favorisant l’entrée d’un ARNt sur le site A du ribosome lorsque celui-ci pause 

sur un PTC conduit à la synthèse d’une protéine de taille sauvage qui diffère au maximum d’un acide 

aminé. Aujourd’hui, la translecture représente une approche thérapeutique innovante et prometteuse.  

Cette approche sera traitée de façon détaillée dans le chapitre IV avec l’écriture de la revue (Palma and 

Lejeune, 2021).  

En conclusion, toutes les stratégies évoquées pour la correction des mutations non-sens présentent des 

points faibles. Une des solutions pour surmonter ces problématiques pourrait être la combinaison de ces 

approches, telle que l’inhibition du NMD avec l’activation de la translecture. En effet, l’inhibition du 

NMD permettrait une stabilisation des ARNm porteurs d’un PTC, substrats pour la translecture. La 

translecture pourrait ainsi avoir lieu sur une quantité plus élevée d’ARNm conduisant à une synthèse de 

protéine translue plus importante.
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IV. La traduction de l’ARNm et le mécanisme de translecture 

 

Pour bien fonctionner, la cellule nécessite la synthèse de plusieurs milliers de protéines ayant un rôle 

bien précis. La production des protéines est l’aboutissement d’une expression génique constituée de 

plusieurs étapes finement régulées. La toute première étape consiste en la transcription de séquences 

d’ADN portant l’information génétique en un intermédiaire, c’est-à-dire l’ARN qui va subir des étapes 

de maturation et d’export vers le cytoplasme. Les phases de maturation ont été décrites dans le chapitre 

II. L’ARNm est alors reconnu par la machinerie ribosomique afin d’être traduit en protéine (Proudfoot 

et al., 2002). 

 

1) La machinerie ribosomique 

Le ribosome est l’élément principal permettant de lire la séquence de nucléotides et de la traduire en 

acides aminés composant la protéine. Le ribosome est constitué de deux sous-unités, une grande et une 

plus petite, appelées respectivement chez les eucaryotes 60S et 40S. Les deux sous-unités ont des 

fonctions différentes mais l’une ne peut fonctionner sans l’autre. La petite sous-unité 40S assure la 

reconnaissance exacte du codon sur l’ARNm par l’ARN de transfert (ARNt ou tRNA), et plus 

précisément avec l’anticodon correspondant. Cette interaction est fondamentale puisqu’elle assure 

l’insertion des acides aminés codés par l’ARNm selon un ordre bien défini. La grande sous-unité 60S 

se dédie à la formation des liaisons peptidiques entre l’acide aminé nouvellement recruté au ribosome 

et la séquence peptidique grâce au centre ribosomal de la peptidyl-transférase (peptidyl- transferase 

centre) (Jackson et al., 2010; Sonenberg and Hinnebusch, 2009; Steitz, 2008). 

 

Figure 38 : La machinerie ribosomique. Le ribosome, composé des sous-unités 60S et 40S, scanne 

l’ARNm afin de le traduire en peptide. L’anticodon de l’ARNt chargé de l’acide aminé reconnaît le 
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codon présent sur l’ARNm dans le site A et insert l’acide aminé dans la chaine polypeptidique 

naissante dans le site P du ribosome. Une fois que l’ARNt n’est plus chargé, il traverse le site E afin 

de pouvoir se détacher du ribosome et de l’ARNm. 

 

L’assemblage des deux sous-unités donne naissance à la machinerie ribosomique et celle-ci présente 

trois sites de fixation des ARNt : le site A (site Aminoacyl) où l’ARNt-aminoacyl présentant l’acide 

aminé qui doit être incorporé au peptide se fixe initialement, le site P (site Peptidyl) qui représente le 

site intermédiaire où l’ARNt-peptidyl est positionné pour la liaison peptidique, et le site E (site Exit) où 

l’ARNt désacétylé se situe avant sa dissociation avec le ribosome (Steitz, 2008; Wilson and Doudna 

Cate, 2012) (Figure 38). 

La synthèse protéique est composée de trois étapes : l’initiation, l’élongation et la terminaison de la 

traduction. Les différentes étapes de la traduction chez les eucaryotes vont être décrites de suite. 

 

2) Les étapes de la traduction 

• L’initiation de la traduction 

L’initiation de la traduction nécessite au moins neuf facteurs d’initiation de la traduction (eukaryotic 

initiation factors ou eIFs), qui correspondent aux protéines eIF1, eIF1A, eIF2, eIF3, eIF4A, eIF4B, 

eIF4E, eIF4G et eIF5. L’initiation comprend deux grandes étapes subdivisées en plus petites au fur et à 

mesure des protéines qui sont recrutées. La première phase voit la formation du complexe d’initiation 

48S où le premier ARNt chargé est positionné sur le site P de la petite sous-unité ribosomique 40S. Le 

positionnement de l’ARNt dans le site P est dû à la reconnaissance et à l’interaction entre le codon de 

l’ARNm et l’anticodon de l’ARNt. La deuxième phase de l’initiation permet de relier le complexe 

d’initiation 48S avec la grande sous-unité ribosomique 60S, afin de former le ribosome 80S (Jackson et 

al., 2010). 

Le premier tour de traduction, ou pioneer round of translation, a été décrit tardivement par rapport aux 

tours de traductions qui lui succèdent (steady-state rounds) (Y. Ishigaki et al., 2001). 

En effet, si pour les tours qui suivent les informations sont nombreuses, pour le premier tour il reste 

encore des choses à découvrir. La première différence entre les deux est visible avec les protéines qui 

sont déposées au niveau de la coiffe et au niveau de la queue poly-A. Plus précisément, lors du premier 

tour de traduction se trouve le complexe protéique CBC sur la coiffe, composé des protéines CBP20 et 

CBP80 et on peut parler de tour de traduction « CBP80 dépendant ». En revanche, après le premier tour 

de traduction, le complexe CBC est remplacé par la protéine eIF4E, définissant les tours de traduction 

« eIF4E dépendants » (Maquat et al., 2010). Au niveau de la queue poly-A, après l’export de l’ARNm 
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sont présentes les protéines PABPN1 et PABPC1, où PABPN1 étant une protéine nucléaire sera 

remplacée par PABPC1 pour les tours de traduction suivants (Figure 39). 

Lors du premier tour de traduction et avant le positionnement du ribosome sur la séquence d’ARNm, un 

premier complexe ternaire est formé, appelé complexe de pré-initiation 43S. Ce complexe 43S est 

constitué de la sous-unité 40S, des facteurs eIF1, eIF1A et eIF3, ainsi que du complexe eIF2-GTP-Met-

tRNAi
Met (Hashem et al., 2013; Jackson et al., 2010; Steitz, 2008).  

Les protéines eIF4A (DEAD-box RNA helicase), eIF4B ainsi que eIF4G, qui constitue une plateforme 

d’ancrage pour d’autres protéines, ont été retrouvées fixées sur l’ARNm lors du premier tour. La 

protéine eIF4B interagit avec l’ARNm et a la capacité à stimuler l’activité hélicase de eIF4A, avec 

comme conséquence le déroulement de l’ARNm. Cet effet rend l’ARNm plus stable et « lisible » pour 

la machinerie ribosomique qui va y être déposée. 

Le dépôt du complexe 43S sur l’ARNm dans la région 5’-UTR donne vie à un nouveau complexe, appelé 

complexe 48S. Ce nouveau complexe ribosomique formé commence à scanner l’ARNm, et plus 

particulièrement la région 5’-UTR vers l’extrémité 3’ jusqu’à atteindre le codon d’initiation de la 

traduction (très souvent AUG) présentant un « environnement » ou contexte de séquence approprié 

(Eliseev et al., 2018; Kozak, 1986). Ce contexte nucléotidique favorable est représenté par la séquence 

de Kozak, une séquence consensus qui est la suivante :  GCC(A/G)CCAUGG. Les facteurs eIF1, eIF2 

et eIF5 ainsi que du tRNAi
Met, c’est-à-dire du premier ARNt qui compose les protéines, permettent la 

reconnaissance de cette séquence. Lorsque l’appariement codon-anticodon est validé entre le premier 

ARNt et le codon AUG, eIF5 hydrolyse le GTP d’eIF2, entrainant le détachement des facteurs eIF1, 

eIF3 et eIF5. 

La phase de « scanning » présente deux processus connectés entre eux : le premier est le déroulement 

de possibles structures secondaires de l’ARNm dans la région 5’UTR et le deuxième permet le 

mouvement du ribosome tout le long de la séquence nucléotidique (Jackson et al., 2010; Pestova et al., 

2001). 

Une autre protéine intervenant dans la phase d’installation de la machinerie traductionnelle sur l’ARNm 

est la protéine DHX29 (DExH-box helicase 29) qui se fixe sur la sous-unité 40S et semble augmenter la 

processivité du ribosome, c’est-à-dire sa capacité à avancer et à lire la séquence d’ARNm (Hashem et 

al., 2013; Pisareva et al., 2008).  
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Figure 39 : L’initiation de la traduction. A gauche, le premier tour de traduction est représenté. A 

droite, les tours suivants de la traduction sont schématisés. 
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Lors de la lecture du ribosome, la particularité du premier tour de traduction est que la machinerie 

ribosomique est capable de détacher les EJC présents sur l’ARNm, déposés lors de l’épissage des exons 

au niveau des jonctions exoniques. Les tours suivants ne présenteront pas de complexes EJC. 

Après la fin du premier tour de traduction et après le recyclage des différents composants qui sera détaillé 

lors de l’explication de la terminaison de la traduction, le nouveau tour peut avoir lieu. La seule 

particularité en plus des connaissances du premier tour de traduction est qu’après la formation du 

complexe 43S, l’ARNm est reconnu par le complexe eIF4F et par les protéines eIF4B et eIF4H au niveau 

de la coiffe en 5’-UTR de l’ARNm. L’action coopérative de ces différentes protéines favorise le dépôt 

du complexe 43S sur la séquence d’ARNm. Le complexe eIF4F est constitué de la protéine eIF4G qui 

permet de former une plateforme sur laquelle les autres protéines viennent se fixer, tels que la protéine 

de la coiffe eIF4E, l’hélicase eIF4A (DEAD-box RNA helicase), le facteur d’initiation eIF3 et la protéine 

PABP (Jackson et al., 2010; Pestova et al., 2001; Rogers et al., 2001). Lors du premier tour de traduction, 

il n’y a pas d’évidence que le complexe eIF4F soit composé des mêmes protéines que pour les tours 

suivants. La seule information connue est que eIF4G est présente lors du premier et des tours suivants 

et permet de former une plateforme d’interaction avec notamment la protéine CBP80 (Lejeune et al., 

2004). 

Lorsque le codon d’initiation est reconnu, les facteurs eIF5 et eIF5B permettent l’hydrolyse du GTP, 

précédemment fixé sur le facteur eIF2. Les deux facteurs eIF5 et eIF5B sont aussi importants dans la 

libération des facteurs d’initiation de la traduction et dans le recrutement de la grande sous-unité 

ribosomique 60S, afin de former le ribosome 80S. Ce complexe commence ainsi une nouvelle étape de 

la traduction : la phase d’élongation de la traduction (Pisareva and Pisarev, 2014). 

 

• L’élongation de la traduction 

Cette étape qui suit la phase d’initiation de la traduction permet de commencer la synthèse de la protéine 

à partir de la séquence d’ARNm et l’élongation de celle-ci sur la région C-terminale avec l’ajout 

consécutif des acides aminés correspondant à l’information génétique. 

Le premier facteur à intervenir dans l’élongation du peptide est le facteur d’élongation de la traduction 

eucaryote eEF1A qui, après l’hydrolyse du GTP, recrute l’ARNt-aminoacyl sur le site A du ribosome 

(Andersen et al., 2003; Browne and Proud, 2002). 

L’hydrolyse du GTP par eEF1A est effectuée uniquement après la reconnaissance du codon de l’ARNm 

par l’anticodon de l’ARNt. Successivement, eEF1A et le GDP formé sont libérés et recyclés par eEF1B 

afin d’être prêts pour le prochain ARNt chargé qui doit être positionné dans le site A du ribosome.  
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L’ARNt-aminoacyl dans le site A est ensuite décalé vers le site P où la liaison entre la séquence naissante 

du peptide et l’acide aminé devant être incorporé a lieu. Après la liaison peptidique, l’ARNt qui n’est 

plus chargé, c’est-à-dire qui est désacétylé, doit transloquer du site P vers le site E de sortie. Cette 

translocation est dirigée par la protéine eEF2 et l’hydrolyse d’une molécule de GTP assure l’avancement 

du ribosome sur la séquence d’ARNm en direction 3’ (Dever et al., 2018; Dever and Green, 2012) 

(Figure 40). 

L’ARNt-aminoacyl suivant va prendre la place dans le site A à l’aide de la protéine eEF1A avec une 

nouvelle molécule de GTP. L’insertion des acides aminés dans la séquence peptidique va continuer et 

la protéine va être synthétisée au fur et à mesure. 

 

Figure 40 : Représentation de l’élongation de la traduction.  

 

• La terminaison de la traduction et le recyclage des composants 

La terminaison est la dernière étape de la traduction. C’est à cette étape que la protéine synthétisée est 

complète et doit se détacher de la machinerie ribosomique. Le codon stop physiologique terminant la 

phase ouverte de lecture peut être représenté sous trois formes : UGA, UAG et UAA. Lorsque ce codon 
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stop se situe dans le site A du ribosome, les facteurs de terminaison de la traduction eRF1 et eRF3 sont 

recrutés (eukaryotic release factors), donnant naissance au complexe de terminaison (Alkalaeva et al., 

2006; Dever and Green, 2012). 

Le facteur eRF1 est composé de trois domaines présentant différentes caractéristiques. Le domaine N-

terminal permet la reconnaissance du codon stop sur l’ARNm. Le domaine central est celui qui permet 

de mimer un ARNt et de permettre au facteur eRF1 de se localiser dans le site A du ribosome. En 

revanche, le domaine C-terminal interagit avec eRF3 (Dever and Green, 2012; Muramatsu et al., 2001; 

Palma and Lejeune, 2021; Song et al., 2000). 

Le facteur eRF3 est une GTPase qui voit son activité stimulée suite à son interaction avec  la protéine 

PABP, notamment en fin de traduction (Hoshino et al., 1999; Kozlov and Gehring, 2010). 

La protéine ARN hélicase DDX19 interagit initialement avec le facteur eRF1 et a la capacité de 

permettre l’interaction entre eRF1 et eRF3 en formant un complexe afin de promouvoir la terminaison 

de la traduction (Palma and Lejeune, 2021). Suite au recrutement du complexe eRF1-eRF3-GTP sur la 

séquence d’ARNm, l’hydrolyse d’une molécule de GTP permet au facteur eRF1 de se fixer dans le 

centre ribosomique de la peptidyl-transférase, mimant ainsi un ARNt. Entre autres, l’hydrolyse du GTP 

libère le facteur eRF3 permettant l’accommodation de eRF1 dans le site A et le détachement de la chaine 

peptidique (Dever and Green, 2012; Song et al., 2000) (Figure 41). 

A la fin de la traduction, le ribosome 80S qui reste fixé sur l’ARNm et qui présente un ARNt désacétylé 

mais aussi les facteurs eRF1 et eRF3, vont être recyclés pour un nouveau tour de traduction. En effet, il 

faut savoir que la traduction est un processus cyclique où les sous-unités et certaines protéines 

impliquées dans la traduction sont recyclées après chaque terminaison de la traduction en présence du 

complexe ribosomial post-terminaison (post-termination ribosomal complexe ou post-TC) (Pisarev et 

al., 2007).  

Une protéine nécessaire au recyclage est l’ATPase cytosolique ABCE1 (ATP-binding cassette subfamily 

E member 1), recrutée sur l’ARNm et remplace le facteur eRF3 (Pisarev et al., 2010). L’hydrolyse de 

l’ATP assure la dissociation des sous-unités, du dernier ARNt désacétylé et des protéines présentes. 

Certains facteurs d’initiation tels que eIF1, eIF1A et eIF3 interviennent dans le recyclage et restent lié à 

la sous-unité 40S afin d’empêcher la réassociation avec la sous-unité 60S lors du recyclage (Palma and 

Lejeune, 2021; Rees et al., 2009). 
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Figure 41 : La terminaison de la traduction et le recyclage des protéines impliquées dans la 

traduction. 

 

3) Le mécanisme de la translecture 

A partir d’un ARNm, la traduction de la séquence permet l’expression des informations portées par le 

gène en synthétisant une protéine ayant une fonction bien précise. La traduction passe par trois étapes 

déjà décrites, notamment l’initiation, l’élongation et la terminaison de la traduction avec comme produit 

final une protéine.  

La reconnaissance du codon stop physiologique est fondamentale afin de synthétiser une protéine de 

taille sauvage mais parfois, le ribosome ne reconnait pas le codon d’arrêt et continue à scanner et à 
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ajouter les acides aminés en allongeant la chaine peptidique. Cet événement est appelé translecture et 

peut être de trois types selon son activation : programmée, non-programmée ou induite par des 

molécules.  

Pour le traitement de certaines pathologies bien spécifiques, la translecture représente une stratégie 

thérapeutique envisageable.  

Cette revue expose les événements liés à la translecture tels que les facteurs cis et trans impliqués dans 

le mécanisme, mais aussi les traitements et les nouvelles stratégies proposées aujourd’hui. 
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ABSTRACT

Recognition of the stop codon by the translation machinery is essential to terminating translation at the right position and
to synthesizing a protein of the correct size. Under certain conditions, the stop codon can be recognized as a coding codon
promoting translation, which then terminates at a later stop codon. This event, called stop codon readthrough, occurs
either by error, due to a dedicated regulatory environment leading to generation of different protein isoforms, or through
the action of a readthrough compound. This review focuses on the mechanisms of stop codon readthrough, the nucleo-
tide and protein environments that facilitate or inhibit it, and the therapeutic interest of stop codon readthrough in the
treatment of genetic diseases caused by nonsense mutations.
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I. INTRODUCTION

For cells to function properly, genetic information must be
faithfully expressed in RNAs or proteins. A key step in the gene
expression pathway is translation from messenger RNA
(mRNA) to protein. Translation obeys very specific rules, such
as starting at an initiation codon (very often an AUG codon)
and stopping at one of the three stop codons UAA, UAG, or
UGA, in order to ensure accurate protein length. Sometimes,
however, rules can be bypassed, and translation is no excep-
tion. Under specific conditions, ribosomes may ignore stop
codons, continuing with translation and extending the C-
terminal part of the nascent protein. The C-terminally
extended protein may acquire a new functional domain in this
way. The absence of termination codon recognition is called
stop codon readthrough. Although this can constitute a decod-
ing error, stop codon readthrough can also be a means of
expressing different protein isoforms and may represent a
therapeutic solution for some pathologies.

This review discusses the different molecular factors that
regulate translation termination and stop codon read-
through, mainly in higher eukaryotes. It also outlines the
potential of this mechanism in terms of basic science and clin-
ical applications to advance understanding of pathways of
gene expression and in the development of therapeutic
approaches for nonsense-mutation-related genetic diseases.
Potential clinical applications of a stop codon readthrough
strategy have recently been discussed in several reviews
(Dabrowski, Bukowy-Bieryllo, & Zietkiewicz, 2018; Bezzerri
et al., 2020; Morais, Adachi, & Yu, 2020; Sharma, Keeling, &
Rowe, 2020), hence we focus here on the molecular
mechanisms leading to stop codon readthrough.

II. TRANSLATION TERMINATION

Translation is a process that promotes amino acid polymeriza-
tion leadingtoapeptidesequencebasedonanmRNAsequence.
The ribosome carries out translation with the help of cofactors,
ensuring accurate decoding of the open reading frame (ORF)
(Merrick, 1992; Dever, Kinzy, & Pavitt, 2016; Kapur, Mona-
ghan, & Ackerman, 2017). Misincorporation of an amino acid
occurs at a very low rate. For example, misincorporation of a
lysine instead of an arginine during translation of protamine
mRNA has been estimated at only 0.06 to 0.2% (Mori
et al., 1985). Site A of the ribosome is where the transfer RNA
(tRNA) carrying an amino acid hybridizes with a codon via its
anticodon sequence, thus bringing to the growing polypeptide
chain the next amino acid to be incorporated (Fig. 1A). tRNAs
are subject to numerous post-transcriptional modifications that
stabilize their tertiary and quaternary structures and also favour
codon–anticodon interaction in the ribosome by changing the
polarity of the modified base and allowing additional interac-
tions with the ribosome (Grosjean &Westhof, 2016). It is estab-
lished that post-transcriptional modifications of tRNAs play a
role in the fidelity of codon recognition, and their absence can

lead to increased codon recognition by near-cognate tRNAs
(Blanchet et al., 2018).
Translation termination occurs when site A of the ribo-

some reaches one of three stop codons (UAA, UAG or
UGA) in frame with the translation initiation codon
(Fig. 1A). In human cells, the only tRNA to recognize these
stop codons is tRNA[Ser]Sec, which carries the amino acid
selenocysteine and pairs with UGA stop codons in a
dedicated environment such as a selenocysteine insertion
sequence (SECIS) combined with the presence of SECIS
binding-protein 2 (SBP2) (Labunskyy, Hatfield, &
Gladyshev, 2014). When the ribosome reaches a stop codon,
competition occurs between the translation termination
complex and near-cognate tRNAs recognizing two of the
three bases constituting the stop codon. Likely because of a
lower energetic stability of stop codon recognition by a
near-cognate tRNA, the translation termination complex is
recruited in more than 99.9% of cases (Rajon &
Masel, 2011; Floquet et al., 2012). UAG and UAA stop
codons share the same near-cognate tRNAs, which differ
from those recognizing UGA stop codons. The amino acids
glutamine, tyrosine, and lysine are incorporated during
UAG or UAA readthrough, whereas arginine, cysteine, and
tryptophan can be incorporated during UGA readthrough,
consistent with their positions in the genetic code table
(Feng et al., 1990; Roy et al., 2015). Yet our understanding
of stop codon misdecoding by near-cognate tRNAs is far
from complete, since other amino acids have also been found
to be incorporated during readthrough, according to the
nonsense mutation and its nucleotide context. In particular,
leucine is the main amino acid incorporated during read-
through of the UGA nonsense mutation at position 1282
(mutation W1282X) of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) gene (Xue et al., 2017). It is
important to note that the protein synthesized may or may
not be functional according to the amino acid incorporated
at the site of the nonsense mutation, if this position is crucial
for the function or stability of the protein.
The translation termination complex is composed of at

least two subunits, called eukaryotic release factors (eRFs)
1 and 3 (Fig. 1A). The eRF1 subunit mimics a tRNA and
enters the A site of the ribosome to recognize the stop codon
(Song et al., 2000; Muramatsu et al., 2001). In eukaryotic cells,
interestingly, eRF1 recognizes all three stop codons, whereas
in prokaryotic cells, two release factors (RFs) are necessary:
RF-1 recognizes UAA and UAG stop codons, whereas
RF-2 recognizes UAA andUGA stop codons. To understand
how eRF1 recognizes all three stop codons, Brown et al. (2015)
used cryo-electron microscopy and a catalytically inactive
eRF1 to show that glutamic acid at position 55 and tyrosine
at position 125 of eRF1 discriminate between purines and
pyrimidines at the second and third base positions of a codon.
They thus play a crucial role in the ability of eRF1 to recog-
nize stop codons (Brown et al., 2015). The eRF3 subunit is a
GTPase whose activity is stimulated mainly by interaction
with either the polyA-binding protein (PABP), when transla-
tion termination occurs at the physiological stop codon, or
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the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) factor UPF3X
(also called UPF3B), when translation termination occurs at a
premature termination codon (PTC) (Neu-Yilik et al., 2017).
When eRF3 catalyses conversion of GTP to GDP, it induces
a conformational change in the structure of eRF1, promoting
translation termination through release of the nascent pep-
tide chain and replacement of eRF3 by the ATPase ABCE1
(ATP binding cassette subfamily E member 1). ABCE1 will
then hydrolyse ATP to ADP to promote recycling of the
two ribosomal subunits (Fig. 1A). In addition to the stop
codon and to certain proteins located downstream of the stop
codon (PABP or UPF3X for instance), the nucleotide envi-
ronment around the stop codon, and particularly certain
post-transcriptional modifications, may influence the transla-
tion termination process. A transcriptome-wide mRNA
methylation analysis has revealed a high level of methylation
at position 6 of adenosine (m6A) at the end of the ORF and
the beginning of the 30 untranslated region (UTR), in the
vicinity of the stop codon. This deserves further investigation
and clarification, as it suggests a possible role of this mark in
translation termination (Meyer et al., 2012; Li et al., 2014).

