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INTRODUCTIONINTRODUCTIONINTRODUCTIONINTRODUCTION    

    

I. La synthèse des protéines chez les eucaryotes, différents mécanismes d’initiation 

de la traduction 

 

I.1. Préambule    

 

La synthèse des protéines est un processus biologique majeur contribuant à la prolifération 

cellulaire. Sa régulation est importante, car elle permet au métabolisme cellulaire de 

s’adapter en réponse à différents stimuli. Différents mécanismes de traduction existent, ils 

permettent à la cellule de répondre efficacement à des changements environnementaux ou à 

des stress variés. La traduction des ARN messagers chez les eucaryotes est un processus 

complexe qui se divise en 4 étapes : l’initiation, l’élongation, la terminaison et le recyclage du 

ribosome. L’initiation est l’étape qui permet d’assembler le ribosome complet 80S sur le 

codon d’initiation. Les nucléotides du codon s’apparient à ceux de l’anticodon de l’ARNt 

initiateur (Met-ARNtMet initiateur ou ARNtMet
i) dans le site P du ribosome (P pour peptidyl-

ARNt). Un certain nombre de facteurs d’initiation, nommés eIF (eukaryotic Initiation Factor), 

sont requis pour cette étape d’assemblage. Lorsque l’initiation se fait de manière 

conventionnelle les eIF nécessaires sont au nombre de dix-neuf. L’initiation se fait par 

l’assemblage séquentiel de plusieurs complexes de pré-initiation intermédiaires pour 

finalement aboutir à la formation d’un ribosome 80S sur le codon d’initiation (Sonenberg & 

Hinnebusch, 2009; Trachsel et al., 1977). En raison du nombre important de facteurs qui 

entrent en jeu et de la complexité de son déroulement, l’initiation est l’étape limitante de la 

synthèse des protéines. Une dérégulation de cette étape peut avoir des conséquences 

dramatiques sur le métabolisme cellulaire et conduire notamment à la formation de cancers 

ou au développement de maladies neuro-dégénératives (Bhat et al., 2015; Robichaud & 

Sonenberg, 2017). Après l’initiation vient l’étape d’élongation qui permet la synthèse de la 

chaîne polypeptidique. Les ARNt aminoacylés entrent dans le site A du ribosome (A pour 

Aminoacyl-ARNt), puis, lors d’une étape appelée accommodation, l’ARNt se positionne 

correctement dans le ribosome de manière à permettre l’étape suivante. L’acide-aminé porté 

par l’aminoacyl-ARNt entrant est alors attaché de manière covalente au dernier acide aminé 

de la chaîne peptidique présente dans le site P du ribosome. L’élongation requiert 3 facteurs 

d’élongation : eEF1A, qui apporte l’aminoacyl-ARNt suivant au ribosome, le facteur 

d’échange eEF1B, qui recycle le GTP fixé à eEF1 et le facteur eEF2, qui aide à la 
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translocation du ribosome (Dever & Green, 2012). Lorsque le ribosome atteint la fin de la 

région codante, c’est l’étape de terminaison. Le codon de terminaison ou codon stop (UAA, 

UGA, ou UAG) entre dans le site A du ribosome. Ce dernier est alors reconnu par deux 

facteurs de terminaison appelés ‘eukaryotic Release Factor’ eRF1 et eRF3. Ces facteurs 

vont provoquer la dissociation du ribosome et le relargage de la chaîne peptidique (Blanchet 

et al., 2015; Hatin, et al., 2009). Le ribosome sera dissocié en deux sous-unités, 40S et 60S, 

puis recyclé pour une nouvelle traduction (Rodnina & Wintermeyer, 2009). Durant ma thèse 

je me suis focalisée sur l’étape d’initiation de la traduction, et plus précisément sur un 

mécanisme d’initiation non conventionnel. 

 

I.2. L’initiation de la traduction canonique ou « coiffe-dépendante » 

 

I.2.1. Le recrutement d’un complexe multi-protéique sur la coiffe 

 

Le mécanisme d’initiation de la traduction conventionnel est dépendant de la présence d’une 

coiffe m7Gppp ancrée à l’extrémité 5’ de l’ARNm. L’initiation débute avec l’assemblage d’un 

complexe multi-protéique sur cette coiffe m7G. Ce complexe est constitué des facteurs 

d’initiation eIF4B et eIF4F (Hashem & Frank, 2018). Le facteur eIF4F est lui-même composé 

d’un assemblage de trois facteurs : le facteur de liaison à la coiffe eIF4E, eIF4A qui est une 

hélicase à motif ‘DEAD’ et eIF4G une grande protéine plateforme (Altmann et al., 1985; 

Sonenberg et al., 1979). L’hélicase eIF4A peut être retrouvée sous deux formes : soit 

associée à d’autres facteurs au sein du complexe eIF4F, soit isolée sous forme libre dans le 

cytoplasme. Son rôle est de déplier les structures secondaires de l’extrémité 5’ de l’ARNm, 

avec l’aide d’un facteur auxiliaire eIF4B, de manière à permettre l’attachement du ribosome 

(Rozen et al., 1990). Le facteur plateforme eIF4G interagit avec les facteurs eIF4E et eIF4A 

d’une part et les ‘polyA binding protein’ (PABP) fixés sur la queue poly(A) en 3’ de l’ARNm 

d’autre part (Etchison et al., 1982; Hentze et al., 1997; Lamphear et al., 1995). Ces 

interactions multiples entraînent le rapprochement des extrémités 5’ et 3’ de l’ARNm, 

permettant ainsi sa circularisation (Figure 1 : étape appelée ‘activation de l’ARNm’). L’ARN 

messager ainsi circularisé peut recruter le complexe de pré-initiation 43S. Il a été décrit que 

la configuration de l’ARNm en « boucle fermée » stimule la traduction en augmentant le 

recyclage et l’assemblage du complexe 48S sur l’ARNm (Jackson et al., 2010; Sonenberg & 

Hinnebusch, 2009; Svitkin et al., 2009; Topisirovic & Sonenberg, 2011).  

 

I.2.2. Le recrutement du complexe 43S  

 

D’une part, la petite sous-unité du ribosome (40S) issue de l’étape de recyclage s’associe 

aux facteurs d’initiation eIF3, eIF1, eIF1A et eIF5. D’autre part, le complexe ternaire, 
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composé de eIF2-GTP-Met-ARNtMet
i, s’associe également avec le 40S. L’ensemble forme le 

complexe de pré-initiation 43S (Majumdar,et al., 2003; Trachsel & Staehelin, 1978, 1979). 

Cette particule 43S est ensuite recrutée sur l’ARNm grâce à l’interaction entre eIF3 au sein 

du 43S, et eIF4G au sein de eIF4F, déjà présent sur l’extrémité 5’ de l’ARNm (Figure 1 : 

cette étape est appelée « ancrage sur l’ARNm » ou ‘attachement to mRNA’). Le facteur 

d’initiation eIF3 joue un rôle majeur à chaque étape de l’initiation de la traduction. Un 

paragraphe est dédié à eIF3 ci-après.  

 

I.2.3. La formation du complexe 48S sur l’ARNm 

 

Suite à son recrutement sur l’extrémité 5’ du messager, le complexe 43S va glisser le long 

l’ARNm du 5’ vers le 3’ jusqu’au codon initiateur AUG selon un mécanisme appelé ‘scanning’ 

(Hinnebusch, 2017; Kozak, 1978) (Figure 1 : ‘5’ to 3’ scanning’). Le ‘scanning’ est assuré par 

les facteurs d’initiation eIF1/eIF1A et par les hélicases eIF4A/4B, DHX29 et DDX3 qui aident 

à déplier les structures de la région 5’UTR de l’ARNm (Hashem et al., 2013; Hinnebusch, 

2014; Guenther et al., 2018, Martin & Eriani 2018). La reconnaissance du codon d’initiation 

AUG est validée par le facteur eIF1 (Pestova & Kolupaeva, 2002). Pour être reconnu 

efficacement, le codon AUG doit se trouver dans un contexte de séquence spécifique, avec 

une purine en position -3 et un G en position +4 (la numérotation fait référence à la position 

de ce nucléotide par rapport au A de l’AUG considéré comme le +1). Cette séquence 

optimale est également appelée séquence de Kozak (Kozak, 1986). Une fois le complexe 

correctement positionné sur le codon d’initiation dans le site P du ribosome, eIF1 est déplacé 

pour favoriser l’hydrolyse du GTP lié à eIF2 et l’interaction du Met-ARNtMet
i avec l’AUG 

(Lorsch, 1999). A ce stade, il est appelé complexe 48S (Figure 1 : ‘initiation codon 

recognition, hydrolysis of eIF2 bound-GTP’). 

 

I.2.4. L’assemblage du complexe 80S  

 

La dernière étape de l’initiation voit la dissociation des facteurs eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF2-

GDP du complexe de pré-initiation 48S pour permettre l’association de la sous-unité 60S 

(Jackson et al., 2010) (Figure 1 : ‘subunit joining and factor displacement’). Un autre facteur 

d’initiation entre en jeu, le facteur eIF5B-GTP. Cette protéine autorise l’assemblage du 60S 

grâce à son activité GTPasique. L’hydrolyse de son GTP permet de dissocier eIF1A pour 

que le 80S s’assemble finalement (Lee et al., 2002) (Figure 1 : ‘hydrolysis of eIF5B bound-

GTP’). Le ribosome 80S est alors prêt à entrer en phase d’élongation et ce qu’on appelle 

processus d’initiation canonique est terminé.  
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Figure 1 : Le mécanisme d’initiation de la traduction canonique « coiffe-dépendant » chez les 
eucaryotes. (figure issue de Jackson et al., 2010). Le mécanisme d’initiation canonique dépendant de la coiffe 
peut être divisé en 8 étapes (étapes 2-9). Il commence après le recyclage (1) des complexes de traduction. Le 
complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtMet

i (2) est assemblé dans le complexe de pré-initiation 43S (3). L’ARNm 
est au même moment activé grâce à la liaison du complexe eIF4F à la coiffe, l’interaction de ce dernier avec les 
PABP en 3’ induit une circularisation de l’ARNm (4). Le complexe 43S est alors recruté au niveau de l’extrémité 
5’ de l’ARNm (5) et va procéder au processus de ‘scanning’  (6). Ensuite, l’interaction de l’ARNtMet

i avec l’AUG 
initiateur induit l’hydrolyse du GTP associé à eIF2 et la formation du complexe 48S (7). L’assemblage de la sous-
unité 60S sur le complexe 48S provoque le relargage de la majorité des facteurs d’initiation (8). Puis, le ribosome 
80S est prêt à entrer en phase d’élongation. 
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I.2.5. Le facteur d’initiation eIF3 

 

Le facteur d’initiation eIF3 est le plus gros et le plus complexe des facteurs nécessaires à 

l’initiation de la traduction (voir la revue Valášek et al., 2017). Chez les mammifères, eIF3 est 

un complexe multimérique de 800 kDa, composé de 13 sous-unités, nommées eIF3a à 

eIF3m. Le noyau structural de ce facteur d’initiation est composé de 8 sous-unités (a, c, e, k, 

l, m, f et h), il est nommé ‘central core’ ou noyau octamérique de eIF3 (Figure 2). Ce noyau 

octamérique est constitué de six sous-unités protéiques contenant un domaine PCI pour 

‘26S Proteasome, COP9 signalosome, Initiation factor eIF3’ et de deux sous-unités 

contenant un domaine ‘Mpr1/Pad1 N-terminal’ (MPN). Ce sont les sous-unités a, c, e, k, l, et 

m qui, grâce à leur domaines PCI, permettent l’assemblage des six sous-unités entre elles. 

Les sous-unités f et h, quant à elles, possèdent chacune un domaine MPN qui permet la 

fixation d’autres protéines ou des autres sous-unités sur le noyau octamérique. Les cinq 

sous-unités restantes (b, d, g, i et j) sont à la périphérie du complexe protéique et sont plus 

flexibles que les sous-unités du noyau octamérique (Figure 2). Les sous-unités b, i, et g 

forment un module séparé rattaché au noyau octamérique via la partie C-terminale de la 

sous unité eIF3a. Ce complexe est appelé ‘Yeast-Like Core’ (YLC) car, chez la levure, 

eIF3a, b, i et g (additionné de eIF3c) constituent le noyau fonctionnel de eIF3 (Hinnebusch, 

2006; Valásek, 2012). Les sous-unités b et g possèdent des motifs de liaison à l’ARNm 

appelés ‘RNA Recognition Motif’ (RRM). Les sous-unités b et i contiennent des motifs en 

hélice-β formés par la répétition des acides aminés tryptophane et acide aspartique (motif 

WD40). Les sous-unités a et c du noyau de eIF3, ainsi que les sous-unités périphériques b 

et g, sont capables d’interagir directement avec l’ARN messager. La présence dans le 

complexe eIF3 de la sous-unité eIF3j est controversée. En effet ce facteur se détache très 

facilement du complexe eIF3. Chez la levure, eiF3j n’est pas une protéine essentielle à la 

traduction. Elle s’associe transitoirement au noyau de eIF3 et stimule son activité. eIF3j 

renforce les interactions entre eIF3 et les autres facteurs eIF. eIF3j permet également 

l’association du facteur eIF3 à la sous-unité ribosomique 40S lors de la formation de la 

particule 43S (Block et al., 1998; Valásek et al. , 1999). Dans la particule 43S, eIF3j occupe 

le même emplacement que l’ARNm. Par conséquent, la fixation du 43S sur l’ARNm 

nécessite le relargage préalable de eIF3j afin de permettre son ancrage sur l’ARNm. Par 

ailleurs, eIF3j possède d’autres fonctions, notamment dans la biogenèse du 40S. En résumé, 

certaines publications qualifient eIF3j de sous-unité périphérique de eIF3 alors que d’autres 

travaux suggèrent qu’il serait plutôt un facteur de traduction qui s’associe transitoirement à 

eIF3 lors de l’initiation de la traduction (Beznosková et al., 2013; ElAntak et al., 2010; 

Majzoub et al., 2014).  
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Figure 2 : Représentation schématique du facteur d’initiation eIF3 et des interactions de ses 13 sous-
unités. (Figure issue de Valasek et al., 2017). Les sous-unités a, c, e, k, l, m, f et h du facteur d’initiation eIF3 
constituent le noyau octamérique (entouré en gris) du facteur indispensable à sa fonction de facteur d’initiation de 
la traduction. Les sous-unités b, d, g, i et j, quant à elles, sont localisées en périphérie du noyau. Elles participent 
à la liaison du facteur eIF3 à l’ARN messager grâce à leurs motifs RRM et WD40. Les sous-unités eIF3a, b, i et g 
sont rattachées au noyau octamérique eucaryote via l’extrémité C-terminale de eIF3a. Elles forment le complexe 
appelé ‘Yeast-Like Core’ (YLC) qui regroupe quatre des cinq sous-unités constituant le core fonctionnel minimal 
de eIF3 chez la levure. La sous-unité eIF3j interagit avec eIF3a et b (représenté par des flèches), elle serait 
associée de manière transitoire à eIF3 pour stimuler son activité. Le facteur eIF3 interagit avec les autres 
facteurs d’initiation et avec les protéines du ribosome, ces interactions sont représentées par des flèches. 

 

 

Le facteur d’initiation eIF3 est le seul facteur dont la présence est requise tout au long de 

l’initiation de la traduction. Dans un premier temps, il empêche l’association des deux sous-

unités séparées du ribosome (Hashem et al., 2013). Il assure ensuite le recrutement et la 

stabilisation du complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtMet
i sur le ribosome (Des Georges et 

al., 2015). De plus, eIF3 est indispensable lors de l’attachement du complexe de pré-

initiation 43S à l’ARNm grâce à son interaction avec eIF4G (Benne & Hershey, 1978; 

Trachsel & Staehelin, 1979). Enfin, eIF3 assure la fidélité du processus de ‘scanning’ en 

garantissant la reconnaissance du codon d’initiation AUG (Hinnebusch, 2006). Les données 

structurales récentes ont permis de proposer un modèle structural de eIF3 interagissant avec 

la sous-unité 40S du ribosome eucaryote (Figure 3). De manière intéressante, le noyau 
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octamérique de eIF3 et le complexe YLC sont disposés sur deux faces opposées du 

ribosome 40S, de telle sorte à l’envelopper presque totalement. Sa localisation aussi 

étendue sur la sous-unité 40S du ribosome semble expliquer ses nombreuses fonctions lors 

de l’initiation. Ainsi, l’ensemble de ses caractéristiques fait de eIF3 le facteur central de 

l’initiation de la traduction ; il est un acteur majeur dans quasiment tous les modes d’initiation 

de la traduction utilisés par les cellules eucaryotes, canoniques et non-canoniques. 

 

 

 

Figure 3 : Modèle structural obtenu par Cryo-Microscopie Électronique de l’organisation des sous-unités 
du facteur d’initiation eIF3 autour de la sous-unité 40S du ribosome eucaryote. (Figure issue de Des 
Georges et al., 2015). Les treize différentes sous-unités de eIF3 (représentées avec les mêmes couleurs que 
dans la figure 2) sont localisées de part et d’autre de la petite sous-unité 40S du ribosome (en beige). 
 

 

I.3. Les mécanismes d’initiation et de régulation non canoniques de la traduction 

 

Le mécanisme d’initiation de la traduction décrit ci-dessus est le mécanisme d’initiation 

conventionnel des ARN messagers cellulaires coiffés et polyadénylés. Ce mécanisme 

nécessite la présence de la coiffe en 5’ de l’ARNm, c’est pourquoi il est qualifié de « coiffe-

dépendant ». Par ailleurs, il nécessite tous les facteurs d’initiation et la localisation du codon 

initiateur après une étape de ‘scanning’. Cependant, la cellule contient différentes 

populations d’ARNm qui sont traduits par d’autres mécanismes d’initiation de la traduction. 

Ces mécanismes sont dits « non conventionnels » ou « non canoniques ». Ils permettent 

généralement la traduction d’ARNm spécifiques dans des conditions particulières. Par 

exemple, il existe des mécanismes de traduction qui ne nécessitent pas le set complet des 

facteurs eIF. Ces ARNm spécifiques peuvent également contenir des éléments structuraux 
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jouant un rôle prépondérant dans le fonctionnement de ces mécanismes d’initiation 

alternatifs, notamment lors du recrutement du ribosome. De telles structures sont aussi 

retrouvées dans certains génomes viraux. Ces structures sont plus ou moins sophistiquées 

et elles sont retrouvées dans toutes les régions de l’ARN (UTR et phase codante). Les 

modes de recrutement du ribosome utilisés sont également variables. Ces éléments de 

structure ribonucléique permettent en général d’initier la traduction de l’ARN plus 

efficacement que le mécanisme canonique. Enfin, ces structures sont généralement utilisées 

pour la régulation fine de l’expression des ARNm, par exemple à un stade particulier du 

cycle cellulaire, ou encore en réponse à divers stimuli (stress cellulaire, infection virale, etc.)  

 

I.3.1. L’initiation de la traduction guidée par des structures de l’ARN 

 

I.3.1.1. L’initiation de la traduction de l’histone H4 par ‘tethering’ du 43S sur l’AUG 

 

Le mécanisme d’initiation de la traduction par ‘ribosome tethering’ a été décrit dans notre 

laboratoire pour l’ARNm codant l’histone H4 (Martin et al., 2011) (Figure 4). L’ARNm de 

l’histone H4 de souris (ARNm H4) présente des caractéristiques atypiques. Par exemple, la 

région 5’UTR ne fait que 9 nucléotides (Meier, Böhni, & Schümperli, 1989). Du côté 3’, 

l’ARNm n’est pas polyadénylé, l’extrémité 3’UTR se termine par une structure en tige-boucle 

(Jaeger et al., 2005, 2006; Martin et al., 1997). Notre laboratoire a démontré que l’ARNm H4 

contient dans la phase codante deux éléments structuraux impliqués dans le processus 

d’initiation de la traduction. Le premier est une jonction en triple-hélices, localisée 19 

nucléotides en aval du codon d’initiation. Dans un premier temps elle séquestre la coiffe en 

5’ de l’ARNm dans une poche appelée ‘Cap Binding Pocket’ ou CBP. La coiffe étant alors 

inaccessible, le facteur eIF4E ne peut pas s’y fixer. En revanche, eIF4E reconnaît un 

deuxième élément structural au milieu de la phase codante, appelé ‘eIF4E Sensitive 

Element’ ou 4E-SE. Cette structure, repliée en double tige-boucle est similaire à l’élément 

4E-SE retrouvé dans la région 3’UTR de l’ARNm de la cycline D1 (Culjkovic et al., 2007, 

2006). eIF4E interagit directement avec le 4E-SE grâce à son extrémité N-terminale. La 

poche de liaison à la coiffe de eIF4E utilisée habituellement n’est pas requise dans cette 

interaction. Dès que le facteur eIF4F (grâce à eIF4E) est recruté sur le 4E-SE, l’hélicase 

eIF4A déplie les structures autour du codon initiateur AUG. La particule 43S est ensuite 

directement déposée et positionnée sur le codon AUG, sans étape de ‘scanning’. Le 

positionnement du ribosome se fait par encombrement stérique grâce à la structure en 

jonction en triple-hélices. Cette structure a donc une fonction double : séquestrer la coiffe 

dans un premier temps, puis guider le dépôt du ribosome dans un deuxième temps. 

L’ajustement fin du positionnement du codon AUG dans le site P du ribosome se fait grâce à 
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une interaction entre un triplet AGG localisé en amont de la jonction triple-hélices et l’hélice 

h16 de l’ARN ribosomique 18S (Martin et al., 2016) (Figure 5). Le complexe 80S s’assemble 

ensuite avant de s’engager dans l’étape d’élongation. Par conséquent, ce mécanisme 

d’initiation non conventionnel permet de recruter le complexe de pré-initiation 43S 

directement sur le codon d’initiation AUG grâce à des structures présentes dans la région 

codante de l’ARNm. Ce mécanisme de ‘ribosome tethering’ est plus rapide et plus efficace 

que la traduction canonique, notamment parce qu’il ne nécessite pas d’étape de ‘scanning’. Il 

est utilisé pendant la phase S du cycle cellulaire. Ce mécanisme permet de produire de 

façon massive les histones qui seront ensuite utilisées pour former les nucléosomes.  

 

 

 

Figure 4 : L’initiation de la traduction « coiffe-dépendante » par ‘tethering’ du ribosome chez l’ARNm de 
l’histone H4. La région codante de l’ARNm d’histone H4 contient deux éléments structuraux impliqués dans le 
processus d’initiation de la traduction : une jonction en triple-hélices contenant une poche de séquestration de la 
coiffe (CBP) et une double tige-boucle (4E-SE) qui recrute le facteur d’initiation eIF4E de manière interne. La 
fixation du complexe eIF4F au 4E-SE (1) induit des changements structuraux de la jonction en triple-hélices qui 
libère la coiffe. Celle-ci vient alors se loger dans la poche de liaison spécifique de la coiffe du facteur eIF4E (2). 
Le complexe de pré-initiation est ensuite directement déposé sur le codon initiateur AUG du messager (3-4) sans 
étape de ‘scanning’ et l’initiation de la traduction se poursuit de manière à assembler le complexe 80S (5-6). 
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Figure 5 : Structure du complexe d’initiation de la traduction avec l’ARNm H4 et le ribosome 80S. (Figure 
issue de Martin et al., 2016). L’ajustement du codon initiateur AUG de l’ARN messager de l’histone H4 (ARNm 
H4) se fait grâce à une interaction entre un triplet AGG localisé en amont de la jonction en triple-hélices de 
l’ARNm H4 et l’hélice h16 de l’ARN ribosomique 18S. (a) Modèle structural obtenu par cryo-Microscopie 
Électronique (cryo-ME) du complexe ARNm H4-80S bloqué à l’étape de pré-translocation. L’ARNm H4 est 
représenté en rouge, eEF1A en orange, l’ARNt entrant dans le site A du ribosome encore associé à eEF1A (A/T-
site tRNA) est en magenta, l’ARNt présent dans le site P du ribosome est représenté en vert, la sous-unité 
ribosomique 60S en bleu et la sous-unité ribosomique 40S en jaune. (b) Une vue rapprochée de la zone de 
contact entre l’ARNm H4 et le ribosome met en évidence que l'ARNm H4 est en contact avec la boucle apicale 
de l'hélice h16 (ARNr 18S) et les protéines eS3 et eS10 du ribosome. (c) Modèle des interactions entre l'ARNm 
H4 (en rouge) et la boucle apicale de l'hélice h16 de l'ARNr 18S (en gris). (d) La superposition des modèles de 
structure du ribosome eucaryote (en jaune) et du ribosome procaryote (en bleu) met en évidence une différence 
structurale de l'hélice h16. Chez les eucaryotes, l’orientation de la boucle apicale crée un site de liaison à l'ARNm 
(cercle plein). Chez les procaryotes l’ARNr 16S n’est pas localisé au même endroit (cercle pointillé), et h16 n’est 
pas orientée de telle sorte à promouvoir une interaction avec l’ARNm. 
 

 

I.3.1.2. L’initiation guidée par les éléments structuraux 3’CITE chez les virus de plante 

 

Chez les plantes, moins de 20% des virus à ARN de polarité positive sont coiffés à leur 

extrémité 5’ et polyadénylés à leur extrémité 3’. De ce fait, la grande majorité de ces virus fait 

appel à des mécanismes de traduction non canoniques pour synthétiser les protéines virales 

(Lacerda et al., 2017; Simon and Miller, 2011; Miras et al., 2017; Nicholson & White, 2011). 

