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Résumé 
 

La sélénoprotéine T (SELENOT, SelT) est une protéine découverte in silico chez 

l'Homme en 1999. Elle est devenue un sujet d’étude pour notre laboratoire lorsqu’elle a été 

identifiée dans une étude transcriptomique comme un gène surexprimé au cours de la 

différenciation neuroendocrine. En lien avec le processus de différenciation, l’expression de la 

SELENOT atteint un pic lors du développement embryonnaire, notamment dans le cerveau, 

période à laquelle son invalidation est létale. À partir de la naissance et jusqu’au stade adulte, 

son expression décroît pour se limiter à un nombre restreint de tissus, et notamment les tissus 

endocrines. Dans certains cas, l’extinction de l’expression chez l’adulte est réversible, c’est le 

cas du foie lésé en cours de régénération et des neurones et astrocytes activés au cours de 

processus neurodégénératifs. La SELENOT est localisée dans le réticulum endoplasmique 

(RE). Sa fonction biologique qui s’apparente par son domaine catalytique à la thiorédoxine 

repose en grande partie sur son activité antioxydante. Par l’intermédiaire de son site actif 

constitué de 4 acide aminé (aa) CVSU, U étant le 21e aa sélénocystéine (Sec), elle est capable 

d’échanger des électrons et des ponts disulfure avec d’autres protéines qui restent à identifier. 

Elle limite le stress oxydant et celui du RE dans les cellules neuroendocrines et les neurones. 

Son absence inhibe la sécrétion hormonale d’ACTH issue de la maturation post-traductionnelle 

de la proopiomélanocortine (POMC) dans les cellules hypophysaires.  

La POMC est aussi produite au niveau central par les neurones à POMC de 

l'hypothalamus. Ceux-ci jouent un rôle anorexigène dans la régulation de la prise alimentaire 

via la libération d'α-MSH, un autre peptide dérivé du clivage différentiel de la POMC, en 

réponse à divers signaux métaboliques tels que les lipides, les hormones et les glucides. Dans 

un modèle murin d'obésité induite par un régime riche en graisses, un stress du RE est observé 

dans ces neurones ainsi qu’une inflammation et une accumulation de POMC dans le RE, 

entraînant un défaut de sécrétion d'α-MSH. Étant donné le rôle essentiel de la SELENOT dans 

l'homéostasie du RE et son effet neuroprotecteur dans certains modèles de maladies 

neurodégénératives, nous avons étudié sa fonction dans les neurones à POMC.  

Nous avons utilisé un modèle cellulaire murin de neurones à POMC, les neurones 

mhypoA-POMC obtenus à partir d’hypothalamus de souris et immortalisés par l’antigène T, 

dont on sait qu’ils répondent à la leptine et sécrètent de l’α-MSH. Nous avons généré par 

l’approche CRISPR-Cas9 deux lignées invalidées de manière stable pour la SELENOT, par 
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induction d’un codon stop prématuré. Nous avons étudié dans ce modèle l'homéostasie du RE 

et la différenciation neuronale. Nous avons constaté des défauts majeurs par rapport aux 

neurones sauvages : une augmentation de la surface cellulaire, un aplatissement de la cellule, 

un étalement du RE, une perte des contacts entre le RE et la membrane plasmique, une 

augmentation de l’endocytose, un défaut d’extension des neurites, et une expression de la β-

galactosidase. Cet ensemble de modifications suggère que les cellules KO SELENOT sont 

sénescentes. Le maintien de la production de POMC et d’α-MSH mesurés par 

immunofluorescence et par ELISA, respectivement, montre qu’elles demeurent 

métaboliquement actives, une caractéristique de la sénescence. Nous avons observé la perte 

spécifique de certains polysaccharides dans les cellules invalidées pour la SELENOT, en 

particulier les glycanes sialylés, confirmée par une diminution du marquage à la lectine 

Sambucus nigra aux niveaux intracellulaire et membranaire, en lien avec le rôle de la 

SELENOT dans la N-glycosylation et/ou la senescence. 

Nous avons étudié au niveau moléculaire le rôle de la SELENOT dans le RE. L’insertion 

de sites de N-glycosylation à différents endroits de la SELENOT a montré que cette protéine 

adopte une structure en épingle à cheveux, le site actif CVSU émergeant dans la lumière du RE. 

Nous avons adopté une approche de thiol trapping pour identifier par spectrométrie de masse 

les partenaires redox de la SELENOT dans le RE. Nous avons montré une interaction de la 

SELENOT avec le complexe OST (sous unités STT3A, STT3B, OST48, RPN1, RPN2, 

malectine) qui ne dépend pas de la présence des cystéines du centre redox. Nous avons par 

ailleurs identifié une dizaine de partenaires redox potentiels de la SELENOT, parmi lesquels le 

récepteur de l'inositol trisphosphate de type 1 (IP3R1), un canal du RE responsable de la 

mobilisation calcique lors d’une stimulation et ERLIN2, une protéine régulant l’expression de 

l’IP3R1. Nous avons confirmé par western blot l’interaction de la SELENOT avec l’IP3R et 

des résultats préliminaires montrent une tendance à la baisse des niveaux d’IP3R en absence de 

SELENOT. 

En conclusion, nous avons montré pour la première fois que le centre redox de la 

SELENOT émerge dans la lumière du RE où elle est donc susceptible d’engager des 

interactions redox avec IP3R1 et / ou ERLIN2. Au contraire, l’interaction avec OST ne mettrait 

pas en jeu les cystéines du centre redox de la SELENOT, mais potentiellement des interactions 

avec d’autres cystéines ou des domaines transmembranaires. Le phénotype de sénescence 

observé résulte probablement d’une perturbation de l’homéostasie calcique liée à un défaut 

d’expression ou d’activité d’IP3R1. Le mécanisme de régulation de l’activité d’IP3R1 par la 
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SELENOT reste à identifier. Les résultats obtenus permettent d’avancer trois hypothèses :  le 

contrôle de l’activité d’IP3R1 soit par l’état redox de ses cystéines régulatrices, soit par sa N-

glycosylation puisqu’il présente la particularité de posséder une cystéine au sein d’un séquon 

qui se trouve à proximité d’un pont-disulfure, soit via son interaction avec ERLIN2.    
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Summary  
 

Selenoprotein T (SELENOT, SelT) is a protein discovered in silico in humans in 1999. 

It became a subject of study for our laboratory when it was identified in a transcriptomic study 

as a gene overexpressed during neuroendocrine differentiation. In connection with the 

differentiation process, SELENOT expression peaks during embryonic development, 

particularly in the brain, at which time its invalidation is lethal. From birth to adulthood, its 

expression decreases and is restricted to a limited number of tissues, particularly endocrine 

tissues. In some cases, the extinction of expression in adults is reversible, as in the case of 

damaged liver during regeneration and in neurons and astrocytes activated during 

neurodegenerative processes. SELENOT is located in the endoplasmic reticulum (ER). Its 

biological function, which is similar to that of thioredoxin in its catalytic domain, is largely 

based on its antioxidant activity. Through its active site CVSU, U being the 21st amino acid 

(aa) selenocysteine (Sec), it is capable of exchanging electrons and disulphide bridges with 

other proteins which have yet to be identified. It limits oxidative and ER stress in 

neuroendocrine cells and neurons. Its absence inhibits the hormonal secretion of ACTH from 

the post-translational maturation of proopiomelanocortin (POMC) in pituitary cells.  

POMC is also produced centrally by POMC neurons in the hypothalamus. These play 

an anorectic role in the regulation of food intake via the release of α-MSH, another peptide 

derived from differential cleavage of POMC, in response to various metabolic signals such as 

lipids, hormones and carbohydrates. In a mouse model of obesity induced by a high-fat diet, 

ER stress is observed in these neurons as well as inflammation and accumulation of POMC in 

the ER, leading to a defect in α-MSH secretion. Given the essential role of SELENOT in ER 

homeostasis and its neuroprotective effect in some models of neurodegenerative diseases, we 

studied its function in POMC neurons.  

We used a mouse cell model of POMC neurons, mhypoA-POMC neurons obtained from 

mouse hypothalamus and immortalised with T-antigen, which are known to respond to leptin 

and secrete α-MSH. We generated two lines stably invalidated for SELENOT by induction of 

a premature stop codon using the CRISPR-Cas9 approach. We studied ER homeostasis and 

neuronal differentiation in this model. We found major defects compared to wild-type neurons: 

increased cell surface area, cell flattening, spreading of the ER, loss of contacts between the ER 

and the plasma membrane, increased endocytosis, defect in neurite extension, and expression 
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of β-galactosidase. This set of changes suggests that SELENOT KO cells are senescent. The 

maintenance of POMC and α-MSH production measured by immunofluorescence and ELISA, 

respectively, shows that they remain metabolically active, a characteristic of senescence. We 

observed the specific loss of some polysaccharides in SELENOT-invalidated cells, in particular 

sialylated glycans, confirmed by a decrease in Sambucus nigra lectin labelling at the 

intracellular and membrane levels, in connection with the role of SELENOT in N-glycosylation 

and/or senescence. 

We studied the role of SELENOT in the ER at the molecular level. Insertion of N-

glycosylation sites at different locations in SELENOT showed that this protein adopts a hairpin 

structure with the CVSU active site emerging in the ER lumen. We adopted a thiol trapping 

approach to identify the redox partners of SELENOT in the ER by mass spectrometry. We 

showed that SELENOT interacts with the OST complex (STT3A, STT3B, OST48, RPN1, 

RPN2, malectin) in a way that is not dependent on the presence of cysteines in the redox centre. 

We also identified about ten potential redox partners of SELENOT, including the inositol 

trisphosphate receptor type 1 (IP3R1), an ER channel responsible for calcium mobilisation upon 

stimulation, and ERLIN2, a protein regulating IP3R1 expression. We confirmed by western 

blot the interaction of SELENOT with IP3R and preliminary results show a downward trend in 

IP3R levels in the absence of SELENOT. 

In conclusion, we have shown for the first time that the redox centre of SELENOT 

emerges in the lumen of the ER where it is therefore likely to engage in redox interactions with 

IP3R1 and/or ERLIN2. In contrast, the interaction with OST would not involve the cysteines 

of the SELENOT redox centre, but potentially interactions with other cysteines or 

transmembrane domains. The observed senescence phenotype probably results from a 

disturbance of calcium homeostasis linked to a defect in IP3R1 expression or activity. The 

mechanism of regulation of IP3R1 activity by SELENOT remains to be identified. The results 

obtained allow us to put forward three hypotheses: the control of IP3R1 activity either by the 

redox state of its regulatory cysteines, or by its N-glycosylation since it has the particularity of 

possessing a cysteine within a sequon which is close to a disulphide bridge, or via its interaction 

with ERLIN2.    
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Introduction 
 

L’environnement unique du réticulum endoplasmique 
 

Le réticulum endoplasmique (RE) est le plus grand réseau membranaire de la cellule, 

constitué de citernes et de tubules. C’est un site majeur de la synthèse, du repliement et du 

transport des protéines, de la synthèse des lipides et des stéroïdes et du stockage du calcium 

(Ca2+). Sa taille peut varier selon l’activité et les besoins de la cellule. Il est structurellement 

divisé en deux parties : le RE lisse et le RE rugueux. La partie lisse est très abondante dans les 

hépatocytes du foie, dans les cellules productrices d'hormones stéroïdes, et dans les muscles, 

où il est également connu sous le nom de réticulum sarcoplasmique. Les enzymes du RE lisse 

sont principalement impliquées dans la synthèse des acides gras, du cholestérol et des 

phospholipides. Le RE est aussi le principal stock de Ca2+ de la cellule (Chen et al. 2010). Le 

RE rugueux tient son nom de la présence de ribosomes au niveau de sa surface cytosolique, 

semblables à des bourgeonnements. Il est particulièrement développé dans les cellules 

spécialisées comme les plasmocytes producteurs d'anticorps ou les neurones (Figure 1).  

Figure 1. Distribution du RE dans les neurones 

A. Le RE (bleu) forme un réseau continu dans le cytosol (orange) des neurones, présent dans 

le corps cellulaire, l'axone, les terminaisons présynaptiques et la plupart des dendrites.  

B A 
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B. Comme le RE forme une structure continue qui suit la forme de la cellule, il a été appelé "un 

neurone dans un neurone" (Berridge 1998). Dans le corps cellulaire, en continuité avec 

l'enveloppe nucléaire, se trouve le RE rugueux, caractérisé par sa morphologie en feuillets et 

la présence de ribosomes (points bleu foncé) attachés à la membrane du RE (détail agrandi à 

gauche). Le RE lisse comprend le RE cortical dans le corps cellulaire et le RE dendritique et 

axonal. Il est principalement formé d'un réseau de tubules interconnectés, avec parfois des 

feuilles ou des citernes (détail agrandi à droite). La formation des tubules de la membrane du 

RE est favorisée physiquement par les protéines qui façonnent la forme du RE et partagent un 

domaine intramembranaire caractéristique inséré dans la face cytosolique de la membrane du 

RE (détail agrandi en bas à droite) (Ozturk, O'Kane, and Perez-Moreno 2020). 

 

Le RE constitue le premier compartiment de la voie sécrétoire par son implication dans 

la coordination de la synthèse des protéines membranaires et sécrétées (un tiers du protéome 

chez les eucaryotes), leur contrôle qualité (CQ), leur transport et leur dégradation (Carreras-

Sureda, Pihan, and Hetz 2018). Dans cet organite, les protéines peuvent être repliées et subir 

des modifications co- et post-traductionnelles comme la N-glycosylation, la phosphorylation, 

l’ubiquitination ou la création de ponts disulfures. La nature multifonctionnelle de cet organite 

nécessite une myriade de protéines, un environnement physicochimique unique et une 

coordination avec les changements de l’environnement intracellulaire que nous allons décrire 

dans ce chapitre.  

 

I. La N-glycosylation 
 

La N-glycosylation est une modification co- et post-traductionnelle essentielle chez les 

eucaryotes qui débute dans le RE et se poursuit dans l’appareil de Golgi. Elle amplifie fortement 

la diversité des protéines en produisant une multitude de protéines aux propriétés et fonctions 

différentes (Varki 2017, Breitling and Aebi 2013). La N-glycosylation consiste en 

l’établissement d’une liaison covalente entre un précurseur oligosaccharidique riche en 

mannose (Man) et une protéine, au niveau d’un résidu asparagine inclus dans le motif -

asparagine-X-sérine / thréonine (séquon, où X n’est pas une proline) (Welply et al. 1983), 

catalysée par le complexe oligosaccharyltransférase (OST). Chez l’homme, elle concerne 50 à 

70 % des protéines (Ford et al. 2015, An, Froehlich, and Lebrilla 2009) et plus de 85 % des 

protéines sécrétées et membranaires (Schjoldager et al. 2020). Le N-glycome est l’ensemble 

des N-glycanes retrouvés sur les glycoprotéines d’une cellule. Il est diversifié par les séquences 
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oligosaccharidiques rencontrées, par les liaisons reliant différents monosaccharides ou par les 

modifications de ces oligosaccharides (comme la phosphorylation, on trouve alors le Mannose-

6-phosphate ou la sulfatation qui peut avoir lieu en position C6 des GlcNAc) (Muthana, 

Campbell, and Gildersleeve 2012).  

Les mutations qui surviennent dans les protéines impliquées dans les voies de biosynthèse 

des différents types de glycanes (comme les glycosyltransférases, les transporteurs de sucres ou 

encore les glycosidases) donnent lieu à un ensemble de maladies héréditaires collectivement 

appelées troubles congénitaux de la glycosylation (CDG). Chez l’Homme ; les symptômes 

cliniques comprennent entre autres un retard mental, un retard de développement, un 

dysfonctionnement hépatique, des caractéristiques dysmorphiques, une anorexie et des troubles 

gastro-intestinaux. Cette famille de maladies métaboliques a été découverte en 1980 et elle 

continue de croître rapidement. Environ 17 % des 137 CDG ont été identifiés au cours des trois 

dernières années.  

Conformément aux recommandations récentes, les maladies CDG sont divisés en deux 

groupes. Le groupe des CDG-I comprend des défauts d’assemblage de la chaîne lipid-linked 

oligosaccharide (LLO) et de son transfert à la protéine. Les protéines mutées sont situées dans 

le cytosol et le RE. Le groupe des CDG-II fait référence à des défauts de maturation des 

glycanes liés aux protéines, soit tardivement dans le RE, soit dans l’appareil de Golgi 

(Grunewald, Matthijs, and Jaeken 2002, Dulary et al. 2017). Outre des anomalies de N-

glycosylation, les CDG peuvent être provoqués par l’altération d’autres processus incluant entre 

autres la O-glycosylation, la synthèse des monosaccharides, la glycosylation des lipides, la 

biosynthèse des GPI-anchored proteins (GPI-AP) et le transport vésiculaire (Ondruskova et al. 

2021) (Figure 2). Les CDG liés à la N-glycosylation sont les plus répandus, avec en première 

position le PMM2-CDG provoqué par un déficit de l’enzyme impliquée dans la synthèse du 

GDP-mannose (phosphomannomutase 2, PMM2), pour laquelle on référencie plus de 700 cas 

dans le monde (Chang, He, and Lam 2018, Houdou and Foulquier 2020). 

  



22 
 

 

Figure 2. Schéma montrant les différentes formes de CDG et les voies de biosynthèse des 

glycanes altérées 

Les CDG sont désignés par le symbole du gène muté et sont classés en fonction de l’étape 

affectée dans les divers processus de glycosylation (N- et O-glycosylation, glycosylation des 

lipides, synthèse de l’ancre glycosylphosphatidylinositol GPI). Les nucléotides-oses, substrats 

des mannosyltransférases, sont synthétisés principalement dans le cytosol, et parce qu'ils sont 

utilisés dans plusieurs réactions de glycosylation, leur déficience impacte la structure de divers 

glycoconjugués. De nombreux défauts impactant plusieurs voies de glycosylation ont été décrits 

mais il arrive souvent que d'autres processus cellulaires soient perturbés (par exemple, un CDG 

induit en raison d'une homéostasie ionique altérée dans l'appareil de Golgi, telles que 

TP6AP2). Abréviations : ADP, adénosine diphosphate ; ATP, adénosine triphosphate; COG, 

conserved oligomeric Golgi complex; RE, réticulum endoplasmique ; Fru-6-P, fructose-6- 

phosphate; Fuc, fucose; GalNAc, N-acétylgalactosamine; Glc, glucose; GlcNAc, 

Nacétylglucosamine; GPI, glycosylphosphatidylinositol; LLO, oligosaccharides liés aux 

lipides ; MPI, mannose phosphate isomérase; PGM1, phosphoglucomutase 1; PMM2, 

phosphomannomutase 2; UDP, uridine diphosphate; UMP, uridine monophosphate; Xyl, 

xylose (Ondruskova et al. 2021). 
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A. Le cycle du dolichol 

 

La N-glycosylation comporte deux étapes : une étape de construction du précurseur 

oligosaccharidique (cycle du dolichol) puis son transfert co- ou post-traductionnelle sur 

l’asparagine d’une protéine (Figure 3).  

 

Figure 3. Cycle du dolichol 

Le cycle du dolichol consiste en une série de réactions (lignes bleues en pointillés) impliquées 

dans l’assemblage du précurseur oligosaccharide (Glc3Man9GlcNAc2) sur un résidu de 

dolichol phosphate (Dol-P). Le cycle est complété par des réactions (lignes roses en pointillés 

lourds) impliquées dans le recyclage du dol-P. Le LLO mature est généré par le transfert de 

deux résidus de N-acétylglucosamine (carrés bleus), 9 résidus de Man (cercles verts) et 3 

résidus de Glc (cercles bleus) sur le support lipidique dolichol-P (ligne en zigzag). Les 

monosaccharides sont ajoutés séquentiellement, dans l'ordre indiqué par leur numéro, par des 

glycosyltransférases dont les noms de gènes sont indiqués dans les ovales jaunes et dont l'ordre 

d'action est également indiqué. Les sept premiers sucres sont ajoutés par des 

glycosyltransférases à orientation cytoplasmique qui requièrent de l'UDP-GlcNAc et des 
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glycosyltransférases nécessitant du GDP-Man. Le LLO en croissance est ensuite basculé dans 

la lumière du RE par le biais d’une flippase codée par le gène RFT1. Des glycosyltransférases 

nécessitant la dolichol-P-Man (DPM) et la dolichol-P-Glc (DPG) complètent ensuite la 

biosynthèse du LLO. L'ajout du dernier résidu de Glc au LLO en croissance permet un transfert 

efficace, par l'intermédiaire d’OST, de l'oligosaccharide depuis le lipide sur le séquon du 

polypeptide naissant (-N-X-T/S-) dans le RE. Comme l'indiquent les lignes roses en pointillés, 

une série de réactions effectuées par les produits des gènes indiqués dans les ovales jaunes, 

assure que les molécules dol-P et dol-PP orientées dans la lumière du RE soit réorientées vers 

le cytosol. Les différents sous-types de CDG de type I (indiqués par des lettres dans des cercles 

rouges associées aux nom de gènes) sont causés par des mutations dans les gènes codant pour 

des enzymes impliquées dans la construction du LLO mature ou dans le recyclage du dolichol 

(Peric et al. 2010). 

 

Le précurseur oligosaccharidique est constitué de 14 monosaccharides, dont trois 

résidus de Glc, neuf de Man et deux de GlcNAc : (Glc3Man9GlcNAc2). La première étape du 

cycle du dolichol est catalysée par l’UDP-GlcNAc:dolichyl-phosphate N-acétylglucosamine 

phosphotransférase (DPAGT1). Celle-ci transfère la GlcNAc-1-P à partir de l’UDP-GlcNac sur 

un terpène enchâssé dans la membrane du RE, le dolichol phosphate (Dol-P) pour générer le 

LLO. Cette étape est inhibée par la tunicamycine, un antibiotique identifié chez Streptomyces 

lysosuperificus. Deux glycosyltransférase, l’UDP-GlcNAc-glycosyltransférase et la GDP-Man- 

glycosyltransférases, ajoutent séquentiellement une autre molécule de GlcNAc et cinq de Man, 

respectivement. Une flippase, RFT1, permet alors le changement de feuillet du GlcNAc2Man5- 

LLO au sein de la membrane, basculant le précurseur oligosaccharidique dans la lumière du 

RE. Des monosaccharides supplémentaires (quatre molécules de Man et trois de Glc) sont 

ajoutés successivement dans la lumière du RE par les Dol-P-Man et Dol-P-Glc 

glycosyltransférases pour former le LLO mature (Glc3Man9GlcNAc2). Le précurseur 

oligosaccharidique mature est transféré en bloc par le complexe oligosaccharyltransférase 

(OST) sur certaines asparagines au sein de séquons accessibles (Mohanty, Chaudhary, and 

Zoetewey 2020). Les Dol-P et Dol-PP sont ensuite déphosphorylés et réorientés vers le feuillet 

cytosolique de la membrane. 
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B. Le complexe OST  

 

L’OST est un complexe hétéro-oligomérique, très conservé entre l’Homme et la levure, qui 

est inséré dans la membrane du RE et qui catalyse la réaction de N-glycosylation. Chez la levure 

il existe sous une forme composée de la sous unité catalytique Stt3, de 6 protéines essentielles 

(Ost1, 2, 4, 5, Swp1 et Wbp1) et d’une sous-unité non essentielle mutuellement exclusive Ost3 

ou Ost6 (Figure 4) permettant d’optimiser l’efficacité de la N-glycosylation via sa fonction 

d’oxydoréductase permettant de réduire les ponts disulfure et rendre l’asparagine accessible au 

complexe. Chez les mammifères il existe deux isoformes de la sous-unité catalytique, STT3A 

ou STT3B, et donc également deux complexes différents respectivement appelés OST-A et 

OST-B. Six sous-unités essentielles, les mêmes que chez la levure, sont aussi systématiquement 

présentes dans les deux types de complexes, à savoir ribophorine I et II, OST48, DAD1, OST4 

et TMEM258. Des sous-unités plus spécifiques peuvent s’ajouter à OST-A, telles que DC2 

et/ou KCP2 (Kelleher and Gilmore 2006). OST-B possède lui aussi des sous-unités spécifiques 

qui sont MAGT1 ou TUSC3, homologues de Ost3 et Ost6 respectivement chez la levure. Ces 

quatre protéines partagent la même topologie, c’est-à-dire une organisation à quatre domaines 

transmembranaires avec une partie N-terminale orientée vers la lumière du RE portant une 

activité oxydoréductase (Kelleher et al. 2003). 

Figure 4. Organisation en sous-unités des complexes OST chez les mammifères et la levure 
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A. Complexe OST-A. B. Complexe OST-B. Les sous-unités sont désignées par leur nom chez les 

mammifères et leur nom chez la levure est mentionné entre parenthèses. Le complexe OST-B 

est dépourvu des sous-unités KCP2 et DC2, trouvées exclusivement dans le complexe OST-A. 

A l’inverse, les oxydoréductases MAGT1 et TUSC3 ne sont présentes que dans le complexe 

OST- B de façon mutuellement exclusive. Le complexe OST de levure est constitué des sous-

unités sst3 et ost1-6. ost3 et ost6 sont des homologues mutuellement exclusifs du complexe et 

aussi les équivalents de Tusc3 et MagT1 (Mohanty, Chaudhary, and Zoetewey 2020).  