III. DIFFERENT TYPES OF STOP CODON
READTHROUGH

Although translation termination must be a very efficient
process to ensure the correct protein size, under certain con-
ditions or at a very low rate, a near-cognate tRNA can be
recruited to the A site of the ribosome when the latter reaches
a stop codon. The consequence of this is that translation con-
tinues until a later stop codon that promotes translation ter-
mination. This event is called stop codon readthrough
(Fig. 1B). Several types of readthrough can occur at stop
codons, depending on the presence of regulatory elements
or of readthrough-promoting molecules (Fig. 2).

(1) Non-programmed translational readthrough

In the absence of any readthrough molecules, readthrough of
any physiological stop codon or PTC can occur at a basal
level. This readthrough can be considered a translation error

and is referred to here as non-programmed translational
readthrough (Fig. 2A). This type of readthrough is a rare
event, calculated as less than 0.1% in more than 80% of cases
(Fearon et al., 1994; Rajon & Masel, 2011; Floquet
et al., 2012). Interestingly, the likelihood of non-programmed
translational readthrough depends on the identity of the stop
codon. It is highest at the UGA stop codon, whereas transla-
tion termination is most efficient at the UAA stop codon. In
the case of PTCs, this very low readthrough rate is partly
due to competition between near-cognate tRNAs and release
factors, in favour of the former, but it is also due in part to
activation of the surveillance mechanism provided by
NMD, which results in silencing of the gene (He &
Jacobson, 2015; Kurosaki & Maquat, 2016; Lejeune, 2017;
Gupta & Li, 2018). Non-programmed translational read-
through thus occurs on the fraction of PTC-carrying mRNAs
that escape NMD (Kuzmiak & Maquat, 2006).
Although the amount of protein generated by non-

programmed translational readthrough is minute compared
to the amount of protein produced without readthrough of
a physiological stop codon or from the wild-type mRNA in
the case of a PTC, the consequences of non-programmed
translational readthrough can be considerable. For example,
the phenotypes of patients suffering from the same pathology
and carrying the same nonsense mutation may vary even
though they should be identical due to silencing of the
mutant gene. Some cystic fibrosis patients with a nonsense
mutation that one would assume to cause a severe phenotype
due to the absence of the CFTR protein actually show mild
pulmonary damage (Cutting et al., 1990; Kerem
et al., 1990). The level of non-programmed translational
readthrough has been proposed to explain this mild pheno-
type, allowing some functional full-length CFTR protein to
be synthesized.

(2) Programmed translational readthrough

The second type of readthrough is called programmed trans-
lational readthrough (Fig. 2B). It targets specific mRNAs
(Freitag, Ast, & Bolker, 2012; Dunn et al., 2013; Loughran
et al., 2018) and is a proteome-expanding mechanism allow-
ing synthesis of specific protein isoforms with particular

(Figure legend continued from previous page.)
Fig. 1. Comparison of translation termination and stop codon readthrough mechanisms. (A) Translation termination. When the
ribosome reaches a stop codon, in most cases the translation termination complex is recruited. When the A site of the ribosome
covers a stop codon, eRF3 and ABCE1 interact with the ribosome. ABCE1 recruits the Dbp5/DDX19-eRF1 complex, likely with
the help of PABPC1. Dbp5/DDX19 then hydrolyses ATP to ADP, promoting its own departure. The energy supplied by
eRF3-driven GTP hydrolysis favours a change in the conformational structure of eRF1, with subsequent dissociation of the
synthesised peptide. ABCE1-driven ATP hydrolysis supplies energy for the release of the ribosome, which is then recycled.
(B) Stop codon readthrough. At a very low rate or under certain conditions (drugs, eIF3, regulatory elements), a near-cognate
tRNA, rather than the translation termination complex, is recruited when the ribosome reaches a stop codon. The elongation
factor EF-Tu allows polymerization of the peptide, with GTP hydrolysis leading to continuation of translation to the next stop
codon. ABCE1, ATP-binding cassette sub-family E member 1; DDX19, DEAD-box helicase 19B; EF-Tu, elongation factor
thermo unstable; eIF3, eukaryotic initiation factor 3; eRF, eukaryotic release factor; GGQ, glycine-glycine-glutamine motif;
mRNA, messenger RNA; PABP, polyA-binding protein; tRNA, transfer RNA.
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functions. It is thus a way to synthesize two isoforms of a pro-
tein from onemRNA. A specific regulatory mechanism inter-
venes at the physiological stop codon either to terminate
translation at the first stop codon in phase with the initiation
codon starting the ORF or to promote its readthrough so as
to terminate translation at one of the downstream stop
codons in phase with the initiation codon. This type of

readthrough has been identified in viruses, fungi, Drosophila
spp., and mammals. In human cells, programmed transla-
tional readthrough is thought to be a very rare event,
reported to affect the expression of only a dozen genes: the
opioid receptor Kappa 1 (OPRK1), opioid related nocicep-
tin receptor 1 (OPRL1), aquaporin 4 (AQP4), mitogen-
activated protein kinase 10 (MAPK10), peroxisomal lactate

Fig. 2. Different types of stop codon readthrough. (A) Non-programmed translational readthrough. This type of readthrough occurs
at a basal level without any regulatory elements and without the presence of readthrough molecules. This readthrough happens at
premature termination codons (PTCs) and physiological stop codons at a very low rate. (B) Programmed translational
readthrough. Some mRNAs are subject to readthrough of the physiological stop codon, due to the presence of regulatory
elements. This type of readthrough is more efficient than that shown in A. (C) Induced translational readthrough. The presence of
molecules (aminoglycosides or non-aminoglycosides) promotes activation of readthrough. This type of readthrough is more
efficient than that shown in A. DDX19, DEAD-box helicase 19B; eRF, eukaryotic release factor; GGQ, glycine-glycine-glutamine
motif; mRNA, messenger RNA; PABP, polyA-binding protein; tRNA, transfer RNA; UTR, untranslated region.

Biological Reviews (2020) 000–000 © 2020 Cambridge Philosophical Society

Mechanism of translational readthrough 5



dehydrogenase B (LDHB), malate dehydrogenase (MDH1),
vitamin D receptor (VDR), vascular endothelial growth fac-
tor A (VEGFA), myelin protein zero (MPZ), and beta-globin
genes (Geller & Rich, 1980; Chittum et al., 1998; Yamaguchi
et al., 2012; Eswarappa et al., 2014; Loughran et al., 2014,
2018; Schueren et al., 2014). It appears more frequent in
other species. In Drosophila melanogaster, for example, the
expression of several hundred genes is regulated via this read-
through process (Lin et al., 2007). Similarly, some 5% of yeast
genes appear to be subject to programmed translational
readthrough (Kleppe & Bornberg-Bauer, 2018). An in silico

analysis aiming to identify physiological stop codons puta-
tively subject to programmed translational readthrough sug-
gests that this process may actually occur more frequently
than previously thought in many species, including humans
(Dunn et al., 2013; Jungreis et al., 2016). Consistent with these
results, ribosome profiling performed on human foreskin
fibroblasts revealed 42 genes as potentially subject to pro-
grammed translational readthrough. Interestingly, this pro-
cess has been shown to generate C-terminally extended
proteins very efficiently, with the amount of protein formed
exceeding the amount of unextended product protein by up
to 30% (Loughran et al., 2014; Singh et al., 2019). This sug-
gests that specific translation termination regulation occurs
at these physiological stop codons and that cis elements and
trans-acting factors must be involved in promoting an excep-
tionally high rate of readthrough. Some such elements have
been identified and are described in Section IV.

(3) Induced translational readthrough

The third type of stop codon readthrough is PTC read-
through promoted by certain molecules (Fig. 2C), here
termed induced stop codon readthrough. When the ribo-
some reaches a stop codon, the presence of such molecules
favours recruitment of near-cognate tRNAs instead of the
translation termination complex. In early studies, aminogly-
cosides were shown to facilitate this type of readthrough pro-
cess in bacteria and yeast (Singh, Ursic, & Davies, 1979). The
first evidence of induced nonsense mutation readthrough in
mammalian cells was reported a few years later in a study
of G418 and paromomycin aminoglycosides (Burke &
Mogg, 1985). Since then, both aminoglycoside and non-
aminoglycoside molecules have been identified as read-
through molecules (see Section IV) that might potentially
be used to treat nonsense-mutation-related pathologies.

Several lines of evidence indicate that induced transla-
tional readthrough occurs at PTCs and not at physiological
stop codons. The nucleotide and protein environments
around physiological stop codons have been evolutionarily
selected to facilitate translation termination. This is not true
of PTCs, since they appear through mutation in an environ-
ment selected to promote translation and not translation ter-
mination. While PTCs do promote translation termination,
they are more sensitive to readthrough than physiological
stop codons. Although several studies using readthrough
molecules have shown the absence of readthrough at

physiological stop codons (Welch et al., 2007; Benhabiles
et al., 2017; Trzaska et al., 2020), it remains necessary to dem-
onstrate for each new molecule that it does not impact trans-
lation termination at physiological stop codons.
Interestingly, the efficiency of translational readthrough

induced by a molecule may be related to the level of non-
programmed translational readthrough (basal level of read-
through) occurring at the stop codon in the absence of that
molecule: the higher the level of basal readthrough, the more
efficient the readthrough promoted by molecules such as
aminoglycosides (Floquet et al., 2012), which should be taken
into account when implementing a therapeutic approach for
a given nonsense mutation.

IV. PARAMETERS INFLUENCING STOP CODON
READTHROUGH

The basal readthrough level varies from one stop codon to
another, as shown in various studies (Fearon et al., 1994;
Rajon & Masel, 2011; Floquet et al., 2012). The identity of
the stop codon influences this level, but other elements acting
in cis or trans can also modulate the efficiency of PTC or
physiological stop codon readthrough. Such elements can
influence all three types of stop codon readthrough.

(1) Cis elements activating stop codon readthrough

Stop codon readthrough efficiency can be influenced by var-
ious factors, including the identity of the stop codon and the
nucleotide sequence surrounding it (Howard et al., 2000;
Bidou et al., 2004). Results from studies where a PTC was
introduced into a reporter gene show that the UGA stop
codon is the most permissive to readthrough and the UAA
stop codon is the least permissive (Howard et al., 2000; Man-
uvakhova, Keeling, & Bedwell, 2000; Bidou et al., 2004; Flo-
quet et al., 2012; Wangen & Green, 2020). However, these
properties can be altered by the nucleotide context of the stop
codon (Bonetti et al., 1995;McCaughan et al., 1995; Cassan &
Rousset, 2001). In particular, counting the first nucleotide of
the stop codon as position +1, the nucleotide at position +4
strongly influences translation termination efficiency. It
appears that a purine at this position, as found in about
90% of the most highly expressed human genes, favours
translation termination (Tate & Mannering, 1996), whereas
a pyrimidine facilitates readthrough (Brown et al., 1990;
McCaughan et al., 1995; Tate &Mannering, 1996). In partic-
ular, the presence of a cytosine at position+4 has been shown
to allow, in most cases, the most efficient stop codon suppres-
sion (Phillips-Jones, Watson, & Martin, 1993; Howard
et al., 2000; Floquet et al., 2012; Wangen & Green, 2020),
although this is not an absolute rule. The nucleotide environ-
ment most favourable to efficient readthrough also depends
on the identity of the stop codon. Manuvakhova et al. (2000)
found cytosine to be the most favourable nucleotide at posi-
tion +4 for promoting readthrough of UGA and UAA stop
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codons, but readthrough of UAG stop codons was most effi-
cient when the other pyrimidine, uracil, is present at that
position.

The nucleotide immediately following the stop codon is
not the only nucleotide that can influence readthrough effi-
ciency. Several studies have demonstrated that some down-
stream nucleotides can favour readthrough. Recently, a
study measuring stop codon readthrough by ribosome profil-
ing showed that the two nucleotides immediately down-
stream of the stop codon strongly influence readthrough
efficiency (Wangen & Green, 2020). The authors concluded
that enrichment in adenosines or uridines in the vicinity of
the stop codon favours stop codon readthrough, whereas
enrichment in guanosines or cytosines favours translation ter-
mination. Other studies have demonstrated that both
upstream and downstream sequences influence the read-
through rate at a stop codon. In particular, CAA sequences
upstream and downstream of a UAG stop codon in the ste6

gene in yeast or in a reporter gene have been shown to act syn-
ergistically to promote readthrough (Fearon et al., 1994; Bone-
tti et al., 1995; Manuvakhova et al., 2000; Xue et al., 2014).

According to the reporter system used to investigate read-
through efficiency, the upstream and downstream consensus
sequences favouring stop codon readthrough may differ
slightly. For example, the downstream sequences CAR
YYA (where R is a purine and Y is a pyrimidine) and CAR
NBA (where N is any of the four nucleotides and B can
be U, C or G) seem to favour stop codon readthrough
(Beier & Grimm, 2001; Namy, Hatin, & Rousset, 2001;
Harrell, Melcher, & Atkins, 2002). These hexanucleotide
sequences are found in several virus and cell genes associated
with the regulation of programmed translational read-
through (Skuzeski et al., 1991). The upstream sequence can
also affect readthrough efficiency. For example, one study
found that the nucleotide sequence spanning positions −6
to +9 influences readthrough rate. In particular, positions
−1 and +4 were crucial for readthrough activation, and the
sequence U STOP C has been reported as the consensus
sequence for efficient readthrough (Floquet et al., 2012). Sup-
porting the idea of involvement of the upstream sequence in
promoting readthrough, a recent study on the glycosyltrans-
ferase gene B4GALNT1 has demonstrated that the base trip-
let AGC, immediately upstream and downstream of the
PTC, is required for efficient basal readthrough generated
by the M4 nonsense mutation at amino acid 228 (Yesmin
et al., 2020). Overall, all these studies indicate that stop codon
readthrough efficiency is modulated by cis elements that have
not yet been clearly identified and that are likely to differ
among genes. It remains very difficult to predict with cer-
tainty the rate of readthrough of a stop codon without addi-
tional experimental data. For instance, when attempting to
explain why a given readthrough molecule has variable
effects on the same nonsense mutation located at different
positions in a gene, one must consider the influence of the
stop-codon-surrounding sequence on readthrough efficiency.
This is especially true when the goal is to develop a therapeu-
tic approach (Martorell et al., 2020).

Besides the immediate primary sequence surrounding the
stop codon, some secondary structures have been shown to
facilitate stop codon readthrough. In the Moloney murine
leukemia virus, a pseudoknot located eight nucleotides
downstream of the stop codon separating the gag and pol
ORFs promotes readthrough by about 5% of the ribosomes
reaching this stop codon (Wills, Gesteland, & Atkins, 1991).
Since this discovery, efficient readthroughs have been found
to require other secondary structures (e.g. conserved hair-
pins) occurring at stop codons from various virus genomes
(Firth et al., 2011). The exact mechanism remains obscure,
but these results suggest that certain proteins could be
recruited by these secondary structures to promote
readthrough.

(2) Trans elements activating readthrough

When the ribosome reaches a stop codon, it must terminate
translation or ignore this translation termination signal by
incorporating an amino acid and continuing translation of
the ORF to a downstream stop codon. To understand the
mechanisms underlying the ‘decision’ to stop translation or
to continue, specific factors dedicated to stop codon read-
through have been sought. Some endogenous trans elements
have been identified as proteins or RNAs required either for
readthrough of specific stop codons or for the general read-
through mechanism. Molecules with the capacity to promote
readthrough are of particular interest because of their poten-
tial in treating nonsense-mutation-related pathologies. Finally,
the cell environment has been shown to influence readthrough
efficiency, suggesting that regulation of the readthrough pro-
cess may occur according to culture conditions.

(a) Proteins and RNAs

To date, only a few factors have been implicated in the read-
through process, some affecting all stop codon readthroughs
and some that are specific to readthrough of one particular
stop codon.
(i) Factors involved in the general process of stop codon

readthrough. As readthrough opposes translation termina-
tion and vice versa, it is not surprising that loss of function of
proteins involved in translation termination leads to
increased levels of stop codon readthrough. For example,
the proteins termination and polyadenylation 1 (TPA1) and
Ccr4 associated factor 1 (CAF1, also called POP2) involved
in regulating the length of the poly(A) tail also participate in
the translation termination process. In experiments using
the firefly luciferase reporter gene carrying a PTC, loss of
TPA1 or POP2 function in yeast resulted in increased basal
readthrough levels (Keeling et al., 2006). These proteins can
thus be viewed as inhibitors of stop codon readthrough.
However, in both yeast and human cells, the nucleotide con-
text appears to determine whether TPA1 exerts a positive or
a negative influence on stop codon readthrough (Loenarz
et al., 2014). In yeast, the balance between translation termi-
nation efficiency and stop codon readthrough efficiency can
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be altered by the expression levels of the inhibitor of transla-
tion termination 1 (ITT1) gene. This was demonstrated in
experiments using a PGK1-STOP-LacZ reporter construct,
in which overexpression of ITT1 caused increased basal
levels of readthrough (Urakov et al., 2001).

Another example of the antagonism between translation
termination efficiency and stop codon readthrough activa-
tion is illustrated by the dead-box RNA helicase Dbp5/
DDX19, which is involved in translation termination.
Dbp5/DDX19 interacts with eRF1, bringing it into contact
with eRF3 so as to promote translation termination (Fig. 1).
If the function of Dbp5/DDX19 is impaired, eRF1 interacts
prematurely with eRF3 leading to failure of the translation
termination process, thus allowing near-cognate tRNAs to
enter the A site of the ribosome, recognize the stop codon,
and promote readthrough (Gross et al., 2007; Mikhailova
et al., 2017; Beissel et al., 2019).

Although it makes sense that proteins involved in the trans-
lation termination process can interfere with stop codon
readthrough, it is surprising to note the presence of transla-
tion initiation factors among the proteins that modulate stop
codon readthrough. In both yeast and human cells, the
eukaryotic initiation translation factor 3 (eIF3) seems to play
a general role in programmed translational readthrough.
The absence of functional eIF3 reduces the basal level of
readthrough of all three stop codons, provided they are in a
readthrough-favourable nucleotide context (Beznoskova
et al., 2015). To promote readthrough, eIF3 appears to act
as an inhibitor of eRF1 by interacting with the pre-
termination complex and interfering with pairing between
eRF1 and the third base of the codon. By preventing recog-
nition of the stop codon by eRF1, eIF3 favours recognition
of the stop codon by a near-cognate tRNA, thus promoting
stop codon readthrough.

It is also possible to modulate the efficiency of stop codon
readthrough by acting on the fidelity of the translation pro-
cess. tRNAs are subject to various post-transcriptional mod-
ifications that prevent erroneous codon recognition by the
tRNA. For example, the wobble effect, proposed to explain
recognition of the first two bases of a codon by a near-cognate
tRNA independently of the third nucleotide (Crick, 1966), is
strongly increased when these post-transcriptional modifica-
tions are not present (Hagervall et al., 1990; Duechler
et al., 2016; Agris et al., 2017; Bednarova et al., 2017). Interest-
ingly, the rules governing recognition of a stop codon by a
near-cognate tRNA appear less restrictive than proposed
by the wobble effect, as more tRNAs than expected can rec-
ognize a stop codon (Roy et al., 2015). Not only can codon
recognition by a near-cognate tRNA occur via the first two
bases of the codon independently of the third nucleotide,
but it can also occur via the last two bases of the codon inde-
pendently of the first. Similarly, the discovery that leucine is
the amino acid most abundantly incorporated at the non-
sense mutation W1282X in the CFTR gene suggests that a
tRNA may recognize a stop codon with a mismatch at the
central base of the triplet forming the codon (Xue
et al., 2017).