Une des stratégies employées par les Tombusviridae, Luteovirus, et Umbravirus, implique un 

élément structural localisé dans la région 3’UTR du génome viral. Ce type de  structures est 
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appelé ‘3’ Cap-Independent Translation Enhancer’ (3’CITE). Les 3’CITE permettent 

d’assurer une traduction efficace des protéines virales en établissant des interactions à 

longue distance entre les régions 5’UTR et 3’UTR de l’ARN viral. Ces éléments peuvent 

prendre différentes structures dites en « I », en « Y », en « T », ou en structure de type 

pseudo-nœud (Nicholson & White, 2011; Wang et al., 2009). Ils sont capables de recruter 

soit des facteurs d’initiation, soit la sous-unité 60S du ribosome. L’ARN viral adopte alors une 

conformation circulaire, ce qui permet l’entrée du complexe 43S sur la région 5’UTR puis le 

‘scanning’ jusqu’au codon d’initiation. La plupart des 3’CITE fonctionnent en recrutant les 

facteurs d’initiation eIF4E et/ou eIF4G en établissant des interactions ARN-ARN de type 

‘kissing loop’ entre l’élément CITE en 3’ et une tige-boucle présente dans la région 5’UTR du 

génome (Nicholson et al., 2010) (Figure 6). D’autres 3’CITE, tel que celui du ‘Turnip Crinkle 

Virus’ (TCV), recrutent directement la sous-unité ribosomique 60S au niveau d’une séquence 

riche en pyrimidines dans la région 5’UTR. Le 60S va ensuite recruter et associer la sous-

unité 40S pour terminer l’initiation (McCormack et al., 2008; Simon, 2015; Stupina et al., 

2008). Ainsi, les 3’CITE permettent de pirater la machinerie traductionnelle de la cellule hôte 

pour traduire les ARN viraux au détriment des ARNm cellulaires qui eux ne seront plus 

traduits.  

 

 

 
Figure 6 : Modèle du mécanisme d’initiation de la traduction guidé par le 3’CITE des Tombusvirus. 
(Figure issue de Nicholson et al., 2010). Dans ce modèle, l’élément 3’CITE du virus adopte une structure 
dite en « I ». Des modèles d’initiation similaires ont été proposés pour des virus de plante qui possèdent des 
éléments 3’CITE en « T », en « Y » ou formant un pseudo-nœud. Dans le modèle ci-dessus, le 3’CITE interagit 
avec la région 5’UTR via un appariement ARN-ARN de type ‘kissing-loop’ (i). Dans un premier temps, le 
complexe eIF4F se fixe au 3’CITE (ii), permettant le recrutement de la particule 43S (iii) sur l’extrémité 5’UTR de 
l’ARN (iv). La particule 43S effectue ensuite une étape de ‘scanning’ (v) qui détruit l'interaction ARN-ARN entre 
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les régions 5’UTR et 3’UTR (vi). Lorsque le ribosome 43S a atteint le codon initiateur, la sous-unité 60S du 
ribosome s’assemble pour former le complexe d'initiation 80S (vii). L'étape d’élongation de la traduction peut 
alors commencer (viii). Lorsque l’AUG est à nouveau accessible, un nouveau ribosome peut s’y assembler selon 
le même mécanisme (flèche pointillée).  
 

 

I.3.1.3. Le recrutement de la particule 43S par des tiges-boucles qui lient eIF3 

 

Un autre mode d’initiation de la traduction non conventionnel et « coiffe-indépendant » est 

utilisé pour l’expression des gènes régulateurs de la prolifération cellulaire c-JUN et BTG1. 

Les messagers correspondants sont coiffés de manière canonique à leur extrémité 5’. 

Cependant, ils possèdent également une structure secondaire repliée en une très longue 

tige-boucle dans leur région 5’UTR. C’est cette structure qui permet le recrutement du 

ribosome (Blau et al., 2012). Dans ce cas, l’initiation de la traduction ne débute pas par le 

recrutement du facteur eIF4F sur la coiffe. C’est en fait une interaction directe entre le 

facteur d’initiation eIF3 et la tige-boucle de la région 5’UTR qui démarre l’assemblage du 

complexe d’initiation (Figure 7). Le recrutement du complexe de pré-initiation 43S se fait 

ensuite par l’intermédiaire du facteur eIF3 ancré sur la tige boucle. Autre particularité, la 

sous-unité eIF3d est capable de se lier à la coiffe de ces ARNm. Cette interaction favoriserait 

également la traduction de ces ARN messagers (Lee et al., 2016). Les bases moléculaires 

de ce mode de recrutement du ribosome sur ces ARNm sont encore méconnues et 

controversées. En revanche, le repliement en tige boucle de la région 5’UTR de l’ARNm et 

son interaction avec eIF3 sont bien caractérisés. Ils ont un rôle crucial dans la régulation 

traductionnelle, qui peut être une activation ou une répression, de ces messagers cellulaires 

(Lee et al., 2015). 

 
 
Figure 7 : Modèle de structure secondaire des éléments structuraux retrouvés dans les ARNm c-JUN et 
BTG1 qui interagissent avec eIF3. (Adaptée de Lee et al., 2015). Récemment, des expériences utilisant la 
méthode de ‘photoactivatable ribonucleoside-enhanced crosslinking and immunoprecipitation’ ou PAR-CLIP, 
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réalisées sur le transcriptome humain, ont permis de mettre à jour les sites d’interaction entre eIF3 et une sous-
classe d’ARNm. Deux exemples sont présentés dans la figure : les ARNm c-JUN et BTG1, qui sont impliqués 
dans la prolifération cellulaire. Les sites d’interaction avec eIF3 (site encadré en noir) sont repliés en longues 
tige-boucles dont la structure a été déterminée par la technique du SHAPE (voir chapitre I). La fixation du facteur 
eIF3 à la tige-boucle permet le recrutement de la particule 43S pour initier la traduction. 
 

 

I.3.1.4. L’initiation de la traduction sur les sites d’entrée interne du ribosome (IRES) 

 

Les sites d’entrée internes du ribosome chez les virus :  

 

Les sites d’entrée interne du ribosome (‘Internal Ribosome Entry Site’ ou IRES) ont été 

découverts en 1988 dans les génomes de deux virus à ARN de polarité positive : les 

Poliovirus (PV) et ‘Encephalo Myocarditis Virus’ (EMCV) (Jang et al., 1988; Pelletier & 

Sonenberg, 1988; Trono et al., 1988). D’autres IRES ont par la suite été découverts dans 

d’autres virus à ARN. Les IRES viraux sont des structures ribonucléotidiques complexes 

présentes dans les régions 5’UTR ou intergéniques des génomes viraux, en amont d’une 

phase codante (‘Open Reading Frame’ ou ORF). L’initiation de la traduction guidée par les 

IRES se fait grâce aux repliements adoptés par l’IRES. Les structures formées par l’IRES 

sont capables de recruter et d’assembler les composants de la machinerie traductionnelle de 

la cellule hôte (eIF, facteurs auxiliaires et/ou le ribosome lui-même). La caractéristique 

commune à tous les IRES est que la coiffe n’est pas requise. La traduction guidée par les 

IRES est donc qualifiée de « coiffe-indépendante ». Cependant leurs modes d’action sont de 

plusieurs types. Par exemple, certains IRES nécessitent une étape de ‘scanning’ pour 

trouver le codon initiateur. Pour d’autres IRES, le recrutement du ribosome se fait par dépôt 

direct sur le codon initiateur sans étape de ‘scanning’ grâce à des interactions entre la petite 

sous-unité 40S du ribosome et des éléments de structure secondaire de l’IRES. Le nombre 

de facteurs d’initiation nécessaires pour la formation des complexes d’initiation varie 

également d’un IRES à l’autre. Comme la coiffe n’est pas requise pour l’initiation, seul le 

facteur d’initiation eIF4E (qui reconnaît la coiffe) n’est jamais utilisé par les IRES. En 

revanche tous les autres eIF peuvent être requis pour l’initiation guidée par un IRES. En 

outre, certains IRES nécessitent également des facteurs auxiliaires, nommés ‘IRES trans-

acting factor’ (ITAF), qui favorisent la traduction. Les IRES viraux permettent donc de diriger 

la traduction des protéines virales, grâce aux repliements de leur structure, sans l’aide de la 

coiffe et avec un nombre variable d’eIF (Hellen, 2009; Lozano & Martínez-Salas, 2015; 

Martínez-Salas et al., 2015). Les IRES permettent aux virus le détournement de la 

machinerie traductionnelle de la cellule hôte afin de favoriser une traduction rapide et 
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efficace des protéines virales. Les bases moléculaires du fonctionnement de ces IRES 

seront détaillées dans la suite de cette introduction (paragraphe II.2).  

 

Les sites d’entrée internes du ribosome dans des ARNm cellulaires :  

 

Des IRES ont également été décrits dans les régions 5’UTR de certains ARNm cellulaires. 

Selon certains travaux, dix à quinze pour cent des ARNm chez les mammifères 

contiendraient des IRES cellulaires (Spriggs, et al., 2008). À ce jour, environ cent IRES ont 

été identifiés ; principalement dans des ARNm cellulaires qui codent pour des facteurs de 

transcription, des facteurs de croissance et des transporteurs (Lacerda et al., 2017; Mokrejš 

et al., 2010). Les IRES cellulaires les plus étudiés sont localisés dans les ARNm des proto-

oncogènes c-myc, de la cycline D1, du facteur de croissance VEGF et de hif-1α. La 

traduction de ces ARN messagers est généralement finement régulée durant le cycle 

cellulaire. Leur expression est également modifiée en réponse à des stress cellulaires. De 

manière intéressante, ces ARNm particuliers sont généralement traduits par des 

mécanismes canoniques (« coiffe-dépendants »). Néanmoins, en condition de stress 

cellulaire leur traduction est prise en charge par les IRES qu’ils contiennent, utilisant alors 

des mécanismes « coiffe-indépendant » (Komar et al., 2011). Les mécanismes moléculaires 

de la traduction guidée par les IRES cellulaires sont encore mal compris. En revanche, des 

études structurales ont été réalisées sur les IRES cellulaires des ARNm c-myc, FGF-2, Apaf-

1, CAT-1, FGF-1 (pour revues Komar & Hatzoglou, 2005; Komar et al., 2011). Les résultats 

de ces études démontrent que les IRES cellulaires adoptent des repliements moins 

complexes que les IRES viraux. Ils contiennent de courtes régions qui se replient 

généralement en tige-boucle (Baird, et al., 2007). En outre, le fonctionnement des IRES 

cellulaires nécessite également des ITAF notamment pour stabiliser leurs structures. 

Certains de ces ITAF sont utilisés par des IRES cellulaires et viraux, comme par exemple 

l’ITAF ‘Polypyrimidine tract-Binding Protein’ ou PTB (Komar & Hatzoglou, 2011; Lewis & 

Holcik, 2008). Signalons cependant que l’activité traductionnelle des IRES cellulaires est 

généralement bien plus faible que celle observée pour les IRES viraux. De ce fait, le 

fonctionnement des IRES cellulaires est au cœur d’une polémique au sein de la 

communauté scientifique depuis plusieurs années et leur existence est quelquefois remise 

en question (Shatsky et al., 2010).  

 

En résumé de cette partie, les éléments structuraux retrouvés dans les régions 5’UTR, 

3’UTR ou dans les phases codantes des ARNm orchestrent des mécanismes d’initiation de 

la traduction différents. Ces éléments structuraux sont composés de repliements plus ou 

moins complexes pouvant générer des interactions à longue distance. Nous avons vu que 
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les tige-boucles qui lient eIF3 sont des structures secondaires simples. En revanche, les 

éléments 3’CITES et les structures de la phase codantes de l’histone H4 génèrent des 

interactions beaucoup plus complexes. Dans le cas des IRES viraux, les repliements 

tridimensionnels peuvent former des modules sophistiqués grâce à des interactions à 

distance de type pseudo-nœuds par exemple.  

 

I.3.2. Autres mécanismes d’initiation de la traduction en interne 

 

I.3.2.1. L’initiation de la traduction grâce aux modifications des adénosines 

 

Certains ARNm eucaryotes contiennent des nucléotides modifiés dans leurs régions 5’UTR 

et 3’UTR. Plus précisément, le nucléotide modifié est la N6-méthyladénosine (m6A). Ces 

méthylations des adénosines sont réversibles. Il a été démontré qu’elles ont un impact sur la 

structure et la traduction des ARNm qui les contiennent (Harcourt et al., 2017; Zhao et al., 

2017). Des études récentes ont notamment démontré que les modifications m6A présentes 

dans les régions 5’UTR de certains ARNm permettent le recrutement du facteur d’initiation 

eIF3. Ainsi, la présence de m6A est suffisante pour guider l’assemblage d’un complexe 

d’initiation (Meyer et al., 2015) (Figure 8 à gauche). Ce mécanisme a été décrit pour la 

traduction de l’ARN messager codant la protéine HSP70, en réponse à un stress induit par 

un choc thermique (Zhou et al., 2015, 2016). Dans ce cas, le recrutement du ribosome puis 

la reconnaissance du codon d’initiation de la traduction nécessitent respectivement une 

extrémité 5’ libre et une étape de ‘scanning’. C’est-à-dire que l’initiation se fait de manière 

« coiffe-indépendante » et ne nécessite pas la protéine eIF4E (Meyer et al., 2015). Ces 

travaux suggèrent que les méthylations m6A dans les régions 5’UTR des ARNm, à l’instar de 

certains IRES viraux, seraient capable de recruter eIF3 et d’initier la traduction de manière 

« coiffe-indépendante ». Ces sites de liaison d’eIF3 ont été appelés ‘(m6A)-Induced 

Ribosome Engagement Site’ ou MIRES (pour revue voir Lacerda et al., 2017 ; Leppek et al., 

2017; Meyer et al., 2015). Les bases moléculaires de ce mécanisme sont encore 

méconnues. 

 

I.3.2.2. L’initiation de la traduction des ARN circulaires (circARN) 

 

Les ARN circulaires ou circARN sont des produits de l'épissage des introns dans des 

précurseurs d’ARNm (Salzman, 2016). Des études récentes ont démontré que les circARN 

agissent comme des éponges à micro-ARN. En outre, ils peuvent servir de sites d'accueil 

aux protéines qui ont des domaines de liaison à l’ARN (Chekulaeva & Rajewsky, 2018). De 

manière surprenante, il a été montré que plusieurs circARN cellulaires présents dans le 
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cytoplasme des cellules eucaryotes sont traduits. Cependant, le mécanisme qu’ils utilisent 

pour recruter les ribosomes n'est pas encore bien compris (Figure 8 à droite). Des 

expériences pionnières d’il y a une vingtaine d’années ainsi que d’autres plus récentes ont 

démontré que l'insertion d'un IRES viral dans un circARN permet la traduction d’une ORF 

localisée en aval de celui-ci (Chen & Sarnow, 1998; Wang & Wang, 2015). Ceci suggère que 

la traduction des circARN se fait de manière « coiffe-indépendante », par exemple sur des 

sites spécifiques du circARN contenant des nucléotides modifiés m6A. Le facteur d’initiation 

eIF4G y serait recruté, en interne, par l’intermédiaire d’une protéine nommée YTH3 

(Chekulaeva & Rajewsky, 2018).  

 

 

 
Figure 8 : L’initiation interne de la traduction grâce aux méthylations des adénosines. (Figure issue de 
Leppek et al., 2017). (À gauche) En condition de stress cellulaire, la présence du nucléotide modifié N6-
méthyladénosine (m6A) dans les régions 5’UTR de certains ARNm eucaryotes favorise le recrutement en interne 
du facteur d’initiation eIF3. Ce dernier recrute ensuite le complexe de pré-initiation 43S dans la région 5’UTR de 
l’ARNm. Ce mécanisme d’initiation « coiffe-indépendant » a été observé pour l’ARNm codant pour les protéines 
de réponses à un choc thermique HSP70. (À droite) Un mécanisme de recrutement du complexe 43S similaire 
serait à l’origine de la traduction de certains ARN circulaires (circRNA ou circARN). Chez les eucaryotes les 
circARN sont des produits d’épissage des pré-ARNm, leurs rôles et leurs mécanismes moléculaires de traduction 
sont encore mal compris. 
 

 

I.3.3. Différents mécanismes de régulation de l’initiation de la traduction  

 

I.3.3.1. La régulation de la traduction par les facteurs eIF  

 

La régulation de l'initiation de la traduction s’effectue à deux niveaux. Premièrement, par la 

réactivation du facteur d’initiation eIF2, dont le GDP est hydrolysé (eIF2-GDP) après son 

utilisation. Cette étape est catalysée par le facteur eIF2B. Son rôle est de remplacer la 

molécule de GDP présente sur la sous-unité ɣ de eIF2 par une molécule de GTP (Hershey, 

2010; Hinnebusch & Lorsch, 2012; Jackson et al., 2010; Sonenberg & Hinnebusch, 2009). 

Le facteur eIF2-GTP réactivé est alors réintégré dans un nouveau complexe ternaire eIF2-

GTP-Met-ARNtMet
i pour l’assemblage d’une nouvelle particule 43S (Figure 9). En conditions 
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de stress cellulaire, comme une infection virale, le recyclage de eIF2-GDP par eIF2B est 

inhibé suite à l’inactivation du facteur eIF2. Les kinases ‘(PKR)-like Endoplasmic Reticulum 

Kinase’ (PERK), ‘eIF-2-alpha kinase GCN2’ (GCN2), ‘Heme-Regulated eIF2α kinase’ (HRI) 

et ‘Protein Kinase R’ (PKR) phosphorylent de la sous-unité α de eIF2-GDP pour empêcher 

sa réactivation (Figure 9 en haut à gauche). L’initiation de la traduction est alors inhibée. 

Nous décrirons plus en détails les mécanismes de phosphorylation de eIF2α en réponse à 

un stress cellulaire dans le chapitre II.1.2 de ce manuscrit. 

 

Deuxièmement, la régulation de l’initiation de la traduction peut se faire par le facteur eIF4E, 

le facteur qui se fixe à la coiffe. Le facteur eIF4E contient un motif qui interagit 

spécifiquement avec la grande protéine plateforme eIF4G. Ce même motif est également 

reconnu par la protéine ‘4E-Binding Protein’ ou 4E-BP. Chez l’homme il existe trois 4E-BP 

appelées 4E-BP1, 4E-BP2 et 4E-BP3. La plus étudiée est la protéine 4E-BP1. En se fixant 

sur eIF4E, 4E-BP empêche l’interaction entre eIF4E et eIF4G lors de l’assemblage du 

complexe d’initiation eIF4F. De ce fait, la traduction est inhibée. L'hyper-phosphorylation de 

4E-BP diminue fortement son affinité pour eIF4E, libérant ce dernier. Le complexe eIF4F se 

forme alors normalement sur la coiffe et l’initiation de la traduction est possible (Hinnebusch 

& Lorsch, 2012; Jackson et al., 2010; Sonenberg & Hinnebusch, 2009). L’état de 

phosphorylation de 4E-BP est contrôlé par la voie ‘mammalian Target Of Rapamycin’ 

(mTOR). La voie mTOR intègre quatre signaux cellulaires majeurs, la quantité d’acides 

aminés, la quantité de facteurs de croissance, la quantité de glucose et la disponibilité de 

l’hème. En fonction de ces signaux, elle orchestre ensuite les cascades réactionnelles qui en 

découlent afin de contrôler la croissance cellulaire et le métabolisme cellulaire. Deux 

complexes multi-protéiques sont au cœur de ces cascades réactionnelles, mTORC1 et 

mTORC2. Ces deux complexes sont structuralement et fonctionnellement distincts, mais ils 

contiennent tous deux une protéine kinase nommée mTOR. C’est le complexe mTORC1 qui 

permet de contrôler l’initiation de la synthèse des protéines en phosphorylant, grâce à la 

kinase mTOR, l'inhibiteur de traduction 4E-BP (pour le détail de la voie mTOR voir Soulard & 

Hall, 2007; Roux & Topisirovich 2018). C’est ainsi que l’état de phosphorylation de 4E-BP est 

une des deux voies classique permettant de contrôler la traduction des ARNm (Figure 9 en 

haut à droite).  

 

Cependant, nous avons vu dans les paragraphes précédents que de nombreux ARNm sont 

en fait traduits par des mécanismes d’initiation « coiffe-indépendants », qui ne nécessitent 

pas eIF4E. Par conséquent la traduction de cette classe d’ARNm ne peut pas être régulée 

par 4E-BP. En effet, les mécanismes de régulation de l’initiation de la traduction ne sont pas 

identiques pour tous les ARNm de la cellule. 
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Figure 9 : La régulation de l’initiation de la traduction « coiffe-dépendante » par eIF2 et eIF4E. (Figure 
adaptée de Golob-Schwarzl et al., 2017). (À gauche) Premièrement, l’initiation de la traduction est régulée grâce 
au recyclage du facteur eIF2-GDP. L’activation de eIF2 dans sa forme GTP est effectuée par le facteur d’initiation 
eIF2B. Cette étape contrôle la formation du complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtMet

i. En conditions de stress 
cellulaire tel qu’une infection virale, un mauvais repliement tridimensionnel des protéines (ER stress), une 
carence en hème (hypoxie) ou en acides aminés, la sous-unité α de eIF2-GDP est phosphorylée par les kinases 
PKR, HRI, PERK ou GCN2. Ceci conduit à l’inhibition du recyclage de eIF2-GTP et donc à l’inhibition de 
l’initiation de la traduction. (À droite) Deuxièmement, la traduction est également régulée par la disponibilité du 
facteur de liaison de la coiffe eIF4E pour l’assemblage de eIF4F. La disponibilité de eIF4E est régulée par la 
protéine ‘4E-Binding Protein’ (4E-BP). En conditions cellulaires optimales, 4E-BP est phosphorylée par la 
protéine kinase mTOR du complexe protéique mTORC1, ainsi eIF4E est libéré. Ce dernier peut alors s’associer 
avec le facteur d’initiation eIF4G pour former le complexe eIF4F et initier la traduction « coiffe-dépendante ». En 
réponse à différents signaux cellulaire (carences en glucose, acides aminés, facteurs de croissance, ou en 
hème) le complexe mTORC1 est inactivé et 4E-BP est dans un état non phosphorylée. De ce fait, 4E-BP 
séquestre eIF4E et empêche l’initiation de la traduction « coiffe-dépendante ».  
 

 

I.3.3.2. La régulation par des éléments structuraux présents en région 5’UTR des ARNm 

 

Les pseudo-nœuds : 

 

Certains messagers cellulaires sont capables de former dans la région 5’UTR des 

interactions à longue distance de type pseudo-nœud avec d’autres parties de l’ARN 

messager. Par exemple, un pseudo-nœud a été décrit dans la région 5’UTR de l’ARNm 

codant l’interféron ɣ chez l’homme (Figure 10 à gauche). L’initiation de la traduction de 
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l’interféron ɣ est « coiffe-dépendante ». Et elle est aussi dépendante de la conformation 

structurale de la région 5’ UTR dans laquelle se trouve le pseudo-nœud. Lorsque le pseudo-

nœud est ouvert, la traduction est possible. En revanche, lorsque le pseudo-nœud se forme 

après le passage du ribosome, des protéines kinases y sont recrutées pour phosphoryler 

eIF2 et ainsi inhiber la traduction de l’interféron ɣ (Ben-Asouli et al., 2002; Cohen-Chalamish 

et al., 2009). Il s’agit donc ici d’un système de régulation de l’initiation de la traduction 

« coiffe-dépendante » nécessitant la présence d’une structure tertiaire sur l’ARNm et des 

protéines régulatrices agissant en trans.  

 

Les structures de type G-quartet : 

 

D’autres interactions tertiaires peuvent être présentes en 5’UTR des ARNm comme les 

structures de type G-quartet (Figure 10 à droite). Leur rôle dans l’initiation de la traduction 

n’a été étudié que très récemment. Les G-quartet sont des structures extrêmement stables 

qui se forment lorsque la séquence ribonucléotidique contient une répétition de résidus G. 

Les résidus G interagissent entre eux pour former des plateaux de quatre bases G, les 

plateaux sont espacés de manière régulière. Le canal formé au milieu de G-quartets est 

occupé par des ions K+ qui stabilisent les plateaux de bases. La taille de ce canal ne permet 

pas d’accepter d’autres cations que le K+ tels que Li+ et Na+. La très grande stabilité de ces 

structures empêcherait la liaison du complexe de pré-initiation 43S à l’ARN ou bloquerait le 

‘scanning’ du ribosome pendant l’initiation (Halder et al., 2009; Kumari et al., 2008). Les G-

quartet sont ainsi qualifiés d’éléments de répression de l’initiation de la traduction agissant 

en cis. 

 

 

 

Figure 10 : La régulation de l’initiation de la traduction par des structures présentes dans la région 5’UTR 
de l’ARNm. (Figure issue de Leppek et al., 2017). (À gauche) La région 5’UTR de l’ARN messager codant 
l’interféron ɣ contient une structure tertiaire de type pseudo-nœud dont les changements conformationnels 
induisent le recrutement de kinases PKR. Les kinases PKR phosphorylent eIF2α, inhibant de ce fait la traduction. 
(À droite) D’autres ARN messagers possèdent des structures tertiaires de type G-quartet dans leurs régions 
5’UTR. La formation de ces structures nécessite spécifiquement des ions (K+). La fixation de la protéine FMRP 
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sur les G-quartet peut également moduler l’efficacité de la traduction. Le mécanisme moléculaire d’action des G-
quartet est encore mal connu, nous savons simplement que ces structures jouent un rôle dans la répression de la 
traduction. 
 

Les éléments TIE et IRES des Hox : 

 

Un troisième exemple d’élément structural impliqué dans la régulation de la traduction a été 

décrit. Il s’agit d’éléments structuraux localisés dans les régions 5’UTR des ARNm des 

gènes homéotiques ou Hox. Ces gènes sont exprimés spécifiquement pendant le 

développement embryonnaire (pour revue Xue et al., 2014). Les gènes Hox sont exprimés 

de manière tissue spécifique à un moment précis du développement embryonnaire. Leur 

fonction est d’activer des cascades d’expression de gènes spécifiques, à des étapes clés du 

développement embryonnaire. C’est pourquoi il est primordial que leur traduction soit 

régulée de manière précise. En effet, une perturbation de ces mécanismes de régulation 

engendre de graves conséquences pendant le développement embryonnaire. La régulation 

de la traduction des gènes Hox est contrôlée par deux éléments structuraux : d’une part des 

‘Translation Inhibitory Element’ (TIE) qui inhibent la traduction « coiffe-dépendante », et 

d’autre part des IRES qui guident la traduction de la phase codante des gènes Hox. Ces 

deux éléments agissent en synergie pour réguler précisément le démarrage et l’arrêt de la 

traduction pendant le développement embryonnaire. Les mécanismes moléculaires sous-

jacents ne sont pas encore élucidés. Des hypothèses suggèrent que les TIE empêcheraient 

le recrutement du complexe de pré-initiation 43S en région 5’UTR ou bien bloqueraient 

l’étape de ‘scanning’, inhibant ainsi l’initiation « coiffe-dépendante » de la traduction. 