 

Les progrès récents de l’étude structurale des assemblages macromoléculaires à 

l’échelle atomique par cryo-microscopie électronique (cryo-EM), spectroscopie par résonance 

magnétique nucléaire (RMN) et cristallographie ont mis en lumière la topologie des sous-unités 

individuelles dans le complexe OST (Gayen and Kang 2011, Huang, Bhaskaran, and Mohanty 

2012, Wild et al. 2018, Bai et al. 2018). Ces études ont permis notamment de démontrer que 

l’interaction entre le complexe OST-A et le translocon Sec61 nécessite la présence de DC2 et 

KCP2 (Shrimal, Cherepanova, and Gilmore 2017) et que la chaîne d’acides aminés en cours de 

biosynthèse doit atteindre entre 65 et 75 acides aminés pour être accessible au complexe à la 

sortie du translocon (Deprez, Gautschi, and Helenius 2005, Whitley, Nilsson, and von Heijne 

1996). La structure à haute résolution la plus récente de OST-A, obtenue par cryo-EM, n’a pas 

pu confirmer qu’il contient la sous-unité KCP2, particulièrement difficile à faire précipiter, mais 

qu’il peut lier partiellement, via une interaction avec RPN1, une protéine supplémentaire 

appelée malectine (Ramirez, Kowal, and Locher 2019). Le rôle de cette lectine, qui reconnaît 

plus spécifiquement les glycanes riches en Man, dans le processus de N-glycosylation, n’est pas 

connu (Takeda et al. 2014). RPN1, à l’aide de DC2, est aussi impliquée dans la liaison d’OST-

A au complexe ribosome-translocon. Par ailleurs, il a été montré que RPN1, TMEM258 et 

STT3A forment un faisceau de quatre hélices se liant à un ribosome en cours de traduction. En 

revanche, plusieurs éléments empêcheraient la liaison de l’OST-B au ribosome, tels que 

l’organisation spatiale du domaine cytosolique de 47 acides aminés, spécifique de STT3B. On 

peut aussi remarquer l'absence de DC2 et la position inclinée des domaines transmembranaires 

TM1 de STT3B et TM2 de TMEM258, par rapport à leur position dans OST-A. Autre 

différence, le complexe OST-B présente une affinité plus importante pour la malectine que le 

complexe OST-A, sans qu’on en connaisse la signification (Ramirez, Kowal, and Locher 2019). 

Compte-tenu de leur différence d’association avec le ribosome en cours de traduction, OST-A 

et OST-B exercent des rôles différents mais complémentaires. OST-A est responsable de la 

glycosylation co-traductionnelle de la plupart des sites accepteurs (Shrimal, Cherepanova, and 

Gilmore 2015, Braunger et al. 2018, Bai and Li 2019), alors qu’OST-B est plutôt dédié à la N-
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glycosylation post-traductionnelle des cibles ayant échappé à OST-A. OST-A est plus 

largement exprimé qu’OST-B, dans les tissus sécréteurs comme le pancréas alors que ce dernier 

est plus exprimé dans le cerveau qu’OST-A (Kelleher et al. 2003) 

(https://www.proteinatlas.org/). 

L’aspartate 49 et le glutamate 351 de STT3A d’une part, et l’aspartate 103 et 

l’asparagine 623 de STT3B d’autre part sont les deux sites accepteurs de liaisons hydrogène 

pouvant réagir avec l’asparagine du peptide en cours de synthèse (Ramirez, Kowal, and Locher 

2019). Il a été proposé que la formation de ces liaisons hydrogène conduise à la rotation de la 

liaison N-C du groupe amide du peptide, de façon à libérer l’atome d’azote du groupe carbonyle. 

Il deviendrait alors plus réactif pour une attaque nucléophile par le LLO qui libère le DolPP 

tout en créant une liaison N-glycosidique sur l’asparagine. Pour que cette réaction puisse avoir 

lieu, le séquon -N-X-T/S- doit adopter une conformation relâchée, sans ponts disulfures, de 

façon à être accessible au complexe enzymatique. Tout encombrement stérique provoqué par 

le repliement de la protéine peut inhiber la réaction. Le complexe OST-B, grâce à la présence 

des oxydoréductases MagT1 ou Tusc3, est capable d’ouvrir les protéines repliées pour faciliter 

leur accès à la N-glycosylation par l’établissement d’un pont disulfure transitoire entre ses sous-

unités et le substrat (Mohorko et al. 2014, Cherepanova, Shrimal, and Gilmore 2014). L’idée 

qui prévaut est que contrairement à OST-B, OST-A ne requiert pas d’activité oxydoréductase 

associée, puisqu’il catalyse la N-glycosylation en cours de traduction, donc avant la formation 

de la plupart des ponts disulfure. 

 

II. Le repliement des protéines 

 

Le RE contient une grande quantité de protéines dont la concentration peut atteindre 

≈100 g/L (soit environs 2 mM) ce qui lui confère une forte viscosité (Stevens and Argon 1999). 

Afin de prévenir l’agrégation des protéines mal repliées qui exposent à leur surface des 

domaines hydrophobes, cet organite contient une grande quantité de protéines chaperonnes, des 

protéines qui facilitent le repliement d’autres protéines pour leur permettre d’atteindre leur 

forme native (Cai, Wang, and Tsou 1994). Il existe plusieurs types de protéine chaperonnes 

comme les protéines sensibles à la température (heat shock protein, Hsp), les protéines disulfide 

isomérases (PDI) et les lectines chaperonnes. 

 

A. Les heat shock proteins 
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Les Hsp sont classées en plusieurs familles (Hsp 40, Hsp 60, Hsp 70, Hsp 90 et Hsp 

100), selon leur masse moléculaire. L'expression de ces protéines est généralement induite suite 

à un stress thermique, puisque la température modifie la conformation des protéines, mais 

certaines d’entre elles, comme Hsp70/GRP78/BiP, ERdj1-5, BAP/Sil1, GRP170, GRP94 et la 

Torsine A sont surexprimées lors d’une accumulation de protéines dans le RE, une privation en 

glucose et/ou une dérégulation de l’homéostasie calcique et redox dans le RE (Hebert and 

Molinari 2007). 

GRP78/BiP est la chaperonne majeure du RE et la principale consommatrice d’ATP 

(Hendershot 2004). Elle joue un rôle de premier plan dans le repliement des protéines, la 

protection vis-à-vis de l’agrégation des protéines mal repliées (Haas and Wabl 1983, Puig and 

Gilbert 1994) et le maintien de l’homéostasie calcique dans le RE (Lievremont et al. 1997). BiP  

possède un site de liaison nucléotidique (NBD) et un site de liaison au substrat (SBD). Sous sa 

forme liée à l’ATP le NBD est arrimé au SBD. L’hydrolyse de l’ATP permet de libérer les deux 

domaines et créer une poche afin de lier avec une haute affinité le substrat à replier apporté par 

ERdj. Le relargage de l’ADP permet à la fois de relarguer le substrat replié et libérer le site de 

liaison pour l’ATP (Figure 5) (Pobre, Poet, and Hendershot 2019, Wieteska, Shahidi, and 

Zhuravleva 2017). BiP peut aussi être AMPylé (Preissler, Rato, et al. 2017), une modification 

post-traductionnelle qui lie de façon covalente l’AMP à une protéine. Cette modification 

inactive BiP en la figeant dans une conformation arrimée similaire à sa forme liée à l’ATP qui 

bloque l’interaction avec ERdj (Preissler, Rohland, et al. 2017). 

Figure 5. Régulation de l’activité de BiP par l’ATP 

Étape 1, dans la forme liée à l'ATP, le domaine de liaison au nucléotide (NBD) (bleu) et le 

domaine de liaison au substrat (SBD) (orange), avec son couvercle (lid) ouvert, sont arrimés 

l'un à l'autre, ce qui donne une forme à faible affinité pour le substrat. Étape 2 : lors de 
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l'hydrolyse de l'ATP, le NBD et le SBD se dissocient et le couvercle du SBD se ferme, ce qui 

donne une forme à forte affinité pour le substrat. Ce cycle est régulé par des cofacteurs DnaJ 

localisés dans le RE (ERdjs) qui interagissent avec les protéines dépliées et les transfèrent à la 

forme liée à l'ATP de BiP, tout en déclenchant simultanément l'hydrolyse de l'ATP. Étapes 3, 4 

des facteurs d'échange de nucléotides (NEF) stimulent la libération d'ADP. La liaison de l'ATP 

entraîne un changement de conformation du SBD, ce qui donne lieu à une conformation plus 

compacte, censée " expulser " le substrat. Étape 5, l'interaction avec ERdjs réorganise la poche 

de liaison polypeptidique du SBD BiP-ATP, le préparant à interagir avec un autre substrat. 

Étape 6, BiP peut être modifiée de manière post-traductionnelle par AMPylation, ce qui rend 

la protéine inactive. La forme BiP AMPylée adopte une structure "à domaine fixe" similaire à 

celle de l'état lié à l'ATP et est incapable d'interagir de manière productive avec ERdjs (Pobre, 

Poet, and Hendershot 2019). 

 

BiP facilite aussi, avec des membres de la famille ERdj et Sil1, la translocation des 

chaînes polypeptidiques naissantes vers le RE (Matlack et al. 1999) et contrôle la perméabilité 

du RE en obstruant les canaux de translocation Sec61 (Alder et al. 2005). Par ailleurs, elle joue 

aussi un rôle fondamental dans l’activation de l’UPR (Hebert and Molinari 2007, Schroder and 

Kaufman 2005). 

 

B. Le repliement oxydatif des protéines  

 

Les protéines acquièrent une structure tridimensionnelle dans le RE qui est déterminée 

par leur séquence primaire et repliées par différents types d’interactions telles que les 

interactions de van der Waals, les liaisons hydrogène, les interactions hydrophobes et 

électrostatiques. Les ponts disulfure servent à stabiliser la structure tertiaire. Environ 7000 

protéines (1/3 du protéome) présentent des ponts disulfure, une réaction catalysée par la familles 

des  protein disulfide isomerase (PDI) (Hatahet and Ruddock 2009). L’environnement oxydant 

du RE par rapport à celui du cytosol (-170 à -185 mV à pH 7.0 dans le RE contre -290 mV dans 

le cytosol) (Dixon et al. 2008, Ostergaard, Tachibana, and Winther 2004), favorise leur 

formation (Hebert and Molinari 2007, Hatahet and Ruddock 2009, Molinari and Helenius 

1999). Dans cet environnement, les groupements sulfhydryles, (SH), très réactifs des cystéines 

peuvent être oxydés de manière réversible. L’oxydation de deux groupements SH voisins 

permet la formation d’une liaison covalente stable (S-S). Si le groupement SH se trouve au 
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voisinage d’un groupement SeH (sélénium, Se), l’oxydation de ces deux groupements aboutit 

à la formation d’un pont sélénosulfure (Se-S) (voir le chapitre sur les Sélénoprotéines).  

 

Figure 6. Illustration de la structure des PDI chez l’Homme 

Différents domaines des PDIA1, PDIA2, PDIA3, PDIA4 et PDIA7 : a, b, b’ et a’, motifs 

thioredoxin-like ; En bleu, les domaines catalytiques a et a′, en vert et violet, les domaines non 

catalytiques b et b′, respectivement. Le x-linker entre b′ et a′ est représenté en orange et le 

domaine transmembranaire en rouge foncé. Modifié d’après (Andreu et al. 2012).  

 

Chez l’Homme, une vingtaine de protéines composent la famille des PDI, incluant des 

oxydoréductases et des protéines chaperonnes, (Kanemura et al. 2020). Elles possèdent un ou 

plusieurs motifs thioredoxin-like (un feuillet β central entouré d’hélices α) et jusqu’à 4 sites 

actifs CXXC au niveau de leurs domaines catalytique (Figure 6) . Grâce aux Cys présentes dans 

leurs sites actifs (motif CXXC), les PDI permettent le repliement des protéines par des échanges 

d’e- ou par isomérisation et permettent aussi l’élimination des ponts disulfure inadaptés. Ces 

protéines se comportent soit comme des accepteurs d’électrons (e-) provenant du substrat à 

oxyder, soit en tant que donneur d’e- au substrat à réduire lors du repliement oxydatif des 

protéines (Hebert and Molinari 2007, Tavender and Bulleid 2010, Zito et al. 2010, Nguyen et 

al. 2011, Margittai et al. 2012) (Figure 7). 
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 Figure 7. Rôles des PDI dans le repliement des protéines 

Les PDI permettent la formation de ponts disulfure dans les protéines par le biais de leurs sites 

redox CXXC. Elles permettent aussi l’isomérisation des protéines et l’élimination des ponts 

disulfure inadaptés par l’intermédiaire de ponts disulfure mixtes (protéine-PDI), modifié 

d’après (Hebert et Molinari, 2007).  

 

Afin de garder une dynamique d’échange de pont disulfure, les PDI doivent être ré-

oxydées. Ceci est réalisé par l’enzyme ER oxidoreductin-1α et β (Ero1), une flavoprotéine qui 

transfère deux électrons de la PDIred au dioxygène via le FAD. Cette réaction génère de l’H2O2 

(Tavender et al., 2010), la principale source d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans le 

RE. Les PDI peuvent aussi être réduites par le glutathion sous sa forme réduite (GSH). Il est 

aussi capable de réduire les protéines mal repliées et Ero1 en générant par la même le glutathion 

sous forme oxydée (GSSG) (Kumar et al. 2011) (Figure 8). Le glutathion est souvent considéré 

comme l'un des principaux composants qui maintienne l'environnement redox du RE chez les 

procaryotes et eucaryotes, bien que son rôle dans le repliement oxydatif des protéines et la 

sécrétion reste débattu puisque, sous sa forme réduite, il entre en compétition avec les substrats 

des PDI (Cuozzo and Kaiser 1999, Delaunay-Moisan, Ponsero, and Toledano 2017). Sa 

concentration dans le RE atteint 15 mM (Montero et al. 2013) et les formes réduites et oxydées 

sont à l’équilibre (avec un ratio allant de 1:1 à 3:1) contrairement au cytosol ou la GSH est 

majoritaire (de 30:1 à 100:1) (Hwang, Sinskey, and Lodish 1992). De fait, le GSH n’est 

synthétisé que dans le cytosol (Delaunay-Moisan, Ponsero, and Toledano 2017) et il a été 

démontré in vitro que les récepteurs à la ryanodine (RyR) et le translocon Sec61 transportent 

passivement le GSH vers le RE (Banhegyi et al. 2003, Ponsero et al. 2017). La forme oxydée 

pourrait être renvoyée vers le cytosol par le biais d’un canal qui n’est pas identifié à l’heure 

actuelle (Delaunay-Moisan, Ponsero, and Toledano 2017). 

H H H H H H

H H
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Figure 8. Contrôle de l’homéostasie redox du RE par le glutathion 

Le glutathion est synthétisé et réduit dans le cytosol puis transporté et oxydé dans le RE durant 

le repliement oxydatif des protéines par les PDI. Ero1 oxyde ces dernières de façon à garder 

un pool de PDI oxydées (Delaunay-Moisans 2017). 

 

Des travaux ont montré que les PDI pouvaient participer au repliement des protéines 

dépourvues de ponts disulfures, comme la GAPDH, indépendamment de leurs fonctions 

d’oxydoréductase (Cai, Wang, and Tsou 1994). Chez l’homme, cette activité de chaperonne est 

régulée par l’état redox des cystéines situées au niveau du site catalytique du domaine a’ (Wang 

et al. 2012, Quan, Fan, and Wang 1995). Récemment, une localisation extracellulaire des PDI, 

notamment PDIA1, a été observée. Celles-ci sont impliquées dans l’adhésion cellulaire médiée 

par les intégrines. Le mécanisme d’adressage serait indépendant de la translocation via 

l’appareil de Golgi (Soares Moretti and Martins Laurindo 2017, Rosenberg et al. 2019). 

Enfin, il faut préciser que le repliement des protéines ne se limite pas à la formation des 

ponts disulfure. D’autres acteurs de ce processus, les isomerases peptidyl-prolyl cis/trans, 

participent au repliement de la chaîne peptidique en catalysant l’isomérisation cis-trans des 

liaisons peptidiques impliquant un résidu proline (Hebert and Molinari 2007). 
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C. Le contrôle qualité des glycoprotéines : le cycle calnexine-calréticuline  

 

Le repliement des glycoprotéines dans le cycle calnexine (CNX)/calréticuline (CRT) 

commence en même temps que la traduction lorsque les protéines nouvellement synthétisées 

émergent dans le RE et sont N-glycosylées. Le CQ débute par l’élimination des deux résidus 

Glc les plus externes du précurseur oligosaccharidique Glc3Man9GlcNAc2, sous l’action des 

glucosidases I (GI) et II (GII). La chaîne de glycane devenue monoglucosylée lie alors 

spécifiquement deux lectines chaperonnes dont la séquence de liaison aux glycanes est 

hautement conservée : la CNX, membranaire, et la CRT, soluble dans la lumière du RE (Zapun 

et al. 1997) (Figure 9). Elles possèdent toutes deux un domaine riche en proline, ou domaine P, 

qui lie spécifiquement d’autres protéines chaperonnes favorisant la maturation et le repliement 

des glycoprotéines. Trois chaperonnes spécifiques sont connues pour se lier à la CNX et à la 

CRT. La PDI ERp57, la première des trois chaperonnes découverte, qui catalyse l'oxydation et 

l'isomérisation des liaisons disulfure des glycoprotéines (Patel et al. 2020) et deux autres 

chaperonnes, la cyclophiline B (Kozlov et al. 2010, Sakono et al. 2014) et ERp29, qui réalisent 

respectivement l'isomérisation des liaisons peptidiques et la fonction générale de protéine 

chaperonne. 

La GII élimine ensuite le dernier résidu glucose de l’oligosaccharide, ce qui empêche la 

liaison à la CNX et à la CRT. Si à ce stade la protéine n'a pas encore adopté sa conformation 

native, l’UDP-Glucose:glycoprotéine glucosyltransférase (UGGT), un senseur du repliement 

des protéines qui opère en association avec la sélénoprotéine F (SELENOF) (Yim et al. 2018), 

rajoute le dernier résidu de glucose qui vient d’être éliminé pour permettre à la glycoprotéine 

de se lier à nouveau à la CNX et à la CRT. De cette façon, l'UGGT constitue un checkpoint du 

CQ des protéines en reconnaissant spécifiquement les glycoprotéines Man9GlcNAc2 mal 

repliées et en les renvoyant à la CNX/CRT pour un nouveau cycle de repliement (Kozlov and 

Gehring 2020). 

Le cycle se poursuit autant de fois que nécessaire jusqu'à ce que la glycoprotéine atteigne 

la conformation native qui n’expose alors plus de domaines hydrophobes à sa surface et n’est 

donc plus reconnue par l’UGGT ou alors est envoyé vers la voie de dégradation. Elle est ensuite 

déglucosylée et partiellement démmanosylée par la GII et l’ER mannosidase I (ERManI), 

respectivement, puis quitte le RE en direction de l'appareil de Golgi. Au cours de ce transit, les 

protéines sont prises en charge par d’autres lectines se liant aux glycanes riches en mannose 

comme ERGIC53, ERGL ou VIP36, au niveau de l’ER to Golgi intermediate compartment 

(ERGIC).  
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Figure 9. Le cycle calnexine/calréticuline 

Les protéines ciblées vers le RE sont pour la plupart N-glycosylées par le complexe OST à la 

sortie du translocon. Les deux premiers glucoses sont éliminés par les glucosidases I et II, 

laissant un glycane monoglucosylé. Dans cet état, le glycane est reconnu par la calnexine et la 

calréticuline qui, avec d’autres chaperonnes, assurent le repliement oxydatif des 

glycoprotéines. Leur dissociation de la calnexine ou de la calréticuline est suivie de 

l'élimination du dernier glucose par la glucosidase II. Le repliement et l'adoption d'une 

conformation native permettent la sortie de la glycoprotéine du RE. Les glycoprotéines qui 

n'adoptent pas une conformation native sont reconnues par l’UGGT qui reglucosyle les 

substrats, et rétablit leur liaison à la calnexine et à la calréticuline ou de les éliminer par la 

glucosidase II. Les glycoprotéines qui n’atteignent pas la conformation native sont retirées du 

cycle calnexine/calréticuline par l'intermédiaire de mannosidases et rétrotransloquées vers le 

cytosol par le biais de la machinerie ERAD (Adams, Oster, and Hebert 2019). 



35 
 

 

Si après plusieurs cycles de repliement une glycoprotéine n’atteint pas sa conformation 

native, un processus de dégradation est initié dans le RE. Un tiers des protéines qui transitent 

par le RE sont dégradées avant qu’elles n'atteignent leur conformation native (Schubert et al. 

2000).  L'élimination de trois ou quatre résidus de mannose liés en 1,2 est un signal d’entrée 

dans la voie ER-associated degradation (ERAD) qui assure la rétrotranslocation de la protéine 

à travers la membrane du RE, son ubiquitination, puis sa dégradation par le protéasome. 

L'enzyme impliquée dans l'élimination des molécules de mannose est ERManI, une protéine 

résidente de vésicules spécialisées dans le CQ, les quality control vesicles (Benyair et al. 2015), 

où elle est assistée par l’ER-degradation-enhancing mannosidase-like 1 (EDEM1) dont 

l’activité mannosidase augmente sur les glycoprotéines dénaturées (Shenkman et al. 2018). La 

rétro-translocation de la chaîne peptidique nécessite un mécanisme de transport. La famille des 

Derlin (Der) qui sont des composantes essentielles du complexe ERAD, sont de bons candidats 

pour cette tâche même si leur absence ne bloque pas complètement la rétro-translocation des 

glycoprotéines (Mehnert, Sommer, and Jarosch 2014, Wahlman et al. 2007). D’autres protéines 

comme l’E3 ligase Hdr1 (Carvalho, Stanley, and Rapoport 2010, Horn et al. 2009) et la protéine 

Cdc48/P79 (Lipson et al. 2008) sont aussi évoquées pour ce rôle. 

 

III.  Le stress du RE 

 

La traduction de l'ARN messager (ARNm) et la synthèse et la sécrétion des protéines sont 

des processus qui répondent immédiatement et de manière réversible aux changements de 

l'homéostasie intracellulaire et aux stimuli externes. Leurs taux sont très variables selon le type 

cellulaire. Les cellules sécrétrices spécialisées telles que les cellules β acineuses, les cellules 

β-pancréatiques, les plasmocytes ainsi que les cellules cancéreuses qui présentent des taux 

élevés de prolifération et de synthèse protéique, ont besoin d'un environnement qui facilite un 

repliement et un CQ efficaces dans le RE. L’altération de l'homéostasie du RE peut provenir de 

facteurs multiples comme l'augmentation des niveaux de synthèse des protéines et 

l'accumulation de protéines mal repliées, l'altération de la N-glycosylation ou de l'ubiquitination 

et de la dégradation des protéines, un défaut d'autophagie, un déficit énergétique, un excès ou 

une carence en nutriments, la dérégulation des niveaux de Ca2+ ou de l'homéostasie redox, un 

contexte inflammatoire et hypoxique (Zhang et al. 1997, Xu, Bailly-Maitre, and Reed 2005). 

Ceci engendre un état qui peut être physiologique ou physiopathologique connue sous le nom 

de stress du RE (Wang and Kaufman 2016, Hetz 2012, Benyair, Ron, and Lederkremer 2011, 
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Ghemrawi and Khair 2020, Hwang and Qi 2018). Cet état induit l’activation d’une réponse 

visant à rétablir l’homéostasie du RE désigné sous le nom  unfolded protein response (UPR) 

(Walter and Ron 2011). Si cette réponse ne permet pas de rétablir l’équilibre, elle engendre un 

processus de mort cellulaire programmée, l’apoptose (Urra et al. 2013). 

 

A. La réponse UPR 

 

L’UPR est une réponse cellulaire visant à augmenter la capacité de repliement des protéines, 

stimuler la dégradation des protéines mal repliées via ERAD, diminuer la biosynthèse des 

protéines, augmenter la réponse antioxydante et la biosynthèse des lipides qui composent la 

membrane du RE afin de rétablir l’homéostasie (Schroder and Kaufman 2005, Read and 

Schroder 2021). Des travaux ont montré que la quantité de BiP augmente lors d’un stress 

prolongé du RE (Bakunts et al. 2017). Le rôle de BiP est actuellement débattu. En absence de 

stress BiP pourrait être présente sous la forme inactive d’oligomères dans la lumière du RE 

capable de lier trois protéines membranaires senseurs de l’UPR : l’inositol-requiring 

transmembrane kinase/endonuclease (IRE1), l’eukaryotic translation initiation factor 2-alpha 

kinase 3 (eIF2AK3/PERK) et l’activating transcription factor 6 (ATF6) (Ron and Walter 

2007). En condition de stress, les protéines substrats de BiP exposant leurs domaines 

hydrophobes entreraient en compétition avec ces senseurs pour la liaison à BiP, sa dissociation 

aux senseurs entraînant leur activation (Read and Schroder 2021). Cependant, une seconde 

hypothèse développée par Ron et collaborateurs propose que les protéines mal repliées agiraient 

directement avec les senseurs. Dans ce scénario, BiP constituerait la première ligne de réponse 

aux fluctuations des niveaux de protéines mal repliées, précédant ainsi l’activation directe des 

senseurs par ces protéines (Preissler and Ron 2019).  

Qu’elle soit directe ou indirecte, l’activation, suite à un stress du RE, de chacun des trois 

senseurs de l’UPR, IRE1α, eIF2AK3/PERK et ATF6, entraîne trois réponses indépendantes. 