Note also that, before being substrates of stop codon read-
through, PTC-carrying mRNAs are substrates of NMD. It is
therefore tempting to connect these two mechanisms and to
hypothesize that they share factors in common. In humans
at least, this is indeed the case for some NMD factors: down-
regulation of the NMD factors Up frameshift (UPF) 1, 2, or
3X/3B impairs readthrough, indicating that these factors
are necessary for this process (Ivanov et al., 2008; Jia
et al., 2017). The exact roles of these NMD proteins in read-
through remain to be clarified, especially because contradic-
tory reports have been published on this role of UPF proteins
in other organisms such as yeast. It has notably been claimed
that UPF proteins inhibit readthrough, since knockout of one
UPF gene in yeast results in an increased readthrough rate
(Wang et al., 2001; Salas-Marco & Bedwell, 2005). However,
another study failed to observe any effect of UPF gene knock-
out on the readthrough rate, suggesting that these proteins
are not involved in readthrough (Harger & Dinman, 2004).
The role of the UPF proteins in stop codon readthrough thus
may differ between yeast and humans. This warrants in-
depth investigations into the connection between NMD
and stop codon readthrough.
Translation takes place a priori throughout the cytoplasm,

and since stop codon readthrough shares the same transla-
tion machinery, it can be expected also to occur in the cyto-
plasm, without any dedicated sites. Yet a recent study
demonstrated that the cytoskeleton influences PTC read-
through (Jia et al., 2017). In particular, basal readthrough is
activated when formation of actin filaments is impaired. It
thus seems that actin filaments are neither required for read-
through nor favourable to it, meaning that they may partici-
pate in some form of readthrough inhibition. The same study
showed that non-programmed translational readthrough
occurs at specific cytoplasmic foci different from P-bodies
and named readthrough bodies (Jia et al., 2017). Their results
suggest that PTC-containing mRNAs are actively targeted
either to degradation by NMD or to undergo PTC read-
through. Although UPF proteins have been found in read-
through bodies [unlike the P-body marker decapping
protein 1a (DCP1a), which is involved in NMD], read-
through body characterization remains poor and no specific
proteins have been identified.
(ii) Factors involved in specific stop codon readthrough
events. To explain programmed translational readthrough
on an mRNA, cis elements have been identified (see Sec-
tion IV.1). Often these cis elements work together with or
recruit factors to promote readthrough of a specific stop
codon. For example, heterogeneous nuclear ribonucleopro-
tein (hnRNP) A2/B1, an RNA-binding protein involved in
primary microRNA (pri-miRNA) processing and in the traf-
ficking and assembly of the human immunodeficiency virus
(HIV) genome (Beriault et al., 2004; Levesque et al., 2006;
Alarcon et al., 2015), is involved in programmed translational
readthrough on VEGFA mRNA (Houck-Loomis et al., 2011;
Eswarappa et al., 2014). HnRNP A2/B1 interacts with an A2
response element (A2RE) located downstream of the physio-
logical stop codon to promote stop codon readthrough.
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Table 1. Aminoglycoside molecules with known readthrough activity

Compounds Formula References

Gentamicin

Geneticin (G418) Wilhelm, Jessop, & Pettitt (1978)
Burke & Mogg (1985)

Paromomycin

Neomycin Manuvakhova et al. (2000)

Lividomycin

ELX-02/NB124 Xue et al. (2014)
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Mutating the A2RE sequence or downregulating hnRNP
A2/B1 impairs readthrough of the physiological stop codon
of VEGFA mRNA. Whether hnRNP A2/B1 interacts with
VEGFA pre-messenger RNA (pre-mRNA) or mRNA only
has not yet been investigated, but given the nuclear localiza-
tion of this protein, it could be an early mark for specific pro-
grammed translational readthrough.

More recently, Lethal 7a (Let7a) microRNA (miRNA) has
been shown to promote programmed translational read-
through on Argonaute 1 (Ago1) mRNA, generating a longer
isoform called Ago1x. The miRNA binds a sequence down-
stream of the physiological stop codon and upstream of the
subsequent in-phase downstream stop codon. This sequence
is sufficient to promote readthrough when introduced into a
heterologous 3’ UTR (Singh et al., 2019). This indicates that
the mechanism is independent of the identity of the stop
codon or of the mRNA, as long as a Let7a miRNA binding
site is present downstream of the stop codon to be read
through.

Both hnRNP A2/B1 and Let7a miRNA bind an RNA
sequence located about 10 nucleotides downstream of the
stop codon whose readthrough they promote. This suggests
a possible interaction with the translation machinery pausing
on the stop codon. In both cases, interestingly, the rate of
translational readthrough of the canonical stop codon
reaches at least 20%, which can be considered very efficient
stop codon readthrough (Eswarappa et al., 2014; Singh
et al., 2019). Unfortunately, the precise mechanism remains
to be determined in order to understand how these trans ele-
ments impair translation termination and efficiently promote
synthesis of a C-terminally extended protein.

All factors involved in translation termination or stop
codon readthrough constitute targets for the development
of therapeutic approaches to treating genetic diseases caused
by nonsense mutations. By inhibiting the synthesis of these
factors or in some cases by overproducing them, stop codon
readthrough is activated. Readthrough activation could thus
represent a potential way to correct a nonsense mutation
responsible for a pathology. Molecules capable of targeting
the trans factors described in this section could be sought in
the framework of developing a therapeutic approach. Yet
to date, as discussed in Section V, this is not yet a common
approach to identify readthrough molecules. The strategy
used focuses on searching for molecules that target the
readthrough mechanism as a whole, rather than targeting a
specific factor.

(b) Small molecules

Because of their potential therapeutic interest, molecules
activating PTC readthrough have been the focus of many
studies. Historically, some members of the aminoglycoside
family have shown the capacity to promote PTC read-
through (Burke & Mogg, 1985). This family of molecules is
composed of a sugar substituted with one amino group.
However, not all members of this family promote significant
stop codon readthrough: gentamicin, geneticin (G418),

paromomycin, neomycin, and lividomycin do have this effect
(Table 1), but hygromycin, streptomycin, kanamycin, tobra-
mycin, and amikacin do not (Manuvakhova et al., 2000).
Aminoglycosides promote stop codon readthrough by inter-
acting with the 16S ribosomal RNA located in the decoding
centre of the ribosome (Carter et al., 2000; Ogle, Carter, &
Ramakrishnan, 2003; Zingman et al., 2007; Prokhorova
et al., 2017). Besides aminoglycosides, several non-
aminoglycoside molecules have also been shown to promote
PTC readthrough (Table 2). PTC124/ataluren/translarna,
an oxadiazole derivative, is the only molecule to have
reached clinical phase II/III trials for the treatment of
genetic diseases caused by nonsense mutations (Welch
et al., 2007; Kerem et al., 2014). This molecule, which can res-
cue expression of genes carrying UGA, UAG, or UAA non-
sense mutations, has a mode of action that remains to be
clarified, but might either target the A site of the ribosome
as do aminoglycosides or interact directly with the stop
codon to promote readthrough (Roy et al., 2016; Tutone
et al., 2019). Even though the efficacy of this molecule seems
too low for clinical development aimed at treating, for exam-
ple, cystic fibrosis or Duchenne muscular dystrophy (Kerem
et al., 2014; Haas et al., 2015), it does illustrate the need to
identify readthrough molecules that might enhance the treat-
ment of nonsense-mutation-related genetic diseases (Kong
et al., 2019). Among other readthrough molecules, a
dipeptide-like hydrazide antibiotic negamycin, originally
purified from Streptomyces purpeofuscus, appears more potent
than aminoglycosides and less toxic, as do negamycin deriva-
tives (Arakawa et al., 2003; Taguchi et al., 2014; Hamada
et al., 2019) (Table 2).
For more than 10 years, various screening systems have

been used to identify compounds more potent than amino-
glycosides and ataluren (Fig. 3). The readthrough com-
pounds (RTCs) RTC13, RTC14, RTC204, RTC219,
GJ071, GJ072, NV2907, NV2909, NV2899 and NV2913
(Du et al., 2009, 2013; Tutone et al., 2020) (Table 2) have
been identified and tested on different constructs and cell
models of nonsense-mutation-related genetic diseases. In
most cases, these molecules have shown a readthrough activ-
ity similar to that of ataluren or aminoglycosides such as gen-
tamicin (G418) (Du et al., 2009; Gomez-Grau et al., 2015;
Tutone et al., 2020).
Among the compounds identified as promoting induced

translational readthrough, some have remarkable character-
istics. The anti-allergy and anti-asthma drug Amlexanox,
for example, has shown the capacity to both inhibit NMD
and activate readthrough of UGA, UAG, and UAA non-
sense mutations (Gonzalez-Hilarion et al., 2012; Atanasova
et al., 2017; Banning, Schiff, & Tikkanen, 2017). The clini-
cally approved molecule Escin has also been shown to exert
this dual action (Mutyam et al., 2016). In theory, such mole-
cules should be more effective than molecules that only acti-
vate readthrough, since inhibiting NMD leads to an
increased amount of RNA substrates for readthrough
(Linde et al., 2007; Gonzalez-Hilarion et al., 2012). It seems,
however, that this is not an absolute rule, as some
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Table 2. Non-aminoglycoside molecules with known readthrough activity

Compounds Formula References

PTC124/ataluren/translama Welch et al. (2007)

Negamycin Arakawa et al. (2003)

Amlexanox Gonzalez-Hilarion et al. (2012)

Escin Mutyam et al. (2016)

2,6-diaminopurine (DAP) Trzaska et al. (2020)

Clitocine Wilde et al. (2007)

RTC13 Du et al. (2009)

RTC14

NV2445 Pibiri et al. (2018)

PTC414 Moosajee et al. (2016)
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readthrough activators with no NMD-inhibiting action pro-
mote greater synthesis of full-length proteins than do dual-
action molecules. For instance, the readthrough activators
Lepista flaccida extract H7 and 2,6-diaminopurine, which do
not inhibit NMD, correct UGA and UAA (extract H7) or
UGA only (2,6-diaminopurine) more effectively than dual-
action G418 (Correa-Cerro et al., 2005; Benhabiles
et al., 2017; Trzaska et al., 2020).

Clitocine is another molecule with a high readthrough-
promoting capacity. However, this molecule, found in vari-
ous mushroom species (including Leucopaxillus giganteus and
Lepista flaccida) (Kubo et al., 1986; Fortin et al., 2006; Wilde
et al., 2007; Ren et al., 2008; Benhabiles et al., 2017; Trzaska
et al., 2020) unfortunately shows high toxicity, which limits
its potential therapeutic development (Fortin et al., 2006;
Sun et al., 2012). The mode of action of clitocine has been

Fig. 3. Strategies used to screen molecules for readthrough-promoting activity. (A) A premature termination codon (PTC) is
introduced into a cDNA encoding an enzyme or a fluorescent protein. Measurement of the enzymatic activity or fluorescence
related to this protein will indicate that readthrough has occurred. (B) Use of two cDNAs encoding enzymatic activity or
fluorescence separated by a stop codon. The product of the first cDNA is used to normalize the signal. Measurement of the
product of the second cDNA will indicate that readthrough has occurred. (C) Screening system with an intron introduced into a
cDNA to promote a splicing event. The PTC is introduced more than 55 nucleotides upstream of the intronic sequence to activate
nonsense-mediated mRNA decay (NMD) of the corresponding mRNA.
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studied. Interestingly, this molecule, whose structure resem-
bles that of a nucleoside, is incorporated into RNAmolecules
during transcription, substituting for adenosines. Like adeno-
sine, clitocine can preferentially pair with uracil, but it has
been proposed that the translation termination factor eRF1
weakly recognizes stop codons containing clitocine, increas-
ing the chance of near-cognate tRNA recruitment (Friesen
et al., 2017).

(c) Cell environment

Cell culture conditions can also influence readthrough effi-
ciency. In ribosome profiling experiments performed on the
neural cell line PC12, oxygen and glucose deprivation were
shown to inhibit programmed translational readthrough
of 18 mRNAs with a UGA physiological stop codon
followed by a cytosine: Fkbp1a, Hadhb, Hs1bp3, Klc1,
LOC102554884, Mdh1, Mrto4, Nedd8, Nudcd2, Plat,
Polr2l, Ppp4c, Rfc2, Rnf111, Sec13, Slc7a1, Ssna1 and
Thy1 (Andreev et al., 2015). Interestingly, this regulation
occurs very rapidly: less than 20 min after starting hypoxia
and low glucose, programmed translational readthrough
was strongly reduced. Although the mode of action is not
clear, it could be related to the loss of protein hydroxylation
at the decoding centre of the ribosome.

Other cell culture conditions that seem to potentiate PTC
readthrough notably include serum starvation. In a medium
containing 1% serum, the PTC-readthrough efficacy of ami-
noglycosides can increase two- to threefold without modify-
ing the translation activity on the mRNA substrates, as
demonstrated using a dual-reporter green fluorescent protein
(GFP)-blue fluorescent protein (BFP) construct (Wittenstein
et al., 2019). How serum starvation potentiates the read-
through activity of aminoglycosides is not yet understood,
but given the influence of serum on gene expression, it seems
likely that specific gene products acting as cofactors are over-
expressed or repressed.

V. THERAPEUTIC INTEREST OF STOP CODON
READTHROUGH

Favouring stop codon readthrough to correct a nonsense
mutation represents an attractive approach to the treatment
of certain genetic diseases. About 11% of patients with a
genetic disease carry a nonsense mutation responsible for its
pathology (Mort et al., 2008). The use of readthrough mole-
cules was first tested in patients with cystic fibrosis caused
by a nonsense mutation in the CFTR gene. The aminoglyco-
side gentamicin was administered intravenously, at
2.5 mg/kg every 8 h for 7 days, to five patients carrying non-
sense mutations and five patients without nonsense mutation
in CFTR (Clancy et al., 2001). The results showed a mild but
encouraging rescue of CFTR expression and function.
Another study on cystic fibrosis patients demonstrated that
rescue of CFTR function depends strongly on the nonsense

mutation: patients with the Y122X nonsense mutation
seemed to respond better than patients carrying G542X,
R1162X, or W1282X (Sermet-Gaudelus et al., 2007). Ami-
noglycosides (particularly gentamicin) have also been tested
in patients with Duchenne muscular dystrophy (DMD) carry-
ing a nonsense mutation in the DMD gene encoding dystro-
phin. Gentamicin has been tested in several studies with
different protocols. In one study, four DMD patients with a
nonsense mutation in the DMD gene were treated daily for
14 days with gentamicin at 7.5 mg/kg (Wagner et al., 2001).
This study concluded that the administered gentamicin treat-
ment was unable to promote the synthesis of full-length dys-
trophin protein. In another study, positive results were
obtained by intravenous administration of 7.5 mg/kg genta-
micin, once or twice a week for 6 months, to patients carrying
a nonsense mutation in the DMD gene, as compared to con-
trol patients carrying a frameshift mutation in the DMD gene
(Malik et al., 2010). The treatment was well tolerated by
patients, without any sign of toxicity. The level of dystrophin
protein increased in gentamicin-treated patients carrying a
nonsense mutation, indicating that readthrough of the non-
sense mutation occurred. However, the physical strength of
these patients was unaffected by the treatment, implying that
dystrophin rescue was insufficient.

The non-aminoglycoside molecule ataluren has also been
tested on cystic fibrosis and DMD patients carrying nonsense
mutations. This molecule was well tolerated by patients.
DMD patients received ataluren orally three times daily at
4–4–8 mg/kg, 10–10–20 mg/kg, or 20–20–40 mg/kg for
28 days. At the end of the study, dystrophin was detected in
patients at the lowest and middle doses but not in patients
at the highest dose (Namgoong & Bertoni, 2016). After a
48-week exposure to ataluren or placebo, drug-treated
patients showed no significant improvement in a 6-min
walking-distance test as compared to the placebo group
(Finkel et al., 2013; Bushby et al., 2014). For patients with cys-
tic fibrosis caused by nonsense mutations, several phase II
and III clinical trials have been completed. Physical improve-
ment was observed in patients having received ataluren versus
placebo, although this improvement remained modest
(Kerem et al., 2008; Sermet-Gaudelus et al., 2010; Lee &
Dougherty, 2012).

The results of the clinical trials performed with gentamicin
or ataluren clearly demonstrate that it is possible to correct
nonsense mutations by inducing PTC readthrough in
patients. Although no cure for patients with nonsense-muta-
tion-related genetic diseases is yet available, these encourag-
ing results warrant both optimization of the tested protocols
and a search for new therapeutic approaches.

VI. NEW DEVELOPMENTS AND THERAPEUTIC
TARGETS

As described below, aminoglycosides have high potential to
correct nonsense mutations. Yet because of their oto- and
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nephrotoxicity, their clinical development has been limited
(Greenwood, 1959; Heck, Hinshaw, & Parsons, 1963;
Matz, 1993; Hock & Anderson, 1995; Swan, 1997; Mingeot-
Leclercq & Tulkens, 1999; Wu et al., 2001). To address this
issue, aminoglycoside derivatives have been synthesized and
tested for the capacity to correct nonsense mutations while
showing lower toxicity. Several molecules meeting these cri-
teria appear to be good candidates for treating genetic diseases
caused by nonsensemutations, their efficacy having been dem-
onstrated on cell lines and in vivo mouse models (Nudelman
et al., 2006; Nudelman et al., 2009; Goldmann et al., 2012;
Wang et al., 2012; Shulman et al., 2014; Xue et al., 2014).
One of these molecules, named ELX-02 (from Eloxx Pharma-
ceuticals), has already successfully passed clinical phase I
(Leubitz et al., 2019), and clinical phase II is ongoing. ELX-
02 is much less toxic than gentamicin or G418, and no neph-
rotoxicity has been detected. Its readthrough efficiency is sim-
ilar to that of G418, making this molecule an excellent drug
candidate (Brasell et al., 2019).

Regarding ataluren (from PTCTherapeutics), the quest to
identify derivative molecules with higher efficacy has already
begun. Molecules such as NV2445 and PTC414 seem to
offer a slightly higher readthrough efficiency. Provided their

toxicity is no higher than that of ataluren, they could repre-
sent optimized versions of this drug (Moosajee et al., 2016;
Pibiri et al., 2018).
One of the biggest challenges is to identify low-toxicity mol-

ecules with a significantly higher readthrough efficiency than
reference molecules such as G418. To identify readthrough
molecules, many screening systems have been devised
(Fig. 3). They are based on the use of either (i) one cDNA
encoding a fluorescent protein or enzyme, in which a stop
codon has been introduced to interrupt the ORF and prevent
synthesis of the functional protein (Fig. 3A) (Burke &
Mogg, 1985; Sogaard, Jakobsen, & Justesen, 1999; Manuva-
khova et al., 2000; Welch et al., 2007; Du et al., 2009) or (ii)
two cDNAs encoding fluorescent proteins or enzymes, sepa-
rated by a stop codon (Fig. 3B) (Bidou et al., 2004; Cardno
et al., 2009; Xue et al., 2014). In the latter case, the level of pro-
tein produced from the first cDNA is used to normalize mea-
surements between samples, and the level of protein
produced from the second ORF reflects the readthrough effi-
ciency. The advantage of these constructs is that they are not
spliced downstream of the premature termination codon, so
that the corresponding mRNA is not subject to NMD
(Lejeune & Maquat, 2005). This makes it possible to identify

Table 3. Readthrough potentiator molecules

Compounds Formula References

CDX5-1 (2-(2,6-dichlorobenzyl)isoin
doline-1,3-dione)

Baradaran-Heravi et al. (2016)

Mefloquine Ferguson et al. (2019)

2-aminothiazole-4-carboxamides Rabea et al. (2019)
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molecules on the sole basis of their readthrough-promoting
activity. However, with such constructs there is a risk of select-
ing molecules with low readthrough efficiency (and hence low
therapeutic efficacy), as testing is done on mRNAs present in
huge copy numbers. In addition, as the pre-mRNAs of more
than 90% of human genes are subject to splicing, the corre-
sponding PTC-carrying mRNAs will be substrates for NMD,
which will strongly reduce the copy number of substrates for
readthrough. It is important to bear in mind that this is the
prevailing situation in patient cells. To identify molecules
capable of correcting nonsensemutations in these cells, screen-
ing systems should be designed with constructs subject to
NMD. Such a screening system has been described: it consists
of a cDNA encoding the firefly luciferase interrupted by an
intron and an upstream PTC (Fig. 3C) (Benhabiles
et al., 2017). It has been shown that the firefly luciferase pre-
mRNA is spliced and the mRNA degraded by NMD. The
luciferase activity measured in this screening system thus
depends on the efficiency of readthrough occurring on the
number of firefly luciferase mRNAs that have escaped NMD.
This screening system has been used successfully to identify
Lepista flaccida fungus extract H7 and 2,6-diaminopurine as
two highly potent correctors of nonsense mutations in human
cells (Benhabiles et al., 2017; Trzaska et al., 2020).

Studies aiming to increase the effectiveness of readthrough
compounds have identified some molecules that potentiate
the readthrough activity of aminoglycosides (Table 3). Inter-
estingly, these molecules do not promote readthrough by
themselves. For example, the phthalimide derivative
CDX5-1 increases about 180-fold the readthrough efficiency
of G418 in both yeast and human cells (Baradaran-Heravi
et al., 2016). More recently discovered potentiators of amino-
glycosides include the antimalarial mefloquine (Ferguson
et al., 2019) and 2-aminothiazole-4-carboxamides (Rabea
et al., 2019). How these molecules improve the readthrough
efficiency of aminoglycosides is unclear, but by making it pos-
sible to administer lower doses of aminoglycosides, they
should reduce aminoglycoside-linked toxic effects.