L’inhibition de la traduction canonique grâce aux TIE favoriserait alors l’activation de la 

traduction « IRES-dépendante » de ces ARNm Hox. La combinaison de ces deux éléments 

structuraux en cis permet une régulation spatio-temporelle fine de l’initiation de la traduction 

« IRES-dépendante » des gènes Hox.  

 

I.3.3.3. Le contrôle de la traduction par les uORF 

 

De la même manière que les TIE, les ‘upstream ORF’ (uORF) peuvent agir en synergie avec 

des IRES présents dans la région 5’UTR du même transcrit dans le but de contrôler 

l’initiation de la traduction. De tels ARN messagers, possédant à la fois un IRES cellulaire et 

une uORF, ont été décrits pour les facteurs de croissance et de différenciation cellulaire 

PDGF, GATA-6, CAT-1, VEGF-A et FGF9. Les modes d’action des uORF sont variés. Par 

exemple, lors de la synthèse de la protéine FGF9, la traduction de l’uORF permet de 

réprimer la traduction de l’ORF principale codant pour FGF9 qui est localisée en aval. Lors 

d’un stress hypoxique la traduction « coiffe-dépendante » est inhibée. La traduction de 
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l’uORF est donc éteinte. Cet évènement conduit à l’activation de la traduction guidée par 

l’IRES et donc à une surexpression de l’ORF principale FGF9 (Chen et al., 2014). Au 

contraire, certaines autres uORF peuvent entraîner l’activation de l’ORF en aval. C’est le cas 

lors de la traduction de l’ARNm codant le transporteur CAT1. La traduction de l’uORF 

engendre des réarrangements structuraux de la région 5’UTR qui aboutissent au dépliement 

d’une structure inhibitrice de la traduction. L’IRES localisé en aval n’est alors plus réprimé, il 

est donc pleinement actif. Ainsi, la traduction de l’ORF principale CAT1 est possible 

(Fernandez et al., 2002, 2005; Yaman et al., 2003). En conclusion, les uORF sont 

considérées comme des éléments présents en cis sur l’ARNm qui permettent de réguler 

positivement ou négativement la traduction. 

 

I.3.3.4. Le contrôle de l’initiation de la traduction par le ribosome 

 

Le ribosome lui-même peut jouer un rôle actif et influencer la régulation de l’initiation de la 

traduction de certaines populations d’ARNm, grâce à sa composition en protéines 

ribosomiques. Il a été démontré que les ARNm codant pour les protéines Hox sont capables 

de recruter des « ribosomes spécialisés », dont la composition protéique est différente. Ces 

ribosomes contiennent notamment la protéine RpL38 (Topisirovic & Sonenberg, 2011). La 

présence de RpL38 dans le ribosome est strictement nécessaire à la traduction d’une sous-

classe de onze ARNm Hox du locus A. Sur ces ARNm, la protéine ribosomique RpL38 

contrôle la formation du complexe 80S (Kondrashov et al., 2011). En revanche, la traduction 

canonique « coiffe-dépendante » des autres ARNm de la cellule ne nécessite pas la 

présence de RpL38 sur les ribosomes. D’autres études ont rapporté que la protéine 

ribosomique ‘Receptor for Activated C Kinase1’ ou RACK1 joue un rôle identique dans la 

sélection par le ribosome d’une catégorie d’ARN possédant des IRES. En effet, des 

ribosomes contenant la protéine RACK1 stimule l’initiation de la traduction « IRES-

dépendante » chez les virus ‘Hepatitis C Virus’ (HCV), ‘Drosophila C Virus’ (DCV) et ‘Cricket 

Paralysis Virus’ (CrPV) (Majzoub et al., 2014). Cependant, à l’instar de RpL38, la présence 

de RACK1 dans le ribosome n’est pas nécessaire pour initier la traduction « coiffe-

dépendante » d’autres ARNm présents dans la cellule (Figure 11). D’autres études encore 

ont démontré que RACK1 est aussi directement impliquée dans la traduction sélective des 

ARNm possédant des IRES cellulaires tel que le proto-oncogène c-myc (Ruan et al., 2012).  

Ces dernières années plusieurs autres protéines du ribosome impliquées dans la sélection 

de familles d’ARNm ont été caractérisées. Ainsi, le ribosome possède une capacité 

intrinsèque à choisir les ARNm pour les traduire. Ce phénomène a été baptisé « code 

ribosome » (pour revue voir Topisirovic & Sonenberg, 2011).  
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Figure 11 : La protéine du ribosome RACK1 participe à la traduction sélective des ARNm en fonction des 
conditions physiologiques de la cellule. (À droite) RACK1 n’influence pas la traduction « coiffe-dépendante » 
des ARNm cellulaires qui sont exprimés de manière constitutive dans la cellule. (À gauche) En revanche RACK1 
est indispensable à la traduction spécifique des ARNm possédant des IRES (ARN viraux de CrPV, HCV et 
ARNm cellulaires codant pour des oncogènes). La traduction de ces ARNm viraux est augmentée lors d’une 
infection virale. La traduction des ARNm oncogènes est augmentée pendant la propagation des cancers. 
 

 

II. Le piratage de l’appareil de traduction de la cellule hôte par les virus à ARN simple 

brin grâce aux IRES 

 

II.1. La dérégulation de la traduction de l’hôte par les virus à ARN simple brin 

 

Chez les virus à ARN simple brin de polarité positive l’ARN viral qui entre dans la cellule lors 

de l’infection est traduit directement par le ribosome de la cellule hôte. Ces virus déploient 

des stratégies différentes pour stopper la traduction de l’hôte et pour détourner les 

composants de la machinerie traductionnelle pour la synthèse exclusive des protéines 

virales. Dans les stades précoces de l’infection, des protéines virales ciblant les facteurs 

d’initiation de la traduction de l’hôte sont synthétisées par certains virus. Leur rôle est de 

stopper la traduction de l’hôte au profit de la traduction virale (Hunnicutt, et al., 2006; 

Martínez-Salas et al., 2015; Pelletier & Sonenberg, 1988). Plus précisément, ces protéines 

interfèrent avec les mécanismes de régulation traductionnelle de l’hôte. Par exemple, 

certaines protéines virales clivent ou séquestrent des facteurs d’initiation comme eIF4G. Les 

virus peuvent également stimuler les mécanismes de phosphorylation du facteur eIF2, 

entrainant ainsi l’inhibition de la traduction canonique « coiffe-dépendante ». La traduction 

des protéines virales, quant à elle, est assurée par des IRES localisés dans l’ARN viral. Ne 

nécessitant pas les eIF ciblés par les protéines virales, la traduction « IRES-dépendante » du 
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virus est immune à ces mécanismes d’inhibition de la machinerie traductionnelle de l’hôte. 

Ainsi, la traduction virale est largement favorisée par rapport à la traduction cellulaire. Dans 

ce chapitre II nous présenterons tout d’abord quelques exemples d’inactivation de facteurs 

eIF de l’hôte par les virus. Ensuite, nous aborderons en détails les bases moléculaires du 

fonctionnement des IRES viraux. 

 

II.1.1. L’inactivation du complexe eIF4F 

 

II.1.1.1. Le clivage de eIF4G 

 

Les virus utilisent différents mécanismes pour inactiver le complexe eIF4F et inhiber en 

conséquence la traduction « coiffe-dépendante » de leur hôte. Un premier mécanisme 

d’inactivation du complexe de liaison à la coiffe eIF4F a été observé dans des cellules 

infectées par le Poliovirus. La protéase 2A codée par le virus inactive eIF4F en clivant le 

facteur d’initiation eIF4G (Figure 12 en haut). La partie C-terminale de eIF4G, qui contient 

les sites de liaison pour eIF3 et eIF4A, est séparée de la partie N-terminale contenant le site 

de liaison pour eIF4E et les PABP (Etchison et al., 1982; Lamphear et al., 1993). La 

traduction « coiffe-dépendante » de l’hôte est de ce fait inactivée. Le complexe eIF4F clivé 

ne peut plus se fixer sur la coiffe, il contient eIF3 et eIF4A. Ce complexe eIF4F clivé est 

recruté spécifiquement par le virus pour assurer le ‘scanning’ du complexe 43S jusqu’au 

codon d’initiation du génome virale.  

 

II.1.1.2. La séquestration de eIF4E 

 

Un autre mécanisme d’inactivation de eIF4F a été observé chez le Poliovirus, le ‘Vesicular 

Stomatitis Virus’ (VSV) et l’EMCV (Figure 12 en bas). Dans les cellules infectées, les 4E-BP 

sont déphosphorylées, ce qui entraîne la séquestration de eIF4E et une inhibition spécifique 

de la traduction cellulaire « coiffe-dépendante » (Gingras et al., 1996; Connor & Lyles, 2002). 

Le mécanisme utilisé par EMCV et PV pour déphosphoryler 4E-BP n’est pas encore connu. 

En revanche, dans le cas d’une infection par le VSV, le virus inhibe la voie de régulation 

mTOR à l’aide d’une kinase virale. Plus précisément, la protéine kinase virale M inhibe la 

kinase AKT de la voie mTOR. L’inhibition de AKT entraine une inactivation du complexe 

mTORC1, et de ce fait une inhibition de la phosphorylation de 4E-BP par la kinase mTOR. Il 

en résulte une séquestration de eIF4E par 4E-BP (voir la revue Walsh & Mohr, 2011).  
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Ainsi, les deux mécanismes d’inactivation du complexe eIF4F cités ci-dessus permettent aux 

virus d’inhiber sélectivement la traduction des ARNm de la cellule hôte dans le but de 

favoriser la traduction virale guidée par l’IRES. 

 
 

 
 
Figure 12 : Dissociation du complexe de liaison de la coiffe eIF4F dans les cellules infectées par les 
virus à ARN simple brin. (Figure de Bushell et Sarnow 2002). (En haut) Le facteur d’initiation eIF4G est clivé 
par la protéase virale 2A des Picornavirus. Cette coupure induit l’inactivation du complexe eIF4F et de la 
traduction des ARN messagers de l’hôte. (En bas) Dans les cellules infectées par les Picornavirus, les ‘4E-
Binding Proteins’ (4E-BP) sont déphosphorylées par le virus, ceci induit la séquestration eIF4E et l’inhibition de la 
formation de eIF4F. La traduction « coiffe-dépendante » de l’hôte est alors impossible.  
 

 

II.1.2. La phosphorylation du facteur d’initiation eIF2 

 

Lors d’une infection virale, la cellule met en place des mécanismes de défense antivirale. 

Afin de bloquer la synthèse des protéines virales, elle procède notamment à l’inactivation du 

recyclage du facteur d’initiation eIF2 en phosphorylant sa sous-unité régulatrice eIF2α (voir 

figure 9). La phosphorylation de eIF2α réduit ainsi le pool de complexe ternaire eIF2-GTP-

Met-ARNtMet
i. Chez les mammifères, il existe quatre kinases capables de phosphoryler 

eIF2α : Les kinases PERK et GCN2, induites par le stress du réticulum endoplasmique (RE) 

qui signale l'accumulation d'ARNt déacylés résultant de carences en acides aminés. Les 

autres kinases sont la kinase HRI, activée lors de privations en hème (stress hypoxique) et la 

kinase PKR, induite lors de la traduction de l'interféron ɣ. Cette dernière est capable de se 

fixer sur des motifs spécifiques d’ARN double brin (voir paragraphe I.3.3.2 et figure 10), tels 

que des pseudo-nœuds ou des tige-boucles de plus de 30 paires de base. En condition de 

stress cellulaire déclenché par la présence d’un virus dans le cytoplasme de la cellule, la 

kinase PKR est activée suite à sa liaison à l'ARN viral double brin qui est en cours de 

réplication. En réponse à la détection de l’ARN viral, PKR phosphoryle eIF2α. Elle est alors 
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responsable de l'inhibition de traduction du virus mais aussi de la traduction de l'hôte. Les 

kinases PERK et GCN2 sont également activées lors d'infections virales, notamment lors de 

l’infection par le VSV et les membres de la famille des Alphavirus (Berlanga et al., 2006; 

Connor & Lyles, 2005; McInerney et al., 2005; Ryman et al., 2005; Ventoso et al., 2006). Ces 

virus dépendent du RE pour la synthèse et le repliement correct des protéines virales. Outre 

l’accumulation d’ARNt non chargés, la surcharge de protéines sur le RE conduit également à 

l’activation de PERK. Celle-ci phosphoryle eIF2α qui va inhiber la synthèse protéique globale 

et de ce fait résorber l’excès de protéines dans le RE (Harding et al., 1999). Certains virus 

comme l’‘Herpes Simplex Virus’ (HSV), le HCV ou le ‘Kaposi's Sarcoma-associated Herpes 

Virus’ (KSHV) contrebalancent cette inactivation en neutralisant, en amont de la cascade 

réactionnelle, les kinases PKR ou PERK responsables de la phosphorylation de eIF2α. Ainsi, 

une partie des facteurs d’initiation eIF2 de la cellule n’est pas phosphorylée. Ce pool d’eIF2 

actif est utilisé par le virus pour sa traduction (Mulvey et al., 2007, 2003). D’autres virus, tels 

que HCV ou le ‘Sindbis Virus’ (SV) sont capables d’utiliser eIF2 dans son état phosphorylé 

(Dmitriev et al., 2010; Garaigorta & Chisari, 2009; Lancaster et al., 2006; Ventoso et al., 

2006). Dans ce cas, le mécanisme d’inactivation de eIF2 éteint la traduction « coiffe-

dépendante » des messagers de l’hôte. En revanche, la traduction virale n’est pas affectée.  

 

II.2. Le détournement du ribosome de l’hôte grâce aux IRES viraux 

 

Certains virus à ARN détournent la machinerie traductionnelle de leur hôte grâce à des 

éléments structuraux dans leur ARN génomique appelés IRES. Les IRES leur permettent 

également de contourner l’inhibition traductionnelle déclenchée par leur présence dans les 

cellules (paragraphe ci-dessus). La majorité des IRES viraux connus à ce jour ont été 

découverts dans les génomes des virus appartenant à l’ordre des Picornavirales (Figure 13) 

et plus précisément dans les virus des familles des Dicistroviridae et des Picornaviridae. En 

outre, des IRES ont également été décrits chez les Flaviviridae et les Retroviridae. Malgré 

quelques caractéristiques communes, les IRES sont à première vue très différents. Ils se 

distinguent par leur mode d’action pour initier la traduction et par la complexité de leurs 

structures secondaires et tertiaires. Ces deux critères ont permis de classer les IRES viraux 

en quatre classes que nous allons maintenant détailler (pour revue voir Mailliot & Martin, 

2018).  
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Figure 13 : La classification des virus. (Figure issue de Martin et Maillot 2018). Les ordres et les familles de 
virus qui contiennent des ‘Internal Ribosome Entry Site’ (IRES) sont surlignés en vert. Des exemples d'espèces 
de virus contenant les IRES les mieux décrits sont indiqués à droite.  
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II.2.1. Les IRES de classe I 

 

Les IRES de classe I sont majoritairement présents dans les génomes des Picornaviridae, 

comme par exemple les Enterovirus A71 (EV-A71), Coxackievirus (CVB3), Poliovirus (PV), 

et Rhinovirus Humain (HRV). Parmi ces IRES de classe I, le mieux caractérisé est l’IRES 

présent dans la région 5’UTR du Poliovirus (voir la revue Mailliot & Martin, 2018). L’extrémité 

5’UTR du PV comprend 743 nucléotides et se replie de manière à former des éléments 

structuraux qui sont regroupés en six domaines (domaines structuraux I à VI). Les 100 

premiers nucléotides forment le domaine I, ce dernier adopte une structure en feuille de 

trèfle (‘cloverleaf’). Cette structure est requise lors de l’étape de réplication des brins d’ARN 

viraux positifs et négatifs (Figure 14 surlignée en vert clair) (Andino et al., 1990, 1993). La 

partie IRES proprement dite comprend les domaines II à VI (des nucléotides 100 à 743). 

L’IRES du poliovirus utilise tous les facteurs d’initiation pour recruter le ribosome, à 

l’exception de eIF4E. Le facteur eIF4F est dissocié après coupure de eIF4G par la protéase 

virale 2A. Après coupure, le fragment eIF4G restant peut encore s’associer avec eIF4A, mais 

plus avec eIF4E. Ce complexe eIF4G clivé-eIF4A est recruté sur le domaine V de l’IRES 

(Figure 14 surligné en vert foncé). Il guide le recrutement du complexe de pré-initiation 43S 

et permet son ‘scanning’ jusqu’au codon d’initiation AUG (Gradi et al., 1998; Lamphear et al., 

1995). De manière intéressante, un premier codon AUG en position 586-588 permet l’entrée 

du ribosome mais pas l’initiation de la traduction. Le ribosome passe outre ce premier AUG 

et poursuit le ‘scanning’ jusqu’au deuxième AUG en position 743. La traduction ne démarre 

que sur ce codon AUG en position 743 (Pilipenko et al., 1992). L’IRES du poliovirus contient 

également des motifs essentiels pour le recrutement de facteurs auxiliaires, les ITAF (Figure 

14). Par exemple, le domaine IV contient un motif riche en C impliqué dans le recrutement 

de la ‘Poly(RC)-Binding Protein 2’ (PCBP2) qui est nécessaire à la traduction chez le PV 

(Perera et al., 2007; Toyoda et al., 2007; Sweeney et al., 2014). Ce même domaine présente 

également une tige-boucle contenant la séquence consensus GNRA qui est impliquée dans 

une interaction à longue distance avec une autre région du génome viral (Malnou et al., 

2002; Fiore et al., 2002). Sa fonction précise ainsi que l’autre région du génome impliquée 

n’ont pas encore été clairement identifiées. Cependant, il a été démontré que le motif GNRA 

est essentiel pour l’activité de l’IRES. En outre, cet IRES possède également un motif riche 

en pyrimidines qui est le site de liaison de la protéine PTB (Kafasla et al., 2010). 

Ainsi, les IRES de classe I nécessitent tous les facteurs d’initiation excepté eIF4E pour initier 

efficacement la traduction. Ils contiennent des structures secondaires simples, généralement 

constituées de tiges-boucles plus ou moins courtes. Ils recrutent le ribosome en amont du 

codon d’initiation AUG. Puis, une étape classique de ‘scanning’ du 5’ vers le 3’ permet de 

localiser le codon de démarrage AUG. 
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Figure 14 : Les IRES de classe I : exemple du Poliovirus (PV). (Figure issue de Martin et Mailliot, 2018). La 
région 5’UTR du PV adopte une structure secondaire comprenant six domaines distincts. Le domaine I se replie 
en une structure en feuille de trèfle (‘Cloverleaf’ ou CL) qui est impliquée dans la réplication virale (vert clair). Les 
domaines II à VI constituent l’IRES proprement dit du PV (encadré en pointillés). Certains nucléotides de ces 
domaines sont impliqués dans le recrutement des ‘IRES trans-acting factors’ (ITAF) ou sont requis pour la 
formation d’interactions à distances qui contribuent à l’intégrité structurale de l’IRES (ces nucléotides sont 
indiqués en orange). Des données structurales de l’interaction à distance de type tétra-boucle GNRA ont été 
obtenues par RMN (N), les nucléotides sont représentés selon le même code couleur. Le domaine V de l’IRES 
interagit spécifiquement avec le facteur d’initiation de la traduction eIF4G clivé par la protéase 2A (en vert foncé). 
Les deux codons AUG du PV sont surlignés en jaune.  
 

 

II.2.2. Les IRES de classe II  

 

Des IRES appartenant à la classe II sont également retrouvés chez certains virus de la 

famille des Picornaviridae. Dans cette catégorie, les IRES les plus étudiés sont ceux du 

‘Encepholo Myocarditis Virus’ EMCV du genre des Cardiovirus et du ‘Foot and Mouth 

Disease Virus’ (FMDV) du genre des Aphtovirus. Ces deux IRES possèdent de nombreuses 

caractéristiques structurales communes, bien que leur séquence nucléotidique diverge. Ils 

sont d’une taille similaire (439 nucléotides pour l’EMCV et 445 nucléotides pour le FMDV) et 

contiennent cinq domaines structuraux organisés de la même manière. Le domaine I est 

impliqué dans la réplication virale comme chez le poliovirus présenté plus haut. Les 
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domaines II à V contiennent l’IRES. On y retrouve des sites d’interaction pour des ITAF dont 

la présence est indispensable au recrutement du ribosome (Figure 15 : représentation de 

l’IRES de l’EMCV). Par exemple, le domaine II contient une séquence riche en pyrimidine qui 

recrute PTB (Andreev et al., 2007; Jang & Wimmer, 1990; Luz & Beck, 1991). Lorsque la 

protéine PTB est recrutée par un IRES elle contribue à la formation du complexe de pré-

initiation 48S sur l’IRES (Andreev et al., 2007). Le domaine III se replie indépendamment 

(Fernández & Martínez-Salas, 2003; Serrano et al., 2007), il adopte une structure secondaire 

en longue tige-boucle avec deux jonctions à quatre hélices. Dans les boucles apicales du 

domaine III se trouve un motif RAAA ainsi qu’un motif GNRA capable de former une 

interaction à distance avec une boucle riche en C de ce même domaine III (Dupont & 

Snoussi, 2009; Martínez-Salas et al., 2015; Phelan, 2004). Bien que la fonction du motif 

GNRA ne soit pas encore claire, il est essentiel pour l'activité de l’IRES de EMCV (Robertson 

et al., 1999) et du FMDV (López de Quinto & Martínez-Salas, 1997) comme décrit 

précédemment chez le poliovirus. Le domaine IV adopte un repliement en Y, également 

conservé chez les deux virus (Hoffman & Palmenberg, 1995). Ce domaine constitue le site 

de liaison de eIF4G à l’IRES (Kolupaeva et al., 1998; López de Quinto & Martínez-Salas, 

2000). Les deux tige-boucles qui surplombent la jonction en triple-hélices s’associent au 

domaine HEAT-1 de eIF4G (Imai et al., 2016). Le domaine V contient un autre motif riche en 

pyrimidines auquel se lient plusieurs facteurs, notamment le facteur d’initiation eIF4B, PTB 

ainsi que d’autres protéines qui possèdent des sites de fixation à l’ARN (Fernandez-

Chamorro et al., 2014; Jang & Wimmer, 1990; Kafasla et al., 2009; López de Quinto et al., 

2001; Luz & Beck, 1991). Les IRES de FMDV et EMCV sont donc structuralement très 

similaires. En revanche, ils fonctionnent différemment lors de la reconnaissance du codon 

d’initiation AUG. Les deux IRES possèdent deux codons AUG qui sont en phase. Dans le 

cas de EMCV seul le deuxième codon AUG est utilisé pour l’initiation de la traduction. En 

revanche, les deux codons AUG sont utilisés lors de la traduction virale du FMDV (Jackson, 

2005; López de Quinto & Martínez-Salas, 1999). Les deux codons sont séparés de 84 

nucléotides, mais grâce à un repliement tridimensionnel ils seraient spatialement proches, 

permettant un démarrage de la traduction sur les deux codons AUG (Andreev et al., 2007). 

Contrairement aux IRES de classe I, la reconnaissance des codons d’initiation chez le FMDV 

et l’EMCV ne nécessite pas d’étape de ‘scanning’. En effet le complexe de pré-initiation 43S 

est déposé directement sur le codon AUG. De plus, les deux virus utilisent des stratégies 

différentes pour bloquer la traduction cellulaire. Dans le cas du virus FMDV, le facteur 

d’initiation eIF4G est clivé grâce à la protéase virale 3C-pro (Mosenkis et al., 1985). Lors de 

l’infection par EMCV, ce sont les 4E-BP déphosphorylées qui séquestrent eIF4E (Gingras et 

al., 1996). Dans les deux cas, l’initiation de la traduction « coiffe-dépendante » de l’hôte est 

inhibée et la traduction « IRES-dépendante » de ces virus favorisée.  
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En résumé, les IRES de classe II adoptent donc des repliements simples, nécessitent tous 

les facteurs d’initiation excepté eIF4E et procèdent à un dépôt direct du ribosome sur le 

codon d’initiation AUG sans étape de ‘scanning’. Ils sont fonctionnellement similaires aux 

IRES de classe I mais ils s’affranchissent de l’étape de ‘scanning’ du ribosome, lente et 

coûteuse en énergie. 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Le virus de l'Encéphalomyocardite (EMCV) possède un IRES de classe II. La figure, issue de 
Martin et Maillot, 2018, représente la structure secondaire de la région 5’UTR de l’ARN viral de l’EMCV. Les 
nucléotides essentiels pour l’activité de l’IRES ou pour le recrutement des ITAF sont indiqués en orange. Le 
domaine minimal nécessaire à l’activité IRES de l’EMCV est encadré en pointillés. Le domaine IV recrute 
spécifiquement le facteur eIF4G (en vert foncé) et le domaine V interagit avec le facteur d’initiation eIF4B et 
l’ITAF PTB, ainsi qu’avec d’autres protéines liant l'ARN (en bleu). Les deux codons initiateurs AUG de l’EMCV 
sont surlignés en jaune. Des données structurales obtenues par RMN (N) sur le domaine IV isolé ou sur le 
domaine IV en complexe avec le domaine HEAT-1 de eIF4G (par SAXS) sont représentées à droite. 
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II.2.3. Les IRES de classe III 

 

II.2.3.1. Structure de l’IRES du virus de l’hépatite C  

 

Les IRES de classe III ont été décrits chez les virus de la famille des Flavivivridae et chez 

certains membres des Picornaviridae, notamment chez le ‘Simian Virus 2’ (SV2) et le 

‘Porcine Enterovirus 8’ (PEV-8). L’IRES de cette classe le plus étudié est celui du virus de 

l’hépatite C (HCV) qui appartient à la famille des Flaviviridae. Ses caractéristiques servent 

ainsi de référence pour les IRES de classe III (Figure 16). L’IRES du HCV comprend 298 

nucléotides, il est subdivisé en quatre domaines structuraux (nommés domaines I à IV). Les 

repliements de ces domaines sont globalement plus complexes que dans les IRES des 

classes I et II. Des études structurales par cristallographie aux rayons X, par Résonnance 

Magnétique Nucléaire (RMN), par Cryo-Microscopie Électronique (Cryo-ME) ou encore par 

‘Small Angle X-ray Scattering’ (SAXS) ont démontré que les différents domaines de l’IRES 

de HCV sont rigides et peuvent se replier indépendamment les uns des autres (Kieft et al., 

2002; Lukavsky, 2009; Lukavsky et al., 2003; Pérard et al., 2013). De plus, ces domaines 

sont séparés par des régions charnières non structurées permettant une flexibilité inter-

domaines (Kieft et al., 1999; Kieft, 2008; Pérard et al., 2013). La plupart de ces domaines 

sont conservés chez les Flavivirus ainsi que chez certains Picornavirus (Asnani et al., 2016). 