La plus ancienne sur le plan évolutif est consécutive à l’activation d’IRE1α suite à sa 

dimérisation et son autophosphorylation. IRE1α porte les deux activités serine/thréonine kinase 

et endoribonucléase. Cette dernière entraîne l’épissage de l’ARNm de XBP1, un facteur de 

transcription régulant les gènes impliqués dans le repliement des protéines et ERAD. La 

fonction endoribonucléase est aussi impliquée dans l’IRE1 dependant decay (RIDD) qui réduit 

le pool d’ARNm en cours de traduction. IRE1α peut aussi, en cas de stress insurmontable, 

activer l’apoptose par le biais de la voie JNK.  
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La dimérisation et l’auto phosphorylation de PERK entraîne quant à elle une réduction 

générale de la production de protéines suite à la phosphorylation d’EiF2α. La traduction de 

certains ARNm est au contraire stimulée, notamment l’ARNm d’ATF4, un facteur de 

transcription initialement caractérisé comme le cAMP-response element binding protein 2 

(CREB2). ATF4 régule l’expression de gènes impliqués dans la réponse antioxydante, la 

synthèse et le transport d’aa et l’autophagie. Les protéines mal repliées forment des agrégats 

toxiques qui doivent être dégradés (Bucciantini et al. 2002, Kopito 2000, Stefani and Dobson 

2003), lorsque la quantité d’agrégats dépasse la capacité du protéasome, l’activation de 

l’autophagie est nécessaire (Ogata et al. 2006, Pena-Blanco and Garcia-Saez 2018, Lamark, 

Svenning, and Johansen 2017). L’autophagie est un processus qui consiste en la formation 

d’une vésicule intracellulaire appelée phagophore qui emprisonne les composés à dégrader 

(molécules ou organites (Gump and Thorburn 2011)) suite à sa fusion à un lysosome (Houck et 

al. 2014).  

Enfin l’activation d’ATF6 entraîne sa translocation dans l’appareil de Golgi où il est clivé 

par deux protéases (site-1 protease et site-2 protease) (Adachi et al. 2008). Le fragment 

cytosolique ainsi généré est un facteur de transcription qui entre dans le noyau pour enclencher 

la transcription de gènes cibles similaires à ceux d’XBP1. Ainsi, la voie UPR est une réponse 

principalement transcriptionnelle.  

 

B. Stress du RE et stress oxydant, un cercle vicieux  

 

Lors d’une demande accrue de synthèse protéique, la production de H2O2 augmente, ce 

qui stimule la réponse UPR, augmente l’activité des PDI et celle d’ERO1 (Santos et al. 2009) 

et engendre une augmentation encore plus forte du taux de ROS, majoritairement d’H2O2 

(Appenzeller-Herzog 2011). L’H2O2 fait partie des reactive oxygen species (ROS) au même 

titre que l’anion superoxide O2•-, les radicaux alkoxy RO•, les radicaux peroxy ROO•, et les 

radicaux hydroxyl •OH. Ses niveaux doivent être maintenus à un seuil acceptable car son 

accumulation peut inhiber la formation correcte des liaisons disulfure, conduisant à un mauvais 

repliement des protéines et donc à un stress du RE. Il existe dans le RE des enzymes capables 

de dégrader l’H2O2, la péroxyredoxine 4 (Prx4) et les glutathion péroxidase 7 et 8 (GPx7/8) qui 

réduisent l’H2O2 en eau et oxygène. Elles oxydent aussi les PDI, favorisant ainsi le repliement 

oxydatif.  

Si le stress n’est pas compensé, la réponse UPR devient maladptative et enclenche la 

mort cellulaire par apoptose suite à l’activation par le facteur de transcription Chop de Gadd34, 
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une protéine recrutant des phosphatases pour déphosphoryler le facteur d’initiation de la 

traduction EiF2a (Cao and Kaufman 2014, Wang and Kaufman 2016). L’apoptose se caractérise 

par une rupture de la membrane mitochondriale. La perméabilité de celle-ci dépend 

principalement des membres pro- et anti-apoptotiques de la famille B-cell lymphoma 2, 

Bak/Bax et Bcl-2 respectivement (Conus et al. 2000). Lors d’un signal apoptotique, les 

effecteurs Bak/Bax s’oligomérisent dans la membrane externe pour former des pores (Pena-

Blanco and Garcia-Saez 2018), libérant dans le cytosol le cytochrome c et l’apoptosis inducing 

factor (AIF) (Hetz and Papa 2018, Kim et al. 2006). Le cytochrome c recrute la protéine 

adaptatrice, Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) qui active la caspase 9. Cette 

dernière est la caspase initiatrice puisqu’elle active à son tour d’autres caspases effectrices telles 

que les caspases 3, caspase 6, et caspase 7, ce qui mène à la fragmentation de l’ADN et à la 

destruction du cytosquelette (Cullen and Martin 2009, Kitazumi and Tsukahara 2011, Adams 

2003, Viswanath et al. 2001). L’AIF provoque lui aussi la condensation de la chromatine et la 

dégradation de l’ADN mais de façon caspase-indépendante (Artus et al. 2010).  

L’excès de ROS entraîne aussi une libération de Ca2+ dans le cytosol à partir du 

complexe Bak/Bax au niveau du RE, conduisant au clivage de la procaspase 12 située dans la 

membrane du RE par la calpaïne cytosolique et à l’activation de la voie ASK1/JNK via IRE1α 

(Pena-Blanco and Garcia-Saez 2018). De mème, l’excès de Ca2+ et de radicaux libres peut 

activer ERO1 qui conduit à l’activation de CaMKII/JNK (Li et al. 2009). Le Ca2+ libéré en 

excès pénètre dans la mitochondrie, où il induit une dépolarisation de la membrane externe et 

l’ouverture de canaux anioniques entraînent la perméabilisation et la lyse des mitochondries. 

Ce processus inhibe également le complexe III de la chaîne respiratoire et augmente la 

production des ROS. L’augmentation de la concentration du Ca2+ intracellulaire altère 

également l’élimination des protéines oxydées par le protéasome, ce qui entraîne une 

accumulation des protéines anormales et alimente le stress oxydatif (Cecarini, Ding, and Keller 

2007, Ding, Dimayuga, and Keller 2006, Halliwell 2006). Ainsi, l’accumulation des protéines 

mal repliées et la production des ROS génère un cercle vicieux menant à la mort cellulaire (Cao 

and Kaufman 2014). 

Les ROS sont souvent considérées comme des produits toxiques issus du métabolisme 

cellulaire. Cependant, ils peuvent aussi être des régulateurs de processus physiologiques 

(Santolini et al. 2019) et servir de signal de prolifération (Bindoli, Fukuto, and Forman 2008, 

Goffart et al. 2021). De même, l’H2O2 est connu pour potentialiser les effets de l’insuline 

(Lennicke and Cocheme 2021). On parle donc de stress oxydant lorsque les défenses 

antioxydantes (enzymes, vitamines, protéines, oligoéléments) sont dépassées par l’excès de 
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ROS (Brigelius-Flohe 2009). Le défi de la recherche actuelle est de déterminer le seuil entre 

des concentrations physiologiques et pathologiques de ROS (Santolini et al. 2019).  

 

IV.  Homéostasie calcique 
 

A. Le RE : principal réservoir de Ca2+ dans la cellule 

 

Une fonction majeure du RE est de coordonner le transport et le stockage des ions Ca2+. 

Le RE représente la plus grande réserve cellulaire de Ca2+, sa concentration pouvant atteindre 

jusqu’à 1 mM, comparativement au cytosol dont la moyenne est de 100 nM (Raffaello et al. 

2016). Le Ca2+ joue une fonction clé en tant que second messager cytosolique qui contrôle la 

contraction musculaire, la sécrétion de protéines, le métabolisme mitochondrial et la mort 

cellulaire. Plusieurs mécanismes génèrent et maintiennent le gradient de concentration des ions 

Ca2+ entre le cytosol et le RE. À savoir, la fraction de Ca2+ libre dans le RE varie entre 100-800 

μM car la majorité des ions Ca2+ sont liés à la surface de protéines résidentes du RE (Carreras-

Sureda, Pihan, and Hetz 2018). Certaines sont des chaperonnes dont la fonction est de permettre 

aux protéines en cours de synthèse de suivre un repliement tridimensionnel adéquat. Les 

chaperonnes du RE telles que GRP78/BiP, GRP94 (endoplasmine), la CNX, CRT, 

GRP170/ORP150 ou ERp57 contiennent de multiples sites de liaison pour le Ca2+. La liaison à 

faible affinité du Ca2+ de ces chaperonnes est nécessaire pour leur activité mais permet aussi de 

garder un fort niveau d’ions dans la lumière du RE. Le Ca2+ régule aussi l’activité de certaines 

mannosidases (Brostrom and Brostrom 2003). 

En plus du pouvoir tampon des chaperonnes, quatre types de système de transport 

différents résident dans la membrane du RE qui contrôlent l’homéostasie calcique, chez les 

eucaryotes supérieurs : les pompes SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+-

ATPases), les récepteurs IP3 (IP3Rs), les récepteurs de la ryanodine (RYRs) et les protéines 

STIM, qui peuvent engager les canaux ORAI dans la membrane plasmique. Aucune de ces 

protéines n'a d'homologue conservé chez la levure, le RE jouant un rôle moins critique dans la 

régulation de l'homéostasie calcique (Fenech, Ben-Dor, and Schuldiner 2020).  

 

B. Les pompes SERCA 

 

Les pompes SERCA importent le Ca2+ dans le RE contre son gradient électrochimique 

par un mécanisme couplé à l’hydrolyse de l’ATP. Elles contribuent ainsi à maintenir une plus 

forte concentration de Ca2+ dans le RE par rapport au cytosol. Chez les vertébrés il existe 3 sous 
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types de SERCA (SERCA1-3) codés par trois gènes paralogues ATPA1-3, chacun d’entre eux 

générant d’autres isoformes par épissage alternatif (Guerrero-Hernandez, Dagnino-Acosta, and 

Verkhratsky 2010, Carreras-Sureda, Pihan, and Hetz 2018). Au total, il existe 10 isoformes de 

SERCA qui présentent des différences fonctionnelles et des profils d’expression distincts dans 

les différents tissus et au cours du développement (Samtleben et al. 2013, Altshuler et al. 2012). 

À titre d’exemple, la forme SERCA1a est majoritaire dans les muscles à contraction rapide 

alors que la forme SERCA2a est principalement exprimée dans le muscle cardiaque et les 

muscles à contraction lente. La forme 3 présente une distribution plus large, exprimée dans les 

lymphocytes, les cellules épithéliales et endothéliales, les mastocytes et les cellules de Purkinje.  

La protéine SERCA comporte dix domaines transmembranaires. L’hydrolyse d’une 

molécule d’ATP entraîne le passage de deux ions Ca2+ du cytosol vers le RE grâce à ses sites 

de liaison situés au niveau de ses hélices transmembranaires. Elle est régulée (négativement) 

par des protéines résidentes du RE, notamment des protéines chaperonnes, des thiorédoxine 

réductases et des gluthation peroxydases (John, Lechleiter, and Camacho 1998, Ushioda et al. 

2016). En effet, la quatrième boucle luminale (L4) possède une paire de cystéines conservées 

au cours de l’évolution qui permettent le recrutement de protéines comme la SELENON, ERp57 

ou CNX (Figure 10). Il est notamment suggéré que la SELENON forme une interaction 

thiol/sélénol-disulfure avec SERCA2 pour augmenter son activité de pompe calcique (Marino 

et al. 2015), de la même façon que SERCA1a requiert un pont disulfure dans le boucle L3V 

pour être totalement actif (Daiho et al. 2001). La lactone thapsigargine, une protéine extraite de 

la  Thapsia garganica (une plante du bassin méditerranéen) inhibe les différentes pompes 

SERCA avec la même efficacité (Lytton, Westlin, and Hanley 1991). 

Figure 10. Représentation graphique de la topologie des protéines transmembranaires 

de la famille SERCA(1-3) 

Les dix domaines transmembranaires sont représentés en vert, à l'exception de l'extension C-

terminale spécifique de SERCA2b en orange. Bien que cette extension C-terminale comprenne 
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également un site consensus de N-glycosylation, cette modification n'a jamais été démontrée 

pour SERCA2b (indiqué par un point d'interrogation). La boucle L4 avec son pont disulfure 

conservé est représenté en marron clair. Les modulateurs redox agissant à ce niveau sont 

énumérés. GPx8 pourrait ne pas influencer directement le pont disulfure, car cette enzyme n'est 

pas une oxydoréductase mais une peroxydase (Appenzeller-Herzog and Simmen 2016). 

 

C. Les canaux récepteurs de la ryanodine et à l’IP3  

 

Dans le sens inverse, il existe deux types de canaux ioniques permettant la libération de 

Ca2+ à partir du RE vers le cytosol, les récepteurs de la ryanodine (RYR), principalement 

exprimés dans les tissus excitables comme les muscles et les neurones, et les récepteurs de 

l'inositol-1,4,5-trisphosphate IP3 (IP3R), exprimés dans tous les tissus de mammifères. Ces 

deux types de canaux sont de larges assemblages homo- ou hétéro-tétramériques présentant de 

fortes homologies de structure (Figure 11).  

Outre la ryanodine, un alcaloïde issu de la plante Ryania speciosa, les effecteurs de 

RYR1 comprennent des ions et de petites molécules (Ca2+, Mg2+, adénine-nucléotides) et des 

polypeptides (calmoduline, FKBP12) (Lacampagne, Fauconnier, and Richard 2008). Toutefois 

une exposition prolongée à une forte concentration en Ca2+ inhibe l’ouverture du canal RyR2 

(Dulhunty et al. 2000).  

L’IP3R existe sous trois formes (IP3R1-3) codées par des gènes différents et exprimées 

différemment selon les tissus. L’IP3R1 est le plus rependu et il est fortement exprimé dans les 

neurones (Fujino et al. 1995) alors que l’expression d’I3PR2 est faible dans l’ensemble des 

tissus, l’expression la plus importante se situant dans des cellules sécrétrices au niveau du canal 

urinaire, des glandes sous mandibulaires ainsi que dans les veines et artères des reins. 

L’expression des messagers IP3R3 est aussi plus importante dans les cellules sécrétrices comme 

l’épithélium du petit intestin et dans les cellules acineuses salivaires et pancréatiques (Fujino et 

al. 1995). Les RyR existent aussi sous trois formes issues de gènes différents (RyR1-3). La 

première est exprimée dans le muscle squelettique, la seconde dans le muscle cardiaque et les 

cellules β-pancréatiques. La troisième a été découverte dans le cerveau et elle est exprimée dans 

de nombreux tissus, mais elle reste peu connue (Santulli et al. 2018). 
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Figure 11. Comparaison des récepteurs RyR et IP3R 

La numérotation utilisée est celle du RyR1 de lapin et du IP3R1 de rat. NTD, domaine N- 

terminal ; SD, domaine suppresseur ; IBC, site de liaison IP3 ; TMD, domaine  

transmembranaire ; CTT, site C-terminal de liaison à la calmoduline (Amador et al. 2013).  

 

Les IP3R quant à eux s’ouvrent suite à l’activation à la membrane plasmique des 

récepteurs couplés aux protéines G et des récepteurs tyrosine kinases, et à l’hydrolyse du 

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate en l’IP3 et diacylglycérol (DAG) par la phospholipase 

C. La liaison conjointe de l'IP3 et du Ca2+ active l’IP3R et la sortie de Ca2+ du RE vers le 

cytosol. Comme pour le RYR, le Ca2+ à lui seul peut activer l’IP3R, un processus connu sous 

le nom de libération de Ca2+ induite par le Ca2+ (Figure 12) (Berridge 2002). Ces vagues 

calciques ont notamment été observées dans les neurones pyramidaux de l'hippocampe (régions 

CA1 et CA3), du cortex (couches 2/3 (L2/3) et L5) et des neurones principaux de l'amygdale 

des rongeurs (Ross 2012) afin de maintenir une signalisation sur de longues distances. Elles ont 

également été observés dans les neurones pyramidaux du cortex de la tortue (Larkum et al. 

2008), Étant donné que les tortues ont divergé des mammifères il y a plus de 300 millions 

d'années et occupent une niche écologique différente, cette découverte suggère que les vagues 

calciques ont évolué tôt et sont une propriété robuste et conservée des neurones pyramidaux.  

L’état redox du RE tient une place centrale dans la régulation de l’ouverture de ces 

canaux (Joseph et al. 2018, Nikolaienko, Bovo, and Zima 2018). Chaque sous-unité RYR 

compte entre 38 et 48 thiols à l’état libre, modifiables par oxydation, S-nitrosylation ou 

alkylation. Son état d’activation répond de manière biphasique à l’administration de doses 

croissantes d’oxydants, le maximum d’activation se situant pour un état impliquant 23 cystéines 

réduites (Sun et al. 2001). L’IP3R possède aussi un pont disulfure régulateur, au niveau de la 

boucle L3 qui émerge dans la lumière de RE entre les domaines membranaires V et VI, dont 

l’état redox conditionne la liaison avec un certain nombre d’oxydoréductases et de protéines 

chaperonnes comme ERp44 (Figure 13) (Appenzeller-Herzog and Simmen 2016). L’IP3R 

possède plusieurs sites de phosphorylation (Appenzeller-Herzog and Simmen 2016) ainsi que 
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des sites d’arrimage pour les phosphatases et protéines kinases. La phosphorylation permet 

d’augmenter la sensibilité pour l’IP3 sans changer celle pour le Ca2+ (Vanderheyden et al. 

2009). Il est aussi glycosylé au niveau de la boucle intracellulaire L3V sur un séquon présentant 

une cystéine. 

 

 

Figure 12. Mécanismes d'activation des canaux calciques du RE 

L'activation des IP3R commence au niveau de la membrane plasmique (PM), où l'activation 

des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) entraîne la dissociation de la protéine 

hétérotrimérique Gq. Gq active la PLC, qui clive le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

(PIP2) en inositol trisphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L'IP3 sert de second 

messager et active l’IP3R, provoquant la libération de Ca2+ dans le RE. Alternativement, RyR 

est activé par la cADPR, qui est synthétisé dans l'espace extracellulaire à partir du 

nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) par l'ectoenzyme CD38. IP3R et RyR sont eux-

mêmes activés par le Ca2+ et peuvent se stimuler l'un l'autre (CICR). L'augmentation du Ca2+ 

cytosolique qui en résulte est normalisée par l’ATPase de la membrane plasmique (PMCA), ou 

par SERCA, qui rejettent le Ca2+ dans le milieu extracellulaire ou le RE, respectivement 

(Karagas and Venkatachalam 2019). 
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Figure 13. Représentation graphique de la topologie des protéines transmembranaires de 

la famille IP3R(1–3)  

A. Les six domaines TM sont représentés en bleu, parmi lesquels les deux derniers domaines 

sont étiquetés V et VI. La boucle luminale L3 est constituée de deux parties hydrophiles 

nommées L3V et L3C, séparées par une petite séquence hydrophobe qui plonge dans la 

membrane. L3V, avec sa paire de cystéines conservées, et L3C sont représentées en brun clair. 

Les statuts redox des paires de cystéines présentes dans IP3R1–3 n'ont pas encore été résolus 

(comme indiqué par un point d'interrogation). Les positions des oligosaccharides N-liés dans 

L3V sont indiquées en noir. Le pore du canal calcique fermé (rouge clair) est composé par les 

domaines TM V et VI et par les boucles L3 des sous-unités constituant le tétramère. Les 

interacteurs redox démontrés avec IP3R1 sont répertoriés. On peut noter que la partie 

cytosolique N-terminale est beaucoup plus grande que celle représentée sur la figure. B. 

Alignement des séquences d'acides aminés de la boucle L3V dans les IP3R humains. Les N-

glycanes sont indiqués en noir. Les paires de cystéines conservées sont encadrées en brun clair. 

La position des acides aminés terminaux par rapport aux protéines entières est indiquée en 

exposant (Appenzeller-Herzog and Simmen 2016). 

 

Dans les neurones, la morphologie entraîne des contraintes sur l’architecture du RE mais 

la libération de Ca2+ par le RE influence aussi la structure de ces cellules (Ozturk, O'Kane, and 

B 

A 
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Perez-Moreno 2020).  En effet, l’homéostasie calcique du RE joue un rôle central dans la 

physiologie des neurones en régulant la morphologie et la croissance axonale, l’exocytose, la 

plasticité, l’expression de gènes et la régulation de l’activité mitochondriale (Karagas and 

Venkatachalam 2019). Ainsi, chez la drosophile l’inhibition des canaux IP3R ou RyR dans les 

motoneurones, se traduit par une diminution du nombre de boutons synaptiques et une 

augmentation de leur taille (Wong et al. 2014), révélant un lien fonctionnel entre le flux calcique 

et le développement des synapses. A l’inverse, une surexpression des canaux RyR entraîne un 

relargage des vésicules synaptiques (Galante and Marty 2003).  

 

D. Flux calciques au niveau des mitochondria-associated ER membrane 

 

En condition normale, le Ca2+ est majoritairement présent dans la lumière du RE. Lors 

d’une stimulation, de petites quantités de Ca2+ sont périodiquement libérées dans le cytoplasme 

puis reséquestrées, avec une partie recapturée par la mitochondrie (Berridge 2002, Raffaello et 

al. 2016). Dans le contexte d’un stress, un dialogue croisé s’instaure entre le RE et la 

mitochondrie afin d’augmenter la production d'ATP (Bravo et al. 2011). On pense que celle-ci 

est médiée par la libération du Ca2+ à partir du RE et son entrée dans la mitochondrie par le 

biais de structures spécialisées, les MAM.  

Les MAM sont des zones de contact entre le RE et la mitochondrie riche en lipid raft 

résistant aux détergents dont la distance entre les membranes des deux organites varie de 10 à 

30 nm (Giacomello and Pellegrini 2016). Environ 12 % de la membrane externe mitochondriale 

est associée au RE (Csordas et al. 2006). Elles ont suscité un grand intérêt car elles fonctionnent 

comme un nœud de signalisation, contrôlant différents aspects de la biologie cellulaire tels que 

la biosynthèse des lipides, le transfert de Ca2+ entre le RE et les mitochondries, l’apoptose et la 

macroautophagie (Phillips and Voeltz 2016). Leur dysfonctionnement est associé à différentes 

pathologies, en particulier dans le système nerveux central, la maladie de Parkinson, la sclérose 

latérale amyotrophique ou encore la maladie d’Alzheimer  (Pham et al. 2012, Parakh and Atkin 

2021, Area-Gomez et al. 2018). 

Des protéines caractéristiques de ces structures sont les mitofusines 1 et 2, présentes au 

niveau des mitochondries et du RE et impliquées dans leur rapprochement (Figure 14) (Bartok 

et al. 2019). L’IP3R est aussi enrichi dans ces structures, en particulier IP3R2 et IP3R3, où il est 

en contact avec les Voltage Dependent Anion Channel (VDAC) par l’intermédiaire de la 

chaperonne GRP75 qui recrute aussi d’autres protéines telles que Park-7 et FUNDC (Szabadkai 

et al. 2006). Cette interaction facilite le passage des ions Ca2+ du RE vers la mitochondrie. Outre 
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leur rôle dans le rapprochement des membranes du RE et de la mitochondrie, les mitofusines 

facilitent le rapprochement de l’IP3R avec les VDAC de même que la protéine TOM70 (Filadi 

et al. 2018). L’interaction de VDAC avec le mitochondrial calcium uniporter (MCU) assure le 

passage du Ca2+ au travers de la membrane interne. 

 

 

Figure 14. Illustration des principales protéines aux contacts ER-mitochondrie 

Association de l’IP3R avec VDAC1 par l’intermédiaire de Grp-75. Les mitofusines permettent 

le rapprochement du RE et de la mitochondrie (Degechisa, Dabi, and Gizaw 2022). 
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La famille des sélénoprotéines  
 

I. Biosynthèse atypique des sélénoprotéine 

 

A. Le Sélénium 

 

En 1817, le chimiste Jöns Jacob Berzelius découvrit un nouvel élément qu’il décida de 

nommer « sélénium » (Se), dérivé du nom donné à la déesse grecque de la Lune "Séléné" 

(Duntas et Benvenga, 2015), par analogie avec le "tellurium" dont le nom vient de la déesse de 

la terre romaine "Tellus". L’importance de cet élément a été montré 140 ans après sa découverte 

(Schwarz et Foltz, 1957), à la suite d’études montrant qu’il s’agit d’un oligo-élément à action 

antioxydante indispensable pour les êtres vivants (pour revue, Papp et al., 2007). 

Le sélénium est apporté principalement par l’alimentation, notamment par les poissons, 

les viandes, les produits laitiers et certains fruits et légumes (Kieliszek 2019). Il joue un rôle 

crucial dans le maintien de l’homéostasie cellulaire, immunitaire, endocrine et métabolique 

(Rayman, 2009). Il est important dans la maturation de l'hormone thyroïdienne et le 

développement de la fonction musculaire (Hatfield et al., 2014; Lescure et al., 2009). Une 

baisse de Se dans l’organisme peut être provoquée par divers facteurs, comme le vieillissement, 

la consommation d’alcool, le tabagisme et l’utilisation de contraceptifs oraux (Lloyd et al., 

1983). La déficience en Se (moins de 12 µg/jour) est associée à de nombreux problèmes de 

santé comme la maladie de Keshan (hypertrophie et dysfonctionnement du muscle cardiaque), 

la maladie de Kashin-Beck (maladie des "gros os", une maladie invalidante de l’os et du 

cartilage), des maladies cardiovasculaires et des accidents vasculaires cérébraux (Duntas et 

Benvenga, 2015). En revanche, l’excès de sélénium (plus de 400 µg/jour) est toxique et conduit 

à l’apparition d’une variété de symptômes comme la chute des phanères (cheveux, ongles...), 

un érythème cutané, une grande fatigabilité, des états dépressifs, une irritabilité et des 

dommages neurologiques dans les cas d’intoxication les plus graves (Duntas et Benvenga, 

2015; Hatfield et al., 2014). La plage optimale de consommation serait comprise entre 80 et 

120 µg/L de sérum (Duntas et Benvenga, 2015). 