As the use of screening systems to identify molecules with
readthrough activity takes time and money, new targeted
approaches are being or could be developed to promote effi-
cient readthrough. One such approach is based on the mech-
anism of action of 2,6-diaminopurine, recently shown to
promote readthrough of UGA premature stop codons by
interfering with the function of filamentous temperature sen-
sitive J1 (FTSJ1). This enzyme is a methyltransferase target-
ing position C34 of the tRNA carrying tryptophan and
recognizing the UGG codon (Trzaska et al., 2020). Decreased
C34 methylation allows this tRNA to recognize also the
UGA stop codon (Trzaska et al., 2020). Hence, tRNA-
modifying enzymes appear as interesting targets. This
readthrough-activating strategy seems more effective than
targeting the ribosome, but it remains to be validated
through identification of new molecules targeting other
tRNA-modification enzymes. Another potential target in
the search for readthrough-promoting molecules is the
ATP-binding domain 3/cytosolic thiouridylase subunit

1 (ATPBD3/CTU1) protein. This tRNA-modifying enzyme
notably acts at the anticodon loop of near-cognate tRNAs,
enabling them to recognize a UAG or UAA stop codon
(Blanchet et al., 2018).

Pseudouridylation is another post-transcriptional modifi-
cation occurring on RNA molecules that might be used to
activate stop codon readthrough. Interestingly, pseudouridy-
lation converts a uridine to a pseudouridine, which can pair
with all four conventional bases (Kierzek et al., 2014). Proto-
cols have been designed to induce site-directed pseudouridy-
lation at the uridine constituting the first base of all three stop
codons (Wu, Huang, & Yu, 2015). The idea is that the pres-
ence of a pseudouridine at this position will stabilize near-
cognate tRNAs and increase basal readthrough of this stop
codon.

A final approach worth mentioning is direct modification
of tRNA anticodon sequences, enabling them to pair with
stop codons. Such tRNAs, called suppressor tRNAs, have
been investigated as potential therapeutics for almost
40 years (Temple et al., 1982), and research is still ongoing.
Very recently, investigators have described a high-
throughput cloning system for identifying tRNAs that sup-
press nonsense mutations with high efficiency (Lueck
et al., 2019). Interestingly, a comparative study of suppressor
tRNAs and readthrough molecules such as gentamicin and
G418 demonstrated a superior nonsense-mutation-
correcting efficiency of the tested tRNAs. A legitimate ques-
tion is whether such molecules affect translation termination
at physiological stop codons. Lueck et al. (2019), using ribo-
some profiling, showed that suppressor tRNAs do read
through physiological stop codons in rare cases, but that this
readthrough is much less efficient than PTC readthrough. A
limitation of this very promising approach remains delivery
of the suppressor tRNA to the cells of patients liable to benefit
from correction of a nonsense mutation responsible for a
genetic disease.

VII. CONCLUSIONS

(1) Stop codon readthrough is a natural process resulting
in continuation of translation beyond the first stop
codon encountered in phase with the translation initi-
ation codon. The mechanism determining whether
the translation machinery recruits a tRNA to promote
translational readthrough, or the translation termina-
tion complex to the stop codon remains poorly
understood.

(2) Several types of stop codon readthrough can be identi-
fied. Non-programmed translational readthrough or
basal stop codon readthrough arises as a translational
error without any cis and/or trans facilitator elements
and at a very low rate. Programmed translational
readthrough involves cis and/or trans activator ele-
ments, and often reaches more than 20% efficiency.
The cis and trans elements described herein constitute
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first steps in understanding of the molecular mecha-
nisms involved. Induced translational readthrough
involves small molecules that increase the recruitment
of near-cognate tRNAs when the ribosome pauses at a
stop codon.

(3) Several regulator elements have been reported to
modulate stop codon readthrough. The nucleotide
sequence in the vicinity of the stop codon has been
reported strongly to influence the stop codon read-
through rate. RNAs, proteins and small molecules also
play a role in stop codon readthrough efficacy. Given
the therapeutic potential of activators of PTC-read-
through, regulator elements responsible for high effi-
ciency of readthrough deserve in-depth study. It is
essential to fill the gaps in our knowledge of the molec-
ular events leading to stop codon readthrough and its
regulation. This should be accomplished by studying
the molecular mechanism of stop codon recognition
and the mode of action of readthrough molecules.

(4) None of the therapeutic approaches under develop-
ment to correct nonsense mutations responsible for
genetic diseases has yet come to fruition. However,
the diversity of strategies explored makes the field of
nonsense mutation correction highly dynamic. Step
by step, personalized therapeutic strategies based on
stop codon readthrough are taking form. They should,
in the near future, yield treatments for genetic diseases
caused by nonsense mutations.
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Projet de thèse 

 

Le mécanisme de Nonsense-mediated mRNA decay (ou NMD) agit comme un système de surveillance 

et contrôle la présence d’ARNm porteurs d’un codon stop prématuré (PTC) qui provoquerait l’apparition 

d’une protéine tronquée. Les PTC peuvent être retrouvés dans de nombreuses pathologies telles que des 

maladies génétiques comme la mucoviscidose ou la dystrophie musculaire de Duchenne, mais aussi les 

cancers (Frischmeyer, 1999; Miller and Pearce, 2014; Mort et al., 2008). 

La dégradation par NMD n’est pas simplement un événement pathologique, mais le NMD est capable 

de réguler l’expression physiologique de certains gènes, pouvant être définis comme substrats naturels 

du NMD (Mendell et al., 2004; Neu-Yilik et al., 2004). 

Les connaissances sur le fonctionnement du NMD s’élargissent au fils du temps, et aujourd’hui une 

vingtaine de protéines sont connues pour leur implication dans le NMD. L’activation et la régulation du 

NMD se fait par des événements de phosphorylation et déphosphorylation d’un des facteurs du NMD, 

la protéine UPF1. Une autre phosphoprotéine est présente dans la régulation du NMD, la protéine UPF2. 

La seule kinase identifiée pour l’instant jouant un rôle dans le NMD et ayant comme cible le facteur 

UPF1 est la protéine SMG1, une sérine/thréonine kinase de la famille des phosphatidyl-Inositol (PI) 3-

kinase-related kinase (PIKK) (Okada-Katsuhata et al., 2012). 

Néanmoins, il est probable que ce ne soit pas la seule kinase impliquée dans le NMD, par exemple pour 

permettre la phosphorylation de la protéine UPF2 dont la kinase est actuellement inconnue. Le but de 

mon projet de thèse est d’essayer d’identifier de potentielles protéines kinases intervenant dans le NMD. 

En effet, une meilleure connaissance et compréhension de l’intervention des protéines impliquées dans 

le NMD pourraient ouvrir la voie sur de nouvelles stratégies thérapeutiques où le NMD joue un rôle 

essentiel. 



 

 

Résultats 
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Article:  A role for AKT1 in nonsense-mediated mRNA decay 

 

Afin d’identifier une nouvelle protéine capable de phosphoryler les facteurs du NMD, un criblage a été 

mis en place par notre équipe. Le criblage d’une banque de molécules inhibitrices de kinases, a permis 

de découvrir différents inhibiteurs du NMD, dont trois d’entre eux sont dirigés contre la même kinase, 

la protéine AKT1. La kinase AKT1 fait partie de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR et ainsi, un 

lien est possible entre la voie de signalisation et le mécanisme de dégradation des ARNm, le NMD. 

L’article présente les étapes et les stratégies que nous avons adoptées afin de valider les résultats obtenus 

lors du criblage. Nous nous sommes posés différentes questions, telles que l’impact de la kinase AKT1 

dans le mécanisme du NMD, ou bien les interactions protéiques qui s’installent lors de l’activation du 

NMD, ou bien le mode d’action de la protéine AKT1 dans le NMD. 

Pour cela, un nombre varié d’approches a été effectué, tel que l’évaluation de l’efficacité du NMD dans 

des cellules n’exprimant plus de protéine AKT1, l’identification des interactions protéiques avec des 

techniques comme l’immunoprécipitation ou la Proximity Ligation Assay (PLA) et la comparaison avec 

la protéine kinase SMG1.  

La protéine AKT1 est souvent retrouvée mutée dans les cancers et pour cela nous avons voulu regarder 

l’impact d’une mutation sur l’activation du NMD. 

Cette étude permettrait tout d’abord de découvrir une seconde kinase impliquée dans le mécanisme du 

NMD, mais aussi de comprendre le lien qui relie le NMD avec la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR. Une meilleure compréhension pourrait ouvrir la voie à de nouvelles stratégies 

thérapeutiques avec par exemple des traitements combinés et ciblés selon les mutations des patients. 

 

Article accepté dans Nucleic Acids Research le 16 septembre 2021 
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Abstract 

Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) is a highly regulated quality control mechanism through 

which mRNAs harboring a premature termination codon are degraded. It is also a regulatory pathway 

for some genes. This mechanism is subject to various levels of regulation, including phosphorylation. 

To date only one kinase, SMG1, has been described to participate in NMD, by targeting the central 

NMD factor UPF1. Here, screening of a kinase inhibitor library revealed as putative NMD inhibitors 

several molecules targeting the protein kinase AKT1. We present evidence demonstrating that AKT1, 

a central player in the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, plays an essential role in NMD, being 

recruited by the UPF3X protein to phosphorylate UPF1. As AKT1 is often overactivated in cancer cells 

and as this should result in increased NMD efficiency, the possibility that this increase might affect 

cancer processes and be targeted in cancer therapy is discussed. 
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Introduction 

Quality controls occur at different steps in gene expression. One such control is nonsense-mediated 

mRNA decay (NMD), which prevents the synthesis of potentially deleterious truncated proteins by 

targeting mRNAs carrying a premature termination codon (PTC) (1-4). NMD involves more than a dozen 

factors, including the central factors UPF1, UPF2, and UPF3X (also named UPF3B). UPF1 and UPF2 are 

phosphoproteins (5,6). Phosphorylation of both proteins is required for NMD activation, and this 

suggests that kinases involved in their phosphorylation may regulate NMD. Although the role of UPF2 

phosphorylation needs to be investigated, UPF1 phosphorylation has been abundantly studied (7-12). 

For instance, UPF1 phosphorylation at the Threonine 28 promotes the recruitment of SMG6, while 

phosphorylation of the Serine 1096 induces the recruitment of SMG5/SMG7 to NMD mRNP targets, 

causing departure of the ribosome paused on the PTC and activation of mRNA decay pathways 

(6,13,14). In addition, phospho-UPF1 impairs the function of eIF3, required to initiate new rounds of 

translation on the PTC-containing mRNAs (15). To date, the only kinase shown to be involved in NMD 

by directly targeting an NMD factor is SMG1, a phosphatidylinositol 3-kinase-related protein kinase 

shown to phosphorylate UPF1 (16-18). As UPF2 is also a phosphoprotein (5,19) and as no UPF2-

phosphorylating kinase has been identified in vivo, it is strongly expected that additional kinases are 

involved in NMD. 

AKT (also called protein kinase B) is a serine/threonine kinase involved in various cellular processes 

such as cell cycle progression, glucose metabolism, cell proliferation, translation, and transcription. 

Accordingly, this protein localizes to the cytoplasm and nucleus (20,21). The role of AKT in cancer is 

very complex. The AKT gene is viewed as an oncogene, as it is often overexpressed in cancer. AKT, 

furthermore, promotes cell proliferation and also plays an anti-apoptotic role by inhibiting pro-

apoptotic proteins (22). AKT exists in three different isoforms, named AKT1, AKT2, and AKT3. These 

isoforms are differentially expressed according to the tissue and developmental stage (23,24). 

Whether they are functionally redundant and can replace each other is unclear. 
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Here we present evidence that AKT1 is involved in NMD by specifically phosphorylating UPF1 but not 

UPF2. We further show that AKT1 is recruited to mRNPs by UPF3X before interacting with UPF1. The 

involvement of AKT1 in NMD appears as essential as that of the SMG1 protein, since the absence of 

either protein causes inhibition of NMD and since no cumulative effect is observed in the absence of 

both proteins. Given the role of AKT1 in tumorigenesis, this discovery may foreshadow a role of NMD 

in the cancer process. 
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Materials and Methods 

Screening assay 

The screening method used has been described previously (25). The kinase inhibitor library is 

described in (26). Molecules were tested at 10 µM in DMSO.  

 

Cell culture 

HeLa cells were grown in DMEM supplemented with 10% FBS and 1% Zell Shield (Minerva Biolabs, 

Berlin, Germany) at 37°C under 5% CO2. HEK293FT WT and HEK293FT ∆AKT1 cells were grown at 37°C 

and 5% CO2 in DMEM supplemented with 10% non-heat inactivated FBS, 1% Zell Shield. 

To obtain the HEK293FT ∆AKT1 cells with the CRISPR/Cas9 system, we used the pLentiV2-CRISPR 

plasmid (a gift from Feng Zhang, Addgene plasmid # 52961; http://n2t.net/addgene:52961; 

RRID:Addgene_52961) (27) with gRNA complementing a sequence in the AKT1 gene (5’-

CACCGCCCGCGCACGCTTGGTCCCG-3’). Cells were selected with 3 µg/ml puromycin (InvivoGen). 

 

Cell proliferation Assay 

HEK293FT WT and HEK293FT AKT1 cells (3 × 103 per well) were seeded in duplicate into 96-well plates 

and grown in 150 µl supplemented DMEM. Every two days, the medium was changed. 

The IncuCyte® live-cell imaging and analysis system was used and cell proliferation was monitored by 

analyzing the occupied area (% confluence) on cell images over 130 hours of culture. 

The images obtained were taken with a 4x objective lens every two hours. 

 

Chemicals 
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The AKT1 inhibitor was purchased from CliniSciences (ApexBio A-674563). The molecule was dissolved 

in DMSO and used at 800 nM. 

 

Plasmids, siRNA, and transfection 

Plasmid pcDNA3 flag HA AKT1 was a gift from William Sellers (Addgene plasmid # 9021; 

http://n2t.net/addgene:9021; RRID: Addgene_9021) (28). The pcDNA3-HA-AKT1-K179M expression 

vector expressing an inactive mutant form of AKT1 (altered kinase domain) was a gift from Jie Chen 

(Addgene plasmid # 73409; http://n2t.net/addgene:73409; RRID: Addgene_73409) (29). Plasmid 

mCherry-AKT1 E17K, causing constitutive activation of AKT1, was a generous gift from Dr Anne-Laure 

Todeschini. Cells were transfected with Jet Optimus Reagent (Polyplus Transfection Ref: 117-01). 

With the AKT1 inhibitor, Lipofectamine 3000 (Life Technologies) was used according to the supplier’s 

recommendations. ICAFectin™ 442 reagent (In Cell Art, Nantes, France) was used to transfect 

HEK293FT WT and ∆AKT1 cells with a control siRNA (Eurogentec), siRNA UPF1 (5′-

AAGATGCAGTTCCGCTCCATTTT-3′), siRNA UPF2 (5′-GAAGTTGGTACGGGCACTC-3′), siRNA UPF3X (5′-

GGAGAAGCGAGTAACCCTG-3′) (Sigma Aldrich), siRNA AKT1 (5′-GAAGGAAGUCAUCGUGGCCAA-3’), 

siRNA AKT2 (5’- CUCUUCGAGCUCAUCCUCA-3’), siRNA AKT3 (5’-GAAAGAUUGUGUACCGUGA-3’), siRNA 

SMG1 (5’- CCAGGACACGAGGAAACUG-3’), and pmCMV-Gl Norm or pmCMV-Gl Ter and pIE-MUP]. 

 

Protein extraction and western blotting 

Proteins were extracted in the following lysis buffer: 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 20 mM EDTA pH 8, 5% 

SDS. After 30 pulses of sonication (Branson Digital Sonifier/amplitude 20%), proteins were analyzed by 

western blotting. Migration of all proteins was carried out in a 6%, 10%, or 12% SDS-PAGE gel. After 

migration, the proteins were transferred to a nitrocellulose membrane and incubated with primary 

antibodies overnight at 4°C before incubation with a secondary antibody (Jackson ImmunoResearch, 

http://n2t.net/addgene
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Baltimore-Pike, PA, USA) 111-035-003 (rabbit) or 115-035-003 (mouse)) for 1 h at room temperature. 

The proteins were observed with SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce-

Biotechnology, Rockford, IL, USA). The primary antibodies used were: rabbit anti- AKT1 antibody at 

1:1000 (Cell Signaling #2938), rabbit anti-Akt2 antibody (5B5) at 1:500 (Cell Signaling #2964), rabbit 

anti-Akt3 antibody (62A8) at 1:500 (Cell Signaling #3788), rabbit anti-UPF1 antibody at 1:5000 (Abcam 

ab86057), rabbit anti-UPF2 antibody at 1:1000 (Eurogentec), rabbit anti-UPF3X antibody at 1:2000 

(Abcam ab134566), rabbit anti-importin 9 at 1:1000 (Abcam ab52605), mouse anti- eIF4E antibody at 

1:500 (Santa Cruz Biotechnology sc-9976), rabbit anti-Phospho AKT1 antibody at 1:1000 (Abcam 

ab133458), rabbit anti-Phospho AKT antibody at 1:2000 (Cell Signaling #4060), rabbit anti-MDM2 

antibody at 1:1000 (Abcam ab16895), rabbit anti-CBP80 antibody (H-300) at 1:1000 (Santa Cruz 

Biotechnology sc-48803), rabbit anti-phospho Ser/Thr ATM/ATR Substrate antibody at 1:1000 (Cell 

Signaling #2851), rabbit anti-phospho UPF1/Rent1 Thr28 antibody (Biorbyt orb7836), rabbit anti-SMG1 

antibody at 1:500 (Abcam ab30916). 

 

RT-PCR 

RT-PCR was performed as described (25). The primer sequences used in this study were for: MUP 

(sense 5’-CTGATGGGGCTCTATG-3’; antisense 5’-TCCTGGTGAGAAGTCTCC-3’) or Globin (sense 5’-

GGACGAGCTGTACAAGTATC-3’; antisense 5’-GGGTTTAGTGGTACTTGTGAGC-3 ’). 

 

In vitro phosphorylation assay 

The in vitro phosphorylation assay was carried out with the ADP-Glo™ Kinase Assay kit (Promega; 

V6930) and the AKT1 Kinase Enzyme System Kit (V1911). The purified proteins UPF1, and UPF2 (761-

1227) which includes the three phosphorylation sites (S886, S992 and S1046) identified by mass 

spectrometry (19) were obtained from Dr Hervé Le Hir. The UPF3X protein was purchased from 
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CliniSciences (Recombinant Human Regulator of Nonsense Transcripts 3B - E. Coli; CSB-EP883646HU). 

Kinase reactions were carried out at room temperature for 1 h with 50 ng enzyme, 1 µg substrate, 

purified protein, 250 µM ATP, 50 µM DTT, Reaction Buffer 1x. The ATP depletion reaction was carried 

out at room temperature for 40 min and the luminescence reaction was carried out for 30 min in a 

Tristar luminometer (Berthold).  

 

Immunoprecipitations 

For immunoprecipitation of UPF1 without stimulation of NMD and for immunoprecipitation of UPF3X, 

HEK293FT cells were lysed in lysis buffer containing: 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 300 mM NaCl, 0.05% NP40, 

and Halt™ protease, phosphatase inhibitor cocktail (Thermo Scientific). After 30 pulses of sonication 

(Branson Digital Sonifier/amplitude 20%), the cell extracts were incubated with rabbit anti-UPF1 

antibody (Abcam ab86057) or rabbit anti-UPF3X antibody (Abcam ab134566). After 2 h at 4°C, protein 

A agarose beads were added to the cell extracts and incubated for 1 h at 4°C. The beads were then 

washed five times with lysis buffer before eluting proteins from beads with 2× sample loading buffer 

(0.1 M Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 12% β-mercaptoethanol, 20% glycerol, bromophenol blue). 

For immunoprecipitation of UPF1 with stimulation of NMD, calcium chloride was used to transfect 

HEK293FT cells with Globin Ter plasmid. After transfection, the preparation of cell extracts was similar 

to the protocol described above. 

For immunoprecipitation of AKT1, another lysis buffer was used: 25 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 

mM EDTA, 1% Triton x100. The washing buffer used was composed of 20 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 

5 mM EDTA, and 0.1% Triton x100. The same protocol steps were followed.  

For immunoprecipitation of AKT1 with downregulation of UPF1 or UPF3X expression, ICAFectin™ 442 

reagent was used to transfect HEK293FT cells with siRNA. The nuclear and cytoplasmic fractions were 

obtained with the NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic extraction kit (Thermo Scientific 78835) according 
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to the manufacturer’s recommendations. The lysis and washing buffers used were the same as for 

immunoprecipitation of AKT1. 

For immunoprecipitations in the presence or absence of RNase A, cell extracts were incubated for 30 

minutes at 37 ° C. with 10 μg BSA or RNase A before incubation with the antibodies. 

 

Proximity ligation assay 

The proximity ligation assay was performed with the kit from Sigma - Duolink™ In Situ Orange Starter 

Kit Mouse/Rabbit (Ref: DUO92102) with λex 554 nm; λem 576 nm (Cyanine 3; Zeiss Filter set 20) 

according to the manufacturer’s recommendations. The Nunc™ Lab-Tek II Chamber Slide (Thermo 

Scientific Nunc, Ref: 154534) was used for the proximity ligation assay. The primary antibodies used 

were: rabbit anti-UPF1 antibody at 1:250 (Abcam ab86057), rabbit anti-UPF2 antibody at 1:250 

(Eurogentec), rabbit anti-UPF3X antibody at 1:250 (Abcam ab134566), mouse anti-AKT1 antibody at 

1:50 (Santa Cruz sc-271149), mouse anti-eIF4E antibody at 1:250 (Santa Cruz sc-9976), rabbit anti-

MDM2 antibody at 1:250 (Cell Signaling #86934).  