Le domaine II adopte une structure en longue tige-boucle (Lukavsky et al., 2003). Ce 

domaine est lui-même composé de deux sous-domaines nommés module IIa et module IIb 

(Figure 16). Le module IIa contient une boucle charnière qui autorise la flexibilité de cette 

longue tige-boucle. Le module IIb abrite également une boucle interne et une tige-boucle 

apicale. Le domaine III se replie en une grande structure comprenant six sous-domaines, 

nommés respectivement modules IIIa à IIIf. Les modules IIIabc et IIIef forment des jonctions 

à quatre hélices (Laing & Schlick, 2009), alors que le module IIId forme une jonction en 

triple-hélices. Le module IIIf établit une interaction à distance de type pseudo-nœud. Enfin, le 

domaine IV se replie en une tige-boucle dans laquelle se trouve le codon d’initiation AUG. 

De manière intéressante, lorsque le ribosome est en interaction avec l’IRES, la structure du 

domaine IV change de conformation et se déplie pour libérer le codon d’initiation. 
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Figure 16 : Les IRES de classe III : exemple de l’IRES du virus de l'hépatite C (HCV). La figure, issue de 
Martin et Maillot, 2018, représente la structure secondaire de la région 5’UTR de l’ARN génomique du HCV. Les 
nucléotides essentiels pour l’activité de l’IRES ou pour le recrutement des ITAF sont indiqués en orange. Le 
domaine minimal de l’IRES du HCV est encadré en pointillés. Les domaines II, IIId, IIIe et IIIf interagissent 
directement avec la petite sous-unité du ribosome 40S (en gris). La partie apicale du domaine III (surlignée en 
rose) interagit spécifiquement avec eIF3. Les contacts entre l’IRES et les protéines du ribosome sont indiqués 
par des flèches. Le codon initiateur AUG dans la boucle apicale du domaine IV est surligné en jaune. 
 

 

II.2.3.2. Rôle fonctionnel du domaine I 

 

Comme pour les IRES de classe I et II, le domaine qui précède l’IRES est également 

impliqué dans la réplication virale. De manière intéressante, le domaine I du HCV contient 

deux sites de liaison pour le micro-ARN miR-122 (Figure 16). Ce micro-ARN joue un rôle 

dans l’activation de la réplication du HCV, il stimule également la traduction virale (Henke et 

al., 2008; Jopling et al., 2005; Roberts et al., 2011; Sagan et al., 2015). Le mécanisme de 

stimulation de la traduction par le miR-122 reste largement méconnu. Des études suggèrent 

que la liaison de miR-122 et de la protéine Ago2 sur l’ARN pourrait favoriser le repliement de 

l’IRES dans une conformation optimale pour initier la traduction. D’autres études récentes 
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montrent que la protéine PCBP2 et miR-122 se fixent au même site de liaison sur le génome 

de HCV. Par conséquent, ces deux molécules sont en compétition. La fixation de l’une ou de 

l’autre ferait pencher la balance soit vers la traduction virale soit vers la réplication de l’ARN 

viral (Masaki et al., 2015).  

 

II.2.3.3. Formation du complexe de pré-initiation 40S-IRES 

 

Les domaines II à IV de la région 5’UTR du HCV constituent l’IRES proprement-dit du virus. 

De manière intéressante, les domaines II et III permettent d’assurer un recrutement direct de 

la petite sous-unité du ribosome 40S, grâce à de multiples interactions entre des nucléotides 

de ces domaines et des composants de la sous-unité ribosomique 40S. (Figure 17). Par 

exemple, des nucléotides des sous-domaines IIIa et IIIc interagissent avec les protéines 

ribosomiques eS7 et eS27. Le sous-domaine IIIe reconnaît spécifiquement la protéine eS1 

(Laing & Schlick, 2009; Yamamoto et al., 2015). Le domaine II interagit avec les protéines 

uS7 (RpS5) (Figure 17 en bleu foncé) et uS11 (en rouge) qui sont localisées dans le site E 

du ribosome (H. Yamamoto et al., 2015). Ainsi, le ribosome 40S interagit avec une grande 

affinité pour l’IRES (Kd = 2-4 nM) et le complexe HCV-40S formé est très stable (koff =0,002 

s−1 ; kon =1,1 μMs−1) (Fuchs et al., 2015). Des études structurales ont également mis en 

évidence une interaction spécifique entre la boucle apicale du module IIId (266GGG268) de 

l’IRES et le segment d'expansion ES7 de l'ARNr 18S (1116CCC1118) (Malygin et al., 2013; 

Matsuda & Mauro, 2014). Un autre contact entre le module IIIe de l'IRES et les nucléotides 

1114UU1115 de ce même segment d’expansion ES7 de l'ARNr 18S a également été mis en 

évidence. En outre, les interactions avec la boucle IIId sont essentielles, car elles provoquent 

des changements de conformation de l’IRES indispensables pour la traduction (Angulo et al., 

2016). Enfin, le module IIIf, formant le pseudo-noeud, permet d’orienter l'IRES afin de 

positionner correctement le codon AUG dans le site P du ribosome (Berry et al., 2010; 

Quade et al., 2015; Yamamoto et al., 2015). Cette interaction permet au ribosome d’être 

directement déposé sur le codon d’initiation de la traduction, s’affranchissant ainsi de l’étape 

de ‘scanning’. 

 



Introduction 

-42- 

 

 

Figure 17 : La petite sous-unité du ribosome 40S interagit directement avec les domaines II et III de 
l’IRES du HCV. (Figure issue de Yamamoto et al., 2015). Le modèle structural de l’IRES de HCV dans le 
ribosome 40S, obtenu par Cryo-Microscopie Électronique (Cryo-ME), met en évidence les interactions entre les 
domaines II et III de l’IRES et les protéines de la petite sous-unité du ribosome 40S (à gauche). L’IRES est 
représenté en rose et les protéines du ribosome sont indiquées selon les couleurs suivantes : de haut en bas : 
eS25 en vert, uS7 en bleu foncé, uS11 rouge, eS28 en violet, eS26 en cyan, eS1 en bleu canard, eS27 en 
turquoise et eS7 en orange. (À droite) Vues rapprochées sur 3 sites spécifiques d'interaction de l'IRES du HCV 
et des protéines ribosomales (eS1, eS27 et eS7) du ribosome 40S. 
 

 

II.2.3.4. Formation du complexe de pré-initiation 48S-IRES 

 

Après la fixation du ribosome 40S, l’IRES de HCV recrute spécifiquement le facteur 

d’initiation eIF3 et le complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNtMet
i pour former le complexe de 

pré-initiation HCV-48S. Des études ont démontré que le noyau octamérique du facteur eIF3 

(sous-unités a, c, e, f, h, k, l et m) interagit avec le module IIIabc de l’IRES HCV avec une 

grande affinité (Sun et al., 2011). Cette interaction entre l’IRES et eIF3 se fait 

essentiellement par des contacts entre l’IRES et les sous-unités eIF3a et eIF3c (Erzberger et 

al., 2014; Hashem et al., 2013; Sun et al., 2013). Les sous-unités b, d, g, i et j de eIF3 ne 

sont pas requises pour l’interaction avec l’IRES, bien qu’elles soient essentielles pour initier 

la traduction de manière efficace. La sous-unité eIF3j joue également un rôle important dans 

la formation du complexe HCV-48S. Elle est initialement positionnée, sur eIF3, dans le canal 

qui va accueillir l’ARNm au sein de la particule 48S. Par conséquent eIF3j doit être éjectée 
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pour laisser la place à l’ARN viral et permettre une mise en place correcte du codon 

d’initiation AUG dans le site P du ribosome (Fraser et al., 2007). De plus, il a été démontré 

que eIF3j est absolument nécessaire à l'infection par HCV (Majzoub et al., 2014), cependant, 

les bases moléculaires de son mode action ne sont pas connues. Il en est de même pour la 

protéine ribosomale RACK1 qui est localisée à proximité de la sous-unité d du facteur eIF3 

au sein de la particule 48S. Son mode d’action dans la formation du HCV-48S n’est pas bien 

défini, mais sa présence est elle aussi requise pour l'infection par ce virus (Majzoub et al., 

2014).  

 

II.2.3.5. Assemblage du ribosome 80S 

 

L’initiation de la traduction s’achève par la formation du complexe d’initiation 80S sur l’IRES 

HCV. Ceci s’accompagne de réarrangements structuraux importants de l’IRES. Le domaine 

II, notamment, subit plusieurs changements conformationnels qui sont probablement 

importants pour le positionnement précis du Met-ARNtMet
i dans le site P du ribosome (Figure 

18). Ces réarrangements structuraux garantissent ainsi la transition du complexe HCV-48S 

vers le complexe HCV-80S (Yamamoto et al., 2015). D’autres études suggèrent que le 

domaine II est également requis pour l’hydrolyse du GTP présent sur facteur eIF2 au sein du 

complexe ternaire, étape conduisant à la formation du 48S. Il semble également que le 

domaine II soit nécessaire pour la dissociation des eIF du complexe 48S afin de permettre 

l’association de la sous-unité 60S du ribosome, étape induite par le facteur eIF5B (Locker et 

al., 2007; Otto & Puglisi, 2004). 

 

 

Figure 18 : Le mouvement du domaine II dans le site E du ribosome permet de positionner précisément 
le Met-ARNtMet

i
 dans le site P du ribosome. Des études structurales par cryo-ME ont mis en évidence les 

changements conformationnels importants (indiqué par la flèche) du domaine II de l’IRES du HCV entre les 
stades 40S-HCV (en gris) et 80S-HCV (en rouge). Les mouvements du domaine II assurent le bon 
positionnement l’ARNt initiateur dans le site P du ribosome. Dans le complexe d’initiation 80S-HCV, le facteur 
d’initiation eIF5B (en bleu) et l’ARNtMet initiateur (en jaune) sont également visibles. 
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En résumé, les IRES de classe III adoptent des repliements structuraux complexes. 

Certaines de leurs structures sont capables d’interagir directement avec la sous-unité 40S du 

ribosome. Cette classe d’IRES n’utilise qu’un nombre limité de facteurs d’initiation. En effet, 

les IRES de classe III interagissent directement avec eIF3 et utilisent eIF2, mais ils peuvent 

s’affranchir des autres eIF. De plus, l’initiation guidée par les IRES de classe III ne nécessite 

pas d’étape de ‘scanning’ pour former la particule 48S sur le codon d’initiation. 

 

II.2.4. Les IRES de classe IV  

 

II.2.4.1. Structure adoptée par les IGR des Dicistrovirus 

 

Les IRES de la quatrième classe sont retrouvés chez les virus de l’ordre des Picornavirales. 

À ce jour, ce type d’IRES n’a été identifié que chez les virus de la famille des Dicistroviridae. 

Les IRES de classe IV sont également appelés ‘Intergenic Region’ (IGR) en raison de leur 

localisation intergénique entre les deux ORF du génome des Dicistrovirus. Les IGR sont les 

plus petits IRES connus à ce jour, ils comprennent environ 200 nucléotides. L’IRES IGR le 

plus étudié et le mieux caractérisé dans cette classe est celui du ‘Cricket Paralysis Virus’ 

(CrPV). Cependant, un certain nombre d’autres IGR ont également été étudiés, comme par 

exemple ceux de ‘Israeli Acute Paralysis Virus’ (IAPV), du ‘Platia Stali Intestine Virus’ (PSIV), 

du ‘Taura Syndrome Virus’ (TSV) et d’autres encore. La structure et la topologie de ces IRES 

IGR sont très conservées (Kerr & Jan, 2016). Ces IRES se replient en une structure 

compacte et très sophistiquée qui implique des interactions à distance et plusieurs pseudo-

nœuds (Costantino & Kieft, 2005; Jan & Sarnow, 2002; Kanamori & Nakashima, 2001; 

Pfingsten et al., 2007). L’IRES IGR du CrPV contient trois domaines (domaines 1 à 3), 

contenant chacun un pseudo-nœud nommé PKI, PKII ou PKIII (Jan & Sarnow, 2002; 

Kanamori & Nakashima, 2001) (Figure 19a). Les domaines 1 et 2 sont essentiels pour la 

liaison du ribosome (Figure 19b) grâce à leur interaction directe entre les structures ‘Stem-

Loop IV’, ‘Stem-Loop V’ (SLIV et SLV), ‘Loop 1.1’ (L1.1), et des protéines des sous-unités 

40S et 60S du ribosome (Costantino & Kieft, 2005; Jan & Sarnow, 2002; Nishiyama et al., 

2003; Pfingsten et al., 2006; Schüler et al., 2006). Le domaine 3, chez le CrPV, contient le 

pseudo-nœud PKI ainsi qu’une boucle variable riche en A, nommée ‘Variable Region Loop’ 

(VRL). Il existe deux types de domaines 3 dans cette classe d’IRES : des domaines 3 de 

type I avec une simple hélice en amont de PKI, comme dans le CrPV ; ou des domaines 3 

de type II qui contiennent une tige-boucle supplémentaire SLIII, comme celui retrouvé dans 

l’IGR du TSV (voir l’encadré vert dans la figure 19a). Le pseudo-nœud PKI du domaine 3 

adopte dans tous les IGR un repliement qui mime structuralement la structure du duplexe 
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codon-anticodon. Cette structure formée par le PKI est appelée motif ‘Anticodon Stem-Loop-

like’ ou ‘ASL-like’.  

 

 

 
Figure 19 : L’IGR du CrPV est un IRES de classe IV. (Figure issue de Mailliot et Martin, 2018). (a) Structure 
secondaire de l'IRES de la région intergénique (IGR) du ‘Cricket Paralysis Virus’ (CrPV). L’IGR du CrPV initie la 
traduction sur un codon initiateur non AUG (surligné en jaune). Il possède trois domaines structuraux : le 
domaine 1 (encadré en bleu), le domaine 2 (encadré en rouge) et le domaine 3 (encadré en vert). Chaque 
domaine contient une interaction à distance de type pseudo-nœud (indiqués en orange). Parmi les IGR étudiés à 
ce jour, deux types de domaine 3 ont été observés : des domaines 3 de type I comme dans CrPV et des 
domaines de type II comme dans TSV. Les structures obtenues par cristallographie (X) des domaines et sous-
domaines de l’IGR sont également présentées. (b) L’IGR initie la traduction en recrutant directement et 
uniquement la petite sous-unité ribosomique 40S. Les contacts spécifiques entre l’IGR du CrPV et les sous-
unités ribosomales 40S et 60S sont indiquées par des flèches.  
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II.2.4.2. Mécanisme moléculaire de recrutement du ribosome par les IGR 

 

L’initiation de la traduction sur l’IGR débute avec le recrutement de la petite sous-unité du 

ribosome 40S grâce aux domaines 1 et 2 de l’IRES (Figure 19b). Lorsque la sous-unité 40S 

du ribosome est fixée, le PKI du domaine 3, qui mime la structure du duplexe codon-

anticodon, est placé dans le site A du ribosome. Puis, la sous-unité 60S du ribosome est 

assemblée. Ensuite, une étape de pseudo-translocation, guidée par le facteur d’élongation 

eEF2, permet de déplacer le PKI du site A vers le site P du ribosome (Hussain et al., 2014; 

Koh et al., 2014; Yamamoto et al., 2007). La flexibilité de la boucle variable VRL du domaine 

3 est importante pour le bon positionnement du PKI et la pseudo-translocation (Au et al., 

2015; Au & Jan, 2012; Ruehle et al., 2015) (Figure 18b). L’étape de pseudo-translocation 

permet de placer le codon d’initiation GCU dans le site A du ribosome et d’assurer, avec 

l’aide des facteurs d’élongation eEF1 et eEF2, l’entrée du premier aminoacyl-ARNt (l’alanyl-

ARNtAla) dans le site A du ribosome (Hussain et al., 2014; Jan et al., 2003; Pestova & Hellen, 

2003; Pestova et al., 2004; Yamamoto et al., 2007). Finalement, une seconde étape de 

translocation permet de déplacer le premier aminoacyl-ARNt du site A vers le site P, et le 

PKI du site P vers le site E. Ensuite, l’étape d’élongation se poursuit de manière 

conventionnelle.  

 

Pour résumer, le mode d’action des IGR est très simple. Ces IRES sont capables d’initier la 

traduction sur un codon de démarrage qui n’est pas un AUG, sans aucun facteur d’initiation 

et sans le Met-ARNtMet
i (Jan & Sarnow, 2002; Pestova & Hellen, 2003; Wilson et al., 2000; 

Pestova et al., 2004). Seules les sous-unités 40S et 60S du ribosome sont requises pour 

initier la traduction sur les IRES de classe IV. La structure adoptée par les IRES de cette 

classe est très compacte et très sophistiquée. 

 

II.2.5. Les ‘IRES Trans-Acting Factors’ ou ITAF 

 

Outre les facteurs d’initiation eIF, certains facteurs auxiliaires peuvent influencer l’initiation de 

la traduction guidée par les IRES. Ces facteurs cellulaires sont nommés ITAF pour ‘IRES 

Trans-Acting Factor’. Leur action sur les IRES permet de moduler l’initiation de la traduction 

en la stimulant ou en la réprimant. De nombreux ITAF ont été identifiés lors des traductions 

virales. Ce sont des protéines généralement impliquées dans des mécanismes tels que la 

régulation de la transcription, l’épissage, le transport des ARN ou le contrôle de la traduction. 

Parmi ces protéines multifonctionnelles, les plus couramment recrutées par les IRES viraux 

sont les protéines PTB, PCBP2, le facteur d’épissage SRp20, l’auto-antigène La, la 

nucléoline ou encore la gémine 5 (pour revue Lee et al., 2017; Martínez-Salas et al., 2015). 
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Le tableau 1 présente, à titre d’exemple, la liste des ITAF identifiés chez les Picornavirales. 

D’autres ITAF sont utilisés par les virus de la famille des Flaviviridae et des Rétroviridae. Les 

premiers ITAF qui ont été découverts sont PTB, utilisé par EMCV, et la protéine ‘La 

autoantigen’ (La), requise par le Poliovirus (pour revue Flather & Semler, 2015). La protéine 

PTB se fixe sur des séquences de l’ARNm riches en pyrimidines, elle est impliquée dans les 

mécanismes d’épissage et de transport des ARNm (Ghetti et al., 1992; Oh et al., 1998; 

Sawicka et al., 2008). PTB favorise la traduction guidée par les IRES viraux de FMDV et de 

EMCV. La protéine PTB stimule également la traduction guidée par certains IRES cellulaires 

comme celui du proto-oncogène c-myc (Cobbold et al., 2008). La protéine La, quant à elle, 

est un antigène reconnu par les anticorps de patients atteints de la maladie auto-immune 

appelé lupus. Elle stimule le recrutement du ribosome 40S sur les IRES du Poliovirus et de 

HCV (Ali & Siddiqui, 1997; Costa-mattioli et al., 2004; Meerovitch et al., 1993; Meerovitch et 

al., 1989). Les ITAF sont souvent capables de s’associer en plusieurs exemplaires, de 

manière à former des poymères d’ITAF. Ils favorisent ainsi la maturation des ARNm et les 

protègent contre les ribonucléases. De manière analogue, la fonction des ITAF sur les IRES 

est de stabiliser l'interaction entre l'IRES et le ribosome. Ainsi, les ITAF sont des facteurs 

auxiliaires qui agissent en coopération avec les eIF. Dans le cas de HCV, les ITAF exercent 

une fonction supplémentaire ; ils contribuent aux changements conformationnels du 

ribosome et de l’IRES, changements qui sont indispensables lors de l'initiation de la 

traduction virale (Niepmann, 2013).  

 

 

 

Tableau 1: Liste des ‘IRES Trans-Acting Factor’ (ITAF) associés aux IRES des Picornavirales. (Tableau 
issu de Martinez-Salas et al., 2015). Les colonnes du tableau indiquent respectivement : le nom de l’ITAF, l’IRES 
viral sur lequel il a été identifié, l’effet induit par l’ITAF sur la traduction guidée par l’IRES et l’article dans lequel a 
été décrit l’ITAF. Le signe # indique les ITAF n’entrainant aucun effet sur la stimulation ou la répression de la 
traduction de l’IRES sur lequel ils se fixent. Par exemple, l’ITAF45 stimule l’IRES du FMDV mais ne stimule pas la 
traduction guidée par l’IRES EMCV. 
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III. L’initiation « IRES-dépendante » de la traduction chez le CrPV 

 

III.1. Généralités sur les Dicistroviridae  

 

La famille des Dicistroviridae est constituée de petits virus possédant un génome à ARN de 

polarité positive qui infectent les arthropodes parmi lesquels les abeilles, les criquets ou les 

crevettes. Actuellement, notre compréhension de la biologie de ces virus est encore 

incomplète. De nombreuses études ont permis de comprendre la structure des particules 

virales ainsi que les mécanismes d'initiation de la traduction guidée par l’IRES IGR. En 

revanche, les mécanismes de réplication de l'ARN viral, la fonction des gènes viraux ou 

l’entrée du virus dans les cellules hôtes représentent encore de nombreux champs 

d’investigation. Ces virus sont également d’excellents modèles utilisés pour l’étude du 

système immunitaire des insectes.  

 

III.1.1. Taxonomie et spectre d’hôtes 

 

La famille des Dicistroviridae est classée dans l'ordre des Picornavirales. En effet, 

l’organisation du génome et la structure des virions sont homologues à celles des 

Picornaviridae, une autre famille bien caractérisée des Picornavirales (Bonning & Miller, 

2010; Le Gall et al., 2008). C’est pourquoi les Dicistrovirus sont également connus sous le 

nom de ‘picorna-like viruses’. À ce jour, les Dicistroviridae se décomposent en trois genres 

de virus : les Aparavirus, les Cripavirus et les Triatovirus (Valles et al., 2017) (Figure 20). 

Ces trois genres se distinguent par des divergences phylogénétiques et par la structure du 

domaine 3 de l’IRES intergénique (voir paragraphe II.2.4.1). Les quinze représentants 

aujourd’hui identifiés de la famille des Dicistroviridae ont été isolés d’insectes tels que les 

Diptères, les Hémiptères, les Hyménoptères, les Lépidoptères, les Orthoptères, mais aussi 

des crustacés notamment des décapodes (Bonning & Miller, 2010). 

 

 

Figure 20 ci-contre: Arbre phylogénétique de la famille des Dicistroviridae. (Adaptée de Bonning and Miller 
2010). L’arbre phylogénétique a été généré à partir de l’alignement des séquences complètes des génomes des 
Dicistroviridae. La famille des Dicistroviridae comprend trois ordres : l’ordre des Aparavirus (en bleu) qui contient 
5 espèces dont trois infectant les abeilles, l’ordre des Cripavirus (en vert) contenant 4 espèces dont le CrPV et 
l’ordre des Triatovirus (en orange) qui regroupe 5 espèces dont le ‘Triatoma virus’ servant de référence à cet 
ordre. Les virus représentés sont: ‘Acute Bee Paralysis Virus’ (ABPV), ‘Taura Syndrome Virus’ (TSV), ‘Kashmir 
Bee Virus’ (KBV), ‘Solenopsis Invicta Virus-1’ (SINV-1), ‘Israeli Acute Paralysis Virus’ (IAPV), ‘Cricket Paralysis 
Virus’ (CrPV), ‘Drosophila C Virus’ (DCV), ‘Aphid Lethal Paralysis Virus’ (ALPV), ‘Rhopalosiphum Padi Virus’ 
(RhPV), ‘Black Queen Cell Virus’ BQCV), ‘Himetobi P Virus’ (HiPV), ‘Plautia Stali Intestine Virus’ (PSIV), 
‘Triatoma Virus’ (TrV), ‘Homalodisca Coagulata Virus-1’ (HoCV-1). La longueur des branches est inversement 
proportionnelle au degré d’homologie génétique entre les différentes espèces virales. 
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III.1.2. Structure du virion des Dicistrovirus 

 

Les virions des Dicistroviridae sont sphériques, non enveloppés et d’un diamètre d'environ 

30 nm. La capside virale présente une symétrie icosaédrique de type pseudo-T=3. Les 

capsides icosaédriques contiennent un minimum de 60 sous-unités protéiques, les plus 

grandes en contiennent un multiple de 60 afin de respecter la symétrie de l’icosaèdre. Le 

nombre de triangulation « T » permet de calculer le nombre de sous-unités protéiques 

constituant la capside. Par exemple, les virus possédant une capside icosaédrique de type 

T=3, sont constitués de 60 x 3 = 180 sous-unités protéiques (nombre minimal de sous-unités 

protéiques x T). La capside des Dicistrovirus est qualifiée de « pseudo »-T=3 parce que, 

contrairement aux capsides virales de type T=3 qui sont constitués de 180 copies d’une 

seule protéine virale, elle contient 60 copies (protomères) d’un assemblage des trois 

protéines virales de capside. Les protéines de capside sont nommées ‘Viral Protein 1, 2, 3’ 

(VP1, VP2, VP3) (Figure 21). Le virion contient une quatrième protéine de capside, la 

protéine VP4, qui est plus petite et qui est en contact avec le génome au sein de la particule 

virale (Mullapudi et al., 2016; Sánchez-Eugenia et al., 2015; Valles et al., 2017).  
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Figure 21 : La structure des virions des Dicistroviridae. (Figure issue de Valles et al., 2017). (À gauche) 
Représentation schématique d’une particule virale de Dicistrovirus qui illustre l’organisation des 60 protomères 
constitués chacun d’une copie de chaque protéine de capside virale (VP1, VP2 et VP3). (À droite) Structure par 
Cryo-ME du virion du CrPV. L’échelle de couleur indique la distance entre les protéines de capsides et le centre 
du virion. 
 