Le Se est principalement incorporé dans des protéines, nommées sélénoprotéines, sous la 

forme du résidu sélénocystéine (Sec/U). Ce 21ème aa protéinogène est un homologue structural 

de la cystéine (Cys) dans lequel l’atome de soufre est substitué par un atome de Se. La Sec est 

plus réactive que la Cys envers les ROS, grâce à son atome de Se lui conférant à la fois un 

pouvoir nucléophile plus élevé et un pKa (pH de demi-dissociation) plus faible (Reich and 

Hondal 2016, Arner 2010). Le Se serait plus résistant à la suroxydation en sélénone que le S en 
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sulfone et il aurait une capacité à être réduit en sélénide plus rapidement que le S (Figure 15) 

(Reich and Hondal 2016). Ces propriétés physico-chimiques procurent un rôle antioxydant plus 

ou moins établi à toutes les sélénoprotéines. Certaines d’entre elles, les thiorédoxine réductases 

notamment, sont essentielles pour la régulation de l’homéostasie redox (Barrett, Short, and 

Williams 2017). Il est à noter que le Se peut aussi être introduit dans les protéines sous la forme 

de sélénométhionine, notamment chez certaines plantes et bactéries (Schrauzer 2000). 

 

Figure 15. Structures et nombres d'oxydation des composés du soufre et du sélénium qui 

résultent de réactions d'oxydation à deux électrons 

Les flèches montrent les voies de conversion entre les états d'oxydation. Le cercle ouvert 

représente le carbone, et le nombre à l'intérieur du cercle représente le nombre d'oxydation du 

soufre ou du sélénium auquel il est attaché. Le X magenta indique une réaction lente. Le 

symbole [O] représente un oxydant à deux électrons (Reich and Hondal 2016). 

 

B. Biosynthèse et insertion de la sélénocystéine 

 

Chez les archéobactéries et les eucaryotes, la Sec n'existe pas à l'état libre dans les cellules. 

Elle est synthétisée directement sur son ARNt spécifique (ARNt[Ser]Sec) à partir de la sérine. 

Cet ARNt est codé par le gène Trsp. L’invalidation de ce gène chez la souris est liée à une 

absence de production des sélénoprotéines, à un développement anormal du squelette et du 

cartilage et à une mort précoce des embryons (Downey et al. 2009). Chez les eucaryotes, la 

biosynthèse de la Sec commence tout d’abord par l’association d’une sérine à l’ARNt[Ser]Sec, 

catalysée par la séryl-ARNt synthétase (SerS), puis par sa modification en phosphosérine grâce 

à la phosphoséryl-ARNt kinase (PSTK). En parallèle, le Se, transformé en sélénophosphate à 

l’aide de la sélénophosphate synthase 2 (SPS2), est transféré au PSer-ARNt[Ser]Sec grâce à la Sec 

synthétase (SecS, codée par le gène SelA), aboutissant à la formation du Sec-ARNt[Ser]Sec 

(Figure 16) (Xu et al. 2007, Yuan et al. 2006).  

Contrairement aux autres aa qui disposent d’un ou plusieurs codons, la Sec ne possède 

aucun codon dédié. Le mécanisme d’incorporation de la Sec demeura énigmatique jusqu’au 

jour où fut découverte la présence d’un codon stop UGA à la position correspondant au résidu 

Sec (Chambers et al. 1986, Zinoni, Heider, and Bock 1990). Ce phénomène de recodage du 
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codon stop n’est pas unique : le 22ème aa appelé pyrrolysine est incorporé chez certaines 

archéobactéries méthanogènes au niveau d’un codon UAG normalement reconnu comme codon 

stop (Osawa et al. 1992). 

 

Figure 16. Biosynthèse de la Sec chez les eucaryotes 

La séryl-ARNt synthétase (SerS), en présence d’ATP, catalyse la liaison de la sérine avec 

l’ARNt[Ser]Sec pour donner la Ser-ARNt[Ser]Sec. Le résidu sérine est ensuite phosphorylé par 

une o-phosphoséryl-ARNt kinase (PSTK) pour donner la PSer-ARNt[Ser]Sec. La Sec synthase 

(SecS) prend en charge le résidu sérine phophorylé (PSer-ARNt[Ser]Sec) et le convertit, en 

présence de sélénophosphate produit par la sélénophosphate synthétase (SPS2), en Sec-

ARNt[Ser]Sec (modifié d'après Hatfield et al., 2014). 

 

La translecture du codon stop UAG et l’insertion concomitante du résidu Sec nécessite une 

machinerie spécialisée. Ainsi, Les ARNm des sélénoprotéines comprennent dans leur région 3' 

non traduite une séquence de 60 nucléotides qui adopte une structure tige-boucle désignée sous 

le nom de selenocysteine insertion sequence (SECIS), située entre 300 et plusieurs milliers de 

nucléotides du codon stop UGA qu’elle va permettre de recoder en codon Sec (Berry et al. 

1993). Pour cela, la structure SECIS lie un complexe protéique de 500 kDa comprenant SBP2 

(SECIS binding protein 2). Ce complexe agit comme une plateforme de recrutement pour 

d’autres facteurs comme eEFSec (facteur d'élongation eucaryote sélénocystéine-ARNt 

spécifique) et la protéine ribosomique L30, qui va permettre d’amener l'ARNt [Ser]Sec en face 

d’un codon UGA spécifique au cours de l'étape d'élongation de la traduction (Figure 17) (Serrao 

et al. 2018, Copeland et al. 2000, Lescure et al. 2002). D’autres composants du complexe ont 

été identifiés qui régulent négativement (eIF4A3) ou positivement (Nucléoline) l’expression 

des sélénoprotéines (Miniard et al. 2010, Budiman et al. 2009). Leur expression dépend 
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principalement de l’abondance des ARNm et de l’efficacité de leur traduction (Krol 2002, 

Hatfield et al. 2006). 

Figure 17. La machinerie moléculaire impliquée dans l’insertion du résidu Sec chez les 

eucaryotes 

Sur cette figure apparaissent les deux facteurs eEFSec et SPB2, nécessaires pour décoder le 

codon UGA en Sec. Ces protéines appartiennent à un complexe plus important qui se lie sur 

une séquence particulière de l’ARNm des sélénoprotéines, la Selenocystein Insertion Sequence 

(SECIS), repliée en épingle à cheveux. D’autres facteurs moins bien connus, appartenant au 

même complexe, semblent aussi impliqués, tels que la protéine ribosomique L30, la nucléoline 

et un facteur eucaryote d’initiation de la traduction elF4a3 (Taylor et al. 2016).  

 

Lorsque les ARNm de sélénoprotéines sont surexprimés dans les cellules, l’incorporation 

de la Sec est limitée par la disponibilité de certains facteurs intervenant dans la biosynthèse des 

sélénoprotéines, comme SBP2 (Peng et al. 2021). La disponibilité en SBP2 elle-même est 

contrôlée par l’état redox de la cellule (Allmang, Wurth, and Krol 2009). L’oxydation de SBP2 

lors des conditions de stress oxydatif conduit à son accumulation dans le noyau, ce qui bloque 

l’incorporation de la Sec et entraîne un arrêt prématuré de la traduction des sélénoprotéines 

(Papp et al. 2006). Plusieurs facteurs de transcription comme Nrf2, Keap1 et NF-ĸB, impliqués 

dans la régulation transcriptionnelle de l’expression des sélénoprotéines sont aussi sensibles à 

l’homéostasie redox (Banning et al. 2005, Sakurai et al. 2005, Zhang et al. 2011). Des 

mutations du gène sbp2 chez l’homme provoquent de nombreuses manifestations cliniques 

associées à une déficience en sélénoprotéines telles que l’azoospermie, la dystrophie 

musculaire, une déficience immunitaire et l’augmentation de la sensibilité à l’insuline 

(Schoenmakers et al. 2010).  

La traduction des sélénoprotéines dépend aussi de la disponibilité en Se (Sunde and Raines 

2011, Hill, Lyons, and Burk 1992, Lei et al. 1995, Schomburg and Schweizer 2009). Certaines 
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sélénoprotéines, essentielles, comme les thiorédoxine réductases 1 et 2 (TrxR1 et TrxR2) et la 

GPx4 sont moins affectées par une déficience en Se que d’autres sélénoprotéines (Sunde and 

Raines 2011, Hadley and Sunde 2001, Lei et al. 1995). Cette régulation "hiérarchique" de 

l'expression des sélénoprotéines se produit à la fois au niveau des ARNm et au niveau de la 

traduction (Labunskyy, Hatfield, and Gladyshev 2014). Il existe deux isoformes de 

l’ARNt[SerSec] mm
5

U et l’ARNt[SerSec] mm
5

Um qui diffèrent par la méthylation d’un ribose en 

position 34, une étape influencée par les niveaux de Se et qui conditionne la structure tertiaire 

de l’ARNt[SerSec] (Carlson et al. 2005, Kim et al. 2000). La méthylation est une modification 

spécifique des sélénoprotéines sensibles au stress. L’expression de ces protéines est aussi 

influencée par les niveaux du facteur d’élongation eIF4a3, lui-même surexprimé en carence de 

Se. Ce facteur se lie dans la partie 3’ non traduite des ARNm de ces protéines au même niveau 

que SBP2, bloquant ainsi leur traduction. Les ARNm de ces dernières sont généralement 

dégradés par la voie RIDD qui permet d’éliminer les transcrits présentant un codon stop 

prématuré (Labunskyy, Hatfield, and Gladyshev 2014, Low et al. 2000).  

La recherche systématique par bio-informatique de l’élément SECIS dans la région 3’ non 

traduite des ARNm à permit l’identification de vingt-cinq sélénoprotéines humaines (24 chez 

la souris du fait de la substitution de la Sec par une Cys dans GPx6) (Kryukov, Kryukov, and 

Gladyshev 1999, Santesmasses, Mariotti, and Gladyshev 2020a). Toutes ont dans leur séquence 

un seul résidu Sec, à l'exception de la sélénoprotéine P (SelP, SELENOP) qui en contient jusqu'à 

dix chez l'homme. Elle est produite dans le foie et sécrétée dans le plasma pour alimenter en Se 

les différents tissus de l'organisme. De façon surprenante, une approche basée sur la détection 

de résidus Sec par spectrométrie de masse a permis d’identifier récemment cinq sélénoprotéines 

candidates dépourvues de séquence SECIS. Le mode d’incorporation de la Sec dans ces 

protéines pourrait résulter d’un mécanisme de biosynthèse totalement différent impliquant, ou 

non, une séquence de type SECIS inconnue jusqu’à présent. Il se pourrait donc que d’autres 

sélénoprotéines de ce type soient découvertes à l'avenir (Guo et al. 2018).  

 

II. Les membres majeurs  

 

La première sélénoprotéine identifiée est la gluthation péroxydase (GPx1) (Chambers et al. 

1986, Flohe, Gunzler, and Schock 1973, Forstrom, Zakowski, and Tappel 1978). Chez 

l’Homme, la famille des GPx comprend huit isoformes codées par des gènes différents dont 

cinq seulement (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx6) sont des sélénoprotéines. La Sec est 

localisée dans leur partie N-terminale au sein d’un motif thioredoxin fold (Kryukov et al. 2003, 
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Margis et al. 2008). Les GPx1-4 sont des acteurs principaux de la défense antioxydante capable 

de réduire les hydroperoxydes organiques et le peroxyde d’hydrogène en oxydant le glutathion 

(Arthur 2000, Fu et al. 1999). Chez l’Homme la mutation de GPx1 est associée à la maladie de 

Keshan. La GPx4 est la seule parmi les quatre à pouvoir réduire les hydroperoxydes lipidiques. 

Si l’invalidation de GPx4 est létale in utero chez la souris, elle est délétère à un stade plus 

avancé chez l’Homme (Santesmasses, Mariotti, and Gladyshev 2020b). 

La thiorédoxine réductase (TrxR), ainsi que le thiorédoxine (TRX) et le NADPH font partie 

du système thiorédoxine (Arner 2010). La TrxR est un dimère capable de réduire la TRX en 

utilisant le NADPH (Tamura and Stadtman 1996). La grande réactivité du site actif permet une 

interaction avec une large gamme de substrats comme les sélénites, les hydroperoxydes, les 

TRX, la GPx et les PDI (Ren et al. 2018, Papp et al. 2007). La Sec se situe à l’extrémité C-

terminale. Elle a un site de liaison pour le FAD et le NADPH. Il existe trois isoformes de TrxR 

chez l’Homme, toutes des sélénoprotéines : TrxR1, cytosolique, TrxR2, mitochondriale et 

TrxR3 de distribution plus large (Ren et al. 2018). TrxR3 possède en plus un domaine 

glutarédoxine (Grx) dans son extrémité N-terminale (Lu and Holmgren 2014), similaire à la 

gluthation réductase (Sandalova et al. 2001). TrxR1 régule le statut redox de la cellule (Anestal 

and Arner 2003, Sun and Gladyshev 2002) et tient un rôle anti-apoptotique en réduisant la TRX 

qui peut se lier à la kinase ASK1. TrxR2 joue un rôle similaire mais durant l’embryogénèse 

(Conrad et al. 2004). TrxR3 est surtout exprimée dans les testicules où elle est impliquée dans 

la maturation des spermatozoïdes en participant à l’isomérisation des ponts disulfures de 

protéines régulant la spermatogénèse (Su et al. 2005). L’invalidation de TrxR1 ou TrxR2 chez 

la souris est létale in utero. La perte de fonction de TrxR1 est également létale chez l’Homme 

contrairement à celle de TrxR2 qui est tolérée (Jakupoglu et al. 2005, Li, Bandyopadhyay, et 

al. 2012). 

 Les iodothyronines déiodinases comportent trois enzymes transmembranaires chez les 

mammifères (DIO1, DIO2 et DIO3) qui éliminent un résidu d'iode des hormones thyroïdiennes 

(Behne et al. 1990, Berry, Banu, and Larsen 1991). DIO1 et DIO2 convertissent la prohormone 

sécrétée thyroxine (T4) en tri-iodothyronine (T3), la forme hormonale circulante et active dans 

les tissus (Bianco et al. 2002). DIO3, elle, est l’enzyme permettant de désactiver la T3 et la T4 

en 3,3’-diiodothyronine T2 et rT3 (T3 reverse), des formes non reconnues par les récepteurs 

nucléaires. De façon surprenante, si la perte de fonction des déiodinases est létale chez 

l’Homme, elle est tolérée chez la souris (Santesmasses, Mariotti, and Gladyshev 2019).  

La méthionine-R-Sulfoxyde Réductase 1 (MSRB1) est une sélénoprotéine contenant, en 

plus de l’atome de Se, un atome de zinc. Elle a initialement été identifiée à l'aide d'outils 
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bioinformatiques (Kryukov, Kryukov, and Gladyshev 1999, Lescure et al. 1999). MSRB1 peut 

protéger les protéines contre les dommages oxydatifs en catalysant la réduction de méthionines 

sulfoxyde en méthionines (Tsuji et al. 2021).  

La Sélénophosphate Synthétase 2 (SEPHS2) synthétise le monosélénophosphate requis 

pour la synthèse de la Sec à partir de sélénide (Se2-) et d'ATP (Veres et al. 1994). SEPHS2 est 

une sélénoprotéine cytosolique que l'on retrouve chez tous les procaryotes et eucaryotes.  

La sélénoprotéine P (SELENOP) est la seule sélénoprotéine à contenir plusieurs Sec. Elle 

est présente chez tous les métazoaires, mais sa teneur en Sec est très variable. Chez les vertébrés, 

le nombre de résidus varie de cinq chez le rat-taupe jusqu'à 37 chez le poisson sériole. La 

SELENOP humaine et murine contient 10 résidus Sec. C’est une protéine plasmatique 

synthétisée dans le foie (Carlson et al. 2004) qui assure le transport et la livraison du Se dans 

les tissus (Saito and Takahashi 2002). L’invalidation de la SELENOP entraîne une baisse du 

niveau de Se dans le cerveau, les testicules et le rein ainsi que des pathologies sévères 

(Kasaikina, Hatfield, and Gladyshev 2012).   

 

III. Les sélénoprotéines dans le cerveau 
 

Le Se est principalement distribué dans le cerveau sous la forme de SELENOP. La 

SELENOP circulante présente dans le sang et le liquide céphalo rachidien est absorbée par les 

cellules LRP8-positives (Burk and Hill 2015, Solovyev et al. 2021) au niveau de la barrière 

hémato encéphalique et du plexus choroïde, puis resynthétisée dans les astrocytes voisins et 

libérée pour alimenter les neurones LRP8-positifs en Se (Figure 18) (Sasuclark, Khadka, and 

Pitts 2019). Il est aussi possible que le Se pénètre dans le cerveau sous forme de sucre sélénié 

(Burk and Hill 2015) ou sous forme de sel de sélénite (en utilisant des transporteurs d’anions 

présents dans la barrière hémato-encéphalique (Campos-Bedolla et al. 2014), auquel cas il peut 

être neurotoxique (Vinceti et al. 2017). Les souris invalidées pour la SELENOP présentent de 

graves dysfonctionnements neurologiques lors du sevrage qui sont en grande partie évités avec 

un régime enrichi en Se (Hill et al. 2004). Le Se peut aussi être séquestré par la selenium 

Binding Protein 1 dans les astrocytes, ce qui régule négativement la production de la 

SELENOP. 
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Figure 18. Modèle hypothétique du transport du Se à travers la barrière hémato-

encéphalique et le plexus choroïde 

La SELENOP circulante présente dans le sang et le liquide céphalorachidien entre dans les 

cellules LRP8-positives au niveau des couches épithéliales et épendymaires, respectivement. 

Elle est resynthétisée dans les astrocytes voisins, et libérée pour alimenter en Se les neurones 

LRP8-positifs. Dans les astrocytes, la selenium binding protein 1 (SELENBP1) séquestre le Se 

et régule ainsi négativement la production de SELENOP. L'absorption du Se est aussi possible 

de façon SELENOP-indépendante (Solovyev et al. 2021). 

 

Dans le cerveau de rat, les niveaux de Se les plus élevés ont été détectés dans les régions 

anatomiques contenant le plus de matière grise, dans l'ordre  décroissant suivant: cervelet > 

cortex > bulbe rachidien (Prohaska and Ganther 1976). L'hippocampe, certaines couches du 

cervelet, le tronc cérébral et les ventricules sont les sites préférentiels d'approvisionnement en 

Se dans le cerveau de rats déficients en Se (Kuhbacher et al. 2009).  

Le cerveau est particulièrement dépendant du Se en raison de son taux élevé de 

consommation d'oxygène et de sa sensibilité accrue au stress oxydant (Steinbrenner and Sies 

2013). C’est pourquoi il est le dernier organe à subir la perte de Se en cas de déficience (Zhang 

et al. 2008, Pitts et al. 2014). Chez le rat, il a été montré que les niveaux de Se ne diminuent 
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que de 29 % dans l’ensemble des régions cérébrales analysées lors d’une déficience en Se contre 

plus de 98 % dans le foie et de 92 % dans les reins (Kuhbacher et al. 2009), un résultat en partie 

corroboré chez le poulet (Li, Li, et al. 2012). Dans le cerveau, le Se protège contre le stress 

oxydatif, le stress du RE et l'inflammation. Il est également prouvé que cet oligoélément 

favorise la neurotransmission en maintenant l'équilibre redox (Solovyev 2015). Un apport 

insuffisant en Se et une dérégulation des sélénoprotéines ont été associés à de multiples troubles 

cérébraux, notamment des maladies neurodégénératives (Pillai, Uyehara-Lock, and Bellinger 

2014, Solovyev 2015), ainsi qu’à des troubles du neurodéveloppement (Ajmone-Cat et al. 

2022). Le Se a été utilisé comme agent thérapeutique dans la maladie d’Alzheimer avec des 

résultats non concluants (Solovyev et al. 2018). Il a été utilisé en complément de thérapie chez 

la souris modèle de sclérose en plaque où il diminuerait l’inflammation (de Toledo et al. 2020). 

Une autre stratégie thérapeutique est de faciliter le transport du Se en utilisant un peptide cargo 

pour améliorer la synthèse de Gpx4 lors d’un processus de neurodégénérescence par ferroptose 

(Conrad and Proneth 2020) et d’accidents vasculaires cérébraux (Alim et al. 2019) chez la 

souris. 

Une fraction importante du Se (20 %) est incorporée dans le cerveau sous forme de Gpx 

(Prohaska and Ganther 1976). Mais la majorité des sélénoprotéines y sont exprimées (Figure 

19). Six membres de la famille des sélénoprotéines sont hautement enrichis dans le cerveau de 

souris, en particulier la SelP/SELENOP, GPx4, la sélénoprotéine K (SelK, SELENOK), la 

sélénoprotéine M (SelM, SELENOM), la sélénoprotéine W (SelW, SELENOW) et la 

sélénoprotéine F (Sep15/SELENOF) (Zhang et al. 2008). Chez l’Homme, les plus représentées 

sont la SELENOF, la SELENOW, Gpx4, la sélénoprotéine I (SELENOI), la SELENOO et la 

SELENOT. Certaines d’entre elles sont essentielles pour l’organisme comme GPx4, TrxR1, 

SELENOI et SELENOT (Schweizer et al. 2021).  
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Figure 19. Profil général du transcriptome lié au Se dans les cellules corticales 

A,B. heatmap détaillant l'expression des gènes des sélénoprotéines de la souris (A) et de l'homme 

(B) dans les cellules glutamatergiques, GABAergiques et non neuronales (Sasuclark, Khadka, 

and Pitts 2019). 

 

GPx4 a probablement été la plus étudiée de ces sélénoprotéines essentielles dans le 

cerveau. Cette enzyme antioxydante mitochondriale joue un rôle protecteur face au stress 

oxydant, ce qui a pour effet de limiter la neurodégénérescence et la ferroptose (Friedmann 

Angeli, Krysko, and Conrad 2019, Stockwell et al. 2017). Si l’invalidation du gène est létale 

chez la souris, l'inactivation conditionnelle de Gpx4 dans les neurones du cerveau antérieur 

après le développement entraîne un déclin cognitif et une neurodégénérescence de l'hippocampe 

(Hambright et al. 2017). Chez l’Homme, des nouveau-nés atteints de dysplasie 

spondylométaphysaire de type sédaghatien présentant des mutations non-sens inactivatrices du 

gène GPX4 ont été observés (Smith et al. 2014). Ils présentent une atrophie massive du cerveau 

et meurent généralement peu après la naissance en absence de GPX4, les fœtus humains 

progressent donc plus loin dans leur développement que les embryons de souris. L'ablation 

conditionnelle de TrxR1, dans les précurseurs neuronaux, entraîne une hypoplasie du cervelet, 

une ataxie et des tremblements chez la souris (Soerensen et al. 2008), tandis que son ablation 

spécifique dans les neurones entraîne une neurodégénérescence et un vieillissement (Schweizer 

et al. 2021), ce qui suggère un rôle vital dans les processus de migration via la glie de Bergmann 

ou de génération des cellules en grain (Soerensen et al. 2008). La SELENOI , dont l’invalidation 

est aussi létale au stade embryonnaire, est une enzyme impliquée dans la biosynthèse des 

A 

B 
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phospholipides importante pour la myélinisation (Horibata et al. 2018) (Gladyshev et al. 2016). 

C’est sans doute par le biais de la SELENOI que la carence en Se provoquée par l’absence de 

SELENOP, pourrait altérer la formation de la gaine de myéline dans le tronc cérébral (Valentine 

et al. 2005). La dernière sélénoprotéine dont il a été démontré qu'elle joue un rôle essentiel dans 

le cerveau est la SELENOT (Castex et al. 2016, Boukhzar et al. 2016).  

 

IV. La SELENOT 
 

A. Structure de la SELENOT  

 

La séquence de la SELENOT est composée de 195 aa chez l’homme et les rongeurs. Elle 

contient un peptide signal en position 1-19 et possède 6 hélices α et 4 brins β, avec un 

arrangement typique β1-α1-β2-α2-α3-α4-α5-β3-β4-α6 (Dikiy et al. 2007, Moustafa and Antar 

2012, Anouar et al. 2018). Chez la plupart des espèces, le motif redox N-terminal CVSU/C est 

situé dans une boucle localisée entre le brin β1 et l'hélice α1, formant ainsi un domaine 

caractéristique des « thioredoxin fold proteins » (Figure 20). Comme pour d’autres protéines de 

ce groupe telles que les thiorédoxines, les glutarédoxines et les PDI, le centre redox confère à 

la SELENOT une activité sélénosulfure/disulfure oxydoréductase qui a été démontrée 

expérimentalement dans un système acellulaire utilisant une SELENOT recombinante 

présentant une mutation Sec/Cys (Boukhzar et al. 2016). La SELENOT contient également 

deux domaines hydrophobes en position 87-102 et 125-143 qui recouvrent 4 hélices α et qui 

suggèrent une localisation transmembranaire (Grumolato et al. 2008, Dikiy et al. 2007, 

Shchedrina et al. 2010). La SELENOT présente aussi une séquence conservée tGxFEI (résidus 

conservés en majuscules) à son extrémité C-terminale, également présente dans la Rdx12, la 

SELENOW, la sélénoprotéine V (SELENOV) (toutes trois cytosoliques) et la sélénoprotéine H 

(SELENOH) (nucléaire), chez les mammifères (Dikiy et al. 2007). Ce motif, ainsi que le 

domaine thioredoxin fold et la présence d’un site oxydoréductase ont permis d’établir la 

signature génétique d'une sous-famille de sélénoprotéines apparentées aux thiorédoxines, 

désignées par le terme de rédoxines (Rdx). Dans cette famille, la SELENOT est le seul membre 

localisé au niveau du RE ce qui pose la question de rôle de ces motifs dans les différents 

compartiments cellulaires. 
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Figure 20. Structure secondaire et organisation spatiale de la SELENOT chez le rat 

Les hélices α et brins β sont indiqués, ainsi que le centre redox CVSU et la signature TGAFEI 

conservée parmi les membres de la famille des rédoxines. SP, peptide signal (Pothion et al. 