 

Image analysis and quantification 

Live imaging was performed with the Spinning Disk- Live SR microscope (Ti2 Nikon - Spinning Disk 

Yokogawa CSUW1 - Gataca) with Metamorph software. Images were taken at different wavelengths 

(excitation: 405, 561, and 488 nm; emission filters 450/50, 525/50 and 595/50). The SR module was 

used to improve the resolution. Observations were done with a 60x oil immersion objective (Nikon 

Plan Apo 60x NA 1.4). Images were processed with the Huygens Professional Software. After the 

deconvolution, the images were first analyzed with the ImageJ software (NIH) and then with Imaris 

(Bitplane version 9.5.0) in order to count the number of spots in each image (spot detection module). 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/duo92102?lang=fr&region=FR
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Results 

Screening of a kinase inhibitor library reveals AKT1 as a putative NMD factor 

To identify new kinases involved in NMD, a kinase inhibitor library was screened. For this we used a 

construct carrying the open reading frame encoding the firefly luciferase followed, in the 3’UTR, by 

MS2 binding sequences (Figure 1A) (25). This construct was co-expressed with a cDNA encoding an 

MS2/UPF1 fusion protein. The goal was to identify kinases targeting the known phosphoprotein UPF1 

(8,30). The screened library, named PKIS, consisted of 367 kinase inhibitors from the company 

GlaxoSmithKline (26). The screen revealed three kinase inhibitors promoting a very high level of 

luciferase activity, suggesting that they could strongly inhibit NMD (Figure 1B). Interestingly, all three 

selected compounds (GSK619487A, GSK614526A, and GSK949675A) were designed to target the same 

kinase: the AKT1 protein (Figure 1C). This result strongly suggests that AKT1 plays a role in NMD. It 

should be noted that this library does not contain molecules designed to inhibit the SMG1 protein. 

 

NMD is inhibited in cells lacking AKT1 activity 

To validate the screening results, CRISPR-Cas9 technology was used in HEK293FT cells to impair AKT1 

expression. Several clones were isolated and clone 9.47 was selected for further use on the basis of a 

western blot analysis demonstrating its low residual level of AKT1 protein (Figure 2A). In what follows, 

cells of this clone are called HEK293FT AKT1 cells. To exclude the possibility of causing synthesis of a 

truncated AKT1 protein through use of CRISPR/Cas9 technology, we carried out a western blot analysis 

allowing the detection of a small protein migrating faster than AKT1. This analysis did not show any 

evidence of the presence of a truncated protein (Figure 2A right panel). The HEK293FT AKT1 cells 

were found to proliferate more slowly than wild-type HEK293FT cells because of the loss of AKT1 

function (Figure 2B). The time required to reach the confluence plateau was about 120 hours for 

HEK293FT AKT1 cells versus 80 hours for wild-type cells.  
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To assess whether AKT1 is required for NMD, wild-type and HEK293FT AKT1 cells were transfected 

with a plasmid expressing wild-type globin mRNA (called Globin Norm), a PTC-carrying globin mRNA 

(called Globin Ter), or MUP mRNA as a control (Figure 2C). The absence of AKT1 appeared to promote 

inhibition of NMD, since the level of Globin Ter mRNA was significantly (about 1.6-fold) higher in 

HEK293FT AKT1 cells than in wild-type HEK293FT cells. Interestingly, this NMD inhibition was also 

observed when A-674563, a chemical inhibitor of AKT1 (31), was added at 800 nM for 10 hours to the 

culture medium of wild-type or HEK293FT AKT1 cells (Supplemental Figure 1). Strong inhibition of 

AKT1 phosphorylation by this treatment was demonstrated by western blotting blotting (Supplemental 

Figure 1A). 

To rule out the possibility that the inhibition of NMD shown in Figure 2C might have been a nonspecific 

consequence of impairing the AKT1 gene with CRISPR/Cas9, the wild-type AKT1 protein was 

reintroduced into HEK293FT AKT1 cells by transient transfection with an expression vector encoding 

WT AKT1 with a Flag tag at the N-terminal end. The level of AKT1 protein was monitored by western 

blotting and the amount of transfecting vector was adjusted, on the basis of western blot data, so as 

to have similar levels of AKT1 under the different test conditions (Figure 2D). The level of NMD 

inhibition was then measured by RT-PCR (Figure 2D). In both wild-type and HEK293FT AKT1 cells, the 

additional amount of AKT1 generated from the transfecting plasmid resulted in a significant increase 

in NMD efficiency. In HEK293FT AKT1 cells, the AKT1 synthesized from the plasmid restored the NMD 

efficiency found in wild-type cells. This result confirms that the loss of AKT1 is responsible for the 

inhibition of NMD observed in HEK293FT AKT1 cells. To exclude the possibility that the inhibition of 

NMD observed in the absence of AKT1 might be due to a general inhibition of translation, we measured 

the activity of the firefly luciferase from the same number of HEK293FT WT and HEK293FT AKT1 cells 

transfected with a construct encoding firefly luciferase that resulted in the absence of a significant 

decrease of the translation rate in the absence of AKT1 under our experimental conditions 

(Supplemental Figure 2). To determine whether NMD inhibition might be due to loss of the AKT1 kinase 

activity, cells were transfected with a plasmid encoding a Flag-tagged mutated version of AKT1 in which 
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the kinase domain is inactivated because of the K179M mutation (29). With this mutated version of 

AKT1, the NMD efficiency was not restored to the wild-type level and remained similar to that 

observed under control conditions. This indicates that the kinase activity of AKT1 is necessary to rescue 

NMD efficiency in HEK293FT AKT1 cells (Figure 2D). 

Overall, these results demonstrate that AKT1, via its kinase activity, is involved in NMD. Since there are 

three AKT isoforms whose functions might partially overlap, the effects of the other two AKT isoforms 

were tested in the NMD reaction. For this, AKT2 or AKT3 expression was impaired with siRNA and the 

levels of Globin Norm and Globin Ter mRNAs were measured in transfected cells (Supplemental Figure 

3). Downregulation of AKT2 or AKT3 expression did not promote inhibition of NMD. This indicates that 

AKT1 alone is involved in NMD. 

 

AKT1 interacts with UPF proteins 

The involvement of the kinase activity of AKT1 in NMD suggests that AKT1 may phosphorylate certain 

NMD factors and thus interact with proteins of the NMD mechanism. To test this hypothesis, 

endogenous AKT1 was immunoprecipitated from HEK293FT cells and the immunoprecipitate was 

analyzed for the presence of interacting proteins (Figure 3A). As previously reported, the E3 ubiquitin-

protein ligase mouse double minute 2 (MDM2) was found in the AKT1 immunoprecipitate. This 

validates the immunoprecipitation conditions (32). Besides MDM2, the proteins UPF1, UPF3X, and the 

cap binding protein present during the pioneer round of translation CBP80, but not UPF2 or the cap 

binding protein present during the steady-state translation eIF4E, were detected in the 

immunoprecipitate. This suggests that AKT1 interacts with the NMD factors UPF1 and UPF3X. The 

presence of CBP80 but not eIF4E in the immunoprecipitate suggests that AKT1 interacts with NMD 

factors before or during the pioneer round of translation (33). 

To confirm the putative interaction of AKT1 with NMD factors, immunoprecipitation of endogenous 

UPF1 was performed and the immunoprecipitate analyzed for the presence of interacting proteins 
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(Figure 3B). While UPF2 and UPF3X, but not eIF4E, were detected in the UPF1 immunoprecipitate as 

previously reported (33,34), no AKT1 protein was detected under these conditions. To explain this 

discrepancy with respect to the results of Figure 3A, one might propose that the fraction of UPF1 

protein interacting with AKT1 is low, so that the amount of AKT1 in the UPF1 immunoprecipitate is not 

detectable under these conditions. One way to increase the amount of AKT1 in the UPF1 

immunoprecipitate is to increase the number of NMD events. For this, HEK293FT cells were transfected 

prior to UPF1 immunoprecipitation with the expression vector encoding Globin Ter mRNA (Figure 3C). 

Under these conditions, AKT1 was detected in the UPF1 immunoprecipitate, along with UPF2 and 

UPF3X but not eIF4E, as expected. Interestingly, when endogenous UPF3X immunoprecipitation was 

performed, UPF1, UPF2, and also AKT1 were immunoprecipitated with UPF3X, without the need to 

increase the number of NMD events. These results suggest that the interaction between AKT1 and 

UPF3X is more frequent than the interaction between AKT1 and UPF1 (Figure 3D). It should be noted 

that the interaction between AKT1 and UPF1 or UPF3X is dependent on the presence of RNA since 

RNase treatment prior to immunoprecipitation of endogenous AKT1, UPF1, or UPF3X partially 

prevented detection of interactions among these three proteins (Figures 3A, C, and D). The efficiency 

of the RNase treatment was assessed by detecting the presence of RNA in the immunoprecipitate by 

RT-PCR (right panel of Figures 3C and D). Overall, these results suggest that these interactions take 

place on RNA and rarely or never, outside of mRNPs. As expected, interactions between UPF proteins 

were not affected by the absence of RNA, unlike interactions between CBP80 and UPF proteins (34,35). 

To further assess interactions between AKT1 and NMD factors under more physiological conditions, a 

proximity ligation assay (PLA) was performed (Figure 4) (36). The principle of this approach is that when 

the two studied proteins localize to within 40 nm of each other, a fluorescence signal is detected. This 

approach was validated by assessing the interaction between AKT1 and MDM2. As expected, several 

contact points per cell were detected. Contact points were also detected between AKT1 and UPF1 and 

between AKT1 and UPF3X, but not between AKT1 and UPF2 or AKT1 and eIF4E. These results are in 

total agreement with those presented in Figure 3. Interestingly, the contact points between AKT1 and 
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UPF1 were observed mainly in the cytoplasm, like those between AKT1 and UPF3X. Between the latter 

two proteins, however, a significant proportion of the interactions was also found in the nucleus, 

suggesting that the interaction between AKT1 and UPF3X may happen earlier than the interaction 

between AKT1 and UPF1 (Figure 4). In agreement with the conclusions drawn from Figure 3, the 

average number of interactions observed between AKT1 and UPF3X was greater than the average 

number observed between AKT1 and UPF1. 

To understand the kinetics of interactions between AKT1 and UPF proteins, PLA was performed on 

cells where the level of UPF1 or UPF3X was reduced with an appropriate siRNA (Supplemental Figure 

4). When UPF1 was downregulated, its interaction with AKT1 was lost, in contrast to the interaction 

between AKT1 and UPF3X. This indicates that UPF1 is not required for the interaction between AKT1 

and UPF3X (Figure 5). When UPF3X was absent, on the other hand, the interaction between AKT1 and 

UPF3X was lost, naturally, but so was the interaction between AKT1 and UPF1. This suggests that 

UPF3X is required for the AKT1-UPF1 interaction. In addition, these results strengthen the idea that 

the interaction between AKT1 and UPF3X occurs before the interaction between AKT1 and UPF1 and 

that UPF3X is required for the interaction between AKT1 and UPF1. Consistently with the results of 

Figure 3 and with early recruitment of AKT1 by UPF3X, no interaction was detected by PLA between 

AKT1 and UPF2, and down-regulating UPF2 with siRNA did not affect the interaction between UPF3X 

and AKT1 (Supplemental Figure 5). 

To confirm the results of PLA, AKT1 immunoprecipitations were performed on nuclear and cytoplasmic 

fractions from WT cells where UPF1 or UPF3X was downregulated with an siRNA and Globin Ter was 

introduced by transient transfection (Figure 6). Consistently with our PLA data (Figures 4 and 5) and 

although AKT1 is reported to be present in the nuclei of 293 cells (37), no AKT1 was detected in 

immunoprecipitates from nuclear fractions under any conditions tested (Figure 6A). Analysis of 

immunoprecipitates from the cytoplasmic fraction, however, revealed persistence of the interaction 

between AKT1 and UPF3X in the absence of UPF1. In contrast, UPF3X downregulation led to loss of the 
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interaction between AKT1 and UPF1, consistently with our PLA results (Figure 5). RNA co-

immunoprecipitation analysis revealed Globin Ter in AKT1 immunoprecipitates from cells transfected 

with control or UPF1 siRNA but not when UPF3X was downregulated. This indicates that the interaction 

between AKT1 and RNA requires UPF3X but not UPF1 (Figure 6B). 

 

AKT1 phosphorylates UPF1 

Since UPF1 is a phosphoprotein and interacts with the kinase AKT1, the next step was to determine 

whether UPF1 might be phosphorylated by AKT1. This was tested in an in vitro phosphorylation assay 

using purified protein from bacteria (Figure 7A). Under these conditions, AKT1 was able to 

phosphorylate UPF1, UPF2, but not UPF3X. This indicates that the interaction between UPF3X and 

AKT1 detected by immunoprecipitation and in the proximity ligation assay does not lead to 

phosphorylation of UPF3X, in keeping with the fact that UPF3X has not been reported as a 

phosphoprotein.  

To confirm the in vitro phosphorylation assay results, the phosphorylation level of UPF1 was assessed 

in the presence and absence of AKT1. UPF1 was immunoprecipitated from wild-type and AKT1 cells 

and both the overall phosphorylation of UPF1 and the specific phosphorylation of threonine 28 were 

assessed. For this, either an anti-phosphorylated serine/threonine antibody or an anti-phosphorylated 

threonine 28 antibody was used (Figure 7B). HEK293FT AKT1 cells showed an approximately two-fold 

lower overall UPF1 phosphorylation level than wild-type cells (Figure 7B right panel), but the absence 

of AKT1 did not impair phosphorylation at threonine 28. This indicates that AKT1 does not 

phosphorylate this particular amino acid, usually phosphorylated by SMG1 (6). To determine the 

relative impacts of AKT1 and SMG1 downregulation on NMD efficiency, SMG1 was downregulated with 

siRNA (Supplemental Figure 4) in both cell lines (Figure 7C). When SMG1 was downregulated in 

HEK293FT WT cells, NMD was found to be significantly inhibited, consistently with previous reports 

(17). HEK293FT AKT1 cells, interestingly, showed the same level of NMD efficiency whether SMG1 
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was downregulated or not. When the level of UPF1 phosphorylation was measured in UPF1 

immunoprecipitates from extracts derived from WT or AKT1 cells in the presence and absence of 

SMG1, wild-type cells showed an approximately 50% decrease when SMG1 was absent (Figure 7D) and 

AKT1 cells showed a very similar decrease (Figure 7B). Interestingly, when expression of both kinases, 

SMG1 and AKT1, was reduced, UPF1 phosphorylation dropped to an even lower level than when a 

single kinase was absent. This suggests that the two kinases have different phosphorylation sites on 

UPF1 (Figure 7D). Overall, the results of Figure 7 indicate that both kinases are required for NMD. To 

confirm the view that AKT1 is essential to NMD, the efficiency of NMD was measured in HEK293FT WT 

and HEK293FT AKT1 cells in the presence of UPF1 and UPF3X and in the absence of one of these 

factors (Supplemental Figure 6). When the essential NMD factor UPF1 or UPF3X was absent, NMD was 

inhibited to the same extent as when AKT1 or SMG1 was absent. This indicates that AKT1 can also be 

considered a central factor in the NMD reaction.   

 

A hyperactivated AKT1 isoform enhances NMD efficiency 

Some somatic mutations in the AKT1 gene are reported to be associated with various cancers, including 

breast, colorectal, and ovarian cancers. Among these mutations, a glutamic-acid-to-lysine substitution 

at position 17 promotes hyperactivation of AKT1 due to increased AKT1 phosphorylation, resulting in 

concentration of this isoform at the cell membrane (38,39). When the E17K AKT1 isoform was 

expressed along with the Globin Norm or Globin Ter construct in transfected WT or HEK293FT AKT1 

cells, both cell lines showed a significant increase in NMD efficiency (Figure 8). This effect was even 

greater than that obtained with overexpression of the wild-type isoform, although the levels of the 

two proteins were similar. Overall, the results in Figure 8 show that the NMD efficiency may be related 

to the level of AKT1 activation. 
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Discussion 

AKT is a kinase involved in the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. Targets of this kinase participate in 

many cell processes, including apoptosis, cell proliferation, and cell survival (40). An indirect 

involvement of AKT in NMD has been suggested previously: via activation of the mammalian target of 

rapamycin complex 1 (mTORC1), AKT might cause phosphorylation of eIF4E-BP resulting in activation 

of translation and NMD (41). Yet it seems very likely that instead, AKT1 plays a direct role in NMD via 

UPF1 phosphorylation. The screening method used at the start of this work does not allow 

identification of NMD inhibitors whose mode of action involves inhibition of translation, since the 

readout is a measure of the activity of newly synthesized luciferase (Figure 1). Interestingly, all three 

molecules identified, in our screen of a library of kinase inhibitors, as having the greatest NMD-

inhibiting capacity target the same kinase: AKT1. This led us to validate the involvement of AKT1 in 

NMD (Figure 2) and to demonstrate interactions between AKT1 and both UPF1 and UPF3X (Figures 3 

and 4). The initial evidence that AKT1 is recruited to the mRNP by UPF3X before recruitment of UPF1 

is supported by our PLA and immunoprecipitation results obtained in the absence of UPF1 or UPF3X 

(Figures 5 and 6). In addition, the presence of CBP80, but not eIF4E, in the AKT1 immunoprecipitate 

indicates that AKT1 is recruited to mRNP before or during the pioneer round of translation (33). 

Although AKT1 interacts with UPF1 and UPF3X, only UPF1 is phosphorylated by AKT1 (Figure 7). All 

these results can be summarized by the model described in Figure 9. The recruitment of AKT1 by UPF3X 

suggests that the AKT1 kinase might not be involved in all NMD reactions, particularly those which are 

independent of the UPF3X factor (42). 

AKT1, shown here to phosphorylate UPF1 directly, is the second protein kinase, after SMG1 (16,17), to 

be identified as involved in NMD. Two other phosphorylation events are reported to influence NMD 

efficiency by targeting proteins indirectly involved in NMD. The first is phosphorylation of the 

telomere-maintenance 2 protein (TL2) by casein kinase 2 (CK2) and the second is phosphorylation of 

the exon junction complex component eIF4A3 by cyclin dependent kinase (43,44). Results presented 

in this study demonstrate that AKT1 is as essential to NMD as SMG1 (Figure 7C). Interestingly, these 
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two kinases do not fully recognize the same phosphorylation sites on UPF1 but could rather recognize 

only some or on the contrary totally different sites (Figure 7). This suggests a complex regulation of 

NMD by these two kinases, to be elucidated in the future. We have already shown that NMD is more 

efficient in cells where AKT1 is constitutively activated. This activation of NMD, allowing elimination of 

PTC-carrying mutant mRNAs, might have an important selective advantage in tumorigenesis. In fact, 

the number of NMD reactions increases in cancer cells because of the accumulation of neo-mutations 

at each cell division (45,46).  

The involvement of AKT1 in NMD constitutes a link between NMD and the PI3K/AKT/mTOR signaling 

pathway and potentially between NMD and the many processes in which AKT1 intervenes. In 

particular, this signaling pathway is very often activated during tumorigenesis, AKT being 

hyperactivated in more than 50% of tumors (40). On the basis of the results presented here, one might 

tentatively suggest that one consequence of AKT1 hyperactivation during tumorigenesis is activation 

of NMD. This view may be somewhat controversial, as several reports indicate inhibition of NMD in 

cancer cells, due to inhibition of NMD regulators such as MARVELD1 and UPF1 through promoter 

hypermethylation (47-49). This, once again, highlights the complexity of tumorigenesis. To fully 

understand this process, we need to understand the molecular mechanisms involved and the 

mutations promoting it. It seems fairly clear that according to the mutation(s) inducing or involved in 

the progression of tumorigenesis, NMD will be activated or inhibited and can play a protective role or 

even amplify tumorigenesis (4,50). Apart from this, the role of NMD may also differ according to the 

type of cancer. For example, it has been demonstrated that NMD is activated in cancers with 

microsatellite instability, particularly because of increased expression of some of the factors involved 

in NMD (51). 

Whatever the case may be, the involvement of AKT1 in NMD might open interesting therapeutic 

prospects. Several AKT inhibitors have been developed for anticancer therapy, with promising results. 

Examples include AZD5363, Afuresertib, and Ipatasertib (52-54). Inhibition of NMD might be one of 

the action mechanisms of such inhibitors, as reported for Rigosertib (55). Furthermore, NMD inhibition 
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has been proposed as a therapeutic approach for cancers (56), and this inhibition might be achieved 

with AKT1 inhibitors. 
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Figure legends 

Figure 1: Screening of the PKIS library. (A) Schematic representation of the screening system used to 

identify NMD inhibitors. HeLa cells are transfected with constructs expressing the cDNA encoding the 

firefly luciferase carrying MS2 binding sites in the 3’UTR and expressing an MS2/UPF1 fusion protein. 

If a tested molecule inhibits NMD, the firefly luciferase mRNA is stabilized and translated to a functional 

firefly luciferase, the activity of which is measurable. (B) Results of the screening of the two plates 

containing the molecules promoting the highest luciferase activity. (C) Molecules and target 

identification. 

 

Figure 2: The absence of AKT1 impairs NMD. (A left panel) Western blot showing levels of AKT1 protein 

in various HEK293FT AKT1 clones. Importin 9 was used as a loading control. (right panel) Western-

blot analysis of AKT1 from HEK293FT WT and HEK293FT AKT1 cells, showing the absence of AKT1 or 

truncated AKT1 expression in HEK293FT AKT1 cells.  (B) Growth curves of HEK293FT WT cells (in black) 

and HEK293FT AKT1 cells (in grey). Percent confluence was measured as a function of time. The two 
broken lines indicate the confluence points of the two cell lines. (C) Measure of NMD efficiency in the 
presence and absence of AKT1. The left panel represents levels of WT and PTC-carrying globin mRNAs 
as measured by RT-PCR. MUP mRNA was used as a loading control. The three leftmost lanes 
correspond to serial dilutions of a Globin Norm sample from WT cells. The bar plot on the right shows 
the measured NMD efficiency. (D) The kinase activity of AKT1 is required for its role in NMD. The NMD 
efficiency was measured as in (C) in cells overexpressing AKT1 or AKT1-K179M. The lower right panels 
show a western blot analysis of AKT1 and AKT1-K179M levels in cells transfected with the 
corresponding expression vector. The level of AKT1 was evaluated in HEK293FT WT and HEK293FT 

AKT1 cells after transfection with pmCMV-Globin Norm, pmCMV-Globin Ter, pmCMV (control), 
pAKT1-K179M, or pAKT1. Importin 9 was used as a loading control. The results of Figure 2 are 
representative of at least two experiments. Error bar= S.D., p-values were calculated with Student's t-
test: *<0.05, **<0.01.  
 