 

III.1.3. Organisation génomique et fonction des protéines virales 

 

Le génome des Dicistroviridae est une molécule d’ARN simple-brin de polarité positive, 

linéaire et monopartite. Sa particularité est qu’il contient deux phases codantes principales 

(ORF1 et ORF2), non chevauchantes. Chaque ORF est précédée par un IRES qui contrôle 

leur traduction, l’IRES5’UTR pour l’ORF1 et l’IGR pour l’ORF2 (Figure 22). L’ORF1 code pour 

une polyprotéine précurseur des protéines non structurales. Les protéines non structurales 

sont : une hélicase, une protéase et une ARN-polymérase ARN-dépendante ou RpRd. En 

outre, l’ORF1 code pour la ‘genome-linked Viral Protein’ (VPg) qui se lie de manière 

covalente à l'extrémité 5' du génome viral. Cette dernière protège l’extrémité 5’ du génome 

viral dans les virions. L’ORF1 code également pour une protéine suppresseur de l’ARN 

interférence chez le DCV (Van Rij et al., 2006) et le CrPV (Besnard-Guérin et al., 2015; 

Garrey et al., 2010; Wang et al., 2006). L’ORF2 code pour une polyprotéine qui est le 

précurseur des protéines structurales de capside VP0, VP1 et VP2. La protéine VP0 est 

clivée ensuite en protéines de capside VP3 et VP4. L’extrémité 3’ du génome viral est 

protégée par une queue poly(A).  

 

Selon la nomenclature officielle, les polyprotéines des Picornaviridae et des Dicistroviridae 

sont classées en trois régions protéiques nommées P1, P2 et P3 (Figure 22, pour les 

Dicistroviridae). La région P1 correspond à la polyprotéine de l’ORF2, et les régions 

protéiques P2 et P3 combinées correspondent à la polyprotéine de l’ORF1. La région P2 

code pour des protéines non structurales nommées 2A, 2B et 2C (2C étant l’hélicase virale). 
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Et la région P3 code les protéines non structurales 3A, 3B, 3C (3C étant la protéase) et 3D 

(pour la réplicase RpRd). 

 

 

 

Figure 22 : Organisation du génome des Dicistrovirus. (Adaptée de Bonning and Miller, 2010). Le génome 
des Dicistrovirus est un ARN simple brin bicistronique. La phase codante 1 (ORF1) représentée en orange code 
pour le précurseur des protéines non structurales du virus. On y retrouve dans l’ordre les protéines suivantes : 
‘Silencing Suppressor’, SS (spécifique au CrPV et au DCV) ; une hélicase, hel ; la protéine 3A de la région P3 
des protéines non structurales, 3A ; la protéine VPg, ‘genome-linked protein’ répété entre 1 et 6 copies selon 
l’espèce ; une protéase, pro ; une ARN polymérase ARN dépendante, RdRp. Les sites de clivage protéolytique 
du précurseur sont indiqués par des lignes verticales. L’ORF2 (en vert) code pour les précurseurs des protéines 
structurales de capside VP1, 2, 3 et 4. Chacune des ORF est précédée d’un IRES (IRES5’UTR et IGR) permettant 
d’initier la traduction des polyprotéines virales. À l’extrémité 5’ du génome est associé une VPg (sphère à 
gauche) et l’extrémité 3’ du génome est polyadénylée. Les polyprotéines codées par le génome sont nommées 
P1 (polyprotéine de l’ORF2) et P2-P3 (polyprotéine de l’ORF1). Les régions P1, P2 et P3 sont subdivisées en 
sous-régions (2A, 2B, 2C-hélicase, 3A, 3B, 3C-protéase, 3D-RdRp) correspondant aux produits de maturation de 
la polyprotéine.  
 

 

III.1.4. Réplication 

 

À ce jour, l’étape de réplication chez les Dicistroviridae n’est pas encore bien connue. En 

raison de leur ressemblance avec les Picornaviridae, il a été spéculé que les Dicistroviridae 

utiliseraient les mêmes mécanismes de réplication. Chez les Picornavirus, la synthèse de 

l'ARN débute par la liaison d’un complexe protéique appelé 3CD constituée par la protéase 

et la RpRd (voir figure 22) sur la structure en feuille de trèfle ou ‘cloverleaf’ (CL) localisée du 

côté proximal de l’extrémité 5’ du génome (voir paragraphes II.2.1 et II.2.2). Le complexe 

3CD ainsi positionné en 5’ du génome interagit avec les PABP, permettant ainsi de 

circulariser l’ARN génomique. C’est alors que la synthèse des brins d’ARN complémentaires 

négatifs commence. En outre, il a également été démontré que l’initiation de la transcription 

du génome du Poliovirus est amorcée grâce à la protéine VPg liée à l’extrémité 5’ de l’ARN 

(Van Boom et al., 1998). Les mécanismes de réplication des Dicistroviridae ne sont pas 

encore bien caractérisés.  

 

 

P1 P2 P3 

3C-pro 3D-RdRp 2C-hel 2B 2A 3B 3A 
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III.2. La traduction virale du CrPV, un modèle d’étude de choix 

 

III.2.1. Les avantages du CrPV  

 

Le CrPV appartient au genre des Cripavirus, il est le virus de ce genre qui a été le plus 

étudié. Il sert actuellement de référence pour l’étude des virus de la même famille. Le CrPV 

possède le plus grand spectre d’hôtes observé chez les virus qui infectent les invertébrés. 

En effet, le CrPV est capable d’infecter au moins vingt-quatre espèces différentes d’insectes 

(Bonning & Miller, 2010). Cette caractéristique fait du CrPV un modèle d’étude de choix. 

Autre particularité intéressante, le CrPV se réplique également de façon efficace dans des 

cellules d’insectes en culture (Scotti, 1975; Scotti, Hoefakker, & Dearing, 1996), ce qui 

facilite considérablement son étude. Plusieurs outils précieux, dont un clone infectieux du 

CrPV ainsi qu’un système rapporteur bicistronique qui mime le génome du virus (Kerr et al., 

2015), ont été construits il y a peu. Ces nouveaux outils offrent des perspectives 

expérimentales de choix pour le décryptage des mécanismes d’action du CrPV à l’échelle 

moléculaire et cellulaire.  

 

III.2.2. L’inhibition de la traduction de l’hôte par le CrPV 

 

L'infection des cellules d’insectes par le CrPV conduit à une inhibition de la traduction 

« coiffe-dépendante ». Les deux étapes clef de la régulation de l'initiation de la traduction 

canonique sont ciblées par le virus pendant l'infection. Premièrement, au tout début de 

l’infection, la formation du complexe eIF4F est altérée suite à la dissociation des facteurs 

eIF4G et eIF4E (Garrey et al., 2010). Le mécanisme de dissociation des facteurs eIF4G et 

eIF4E est encore mal compris. Il ne s’agit cependant pas d’un clivage protéolytique du 

facteur eIF4G par une protéase virale. Cette étape précoce permet au virus d’inhiber la 

traduction de l’hôte dès son entrée dans la cellule. Cette inhibition initiale de la traduction 

« coiffe-dépendante » permet surtout au virus de réquisitionner les ribosomes et les eIF, à 

présent disponibles, pour la traduction virale guidée par ses IRES. Deuxièmement, après 

trois heures d’infection, la sous-unité α du facteur eIF2 est phosphorylée (Garrey et al., 

2010) de telle sorte à empêcher le recyclage du GDP associé au facteur. Ainsi, eIF2-GDP 

est dans un état inactif. La formation de nouveaux complexes d’initiation 43S est de ce fait 

réduite dans les cellules et la quantité des sous-unités 40S et 60S libres augmente. La 

kinase responsable de la phosphorylation de eIF2α n’a pas encore été identifiée, mais nous 

savons qu’il ne s’agit pas des kinases PERK ou GCN2 induites par le stress du réticulum 

endoplasmique. Ainsi, la traduction canonique « coiffe-dépendante » de l’hôte est inhibée en 

phase tardive d’infection, alors que la production des protéines virales se poursuit.  
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Le virus CrPV utilise ainsi de multiples mécanismes pour inhiber la traduction de l’hôte et 

pirater sa machinerie traductionnelle pour la traduction exclusive des protéines non 

structurales et structurales. Il utilise deux mécanismes d’inhibition de la traduction « coiffe-

dépendante » différents, qui sont activés à des moments distincts du cycle viral. Ces 

phénomènes reflètent vraisemblablement les modes d’action différents des deux IRES du 

CrPV vis-à-vis de certains facteurs spécifiques nécessaires à leur traduction. 

 

III.2.3. L’initiation de la traduction dirigée par les deux IRES du CrPV 

 

Le CrPV constitue un excellent modèle d’étude de la traduction « IRES-dépendante » en 

raison de la présence de ses deux IRES (Figure 23). L’IRES IGR localisé dans la région 

intergénique du virus, qui contrôle la synthèse des protéines structurales, a fait l’objet de 

nombreuses recherches ces deux dernières décennies. Il est actuellement très bien 

caractérisé, tant au niveau structural que fonctionnel. Il a notamment permis de comprendre 

les bases moléculaires du mode d’action des IRES de la classe IV (décrit dans le 

paragraphe II.2.4).  

En revanche, l’IRES localisé dans la région 5’UTR, en amont de l’ORF1, n’était pas du tout 

caractérisé au début de mon doctorat. Cet IRES a été appelé IRES5’UTR. Contrairement aux 

séquences nucléotidiques et aux structures secondaires et tertiaires des IGR qui sont 

conservées au sein des Dicistroviridae, les IRES5’UTR au sein de la famille sont très 

hétérogènes. La diversité des IRES5’UTR chez les Dicistrovirus pourrait ainsi refléter 

l’évolution des différentes stratégies d’adaptation des virus à leurs hôtes respectifs pour 

détourner leurs ribosomes.  

L’existence d’un IRES dans la région 5’UTR du CrPV a été proposée en 2000 par Wilson et 

collaborateurs grâce à l’utilisation de systèmes rapporteurs « bicistroniques » ; c’est-à-dire 

contenant deux ORF codant pour des protéines raportrices sur le même ARN messager 

(Wilson et al., 2000). Plus récemment, des études ont démontré que l’initiation de la 

traduction de l’ORF1 du CrPV est dépendante de la présence sur le ribosome de la protéine 

RACK1 (Majzoub et al., 2014). Au contraire des autres ARNm de la cellule qui ne 

nécessitent pas la protéine RACK1 sur le ribosome pour initier efficacement leur traduction 

« coiffe-dépendante ». D’autres travaux ont montré que la sous-unité j du facteur d’initiation 

eIF3 est importante pour la traduction guidée par l’IRES5’UTR du CrPV (Majzoub et al., 2014). 

Enfin, le facteur d’initiation de la traduction eIF2-GTP semble également important pour la 

traduction guidée par l’IRES5’UTR. Les auteurs Garrey et al., ont prouvé qu’une 

phosphorylation de eIF2α en phase précoce d’infection réduisait la synthèse des protéines 

virales et la réplication du CrPV.  
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Figure 23 : Résumé des caractéristiques des deux IRES CrPV connus avant mon doctorat. (La figure du 
ribosome 80S avec la protéine RACK1 en rouge est issue de Majzoub et al., 2014 et le modèle structural de 
l’IGR dans le ribosome 80S est issu de Fernandez et al., 2015). L’IRES de la région intergénique du CrPV (IGR) 
était très bien caractérisé, il appartient à la classe IV des IRES (à droite). En revanche, l’IRES de la région 5’UTR 
du CrPV, nommé IRES5’UTR était très peu connu. La traduction guidée par cet IRES nécessite la présence de la 
protéine ribosomique RACK1 dans le ribosome ainsi que le sous-unité eIF3j au sein du facteur multifactoriel eIF3 
(à gauche). 

 
 

III.2.4. Les points communs entre l’IRES5’UTR du CrPV et l’IRES du HCV 

 

Le HCV est un membre de la famille des Flaviviridae, il appartient au genre des Hepacivirus. 

Son génome à ARN simple brin de polarité positive est constitué d’une seule longue ORF qui 

code pour un précurseur polyprotéique unique. Ce précurseur protéique est ensuite maturée 

pour former les protéines structurales et non structurales nécessaires à la propagation du 

virus. L’ORF du HCV est flanquée de régions 5’UTR et 3’UTR formant des structures 

secondaires et tertiaires importantes lors de la réplication et de la traduction virale. La région 

5’UTR du HCV contient l’IRES du HCV, décrite dans le paragraphe II.2.3 de ce manuscrit. 

Cet IRES appartient à la classe III des IRES. De manière intéressante, l’IRES du HCV 

nécessite lui aussi les protéines RACK et eIF3j pour guider la synthèse des protéines virales. 

Ainsi, les IRES du CrPV et du HCV semblent apparentés, leur mode de fonctionnement 

partage notamment ces deux particularités fonctionnelles.  

 

Génome du Virus de la Paralysie du Criquet (CrPV) 
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III.2.5. La régulation différentielle des deux IRES du CrPV 

 

De manière intéressante, des études récentes ont montré que les deux IRES du CrPV ne 

sont pas utilisés par le virus de la même manière pendant le cycle infectieux. L'IRES5’UTR est 

exprimé de manière constitutive pendant tout le cycle infectieux jusqu'à la mort de la cellule 

hôte. En revanche, l’IGR, est éteint au début de l'infection, puis, est activé durant la phase 

tardive de l’infection afin de produire de grandes quantités de protéines structurales à partir 

de l'ORF2 (Khong et al., 2016). Les bases fonctionnelles et structurales de cette expression 

différentielle des deux IRES ne sont pas encore connues. Deux hypothèses ont étés 

avancées par les auteurs de ces études. Ils ont proposés que l’IGR serait bloqué en début 

de cycle par une protéine cellulaire ou qu’il serait activé en phase tardive par une protéine 

virale produite pendant la phase précoce du processus infectieux. Une autre possibilité serait 

que la machinerie traductionnelle de la cellule hôte, endommagée ou modifiée par les 

protéases virales durant l’infection précoce, soit désormais adaptée à l'IGR et donc utilisée 

par celui-ci uniquement pendant la phase tardive. L’ensemble des données énoncées dans 

ce chapitre III.2 indique que les deux IRES du CrPV fonctionnent différemment. Ces IRES 

agissent néanmoins en synergie lors de l’infection virale pour assurer une traduction efficace 

des protéines virales. 

 

 

 

 
Figure 24 : La régulation différentielle des deux ORF du CrPV lors de l’infection. L’ORF1 (en orange) dont 
l’initiation de la traduction est guidée par l’IRES5’UTR est exprimée tout au long du processus d’infection virale de 
manière constante. L’ORF2 (en vert) sous la dépendance de l’IGR, en revanche, ne s’exprime qu’en phase 
tardive du cycle viral. Les protéines structurales sont alors produites en grandes quantités à partir de l’ORF2. 
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IV. Objectifs et résumé de mon projet de doctorat  

 

L’objectif principal de mon doctorat était de caractériser d’un point de vue fonctionnel et 

structural l’IRES5’UTR. Dans un premier temps, je me suis attachée à établir un modèle de la 

structure secondaire de la région 5’UTR du CrPV. Par la suite, j’ai localisé précisément les 

bornes en 5’ et en 3’ de l’IRES5’UTR. Par des expériences à l’aide de système de traduction in 

vitro acellulaires, nous avons étudié le mode d’action de l’IRES5’UTR. Afin d’aller plus loin 

dans la compréhension de ce mode d’action, j’ai entrepris d’identifier les facteurs agissant en 

trans nécessaires à l’activité traductionnelle de cet IRES. De cette manière, nous avons 

démontré que l’IRES5’UTR recrute spécifiquement le facteur eIF3. Nous avons également 

caractérisé le mode d’initiation de la traduction guidée par l’IRES5’UTR, le ribosome est 

déposé directement sur le codon AUG initiateur sans passer par une étape de ‘scanning’. 

Les données ainsi collectées sur l’IRES5’UTR du CrPV ont permis de le ranger dans la classe 

III des IRES. Ces résultats sont présentés dans le chapitre I. De manière intéressante, nos 

résultats montrent que l’IRES5’UTR partage des caractéristiques structurales et fonctionnelles 

avec l’IRES de HCV. Ainsi, nos travaux viennent corroborer les études antérieures suggérant 

que ces deux IRES possèdent de fortes similarités fonctionnelles, notamment concernant 

leur dépendance à la protéine ribosomale RACK1 lors de la traduction. Pour aller plus loin 

dans la caractérisation du mécanisme moléculaire d’action de l’IRES5’UTR, j’ai étudié ses 

domaines structuraux indépendamment. L’objectif était de déterminer quels sont les 

domaines responsables du recrutement des facteurs d’initiation et du ribosome. Nous avons 

constaté que le domaine III recrute spécifiquement le facteur eIF3 et que le domaine II est 

impliqué dans la formation du complexe de pré-initiation 48S. Ces deux domaines semblent 

donc avoir des fonctions distinctes mais ils doivent être liés physiquement pour garantir 

l’assemblage efficace du complexe d’initiation. Ainsi, nos études ont montré que les 

différents domaines structuraux de l’IRES5’UTR agissent en synergie pour recruter le 

ribosome. L’ensemble de ces résultats est consigné dans le chapitre II de ce manuscrit.  

Le deuxième objectif principal de mon projet de doctorat a été de comprendre la synergie 

des deux IRES de CrPV pendant le cycle infectieux. Nous avons voulu comprendre les 

expressions différentielles des deux ORF de CrPV lors de l’infection grâce à l’action différée 

des deux IRES. L’objectif était de déterminer les bases moléculaires de ce phénomène afin 

de mieux comprendre l’évolution de la traduction virale guidée par l’IRES5’UTR et l’IGR au 

cours du cycle infectieux. Dans le chapitre III de ce manuscrit nous détaillons les moyens 

mis en œuvre ainsi que les résultats obtenus lors de l’identification des partenaires 

moléculaires cellulaires et viraux des IRES5’UTR et IGR, et ce à plusieurs étapes du 

processus d’infection des cellules hôtes par le CrPV. 
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RRRRÉÉÉÉSULTATSSULTATSSULTATSSULTATS    

 

I. La 5’UTR du CrPV contient une IRES de classe III – Étude du mode d’action de 

l’IRES5’UTR de CrPV 

 

I.1. Résumé de la publication 1 

 

L’objectif premier de mon doctorat était de caractériser d’un point de vue structural et 

fonctionnel l’IRES localisé en 5’UTR du génome de CrPV (IRES5’UTR) qui guide la traduction 

de l’ORF1. L’IRES5’UTR a été peu étudié et son mode de fonctionnement était encore mal 

connu il y a peu. C’est pourquoi je me suis attelée à la caractérisation fine de cet IRES5’UTR. 

Les contours de l’IRES5’UTR ont été cartographiés de manière précise, sa structure 

secondaire a ensuite été déterminée, puis ses partenaires protéiques nécessaires pour 

l’initiation de la traduction des protéines non structurales du CrPV ont été caractérisés. Les 

résultats de ces travaux ont été compilés dans un article publié dans le journal Nucleic Acids 

Research en 2017 (Gross et al., 2017).  

 

I.1.1. L’IRES5’UTR est localisé entre les nucléotides 357 et 709 de la région 5’UTR du 

génome de CrPV 

 

J’ai tout d’abord entrepris de cartographier l’extrémité 5’UTR de l’ARN génomique du CrPV 

afin d’y localiser précisément l’IRES5’UTR. Dans un premier temps, ce travail a nécessité la 

mise au point d’un système de traduction acellulaire in vitro. Pour ce faire, des extraits de 

cellules embryonnaires de drosophile S2 ont été préparés. Ces extraits ont permis de suivre 

la traduction d’ARN messagers rapporteurs lors de tests de traduction in vitro. Afin de 

localiser précisément les contours de l’IRES5’UTR, la totalité de l’extrémité 5'UTR du CrPV, ou 

bien des sous-fragments de celle-ci, ont été insérés en amont de la phase codante de la 

luciférase Rénilla. Pour chacune de ces constructions, l'activité luciférase guidée par 

l’IRES5’UTR a été mesurée après traduction in vitro dans les extraits de cellules de drosophile 

S2. A l’aide de délétions grossières, puis grâce à des délétions de plus en plus précises, j’ai 

réussi à déterminer les bornes de l’IRES5’UTR. L’IRES5’UTR est précisément localisé entre les 

nucléotides 357 et 709, en amont du codon d’initiation AUG en position 709.  
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I.1.2. L’IRES contient un pseudo-nœud nécessaire à son activité traductionnelle 

 

Nous avons ensuite déterminé la structure secondaire de la région 5’UTR de CrPV (1-709) 

en utilisant la méthode de ‘Selective 2’ Hydroxyl acylation Analysed by Primer Extention’ 

(SHAPE). Cette technique consiste à modifier les riboses de chaque nucléotide de l’ARN 

non apparié, à l’aide d’un réactif chimique (Mortimer & Weeks, 2007; Mortimer & Weeks, 

2009). La position de la modification est ensuite détectée par extension d’une amorce 

fluorescente. La réactivité du ribose avec le réactif renseigne sur l’implication de la base 

nucléotidique dans des éléments de structure secondaire et/ou tertiaire. Ainsi les nucléotides 

dans les régions simple brin sont réactifs, alors que les nucléotides appariés ne le sont pas, 

ou peu. Ces expériences ont permis d’établir un modèle de la structure secondaire de la 

région 5’UTR de l’ARN génomique du CrPV. Puis, j’ai affiné ces résultats par la 

détermination de la structure secondaire de l’IRES5’UTR (357-709) par sondage chimique 

avec d’autres réactifs chimiques. Le DMS (dimethyl sulfate) et le CMCT (1-cyclohexyl-(2-

morpholinoethyl) carbodiimide metho-p-toluene sulfonate). Contrairement aux sondes 

SHAPE qui modifient la position 2’ du ribose des nucléotides, les sondes DMS et CMCT 

présentent l’avantage de réagir spécifiquement avec les bases. En effet, le DMS modifie 

uniquement et spécifiquement les bases C et A et le CMCT modifie les bases G et U. Les 

résultats de ces expériences de sondage chimique ont permis de construire un modèle fiable 

de l’IRES5’UTR de CrPV.  

Le modèle global de la région 5’UTR du CrPV se décompose en trois domaines, appelés 

respectivement du 5’ vers le 3’, domaine I, II et III. Le domaine I (1-263) n’est pas nécessaire 

à l’activité de l’IRES5’UTR. En revanche, il contient des éléments structuraux intéressants. Des 

régions structurées en amont d’un IRES ont déjà été décrites dans les régions 5’UTR 

d’autres virus. Ces structures seraient impliquées dans la réplication de ces virus (Andino et 

al, 1993; Andino et al., 1990). Les deux domaines suivant, les domaines II (357-466) et III 

(505-709) recouvrent l’IRES5’UTR. Ils sont séparés par une région flexible peu structurée 

contenant simplement une petite une tige-boucle. L’analyse de ce modèle a permis de 

mettre en évidence des séquences complémentaires, distantes l’une de l’autre, qui semblent 

évoquer une structure de type pseudo-nœud. Ces séquences GGGA (382-385) et UCCC 

(436-439) sont localisées dans le domaine II. Par la suite, nous avons validé l‘existence de 

ce pseudo-nœud par l’étude de mutations qui abolissent ou qui restaurent cette interaction à 

distance. La structure de ces mutants a également été analysée par SHAPE. Le sondage a 

confirmé que les mutations qui détruisent le pseudo-nœud déplient la structure de 

l’IRES5’UTR, alors que des mutations compensatoires permettent de reformer le pseudo-nœud 

dans un repliement quasiment identique à celui de l’IRES5’UTR sauvage. D’un point de vue 

fonctionnel des tests de traduction in vitro avec ces mêmes mutants ont permis de démontrer 
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que ce pseudo-nœud est indispensable à l'activité traductionnelle de l’IRES. Ceci a 

également été confirmé, dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire de Jean-Luc 

Imler (UPR 9022), par des expériences de traduction in vivo dans des cellules S2.  

 

I.1.3. L’IRES5’UTR dépose le ribosome sur le codon d’initiation AUG709 sans ‘scanning’ 

 

Afin de mieux comprendre le mode de fonctionnement de cet IRES5’UTR j’ai entrepris des 

études fonctionnelles, toujours à l’aide des extraits de traduction acellulaires de cellules S2 

et de constructions ARN possédant le rapporteur Rénilla luciférase en aval de l’IRES5’UTR. Le 

codon AUG en position 709-711 est le codon de démarrage de la traduction de l’ORF1 

contrôlée par l’IRES5’UTR. Lorsque ce codon est muté en ACG, l’IRES5’UTR est alors 

totalement inactive. Ensuite, d’autres codons AUG ont été introduits à des distances plus ou 

moins éloignées du codon d’initiation afin de tester si le ribosome recruté sur l’IRES5’UTR est 

capable de ‘scanner’ pour trouver un autre codon de démarrage en aval de celui localisé en 

position 709-711. Les résultats de ces expériences ont très clairement démontré que 

l’IRES5’UTR du CrPV recrute le ribosome sur le codon AUG en position 709-711 et ne permet 

pas le ‘scanning’ jusqu’à un codon de démarrage alternatif localisé un peu plus en aval. 