2020b).  

 

B. Histoire évolutive de la SELENOT 

 

La SELENOT est la sélénoprotéine la plus conservée des 25 protéines composant cette 

famille chez l’Homme. Des protéines orthologues contenant un résidu Cys ou Sec ont été 

identifiées chez de nombreux eucaryotes y compris les plantes, les métazoaires, certains 

protistes (comme les ciliés) mais pas chez la levure ni les bactéries chez qui il n’y a 

apparemment pas d’homologues. La substitution de la Sec par la Cys dans la SELENOT est 

présente chez C. elegans (dans les deux isoformes) et chez plusieurs insectes et plantes 

terrestres (Pothion et al. 2020a, Lobanov et al. 2006, Moustafa and Antar 2012). 

L'analyse phylogénétique montre que chez des espèces éloignées (comme les 

arthropodes ou les archaeplastides), le variant Sec de la SELENOT est retrouvé plutôt que la 

variant Cys, qui lui est présent chez des espèces plus proches (comme Arabidopsis et 

Drosophila). L’introduction de la Sec dans les sélénoprotéines ne serait donc pas une acquisition 

récente liée à l’évolution.  

La famille des gènes codant la SELENOT a été fortement façonnée au cours de 

l'évolution (Figure 21). La majorité des espèces ne possède qu’un seul gène selenot, à quelques 

exceptions près, par exemple les nématodes (deux gènes chez C. elegans, trois chez C. brenneri) 

et les téléostéens (trois gènes chez le poisson rouge et le poisson zèbre). Tous ces gènes 

appartiennent à un même paralogon, c’est-à-dire à un ensemble de régions chromosomiques 

paralogues générées à partir d’une région ancestrale commune, au cours des deux événements 

de duplication du génome entier (2R) au début de l'histoire des vertébrés. Les approches 

phylogénétiques montrent que trois gènes selenot générés par la duplication 2R étaient présents 

chez l'ancêtre vertébré commun. Deux d’entre eux (selt1 et selt2) seraient toujours présents 
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chez les poissons osseux, un seul (selt1/selenot) chez les tétrapodes. Chez l’Homme, le gène 

selenot est situé sur le chromosome 3, et deux pseudogènes, selenotp1 et selenotp2, sont aussi 

présents respectivement sur les chromosomes 9 et 5 (Moustafa and Antar 2012). Les deux 

copies de selt1, selt1a et selt1b, présentes chez le poisson zèbre et le poisson rouge, seraient 

quant à elles apparues au cours d’un troisième évènement de duplication du génome (3R) propre 

aux poissons téléostéens (Pothion et al. 2020b). 

 

Figure 21. Histoire évolutive de la SELENOT 

Le répertoire de gènes présents chez le prédécesseur des vertébrés est présenté dans le panneau 

supérieur. Le schéma indique ensuite quels orthologues ont été conservés chez l’ancêtre des 

vertébrés, après deux cycles de doublement global du génome des vertébrés (1R et 2R). Les 

quatre derniers panneaux montrent le répertoire génétique présent chez l'Homme, le poulet, le 

lépisosté tacheté et le poisson zèbre. Les croix indiquent une perte de gène ou un gène non 

identifié. Chaque paralogon est présenté dans une couleur distincte. F désigne l'un des 
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chromosomes du prédécesseur des vertébrés avant 1R et 2R. F0-F4 correspondent aux 

différents chromosomes fils de F suivant 1R et 2R. 3R, doublement du génome spécifique des 

poissons téléostéens. La synthèse a été réalisée en utilisant le logiciel Genomicus ; SelT, 

SELENOT, sélénoprotéine T (Pothion et al. 2020b). On observe une perte de selt2 et 3 chez 

l’Homme et le poulet ainsi que la perte de selt3 chez le poisson zèbre et le lépisostée tacheté.  

 

Les méthodes de reconstruction phylogénétique ont également montré que la SELENOT, 

variants Sec et Cys confondus, est la sélénoprotéine la plus conservée chez les vertébrés (Figure 

22). Par exemple, l'identité en acides aminés entre deux espèces aussi éloignées que l’Homme 

et le poulet est de 95 %. Certains ont également souligné une identité exceptionnellement forte 

au niveau nucléotidique (Moustafa and Antar 2012, Dikiy et al. 2007, Mariotti et al. 2012). Un 

tel niveau de conservation traduit l’existence de fortes contraintes fonctionnelles ayant exercé 

une pression très sélective sur les séquences. L’importance fonctionnelle de la SELENOT a été 

établie par ailleurs lors d’études d’invalidation génique montrant que des souris transgéniques 

totalement dépourvues de SELENOT ne sont pas viables in utero (Castex et al. 2016, Boukhzar 

et al. 2016). De plus, des travaux comparant la tolérance à la perte de fonction entre l’Homme 

et la souris montrent que la SELENOT et TrxR1 seraient les deux seules sélénoprotéines à être 

indispensables chez l’Homme et la souris (Santesmasses, Mariotti, and Gladyshev 2020b). En 

revanche, la délétion des deux gènes selenot chez C. elegans est viable (Romanelli-Cedrez et 

al. 2017). La disponibilité en Se affecte modérément l’expression de la SELENOT, ce qui 

suggère qu’elle tient un rôle important pour l’organisme (Sunde and Raines 2011). De plus, une 

déplétion en SELENOP, qui distribue le Se dans l’organisme, a un impact modéré sur 

l'expression de la SELENOT, excepté dans les testicules (Touat-Hamici et al. 2014). Ces 

données montrent que dans la hiérarchie de la production des sélénoprotéines, la SELENOT 

figure parmi les sélénoprotéines à priorité la plus élevée, dont l’expression ne peut pas 

descendre en dessous d'un seuil critique. 
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Figure 22. Arbre phylogénétique de la SELENOT basé sur la méthode du Maximum de 

Vraisemblance 

Les séquences protéiques de 41 espèces représentatives d'eucaryotes ont été alignées avec 

MUSCLE et l’arbre phylogénétique a été produit avec Seaview en utilisant l’algorithme 

PhyML. Les nombres indiquent l’homologie de séquence entre les deux embranchements et la 

longueur des branches est proportionnelle à la divergence (Pothion et al. 2020b). 

 

C. Profil d’expression spatiotemporelle 

 

1. Au cours du développement 

 

L’expression de la SELENOT a été étudiée chez le rat, le poisson rouge, le poulet et 

C. elegans. Elle est élevée au cours du développement dans l’ensemble de l’organisme, que ce 

soit chez le rat ou le nématode (isoforme SelT-1.1). Chez ce dernier, ainsi que chez le poulet, 

elle persiste jusqu’à l’âge adulte contrairement au rat chez qui l’expression commence à 

décliner à partir de la naissance (Romanelli-Cedrez et al. 2017, Grumolato et al. 2008, Tanguy 

et al. 2011). Chez le rat au jour embryonnaire 14, elle est exprimée (protéines et transcrits) dans 

le cerveau, le thymus, le foie, le rein, le testicule et à moindre échelle dans le tractus gastro 
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intestinal (Tanguy et al. 2011, Grumolato et al. 2008). Son expression est aussi élevée dans le 

cœur pendant le développement. Le marquage avec les cardiomyocytes devient ensuite résiduel 

chez le nouveau-né pour finalement disparaitre chez l’adulte (Rocca et al. 2018).  

Au cours de l’ontogenèse du système nerveux central, son expression est abondante dans les 

progéniteurs neuraux des zones sous-ventriculaire et intermédiaire de la plaque corticale, et 

dans les neurones de la couche germinative externe du cortex cérébelleux (Tanguy et al. 2011). 

Dans le néocortex de rat, son expression décline après la naissance, elle est résiduelle 14 jours 

après la naissance et disparait chez l’adulte. Chez C. elegans l’isoforme SelT-1.1 est exprimée 

au niveau du RE dans le système nerveux, ainsi que dans les cellules épithéliales 

hypodermiques, de l’arcade, pharyngées, vulvaires et rectales de l’épithélium et les cellules 

musculaires somatiques de la tête, du cou, de la paroi corporelle et des muscles pharyngés non 

striés. L’isoforme Selt-1.2 est exprimée de façon plus restreinte dans le cytoplasme, le corps 

cellulaire, les dendrites et les axones des neurones AWB impliqués dans l’olfaction. Chez le 

poisson rouge, trois paralogues de la SELENOT ont été découverts, nommés gfSelT1a, 

gfSelT1b et gfSelT2. Les transcrits SELENOT ont pu être détectés dans tous les tissus et 

organes testés, comprenant, la moelle épinière, le diencéphale, le cervelet, le télencéphale, le 

bulbe rachidien, l'hypothalamus, la graisse, les muscles, la peau, les branchies, le foie, les reins, 

le cœur, la rate, l'intestin antérieur, moyen et postérieur, et le testicule, avec une plus grande 

abondance d'ARNm de gfSelT1a et gfSelT2, par rapport à gfSelT1b (Chen et al. 2017). 

 

2. Stade adulte 

 

Chez les rongeurs, l’expression de la SELENOT (protéines et transcrits) persiste chez l’adulte 

dans des organes comme l’hypophyse, le pancréas, le testicule, la thyroïde, le cerveau, le 

thymus et le rein alors qu’elle disparaît dans le foie, le cœur, le muscle, la surrénale et le tractus 

gastro intestinal (Tanguy et al. 2011, Prevost et al. 2013, Dikiy et al. 2007). Dans le cerveau, 

les transcrits SELENOT sont détectés par hybridation in situ dans de nombreuses régions 

comprenant la couche glomérulaire du bulbe olfactif, le cortex piriforme, le noyau 

supraoptique, l'hippocampe (couche CA3), le gyrus denté, l'habenula, le cervelet, au sein des 

couches des cellules granulaires et de Purkinje, et autour du quatrième ventricule. De même, 

l'ARNm de la SELENOT est abondant dans l'hypothalamus au sein du noyau paraventriculaire, 

dans la zone ventrale du pons et dans la médulla. Une colocalisation des ARNm de la 

SELENOT et de la tyrosine hydroxylase a été mise en évidence dans plusieurs noyaux 

catécholaminergiques (Godefroy et al. 2022). Dans l’hypophyse de rat, la SELENOT est 
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présente dans les populations cellulaires du lobe antérieur où elle colocalise avec l’hormone de 

croissance, la prolactine, la thyréotrophine, la corticotrophine et l’hormone folliculo-stimulante 

(Hamieh et al. 2017), tandis que dans les testicules, elle est retrouvée uniquement dans les 

cellules germinales et les cellules de Leydig. Dans le pancréas endocrine de souris, la 

SELENOT est majoritairement produite dans les cellules qui produisent l’insuline (cellules β) 

et la somatostatine (cellules δ) tandis qu’elle est indétectable dans les cellules qui produisent le 

glucagon (cellules α) et dans le pancréas exocrine (Prevost et al. 2013). La SELENOT est aussi 

exprimée dans un certain nombre de lignées cellulaires d’origine endocrine telles que les 

cellules corticotropes AtT20 et les cellules neuroendocrines catécholaminergiques PC12 et 

SY5Y dérivées d’un phéochromocytome et d’un neuroblastome, respectivement. En résumé, la 

SELENOT est bien exprimée dans les tissus endocrines et neuroendocrines (Figure 23) (Abid 

et al. 2019, Grumolato et al. 2008, Tanguy et al. 2011, Prevost et al. 2013).  

Figure 23. Expression des transcrits SELENOT dans les tissus de rat pendant 

l'embryogenèse et chez l'adulte 

A. Section parasagittale d'un embryon E21 hybridé avec une sonde antisens SELENOT. 1, 

neuroépithélium cortical ; 2, télencéphale basal ; 3, ectoturbine ; 4, poumon ; 5, foie ; 6, 

langue  ; 7, thymus ; 8, hippocampe ; 9, cervelet ; 10, mésencéphale ; 11, neuroépithélium du 

bulbe olfactif ; 12, endoturbine ; 13, organe voméronasal ; 14, glande salivaire ; 15, glande 

surrénale ; 16, rein ; 17, boucles intestinales ; et 18, testicule (Grumolato et al. 2008). 

 

D. Localisation subcellulaire  

 

Des études de microscopie électronique, d’immunofluorescence et de fractionnement 

cellulaire menées chez des plantes (Arabidopsis thaliana) (Nikolovski et al. 2012), des 

invertébrés (C. elegans) (Romanelli-Cedrez et al. 2017) ou des vertébrés (rat, souris, poisson 

rouge) (Mazza et al. 2019, Grumolato et al. 2008, Hamieh et al. 2017) montrent que la 
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SELENOT est localisée dans le RE. Toutefois, cette localisation n’est exacte que pour une des 

deux formes de la SELENOT chez C. elegans puisque SelT1.2 est présente dans le cytoplasme. 

Chez les mammifères, la SELENOT colocalise avec plusieurs protéines du RE comme la 

protéine BiP et KCP2 (Hamieh et al. 2017, Grumolato et al. 2008, Prevost et al. 2013, Roboti 

and High 2012b, Tanguy et al. 2011). Le peptide signal à l'extrémité N-terminale n’est pas 

nécessaire à l’adressage de la SELENOT dans le RE (Grumolato et al. 2008, Dikiy et al. 2007), 

ce qui suggère que d'autres séquences sont nécessaires pour le ciblage de la SELENOT vers le 

RE. Certaines protéines membranaires peuvent être adressées au RE par leurs domaines 

transmembranaires (Blobel 1980, Allen et al. 2019). La SELENOT possède deux régions riches 

en acides aminés hydrophobes aux positions 87-102 et 125-144, qui pourraient permettre son 

adressage à la membrane du RE (Grumolato et al. 2008, Dikiy et al. 2007, Moustafa and Antar 

2012). Des études de modélisation et de mutagenèse dirigée suggèrent que le premier segment 

hydrophobe contient une hélice amphipathique qui pourrait former des contacts étendus avec 

la bicouche lipidique et permettrait l’insertion monotopique de la SELENOT à la membrane du 

RE (Grumolato et al. 2008, Liu and Rozovsky 2015). Enfin, la SELENOT ne présente pas le 

tétrapeptide KDEL nécessaire à sa rétention dans le RE. Toutefois elle n’a été décrite qu’une 

seule fois dans l'appareil de Golgi (Dikiy et al. 2007) et n’a jamais été identifiée dans les 

granules de sécrétion par microscopie électronique (Hamieh et al. 2017). 

L'ensemble de ces observations indique que la SELENOT est un membre atypique de la 

famille des Rdx, le seul à être localisé à la membrane du RE. D'autres localisations de la 

SELENOT ont également été suggérées mais restent à caractériser plus précisément, 

notamment dans l'appareil de Golgi ou le cytoplasme. 

 

E. Fonctions de la SELENOT 

 

1.  Étude in vivo 

 

Divers modèles d’animaux transgéniques ont été produits pour étudier le rôle de la 

SELENOT. L’invalidation des deux gènes SelT1.1 et Selt1.2 chez C. elegans est viable bien 

que la viabilité du mutant SelT1.1 soit compromise face à un stress oxydant (Romanelli-Cedrez 

et al. 2017). Ce gène serait impliqué dans les interactions hôtes-pathogènes. Chez la souris, 

deux modèles d’invalidation globale du gène selenot ont été produits.  Le premier consiste en 

la délétion des exons deux et trois du gène selenot par la méthode Cre-LoxP qui élimine le 

centre redox (entre autres). Ce modèle n’est pas viable in utero (Boukhzar et al. 2016). Plus 

récemment, un modèle de souris KO pour la SELENOT viable a été produit en utilisant la 
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méthode CRISPR-Cas9 pour déléter 41 paires de bases dans l’exon 2 du gène selenot. 

Contrairement au premier modèle, cette délétion conserve le centre redox (Li et al. 2021). Ces 

sourisSELENOT-/- présentent une taille réduite, une infertilité, une baisse de la glycémie (à jeun ou 

non) et des taux d'insuline sérique, en accord avec les travaux de Prevost et collaborateurs 

(Prevost et al. 2013), ainsi qu'une amélioration du profil lipidique sanguin.  

 Des modèles murins d’invalidation conditionnelle de la SELENOT ont également été 

produits pour étudier plus spécifiquement le rôle de la SELENOT dans le cerveau et le pancréas. 

Dans le modèle Nes-Cre/SELENOTflox/flox la SELENOT a été spécifiquement invalidée dans 

les progéniteurs neuraux exprimant la nestine (une protéine de filament intermédiaire) à 

l’origine des lignées neuronales et astrocytaires. Au septième jour postnatal, ces souris 

présentent un volume réduit de différentes structures cérébrales, dont l'hippocampe, le cervelet 

et le cortex cérébral. Ce phénotype est associé à une perte de neurones immatures par apoptose 

et de niveaux élevés de ROS dans les neuroblastes. Il n’y a pas d’impact notable au niveau des 

cellules gliales. À la deuxième semaine postnatale, une augmentation de la neurogenèse est 

observée dans le cervelet suggérant l'apparition de mécanismes compensatoires. Néanmoins, 

ces souris mutantes présentent un comportement hyperactif. Ainsi, malgré une apparente 

compensation morphologique, la déficience en SELENOT entraîne un dysfonctionnement 

cérébral à l'âge adulte (Castex et al. 2016).  

L’expression de la SELENOT est stimulée dans les neurones et les astrocytes activés dans 

le modèle murin de la maladie de Parkinson induit par le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-

tétrahydropyridine (MPTP) (Boukhzar et al. 2016, Hamieh et al. 2017). Le MPTP comme la 

roténone provoquent des déficiences motrices plus rapides et sévères chez les souris Nes-

Cre/SELENOTflox/flox comparées aux souris sauvages. On constate la mort des souris Nes-

Cre/SELENOTflox/flox dès 2 h après l’injection de MPTP contre 20 % seulement des souris 

sauvages. La déficience motrice est associée à un stress oxydatif, une neurodégénérescence 

accrue des neurones dopaminergiques de la substance noire, ainsi qu'à une diminution de la 

tyrosine hydroxylase, un marqueur des neurones catécholaminergiques (CA). (Boukhzar et al. 

2016). Une étude récente rapportant la cartographie 3D par la méthode iDISCO+ des neurones 

CA montre la réduction globale de leur nombre dans l’area postrema (AP-A2), les cellules 

A11, la zona incerta (ZI-A13) et dans l’hypothalamus de souris mutantes femelles (Godefroy 

et al. 2022). L’expression de la SELENOT est aussi induite dans certaines situations 

physiopathologiques comme l’hypoxie cérébrale (Ikematsu et al. 2007), ou encore pendant la 

régénération hépatique, après une hépatectomie partielle chez le rat (Tanguy et al. 2011), et au 

cours d’un épisode d’ischémie-reperfusion dans le myocarde (Rocca et al. 2018).  
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Un second modèle d’invalidation conditionnelle de la SELENOT dans les cellules β 

pancréatiques (Ins-Cre/SELENOTflox/flox) a été généré en croisant des souris SELENOTflox/flox 

avec des souris exprimant la recombinase sous contrôle du promoteur de l’insuline (Prevost et 

al. 2013).  Les souris Ins-Cre/SELENOTflox/flox présentent une tolérance au glucose altérée. Bien 

que la sensibilité à l'insuline ne soit pas modifiée chez les souris mutantes, le rapport entre le 

glucose et l'insuline est significativement plus élevé chez les souris Ins-Cre/SELENOTflox/flox 

par rapport à leurs homologues sauvages, suggérant un déficit de production/sécrétion 

d'insuline. L'analyse morphométrique a montré que les îlot des souris Ins-Cre/SELENOTflox/flox 

sont plus petits et que leur nombre est significativement plus élevé par rapport aux îlots de 

souris sauvages (Prevost et al. 2013).  

Une étude menée chez le poisson rouge a mis en évidence une corrélation entre l’expression 

des trois gènes selenot et la prise alimentaire, le stress oxydant, le choc thermique et l’exposition 

au cadmium (Chen et al. 2017). L’activité de la SELENOT est donc susceptible d'être requise 

pour diverses fonctions physiologiques. 

Enfin, chez C. Elegans, la SELENOT est nécessaire à la nociception et les mutants Selt1.1 

exposé à la rotenone ne sont pas viables contrairement aux mutants Selt1.2 (Romanelli-Cedrez 

et al., 2017).  

 

2.  Étude in vitro 

 

L’expression de la SELENOT est influencée par différents facteurs internes et externes. Une 

expérience de microarray a permis de mettre en évidence sa surexpression lors de la 

différenciation neuroendocrine, dans un modèle de cellules chromaffines PC12 différenciées 

par le peptide neurotrophique Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP) 

(Grumolato et al. 2008, Grumolato et al. 2003, Abid et al. 2019). Le PACAP et l'AMPc 

induisent une augmentation rapide et durable de l'expression de la SELENOT dans les cellules 

PC12, de manière Ca2+-dépendante. Par ailleurs, la surexpression de la SELENOT dans ces 

cellules provoque une augmentation de la concentration calcique intracellulaire dépendante du 

résidu Sec. Dans ce modèle, l’absence de SELENOT inhibe l’effet du PACAP sur l’extension 

des neurites (Abid et al. 2019), les flux calciques et la sécrétion endocrine (Grumolato et al. 

2008).  L’expression de la SELENOT stimulée par le PACAP fait intervenir deux voies de 

signalisation. La voie AMPc/PKA (Abid et al. 2019, Grumolato et al. 2008), qui est une voie 

de signalisation neurotrophique connue pour spécifier la conversion des précurseurs sympatho-

surrénaliens vers différents phénotypes cellulaires en favorisant leur survie et leur 
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différenciation et la voie AMPK/PGC1α/NRF-1, qui est la voie canonique de stimulation de la 

mitochondriogénèse. De cette manière, le PACAP pourrait stimuler la fonction mitochondriale 

et limiter la production de ROS qui en résulte en stimulant la transcription du gène selenot et la 

réponse antioxydante au cours de la différenciation neuroendocrine (Figure 24). La SELENOT 

est de fait stimulée par le stress oxydant induit par un traitement à l’eau oxygénée (H2O2) dans 

les cellules PC12, ou par un traitement au MPTP dans une lignée de neurones SH-SY5Y, ce qui 

concourt à augmenter la survie cellulaire des neurones et des cellules catécholaminergiques 

exposées à ce type de stress (Abid et al. 2019, Castex et al. 2016, Hamieh et al. 2017, Boukhzar 

et al. 2016). La mutation Sec/Ser au niveau du centre redox Cys-Val-Ser-Sec de la SELENOT 

abolit cet effet protecteur.    

Toujours en lien avec le stress oxydant, la SELENOT est induite par des traitements qui 

perturbent l’homéostasie du RE et augmentent les niveaux de ROS. Par exemple, un traitement 

à la tunicamycine, un inhibiteur de l’UDP-HexNAc pyrophosphorylase qui catalyse le transfert 

de GlcNAc sur le Dol-P, au cours de la N-glycosylation, entraîne une élévation des niveaux de 

SELENOT (Hamieh et al. 2017). On obtient des résultats similaires avec la thapsigargine, un 

inhibiteur de la pompe SERCA empêchant la reconstitution des stocks de Ca2+ du RE. A 

l’inverse, l’inhibition de l’expression de la SELENOT par des shRNA dans des cellules 

corticotropes induit un stress du RE qui se traduit par une dilatation de cet organite et 

l’activation des trois voies de la réponse UPR (IRE1, PERK, ATF6). L’expression de la 

chaperonne BiP, le signal d’activation de cette réponse, est augmentée ainsi que celle de CHOP, 

un effecteur final de la forme courte du facteur de transcription Xbp1s, produit par épissage 

alternatif. Dans ce modèle une baisse d’activité d’ERAD est également observée (Hamieh et al, 

2017). Enfin, en absence de SELENOT dans des fibroblastes murins, un défaut d’adhésion 

cellulaire est observé ainsi que la surexpression d’autres oxydoréductases comme la superoxyde 

dismutase1 ou la SELENOW et Dio2, montrant indirectement un rôle antioxydant (sengupta 

2009). 
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Figure 24. Cascade de signalisation LKB1/AMPK/PGC-1α/NRF-1 au cours de la 

différenciation neuroendocrine des cellules PC12 induite par le PACAP 

L'élévation de l'AMPc suite à l'activation du récepteur PAC1 conduit à l'activation d'au moins 

trois senseurs de l'AMPc (PKA, Epac, et Rapgef2). Le système PACAP/PAC1 active aussi les 

cascades de phosphorylation impliquant LKB1, AMPK, PGC-1α et NRF-1 comme effecteur en 

aval. PGC-1α, en association avec NRF-1, orchestre la stimulation transcriptionnelle des gènes 

mitochondriaux, ce qui conduit à une augmentation de la biomasse mitochondriale, et une 

hausse de la production de ROS toxiques. D’autre part, le complexe PGC-1α/NRF-1 active 

également la transcription du gène selenot qui joue un rôle dans la réponse antioxydante et 

dans la cytoprotection. Grâce à ce mécanisme, les cellules PC12 peuvent négocier les 

changements métaboliques provoqués par le PACAP au cours de la différenciation neuronale 

(Abid et al. 2019). 