 

Figure 3: AKT1 interacts with NMD factors. (A) AKT1 immunoprecipitation analysis. AKT1 was 

immunoprecipitated from HEK293FT WT cells. The immunoprecipitations were performed in the 

presence of RNase A or BSA to assess the requirement for RNA in the protein interactions. The 

immunoprecipitate was then analyzed by western blotting for the presence of co-immunoprecipitated 

factors.  MDM2 as a partner of AKT1 was used as positive control. (B) UPF1 immunoprecipitation 

analysis. UPF1 was immunoprecipitated from HEK293FT WT cells and the immunoprecipitate analyzed 

by western blotting for the presence of co-immunoprecipitated factors. (C) UPF1 immunoprecipitation 

analysis under NMD activation. UPF1 was immunoprecipitated from HEK293FT WT cells transfected 

with a construct expressing PTC-carrying globin mRNA in the presence of RNase A or BSA to assess the 

requirement for RNA in the protein interactions. The immunoprecipitate was then analyzed by western 

blotting for the presence of co-immunoprecipitated factors. The right panel is the result of an RT-PCR 

performed on RNA extracted from the immunoprecipitates to assess the efficiency of the RNase A 

treatment. (D) UPF3X immunoprecipitation analysis. UPF3X was immunoprecipitated from HEK293FT 

WT cells and the immunoprecipitate analyzed by western blotting for the presence of co-

immunoprecipitated factors. GFP immunoprecipitation was performed as a negative control to assess 

the specificity of the immunoprecipitations. The immunoprecipitations were performed in the 

presence of RNase A or BSA to assess the requirement for RNA in the protein interactions. The 
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immunoprecipitate was then analyzed by western blotting for the presence of co-immunoprecipitated 

factors. The right panel is the result of RT-PCR performed on RNA extracted from the 

immunoprecipitates to assess the efficiency of RNase A treatment. The three leftmost lanes in each 

panel of the figure correspond to serial dilutions of HEK293FT whole cell extract. The results presented 

in this figure are representative of two experiments. 

 

Figure 4: AKT1 interacts with UPF1 and UPF3X. A proximity ligation assay was performed to assess 

interactions between AKT1 and UPF1, UPF2, UPF3X, or MDM2 (positive control). As a negative control, 

interactions between UPF1 and eIF4E were assessed. The white arrows indicate typical interaction 

points. The white squares correspond to a magnification of the background image. The bar plot at the 

bottom of the figure shows for each condition the average number of interaction points per cell as 

determined on more than 200 cells for each condition. Error bar= S.D., p-values were calculated with 

Student's t-test: *<0.05, **<0.01. All the results of this figure are representative of two experiments. 

 

Figure 5: AKT1 interaction with UPF1 requires UPF3X. A proximity ligation assay was performed to 

assess the interactions between AKT1 and UPF1 or UPF3X after downregulation of UPF1 or UPF3X with 

siRNA. The white arrows indicate typical interaction points. The white squares correspond to a 

magnification of the background image. The bar plot at the bottom of the figure shows the average 

number of interaction points per cell as determined for more than 200 cells for each condition. Error 

bar= S.D., p-values were calculated with Student's t-test: *<0.05, **<0.01. All the results of this figure 

are representative of two experiments. 

 

Figure 6: AKT1 is recruited to the mRNP by UPF3X. AKT1 immunoprecipitations were performed from 

nuclear and cytoplasmic fractions of HEK293FT WT cells transfected with a construct expressing Globin 

Ter mRNA. (A) Western blot analysis of the immunoprecipitates. The three leftmost lanes of each panel 

of the figure correspond to serial dilutions of HEK293FT whole cell extract. (B) RNAs were purified from 

the immunoprecipitates in order to measure the level of Globin Ter mRNA by RT-PCR. The three 

leftmost lanes correspond to serial dilutions of AKT1 immunoprecipitate from HEK293FT cells 

transfected with Control siRNA. 

 

Figure 7: AKT1 phosphorylates NMD factors. (A) In vitro phosphorylation of UPF1 and UPF2 but not 

UPF3X by AKT1. Error bar= S.D., p-values were calculated with Student's t-test:  *<0.05. The right panel 

is a Coomassie staining gel showing the UPF proteins used in the assay. (B) UPF1 was 

immunoprecipitated from HEK293FT WT and HEK293FT AKT1 cells to assess the level of UPF1 

phosphorylation. The three leftmost lanes of each panel of the figure correspond to serial dilutions of 

HEK293FT whole cell extract. The right panel shows quantification of UPF1 phosphorylation in both 

cell lines after immunoprecipitation of UPF1. (C) Absence of any additive effect of AKT1 and SMG1 on 

NMD efficiency. SMG1 was downregulated with siRNA in HEK293FT WT and HEK293FT AKT1 cells 

expressing Globin Norm or Globin Ter in order to evaluate the NMD efficiency. The NMD efficiency was 

measured by RT-PCR. The left panel shows a representative gel analysis after quantitative PCR. MUP 

mRNA was used as a loading and transfection control. The three leftmost lanes correspond to serial 

dilutions of the Norm control plasmid sample. The bar plot on the right side of the gel shows the NMD 

efficiencies measured under the different tested conditions. (D) Measurement of UPF1 
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phosphorylation in HEK293FT WT and HEK293FT AKT1 cells in the presence and absence of SMG1. 

The left panel shows a representative gel analysis and the bar plot on the right side of the gel is a 

graphic illustration of the quantification of two independent experiments. The three leftmost lanes of 

each panel of the figure correspond to serial dilutions of HEK293FT whole cell extract. Error bar= S.D., 

p-values were calculated with Student's t-test: *<0.05. The in vitro phosphorylation and 

immunoprecipitation results are representative of two and three experiments, respectively. The RT-

PCR results showing the effects of SMG1 and AKT1 kinases are representative of four experiments. 

 

Figure 8: The NMD efficiency is related to the AKT1 activation status. (A) Western blot analysis showing 

levels of the endogenous, plasmid-encoded WT, and plasmid-encoded constitutively activated (E17K) 

AKT1 isoforms. Importin 9 was used as a loading control. (B) NMD efficiency measured by RT-PCR. The 

upper panel shows a representative gel analysis after quantitative PCR. MUP mRNA was used as a 

loading and transfection control. The three leftmost lanes correspond to serial dilutions of the Norm 

control plasmid sample. The bar plot at the bottom of the figure shows the NMD efficiencies measured 

under the different test conditions. Error bar= S.D., p-values were calculated with Student's t-test: 

*<0.05, **<0.01. All the results of this figure are representative of three experiments. 

 

Figure 9: Model of UPF1 phosphorylation by AKT1. UPF3X is loaded on mRNP by the exon junction 

complex (EJC). UPF3X would recruit AKT1 before recruiting UPF1 and phosphorylating it. These events 

occur before or during the pioneer round of translation, since the cap structure is bound by CBP80 and 

not eIF4E. 
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Supplemental Figure 1: Chemical inhibition of AKT1 promotes NMD inhibition. (A) Western blot analysis of
proteins from HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1 cells treated with DMSO or with the AKT1 inhibitor.
AKT1 and phospho-AKT1 (P-AKT1) were detected. Importin 9 was used as a loading control. (B) RT-PCR
analysis of HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1 cells transfected with the Globin Norm or Globin Ter
expression vector and treated with DMSO or the AKT1 inhibitor. The three leftmost lanes correspond to
serial dilutions of the Norm control plasmid sample. The bar plot at the bottom of the figure shows the
NMD efficiencies measured under the different test conditions. Error bar= S.D., p-values were calculated
with Student's t-test: *<0.05. All the results of this figure are representative of three experiments.
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Supplemental Figure 2: Measurement of luciferase activity in HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1
cells. These cells were transfected with an expression vector encoding firefly luciferase. Twenty-four
hours after transfection, the cells were counted and 70,000 cells were plated in wells of a 96-well
plate. Twenty-four hours after, the luciferase activity was measured with a luminometer after
adding steadylite luciferase substrate (Perkin Elmer). n.s.: non-significant difference. Results of this
figure come from independent triplicates.
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Supplemental Figure 3: AKT2 and AKT3 are not involved in NMD. (A) Evaluation of AKT2 and AKT3 downregulation by western
blotting. HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1 cells were transfected with an siRNA against AKT2 or AKT3 mRNA. The three
leftmost lanes correspond to serial dilutions of HEK293FT whole cell extract. Importin 9 was used as a loading control. (B) NMD
efficiency was measured by RT-PCR in HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1 cells transfected with a nonspecific (control), AKT2-
targeting, or AKT3-targeting siRNA and with pmCMV-Globin Norm or pmCMV-Globin Ter. MUP mRNA was used as a loading and
transfection control. The three leftmost lanes correspond to serial dilutions of the Globin Norm sample. Error bar= S.D., p-values
were calculated with Student's t-test: *<0.05. All the results of this figure are representative of four experiments.



Importin 9 

UPF1 

HEK293FT

kDa

123

100

Importin 9 

UPF3X 

HEK293FT

kDa

70

100

WT ∆AKT1

SMG1 

Importin 9 

HEK293FT

kDa

410

100

Importin 9 

UPF2 

HEK293FT

kDa

150

100
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siRNAs in HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1 cells. The three leftmost lanes correspond to serial dilutions
of HEK293FT WT whole cell extract. Importin 9 was used as a loading control.
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Supplemental Figure 5: UPF2 is not required for the interaction between UPF3X and AKT1. A proximity ligation assay was
performed to assess interactions between AKT1 and UPF2 or UPF3X in the presence and absence of UPF2. White arrows indicate
typical interaction points. White squares correspond to a magnification of the background image. The bar plot at the bottom of the
figure shows for each condition the average number of interaction points per cell as determined on more than 200 cells for each
condition. Error bar=S.D., p-values were calculated with Student's t-test: *<0.05, **<0.01, ***<0.001. All the results of this figure
are representative of two experiments.
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Supplemental Figure 6: Measure of NMD inhibition in HEK293FT WT and HEK293FT DAKT1 cells in the
presence and absence of UPF1 or UPF3X. (Upper panel). Western blot showing downregulation of UPF1 or
UPF3X after siRNA treatment of the cells and the level of AKT1 in both cell lines. The molecular weight of
each protein is indicated on the left side of the gels. The three leftmost lanes correspond to serial
dilutions of HEK293FT WT whole cell extract. Importin 9 was used as a loading control. (Middle and lower
panels) RT-PCR analysis performed to measure the NMD efficiency in the presence of UPF1 and UPF3X
and in the absence of one of these in both cell lines. The three leftmost lanes correspond to serial
dilutions of the Globin Norm sample. Error bar= S.D., p-values were calculated with Student's t-test:
*<0.05, **<0.01, ***<0.001. All the results of this figure are representative of two experiments.
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Résultats complémentaires 

 

Impact de l’absence d’AKT1 sur la dégradation des substrats naturels du NMD 

Le mécanisme du NMD ne cible pas uniquement les ARNm porteurs d’un codon stop prématuré (PTC). 

L’expression de certains gènes sauvages est régulée par le NMD et ces derniers sont appelés substrats 

naturels du NMD (Mendell et al., 2004). 

 

Figure 42 : L’impact de l’absence d’AKT1 sur la dégradation de substrats naturels du NMD. A. 

Mesure des niveaux d'expression d'ARNm substrats naturels du NMD dans les cellules HEK 293 

FT sauvages et HEK293FT ΔAKT1 par RT-PCR. Les valeurs obtenues d’ARNm sont normalisées 

en utilisant l’ARNm de la GAPDH. Les trois premiers échantillons sur la gauche représentent une 

série de dilutions d’ARNm de cellules HEK 293 FT. B. Quantification de l’expression des ARNm 

soumis au NMD. Les résultats obtenus représentent trois expériences indépendantes. En bleu sont 

représentées les valeurs pour les cellules sauvages et en rouge celles pour les cellules ∆AKT1. 

 

A B 
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Afin d’étudier si la protéine AKT1 est impliquée dans la régulation de l’expression de certains substrats 

naturels du NMD et si son absence a un impact sur l’efficacité du NMD, nous avons mesuré l’expression 

de certains substrats naturels dans les cellules sauvages et dans les cellules invalidées du gène AKT1. 

Les substrats choisis ont été les ARNm codant pour les protéines TBL2, NAT9, GADD45b et SRSF2 

(SC35) (Figure 42). 

Les résultats obtenus ne montrent pas de différences significatives entre les cellules sauvages et les 

cellules n’exprimant plus AKT1. L’absence de la protéine AKT1 ne semble pas influencer la 

dégradation de ces substrats naturels, et indiquerait une possible spécificité de substrat dans le 

mécanisme du NMD. Néanmoins, il serait envisageable de prendre en considération d’autres substrats 

naturels afin de confirmer cette hypothèse. 

 

La phosphorylation in vitro des facteurs du NMD par les isoformes d’AKT 

Afin de déterminer si la protéine AKT1 et les deux autres isoformes de AKT peuvent phosphoryler les 

facteurs du NMD, nous avons effectué un test de phosphorylation in vitro à l’aide du kit ADP Glo Kinase 

Assay (Promega) (Figure 43). Les protéines utilisées sont des protéines purifiées afin d’éviter toute 

contamination protéique pouvant modifier les résultats. L’activité de chaque isoforme d’AKT est 

vérifiée avec une région spécifique (modifiée ou non) du substrat GSK3, fourni dans le kit. Ces 

fragments de la protéine GSK3 sont optimisés afin de répondre au mieux à la phosphorylation par les 

isoformes d’AKT.  

 

La protéine UPF1 HD-SQ correspond aux domaines hélicase (HD) et SQ de la protéine UPF1 (Fiorini 

et al., 2013). La condition AKT1/2/3 – blanc correspond à une réaction de phosphorylation sans substrat 

ou protéine. Les résultats de phosphorylation sur les protéines UPF montrent que les trois isoformes 

d’AKT sont capables de phosphoryler in vitro deux des trois facteurs du NMD, plus précisément UPF1 

et UPF2. Au contraire, la protéine UPF3X n’est pas phosphorylée in vitro par aucune des trois isoformes 

d’AKT, ayant une luminescence émise similaire à la condition contrôle sans substrat.  

La luminescence émise par la phosphorylation des protéines UPF1 et UPF2 est similaire pour les trois 

kinases, n’indiquant aucune spécificité d’isoforme. Il ne faut pas oublier que le test en question est un 

système clos, qui présente des résultats positifs uniquement dans certaines conditions. En effet, la 

réaction de phosphorylation in vitro est effectuée en absence de « contaminants » et des protéines 

purifiées sont utilisées. Néanmoins, dans les cellules, la présence d’autres protéines peut influencer 

l’interaction ou la phosphorylation des protéines. De plus, la présence des voies de signalisation et d’une 

régulation importante de chaque mécanisme biologique pourrait rendre spécifiques certaines 

interactions à cause par exemple d’une conformation tertiaire bien précise de chaque protéine en 

question. Il ne faut pas oublier que les trois isoformes sont exprimées et localisées différemment dans 
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les cellules, ce qui pourrait donner des résultats de phosphorylation différents. Les résultats obtenus 

doivent ainsi être validés.  

Les expériences d’immunoprécipitations et de PLA que nous avons effectuées pour mon projet de thèse 

démontrent que la seule isoforme impliquée dans le NMD est AKT1 et qu’elle interagit uniquement 

avec UPF1 et UPF3X, en phosphorylant UPF1. Il est fondamental d’utiliser plusieurs approches afin de 

démontrer et valider une hypothèse puisque chaque expérience peut avoir des biais.  

Figure 43 : Phosphorylation in vitro des protéines UPF par les isoformes d’AKT. 

 

Identification de la région pouvant être phosphorylée par AKT1 

Après avoir effectué une étude sur la spécificité d’isoforme dans le mécanisme du NMD avec 

l’utilisation de siRNA dirigés contre les gènes AKT1, AKT2 et AKT3, les résultats ont indiqué que 

seulement l’isoforme AKT1 joue un rôle dans la dégradation des ARNm porteurs d’un PTC par le NMD. 

Ainsi, nous avons décidé de mettre de côté les isoformes AKT2 et AKT3 par la suite. Les résultats de 

phosphorylation in vitro présentés précédemment indiquaient que les trois isoformes étaient capables de 

phosphoryler les protéines UPF1 et UPF2 in vitro. Mais comme déjà énoncé, le système présente des 

biais qu’il faut prendre en considération, puisque seulement les protéines purifiées sont introduites. Dans 

les cellules, d’autres conditions sont présentes et influencent l’interaction et la phosphorylation des 

protéines.   

Aujourd’hui, la majorité des sites de phosphorylation d’UPF1 par la kinase SMG1 a été déterminée, 

avec leur présence principalement localisée vers l’extrémité C-terminale. Le seul site identifié dans la 

partie N-terminale est la Thr28 (Matsuoka et al., 2007; Ohnishi et al., 2003; Okada-Katsuhata et al., 

2012; Yamashita et al., 2001). Contrairement aux domaines CH et SQ, aucun site de phosphorylation 

d’UPF1 par SMG1 n’a été trouvé dans le domaine hélicase. 
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Afin de localiser la région qui présente probablement plus de sites de phosphorylation d’UPF1 par la 

protéine kinase AKT1, nous avons réalisé une expérience de phosphorylation in vitro en utilisant 

différents fragments de la protéine UPF1 (Figure 44B). Tout d’abord, la protéine UPF1-FL représente 

la protéine de taille sauvage (Figure 44A). La protéine UPF1-HD correspond au domaine hélicase de la 

protéine UPF1. La protéine UPF1 HD-SQ correspond aux domaines hélicase (HD) et SQ de la protéine 

UPF1, comprenant les deux domaines entiers (Fiorini et al., 2013). Puis la protéine UPF1 HD-SQ 967 

représente la protéine avec son domaine hélicase et une partie du domaine SQ jusqu’au nucléotide 967 

(Figure 44A). Malheureusement, nous n’avons pas eu la possibilité d’obtenir une protéine UPF1 

composée uniquement du domaine CH en raison de la difficulté dans la production. 

Figure 44 : Phosphorylation in vitro de différents fragments de la protéine UPF1 par AKT1. A. 

Représentation des protéines UPF1 utilisées pour la phosphorylation in vitro. Le domaine CH est un 

domaine en doigt de zinc riche en cystéines et histidines. Le domaine HD est le domaine hélicase 

d’UPF1. Le domaine SQ est un domaine riche en sérines-glutamines à l’extrémité C-terminale. B. 

Expérience de phosphorylation in vitro par le kit ADP Glo Kinase Assay (Promega) en utilisant 

l’isoforme AKT1. 

 

Les résultats indiquent que la protéine AKT1 phosphoryle in vitro la protéine UPF1 de taille sauvage 

avec une luminescence émise très élevée par rapport aux contrôles. En revanche, la protéine UPF1 

possédant uniquement le domaine hélicase n’est pas phosphorylée puisque la luminescence est proche 

de la condition contrôle sans substrat. Cela nous indique que le domaine hélicase n’est pas phosphorylé 

par les deux kinases SMG1 et AKT1.  

A 

B 
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Les deux derniers fragments présentent le domaine hélicase et le domaine SQ avec une taille différente. 

En effet, le premier fragment est délété des derniers acides aminés de la protéine UPF1, alors que le 

deuxième fragment possède le domaine SQ entier. Les deux fragments en question sont phosphorylés 

in vitro par la kinase AKT1. Il n’y a pas de différence significative entre la phosphorylation des deux 

fragments composés des domaines HD et SQ, indiquant que les éventuels sites de phosphorylation sont 

localisés entre le nucléotide 914 et le nucléotide 967. 

En comparant les fragments composés des domaines HD et SQ avec la protéine UPF1 de taille sauvage, 

nous pouvons voir que la différence de phosphorylation correspond probablement à la phosphorylation 

de l’extrémité N-terminale d’UPF1. Il est donc possible que la majorité des sites de phosphorylation 

d’UPF1 par AKT1 est située vers l’extrémité N-terminale de la protéine. 

 

Impact de la mutation R253G d’UPF1 sur l’efficacité du NMD 

Les études des cibles d’AKT1 ont mis en évidence l’identification d’une séquence consensus, reconnue 

par la protéine AKT1. Cette séquence possède le motif R-X-R-X-X-S/T (Hornbeck et al., 2004; Obata 

et al., 2000; Rena et al., 1999; Vitari et al., 2004). Nous avons recherché cette séquence dans la protéine 

UPF1 et nous avons pu l’identifier dans la partie N-terminale en position 253. La thréonine qui pourrait 

être phosphorylée par UPF1 se situe en position 258. Afin d’évaluer si effectivement la phosphorylation 

a lieu sur ce site en question, la mutation R253G a été insérée par mutagénèse dirigée afin de détruire le 

site consensus.  

Nous avons ensuite transfectées les cellules sauvages et celles n’exprimant plus la protéine AKT1 avec 

le vecteur codant la protéine UPF1 sauvage et le vecteur codant la version mutée de la protéine (Figure 

45). Nous avons aussi décidé d’utiliser un siRNA dirigé contre le gène UPF1 dans certaines conditions 

afin de pouvoir avoir l’effet uniquement en fonction de la protéine exogène et non endogène. Après les 

résultats de Western Blot qui confirment une expression de la protéine UPF1 sauvage et mutée, nous 

avons réalisé une expérience de RT-PCR afin de voir l’impact de ces deux protéines sur l’efficacité du 

NMD.  
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Figure 45 : Impact de la mutation R253G sur l’efficacité du NMD. A. Western Blot avec 

l’expression protéique de la protéine UPF1 endogène et exogène, et des protéines AKT1 et importine 

9 dans les deux lignées cellulaires. B. Mesure des niveaux d'expression de l’ARNm de la Globine 

dans les cellules HEK 293 FT sauvages et HEK293FT ΔAKT1 par RT-PCR. Les valeurs obtenues 

d’ARNm sont normalisées en utilisant l’ARNm de MUP. Les trois premiers échantillons sur la 

gauche représentent une série de dilutions d’ARNm de cellules HEK 293 FT. Quantification de 

l’expression des ARNm soumis au NMD. Les résultats obtenus représentent deux expériences 

indépendantes. 