L’IRES5’UTR dépose donc directement et précisément le ribosome sur le codon AUG localisé 

en position 709-711 du génome de CrPV. Le ribosome n’est pas capable d’entamer une 

étape de ‘scanning’ à la recherche d’un autre codon AUG en aval de celui-ci. 

 

I.1.4. Le facteur d’initiation eIF3 est requis pour initier la traduction par l’IRES5’UTR 

 

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu lors de 

l’initiation de la traduction guidée par l’IRES5’UTR, j'ai entrepris l’identification des facteurs 

d’initiation de la traduction (eIF) requis pour l’activité de l’IRES5’UTR. Une technique novatrice 

mise au point par mon laboratoire d’accueil a été utilisée. Elle consiste à utiliser un ARN 

messager biotinylé comme appât pour purifier des complexes d’initiation assemblés dans 

des extraits de traduction in vitro. Les complexes sont ensuite purifiés à l’aide de billes 

magnétiques couplées à la streptavidine (Chicher et al., 2015; Prongidi-Fix et al., 2013). La 

composition en protéines des complexes d’initiation est alors déterminée par spectrométrie 

de masse. Grâce à cette approche, j’ai pu démontrer que l’IRES5’UTR recrute spécifiquement 

le complexe multifactoriel eIF3 qui est composé de 13 sous-unités. Nous avons identifié sur 

l’IRES5’UTR 12 des 13 sous-unités d’eIF3. La sous-unité manquante est eIF3j, elle est 

néanmoins nécessaire à l’activité de l’IRES5’UTR (Majzoub et al., 2014). Cependant, il a été 

montré que eIF3j est la sous-unité la plus labile du complexe et qu’elle se décroche 

facilement pendant la purification. Une explication probable concernant son absence serait 
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que eIF3j se soit dissociée des complexes d’initiation pendant la purification. Une autre 

possibilité serait que eIF3j se décroche pendant l’assemblage du complexe d’initiation avant 

la purification (voir section discussion et perspectives). Ensuite, grâce aux mutants décrits 

plus haut, nous avons pu montrer que la fixation d’eIF3 se fait également lorsque le pseudo-

nœud est détruit. Ceci suggère que l’interaction avec eIF3 se fait plutôt via le domaine III 

dans l’IRES5’UTR. Une autre possibilité serait qu’eIF3 est recruté par des structures du 

domaine II qui sont conservées lorsque le pseudo-nœud est détruit (discuté dans la section 

discussion et perspectives).  

 

I.1.5. L’IRES5’UTR du CrPV, un IRES de classe III 

L’ensemble de ces travaux a permis de collecter des données importantes sur l’IRES 

localisé dans la région 5’UTR du CrPV. En résumé, nous avons localisé précisément 

l’IRES5’UTR dans la région 5’UTR du CrPV. Nous avons déterminé la structure secondaire de 

la totalité de la région 5’UTR et montré que l’IRES5’UTR contient une interaction à distance qui 

forme un pseudo-nœud dont la présence est nécessaire à l’activité de l’IRES5’UTR. 

L’IRES5’UTR est capable de recruter spécifiquement le facteur d’initiation eIF3, recrutement 

qui ne nécessite pas la présence du pseudo-nœud. Enfin l’IRES5’UTR recrute le ribosome 

directement sur le codon AUG de démarrage de la traduction sans passer par une étape de 

‘scanning’. L’ensemble de ces résultats permet de conclure que l’IRES5’UTR du CrPV 

appartient à la classe III des IRES (Figure 25). De manière intéressante, l’IRES du HCV 

appartient également à cette classe III des IRES et il partage les mêmes caractéristiques 

que ceux énoncés dans ce paragraphe pour l’IRES5’UTR du CrPV (Mailliot & Martin, 2018). 

Par conséquent nos travaux ont confirmés le fait que l’IRES5’UTR de CrPV est très proche de 

l’IRES de HCV d’un point de vue structural et fonctionnel. Ceci avait déjà été suggéré par 

des études fonctionnelles sur la protéine ribosomique RACK1 qui est nécessaire à la 

traduction des deux IRES (voir paragraphe III.2.3 de l’introduction).  
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Figure 25 : L’IRES5’UTR du CrPV est un IRES de classe III. Le génome du CrPV (schéma en haut) possède 
deux ORF, chacune d’elle est précédée d’un IRES. L’IRES de la région 5’UTR (IRES5’UTR) dirige l’expression des 
protéines non structurales (ORF1) et l’IGR contrôle la traduction des protéines structurales (ORF2). La région 
5’UTR (rectangle gris) se découpe en trois grands domaines structuraux nommés, I, II et III. Les domaines II et III 
constituent l’IRES5’UTR. Le domaine II contient une interaction à distance de type pseudo-nœud, essentiel à 
l’activité traductionnelle de l’IRES5’UTR. Lors de l’initiation de la traduction le facteur d’initiation eIF3 est recruté sur 
l’IRES5’UTR et le complexe d’initiation 48S est directement déposé sur le codon d’initiation AUG, sans étape de 
‘scanning’. 
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I.2. Publication 1 

 

 

 

The IRES5’UTR of the dicistrovirus cricket paralysis virus is a type III IRES containing an 

essential pseudoknot structure. 

 

Lauriane Gross, Quentin Vicens, Evelyne Einhorn, Audrey Noireterre, Laure Schaeffer, 

Lauriane Kuhn, Jean-Luc Imler, Gilbert Eriani, Carine Megnin et Franck Martin 

 

Nucleic Acids Research, 2017, Vol. 45, No. 15, 8993-9004 
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Figure 26 : Modèle de structure secondaire de la région 5’UTR complète du CrPV. Le modèle de structure 
secondaire de départ obtenu par SHAPE a été affiné par sondage chimique au DMS (pour les bases A et C) et 
au CMCT (pour les bases G et U). La région 5’UTR du CrPV se subdivise en trois domaines. Le domaine I (1-
263) possède une structure similaire à la feuille de trèfle ou ‘cloverleaf’ du poliovirus (encadré en pointillés gris), il 
pourrait être impliqué dans la réplication virale. Les domaines II (357-466) et III (505-709) recouvrent l’IRES5’UTR 
minimal (357-709) nécessaire à la traduction de l’ORF1 du CrPV. Le domaine II contient un appariement à 
distance de type pseudo-nœud. Les réactivités des nucléotides au DMS et CMCT sont représentées selon le 
code couleur indiqué dans la légende de la figure. La réactivité de chaque nucléotide est calculée en moyennant 
les réactivités de trois expériences de sondage indépendantes pour chaque réactif.    
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I.3. Résultats complémentaires non publiés 

 

Par la suite, j’ai réalisé différentes analyses sur la totalité de la région 5’UTR du CrPV ainsi 

que sur le fragment minimal contenant l’IRES5’UTR. Les données collectées ont permis de 

décortiquer avec plus de précision les bases moléculaires de l’initiation de la traduction 

guidée par l’IRES5’UTR. Ainsi, j’ai affiné la structure secondaire de la région 5’UTR complète 

du CrPV. Les éléments structuraux de l’IRES5’UTR ont également été décortiqués et leurs 

rôles dans l’initiation de la traduction caractérisés. 

 

 

I.3.1. Étude de la structure secondaire de la région 5’UTR du CrPV par sondage 

chimique 

 

La structure secondaire des 709 nucléotides de la région 5’UTR ont été sondés en utilisant la 

méthode du SHAPE. Cette méthode génère souvent des données ambigües qui sont 

difficiles à interpréter pour certaines zones d’un ARN donné. En effet, les ARN contiennent 

presque toujours des nucléotides qui, bien que présents dans des régions structurées, 

demeurent réactifs dans une expérience de SHAPE. Il est donc difficile d’établir un modèle 

de structure secondaire fiable à partir des seules données de SHAPE. Afin d’affiner le 

modèle préliminaire de structure secondaire obtenu grâce au SHAPE, j’ai mis au point une 

méthode couplant les techniques de modification des bases nucléotidiques au DMS et 

CMCT avec la technique d’analyse par fluorescence utilisée dans le SHAPE. Ces deux 

sondes chimiques avaient déjà permis d’affiner le modèle de structure secondaire du 

fragment contenant l’IRES5’UTR (résultats présentés dans la publication 1). Par la suite, j’ai 

également utilisé ces deux sondes DMS et CMCT pour étudier la structure secondaire de 

l’extrémité 5’-proximale (1-356) de la région 5’UTR du CrPV.  

La région 5’-proximale possède des éléments structurés (1-263) ainsi qu’une région flexible 

simple brin (264-301) et enfin une tige-boucle (302-356) en amont de l’IRES5’UTR. Le modèle 

de repliement des nucléotides 1 à 180 a pu être affiné grâce à ces nouvelles données de 

sondage (Figure 26). Il apparaît que les 80 premiers nucléotides en 5’ du domaine I 

adoptent une structure de type feuille de trèfle ou ‘cloverleaf’. De manière intéressante, des 

éléments structuraux similaires ont déjà été décrits dans la région 5’UTR d’autres virus 

comme par exemple le poliovirus (voir encadré). Chez ce virus, cette structure est essentielle 

pendant l’infection virale car elle serait impliquée dans l’étape de réplication du virus (Andino 

et al., 1993, 1990). En aval de cette structure ‘cloverleaf’ du CrPV, les sondages DMS/CMCT 

ont mis en évidence trois longues tige-boucles. Les données obtenues par sondage au 

DMS/CMCT pour les nucléotides 263 à 356 ont permis de confirmer le modèle initial établi 
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pour cette région lors des études préliminaires par SHAPE. Cette région comporte un 

domaine « charnière » quasiment dénué de structure (et donc très réactif aux sondes 

chimiques) et la tige-boucle 302-356. Le domaine charnière sépare le domaine I, 

vraisemblablement impliqué dans la réplication virale, des domaines II et III qui composent 

l’IRES5’UTR responsable de la traduction de l’ORF1.  

En outre, nous avons établi par SHAPE que les réactivités des nucléotides de l’IRES5’UTR 

dans le contexte de la 5’UTR complète corrèlent à 80% avec les réactivités de l’IRES5’UTR 

analysé séparément. Nous en concluons que, lorsqu’ils sont isolés, le domaine I et 

l’IRES5’UTR adoptent un repliement identique à celui qu’ils adoptent dans la molécule 

complète. Il n’y a donc aucune interaction entre le domaine I et l’IRES5’UTR, ils se replient 

indépendamment l’un de l’autre.  

 

 

I.3.2. L’extrémité 5’-proximale du génome du CrPV est-elle un bon ARN de 

référence pour des analyses comparatives par spectrométrie de masse ? 

 

L’objectif suivant de mon étude a été d’identifier les partenaires protéiques spécifiques de 

l’IRES5’UTR du CrPV. Pour cela, nous avons purifié des complexes d’initiation assemblés sur 

des ARN messagers en présence d’inhibiteurs du ribosome. Leur composition en protéine a 

ensuite été déterminée par spectrométrie de masse. Nous avons réalisé ces expériences 

avec le domaine minimal IRES5’UTR d’une part, et avec l’autre moitié de la région 5’UTR du 

CrPV (1-356), appelée extrémité 5’-proximale, d’autre part. L’extrémité 5’-proximale a été 

utilisée comme ARN de référence afin d’identifier par comparaison les protéines fixées 

spécifiquement à l’IRES5’UTR. 

L’extrémité 5’-proximale a servi d’ARN de référence pour plusieurs raisons. Premièrement, 

parce que la région 5’-proximale et l’IRES5’UTR sont deux fragments d’ARN de taille 

comparable (352 et 357 nucléotides respectivement) qui sont issus de la même molécule de 

départ. Ensuite, parce que ces deux fragments forment deux domaines structuralement 

indépendants qui se replient sans interactions inter-domaines. De plus, nous avons établi 

précédemment que la région 5’-proximale (1-356) n’est pas nécessaire à l’activité IRES5’UTR. 

Elle peut être totalement enlevée sans que l’activité de l’IRES ne soit affectée (publication 1 

et Figure 27A). Enfin nous avons validé que le domaine 5’-proximal ne permet pas 

l’assemblage de complexe d’initiation de la traduction (Figure 27B). Ceci a été vérifié en 

incubant le domaine 5’-proximal et l’IRES5’UTR radio-marqués dans les extraits acellulaires de 

traduction de cellules S2 de drosophile. L’assemblage des complexes ainsi formés a été 

analysé sur gradient de sucrose. Nous constatons que l’IRES5’UTR permet la formation 

efficace de complexes d’initiation 48S et 80S. La région 5’-proximale, quant à elle, recrute un 
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complexe d’une taille intermédiaire (Y). Ce domaine étant inactif en traduction (Figure 27A), 

le complexe ‘Y’ n’est donc probablement pas un complexe d’initiation de la traduction.  

L’ensemble des éléments énoncés dans ce paragraphe a conduit à l’utilisation de la région 

5’-proximale de l’extrémité 5’UTR du CrPV comme ARN de référence dans la caractérisation 

des partenaires protéiques spécifiques à chaque sous-fragment de la région 5’UTR du CrPV.  

 

 

 

Figure 27 : Le domaine 5’-proximal et l’IRES5’UTR ont des fonctions distinctes. (A) Seule la partie IRES 
permet l’initiation de la traduction (adapté de la publication 1). Des tests de traduction in vitro dans des extraits de 
cellules S2 de drosophile ont été réalisés avec des fragments d’ARN tronqués progressivement du côté 5’ 
(représentées à gauche). L’expression du gène rapporteur est représentée sur l’histogramme à droite. Les tests 
de traduction in vitro sont réalisés en triplicatas (n=3). Pour chaque ARN testé l’intensité de l’activité luciférase 
(RLU) est normalisée par rapport à son intensité dans un test sans ARN. Les écarts types sont calculés à partir 
des valeurs de RLU des triplicatas (**valeur statistique p <0,005 basée sur un test de Student). (B) Seule la 
partie IRES permet de recruter des complexes d’initiation de la traduction 48S et 80S. Les deux ARN, IRES (en 
rouge) et domaine 5’-proximal (en bleu) ont été marqués au 32P à leur extrémité 3’. Les complexes ARN-
protéines ont étés assemblés dans des extraits acellulaires, puis séparés sur gradient de sucrose. Aucun 
inhibiteur de la traduction n’a été utilisé. La quantité d’ARN présente dans chaque fraction a été déterminée par 
comptage radioactif Cerenkov. Le graphique représente le pourcentage d’ARN radioactif retrouvé dans chaque 
fraction par rapport à l’ARN total introduit au départ de l’expérience. Les fractions contenant les complexes 
d’initiation 80S, 48S et Y sont indiquées par des flèches. 
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I.3.3. Identification des partenaires protéiques de l’IRES5’UTR lors de l’initiation de la 

traduction  

 

I.3.3.1. Les inhibiteurs de la traduction utilisés dans les analyses 

 

Nous avons réalisé des expériences différentielles d’assemblages de complexes d’initiation 

de la traduction dans le but de comparer de manière systématique les partenaires protéiques 

spécifiques de la partie 5’-proximale à ceux spécifiques de l’IRES5’UTR. Cela a été réalisé en 

présence de trois inhibiteurs de la traduction différents qui permettent de bloquer les 

complexes d’initiation aux stades 43S, 48S ou 80S.  

 

L’édéine : 

L’édéine, bloque la formation de la particule 48S en empêchant l’interaction entre l’ARNtMet 

initiateur et le codon AUG de démarrage de la traduction (Figure 28). L’édéine se loge entre 

les sites P et E du ribosome et induit des changements conformationnels de l’ARN 

ribosomique. Par conséquent, l’édéine empêche le positionnement de l’ARNm dans le centre 

de décodage. Il en résulte un blocage de l’interaction codon-anticodon de l’ARNtMet initiateur 

sur l’AUG. Ainsi, l’édéine bloque efficacement la traduction des messagers initiant avec 

l’ARNtMet
i dans le site P du ribosome. En revanche, l’édéine n’inhibe pas les IRES de type IV 

car ils ne nécessitent pas l’interaction entre l’ARNtMet
i et le codon d’initiation. Leur PKI mime 

l’interaction codon-anticodon et se loge dans le site A du ribosome (Dinos et al., 2004; 

Garreau de Loubresse et al., 2014; Wilson et al., 2000). En résumé, l’édéine permet 

d’accumuler les complexes d’initiation qui se forment en amont de l’interaction codon-

anticodon, c’est à dire les particules 43S. 

 

Le GMP-PNP : 

Le GMP-PNP, est un analogue non hydrolysable du GTP. Le complexe formé par le facteur 

d’initiation eIF5B et cet inhibiteur ne peut plus se détacher du 48S. Par conséquent, le GMP-

PNP empêche l’assemblage de la grande sous-unité (60S) du ribosome (Figure 28) et il 

entraîne donc l’accumulation de particules 48S bloquées sur le codon AUG de démarrage.  

 

La cycloheximide : 

La cycloheximide nous sert à étudier la formation des 80S sur l’IRES. Cet antibiotique inhibe 

l’étape de translocation du ribosome en se liant à l’ARNt déacylé présent dans le site E du 

ribosome (Schneider-Poetsch et al., 2010; Garreau de Loubresse et al., 2014). Lorsque la 

cycloheximide est rajoutée avant l’ARNm dans un milieu réactionnel, la première étape de 

translocation du ribosome est bloquée. Par conséquent, l’ajout de cycloheximide dans les 
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expériences d’assemblage de complexes d’initiation conduit à l’accumulation de complexes 

80S bloqués sur le codon d’initiation AUG. La cycloheximide empêche l’entrée en élongation 

du ribosome (Figure 28). 

 

 
Figure 28 : Les inhibiteurs de la traduction utilisés pour la formation de complexes 43S, 48S et 80S. 
(Figure adaptée de Jackson et al., 2010). L’édéine est un inhibiteur qui empêche la reconnaissance entre le 
codon AUG initiateur et l’anticodon de l’ARNtMet

i, ainsi l’initiation de la traduction est bloquée au stade où la 
particule 43S est présente sur l’ARN messager. Le GMP-PNP empêche le relargage des eIF et l’association de 
la grande sous-unité ribosomique 60S. Le complexe de pré-initiation 48S s’accumule sur l’ARNm. La 
cycloheximide est un antibiotique qui bloque la translocation du ribosome et bloque l’initiation de la traduction au 
stade 80S. 

 

 

I.3.3.2. Les partenaires protéiques spécifiques de l’IRES5’UTR 

 

La méthode de purification des complexes et d’analyse par spectrométrie de masse utilisée 

est décrite dans les articles Gross et al., 2017 ; Prongidi-Fix et al., 2013 et Chicher et al., 

2015. La composition de complexes ARN-protéines purifiés a été déterminée par 

spectrométrie de masse. La figure 29 présente les résultats de spectrométrie de masse. En 

comparant les protéines qui interagissent spécifiquement avec chaque ARN lors des 

blocages avec les trois inhibiteurs nous déduisons trois conclusions principales : 
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Figure 29 : Le facteur d’initiation eIF3 est recruté spécifiquement sur l’IRES5’UTR. (A) Représentation 
graphique des résultats de spectrométrie de masse : protéines présentes sur le domaine 5’-proximal (5’-prox à 
gauche sur les ‘volcano plots’) et sur l’IRES5’UTR (IRES à droite sur les ‘volcano plots’) aux stades 43S (édéine), 
48S (GMP-PNP) et 80S (Cycloheximide) de l’initiation. Sur les ‘volcano plots’ le Fold Change (FC) d’une protéine 
indique si elle est plus présente spécifiquement (enrichie) sur l’un ou l’autre des ARN testés (5’prox ou IRES). 
Les points bleus signalés par des chiffres indiquent les protéines présentes significativement (valeur statistique p 
ou ‘p-value’ < 0,05) et enrichies plus de 2 fois (> 2 fold) sur chacun des ARN. Les expériences de spectrométrie 
de masse sont réalisées en triplicatas pour chaque échantillon, les données présentées sont la moyenne des 
triplicatas. (B) Le tableau donne le détail des protéines enrichies sur l’IRES5’UTR qui sont indiquées par les points 
bleus et les chiffres sur les ‘volcano plots’. Les protéines ayant une fonction dans la traduction sont regroupées 
dans la première moitié du tableau. Le détail des protéines enrichies sur le domaine 5’-proximal ainsi que leur 
nombre de spectres se trouvent dans l’annexe III.  

> 2 fold dans 5’-prox 

p-value < 0,05  
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IRES ↗
Protéine Edeine GMP-PNP Cyclo
EIF3A 1 1 3
EIF3B 5 4 4
EIF3C 2 2 2
EIF3D 3 - -
EIF3E 7 7 6
EIF3F 12 - -
EIF3G 10 9 -
EIF3H 9 6 -
EIF3I 4 3 1
EIF3K 11 11 -
EIF3L 8 8 9
EIF3M 6 5 5

LA 13 13 16
RPS24 - 10 -
RPS26 - 12 -
Dicer2 - 15 -
HmgD - - 8

Ifc - - 14
Lost 14 - 13
Mle - 16 -

Ost-Delta - - 7
CG5554 - - 12
Cnx99A - - 10

Sin - - 15
Slmb - 14 -

Vha-100 - - 11

n° attribué sur le volcano plot
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Premièrement, nous observons sur les ‘volcano plots’ que, quel que soit l’inhibiteur testé, 

seul l’IRES5’UTR recrute spécifiquement des protéines impliquées dans la formation des 

complexes d’initiation de la traduction. Le facteur d’initiation de la traduction eIF3 et l’ITAF La 

ont notamment été observés (Figure 29A, figure 29B et figure supplémentaire en 

annexe). Ceci vient corroborer les résultats du paragraphe précédent indiquant que seule la 

partie IRES de la région 5’UTR du CrPV est en mesure de recruter des complexes d’initiation 

de la traduction et d’initier la traduction du gène en aval. Les protéines du ribosome ont elles 

aussi été détectées sur l’IRES5’UTR. Cependant, elles ont aussi été détectées en quantités 

équivalentes sur la région 5’-proximale. C’est pourquoi aucune protéine ribosomale n’est 

visible sur les ‘volcano plot’. Ceci semble indiquer que le ribosome se fixe de manière 

aspécifique à tous les ARN de ces analyses. 

 

Deuxièmement, en nous focalisant sur les partenaires protéiques de l’IRES5’UTR, nous 

constatons la présence du facteur d’initiation eIF3. L’élément nouveau ici est que le nombre 

de sous-unités d’eIF3 ainsi que leur nombre de spectre diminue fortement lorsque l’on va 

vers le 80S. En présence d’édéine, douze des treize sous-unités d’eIF3 sont 

significativement enrichies sur l’IRES5’UTR. Par exemple, la sous-unité eIF3f, qui est la moins 

abondante, présente 32 spectres et la sous-unité eIF3a, qui est la plus abondante, en 

possède 207 (Figure 30, Édéine). En présence de GMP-PNP ou de cycloheximide le 

nombre de spectre de chaque sous-unité de eIF3 diminue progressivement jusqu’à 

disparaître totalement pour les sous-unités eIF3d, f, g, h et k (Figure 30, GMP-PNP et 

cycloheximide ‘Cyclo’). Les sous-unités restantes, a, b, c, e, i, l, et m sont présentes avec un 

nombre de spectres très faible (entre 14 et 50 spectres), mais il s’agit certainement de 

résidus d’une contamination par eIF3 du 48S. Nous observons en effet dans les analyses en 

gradient (Figure 31, courbe IRES5’UTR) que le blocage à la cycloheximide n’est pas total et 

qu’il reste une quantité détectable de complexes 48S sur l’IRES5’UTR lorsqu’il est bloqué au 

stade 80S. L’ensemble de ces résultats suggère ainsi que le facteur d’initiation eIF3 sert au 

recrutement du ribosome 43S sur l’IRES5’UTR pour former le 48S puis se décroche du 

complexe au stade 80S.  

 

Le troisième et dernier point important est que la sous-unité eIF3j n’a pas été détectée dans 

les complexes bloqués en édéine, GMP-PNP ou en cycloheximide. Cette sous-unité est 

toujours absente des complexes d’initiation fixés à l’IRES5’UTR, alors que les 12 autres sous-

unités de eIF3 sont présentes au début de l’initiation. L’absence d’eIF3j peut s’expliquer car 

cette sous-unité est en périphérie du complexe multifactoriel eIF3, elle est labile et se 

dissocie facilement (cette hypothèse sera discutée plus en détails dans la partie discussion).  
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Figure 30 : Le facteur d’initiation eIF3 est recruté spécifiquement sur l’IRES5’UTR au début de l’initiation 
puis se décroche lorsque le ribosome complet 80S est formé. Liste des sous-unités de eIF3 enrichies sur 
l’IRES5’UTR pour chaque condition expérimentale testée (Édéine, GMP-PNP et cycloheximide ‘Cyclo’). 
L’histogramme jaune superposé ainsi que le chiffre attribué à chaque protéine représente la moyenne du nombre 
de spectres (nb de spectres (moyenne)) des trois expériences de spectrométrie de masse réalisées pour chaque 
échantillon. En spectrométrie de masse le nombre de spectres d’une protéine est relatif à son abondance dans 
l’échantillon. 
 

 

I.3.4. Étude du rôle du pseudo-nœud du domaine II dans le recrutement du ribosome 

 

Nous avons montré précédemment (publication 1) la présence d’une interaction à distance 

de type pseudo-nœud dans le domaine II de l’IRES5’UTR. De plus, les mutations qui détruisent 

le pseudo-nœud (m1 et m2) déplient la structure de l’IRES5’UTR, empêchent le recrutement 

du 48S sur l’IRES5’UTR et sont délétères pour la traduction. Au contraire, les mutations 

compensatoires (m3 et m4) qui reforment le pseudo-nœud dans un repliement identique à 

celui de l’IRES5’UTR sauvage (WT) permettent d’assurer le recrutement du 48S ainsi qu’une 

traduction efficace (pour les constructions m1 à m4 voir figure 31A). Ce pseudo-nœud a 

donc un rôle essentiel dans le recrutement du complexe d’initiation 48S et dans l’activité 

traductionnelle de l’IRES5’UTR.  