 

3.  Partenaires de la SELENOT 

 

Un crible en double hybride réalisé chez la levure a permis de mettre en évidence 

quelques partenaires potentiels de la SELENOT. L’un d’eux, KCP2, au score élevé, est une 

protéine du complexe OST-A. L’association physique avec la SELENOT a été validée par 

immunoprécipitation, de même que l’interaction de la SELENOT avec d’autres membres de ce 

complexe tels que STT3A et OST48. Par contre, aucune interaction avec STT3B n’a été mise 

en évidence. L’interaction avec le translocon a aussi été envisagée, mais elle n’a pu être établie 

(Hamieh et al. 2017).  
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La proopiomélanocortine (POMC) est une protéine intéressante pour étudier les 

problèmes de maturation post-traductionnelle car elle possède 2 sites de N-glycosylation, dont 

l’un est situé à proximité d’un pont disulfure (Figure 25). C’est un précurseur polypeptidique 

dont le clivage par des enzymes de la famille des prohormone convertases permet de générer 

plusieurs peptides/hormones essentiels pour l’organisme. Dans les cellules corticotropes, la 

POMC est clivée en hormone corticotrope ou ACTH. L’ACTH sécrétée dans la circulation est 

un maillon essentiel de l’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien impliqué dans la 

réponse au stress. Lorsque les niveaux de SELENOT sont abaissés à l’aide de shRNA ou par la 

méthode CRISPR Cas9 dans des cellules corticotropes (AtT20), on observe par western blot 

une disparition des formes mono et di-glycosylées de la POMC et une augmentation de la forme 

non glycosylée (Figure 26). Ce défaut de N-glycosylation est associé à une inhibition de la 

sécrétion d’ACTH, en conditions basales et en réponse à une stimulation par le corticotropin-

releasing factor (CRF) (Hamieh et al. 2017). 

Figure 25. Représentation schématique de la structure de la POMC 

Les emplacements des ponts disulfure, des sites de N-glycosylation et des sites de clivage par 

la prohormone convertase 1 (PC1) sont indiqués. SP, signal peptide (Hamieh et al. 2017).  

Figure 26. La délétion de la SELENOT altère la N-glycosylation de la POMC 

L’invalidation de la SELENOT par CRISPR Cas9 entraîne une diminution des formes mono et 

diglycosylées de la POMC (Flag POMC-gly1 et 2) dans des cellules corticotropes. Les valeurs 

indiquent le niveau de glycosylation de la POMC, en pourcentage du contrôle (Hamieh et al. 

2017).  
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L’obésité  

 

I. Généralités 

 

L’obésité se définit par un Indice de Masse Corporelle (poids en kg divisé par la taille 

en m au carré) supérieur à 30. L’obésité est due à un déséquilibre énergétique entre les calories 

consommées et dépensées. Depuis les années 1990, l’obésité est qualifiée d’épidémie mondiale. 

En 1997, l'Organisation mondiale de la santé (OMS) a déclaré que l'obésité était un problème 

de santé mondial majeur, au même titre que la dénutrition et le changement climatique, la triade 

étant appelée « la Syndémie mondiale ». Il est estimé actuellement que plus de 603 millions de 

personnes dans le monde souffrent d’obésité. En 2015, environ 4 millions de personnes en sont 

mortes, les 2/3 de ces décès étant liés à des problèmes cardiovasculaires (Afshin, Reitsma, and 

Murray 2017). 39 % de la population adulte mondiale était en surpoids en 2016 d’après l’OMS 

(World Health Organization Obesity and Overweight Fact Sheet. 2016). Hruby et collaborateur 

(Hruby and Hu 2015) expliquent clairement que cette maladie est complexe et multifactorielle. 

Elle dépend de facteurs : 

•  Individuels : un apport énergétique supérieur aux besoins, le choix d’aliments riches en 

calories et pauvres en nutriments (typiquement les boissons sucrées), des expositions pré- 

et/ou périnatale à ce type d’aliments, une faible activité physique, la sédentarité, trop peu 

ou trop de sommeil, une part génétique. On peut mentionner aussi certaines maladies 

(comme la maladie de Cushing), l’état psychologique (par exemple dépression ou stress), 

des médicaments spécifiques (les stéroïdes par exemple).  

• Socio-économiques : faible niveau d'instruction et pauvreté.  

• Environnementaux : le manque d'accès aux ressources d'activité physique, l’existence de 

déserts alimentaires (c'est-à-dire de zones géographiques sans accès facile à des aliments 

sains, tels que des produits frais), l’exposition à des virus et à des substances 

« Obésogènes » (par exemple, les produits chimiques perturbateurs endocriniens), 

l’influence du microbiote et les liens sociaux avec des personnes obèses.  

 De nombreuses mesures de prévention et un nombre croissant d’études alertent sur les 

liens entre obésité et réchauffement climatique (Figure 27).  
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Figure 27.Modèle conceptuel liant l’épidémie d’obésité et le changement climatique 

Dans ce modèle, les combustibles fossiles, la croissance démographique et l'industrialisation 

entraînent l'utilisation des sols et l'urbanisation, le transport motorisé et la productivité 

agricole et, par conséquent, influencent d’une part le réchauffement climatique par l'émission 

excessive de gaz à effet de serre et d’autre part l'épidémie d'obésité par la simplicité d’accès à 

l’alimentation et l'inactivité physique. Le réchauffement climatique influe également 

directement sur l'obésité par l’augmentation des prix des aliments et en diminuant la 

thermogenèse, et donc la dépense énergétique. L'épidémie d'obésité influence le réchauffement 

climatique via une consommation d'énergie plus élevée (An, Ji, and Zhang 2018). 

 

II. Le contrôle central de la prise alimentaire 
 

A. Le noyau arqué  

 

Le noyau arqué de l'hypothalamus (NA) est l'une des régions cérébrales les mieux 

caractérisées, car elle est liée au contrôle du comportement alimentaire (Sohn 2015). 

Hetherington et Ranson avaient mis en évidence, en 1942, le rôle anorexigène de 

l’hypothalamus ventro-median, puis l’hypothalamus médian a été décrit comme centre 

orexigène en 1952 (Anand and Brobeck 1952). Ce n’est que plus tard, dans les années 2000, 

que la régulation précise de la prise alimentaire via le NA a été élucidée. On sait aujourd’hui 

que deux populations neuronales distinctes orchestrent la prise alimentaire : les neurones 

anorexigènes à POMC/cocaine and amphetamine-regulated transcript (CART) et les neurones 

orexigènes à neuropeptide Y (NPY) et agouti-related peptide (AgRP). Ces neurones sont bien 

placés pour recevoir des informations des organes périphériques. En effet, la position du NA 

dans la partie ventro-médiane de l'hypothalamus permet un apport sanguin riche, en raison de 
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sa proximité avec l'éminence médiane. Cette zone renferme un réseau capillaire dénué de 

barrière hémato-encéphalique et donc perméable aux signaux périphériques satiétogènes 

comme l’insuline sécrétée par les cellules β-pancréatiques (Marks et al. 1992) et la leptine 

produite par le tissu adipeux blanc (Jang et al. 2000), ou orexigènes comme la ghréline, libérée 

par la muqueuse gastrique (Chen et al. 2015). Ainsi, les informations provenant des organes 

périphériques peuvent facilement accéder aux neurones POMC/CART et NPY/AgRP, qui 

reçoivent dans le même temps des informations de plusieurs parties du système nerveux central 

(SNC), en particulier du thalamus, du système limbique et des structures impliquées dans la 

mémoire, l’apprentissage et les émotions comme l’hippocampe, le striatum et l’amygdale (Farr, 

Li, and Mantzoros 2016) (Figure 28). 

Figure 28. Carte des connections entre l'hypothalamus et d'autres régions du système 

nerveux central impliquées dans le contrôle de la prise alimentaire 

Les différentes régions communiquent entre elles et avec l'hypothalamus pour contrôler 

l'apport énergétique. Il est important de noter que l'hypothalamus reçoit également des 

informations clés de la périphérie quant à la disponibilité en énergie. NAcc, nucleus 

accumbens; OFC, cortex orbitofrontal; SN, substantia nigra; VTA, ventral tegmental area 

(Farr, Li, and Mantzoros 2016). 

 

L'activité des neurones POMC/CART et NPY/AgRP est modulée par de multiples 

neurotransmetteurs et/ou hormones (Figure 29). Les afférences peuvent être inhibitrices, 

provenant de neurones à acide γ-aminobutyrique (GABA), donc GABAergiques, du noyau 
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dorso-médian et des populations voisines à NPY/AgRP, ou excitatrices, issues de neurones 

glutamatergiques/PACAP provenant de l’hypothalamus ventro-médian (Suyama and Yada 

2018). Les neurones POMC/CART sont par ailleurs activés par la sérotonine (5-HT) via des 

projections issues du noyau du raphé (Heisler et al. 2002), ce qui a pour conséquence 

d’augmenter la sécrétion d’α-MSH. Les effets anorexigènes de la sérotonine et de la leptine 

sont considérés comme étant au moins en partie médiés par l'excitation des neurones POMC et 

l’inhibition de l’activité des neurones NPY/AgRP (Williams et al. 2010, Hill et al. 2008, 

Cowley et al. 2001, van den Top et al. 2004). La ghréline a l’effet inverse. Pour exercer son 

effet orexigène, elle excite les neurones NPY/AgRP en potentialisant la sécrétion de GABA sur 

les neurones POMC/CART afin de les inhiber (Cowley et al. 2003, Yang et al. 2011, van den 

Pol et al. 2009). Les effets de l'insuline sur les neurones POMC/CART et les neurones 

NPY/AgRP doivent être clarifiés en raison de résultats expérimentaux non concordants obtenus 

par des groupes indépendants (Cowley et al. 2001, Al-Qassab et al. 2009, Qiu et al. 2014). 

 

 

Figure 29. Schéma représentant la régulation de l’équilibre énergétique au niveau du 

noyau arqué 

Le NPY et l’AgRP produits par les neurones du noyau arqué de l’hypothalamus stimulent la 

prise alimentaire, tandis que l’α-MSH issue du clivage de la POMC l’inhibe. L’activité de ces 
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deux populations neuronales est contrôlée par les hormones circulantes impliquées dans la 

régulation des comportements alimentaires. La leptine et l’insuline exercent leurs effets 

anorexigènes en freinant l’activité des neurones à NPY/AgRP et en stimulant les neurones à α-

MSH. La ghréline, libérée par l’estomac, stimule l’appétit en contrôlant positivement les 

neurones à NPY/AgRP. Le PYY3-36, qui est libéré par l’intestin en période post-prandiale, 

inhibe l’activité des neurones à NPY/AgRP en se liant au récepteur présynaptique Y2 (Y2R) du 

NPY. Les systèmes neuronaux producteurs de NPY/AgRP et d’α-MSH interagissent entre eux. 

Le NPY et le GABA (synthétisé par un tiers des neurones à NPY/AgRP) exercent un tonus 

inhibiteur sur les neurones à POMC. L’AgRP, qui agit comme un antagoniste naturel du 

récepteur des mélanocortines (MC4-R), bloque l’effet anorexigène de l’α-MSH. À l’inverse, 

l’α-MSH inhibe l’activité des neurones à NPY/AgRP et peut exercer un rétrocontrôle sur sa 

propre production via l’activation du récepteur MC3-R des mélanocortines. (Jegou et al. 2003). 

 

B. Les neurones à POMC 

 

L'effet anorexigène des neurones à POMC a été mis en évidence en 1999, suite à 

l’invalidation de la POMC par délétion de l’exon 3, entraînant un phénotype d’hyperphagie et 

d’obésité (Yaswen et al. 1999). L’invalidation du récepteur MC4R qui a pour ligand l’α-MSH, 

un des produits de clivage de la POMC dans ces neurones, entraîne une hyperphagie et une 

obésité chez la souris, démontrant par une autre approche l’effet satiétogène du système à 

mélanocortine central (Fan et al. 1997). Chez l’Homme, des mutations dans les gènes de la 

POMC (Dubern et al. 2008, Farooqi et al. 2006) et du MC4R (Farooqi et al. 2003) corroborent 

les résultats obtenus dans les modèles murins. Au contraire, la suppression des récepteurs de la 

leptine (LepR) spécifiquement dans les neurones à POMC n'augmente pas la prise alimentaire 

(Balthasar et al. 2004), de même que la suppression ou la réactivation des récepteurs à la 

sérotonine 5-HT2CR dans ces neurones, malgré le développement d’une résistance à l’insuline 

(Berglund et al. 2013). Certains mettent en avant l’hétérogénéité des neurones à POMC dans 

leur réponse à la leptine et à la sérotonine pour expliquer ces résultats. Au total, les formes 

génétiques familiales représentent 40-70 % des formes d’obésité (Loos and Yeo 2021). Il est 

désormais possible de mettre en évidence l’importance de ces neurones en les activant 

spécifiquement par des méthodes d’optogénétique ou de stimulation chimio-génétique. 

L’excitation de 800 neurones à AgRP entraîne ainsi une prise de nourriture dans les minutes 

suivant la stimulation, ce qui démontre clairement que ces neurones sont directement engagés 
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dans les circuits de la prise alimentaire dénommés « voie centrale des mélanocortines » (Figure 

30) (Aponte, Atasoy, and Sternson 2011, Zhan et al. 2013).  

Figure 30. Schéma de la voie centrale des mélanocortines 

Les neurones à POMC dans le noyau arqué de l'hypothalamus et le noyau du tractus solitaire 

du tronc cérébral sont tous deux adjacents aux organes circumventriculaires et reçoivent et 

intègrent respectivement des signaux de satiété provenant du tissu adipeux (leptine) et des 

afférences vagales (CCK). En bleu, noyaux contenant des neurones à POMC ; en magenta, 

organes circumventriculaires adjacents aux neurones à POMC ; en jaune, un petit échantillon 

de noyaux représentatifs contenant des neurones MC4R-positifs pouvant servir à intégrer les 

signaux de satiété ; flèches rouges, projections représentatives des neurones à POMC ; flèches 

bleues, projections représentatives des neurones à AgRP ; flèches en pointillées, projections 

secondaires reliant les neurones à POMC dans l'hypothalamus et le tronc cérébral avec des 

sites effecteurs communs ; AP, area postrema ; ARC, noyau arqué ; BST, noyau de lit de la 

stria terminalis ; CEA, noyau central de l'amygdale ; DMV, noyau moteur dorsal du nerf 

vague  ; LH, aire hypothalamique latérale ; LPB, noyau parabrachial latéral ; ME, éminence 

médiane ; NTS, noyau du tractus solitaire; PVN, noyau paraventriculaire de l'hypothalamus ; 

RET, noyau réticulaire (Cone 2005). 
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C. Les neurones à NPY 

 

Le neuropeptide Y présente un éventail très large de fonctions importantes pour 

l’organisme, mais il est surtout connu pour ses effets orexigènes médiés par les neurones à NPY 

hypothalamiques. Tout comme les neurones à POMC/CART, les neurones à NPY sont 

contrôlés par une variété de facteurs périphériques qui signalent l'état énergétique de 

l’organisme au cerveau. Parmi eux, on trouve la leptine, l’insuline, mais aussi le peptide YY, 

tous réduisant l’expression du NPY. À contrario, ces neurones sont sensibles à la ghréline qui 

stimule l’expression du NPY et la prise alimentaire (Riediger 2012). L’effet orexigène de ces 

neurones est médié par les récepteurs Y1 et Y5 du NPY exprimés par les neurones du noyau 

paraventriculaire de l’hypothalamus (Zhang, Bijker, and Herzog 2011). Les neurones à NPY 

contiennent aussi deux autres neurotransmetteurs, le GABA et l’AgRP (Hahn et al. 1998). Le 

premier rôle de ces neurones est d’inhiber l’activité des neurones à POMC/CART anorexigènes 

(Cone 2005) et d’induire la prise alimentaire en stimulant le noyau paraventriculaire (Marsh et 

al. 1998) (Figure 31). L’AgRP est un antagoniste de l’α-MSH qui bloque son action sur les 

récepteurs MC3R/MC4R du noyau paraventriculaire. Alors que l'AgRP provoque une 

augmentation lente mais prolongée de l'appétence, le NPY entraîne une augmentation aiguë et 

transitoire de la prise alimentaire (Semjonous et al. 2009, Tang-Christensen et al. 2004). Plus 

récemment, les approches optogénétiques ont permis d’approfondir les recherches sur les 

neurones à NPY et de confirmer des résultats établis antérieurement. Ainsi, lorsqu’une 

stimulation lumineuse active spécifiquement les neurones à NPY de souris nourries à satiété, 

celles-ci se remettent à manger voracement dans la minute qui suit. La quantité de nourriture 

consommée et la latence de la consommation de nourriture est corrélée avec le nombre de 

neurones exprimant le canal-rhodopsine-2 (Aponte, Atasoy, and Sternson 2011) 
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Figure 31. Schéma des voies de signalisation par lesquelles les neurones à NPY/AgRP 

contrôlent l'homéostasie énergétique 

A. (1) le NPY agit sur les récepteurs postsynaptiques Y1 situés sur les neurones à POMC/CART 

pour inhiber leur fonction ; (2) le NPY agit sur un ensemble différent de neurones post-

synaptiques exprimant les récepteurs Y1 et Y5, principalement dans le PVH, pour favoriser la 

prise alimentaire ; (3) le GABA co-libéré inhibe les neurones à POMC/CART et d'autres cibles 

en aval ; (4) l'AgRP coexprimé antagonise l'effet de l’ α -MSH libérée par les neurones à 

POMC/CART, au niveau des récepteurs postsynaptiques MC3/4R. B. Schéma illustrant le 

réseau de projections issues des neurones à NPY. BNST, noyau de lit de la strie terminale ; 

DMH, noyau hypothalamique dorsomédian ; LHA, aire hypothalamique latérale ; LS, noyau 

septal latéral ; AMP, aire préoptique médiane ; NTS, noyau du tractus solitaire ; PAG, gris 

périaqueducal ; PBN, noyau parabrachial ; PN, noyau paranigral ; PVT, noyau 

paraventriculaire du thalamus ; VTA, aire tegmentale ventrale (Zhang, Hernandez-Sanchez, 

and Herzog 2019). 

  

A 

B 
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III. Les causes d’un déséquilibre de la balance énergétique au niveau central 
 

A. L’inflammation 

 

Contrairement aux infections, aux lésions tissulaires et au stress qui peuvent déclencher une 

inflammation aigue en tant que mécanisme de défense, l'obésité se manifeste par un état 

inflammatoire chronique de faible intensité, appelé métainflammation (Hotamisligil 2006), 

dans les tissus périphériques ainsi que dans le système nerveux central (Lumeng and Saltiel 

2011). 

En effet un régime hyperlipidique, dit high fat diet (HFD), entraîne la production de 

radicaux libres et une sécrétion élevée d'adipokines et de TNF-α qui entretiennent 

l'inflammation chronique systémique (Maurizi et al. 2018). Au cours des dernières années, 

l'inflammation hypothalamique a été mise en cause dans le développement et la progression de 

l'obésité et de ses séquelles. Elle est devenue non seulement un facteur important d'altération 

de l'équilibre énergétique, mais également un facteur de causalité dans la résistance à l'insuline 

associée à l'obésité, via l’altération des fonctions neuronales (Jais and Bruning 2017). Un 

régime HFD provoque l'activation des cytokines et des voies inflammatoires dans 

l'hypothalamus (De Souza et al. 2005). Trois jours de HFD sont suffisants pour réduire la 

sensibilité à l'insuline dans l’hypothalamus chez les rongeurs (Clegg et al. 2011). Ces processus 

précèdent en général les événements inflammatoires qui surviennent dans les tissus 

périphériques, le foie en particulier (Prada et al. 2005). En effet, les acides gras saturés tels que 

le palmitate et le stéarate sont capables de traverser la barrière hémato-encéphalique (BHE) et 

de s'accumuler spécifiquement dans l'hypothalamus, où ils abolissent la signalisation 

anorexigène de l'insuline et de la leptine et déséquilibrent ainsi la balance énergétique. Ces 

acides gras activent aussi les mécanismes de l’inflammation via les récepteurs TLR4, dont 

l’absence améliore la signalisation de l’insuline dans un modèle de résistance à l’insuline 

induite par les acides gras (Posey et al. 2009). L’activation des TLR4 entraîne aussi une cascade 

de signalisation pro-inflammatoire mettant en jeu les MAP kinases reliées aux voies JNK et 

P38. À plus long terme, les cytokines comme le TNF-α maintiennent l’activation de JNK 

impliquée dans la résistance à la leptine et à l’insuline. Le régime HFD altère aussi la plasticité 

synaptique des neurones à POMC et NPY, particulièrement à POMC, puisqu’ils sont les 

principales cibles de l’apoptose induite par l’inflammation (Moraes et al. 2009). Les altérations 

de la BHE sont fondamentalement impliquées dans le développement de l'inflammation 

hypothalamique (Thaler et al. 2013). Un régime HFD administré sur le long terme diminue 
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l'expression des protéines de jonction serrée au niveau des cellules endothéliales du cerveau et 

augmente la microgliose (Freeman and Granholm 2012), permettant l’infiltration de leucocytes 

dans le cerveau (Varvel et al. 2012). Il est aussi connu qu’un régime HFD stimule la voie de 

l’inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit IKKB/NF-κB, ce qui réduit à son tour la 

transduction du signal de la leptine au niveau central (Posey et al. 2009). L’ensemble de ces 

processus inflammatoires crée un environnement oxydant dans l’hypothalamus. L'un des leviers 

pour limiter les risques de morbidité et de mortalité associés au surpoids et à l'obésité est 

l’exercice physique. Il entraîne une réduction des taux sériques de cytokines pro-inflammatoires 

(Woods et al. 2012) et augmente la sensibilité à la leptine et à l’insuline en stimulant la 

production des interleukines anti-inflammatoires IL-6 et IL-10 (Ropelle et al. 2010) (Figure 

32).  

Figure 32. Les acides gras insaturés et la pratique d’une activité sportive atténuent 

l'inflammation hypothalamique 

Diagramme récapitulatif montrant que l'obésité entraîne plusieurs comorbidités et que les 

acides gras insaturés et l'exercice physique présentent plusieurs effets bénéfiques contre 

l'inflammation, au niveau hypothalamique (Seong et al. 2019). 
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B. Le stress du RE  

 

Hormis l’inflammation, plusieurs autres hypothèses ont été proposées pour expliquer la 

résistance à la leptine. Il s’agit d’un défaut de transit de la leptine à travers la barrière 

hématoencéphalique pour atteindre le noyau arqué, d’une surexpression de molécules qui 

inhibent la voie de la leptine, ainsi qu’un stress du RE dans les neurones hypothalamiques. Il 

est à noter toutefois que le stress du RE est observé non seulement dans l’hypothalamus, mais 

aussi dans de nombreux tissus périphériques comme le foie et les tissus adipeux (Ozcan et al. 

2004). L'apport calorique et la dépense énergétique sont sous le contrôle du NPY et de l’α-

MSH, qui sont initialement synthétisés sous forme de précurseurs inactifs dans le RE rugueux. 

Le précurseur peut subir des modifications post-traductionnelles telles que la N-glycosylation 

et la O-glycosylation. La protéine est ensuite clivée par les prohormone convertases, dans les 

granules de sécrétion (Tooze and Tooze 1986). Il est à noter que la POMC peut aussi être 

stockée dans des granules de sécrétion immatures qui la libèrent par la voie de la sécrétion 

constitutive et non régulée. L’abondance, la variété et les rôles biologiques des neuropeptides 

hypothalamiques soulignent l'importance de la maturation correcte des prohormones et des 

neuropeptides dans la régulation de l'homéostasie énergétique, qui repose sur une machinerie 

de CQ bien orchestrée. Le stress du RE est déclenché au niveau hypothalamique par un 

déséquilibre entre le taux de protéines mal repliées et la capacité de repliement du RE. Il existe 

de nombreux évènements déclencheurs physiologiques ou pathologiques, notamment la 

privation de nutriments, le statut redox et la teneur en Ca2+ dans le RE (Kaufman 2002). Un 

stress du RE est décrit dans les deux principales populations de neurones du noyau arqué 

impliquées dans le contrôle de la prise alimentaire. Le jeûne chez la souris entraîne dans les 

neurones à NPY/AgRP une augmentation des transcrits codant XBP-1s, ATF4, ATF6, 

différentes chaperonnes et sous-unités de la machinerie ERAD, ce qui collectivement traduit 

l’activation de la voie UPR (Henry et al. 2015). Un effet semblable est rapporté dans les 

neurones à POMC/CART chez la souris à jeun (Williams et al. 2014). Un tel stress perturbe la 

maturation de la POMC qui s’accumule dans le RE, alors que le taux de ses produits de clivage, 

l’ACTH et l’α-MSH, diminuent (Schneeberger et al. 2013, Cakir et al. 2013, Enriori et al. 