B 

A 
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La mutation du site en question n’affecte pas le NMD qui reste actif en présence d’AKT1 et inhibé en 

absence d’AKT1. En effet, d’un côté l’invalidation du gène UPF1 entraine une inhibition du NMD, ce 

qui était aussi attendu pour la version mutée de la protéine, ce qui nous aurait indiqué une implication 

de ce site de phosphorylation. En revanche, l’efficacité du NMD ne présente aucune modification par 

rapport à la protéine UPF1 de taille sauvage, probablement car cette séquence ne représente pas le site 

de phosphorylation d’UPF1 par AKT1. Cela n’est pas si étonnant si l’on considère que de nombreuses 

cibles interagissent et sont phosphorylées par AKT1 mais ne présentent pas de séquence consensus. 

Aujourd’hui, il n’y a pas encore d’explication à cela, si la conformation tertiaire des protéines peut avoir 

une influence sur cette interaction ou s’il existe une autre raison (Hornbeck et al., 2004; Obata et al., 

2000; Rena et al., 1999; Vitari et al., 2004). 

 

Localisation des facteurs du NMD 

Une approche pour confirmer l’éventuelle interaction entre AKT1 et les protéines du NMD est 

d’observer la localisation cellulaire de ces facteurs par microscopie. La première étude a été celle 

d’étudier la localisation cellulaire des trois facteurs du NMD, UPF1, UPF2 et UPF3X en présence et en 

absence de la protéine AKT1. 

 

Différentes équipes mais aussi certains de nos travaux ont montré que les facteurs du NMD ainsi que 

les substrats du NMD transitent par des foyers cytoplasmiques appelés P-bodies (Cougot et al., 2004; 

Durand et al., 2007). La fonction de ces derniers n’est pas encore élucidée mais deux hypothèses sont 

proposées, comme déjà évoqué dans l’introduction. La première hypothèse est que les P-bodies 

représenteraient un lieu de stockage des protéines impliquées dans le NMD et des ARNm soumis au 

NMD. La seconde hypothèse soutient le contraire, plus précisément que les P-bodies seraient le lieu où 

le NMD est opérationnel. 

 

Afin d’analyser l’impact de la présence ou de l’absence d’AKT1 sur la localisation cellulaire des facteurs 

du NMD, les deux lignées cellulaires ont été transfectées avec un vecteur d’expression codant l’une des 

protéines UPF couplée à la Yellow Fluorescent Protein (YFP). La protéine DCP1a (en rouge) est un 

marqueur des P-Bodies. Un microscope à fluorescence possédant un module Apotome de Zeiss a été 

utilisé (Figure 46). 
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Figure 46 : Localisation des facteurs du NMD dans les deux lignées cellulaires. A. Localisation 

cellulaire de la protéine UPF1 en présence et en absence d'AKT1. Les noyaux ont été marqués en 

utilisant le Hoechst 33342 (bleu). La protéine UPF1 est couplée à la protéine YFP (en vert). En 

rouge, nous pouvons voir la détection de la protéine DCP1a utilisée comme marqueur des P-Bodies. 

B. Localisation cellulaire de la protéine UPF2 en présence et absence de AKT1. En vert, on peut 

voir la protéine UPF2 et en rouge le marqueur des P-bodies. La protéine UPF2 est cytoplasmique. 

C. Localisation de la protéine UPF3X en vert et des P-bodies en rouge. La protéine UPF3X est 

nucléaire. 

B 

A 

C 
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La localisation de la protéine UPF1 dans les cellules sauvages est majoritairement cytoplasmique, 

comme décrit dans la littérature (Lykke-Andersen et al., 2000), alors que pour les cellules où AKT1 est 

absente, la protéine UPF1 se concentre dans des foyers cytoplasmiques pouvant être des granules de 

stress, des P-bodies ou d’autres foyers cytoplasmiques (Cougot et al., 2004; Durand et al., 2007; Jia et 

al., 2017). Cependant, la co-localisation de la fluorescence verte et rouge nous indiquent que certains de 

ces foyers cytoplasmiques correspondent aux P-bodies. 

Les protéines UPF2 et UPF3X ne montrent pas de différence de localisation dans les deux lignées 

cellulaires.  

 

La dégradation des ARNm par NMD est située dans le cytoplasme 

Les interactions protéiques entre les protéines AKT1, UPF1 et UPF3X ont été confirmés par la technique 

de microscopie Proximity Ligation Assay (PLA). Cette technique permet de détecter au moyen d’un 

signal de fluorescence amplifié, des protéines qui se situent dans la cellule à moins de 40 nm. Avec 

l’utilisation de deux anticorps primaires qui reconnaissent les deux protéines d’intérêt, deux autres 

anticorps secondaires spécifiques sont utilisés, possédant des caractéristiques particulières. En effet, ces 

anticorps possèdent chacun un brin d’ADN lié, et si les protéines en question sont assez proches l’une 

de l’autre, les deux brins vont pouvoir interagir entre eux. La ligation et l’amplification de cet ADN 

donnera un signal fluorescent, révélant ainsi une interaction entre les deux partenaires. 

Figure 47 : Interactions entre les protéines AKT1, UPF1 et UPF3X dans le cytoplasme. Les 

interactions protéiques sont visibles par Proximity Ligation Assay (PLA) avec l’apparition de spots 

rouges. Les P-bodies sont visibles avec la fluorescence verte. Les images ont été prises avec le 

Spinning Disk (Live SR). 

 

Après l’identification des interactions protéiques, nous avons regardé la localisation de celles-ci. Pour 

cela, nous avons utilisé le marqueur des P-bodies afin de déterminer si les interactions entre AKT1 et 



166 

 

les deux facteurs du NMD UPF1 et UPF3X sont effectuées dans les P-bodies. Les résultats ne montrent 

aucune co-localisation du signal de fluorescence, indiquant que les interactions protéiques sont 

cytoplasmiques et ne sont pas dépendantes des P-bodies (Figure 47). 

 

Matériels et Méthodes 

Culture cellulaire 

Les cellules HEK293FT sont cultivées dans un milieu DMEM + Glutamax (Gibco), 10% de Sérum non 

décomplémenté, 1% de Zell Shield, à 37°C et 5% de CO2. Les cellules HEK293FT ∆AKT1 invalidées 

du gène AKT1 ont été obtenues à l’aide de la technologie CRISPR/Cas9 en utilisant le plasmide 

pLentiV2- CRISPR- porteur de la séquence d'un ARN guide dirigé contre AKT1 (5’-

CACCGCCCGCGCACGCTTGGTCCCG-3’). Les cellules ont été sélectionnées en utilisant 

l’antibiotique puromycine à une concentration de 3 μg/ml (InvivoGen). 

 

Transfection des cellules HEK293FT 

Les cellules ont été transfectées en utilisant le réactif Jet Optimus (Polyplus Transfection Ref : 117-01) 

selon le protocole fourni par le fabricant, pour la transfection de l’expérience de microscopie. En 

revanche, la transfection des siRNA a été faite en utilisant l’IcaFectine 442 (In-Cell-Art). 

 

Extraction protéique et Western Blot 

Les extraits protéiques pour l’expérience avec le plasmide UPF1 muté ont été préparés en utilisant un 

tampon de lyse composé de 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 20 mM EDTA pH 8 et 5% de SDS. Les échantillons 

ont subi 30 pulsations de sonication (Branson Digital Sonifier/amplitude 20%). 

Les anticorps qui ont été utilisés sont : l’anticorps anti-AKT1 (Cell Signaling #2938) dilué 1/1000e, 

l’anticorps anti-UPF1 (Abcam ab 86057) dilué 1/5000e, l’anticorps anti-importine 9 (Abcam ab 52605) 

dilué 1/1000
e

. 

 

RT-PCR quantitative 

Les ADNc ont été amplifiés par PCR radioactive en ajoutant le nucléotide radioactif dCTP (33P en 

position α). Les séquences des oligonucléotides utilisés sont : MUP (sens 5’- 

CTGATGGGGCTCTATG-3’ ; anti-sens 5’-TCCTGGTGAGAAGTCTCC-3’), Globine (sens 5’- 

GGACGAGCTGTACAAGTATC-3’ ; anti-sens 5’-GGGTTTAGTGGTACTTGTGAGC-3’), GAPDH 

(sens 5′- CATTGACCTCAACTACATGG-3′; anti-sens 5′-GCCATGCCAGTGAGCTTCC-3′), SC35 

(ou SRSF2, sens 5′- CCTCTTAAGAAAATGCTGCGGTCTC-3′; anti-sens 5′-

ATCAGCCAAATCAGTTAAAATCTGC-3′), NAT9 (sens 5′- ATTGTGCTGGATGCCGAGA-3′; 

anti-sens 5′-ACCTAGCGTGGTCACTCCGTA-3′), TBL2 (sens 5′- GCAGTCATTTACCACATGC-3′; 
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anti-sens 5′-TATTGTTTCTGCTTCTTGGAT-3′), et GADD45 (sens 5’- 

GAGTGAGACTGACTGCAAGC-3’ ; anti-sens 5’-TCTTATTAATTCGCAAACTGG-3’). 

 

Phosphorylation in vitro 

La phosphorylation in vitro a été effectuée en utilisant le kit ADP-Glo Kinase Assay (Promega; V6930), 

et les kits enzymatiques AKT1 Kinase Enzyme System (V1911), AKT2 Kinase Enzyme System 

(V3861) et AKT3 Kinase Enzyme System (V4010). 

Les protéines purifiées d’UPF1 ainsi que la protéine UPF2 nous ont été gentiment offertes par Hervé Le 

Hir. La protéine UPF3X a été achetée chez CliniSciences (Recombinant Human Regulator of Nonsense 

Transcripts 3B - E. Coli; CSB-EP883646HU). 

Des plaques Costar 96 Half Area blanches ont été utilisées pour la phosphorylation in vitro. 

 

Expérience d’immunofluorescence 

Les cellules HEK293FT WT et ∆AKT1 ont été transfectées avec 100 ng de vecteurs exprimant les 

protéines UPF1, UPF2 et UPF3X fusionnées à la protéine fluorescente YFP. Après la fixation des 

cellules avec 10% de formaline (Sigma-Aldrich), les cellules ont été perméabilisées en utilisant de 

l’éthanol 70% pendant 1h à 4°C. Les cellules fixées ont été laissées en incubation pendant 1h à 4°C avec 

l’anticorps anti-DCP1a (Sigma-Aldrich, D5444, dilution 1:1000). Les anticorps secondaires utilisés sont 

Alexa Fluor 568 (Invitrogen) et Alexa Fluor 488 (Invitrogen), laissés en incubation pendant 1h à 4°C. 

Le Hoechst 33342 permet la visualisation des noyaux. Les lamelles ont été montées en utilisant le liquide 

de montage Vectashield (Eurobio). Les observations microscopiques pour la localisation des facteurs 

du NMD ont été réalisées à l’aide d’un microscope à fluorescence possédant un module Apotome 

(ZEISS AxioImager Z1 ApoTome Microscope). Les photos ont été prises en utilisant l’objectif 63x. 

 

Proximity Ligation Assay (PLA) 

 La Proximity Ligation Assay a été effectuée avec le kit de chez Sigma - DuolinkTM In Situ Orange 

Starter Kit Mouse/Rabbit (Ref: DUO92102) avec λex 554 nm; λem 576 nm (Cyanine 3; Zeiss Filter set 

20). Des lames particulières ont été utilisées, Lames Labtek avec 8 chambres amovibles (NuncTM Lab-

Tek II Chamber Slide, Thermo Scientific Nunc, Référence: 154534). Le protocole utilisé a été celui 

fourni avec le kit Sigma. 

Les anticorps utilisés sont l’anticorps anti-UPF1 rabbit (Abcam 86057; dilution 1/250e), l’anticorps anti-

UPF3X rabbit (Abcam 134566; dilution 1/250e), l’anticorps anti-AKT1 mouse (Santa Cruz sc-271149; 

dilution 1/50e). L’acquisition des photos a été effectuée avec le Spinning Disk- Live SR microscope 

(Ti2 Nikon - Spinning Disk Yokogawa CSUW1 - Gataca) avec le programme Metamorph. Les images 

ont été prises en utilisant différentes longueurs d’onde (excitation : 405, 561, et 488 nm; emission : 
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450/50, 525/50 and 595/50). Le module SR a été utilisé afin d’améliorer la résolution. L’observation a 

été faite avec l’objectif 60x oil (Nikon Plan Apo 60x NA 1.4). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion et perspectives 
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Le mécanisme du NMD est un système de surveillance contrôlant la qualité des ARNm. Après les étapes 

de transcription et de maturation de l’ARN, le NMD repère la présence d’un PTC pouvant donner lieu 

à la synthèse d’une protéine tronquée, qui si produite, pourrait garder une partie ou la totalité de sa 

fonctionnalité, être non fonctionnelle ou bien devenir délétère pour la cellule (Popp and Maquat, 2014). 

Différentes pathologies voient la présence d’ARNm porteurs d’un PTC telles que des maladies 

métaboliques, des pathologies génétiques comme la mucoviscidose ou la dystrophie musculaire de 

Duchenne, ou bien certaines formes de cancer (Khajavi et al., 2006; Miller and Pearce, 2014). 

Son implication n’est pas seulement observée lors d’événements pathologiques mais le NMD est aussi 

lié à des événements physiologiques tels que la régulation de l’expression de certains gènes, considérés 

comme substrats naturels du NMD (Mendell et al., 2004; Neu-Yilik et al., 2004). 

Mon projet de thèse a pour finalité d’étudier le NMD et les protéines impliquées dans le mécanisme afin 

d’incrémenter nos connaissances sur le sujet, et comprendre au mieux tous les paramètres pouvant 

influencer l’activation et la régulation du NMD. Avec un système de criblage particulier, nous avons 

réussi à identifier une potentielle protéine kinase jouant un rôle dans le NMD. Les résultats obtenus avec 

notre étude prouvent l’implication d’une deuxième kinase, après la protéine kinase SMG1, capable 

d’interagir avec deux facteurs du NMD, les protéines UPF1 et UPF3X. Il a été démontré dans mon projet 

de thèse qu’AKT1 phosphoryle uniquement la protéine UPF1 bien qu’elle interagisse aussi avec UPF3X. 

Les sites de phosphorylation d’UPF1 par AKT1 représentent une prochaine étape du projet. De plus, 

nous avons pu observer une spécificité d’isoforme dans le mécanisme du NMD mais aussi des ARNm 

qui sont dégradés par le NMD. J’ai recherché si ces deux kinases, AKT1 et SMG1, agissent de concert 

ou si leur action est totalement indépendante. Enfin, nous nous sommes intéressés à la mutation d’AKT1 

E17K, retrouvée dans certaines formes de cancer, en regardant son impact sur le NMD. 

Les résultats fournis dans mon projet de thèse ont ouvert la voie à différentes questions qui trouveront 

probablement des réponses dans les années à venir. En effet, étant donné l'implication d’AKT1 dans le 

NMD, nous pouvons nous demander par exemple si la modulation de la voie de signalisation 

PI3K/AKT/mTOR peut avoir un effet sur le NMD, ou bien la raison de cette spécificité d'isoforme 

d’AKT dans le NMD, ou son activité de kinase par rapport à SMG1. Cette série de question peut se 

focaliser sur des événements physiologiques mais aussi pathologiques puisque la protéine AKT1 est 

souvent retrouvée mutée dans les cancers. Parmi toutes les hypothèses que nous pouvons émettre, une 

des finalités et perspectives est bien évidemment une meilleure compréhension des mécanismes 

moléculaires non seulement du NMD mais aussi de la voie PI3K/AKT/mTOR afin de pouvoir les 

appliquer en clinique avec le développement de thérapies ciblées en adéquation avec le génotype des 

patients. 
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Un lien entre la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR et le mécanisme du NMD 

Le système de criblage que nous avons utilisé a permis d’obtenir une première piste sur l’implication 

d’AKT1 dans le mécanisme du NMD et de tracer un fil conducteur pour l’avancement du projet. Les 

résultats obtenus par la suite n’ont fait que confirmer l’implication d’une nouvelle kinase dans le NMD 

en démontrant la présence d’un lien direct entre le NMD et la protéine AKT1.  

L’implication indirecte de la protéine AKT1 dans le mécanisme du NMD avait déjà été suggérée en 

2016 par Park et ses collègues (S. A. Park et al., 2016). En effet, nous savons que l’activation du NMD 

est dépendante de la traduction (Carter et al., 1995; Thermann, 1998). L’étude de Park a montré que 

l’activation de la voie de signalisation PI3K par l’insuline conduit à une augmentation de l’événement 

de traduction gouverné par la protéine mTORC1 et par les protéines situées en aval telles que 4E-BP et 

eIF4E (S. A. Park et al., 2016). La présence de la protéine CBP80 et l'absence de eIF4E dans nos 

immunoprécipitations confirment bien le lien entre la traduction, la protéine AKT1 et le NMD mais 

indiquent aussi qu’AKT1 agit de façon directe sur le mécanisme du NMD. 

A partir de ces résultats, une première série de questions peut venir à l’esprit. En effet, nous n’avons pas 

eu le temps d’explorer la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR mais nous nous sommes concentrés 

uniquement sur l’activité d’AKT1 lors de la dégradation par NMD. Néanmoins, nous pouvons nous 

demander si AKT1 représente la seule protéine de la voie PI3K permettant une régulation du NMD, 

avec une activation indépendante de la voie PI3K, ou si la voie de signalisation peut intervenir lors de 

la dégradation des ARNm porteurs de PTC. Concernant l’implication d’autres protéines de la même 

voie de signalisation dans le mécanisme du NMD, nous pourrions rechercher la présence des protéines 

PI3K ou mTOR dans les immunoprécipitations, ce qui pourrait nous dire si effectivement, la protéine 

AKT1 est la seule kinase de la voie de signalisation à permettre l’activation du NMD. Cependant, cela 

reste une hypothèse pas très convaincante et assez improbable puisque nous aurions retrouvé dans le 

système de criblage des inhibiteurs des protéines PI3K ou mTOR pouvant entrainer une inhibition du 

NMD et cela n'a pas été le cas. Toutefois, il ne faut pas exclure un éventuel effet de l'activation de la 

voie de signalisation sur le NMD, qui pourrait être causé par l'activation de la kinase AKT1 en particulier 

plutôt que des actions directes des autres protéines de la voie en question. 

Afin d’étudier l'impact de la voie de signalisation PI3K sur le NMD, il serait intéressant par exemple 

d’activer la voie de signalisation avec l’utilisation de différents ligands tels que l’insuline ou l’EGF, 

spécifiques à l’isoforme AKT1. Selon les résultats déjà obtenus qui nous indiquent que l’efficacité du 

NMD est corrélée au niveau d’expression des facteurs du NMD mais aussi de la protéine AKT1, nous 

pouvons supposer qu’une activation de la voie PI3K conduirait à une dégradation plus importante des 

ARNm porteurs de PTC. Nous ignorons à l’heure actuelle, si l'effet sur le NMD est propre au ligand 

même s’il est spécifique à l’isoforme d’AKT1. L’activation ou l’inhibition de la voie PI3K/AKT/mTOR 

représente une étape à envisager dans l’étude du lien entre le NMD et cette voie de signalisation. Cette 
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approche nous permettrait d’être le plus possible dans les conditions que l’on retrouve in vivo, avec un 

ample « réseau » composé de voies de signalisation qui peuvent être connectées entre elles.  

Il est aussi possible qu’AKT1 puisse intervenir indépendamment de la voie PI3K à l’instar d’UPF1 qui 

est impliquée dans des événements autre que le NMD, comme la dégradation par Staufen-mediated 

mRNA decay, la dégradation des ARNm des histones, ou la régulation du cycle cellulaire (Azzalin and 

Lingner, 2006a, 2006b; Jia et al., 2015; Kim and Maquat, 2019; Popp and Maquat, 2015a). L’étude de 

l’impact de la voie PI3K activée sur le NMD nous donnera les réponses à nos questions. 

 

Un modèle d’activation du NMD : des cibles spécifiques 

Mon projet de thèse a mis en évidence les interactions qui peuvent apparaître lors de l’activation du 

mécanisme du NMD. En utilisant plusieurs approches, nous avons démontré que la protéine AKT1 

interagit avec deux protéines du NMD, notamment les protéines UPF1 et UPF3X, et qu’elle n’est 

capable de phosphoryler que la protéine UPF1. La protéine UPF2 ne semble pas interagir avec AKT1, 

contrairement à la protéine SMG1 qui a la capacité d’interagir avec les trois facteurs du NMD mais de 

ne phosphoryler qu’UPF1 et UPF2 (Clerici et al., 2014; Yamashita, 2013).  

Nous pouvons nous poser la question du rôle de la protéine UPF2 dans ce cas de figure, c’est-à-dire le 

NMD où AKT1 joue un rôle. Généralement, la protéine UPF2 est recrutée sur l’ARNm après l’export 

de ce dernier où la protéine UPF3X ainsi que l’EJC ont déjà été déposés dans le noyau après la 

maturation de l’ARN. La protéine AKT1 qui interagit avec UPF3X et UPF1 serait ainsi à proximité de 

la protéine UPF2 et serait donc visible dans les différentes approches que nous avons utilisées en raison 

de la distance assez courte entre les protéines. D’après les résultats obtenus, ceci n’est pas le cas. Une 

explication possible peut être que l’activation du NMD par AKT1 est indépendante de la protéine UPF2. 