Afin de déterminer précisément à quel stade de l’initiation est impliqué le pseudo-nœud, j’ai 

également étudié le comportement des mutants du pseudo-nœud lors de la formation de 

complexes d’initiation 80S. Comme précédemment, les quatre mutants ainsi que l’IRES5’UTR 

sauvage ont été incubés dans des extraits acellulaires de cellules S2. Les complexes 

d’initiation ont alors été bloqués au stade 80S sur l’AUG à l’aide de la cycloheximide. Les 

complexes protéines-IRES5’UTR ainsi bloqués ont été séparés sur gradient de sucrose. Nous 

observons (Figure 31B) qu’aucun des 4 mutants du pseudo-nœud ne permet l’assemblage 

de 80S de manière aussi efficace l’IRES5’UTR sauvage. Ceci est particulièrement intriguant 

IRES ↗

Protéine Edeine GMP-PNP Cyclo

EIF3A 207,0 225,7 42,3

EIF3B 106,0 97,3 28,7

EIF3C 141,5 146,0 43,3

EIF3D 122,5 - -

EIF3E 84,0 67,3 22,0

EIF3F 32,5 - -

EIF3G 60,5 44,7 -

EIF3H 64,0 80,7 -

EIF3I 112,5 116,3 50,3

EIF3K 40,5 34,7 -

EIF3L 74,0 58,0 14,0

EIF3M 93,5 85,7 24,7

nb de spectres (moyenne)
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pour le mutant m4, sur qui le 48S s’assemble aussi efficacement que sur l’IRES5’UTR sauvage 

(publication 1). Notons que les séquences du pseudo-nœud ne sont pas les mêmes dans 

l’IRES5’UTR sauvage et dans le mutant m4. Ainsi, ces résultats suggèrent que non seulement 

la structure du pseudo-nœud, mais aussi sa séquence, sont requises pour la formation du 

48S ou pour une étape ultérieure conduisant à la formation efficace du 80S. Cette conclusion 

est en accord avec le fait que le pseudo-nœud n’est pas nécessaire au recrutement du 

facteur d’initiation eIF3, qui se fait lors d’une étape antérieure à la formation du 48S 

(publication 1). Lors des tests fonctionnels in vitro et in vivo, nous avons cependant observé 

que les mutants m3 et m4 sont presque aussi actifs que l’IRES5’UTR sauvage (publication 1). 

La différence d’efficacité d’assemblage de particules 80S observée sur les gradients pourrait 

résulter d’une instabilité des complexes 80S bloqués par la cycloheximide qui se 

dissocieraient des ARN mutants m3 et m4. En revanche, lors des tests fonctionnels, les 

particules 80S assemblées ne sont pas bloquées, elles pourraient donc immédiatement 

s’engager en phase d’élongation. Ceci expliquerait pourquoi nous observons une traduction 

correcte des mutants m3 et m4 (publication 1). 

 

 
 

Figure 31 : Étude du rôle du pseudo-nœud dans la formation du complexe 80S sur l’IRES5’UTR. 
(A) Représentation schématique de l’IRES5’UTR sauvage et des mutants du pseudo-nœud. (B) Analyse des 
complexes d’initiation 80S sur les ARN marqués au 32P par gradient de sucrose. L’emplacement du 80S et du 
48S est indiqué par des flèches. Les résultats des gradients sont une moyenne de 3 expériences indépendantes 
d’assemblage et de séparation des complexes d’initiation. Remarque : les pics présents dans les fractions 
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lourdes des gradients (à gauche) sont liés au fait que lors de la collecte des fractions, un capillaire perce le 
gradient par le haut et passe au travers des fractions légères avant d’arriver au fond du tube. Par conséquent, 
ces pics au fond des tubes correspondent à une légère contamination due à notre méthode de collecte des 
fractions. Il ne faut donc pas tenir compte de ces pics dans l’interprétation des résultats. 
 
 
En résumé, ces études semblent suggérer que la structure du pseudo-nœud est importante 

pour la formation du 48S et que sa séquence est également importante pour la formation du 

80S. Cette interprétation est notamment compatible avec une ouverture du pseudo-nœud 

après la formation du complexe 48S rendant ainsi accessible ces séquences qui seraient 

importantes pour la formation du 80S (Cette hypothèse sera discutée plus en détail dans la 

section discussion et perspectives). À ce stade, ces conclusions devront être confirmées par 

des expériences complémentaires, notamment par des analyses structurales de l’évolution 

des appariements du pseudo-nœud au cours du processus d’initiation de la traduction. 

 

 

I.4. Conclusion du chapitre I 

 

L’IRES5’UTR du CrPV s’inscrit dans un contexte structural complexe. Il se situe au sein d’une 

région 5’UTR constituée de 3 domaines distincts, possédant chacun leur fonction. Le premier 

domaine est probablement impliqué dans la réplication virale alors que les deux autres 

domaines constituent l’IRES. Il reste à savoir si ces deux domaines distincts qui composent 

l’IRES5’UTR sont fonctionnellement indépendants ou non. Nous savons d’ores et déjà que le 

pseudo-nœud présent dans le domaine II est primordial pour la formation des particules 48S 

sur l’IRES5’UTR. Son ouverture définitive par l’introduction de mutations cause non seulement 

l’impossibilité de former des 48S mais inactive aussi l’activité de traduction de l’IRES. De 

plus, la séquence nucléotidique sauvage favorise une structure globale de l’IRES5’UTR intègre 

et active qui assure un assemblage efficace du ribosome 80S sur l’AUG et son passage en 

phase d’élongation. En conclusion de ce chapitre nous proposons que l’IRES5’UTR du CrPV 

est un IRES de classe III, qui recrute le facteur d’initiation eIF3. Ce dernier est nécessaire en 

début d’initiation pour recruter le ribosome puis est éjecté du complexe d’initiation lorsque le 

ribosome complet 80S est prêt à entrer en élongation. 
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II. Étude de la fonction des domaines II et III de l’IRES5’UTR du CrPV 

 

II.1. Objectifs 

 

Pour aller plus loin dans la caractérisation de l’IRES5’UTR du CrPV et préciser son mécanisme 

moléculaire d’action, je me suis intéressée d’avantage au rôle des domaines II et III. Pour ce 

faire, les domaines II et III de l’IRES ont été étudiés séparément. J’ai notamment utilisé des 

techniques de traduction in vitro et d’assemblages de complexes d’initiation sur les deux 

domaines dans les systèmes acellulaires de cellules S2 de drosophile décrits 

précédemment.  

 

 

II.2. Résultats 

 

II.2.1. Étude du rôle respectif des domaines II et III dans le fonctionnement de l’IRES 

 

Pour étudier le rôle du domaine III de l’IRES5’UTR du CrPV lors de la traduction, nous avons 

testé dans un premier temps l’activité traductionnelle in vitro du gène rapporteur Rénilla 

luciférase placé sous la dépendance de l’IRES5’UTR tronqué contenant uniquement le 

domaine II. La traduction in vitro réalisée avec ce mutant montre une diminution importante 

de l’activité de l’IRES lorsque le domaine III (501-709) est enlevé (Figure 32). Le domaine II 

à lui seul n’est donc pas suffisant à l’activité traductionnelle de l’IRES5’UTR, le domaine III y 

joue lui aussi un rôle déterminant.  

Dans un second temps, afin de tester si le domaine II et le domaine III isolés pouvaient 

assembler le ribosome 80S, nous les avons incubés dans des extraits de traduction bloqués 

à la cycloheximide. Les complexes d’initiation de la traduction formés ont été fractionnés sur 

gradient de sucrose et comparés à ceux obtenus avec l’IRES5’UTR sauvage (figure 33B). 

Nous avons constaté qu’aucun des domaines n’assemble de complexe d’initiation 80S 

lorsqu’ils sont isolés, pas même le domaine III qui contient le codon initiateur AUG. Ensuite, 

afin de déterminer si le domaine II et III pouvaient agir en trans, nous les avons mélangé en 

présence des mêmes extraits de traduction bloqués à la cycloheximide. Encore une fois, 

aucune particule 80S ne se forme sur l’AUG du domaine III (figure 33C). Ces résultats 

démontrent ainsi que les domaines II et III doivent être reliés pour être fonctionnels et qu’ils 

ne peuvent en aucun cas être considéré comme deux entités fonctionnelles indépendantes 

capables d’agir à distance sur un AUG initiateur.  
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Figure 32 : Le domaine III est indispensable à l’activité traductionnelle de l’IRES5’UTR. (A) Les constructions 
ARN appelées ‘IRES’ pour l’IRES5‘UTR complet (357-709) et ‘501’ pour l’IRES tronqué, dont les nucléotides 501 à 
709 on été supprimés, sont utilisées lors (B) des tests de traduction in vitro dans des extraits de cellules de 
drosophile. L’activité luciférase du gène rapporteur dans chaque échantillon (IRES et 501) est normalisée par 
rapport à l’activité luciférase d’un échantillon sans ARN (bruit de fond). L’analyse a été réalisée en 
triplicatas (n=3). La valeur statistique p indique si les différences d’expression du gène rapporteur sont 
significatives (** p < 0,005 selon un test de Student). 
 
 

 
 

Figure 33 : Les domaines II et III de l’IRES5’UTR du CrPV ne sont pas fonctionnels lorsqu’ils sont séparés 
l’un de l’autre. (A) Constructions ARN utilisées dans l’expérience. (B) Assemblage de complexes d’initiation 
bloqués à la cycloheximide sur les domaines II et III indépendants, (C) puis sur les domaines II et III mélangés en 
quantités équivalentes. Les complexes d’initiation de la traduction assemblés sur l’IRES5’UTR sauvage puis 
séparés sur gradient de sucrose sont représentés en rouge, ceux obtenus après assemblage sur le domaine II 
sont en vert, sur le domaine III en vert clair, et sur les domaines ajoutés en trans en vert foncé. Dans cette 
dernière expérience, c’est le domaine III (en vert clair) qui est radioactif. 
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II.2.2. Identification des partenaires protéiques spécifiques des domaines II et III  

 

Afin d’identifier les partenaires protéiques spécifiques des domaines II et III de l’IRES5’UTR 

lors de l’initiation de la traduction, les complexes ribonucléo-protéiques assemblés ont été 

purifiés et leur composition en protéines a été déterminée par spectrométrie de masse. Je 

me suis focalisée sur l’étude de complexes d’initiation bloqués à l’édéine et au GMP-PNP.  

Tout d’abord, dans les complexes bloqués à l’édéine (Figure 34A et C) les sous unités a, c 

et e du facteur d’initiation eIF3 sont enrichies significativement sur le domaine III. Ceci 

suggère que le facteur eIF3 interagit préférentiellement avec le domaine III de l’IRES5’UTR. De 

plus, l’ITAF La est également enrichie sur le domaine III. Cette protéine est responsable du 

recrutement du ribosome 40S sur les IRES du poliovirus et du HCV (Costa-mattioli et al., 

2004; Meerovitch et al., 1993; Meerovitch et al., 1989). Nous pouvons donc conclure de ces 

résultats que le domaine III recrute spécifiquement le facteur d’initiation de la traduction eIF3 

et la protéine La. À partir de là, nous pouvons supposer que le domaine III est responsable 

du recrutement du complexe 43S, grâce à une interaction directe avec ces protéines. 

Curieusement, en présence de GMP-PNP le domaine III ne fixe de manière significative 

aucune protéine ayant un rôle dans l’initiation de la traduction (Figure 34B et C). Rappelons 

que ce fragment de l’IRES5’UTR contient le codon initiateur AUG. Si le complexe 43S recruté 

grâce à eIF3 et La n’est pas déposé efficacement sur l’AUG du domaine III, alors cela 

suggère que cette étape nécessite la présence du domaine II pour y positionner 

correctement la particule 43S. Ensuite (Figure 34B et C), la sous-unité eIF3i ainsi que la 

protéine La ont été détectées sur le domaine II dans les complexes ribonucléo-protéiques 

(RNP) bloqués au GMP-PNP uniquement. Ces résultats semblent indiquer que le domaine II 

possède lui aussi une affinité, bien que plus faible, pour les facteurs eIF3 et La. Ceci semble 

corroborer le fait que les deux domaines de l’IRES5’UTR du CrPV soient nécessaires à 

l’assemblage efficace d’une particule 48S.  

En résumé, les facteurs protéiques La et eIF3 seraient donc impliqués dans l’interaction 

directe du 43S avec le domaine III. Cependant, sans la présence du domaine II, qui fixe 

également La et eIF3i, le 48S ne se forme pas sur l’AUG dans le domaine III. Ainsi, nous 

pouvons conclure que les domaines II et III agissent en synergie pour recruter et fixer le 48S 

grâce à la protéine La et au facteur eIF3. 
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Figure 34 : Le facteur d’initiation eIF3 se fixe au domaine III de l’IRES5’UTR du CrPV. (A-B) Les graphiques 
de type ‘volcano plots’ représentent les données de spectrométrie de masse obtenues sur les complexes de pré-
initiation bloqués à l’édéine ou au GMP-PNP sur le domaine II (vert foncé) et le domaine III (vert clair). Les 
protéines enrichies plus de 2 fois dans un domaine (> 2 fold) et significativement présentes dans l’analyse (valeur 
statistique p ou ‘p-val’ < 0,05) sont en bleu foncé. En rouge sont indiqués les protéines impliquées dans les 
complexes de pré-initiation de la traduction 43S ou 48S. Les analyses de spectrométrie de masse sont réalisées 
en triplicatas pour chaque échantillon, les résultats présentés sont les moyennes des valeurs des triplicatas. (C) 
Les protéines enrichies plus de 2 fois sur les domaines II et III pour chaque condition expérimentale sont listées 
dans le tableau. Les histogrammes verts indiquent le nombre moyen de spectres des 3 réplicats pour chaque 
protéine enrichie. 
 

 

II.2.3. Étude du rôle de eIF2 dans la traduction guidée par l’IRES5’UTR 

 

Le fait que le facteur d’initiation eIF2 n’apparaisse pas sur les ‘volcano plots’ ci-dessus est 

intriguant. Nous savons que le facteur d’initiation eIF2-GTP est présent dans le complexe de 

pré-initiation 43S et qu’il joue un rôle crucial dans la reconnaissance codon-anticodon et 

l’assemblage du 48S grâce à l’hydrolyse de son GTP. De plus, les auteurs Garrey et al., ont 

montré que ce facteur serait important pour la traduction guidée par l’IRES5’UTR. 

Dans les résultats de spectrométrie de masse, eIF2 est bien présent dans les complexes 

43S bloqués en édéine et dans les complexes 48S bloqués au GMP-PNP. Nous l’observons 

même avec un nombre de spectres important en présence de GMP-PNP (Figure 35). 
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Cependant, dans les deux expériences, le nombre de spectres de eIF2 identifiés sur les 

domaines II et III est quasiment identique. Le facteur eIF2 est donc présent de manière 

identique sur les deux domaines de l’IRES5’UTR, ceci explique pourquoi les ‘volcano plots’ ne 

permettent pas de le visualiser. Ce résultat suggère que le facteur eIF2 est capable 

d’interagir à la fois le domaine II et avec le domaine III.  

Nous avons vu précédemment que le domaine III permet l’assemblage des complexes 

43/48S, alors que le domaine II ne le peut pas. Le facteur eIF2, de poids moléculaire élevé, 

est composé de trois sous-unités α, β et γ. Par conséquent il est possible qu’une ou 

plusieurs de ses sous-unités interagissent directement avec le domaine II, et aussi avec le 

domaine III de l’IRES5’UTR. Les résultats de ce paragraphe confirment que le facteur eIF2 est 

nécessaire pour l’initiation de la traduction guidée par l’IRES5’UTR. 

 

 
 
Figure 35 : Le facteur d’initiation eIF2 est identifié sur les deux domaines de l’IRES5’UTR du CrPV. Nombre 
de spectres de eIF2-α retrouvés sur les domaines II (vert foncé) et III (vert clair) de l’IRES5’UTR pour chaque 
condition expérimentale (édéine et GMP-PNP). Les nombres de spectres des sous-unités eIF2-β et -γ suivent la 
même tendance que ceux de la sous-unité eIF2-α. Les analyses de spectrométrie de masse sont réalisées en 
triplicatas pour chaque échantillon, les résultats présentés sont les moyennes des valeurs des triplicatas. Les 
barres d’erreur représentent les écarts types de ces trois valeurs. 
 

 

II.2.4. Étude du rôle du pseudo-nœud dans le recrutement de complexes RNP 

 

Nous avons montré précédemment que le pseudo-nœud (PK) présent dans le domaine II 

joue un rôle crucial pour permettre la formation d’une particule 48S. De plus, le recrutement 

de eIF3 sur l’IRES se fait même lorsque le PK est muté et ouvert (publication 1). Suite aux 

résultats de la section précédente nous avons voulu tester si l’ouverture du PK pouvait 

influencer le recrutement de facteurs sur le domaine II isolé. Pour ce faire, les mêmes 

mutations du pseudo-nœud m1, m2, m3 et m4 que celles décrites précédemment dans le 
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chapitre I, ont été introduites dans le domaine II isolé (Figure 36A). Rappelons que les 

mutations m1 et m2 ouvrent le pseudo-nœud et les mutations compensatoires m3 et m4 

permettent de le reformer. Rappelons également que le domaine II ne contient pas le codon 

d’initiation AUG, il ne peut donc pas assembler de complexe 48S. La formation de 

complexes RNP sur les mutants a été analysée par gradients de sucrose.  

Ces expériences montrent que lorsque l’ouverture du pseudo-nœud est forcée à l’aide des 

mutations m1, m2, il y a une augmentation de l’assemblage de complexes RNP dont la taille 

est comparable à une particule 43S (Figure 36B). En revanche, lorsque le pseudo-nœud est 

fermé comme dans le domaine II sauvage ou avec les mutations m3 et m4, aucune particule 

de cette taille ne s’assemble. En outre nous observons dans toutes les conditions la 

présence d’un complexe de masse inconnue mais de faible poids moléculaire (*), dont la 

composition n’a pas été identifiée à ce jour. Il pourrait éventuellement s’agir d’un facteur 

impliqué dans l’initiation de la traduction qui se fixe spécifiquement au domaine II. Ainsi, ces 

expériences montrent que l’ouverture forcée du pseudo-nœud permet la fixation de deux 

complexes RNP sur le domaine II de l’IRES5’UTR dont la nature reste à déterminer. Afin de 

mieux comprendre ce phénomène, il conviendra de déterminer quels sont ces facteurs fixés 

sur les domaines II mutants m1 et m2 en purifiant ces complexes en vue de leur analyse par 

spectrométrie de masse. Malheureusement ces analyses n’ont pu être réalisées dans le 

cadre de mon doctorat par manque de temps.  

Afin d’aller un peu plus loin dans la compréhension de ce mécanisme, nous avons analysé la 

composition des complexes assemblées sur l’IRES5’UTR complète sauvage contenant les 

mutations m1-4 par ‘western blot’. En présence d’édéine, des anticorps spécifiques des 

sous-unités eIF3b et eIF3j ont permis de montrer que les quatre mutants permettent de 

recruter efficacement le facteur eIF3, en revanche seule l’IRES mutante m2 permet de 

visualiser la sous-unité labile eIF3j (Figure 36C). Ce résultat préliminaire suggère que 

l’ouverture forcée du pseudo-nœud permettrait une interaction entre des régions de celui-ci 

et eIF3j. La sous-unité eIF3j est une sous-unité dont le rôle est encore mal compris, 

cependant il a été montré qu’elle occupe le même emplacement que l’ARN messager dans 

le ribosome. Par conséquent, la formation d’un complexe 48S requière le décrochage de 3j 

pour y permettre le positionnement de l’ARN messager. Nos expériences préliminaires 

suggèreraient que le pseudo-nœud semble impliqué dans cette étape. L’effet observé induit 

par des mutations introduites dans le pseudo-nœud suggère l’existence d’une structure 

dynamique à ce niveau qui pourrait être importante dans le mécanisme moléculaire de 

l’initiation. Cependant, à ce stade la validation de cette hypothèse préliminaire nécessite 

d’autres expériences complémentaires.  
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Figure 36 : Le pseudo-nœud présent dans le domaine II de l’IRES5’UTR de CrPV influence la nature des 
complexes RNP formés. (A) Constructions utilisées pour (B) l’analyse par gradient de sucrose des complexes 
d’initiation associés au domaine II. Les complexes ont été bloqués au GMP-PNP et à la cycloheximide. Les 
complexes d’initiation 48S et 80S ainsi qu’un complexe de masse inconnue (*) sont indiqués par des flèches. (C) 
Analyse par western-blot des sous unités eIF3j et eIF3b assemblées sur l’IRES5’UTR complète au stade d’initiation 
43S. Les complexes sont formés de la même manière que ceux analysés en gradients. Résultat préliminaire non 
reproduit à ce jour. 
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II.3. Conclusion du chapitre II 

 
En conclusion, les résultats de ce deuxième chapitre permettent de mieux comprendre le 

rôle des domaines II et III de l’IRES5’UTR pendant l’initiation de la traduction des protéines non 

structurales du CrPV. Le domaine III recrute spécifiquement le facteur d’initiation eIF3. Nous 

avons également montré que le domaine II contient un pseudo-nœud qui semble être 

impliqué dans la formation du complexe 48S. Ces deux domaines semblent donc avoir des 

fonctions distinctes, ils doivent cependant être liés physiquement pour garantir l’assemblage 

d’un complexe d’initiation complet. Nos études ont montré que ces domaines agissent en 

synergie pour permettre de guider l’initiation de la traduction de l’ORF1 du virus.
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DISCUSSION GÉDISCUSSION GÉDISCUSSION GÉDISCUSSION GÉNÉRALENÉRALENÉRALENÉRALE    ET PERSPECTIVESET PERSPECTIVESET PERSPECTIVESET PERSPECTIVES    

 

I. Mode d’action de l’IRES5’UTR de CrPV et fonction des domaines structuraux qui le 

constituent 

 

Les résultats obtenus lors de mon doctorat ont permis de caractériser l’IRES5’UTR du CrPV et 

de comprendre les bases moléculaires de son mécanisme d’action. La région 5’UTR du 

CrPV est constituée de 3 domaines distincts qui possèdent chacun leur fonction. Par 

analogie avec d’autres virus, il est possible que le premier domaine soit probablement 

impliqué dans la réplication virale. En revanche, nous avons démontré que les domaines II et 

III constituent l’IRES5’UTR. Cet IRES5’UTR appartient à la classe III des IRES qui recrute 

spécifiquement et directement le facteur d’initiation eIF3. Son mode d’action s’affranchit de 

l’étape de ‘scanning’ pour reconnaitre le codon initiateur (voir publication 1). Le domaine II de 

l’IRES5’UTR contient une structure tertiaire de type pseudo-nœud. Ce dernier est essentiel 

pour la formation du complexe 48S sur l’IRES5’UTR. Lorsque que ce pseudo-nœud est détruit 

(ouvert) par des mutations, la formation du complexe 48S est abolie. Cependant le rôle exact 

de cette structure en pseudo-nœud reste à définir (voir résultats chapitre I). Le domaine III 

de l’IRES5’UTR adopte un repliement secondaire en longue tige-boucle. L’extrémité 3’ de ce 

domaine contient le codon d’initiation AUG de l’ORF1 du CrPV. Le domaine III est 

responsable du recrutement spécifique du facteur d’initiation eIF3. Ce dernier est nécessaire 

en début d’initiation pour recruter le ribosome puis il quitte le complexe d’initiation lorsque le 

ribosome complet 80S est prêt à entrer en phase d’élongation. Le domaine III fixe également 

l’ITAF La, une protéine cellulaire décrite comme facteur de recrutement du ribosome 40S sur 

les IRES. Ainsi, les deux domaines de l’IRES5’UTR semblent avoir des fonctions distinctes, 

cependant ils doivent être liés physiquement pour garantir l’assemblage efficace d’un 

complexe d’initiation fonctionnel. Ces deux domaines agissent en synergie pour permettre de 

guider l’initiation de la traduction de l’ORF1 du virus (voir résultats chapitre II). Nous 

discuterons ci-dessous des résultats présentés dans les chapitres I et II de ce manuscrit.  

 

I.1. Le facteur d’initiation eIF3 est recruté sur le domaine III de l’IRES5’UTR 

 
Nous avons constaté que le facteur d’initiation eIF3 est recruté sur l’IRES5’UTR du CrPV en 

début d’initiation. D’après les données de spectrométrie de masse, il se décroche ensuite du 

complexe d’initiation une fois le ribosome 80S assemblé (chapitre I). Plus précisément, c’est 

le domaine III de l’IRES5’UTR du CrPV qui est responsable du recrutement spécifique du 
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facteur  eIF3 (chapitre II). Nous avons également détecté les sous-unités a, c et e de eIF3 

sur ce domaine III à l’étape précoce d’initiation 43S (Figure 34A). Des études ont démontré 

que le facteur eIF3 interagit avec une grande affinité avec le domaine III de l’IRES de HCV 

(Sun et al., 2011). Plus précisément, la partie apicale du domaine III de l’IRES HCV, qui se 

replie en jonction à quatre hélices (module IIIabc), établit des contacts avec les sous-unités 

eIF3a et eIF3c (Erzberger et al., 2014; Hashem et al., 2013; Sun et al., 2013). Au contraire, 

les sous-unités eIF3b, d, g, i et j ne sont pas en contact direct avec l’IRES HCV, bien qu’elles 

soient essentielles pour l’intégrité du facteur eIF3 et donc pour sa fonction dans l’initiation de 

la traduction. Nos résultats apportent une preuve supplémentaire de la ressemblance 

fonctionnelle entre les IRES du CrPV et du HCV. Le site précis permettant la liaison de eIF3 

à l’IRES5’UTR du CrPV reste encore à déterminer. Nous constatons néanmoins que la 

structure secondaire du domaine III de l’IRES5’UTR du CrPV adopte un repliement en longue 

tige boucle dont la jonction en triple-hélices apicale ressemble au module IIIabc de l’IRES 

HCV (Figures 45). Nous envisageons d’autres expériences afin de préciser la région du 

domaine III requise pour la fixation de eIF3 sur l’IRES5’UTR du CrPV. Par exemple, l’effet de 

délétions de la partie basale du domaine III, ou de mutations de certains nucléotides du 

domaine III, sur le recrutement de eIF3 sera étudié à l’aide des extraits acellulaires de 

cellules S2 de drosophile. L’interaction entre l’IRES5’UTR et eIF3 sera étudiée à l’aide 

d’anticorps spécifiques des différentes sous-unités de eIF3. Nous déterminerons également 

les zones de l’IRES qui sont en contact avec eIF3 en faisant des « empreintes » à l’aide de 

sondes RNases spécifiques sur le complexe eIF3-IRES5’UTR. Pour ces expériences, nous 

devrons entreprendre la purification du facteur eIF3 de drosophile à partir de cellules S2.  