2007). Les niveaux d’ARNm de la prohormone convertase 2 (PC2), responsable de la 

maturation de la POMC en α-MSH, chutent chez les animaux sous régime HFD et l’infusion 

de molécules induisant un stress du RE au niveau de l’hypothalamus entraîne aussi une baisse 

des niveaux de PC2 et d’α-MSH (Cakir et al. 2013). Cependant, un traitement par la chaperonne 

chimique TUDCA rétablit la maturation de la POMC, un effet qui n’est pas observé avec les 



81 
 

populations à NPY/AgRP. Une étude récente montre d’une autre façon le rôle déterminant de 

la maturation dans les neurones à POMC. Chez la souris, la délétion de Sel1L, une protéine de 

la voie ERAD, dans les neurones à POMC de l’hypothalamus, mène à une résistance à la leptine 

et à une hyperphagie, mais sans stress du RE ni inflammation associée. Bien que les niveaux 

d’ARNm de la POMC restent inchangés, on observe une accumulation de la protéine au niveau 

du RE par manque de dégradation (Kim et al. 2018). Cette étude suggère donc l’existence d’un 

défaut de dégradation des protéines dans le phénotype obèse. Compte tenu de l'importance de 

la POMC et de ses produits de maturation dans la régulation de l'équilibre énergétique, ces 

résultats suggèrent que le maintien de l'homéostasie du RE est la clé de la production de peptides 

actifs dérivés de la POMC.  

En conclusion, l’obésité est une pathologie multifactorielle qui résulte de l’activation de 

cascades de signalisation complexes liant inflammation, stress du RE et stress oxydant, à la fois 

dans le SNC et la périphérie (Figure 33).  

Figure 33. Illustration du rôle de l’inflammation hypothalamique et du stress du RE dans 

le développement de l'obésité 

Des changements rapides dans les cascades de signalisation liées à l’inflammation sont 

observés un jour après la consommation d'un régime HFD dans l’hypothalamus, qui est 
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sensible aux acides gras saturés. L'inflammation hypothalamique peut être stimulée par 

l'administration aiguë d'acides gras saturés, sans induction d'inflammation systémique. La 

consommation d'un régime hypercalorique entraîne l’activation de la microglie dans le NA 

(ARC). Les astrocytes et la microglie résidents sont les cellules immunitaires innées du SNC, 

et il existe une interaction dynamique entre eux, y compris lors de l'inflammation centrale. La 

microglie activée peut induire l’activation d’une une sous-population d'astrocytes en sécrétant 

des médiateurs inflammatoires dont l'IL-1a, le TNF et le C1q, qui à leur tour affaiblissent la 

capacité neuroprotectrice des astrocytes, menant à la mort neuronale. L'axe hypothalamo-

hypophysaire-thyroïdien est pris comme exemple de voie centrale régulant l'équilibre 

énergétique. Abréviations : ARC, noyau arqué ; BAT, tissu adipeux brun; BBB, barrière 

hémato-encéphalique ; PVN, noyau paraventriculaire de l’hypothalamus; TRH, hormone de 

libération de la thyrotropine; TSH, hormone stimulant la thyrotropine; Ty, tanycytes ; 3V, 

troisième ventricule (Cakir and Nillni 2019). 
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Objectifs de la thèse 
 

La SELENOT est une oxydoréductase de la famille des thioredoxin fold proteins, insérée 

dans la membrane du RE. Sa séquence primaire est très conservée au cours de l'évolution, ce 

qui est la traduction d'une fonction vitale qu'elle exerce à un stade précoce de l'embryogenèse 

quand son expression est maximale. Chez l'adulte, en revanche, elle est très peu exprimée sauf 

dans quelques tissus à activité sécrétoire, tels que le thymus et certains tissus endocrines. Le 

pancréas, en particulier, dépend de la SELENOT pour une production optimale d'insuline par 

les cellules β. On peut aussi mentionner les cellules chromaffines, dépendantes de la SELENOT 

pour le maintien du phénotype neuroendocrine. Les travaux menés jusqu’ici ont montré que la 

SELENOT limite le stress cellulaire dans des conditions physiologiques et 

physiopathologiques. Son action neuroprotectrice a ainsi été démontrée dans un modèle murin 

de la maladie de Parkinson. Bien que le lien de causalité n'ait pas encore été établi, une étude 

pionnière a également proposé un rôle pour cette protéine dans la N-glycosylation, sur la base 

de son interaction physique avec certaines sous-unités du complexe OST.  

Ce projet de thèse visait à poursuivre ces travaux en explorant les mécanismes 

cellulaires contribuant au rôle neuroprotecteur de la SELENOT dans un modèle de neurones 

hypothalamiques à POMC. Ces neurones à sécrétion neuropeptidergique jouent un rôle majeur 

dans la régulation de la prise alimentaire. Par ailleurs, ils présentent un dysfonctionnement du 

RE et de la sécrétion en contexte physiopathologique.  
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Résultats 
 

 

I. L’expression de la SELENOT est stimulée par le stress oxydant et la leptine 

dans la lignée mhypoA-POMC 

 

Il existe peu de modèles d’études des neurones hypothalamiques à POMC hormis la 

lignée mhypoA-POMC qui a été immortalisée à partir de l'hypothalamus de souris avec 

l’antigène T (Nazarians-Armavil et al. 2014). Ces cellules expriment la POMC et sécrètent l’α-

MSH, elles répondent à l’insuline et au ciliary neurotrophic factor. Ces cellules expriment aussi 

la SELENOT, en accord avec les résultats de RNA-Seq obtenus à partir de neurones de souris 

POMCtopazFP (Henry et al. 2015).  

En accord avec la littérature (Nazarians-Armavil et al. 2014), l’expression de la POMC 

est stimulée dans les cellules mhypoA-POMC (1,87 ; p = 0,0012 et 2,39 ; p = 0.0002) en réponse 

à la leptine (100 nM) et à l’H2O2 (100 µM), respectivement. L’expression de la SELENOT est 

aussi stimulée par la leptine et l’H2O2(1,74 ; p = 0,0003 et 1.96 ; p =0,0048) (Figure 34). La 

SELENOT fait donc partie de la voie de signalisation de la leptine et du stress oxydant.  

Figure 34. Analyse par western blot de l’expression des protéines POMC et SELENOT 

dans les cellules mhypoA-POMC traitées à l’H2O2 ou à la leptine 

La tubuline a été utilisée comme contrôle de charge interne. Les niveaux relatifs de protéines 

ont été mesurés avec le logiciel Image Lab (Bio-Rad). Chaque valeur représente la moyenne ± 

SEM (n ≥ 5 ; * p<0.05 ; ** p < 0,01 ; test U de Mann-Whitney). 
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II. Invalidation du gène selenot dans la lignée mhypoA-POMC 
 

Pour élucider le rôle de la SELENOT dans les cellules mhypoA-POMC, nous avons 

adopté une stratégie de KO. Une lignée cellulaire mhypoA-POMC (KOg3) déplétées en 

SELENOT a été produite en utilisant la technologie CRISPR Cas9 par la méthode non-

homologous end joining (NHEJ). Le guide (sg3) a été sélectionné à partir de crispr.mit.eu.edu 

pour générer un codon stop précoce dans la région codante de la SELENOT et causer un arrêt 

prématuré de la traduction. Pour s’affranchir des effets hors cible (Off-target) toujours 

possibles, une seconde lignée KO pour la SELENOT (KOg4) a été générée par l’utilisation d’un 

deuxième guide (sg4) (Figure 35). 

 

Figure 35. Guides utilisés pour invalider le gène selenot par l’approche CRISPR-Cas9  

Représentation schématique du gène selenot de souris montrant les positions (flèches) des deux 

guides (sg3 et sg4) utilisés pour invalider l'expression de la SELENOT dans les cellules 

mhypoA-POMC, et l'interruption de la séquence codante de la SELENOT dans les clones 

sélectionnés pour chaque guide. 

 

Les guides ont été clonés dans le vecteur TLCV2 afin d’exprimer la Cas9 et la GFP de 

façon inductible. Pour chacun d’entre eux, plusieurs clones cellulaires invalidés ont été dérivés 

d’une cellule unique sélectionnée par cytométrie en flux sur la base de l’expression induite de 

la GFP. L’absence de SELENOT a été confirmée après analyse par western blot (Figure 36). 

Le clone KOg3 obtenu avec le guide sg3 a été principalement utilisé dans la suite de l’étude, le 

clone KOg4, développé à partir du guide sg4, ayant servi à valider des résultats les plus 

pertinents.  
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Figure 36. Analyse par western blot de l’expression de la SELENOT dans différents clones 

invalidés à l’aide des guides Sg3 ou Sg4 

A. Les clones désignés KOg3 et B. KOg4 ont été sélectionnés pour la suite de l’étude. La 

tubuline a été utilisée comme contrôle de charge interne.  

 

III. Étude du phénotype des cellules mhypoA-POMC KO SELENOT 

 

Des changements morphologiques importants ont été observés entre les lignées 

cellulaires KO pour la SELENOT et les cellules sauvages, parmi lesquels une perte de la forme 

fusiforme et une augmentation de la taille (Figure 37).  

 

Figure 37. Morphologie des cellules mhypoA-POMC sauvages et de la lignée KOg3 

observée en microscopie à lumière transmise 

 

A. Taille du RE, production de POMC et d’α-MSH 

 

La taille du RE et l’expression de la POMC ont été étudiées par immunofluorescence. 

En plus de l’augmentation globale de la taille des cellules déjà constatée après observation en 

lumière transmise (2,52 ; p < 0,0001 pour KOg3 et 2,00 ; p = 0,0007 pour KOg4) (Figure 38 A, 

B), nous avons remarqué un accroissement de la taille des noyaux (1,43 ; p = 0,0159 pour KOg3 

et 1,50 ; p = 0,0480 pour KOg4) (Figure 38 A, C). Ceux-ci étaient parfois dupliqués et 

présentaient des micronoyaux. Le RE, marqué à l’aide d’un anticorps anti-KDEL (tétrapeptide 

qui agit comme signal de rétention dans le RE), était plus étalé (2,65 ; p = 0,0001 pour KOg3 
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et 2,88 ; p < 0,0001 pour KOg4) (Figure 38A, D), mais sans altération notable de sa structure 

(citernes et tubules). 

 

Figure 38. Analyse par immunofluorescence de la morphologie du RE et de l’expression 

de la POMC dans les cellules mhypoA-POMC WT et SELENOT-/- 

A. Les cellules ont été immunomarquées par un anticorps anti-KDEL (rouge) et anti-POMC 

(vert). Les flèches blanches montrent les neurites, les têtes de flèche blanches, les filipodes. B. 

Les tailles et les intensités totales d'immunofluorescence ont été mesurées à l'aide du logiciel 

ImageJ. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n ≥ 5 ; *P < 0,05 ; **P<0.01, 

***P<0.001, ****P<0.0001, test U de Mann-Whitney). 
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L’expression de la POMC était, elle aussi, significativement augmentée (2,92 ; p = 

0,0003 pour KOg3 et 3,80 ; p = 0,0004 pour KOg4) (Figure 38 A, E), comme la production d'α-

MSH détectée soit par dosage ELISA (5,90 ; p = 0,0043 pour KOg3 et 2,00 ; p = 0,019 pour 

KOg4) (Figure 39 A), soit par immunofluorescence (Figure 39 B). L’α-MSH a été observée 

dans les granules de sécrétion au niveau du corps cellulaire des cellules WT et KO, ainsi que 

dans les axones et dendrites des cellules WT, et à la naissance des prolongements nettement 

plus courts ou immatures dans les cellules KO que dans les cellules sauvages (Figures 38 A, 39 

B). 

Les cellules mhypoA-POMC KO pour la SELENOT demeurent donc métaboliquement 

actives en dépit d’un phénotype neuronal altéré.    

Figure 39. La déplétion de la SELENOT n’altère pas la production d’α-MSH 

A. Analyse par dosage ELISA de la concentration d'α-MSH contenue dans les cellules WT et 

KOg3. Les données sont normalisées par rapport au contrôle WT et aux protéines totales. 

Chaque valeur est la moyenne ± SEM (n < 5, ** p < 0,01 ; test U de Mann-Whitney). B. Cellules 

mhypoA-POMC WT et KO immunomarquées par un anticorps anti α-MSH (vert). Le marquage 

sous la forme de vésicules de sécrétion est présent jusque dans les prolongements (flèches 

blanches). 

  

B. Stress du RE, apoptose et sénescence 

 

Dans les cellules corticotropes AtT20, les travaux d’Hamieh et al. (Hamieh et al. 2017) 

ont montré que l’inhibition de l’expression de la SELENOT par des shRNA entraîne un stress 

du RE, l’activation de la réponse UPR et la surexpression de BiP. De façon surprenante, dans 

les cellules mhypoA-POMCSELENOT-/-, l'expression de la protéine BiP n'est pas augmentée, voir 

plutôt diminuée, suggérant un phénomène d’adaptation au manque de SELENOT à long terme 

(Figure 40 A). Cependant une inhibition de l’expression de la SELENOT de 77% (0,23 ; p = 
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0,0253), induite par un traitement des cellules mhypoA-POMC avec un siRNA dirigé contre 

les ARNm selenot, entraîne une surexpression des ARNm de BiP de 54% après 48 h (1,54 ; p 

= 0,0253) (Figure 40 B), conformément aux résultats obtenus dans les cellules corticotropes. 

Comme le stress du RE prolongé favorise l'apoptose via l’inhibition p53-dépendante de 

l'expression de BiP (Lopez et al. 2017), nous avons étudié l’expression d’un marqueur de 

l’apoptose dans les lignées KO pour la SELENOT. Nous avons observé dans les cellules KO 

SELENOT la présence de la forme clivée de la caspase 7 (Cas7), une caspase effectrice qui, 

avec la caspase 3, clive un large éventail de substrats au cours du processus apoptotique (Figure 

41).  

Figure 40. Différents niveaux de BiP dans les cellules mhypoA-POMC stablement ou 

transitoirement déplétées en SELENOT 

A. Exemple représentatif de western blot montrant l’expression de BiP dans les cellules KO 

pour la SELENOT ; la tubuline a été utilisée comme contrôle de charge interne. B. Analyse par 

qRT-PCR de l’expression de BiP dans la lignée mhypoA-POMC dont les taux de SELENOT ont 

été réduits par ARN interference. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n ≥ 3 ; *p < 

0,05 ; test U de Mann-Whitney). 

 

Figure 41. Analyse par western blot du clivage de la caspase 7 dans les cellules KO 

La tubuline a été utilisée comme contrôle de charge interne. Le clone KOg4 est représentatif 

du clone KOg3. Cas 7, caspase 7  
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En fait, la morphologie très particulière des cellules dépourvues de SELENOT, qui 

adoptent un aspect élargi et aplati (~ 33 % de réduction de la hauteur), avec de nombreuses 

vacuoles, des noyaux très gros, des micronoyaux satellites et un RE très étalé est très proche de 

celle de cellules sénescentes (Denoyelle et al. 2006). Nous avons donc étudié l’activation d’un 

programme de sénescence dans ces cellules en recherchant la présence d’une activité β-

galactosidase active à pH 4 dans les lysosomes (de Mera-Rodriguez et al. 2021). Nous avons 

observé dans les cellules mhypoA-POMC déplétées en SELENOT une forte augmentation du 

marquage bleu foncé correspondant au produit insoluble généré par l’hydrolyse du X-gal (un 

composé incolore et soluble constitué de galactose lié à un indole) par la β-galactosidase (Figure 

42 A). Une coloration intense a également été observée dans la lignée cellulaire PC12 invalidée 

pour la SELENOT par la technique CRISPR-cas9 (guide sg3) que nous n’avons pas réussi à 

maintenir en culture (Figure 42 B, C).  

 

Figure 42. Observation de l’activité β-galactosidase dans des cellules mhypoA-POMC et 

PC12 sauvages et SELENOT-/- par microscopie à lumière transmise 

A. cellules mhypoA-POMC B. cellules PC12. C.  western blot montrant l’invalidation de la 

SELENOT dans les cellules PC12. Coloration bleu foncé : activité β-galactosidase.  
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La sénescence se caractérise par la présence de vacuoles. De fait, les cellules KO abritent 

souvent de grosses vacuoles (Figure 43 A) générées par un processus d’endocytose comme le 

montre une internalisation en fonction du temps de l’hydrazide couplée à l’Alexa Fluor 594, 

une molécule de faible poids moléculaire qui ne passe pas la membrane plasmique (Figure 43 

B). Il existe de nombreux mécanismes d’endocytose (Renard and Boucrot 2021) (dépendants 

et indépendants de la clathrine, dépendants de la cavéoline, macropinocytose, etc.) qui tiennent 

une place importante dans le recyclage membranaire et inhibent la croissance axonale et la 

migration cellulaire (Lin, Mintern, and Gleeson 2020, Delgado, Rivera, and Lennon-Dumenil 

2022). Dans ce modèle, la taille des vacuoles suggère un phénomène de macropinocytose.   
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Figure 43. Observation par microscopie confocale à balayage laser d’un processus 

d’endocytose dans les cellules SELENOT-/- 

A. Mise en évidence de grosses vésicules dans les cellules SELENOT-/- immunomarquées avec 

un anticorps anti-POMC (vert) et anti-KDEL (rouge). B. Imagerie in vivo de cellules mhypoA-

POMC sauvages et KO incubées en présence d’hydrazide Alexa Fluor 594 pendant 30, 60 et 

120 minutes. Les images constituent un overlay des prises de vue en microscopie à lumière 

transmise et à fluorescence. C. Les cellules KO fixées montrent une internalisation de 

l’hydrazide Alexa Fluor 594 au niveau d’une vésicule après une heure d’incubation (flèche 

blanche). 

La sénescence s’accompagne aussi d’une augmentation des taux de gangliosides à la 

surface des cellules, un mécanisme qui contribuent à la résistance à l’insuline (Sasaki, Itakura, 

and Toyoda 2015). Dans les neurones, les gangliosides (GM1) sont normalement présents au 

niveau des membranes des neurites, où leur regroupement induit des protrusions membranaires 

vers l'extérieur favorisant la croissance neuritique (Kuo and Paszek 2021). Alors que les cellules 

sauvages sont peu marquées par la toxine cholérique qui lie les GM1, un marquage beaucoup 

plus intense est détecté dans les cellules SELENOT-/- où il se présente sous la forme de vésicules 

internalisées (Figure 44). 

  

Figure 44. Observation au microscope confocal à balayage laser des gangliosides GM1 

dans les cellules sauvages et SELENOT-/- 

 Le marquage à la toxine cholérique (rouge), plus intense dans les cellules déplétées en 

SELENOT, se concentre sous la forme de vésicules dans le cytoplasme 

 

 Enfin, le marquage à la phalloïdine-Alexa Fluor 488, un marqueur de l’actine 

filamenteuse et des fibres de stress, révèle la présence d’un réseau dense de microfilaments sous 

forme de câble dans les cellules sauvages. Ce réseau est nettement moins dense dans les cellules 
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dépourvues de SELENOT. Il est toutefois visible dans les filopodes, de fines protrusions 

cellulaires d’environ une centaine de nanomètre capables de déformer la membrane (Figure 

45). 

 

Figure 45. Observation par microscopie confocale à balayage laser du cytosquelette 

d’actine dans les cellules mhypoA-POMC WT et SELENOT-/-. 

Les microfilaments d’actines moins denses les cellules KO SELENOT, forment des câbles 

visibles au niveau des filopodes (flèches blanches).  

 

 En conclusion, l’absence de SELENOT dans les neurones entraîne un aplatissement de 

la cellule, son élargissement et l’augmentation de la taille du noyau, un étalement du RE et de 

nombreuses vacuoles, une morphologie caractéristique de l’activation d’un programme de 

sénescence. La distribution des fibres de stress est affectée et le phénotype neuronal altéré. Une 

augmentation de l’endocytose est observée ainsi qu’une internalisation des gangliosides, des 

phénomènes connus pour bloquer l’extension des neurites. En revanche, les cellules KO 

conservent une activité de production de glycohormones.  

 

IV. Anomalies de la N-glycosylation des neurones SELENOT KO  
 

L’activation de la sénescence est observée lorsque la synthèse globale des 

sélénoprotéines est inhibée (Lee et al. 2022), mais le rôle de chacune d’entre elle dans ce 

processus n’a jamais été étudié. Nos travaux antérieurs montrent que la SELENOT interagit 

avec les membres du complexe OST dans les cellules AtT20 et que l’absence de SELENOT 

entraîne une baisse d’expression des formes N-glycosylées de la POMC (Hamieh et al. 2017). 

Afin d’étudier la relation entre la SELENOT et la N-glycosylation, nous avons caractérisé les 

N-glycomes des cellules mhypoA-POMC sauvages et déficientes en SELENOT en 
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collaboration avec Muriel Bardor du laboratoire GlycoMev (EA4358, Université de Rouen 

Normandie) et Philippe Chan (Plateforme protéomique PISSARO, Université de Rouen 

Normandie). Les protéines totales des lignées sauvages et invalidées pour la SELENOT (KOg3) 

ont été digérées avec la PNGaseF, une peptide N-glycosidase qui coupe entre les résidus 

GlcNAc et Asn, et les N-glycanes issus de ce clivage ont été purifiés puis permethylés afin de 

réaliser une analyse par spectrométrie de masse. L’analyse des profils de N-glycosylation révèle 

une baisse globale des N-glycanes dans les cellules invalidées pour la SELENOT. Les 

oligomannoses M5 à M9 sont détectés dans les cellules sauvages et KO (Figure 46 A-C). Par 

contre, il semble y avoir une tendance à la perte spécifique dans les cellules SELENOT KO de 

N-glycanes monosialylés, tels que A2G1, A2G2, A2G1F, A2G2F et A2G1 sulfaté, et au 

contraire une augmentation de certains N-glycanes oligosialylés. Comme indiqué dans la 

littérature, les deux types d’acides sialiques présents chez la souris, Neu5Ac et Neu5Gc sont 

retrouvés dans cette analyse (le Neu5Gc est absent chez l’Homme). Cette analyse, réalisée deux 

fois, n’a pas pu être quantifié pour le moment, une analyse supplémentaire devra être réalisée. 

L'incubation des cellules avec une lectine qui reconnaît les N-glycanes riches en 

mannose, la concanavaline A (ConA) couplée à l’Alexa Fluor 647, en présence ou en absence 

de triton, montre un marquage intracellulaire équivalent entre les lignées sauvages et KO (0,79 

; p = 0,1490 pour KOg3 et 1,17 ; p = 0,2857 pour KOg4), mais une diminution significative de 

la quantité de N-glycanes à la membrane plasmique (0,57 ; p = 0,0159, KOg3), (Figure 47 A). 

En revanche, l'incubation avec la lectine Sambucus nigra (SNA/EBL I+II), une lectine se liant 

aux N-glycanes sialylés, révèle une diminution des espèces sialylées membranaires (0,48 ; p = 

0,0221, KOg3) et intracellulaires (0,54 ; p = 0,0061 pour KOg3 et 0,28 ; p = 0,0111 pour KOg4) 

dans les cellules KO par rapport aux cellules sauvages (Figure 47 B). Ces données suggèrent 

que la SELENOT n’est pas impliquée dans l'assemblage du précurseur oligosaccharidique 

puisque tous les oligomannoses sont présents dans les cellules invalidées pour la SELENOT. 

La disparition d’espèces monosialylées et l’augmentation d’espèces oligosialylées est plus 

surprenante puisque les sialyltransférases, les enzymes catalysant la sialylation, sont présentes 

dans l’appareil de Golgi. Ce résultat pourrait traduire l’inhibition de la N-glycosylation de 

glycoprotéines spécifiques qui seraient porteuses de ces glycanes.  
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Figure 46. Analyse par spectrométrie MALDI-TOF du N-glycome des cellules WT et 

SELENOT-/- 

A, B. Profils des ions des spectres de masses obtenus à partir des cellules sauvages et KO suite 

à l’analyse par spectrométrie MALDI-TOF des N-glycanes libérés et permethylés. Les profils 

de gauche correspondent aux fractions 50 % d’acétonytrile qui contiennent notamment les 

oligomannoses et certaines espèces monosialylées. Les profils de droite correspondent aux 

fractions 75 % d’acétonytrile qui contiennent notamment les N-glycanes porteurs de quelques 

acides sialiques. C. Tableau montrant le sens des fluctuations observées entre cellules sauvages 

et KO SELENOT d’espèces choisies de N-glycanes. Sont représentés les oligomannoses et des 

espèces représentatives de N-glycanes mono- et oligosialylés, avec leur m/z associé.  
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Figure 47. La déplétion de la SELENOT conduit à une diminution de protéines sialylées 

et à une perte de N-glycanes membranaires 

A.  Les cellules WT et KOg3 ont été marquées par la ConA couplée à Alexa Fluor 647 (vert). 

B. Les cellules WT et KOg3 ont été marquées par l’EBL couplée à l’Alexa Fluor 488 (vert). Les 

intensités d'immunofluorescence ont été mesurées à l'aide du logiciel ImageJ. Chaque valeur 

est la moyenne ± SEM (n ≥ 4 ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; test U de Mann-Whitney). 
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V. Orientation du centre redox de la SELENOT  

 

 Afin de comprendre le phénotype des cellules SELENOT-/- sur le plan moléculaire, nous 

avons recherché les partenaires redox de la SELENOT dans les neurones puisque le centre 

redox est essentiel pour l’activité de la SELENOT (Boukhzar et al. 2016, Grumolato et al. 2003, 

Hamieh et al. 2017). Comme la topologie de la SELENOT n’a pas été entièrement décrite 

(Grumolato et al. 2008, Hamieh et al. 2017, Shchedrina et al. 2010, Moustafa and Antar 2012), 

il était indispensable de déterminer au préalable l’orientation du centre redox, dans le 

cytoplasme ou dans la lumière du RE afin de filtrer les partenaires potentiels en fonction de leur 

localisation subcellulaire. 