L’étude de Aznarez et ses collègues ont par exemple démontré que la protéine d’épissage SRSF1 induit 

l’activation du mécanisme de NMD après son association sur la séquence d’ARNm et le recrutement du 

facteur UPF1, mais que les étapes généralement nécessaires dans l’activation canonique de la 

dégradation par NMD ne sont pas toutes présentes (Aznarez et al., 2018). Dans ce cas de figure, une des 

protéines qui ne voyait plus son recrutement et son intervention est la protéine UPF2. Il serait très 

intéressant de voir si dans le cas de l'activation du NMD par AKT1, UPF2 interviendrait ou pas dans le 

processus de dégradation, par exemple dans le recrutement des protéines SMG8, SMG9 ou UPF1 et 

peut-être de la kinase AKT1, en ne formant plus le complexe SURF composé notamment de SMG1 mais 

un autre complexe avec AKT1. Afin de démontrer cela, il serait possible d’envisager des expériences 

d’invalidation du gène UPF2 par siRNA, comme celles que nous avons entreprises avec les gènes UPF1 

et UPF3X mais il faudrait prendre en considération un paramètre important. Dans cette étude, il faudrait 

comparer l’invalidation de la protéine UPF2 seule et en combinaison avec l’invalidation de SMG1. En 
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effet, on peut s’attendre à ce que l’invalidation seule d’UPF2 provoque une inhibition du NMD similaire 

à la combinaison des deux invalidations. 

Une autre question qui peut nous venir à l’esprit après cette réflexion est, si l’on considère que la voie 

canonique du NMD n’est pas tout à fait identique, est-ce que le complexe EJC aurait sa place dans le 

nouveau modèle et est-ce qu’AKT1 pourrait interagir avec l’EJC. Nous ne nous sommes pas penchés 

sur cet aspect puisque nous ne sommes pas partis sur une hypothèse dans laquelle il y aurait une possible 

modification de la voie d’activation du NMD. Toutefois, cette hypothèse semble raisonnable car le fait 

de faire entrer une nouvelle kinase dans le mécanisme de NMD induit des changements dans le modèle 

établit jusqu’alors et il serait intéressant de la tester.  

 

Nos résultats ont aussi laissé suggérer un ordre bien précis des interactions. En effet, l’absence 

d’expression de la protéine UPF3X a un effet négatif sur les interactions entre UPF1 et AKT1 qui ne 

sont plus visibles. Au contraire, l’absence de la protéine UPF1 n’induit pas de modifications dans les 

interactions protéiques entre UPF3X et la kinase AKT1. Comme évoqué dans l’introduction, la protéine 

UPF3X est une protéine nucléaire qui fait la navette entre le noyau et le cytoplasme. Elle représente le 

premier facteur du NMD qui se dépose sur l’ARNm après sa maturation dans le noyau et avant l’export 

vers le cytoplasme (Le Hir et al., 2001). Après l’export de la mRNP, la protéine UPF1 est recrutée afin 

de permettre l’activation du NMD. Notre hypothèse serait donc que la protéine AKT1 serait recrutée sur 

l’ARNm dans le noyau par la protéine UPF3X. Après l’export de l’ARNm dans le cytoplasme, AKT1 

pourrait interagir avec UPF1 une fois que cette dernière est recrutée sur la mRNP. Il est possible 

qu’uniquement à cet instant, la protéine AKT1 phosphoryle UPF1. Le rôle d’UPF3X qui n’est pas une 

phosphoprotéine pourrait avoir surtout le rôle de recruteur d’AKT1 et d’UPF1, comme une plateforme 

pour ces deux protéines (Figure 48). 

Les interactions protéiques ainsi que la réaction du NMD ont lieu dans le cytoplasme, indépendamment 

des P-bodies. En effet, si d’un côté il a été démontré par des équipes que la dégradation a lieu dans ces 

foyers cytoplasmiques chez des organismes spécifiques tels que la levure, de l’autre côté, d’autres 

équipes soutiennent que les P-bodies pourraient servir comme lieu de stockage des protéines (Kulkarni 

et al., 2010; Parker and Sheth, 2007; Sheth and Parker, 2006). Les résultats obtenus n’indiquent pas le 

rôle des P-bodies puisque les seules informations que nous pouvons en déduire sont que les interactions 

entre AKT1 et les deux facteurs du NMD se forment dans le cytoplasme et pas forcément dans ces foyers 

cytoplasmiques. En effet, même si les interactions protéiques ont lieu, nous ne pouvons dire si la 

dégradation des ARNm par le NMD est activée ou pas. 
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Figure 48 : Représentation des interactions protéiques entre les facteurs du NMD et la kinase AKT1. 

La protéine AKT1 serait recrutée sur l’ARNm au niveau nucléaire où elle serait déposée sur la 

protéine UPF3X. Après l’export du mRNP vers le cytoplasme, le premier tour de la traduction a 
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lieu. Dès la reconnaissance du PTC par le ribosome, la protéine UPF1 est recrutée et pourrait 

interagir avec AKT1. La protéine kinase AKT1 pourrait à cet instant phosphoryler UPF1, en activant 

ainsi le mécanisme du NMD. 

 

Activation possible de la protéine kinase AKT1 

Parmi les questions que nous pouvons avoir sur la possible activation du NMD par la protéine AKT1, 

une représente l’activation et la phosphorylation d’AKT1 par une kinase, événement précédent à la 

phosphorylation des cibles par AKT1. En effet, il a déjà été démontré dans la littérature que la protéine 

AKT1 doit être phosphorylée afin de transmettre le signal dans la cascade de phosphorylation, et plus 

précisément ce sont les kinases PDK1 et mTORC2 qui se chargent de la phosphoryler (Biondi et al., 

2000; Risso et al., 2015; Song et al., 2005). Pour sa phosphorylation, la protéine AKT1 doit être recrutée 

au niveau de la membrane afin d’interagir avec les phospholipides de membrane PIP3. Cette 

translocation membranaire est fondamentale pour la modification conformationnelle de la protéine 

AKT1 qui permet aux deux kinases d’accéder aux sites de phosphorylation d’AKT1 (Biondi et al., 2000; 

Song et al., 2005). 

En revanche, nous n’avons aucune indication de l’activation d’AKT1 dans notre modèle d’activation du 

NMD. Est-ce que la protéine AKT1 serait déjà phosphorylée et activée lors de son recrutement par 

UPF3X dans le noyau ? Est-ce que la protéine AKT1 serait activée après l’export du mRNP vers le 

cytoplasme ? Quelle kinase se chargerait de l’activer et pourrait accéder aux sites de phosphorylation 

d’AKT1 vue sa conformation tertiaire ?  

Afin de répondre à cela, il est connu que la protéine AKT1 est localisée de façon majoritaire dans le 

cytoplasme mais il a été démontré qu’elle peut se situer dans le noyau où elle phosphoryle des protéines 

nucléaires telles que le facteur de transcription FOXO ou des co-activateurs transcriptionnels tels que 

p300 (Arden and Biggs III, 2002; Huang and Chen, 2005). Néanmoins, aucune évidence n’a été montrée 

pour une activation nucléaire de la protéine AKT1. La seule supposition est qu’elle est activée dans le 

cytoplasme puis rejoint le noyau. Une étude a prouvé que la protéine AKT1 phosphoryle dans le noyau 

la protéine Aly/REF qui a la capacité d’interagir avec les phospholipides de membranes PIP3 au niveau 

nucléaire (Okada et al., 2008). Néanmoins, il n’est pas connu si la protéine AKT1 est déjà retrouvée 

activée dans le noyau ou si une éventuelle kinase puisse l’activer au niveau nucléaire.  

La protéine AKT1 pourrait être déjà active lors de sa fixation sur l’ARNm ou pourrait être activée en 

cours de route, par exemple par une nouvelle kinase. Etant donné le rôle des deux kinases, AKT1 et 

SMG1, dans le mécanisme du NMD, nous pourrions même arriver à penser que la protéine SMG1 serait 

capable de phosphoryler AKT1 ou vice-versa. Cette hypothèse pourrait être étudiée par exemple à l’aide 

d’une expérience de phosphorylation in vitro, en regardant la capacité de phosphorylation d’AKT1 et 
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de SMG1 en absence de toute autre protéine du NMD. De plus, une autre idée pourrait être que les deux 

kinases se phosphorylent en même temps afin de permettre l’activation du NMD. Ou bien, il ne faut pas 

exclure la possibilité que les deux kinases interviennent indépendamment l’une de l’autre, et ainsi à des 

moments différents. 

L’activation d’AKT1 par PDK1 et mTORC2 après la translocation membranaire reste quand même la 

proposition la plus intuitive. Une fois activée, la protéine AKT1 serait dirigée vers le noyau afin 

d’interagir par exemple avec la protéine UPF3X. Une approche qui pourrait être réalisée afin de valider 

cette hypothèse serait par exemple l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de PDK1 et de mTORC2 avec 

l’étude de leur impact sur l’activation d’AKT1. Il serait intéressant de regarder par microscopie comme 

la méthode de PLA la localisation d’AKT1 phosphorylée ou non après l’inhibition des deux kinases en 

question. 

 

Les deux kinases du NMD : action synergique ou compétitive ? 

L’identification d’une nouvelle protéine kinase impliquée dans le mécanisme du NMD a introduit de 

nouvelles questions concernant la régulation du NMD. Les sites de phosphorylation d’UPF1 par SMG1 

sont déjà identifiés mais ceux qui sont régulés par AKT1 ne sont pas encore connus (Matsuoka et al., 

2007; Ohnishi et al., 2003; Okada-Katsuhata et al., 2012; Yamashita et al., 2001). En effet, les deux 

kinases pourraient cibler les mêmes sites ou au contraire, phosphoryler des sites indépendants. Selon 

leur activité, elles pourraient avoir une action synergique ou additive dans l’action du NMD ou bien agir 

indépendamment l’une de l’autre avec une action compétitive. 

D’après les résultats présentés, les deux kinases semblent avoir une action indépendante. En effet, il n’y 

a pas forcément de kinase prévalente sur l’autre, c’est-à-dire que la protéine SMG1 ne serait pas 

majoritaire pour l’activation du NMD et vice-versa, et chacune aurait une activité propre au NMD. 

Une raison d’une activité distincte entre les deux kinases pourrait être la différence des sites 

phosphorylés. SMG1 phosphoryle majoritairement la partie C-terminale d’UPF1 alors que nos résultats 

laissent penser qu’AKT1 puisse phosphoryler de façon majoritaire l’extrémité N-terminale.  

Il est possible que les deux kinases puissent se fixer sur UPF1 et interagir avec des extrémités différentes. 

Cette régulation du NMD par les deux kinases reste encore à élucider puisque les preuves fournies 

jusqu’à présent ne sont pas suffisantes. Peut-être que les deux kinases possèdent une activité spécifique. 

Nous savons que la protéine SMG1 régule le NMD afin de permettre la dégradation des ARNm porteurs 

d’un PTC mais aussi la dégradation de certains ARNm régulés physiologiquement par le NMD. Il est 

possible qu’AKT1 cible de façon spécifique certains ARNm.  
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Nous n’avons pas réussi à trouver des sites phosphorylés d’UPF1 par AKT1, malgré la présence de la 

séquence consensus reconnue par AKT1. De nombreuses cibles d’AKT1 ne sont pas reconnus par cette 

séquence. Il n’y a pas encore une explication à cela, même si la conformation tertiaire des protéines 

pourrait avoir un rôle. En effet, la conformation de la protéine pourrait masquer la séquence consensus 

d’AKT1 en présentant un autre site. L’environnement autour du site pourrait être la cause de cette 

reconnaissance et phosphorylation mais les preuves sont insuffisantes pour l’instant (Hornbeck et al., 

2004; Obata et al., 2000; Rena et al., 1999; Vitari et al., 2004). 

La découverte des sites phosphorylés représente un des objectifs à atteindre, par exemple en mutant 

différents sites possibles et en regardant leur impact sur le NMD. La spectrométrie de masse pourrait 

être aussi un moyen d’identifier ces sites. 

La coexistence de ces deux kinases laisse penser que d’autres protéines puissent être impliquées dans le 

mécanisme du NMD. La phosphoprotéine UPF2 est ainsi une cible pour l’activation du NMD mais la 

kinase qui la phosphoryle n’a pas encore été clairement identifiée. Un projet qui pourrait être développé 

est la découverte d’une éventuelle kinase phosphorylant de façon spécifique la protéine UPF2, par 

exemple à l’aide du même système de criblage avec un vecteur codant la protéine hybride UPF2-MS2. 

 

Le rôle exclusif de l'isoforme AKT1 sur le NMD 

Dès les résultats obtenus lors du criblage, nous avons remarqué une spécificité d’isoforme. La protéine 

AKT1 semble être la seule à avoir un rôle dans le mécanisme du NMD puisque des molécules 

synthétisées pour inhiber AKT2 ou AKT3 n’ont pas été sélectionnée par le crible. Nous avons pu 

confirmer cette spécificité par différentes approches. Le rôle exclusif de l’isoforme AKT1 dans le NMD 

suggère que certains mécanismes sont mis en place et qui excluent l’activité des deux autres isoformes 

AKT2 et AKT3. 

La question que nous pouvons nous poser est la suivante : Quels sont les paramètres qui causent cette 

spécificité d’isoforme ? En effet, malgré le pourcentage élevé de similarité de séquence et une 

architecture semblable, les isoformes possèdent une localisation mais aussi une expression qui peuvent 

être différentes. Par exemple, nous avons déjà introduit que la protéine AKT1 représente l’isoforme 

ubiquitaire par rapport aux deux autres. La nature des substrats peut être spécifique à l’isoforme et, selon 

le signal qui active la voie de signalisation, l’effet sera différent. Parfois, deux isoformes peuvent même 

arriver à avoir une action contraire, notamment dans certains cancers tels que le cancer du sein où AKT1 

et AKT2 interagissent avec les mêmes protéines mais avec une activité opposée (Hinz and Jücker, 2019; 

Riggio et al., 2017). 

Il est donc attendu que selon le ligand qui active la voie PI3K/AKT/mTOR, mais aussi selon la 

localisation tissulaire, le NMD ne sera pas toujours efficace. Il est étrange de penser que les trois 
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isoformes peuvent avoir en commun certaines cibles sous certaines conditions et dans d’autres situations 

ne plus partager les mêmes substrats. Comme déjà évoqué auparavant, la conformation tertiaire de la 

protéine est fondamentale non seulement pour son activité mais aussi pour l’interaction avec les autres 

protéines. Dans notre cas de figure, les protéines UPF3X et UPF1 interagiraient avec AKT1 

probablement à cause d’une séquence qui n’est pas commune aux deux autres isoformes. Nous sommes 

incapables aujourd’hui d’identifier les régions protéiques qui interagissent entre elles, sauf à l’aide de 

mutations qui excluraient ces interactions. La seule information que nous avons est que la protéine UPF1 

serait phosphorylée probablement vers l’extrémité N-terminale de la protéine, et le domaine kinase 

d’AKT1 interagirait avec UPF1. Nous n’avons malheureusement pas de preuves à fournir mais il serait 

intéressant d’élucider la raison de cette spécificité d’isoforme, par exemple en regardant les sites 

d’AKT1 pouvant être phosphorylés ou subir des modifications post-traductionnelles et ainsi comparer 

avec les deux autres isoformes.  

 

L’activation du NMD par AKT1 uniquement dans certaines conditions ? 

Le mécanisme du NMD dégrade des ARNm porteurs d’un PTC afin d’éviter la synthèse d’une protéine 

tronquée mais il a aussi la capacité de cibler des ARNm physiologiques pour la régulation de leur 

expression. Environ 5 à 15% des ARNm physiologiques sont dégradés par le NMD (Kurosaki and 

Maquat, 2016b; Lambert et al., 2020; Mendell et al., 2004; Seyedali and Berry, 2014). 

L’implication de la protéine AKT1 dans le mécanisme du NMD a été prouvée pour les ARNm porteurs 

d’un PTC. Nous nous sommes posés la question si la protéine AKT1 avait un rôle dans la dégradation 

des ARNm physiologiques. D’après mes résultats, la protéine AKT1 régule le NMD uniquement des 

ARNm porteurs d’un PTC, contrairement à la protéine kinase SMG1 qui dégrade les ARNm avec PTC 

et les substrats naturels. 

La seule explication que nous pouvons donner est que probablement, l’implication d’AKT1 dans le 

NMD est spécifique à certains ARNm. Il existerait ainsi une différence entre les deux kinases AKT1 et 

SMG1. En effet, nous pouvons penser que les deux kinases peuvent être activées à des moments 

distincts. La raison de cette spécificité n’est pas tout à fait claire et nous pourrions nous demander si la 

nature du PTC pourrait être un paramètre qui influence l’activité d’AKT1 dans le NMD. Une perspective 

serait en effet de trouver l’explication à cela et d’étudier l’efficacité du NMD pour d’autres ARNm 

porteurs de PTC, en utilisant aussi des lignées différentes. 
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Le rôle du NMD activé par AKT1 dans la tumorigenèse 

La modulation de l’expression de la kinase SMG1 ou d’un des facteurs du NMD a un impact sur 

l’activation du NMD (Usuki et al., 2004; Yamashita et al., 2001). De même, l’expression de la protéine 

AKT1 ou son état de phosphorylation influence la cascade de phosphorylation de la voie 

PI3K/AKT/mTOR (Yang et al., 2004) mais aussi l’efficacité du NMD. La surexpression ou l’activation 

constitutive d’AKT1 est souvent la cause de l’apparition de cancers tels que le cancer du sein et des 

ovaires (Altomare and Testa, 2005; Knobbe and Reifenberger, 2006; Revathidevi and Munirajan, 2019). 

Il suffit de penser que dans plus de 50% des cancers, la protéine AKT1 est retrouvée hyperactivée 

(Manning and Toker, 2017). Il est donc possible que des mutations d’AKT1 ou de la voie PI3K puissent 

moduler le NMD. La finalité de mon projet de thèse est d’accroitre nos connaissances sur le 

fonctionnement du NMD qui pourraient être utiles au niveau clinique pour une médecine personnalisée 

envers des patients qui présentent certaines mutations, telles que des mutations d’AKT1.  

D’après nos résultats, une corrélation peut être faite entre le NMD, la protéine AKT1 et la tumorigenèse. 

La corrélation entre le NMD et la tumorigenèse a été démontrée mais son rôle dans le développement 

des cancers est très complexe (Pawlicka et al., 2020). En effet, selon les cancers, le NMD peut avoir une 

efficacité inversée, avec d’un côté une très forte efficacité qui peut venir en aide ou être la cause du 

développement tumoral, ou bien d’un autre côté avec une inactivation laissant « fuir » des ARNm qui 

devraient être dégradés. L’implication du NMD dans les cancers peut être très spécifique et créer ainsi 

une complexité dans la compréhension du rôle du NMD dans la tumorigenèse. 

Dans notre cas de figure, nous avons pu démontrer que la mutation en question induit une activité plus 

importante du NMD mais cette conséquence ne s’applique pas à toutes les mutations d’AKT1. Le NMD 

est ainsi un avantage dans la tumorigenèse ou peut-être en est même la cause. Il serait intéressant de 

prendre en considération un autre type de mutation qui est majoritairement retrouvée dans des cancers 

afin de voir si la tendance est la même, ou bien de voir si l’amplification du gène AKT1 conduit aux 

mêmes résultats. Pour confirmer nos résultats, nous devrions étudier l’impact d’AKT1 sur le NMD dans 

une lignée tumorale porteuse d’une mutation activatrice endogène d’AKT1.  

Qu’est-ce qui cause cette différence d’efficacité du NMD dans les cancers ? Est-ce que cela a un lien 

avec la protéine AKT1 ? Cela dépend-il des mutations retrouvées ? 

Ces interrogations ouvrent des possibilités de nouvelles études, par exemple d’étudier un type de cancer 

spécifique où le NMD est activé et de voir les mutations présentes. 
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Vers des perspectives cliniques : des stratégies thérapeutiques envisageables 

Le lien entre la protéine AKT1 et le NMD prouve que les cancers présentent différentes facettes qu’il 

faut prendre en considération. En effet, les thérapies ciblées ont vu un très grand développement ces 

dernières années puisque les cellules tumorales peuvent répondre de façon différente selon la mutation 

ou selon la localisation du cancer.  

Les bénéfices de l’inhibition du NMD ont été énoncés lors de mon introduction. Dans notre cas de 

figure, le lien avec la voie PI3K/AKT/mTOR nous indique qu’une inhibition du NMD dans des cancers 

présentant une mutation d’AKT1, pourrait être une approche thérapeutique face au développement 

tumoral causé par la voie PI3K.  

Des inhibiteurs du NMD ont déjà été identifiés tels que NMDI-1, NMDI-14 et l’amlexanox (Durand et 

al., 2007; Gonzalez-Hilarion et al., 2012; Martin et al., 2014). Nous avons déjà démontré que l’utilisation 

d’un inhibiteur d’AKT1 avait un effet sur l’efficacité du NMD. Il serait ainsi intéressant de regarder 

l’effet d’un inhibiteur du NMD sur la voie de signalisation PI3K. 

Le développement d’inhibiteurs dirigés contre les deux voies représente une stratégique thérapeutique 

prometteuse puisque ces inhibiteurs cibleraient efficacement les altérations et les modifications sous 

plusieurs angles. C’est le cas d’un inhibiteur de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR qui a été 

développé, appelé Rigosertib, et qui semblerait aussi agir sur le NMD en l’inhibant (Hyoda et al., 2015). 

Cet inhibiteur agit principalement sur les microtubules, en déstabilisant ces derniers et ayant ainsi un 

impact négatif sur les cellules cancéreuses.  

Il ne faut tout de même pas mettre de côté les effets indésirables que peut avoir l’inhibition de la voie 

PI3K et du NMD et voir le revers de la médaille. En effet, même si ces inhibiteurs seraient spécifiques 

à la voie PI3K et au NMD, toutes les voies PI3K et NMD seraient bloquées, pas uniquement dans les 

cellules tumorales mais aussi dans les cellules saines de l’organisme. La conséquence de cette inhibition 

pourrait être opposé à l’effet souhaité dans certains cas puisque toutes les fonctions cellulaires seraient 

modifiées, telles que la prolifération cellulaire, la régulation de l’apoptose ou la synthèse protéique. Pour 

cette raison, il faut toujours prendre en considération cas par cas afin de cibler au mieux la pathologie. 

En conclusion, mon projet de thèse a permis d’identifier la deuxième kinase impliquée dans le NMD, la 

protéine AKT1. Son rôle central dans la signalisation en fait un acteur particulier dans le mécanisme de 

surveillance des ARNm qu’est le NMD et ouvre de nouvelles perspectives de régulation de ce dernier. 
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