 

 

 
Figure 45 : Le facteur d’initiation eIF3 se fixe au domaine III des IRES du HCV et du CrPV. (À gauche) Le 
facteur d’initiation eIF3 reconnaît spécifiquement et précisément le module IIIabc de l’IRES du HCV qui est 
surligné en violet dans la figure. (À droite) Des expériences de spectrométrie de masse ont permis d’identifier le 
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facteur d’initiation eIF3 sur une construction se limitant au domaine III de l’IRES5’UTR du CrPV (indiquée par la 
double flèche). Le site précis d’interaction entre eIF3 et l’IRES5’UTR n’est pas encore défini. Par analogie avec 
l’IRES HCV, eIF3 pourrait se fixer sur le module apical du domaine III de l’IRES CrPV (surligné en violet), car ces 
deux modules sont structuralement similaires. 
 

 

I.2. Les domaines II et III de l’IRES5’UTR agissent en synergie pour assembler le 

ribosome 80S sur l’AUG.  

 

Nous avons démontré que le domaine III de l’IRES5’UTR recrute directement le facteur eIF3. 

Rappelons que ce fragment de l’IRES5’UTR contient le codon initiateur AUG. Nous pourrions 

imaginer que le facteur eIF3, accroché sur le domaine III, garantisse à lui seul l’ancrage du 

complexe 43S grâce à cette interaction, puis le dépose sur le codon AUG. Or il n’en est rien. 

Lorsque le domaine II n’est pas présent, l’assemblage de la particule 48S sur le codon AUG 

ne peut s’effectuer (chapitre II, figures 33 et 34). Ainsi, le recrutement précoce de eIF3 par 

le domaine III n’est pas suffisant pour permettre la formation du complexe 48S et à fortiori le 

complexe 80S pour compléter l’initiation de la traduction. En effet, l’assemblage du complexe 

48S nécessite la présence du domaine II pour positionner correctement la particule 43S sur 

l’AUG par un mécanisme que nous ignorons. Nous avons montré que le recrutement du 

complexe 43S ne requiert pas le domaine II (publication1). Cependant, le domaine II 

possède lui aussi une affinité, bien que plus faible, pour le facteur eIF3 au sein du complexe 

48S (figure 34B). Ces deux résultats nous permettent d’émettre l’hypothèse que ce domaine 

II intervient lors du positionnement du complexe 48S sur le codon AUG. Les deux domaines 

de l’IRES5’UTR du CrPV sont donc nécessaires à l’assemblage efficace d’une particule 48S. 

Dans le cas de l’initiation guidée par l’IRES de HCV, il a été démontré que ce mécanisme 

utilise également de manière synergique les domaines II et III de l’IRES (Yamamoto et al., 

2015 ; Locker & Lukavsky, 2007; Otto & Puglisi, 2004). Plus précisément, le domaine II de 

l’IRES HCV est requis pour l’hydrolyse du GTP présent sur facteur eIF2 au sein du complexe 

ternaire. Cette étape est indispensable à la formation efficace du complexe 48S sur le 

domaine III de l’IRES de HCV. Ce même domaine II serait également requis lors de la 

dissociation des eIF du complexe 48S afin de permettre l’association efficace de la sous-

unité 60S du ribosome, une étape qui est contrôlée par le facteur d’initiation eIF5B (Locker & 

Lukavsky, 2007; Otto & Puglisi, 2004). L’IRES5’UTR du CrPV faisant également partie de la 

classe III des IRES comme l’IRES de HCV, il est possible que le domaine II ait une fonction 

similaire. Des arguments semblent étayer cette hypothèse. Ainsi, nous avons notamment 

constaté que le facteur eIF2 est présent en grande quantité sur le domaine II isolé, bien que 

celui-ci ne soit pas capable de recruter le 43S qui contient eIF2 (Figure 35). Ceci suggère 

que le domaine II interagit peut-être directement avec eIF2 présent au sein de la particule 
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43S fixée sur le domaine III. Par conséquent, ces résultats préliminaires suggèrent que le 

domaine II de l’IRES5’UTR du CrPV, à l’instar de celui du HCV, aiderait à l’hydrolyse de eIF2-

GTP et donc à l’assemblage du 48S. Concernant la seconde fonction du domaine II de HCV 

qui contrôle la dissociation des eIF, aucune des expériences que nous avons menées ne 

nous permet d’affirmer aujourd’hui que le domaine II de CrPV agit de la même manière. 

Nous avons simplement constaté la présence en quantité équivalente du facteur eIF5B sur 

les domaines II et III de l’IRES5’UTR au stade 48S d’initiation. Ainsi, il se pourrait que le facteur 

eIF5B soit recruté sur le domaine II de l’IRES5’UTR pour favoriser le passage du 48S au 80S 

mais cette hypothèse n’est pas encore validée. Le domaine II de HCV est également 

impliqué dans le bon positionnement de l’ARNtMet
i sur le codon AUG. Plus précisément, un 

important changement conformationnel du domaine II dans le site E du ribosome permet de 

guider la reconnaissance du codon AUG par l’ARNtMet
i (Yamamoto et al., 2015). Dans le cas 

de CrPV, la présence du domaine II est absolument indispensable à la formation d’un 

complexe 48S. Là encore, par analogie avec l’IRES de HCV, il est possible que le domaine II 

de l’IRES5’UTR de CrPV ait une fonction similaire pour positionner l’ARNtMet
i. Lorsque ce 

domaine II n’est pas présent, l’interaction avec le codon AUG ne pourrait pas se faire, 

rendant ainsi la formation d’un complexe 48S impossible comme nous l’avons observé 

lorsque l’IRES5’UTR est tronqué du domaine II. 

 

I.3. Le pseudo-nœud du domaine II est important pour la formation du 48S et du 80S  

 

Le domaine II de l’IRES5’UTR du CrPV contient une structure de type pseudo-nœud 

essentielle à l’activité traductionnelle de l’IRES et plus précisément à l’assemblage du 

complexe d’initiation 48S (publication 1). Nous avons constaté que la formation du pseudo-

nœud est importante pour la formation du 48S. En plus des appariements au sein du 

pseudo-nœud, la séquence des nucléotides appariés à distance semble également 

importante pour la formation cette fois du complexe 80S (chapitre I, figure 31). Ce constat 

nous permet de formuler l’hypothèse selon laquelle le pseudo-nœud du domaine II serait 

important pour la formation du complexe 48S. Comme nous l’avons évoqué dans le 

paragraphe précédent, la formation du complexe d’initiation 80S sur l’IRES HCV 

s’accompagne de réarrangements structuraux dans le domaine II, probablement importants 

pour le positionnement précis du Met-ARNtMet
i dans le site P du ribosome (Figure 18). Ces 

réarrangements structuraux garantissent ainsi la transition du complexe HCV-48S vers le 

complexe HCV-80S (Yamamoto et al., 2015). Par analogie, nous proposons que, dans le cas 

de CrPV, des changements conformationnels du pseudo-nœud du domaine II de l’IRES5’UTR 

seraient requis pour la transition du complexes d’initiation 48S vers le 80S. La structure 

adoptée par la région du pseudo-nœud aurait ainsi un rôle important dans le positionnement 
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précis du ribosome sur l’IRES5’UTR, assurant de ce fait la transition du complexe CrPV-43S 

vers le complexe CrPV-48S puis CrPV-80S. Nous disposons de résultats préliminaires 

indiquant que l’ouverture artificielle du pseudo-nœud par l’introduction de mutations influence 

le recrutement de complexes RNP (Chapitre II, figure 36). Cependant, nous ignorons 

actuellement quels sont ces facteurs et s’ils prennent part à l’initiation de la traduction. Les 

perspectives qui découlent de ces expériences pour valider ces hypothèses sont les 

suivantes : Nous allons vérifier si le domaine II de l’IRES5’UTR change de conformation et si le 

pseudo-nœud s’ouvre en cours d’initiation de la traduction par des analyses de sondage en 

solution sur les différents complexes d’initiation purifiés. Nous nous focaliserons 

prioritairement sur la région du pseudo-nœud afin de vérifier la présence des appariements à 

distance ou son ouverture pendant l’initiation. Et en parallèle, nous déterminerons, par 

spectrométrie de masse, la composition des complexes protéiques associés au domaine II 

lorsque l’ouverture du pseudo-nœud est forcée par l’introduction de mutations. 

 

I.4. La sous-unité eIF3j n’est pas retrouvée dans les complexes d’initiation 

assemblés sur l’IRES5’UTR 

 

Le facteur d’initiation eIF3 interagit spécifiquement avec le domaine III de l’IRES5’UTR de 

CrPV. Les analyses par spectrométrie de masse ont révélé la présence de toutes les sous-

unités protéiques de eIF3 hormis la sous-unité eIF3j, qui est absente de tous les complexes 

d’initiation 43S, 48S et 80S assemblés sur l’IRES5’UTR (chapitre I, figure 29-30). Nous savons 

par ailleurs que cette sous-unité eIF3j est strictement nécessaire lors de la traduction guidée 

par l’IRES5’UTR de CrPV et l’IRES HCV (Majzoub et al., 2014). De plus, eIF3j est labile et se 

dissocie facilement de eIF3 pendant la purification des complexes. Par conséquent, il est 

possible que lors de la purification de nos complexes d’initiation, eIF3j se soit décrochée 

avant leur analyse par spectrométrie de masse. Nous pouvons cependant émettre une 

seconde hypothèse. Plusieurs études ont montré que eIF3j est essentielle à la formation de 

la particule HCV-48S. En outre, la sous-unité eIF3j occupe sur eIF3 le canal dans lequel va 

se placer l’ARN messager lors de la formation de la particule 48S. Par conséquent, 3j doit 

être éjectée du complexe 43S pour libérer le canal à l’ARN et permettre l’assemblage du 48S 

(Fraser et al., 2007). Nous pouvons penser qu’un mécanisme similaire existe lors de 

l’initiation guidée par l’IRES5’UTR du CrPV. Nos résultats préliminaires semblent indiquer que 

le pseudo-nœud du domaine II de l’IRES5’UTR interagirait avec la sous-unité eIF3j. Le 

pseudo-nœud pourrait être nécessaire au déplacement de eIF3j et permettre ainsi la 

formation du complexe 48S-IRES5’UTR. La validation de ces hypothèses préliminaires 

nécessite évidemment d’autres expériences complémentaires. Par exemple, l’étude de la 

structure tridimensionnelle des différents complexes d’initiation de la traduction par cryo-
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Microscopie Électronique nous permettrait d’observer avec précision le comportement de 

l’IRES5’UTR et des facteurs d’initiation eIF3 et eIF2 durant l’initiation guidée par cet IRES. 

Nous pourrions identifier les facteurs protéiques associés à l’IRES ainsi que leurs sites 

d’interaction. Il sera peut-être également possible de visualiser des réarrangements 

structuraux de l’IRES pendant la transition du complexe 48S vers le complexe 80S. Par 

ailleurs, toutes les structures de complexes d’initiation assemblés sur l’IGR de CrPV publiées 

à ce jour ont été réalisées avec des ribosomes provenant d’organismes qui ne sont pas des 

hôtes de ce virus (ribosomes de mammifère, de levure et ribosome bactérien). Or, la 

structure du ribosome de drosophile présente des différences importantes avec ces 

ribosomes, notamment au niveau des segments d’expansion (Anger et al., 2013). Étant 

donné que les IRES se sont adaptés aux ribosomes des cellules hôtes qu’ils ciblent pendant 

l’infection, nous pouvons penser qu’il serait encore plus intéressant de réaliser des études 

structurales avec des ribosomes de drosophile, qui est un organisme qui peut être infecté 

efficacement par le CrPV. Par conséquent, nous proposons d’entreprendre pour la première 

fois, des études structurales par cryo-Microscopie Électronique de complexes avec 

l’IRES5’UTR et l’IGR assemblés sur le ribosome de drosophile. Ces structures permettraient 

également de mieux comprendre les bases structurales de l’expression différentielle des 

deux IRES de CrPV. 

 

I.5. Quelle serait la fonction des deux domaines de l’IRES5’UTR ? 

 

Les deux domaines de l’IRES5’UTR du CrPV doivent être physiquement liés pour permettre un 

assemblage efficace du ribosome sur l’IRES, ces deux domaines agissent en synergie lors 

de l’initiation de la traduction (chapitre II). Nos résultats suggèrent que l’initiation de la 

traduction guidée par l’IRES5’UTR se ferait selon le modèle suivant : 

Lors d’une étape précoce de l’initiation, le facteur d’initiation de la traduction eIF3 est recruté 

sur le domaine III de l’IRES5’UTR. L’interaction entre eIF3 et l’IRES se fait directement grâce 

aux sous-unités eIF3a, c et e. Puis, le recrutement du complexe de pré-initiation 43S sur le 

domaine III se ferait grâce à eIF3. Cette étape serait stimulée par la présence de l’ITAF La, 

une autre protéine reconnue spécifiquement par le domaine III de l’IRES5’UTR et impliquée 

dans le recrutement du ribosome 40S sur les IRES. Ensuite, le domaine II permettrait 

d’assurer la transition entre le complexe CrPV-43S et les étapes suivantes de l’initiation. Le 

pseudo-nœud du domaine II participerait à l’ancrage du ribosome sur l’IRES5’UTR, 

directement sur le codon initiateur AUG étant donné que cet IRES s’affranchit du processus 

de ‘scanning’. Cette étape aboutirait à la formation du complexe 48S. Le relargage des eIF 

serait ensuite induit par l’hydrolyse du GTP de eIF2 présent entre le ribosome sur le domaine 

III et le domaine II. Enfin, l’association de la sous-unité 60S du ribosome pourrait aussi 
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dépendre du domaine II. Précisons cependant qu’il s’agit-là d’un modèle de travail qui 

requiert évidemment une validation expérimentale solide sur la base de plusieurs 

expériences évoquées plus haut. 
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ANNEXE ANNEXE ANNEXE ANNEXE IIIIIIII    : : : : PUBLICATION 2PUBLICATION 2PUBLICATION 2PUBLICATION 2    

 

 

 

Tracking the m7G-cap during translation initiation by crosslinking methods. 

 

Gross Lauriane, Schaeffer Laure, Alghoul Fatima, Hayek Hassan, Allmang Christine, Eriani 

Gilbert, Martin Franck.  

 

Methods, 2018, Volume 15 ; issue 137 : 3-10. doi: 10.1016/j.ymeth.2017.12.019. 
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Résumé de la publication 2 : 

 

Dans le cadre de ma thèse je me suis également intéressée à un autre ARN messager dont 

l’initiation de la traduction se fait de manière non conventionnelle. Il s’agit de la traduction de 

l’ARNm de l’histone H4 (ARNm H4). Le mécanisme d’initiation de la traduction de l’ARNm 

H4 se fait par un nouveau mécanisme appelé ‘ribosome tethering’ (voir paragraphe I.3.1.1 de 

l’introduction). Il combine des caractéristiques de l’initiation canonique, tel que l’importance 

de la coiffe, avec des caractéristiques retrouvés chez les IRES viraux, comme la présence 

d’éléments structuraux dans l’ARN qui sont impliqués dans le recrutement de facteurs eIF 

lors du recrutement de la machinerie traductionnelle. Dans cet article publié dans Methods 

en 2018 nous avons suivi le destin de la coiffe au cours des différentes étapes de l’initiation 

de la traduction à l’aide de méthodes de pontage photo-activable ou chimique de la coiffe 

m7G. Dans un premier temps, nous avons étudié la position de la coiffe sur l’ARNm H4 libre. 

Pour ce faire, l’ARNm H4 a été coiffé à l’aide d’analogues de la coiffe contenant un 

groupement thiol photo-activable. L’irradiation aux UV induit un pontage intra-moléculaire, 

démontrant ainsi que la coiffe n’est pas accessible mais plutôt séquestrée dans une poche 

localisée dans la phase codante de l’ARN que nous avons baptisée ‘Cap Binding Pochet’ 

(CBP). Nous avons ainsi confirmé les résultats antérieurs du laboratoire qui indiquent que la 

coiffe n'est pas accessible avant l’initiation de la traduction. Ensuite, nous avons suivi la 

position de la coiffe pendant les différentes étapes de l’initiation coiffé-dépendante. La 

stratégie a consisté à utiliser la coiffe, marquée radioactivement, comme traceur pour suivre 

sa position au cours du processus d’initiation. Les protéines situées à proximité de la coiffe 

son visualisées suite à un pontage chimique qui permet de créer une liaison covalente avec 

la coiffe radio-marquée. Ceci nous a permis de montrer que la coiffe est reconnue par la 

protéine eIF4E au stade 48S. En revanche, au stade 80S, la protéine eIF4E s’est décrochée 

et la coiffe est située à proximité des protéines ribosomiques eS26 et eS28. Ces deux 

protéines sont positionnées dans le passage de l’ARNm sur la sous-unité 40S du ribosome. 

Rappelons que l’ARNm de H4 présente une extrémité 5’UTR très réduite de seulement 9 

nucléotides. Par conséquent, notre étude a permis de démontrer que la protéine eIF4E doit 

se décrocher de la coiffe après le stade 48S pour permettre l’assemblage de la grande sous-

unité 60S. Il serait maintenant intéressant d’appliquer le protocole expérimental mis au point 

pour suivre le destin de la coiffe pendant l’initiation de la traduction d’autres ARNm contenant 

des régions 5’ UTR de longueurs variables.  
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ANNEXE ANNEXE ANNEXE ANNEXE IIIIIIIIIIII    : FIGURE SUPPLÉ: FIGURE SUPPLÉ: FIGURE SUPPLÉ: FIGURE SUPPLÉMENTAIREMENTAIREMENTAIREMENTAIRE    

 

 

 
Supplément Figure 29 : Analyse des données de spectrométrie de masse du chapitre I. Détail des protéines 
enrichies sur l’extrémité 5’-proximale (5’-prox) de la région 5’UTR du CrPV pour chaque inhibiteur testé (édéine, 
GMP-PNP, cycloheximide (cyclo)). Les histogrammes en vert et les chiffres indiquent le nombre de spectres 
moyen de chaque protéine enrichie sur l’extrémité 5’proximale. La moyenne est calculée sur les valeurs des 
spectres obtenus lors de trois expériences de spectrométrie de masse indépendantes. 

5'-prox ↗ 5'-prox ↗
Protein Edeine GMP-PNP Cyclo Protein Edeine GMP-PNP Cyclo

Aac11 3 - - LanB2 11,3 - -
Aats-tyr 8 - - Mec2 10 - -
Akap200 23,3 - - MSBP 3,7 - -
Aldh-III 3,7 - - msps 8,3 - -
alpha-Spec 41,3 - - mys 3,7 - -
AnxB9 6,7 - - nAChRbeta3 4,3 - -
Atpalpha 19,7 - - NAT1 28,3 - -
ATPsyn-beta 5 - - Not1 3,3 - -
bel 54,3 - - Ost48 7 - -
beta13F 5 - - OstDelta 3,7 - -
beta'Cop 3,3 - - p93 12,7 - -
blw 6,3 - - Past1 9 - -
CaBP1 5,7 - - Pdi 52,3 - -
Ca-P60A 10,7 - - Pen 5,3 - -
Capr 30 - - poly 3,3 - -
Cat 3,7 - - porin 3,3 - -
Cctgamma 5 - - Prosalpha7 4,3 - -
CD98hc 7 - - Psi 13,3 - -
CG10236-RA 15 - - Pvr 18 - -
CG10373-RA 3,7 - - Psi 12 - -
CG10527 7,7 - - PyK 17,7 - -
CG10576 27,3 - - Rab1 20,7 - -
CG11961 4 - - Rab11-RB 4,3 - -
CG13364-RA 4,7 - - Rab6 3,7 - -
CG13630 4 - - Ran 6,3 - -
CG13887 3,3 - - Rbp2 18 - -
CG1416 3,7 - - RE55992p 3,7 - -
CG17514 5,3 - - RE70805p 76,7 - -
CG17544 - 6,67 - Rho 8 - -
CG2852 5,7 - - RhoL - 2,67 -
CG4829 4 - - RnrL 3 - -
CG4933 3 - - RpL36A-RA 5,7 - -
CG5525 4,7 - - Rtnl1 7 - -
CG7033 6 - - san 3 - -
CG8963 3 - - SD08036p 3 - -
CG9135 3,7 - - Sec16 - 23,67 -
Chc 4,3 16,33 - SelD 3,7 - -
Cpr 4,7 - - Sep1 7 - -
Crc 13 - - Sep2 6,7 - -
CS2beta 3,7 - - smid 4 - -
Dhc64C 8,7 - - snf 4 - -
Dp1 80,7 - - Sra-1 4 - -
eIF-4a 65,3 - - Srp54 - - 3,00
eIF-5A 7,7 - - Stim-RA 3,7 - -
ergic53 10,3 - - Syb-RA 4,3 - -
ERp60 51,3 - - Tcp-1eta 6 - -
Gale 5 - - Tctp-RA 31,7 - -
Ge-1 3,7 - - TER94 23 - -
GM12270p 5 - - TppII 7,3 - -
Gp210 3 - - trsn 8,3 - -
Hel25E 16,7 - - Tudor-SN 44,3 - -
Hmu 3 - - Ugt58Fa 3 - -
Hsc70Cb 11 - - und 12 - -
Karybeta3 11,3 - - unk - 58,00 -
Khc 4,3 - - Usp10 3 - -
Klp10A 12 - - Vha68-1 3 - -
Klp61F - 3,00 - Vha68-2 6 - -
kra 25 - - vnc 3,3 - -
kst 43,3 - - yata 6 - -
l(1)G0320 5,3 - - yin 6,7 - -

nb de spectres (moyenne) nb de spectres (moyenne)
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Le piratage de l’appareil de traduction de la cellule 
hôte par le virus de la paralysie du criquet (CrPV) 

 

Résumé en français : 

Le Virus de la Paralysie du Criquet (CrPV) est un virus à ARN qui utilise des « sites d’entrée interne 
du ribosome » (IRES) pour détourner la machinerie traductionnelle de son hôte et synthétiser ses 
protéines virales. La traduction de ses deux phases codantes (ORF) est contrôlée par deux IRES 
différents : l’IRES de la région intergénique (IGR), qui régit la traduction de l’ORF2 et qui a été 
largement étudié ; et l’IRES de la région 5’UTR du génome viral (IRES5’UTR), qui guide la traduction de 
l’ORF1 et qui était très mal connu. Nous avons démontré que cet IRES5’UTR appartient à la classe III 
des IRES. Il recrute spécifiquement et directement le facteur d’initiation eIF3. Son mode d’action 
s’affranchit de l’étape de ‘scanning’ pour reconnaitre le codon AUG. L’IRES5’UTR comprend deux 
domaines structuraux qui ont des fonctions distinctes mais qui agissent en synergie pour recruter 
eIF3 et le ribosome et permettre de guider la progression de l’initiation de la traduction de l’ORF1. En 
outre, les deux IRES du CrPV utilisent des modes d’action différents, ils sont actifs à des moments 
différents du processus infectieux. La reconstitution in vitro des complexes d’initiation de la traduction 
formés sur les deux IRES en cours d’infection a permis d’identifier les protéines spécifiques de 
chaque IRES lors du cycle viral. À présent nous allons valider l’implication de ces protéines dans la 
traduction guidée par ces IRES. Cette étude aidera à la compréhension des mécanismes 
moléculaires d’action des traductions « IRES-dépendantes » des ARN viraux et cellulaires. 

Mot clefs : CrPV, eIF, initiation de la traduction, IRES viraux, ribosome 

 

 

Résumé en anglais: 

The Cricket Paralysis Virus (CrPV) is an RNA virus that uses ‘internal ribosome entry sites’ (IRES) to 
hijack the host translation machinery and synthesize its own viral proteins. The translation of its two 
open reading frames (ORF) is controlled by two different IRES : First, the IRES located in the 
Intergenic Region (IGR), which governs translation of ORF2 and has been extensively studied. 
Second, the IRES located the 5'UTR region from viral genome (IRES5'UTR), which guides the 
translation of ORF1 and which was very poorly known. During my PhD, we demonstrated that this 
IRES5'UTR belongs to the class III of the IRES. It specifically and directly recruits the eIF3 initiation 
factor. Its mode of action is free from the 'scanning' step to recognize the AUG codon. The IRES5'UTR 
contains two structural domains that have distinct functions, but act in synergy to recruit eIF3 and the 
ribosome in order to guide ORF1 translation initiation. In addition, both CrPV IRES use different 
modes of action, they are active at different times in the infectious process. The in vitro reconstitution 
of translation initiation complexes formed on both IRES during infection allowed us to identify proteins 
that are specific of each IRES during the viral cycle. Now we will validate the implication of these 
proteins in the translation guided by both IRES. Our study will help to understand the molecular basis 
of "IRES-dependent" translations in viral and cellular RNA. 

Key words : CrPV, eIF, translation initiation, viral IRES, ribosome 