Nous avons utilisé une approche de scanning N-glycosylation insertion mutagenesis qui 

consiste à introduire artificiellement des sites de N-glycosylation à des emplacements 

stratégiques de la séquence de la SELENOT. Le principe est que seuls les sites qui émergent 

dans la lumière du RE peuvent être utilisés par OST (van Geest and Lolkema 2000). La 

SELENOT n'est pas elle-même N-glycosylée (Hamieh et al. 2017) et de nouvelles séquences 

ont été introduites à cinq positions dans la protéine : à l’extrémité N-terminale, adjacente au 

centre redox, dans la boucle située entre les TM1 et TM2 prédits in silico (Moustafa and Antar 

2012), dans le TM2 et une dernière à l’extrémité C-terminale (Figure 48 A). Une analyse par 

western blot a révélé que seuls trois des cinq séquons insérés étaient utilisés dans les domaines 

N- et C-terminaux, ce qui se traduit par un déplacement vers le haut du gel de la bande 

correspondant à la SELENOT (Figure 48 B). Ce déplacement est réversible par un traitement à 

la tunicamycine (Figure 48 C), confirmant l’ajout de N-glycane sur ces trois sites. Ces résultats 

montrent pour la première fois que le centre redox est localisé dans la lumière du RE ce qui 

indique que la SELENOT échange des ponts disulfure de ce côté de la membrane, validant ainsi 

en partie le premier modèle proposé par Shchedrina et al. (Shchedrina et al. 2010) qui suggérait 

que la SELENOT adopte une structure en « épingle à cheveux ». Toutefois, l’absence de N-

glycosylation des sites accepteurs situés entre TM1 et TM2 et dans TM2 ne permettent pas de 

préciser d’avantage la topologie car les séquons créées pourraient ne pas être reconnus ou 

accessibles au complexe OST (Figure 48 D). 
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Figure 48. La SELENOT adopte une structure en épingle à cheveux avec le centre redox 

émergeant dans la lumière du RE 

A. Des sites individuels accepteurs de N-glycosylation ont été créés par mutagenèse dirigée à 

différentes positions sur la protéine SELENOTCVSC (Ctl) marquée avec un HA, dont deux dans 

le segment N-terminal, un dans une boucle entre les segments TM1 et TM2 putatifs, un dans le 

TM2 putatif et un dans l'extrémité C-terminale. Les caractères rouges représentent les 

substitutions ou les insertions réalisées pour chacun des séquons créés. B, C. Les protéines 

recombinantes ont été exprimées dans des neurones mhypoA-POMC, B. en absence ou C. en 

présence de tunycamicine (Tun), et analysées par western blot. Les bandes supérieures 

signalées par une étoile rouge correspondent aux espèces N-glycosylées. D. Modèle de 

topologie de la SELENOT déduit de l'analyse par scanning N-glycosylation insertion 

mutagenesis et inspiré de celui proposé par Shrédina et al. (Shchedrina et al. 2010). 

 

VI. Identification des partenaires redox de la SELENOT dans les cellules mhypoA-

POMC  

 

Inspirés par les travaux réalisés pour identifier les partenaires redox de la SELENON 

(Chernorudskiy et al. 2020 ; Marino et al., 2015), nous avons appliqué le même type 

d’approche, dite de thiol trapping, pour identifier les partenaires de la SELENOT. Cette 

méthode repose sur l’induction de complexes redox avec des protéines thioredoxin-like suite à 
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un traitement oxydant par le 4,4′-dithiodipyridine et leur stabilisation par la mutation de la 

cystéine résolutive du site catalytique en présence d’un agent alkylant, le N-ethylmalmeide, afin 

de prévenir la création de ponts disulfure intermoléculaire non spécifique. Les complexes 

piégés, ayant établi des liaisons disulfures (ou sélénosulfure dans le cas d’une Sec), sont 

analysés par spectrométrie de masse (Figure 49 A) (Nakao et al. 2015). Au cours de ce travail, 

nous n’avons jamais utilisé la forme sauvage SELENOTCVSU car elle est difficile à exprimer, 

mais la forme SELENOTCVSC. Nous avons construit un mutant SELENOTSVSC dans lequel la 

Cys résolutive a été remplacée par une sérine (Figure 49 A). Les formes SELENOTSVSS et 

SELENOTCVSS ont servi de contrôles négatifs en plus des cellules non transfectées. Les 

partenaires ont été immunoprécipités avec la SELENOT recombinante marquée avec un tag 

HA dans la partie C-terminale de sa séquence.  

 

Figure 49. Principe du thiol trapping appliqué à la SELENOT  

A. Criblage protéomique basé sur le thiol trapping (panneau de gauche). Le remplacement de 

la cystéine résolutive du motif CXXC d’une protéine Trx-like par un aa redox-inactif, comme 

la sérine ou l'alanine, rend le pont disulfure stable (panneau de droite), ce qui permet de 

l'identifier. B. Analyse par western blot des protéines de cellules mhypoA-POMC transfectées 

avec les mutants SELENOT (CVSC et SVSC) étiquetés par un HA. Échantillons de protéines 

issues du cytosol (colonne 1, 5), des membranes en absence (colonne 2, 6) et en présence de β-

mercaptoethanol (colonne 3, 7) et après immunoprécipitation des fractions membranaires par 

un anticorps anti-HA (colonne 4, 8). Certaines bandes (astérisque noires) s'accumulent en IP 

et disparaissent en conditions réductrices indiquant qu’il s’agit de complexes redox engageant 

la SELENOT. L’astérisque bleu pointe un exemple de bande enrichie spécifiquement en 

présence du mutant SVSC. La SELENOT étiquetée par HA est visible autour de 23 KDa. 
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Les protéines présentes dans les éluats ont été analysées par LC-MS/MS et les données 

de spectrométrie de masse ont été exploitées à l'aide du logiciel Progenesis. La transfection des 

mutants SELENOTCVSC ou SELENOTSVSC dans des cellules mhypoA-POMC en conditions 

oxydantes conduit à la formation de complexes de masses moléculaires supérieurs à celle de la 

SELENOT seule (~23 kDa) (Figure 49 B). Certains complexes disparaissent lors de l’analyse 

par western blot en condition réductrice en présence de β-mercaptoéthanol, ce qui montre qu'ils 

résultent d'interactions covalentes avec la SELENOT. Les complexes sont plus nombreux 

lorsque le mutant SELENOTSVSC est utilisé. La mutation a donc stabilisé les interactions redox 

comme attendu. Comparé au mutant SELENOTCVSC, la forme SELENOTSVSC stabilise de 

manière significative l'interaction avec une dizaine de protéines (Figure 50 A). 

Figure 50. Identification des partenaires redox de la SELENOT 

A. La quantification via le logiciel progenesis des partenaires du mutant SELENOTSVSC contre 

ceux du mutants SELENOTCVSC a conduit à l'identification de onze protéines potentiellement 

capables d'échanger des ponts disulfures avec la SELENOT. B. A partir de ces protéines, un 

réseau fonctionnel d’interactions a été reconstruit en utilisant string-db.org. 
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MRPL9 et RPS9 sont des protéines ribosomales tandis que C1QBP est une protéine du 

complément. HADHB, AGPAT4 et CMC1 sont des protéines mitochondriales, ANXA2 est une 

protéine cytosolique et LMNB1 est localisée à la membrane nucléaire. Trois des onze 

partenaires redox enrichis, SLC6A9/GLYT1, IP3R1/ITPR1 et ERLIN2, sont particulièrement 

intéressants car ils sont N-glycosylés et localisés dans le RE et/ou la membrane plasmique. 

Comme certaines de ces protéines telles que MRPL9, C1QBP et RPS9 sont également mises 

en évidence en grande quantité dans la fraction obtenue à partir des cellules non transfectées 

elles ne sont probablement pas impliquées dans des interactions spécifiques avec la SELENOT. 

Nous avons analysé ces partenaires par string-db (string-db.org), un logiciel qui génère des 

réseaux d’interactions de protéines en agrégeant différentes bases de données issues de données 

expérimentales, de prédictions in silico et de la bibliographie. Les partenaires redox de la 

SELENOT obtenus en comparant la forme SELENOTSVSC avec la forme SELENOTCVSC ne 

forment pas de véritable réseau d’interaction. Il montre néanmoins qu’ITPR1/IP3R1 et ERLIN2 

sont associés et que l’interaction a été déterminée expérimentalement (Figure 50 B).  

Outre les partenaires redox, ce type d’approche permet de montrer l’interaction de la 

SELENOT avec d’autres protéines significativement enrichies dans les fractions des cellules 

transfectées avec tous les mutants SELENOT par rapport aux cellules non transfectées. En 

accord avec les travaux précédents (Hamieh et al. 2017), nous retrouvons dans ces fractions les 

sous-unités du complexe OST. Cependant, ces protéines ne sont pas plus enrichies avec le 

mutant SELENOTSVSC, suggérant qu’il s’agit de partenaires qui ne se lient pas aux cystéines 

du centre catalytique. Parmi eux figurent des membres du complexe OST et du translocon, 

comme Sec61α, et certaines protéines ribosomales qui forment des réseaux d’interactions 

(Figure 51 A). En appliquant le plus haut indice de confiance, nous avons recherché quels 

processus biologiques leur étaient associés dans gene ontology (GO ; geneontology.org). La 

N-glycosylation (STT3A, DDOST, RPN1, MAGT1) et le repliement des protéines (CANX, 

PDIA3, TCP1, HSPA5, HSP90AB1) sont des processus biologiques significativement associés 

à ces protéines (Figure 51 B). Il est probable que la SELENOT interagissent avec certaines de 

ces protéines via des interactions impliquant leurs domaines transmembranaires ou d’autres 

cystéines situées en dehors du centre redox.  
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Figure 51. Caractérisation des partenaires de la SELENOT dont la liaison est 

indépendante du centre CVSC 

A. Les partenaires enrichis entre les fractions immunoprécipitées avec la SELENOTSVSS et les 

fractions des cellules non transfectées ont permis de constituer un réseau fonctionnel 

d’interactions en utilisant string-db.org. B. Les termes ontologiques de ces protéines ont été 

recherchés à l'aide de http://geneontology.org/ et représentés sous forme de tableau. 

 

 

PANTHER GO-Slim Biological Process Raw P-value 

protein N-linked glycosylation via 
asparagine  

1.45E-08 

C4-dicarboxylate transport  2.52E-04 

amino acid transmembrane transport  4.91E-06 

protein folding  5.32E-06 

cellular respiration  5.88E-04 

mitochondrial transmembrane transport  6.53E-09 

carbohydrate derivative transport  7.53E-04 

anion transmembrane transport  7.80E-10 

protein processing involved in protein 
targeting to mitochondrion  

8.45E-05 
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http://pantherdb.org/panther/category.do?categoryAcc=GO:0018279
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http://pantherdb.org/panther/category.do?categoryAcc=GO:0006457
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http://pantherdb.org/panther/category.do?categoryAcc=GO:1990542
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http://pantherdb.org/panther/category.do?categoryAcc=GO:0006627
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VII. Validation de l’interaction avec IP3R1 

 

Les cellules déplétées en SELENOT présentent un défaut de mobilisation calcique 

attribué à une vidange des stocks du RE (Grumolato et al. 2008). L’IP3R est un acteur majeur 

de la régulation des flux calciques au niveau du RE et des travaux précédents ont montré 

l'importance d'une paire de résidus cystéine dirigée vers la lumière du RE pour la régulation 

redox de l'activité d'IP3R1 (Appenzeller-Herzog and Simmen 2016). C’est pourquoi nous avons 

sélectionné ce partenaire en particulier pour valider l’interaction avec la SELENOT. La capacité 

des mutants SELENOT à piéger IP3R1 dans les fractions de thiol trapping a été vérifiée par 

une analyse par western blot en utilisant un anticorps pan-IP3R disponible au laboratoire qui 

reconnaît les trois sous-types IP3R1-3, sachant que la forme IP3R1 est majoritaire dans le 

cerveau (Figure 52 A). Il est à noter que l’IP3R est aussi présent dans la fraction contrôle en 

moindre quantité ce qui montre les limites de la technique d’immunoprécipitation. Nous avons 

ensuite analysé l'expression de l’IP3R1 par la technique de western blot en utilisant un gel à 

gradient de polyacrylamide (4-12%) afin d’obtenir une meilleure séparation des protéines de 

haut poids moléculaire (~ 300 kDa). Une bande correspondant à l’IP3R1 migrant au même 

niveau que la protéine IP3R1 recombinante a été détectée parmi les protéines totales extraites à 

partir de cellules sauvages. L’intensité de cette bande a une tendance à diminuer dans les clones 

KOg3 et KOg4 (figure 52 B). Avec l’anticorps pan-IP3R nous avons examiné la distribution 

d’IP3R par immunofluorescence dans les lignées cellulaires WT et déplétées en SELENOT 

(Figure 52 C). Nous avons observé une diminution de l'intensité de la fluorescence dans les 

neurones KO (0,58 ; p = 0.0079), rejoignant les résultats du western blot (Figure 52 C). 

L’expression d’IP3R1 recombinant couplé à la GFP montre une distribution périnucléaire et 

diffuse dans les deux lignées WT et KO, avec une tendance à une expression plus faible, comme 

celle de l’IP3R1 endogène, dans les cellules KO imputable à la transfection ou à l’abaissement 

des taux de SELENOT. Dans l'ensemble, ces données suggèrent que la SELENOT interagit 

avec l’IP3R1 via le centre redox CVSC et que la déplétion en SELENOT modifie l’expression 

globale d’IP3R1. Des résultats obtenus par qRT-PCR montrant la surexpression des ARNm des 

trois formes d’IP3R dans les cellules SELENOT-/- indique que la baisse d’expression d’IP3R 

pourrait être le résultat de sa régulation post-traductionnelle. 
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Figure 52. Validation de l’interaction de la SELENOT avec IP3R1 

A. Analyse par western blot de l’interaction de l’IP3R avec la SELENOT mutée au niveau du 

site redox dans les fractions de thiol trapping. La membrane a été incubée avec un anticorps 

reconnaissant les 3 isoformes d’IP3R. B. Analyse par western blot de l’expression de l'IP3R 

dans les cellules mhypoA-POMC sauvages et KO. L’isoforme IP3R1 est identifiée par 

comparaison avec la migration de la forme recombinante. C. Les cellules WT et KOg3 ont été 

doublement immunomarquées par des anticorps anti-IP3R pan (vert) et anti-KDEL (rouge). 

Les intensités d'immunofluorescence ont été mesurées à l'aide du logiciel ImageJ. Chaque 

valeur représente la moyenne ± SEM (n = 5 ; **p < 0,01 ; test U de Mann-Whitney). D. 

Expression de l’IP3R1 couplé à la GFP et de KDEL dans les cellules WT et KOg4. 
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Discussion 

 

I. Les cellules mhypoA-POMC déplétées en SELENOT sont sénescentes  
 

Nous avons précédemment montré que la diminution des niveaux de SELENOT à l'aide 

d'un shRNA dans des cellules endocrines AtT20 engendrait un stress du RE et diminuait le 

contenu en POMC et la sécrétion d'ACTH (Hamieh et al. 2017). De faibles taux de SELENOT 

inhibent également la sécrétion neuroendocrine dans les cellules PC12 (Grumolato et al. 2008), 

et la production d'insuline chez des souris transgéniques portant une délétion du gène selenot 

dans les cellules β pancréatiques (Prevost et al. 2013). A l’inverse, cette étude réalisée dans les 

neurones mhypoA-POMC déplétés en SELENOT de façon permanente ne montre pas de 

surexpression de BiP, un marqueur du stress du RE, et la production de POMC et d'α-MSH ne 

sont pas inhibés. Il n'a pas été possible de mesurer l'α-MSH par la méthode ELISA dans le 

milieu de culture. Des résultats préliminaires en microscopie à onde évanescente (TIRF) 

montrant des évènements d’exocytose dans les cellules KO en collaboration avec le groupe de 

Maïté Montero, suggère que la voie de sécrétion reste au moins en partie fonctionnelle. 

La déplétion de la SELENOT provoque l'étalement du RE vers la périphérie et une 

dépolymérisation partielle du cytosquelette d’actine. Le cytosquelette reste visible sous la forme 

de fuseaux mais il est moins dense, notamment à la membrane. La baisse du marquage du 

cytosquelette d’actine dans les prolongements pourrait être à l’origine de l’inhibition de 

l'extension des neurites observé dans les cellules mhypoA-POMC KO et dans les cellules PC12 

déplétées en SELENOT (Abid et al. 2019), comme décrit par Wit et Hiesinger (Figure 53) (Wit 

and Hiesinger 2022). Une augmentation de la macropinocytose, un phénomène d’endocytose 

clathrine-indépendant générant de grandes vacuoles de 0,2 à 5 µm de diamètre afin de recycler 

les protéines membranaires serait associé à l’inhibition de la croissance neuritique (Kuo and 

Paszek 2021). Ces résultats confirment ceux d'études réalisées chez des souris transgéniques 

portant une délétion du gène selenot dans les progéniteurs neuronaux nestin-positifs, montrant 

un retard dans la croissance de plusieurs structures cérébrales au cours du développement, une 

diminution du nombre de neurones catécholaminergiques, et une augmentation de l'apoptose 
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de ces précurseurs (Castex et al. 2016, Godefroy et al. 2022). De fait, nous avons aussi observé 

de l’apoptose dans les cellules mhypoA-POMC SELENOT-/- via le clivage de la caspase 7. 

 

Figure 53. Rôle du cytosquelette dans les premières étapes de la maturation de l'axone 

A. Prolongement immature : Des patches d'actine se forment le long du futur axone et poussent 

la membrane plasmique pour initier la formation d'un filopode. Les mitochondries restent 

bloquées au niveau du cône et les systèmes de traduction s'accumulent à la base du 

prolongement pour synthétiser localement de nouvelles protéines du cytosquelette. (Spillane et 

al. 2013, Armijo-Weingart and Gallo 2017). B. Branche mature : Les filaments d'actine 

dispersés se réorientent et forment des faisceaux. Les microtubules et le RE peuvent co-migrer 

dans le prolongement en croissance pour la stabiliser, les vésicules fournissent des composants 

membranaires. Les organelles intracellulaires tels que les mitochondries, le RE, les vésicules 

synaptiques et les vésicules à cœur dense se redistribuent et s'accumulent au niveau de l’axone 

pour répondre à la forte demande en énergie, protéines, lipides et composants membranaires 

(Bodakuntla et al. 2021). 

 

L’inhibition de la synthèse de toutes les sélénoprotéines, suite à l’inhibition d’ALKBH8, 

une tRNA uracile methyltransferase, entraîne aussi l’activation des processus de sénescence 

(Lee et al. 2022). L’accroissement du corps et des noyaux des cellules mhypoA-POMC 

SELENOT-/-, leur aplatissement, l’étalement du RE, la vacuolisation et l’expression de la β-

galactosidase que nous décrivons sont des caractéristiques de la sénescence observée dans les 

cellules vieillissantes, qui en plus, présentent un l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (en 

raison du rétrécissement des télomères) et un phénotype sécréteur inflammatoire (Denoyelle et 

al. 2006, de Mera-Rodriguez et al. 2021). Cela semble donc être le cas dans notre modèle qui 

exprime aussi le marqueur de sénescence β-Galactosidase. L’expression de la β-Galactosidase 
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a aussi été observé dans un modèle de cellules PC12 invalidées pour la SELENOT, avec un 

phénotype plus sévère que celui des neurones mhypoA-POMC aboutissant à la mort cellulaire 

et l’impossibilité de les cultiver. Appuyant ce phénotype de sénescence, un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1 a été décrit dans une lignée de neuroblastome dépourvus de SELENOT 

(Shao et al. 2019, Kumari and Jat 2021). Les sélénoprotéines, et la SELENOT en particulier, 

pourraient donc médier le rôle du sélénium dans l’allongement de la durée de vie (Hornsby and 

Harris 1987). Elle n’est sans doute pas la seule protéine impliquée dans ce processus puisqu’un 

phénotype équivalent est décrit, sans être nommé, dans des cellules rénales HEK 293T dans 

lesquelles l’expression de la SELENOS a été inhibée par des siRNA (Noda et al. 2014). Le RE 

de ces cellules présente un étalement similaire à celui observé dans notre modèle avec un réseau 

de microtubules perturbé. Le stress oxydant est l’une des causes principales d’activation de la 

sénescence et toutes les sélénoprotéines possèdent une fonction antioxydante, quelle que soit 

leur localisation cellulaire, bien qu’elles agissent via des mécanismes distincts. La SELENOS 

façonnerait la structure du RE par l’intermédiaire de son interaction avec CLIMP-63 (Abid et 

al. 2019, Noda et al. 2014). Nous avons montré dans une étude précédente que la SELENOT 

interagit avec le complexe OST (Hamieh et al. 2017), suggérant un rôle dans la N-glycosylation.  

 

II. Défauts de N-glycosylation à la membrane des cellules mhypoA-POMC 

SELENOT KO 
 

L’immunoprécipitation de la SELENOT entraîne dans les cellules mhypoA-POMC la 

plupart des sous-unités du complexe OST de type A. Certains partenaires appartiennent aussi 

au complexe OST de type B, tels que STT3B et MLEC, contrairement à l’étude précédente. 

Ceci n'est pas très surprenant car l'expression de STT3A est très faible dans le cerveau alors 

que STT3B est exprimé de façon plus uniforme (Kelleher and Gilmore 2006). Par contre, 

KCP2, un membre accessoire du complexe OST de type A (Roboti and High 2012b, a) 

précédemment identifié comme partenaire de la SELENOT (Hamieh et al. 2017), n’a pas été 

précipité au cours de cette étude. Il est bien établi que l’interaction entre OST et KCP2 est 

instable et/ou transitoire par Cryo-EM (Ramirez, Kowal, and Locher 2019, Braunger et al. 

2018) et donc difficile à mettre en évidence. L'absence d'enrichissement significatif de ces 

partenaires par thiol trapping a toutefois montré que ces interactions n’impliquent pas le site 

redox de la SELENOT. Elles résultent donc probablement d'associations entre leurs domaines 

membranaires respectifs ou bien elles engagent des cystéines localisées hors du centre redox. 

Les autres partenaires immunoprécipités avec la SELENOT, indépendamment du centre redox, 
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comprennent des protéines impliquées dans le repliement des protéines (CANX, PDIA3, TCP1, 

HSPA5, HSP90AB1). L’ensemble de ces résultats est cohérent avec les études récentes 

montrant l’implication de la SELENOT dans la N-glycosylation et le CQ des glycoprotéines 

(Liu et al. 2018, Hamieh et al. 2017).  

La comparaison des N-glycomes montre une tendance à la baisse globale de la N-

glycosylation dans les cellules SELENOT-/- par rapport aux cellules sauvages. L’ensemble des 

oligommanoses est détecté dans les cellules KO, impliquant que la synthèse du précurseur 

oligosaccharidique n’est pas impactée. Le marquage à la ConA, marquant principalement les 

oligommanoses (Figure 54), ne révèle pas de différence significative entre les cellules sauvages 

et KO pour les glycoprotéines intracellulaires malgré une baisse de leur expression à la 

membrane, résultant d’un défaut de trafic cellulaire, de l’intégrité membranaire ou de 

l’augmentation de l’activité d’endocytose. De façon générale, les glycoprotéines riches en 

mannose ne sont pas, ou peu, exposées à la membrane des cellules, excepté dans les neurones. 

Certaines d’entre-elles, comme le récepteur du glutamate GluA2, ont été décrites au niveau des 

prolongements nerveux, là où il n’y a pas d’appareil de Golgi (Hanus et al. 2016). On peut donc 

aussi supposer qu’en absence de prolongement dans les cellules dépourvues de SELENOT, les 

glycoprotéines membranaires et sécrétées passent nécessairement par l’appareil de Golgi, 

augmentant la complexité des N-glycanes. 

Comme pour les oligomannoses, le marquage EBL est moins intense à la membrane des 

cellules invalidées pour la SELENOT et une baisse des espèces monosialylées après analyse 

par spectrométrie de masse a été observée. Cela pourrait résulter d’un défaut de transfert des 

acides sialiques sur les protéines, le marquage EBL étant également moins fort à l’intérieur des 

cellules. Cependant, étant donné que la vingtaine de sialyltransférases se trouve à la membrane 

de l’appareil de Golgi alors que la SELENOT réside dans le RE et qu’on retrouve des espèces 

oligosialylées dans l’analyse par spectrométrie de masse, il est peu probable que la SELENOT 

affecte directement la biosynthèse des N-glycanes sialylés. L’absence de SELENOT affectant 

le repliement des protéines, les protéines avec une conformation native atteignant l’appareil de 

Golgi seraient susceptibles d’être moins abondantes et donc plus oligosialylées en fonction de 

la disponibilité en CMP-SialicAcid, de la même façon que le nombres de branches des N-

glycanes est dépendant de la disponibilité en UDP-GlcNac (Stanley 2007). La perte des espèces 

monosialylées est plus difficile à interpréter. La fonction de la monosialylation n'est pas 

complètement comprise, en particulier dans le cerveau, probablement parce qu’elle coiffe 

presque tous les sialoglycoconjugués, et en raison de l’absence de souris KO pour les 

sialyltransférases St3gal, St6gal1/2 ou St6galnac (Sato and Kitajima 2019). Il est actuellement 
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possible d’identifier les protéines portant certaines espèces de N-glycanes, une étude récente 

montre qu’un type de N-glycane sialylé est très fortement exprimée au cours du développement 

du système nerveux de la souris et qu’il est particulièrement enrichi au niveau des synaptosomes 

(Handa-Narumi et al. 2018). Les protéines qui portent ce glycane, qui incluent la CRT, jouerait 

un rôle important au niveau des contacts entre les épines dendritiques et la microglie (Handa-

Narumi et al. 2018).  

 

 

Figure 54. Motifs de liaison des lectines ConA et d’EBL 

Modifié d’après (Bojar et al. 2022). 

 

On retrouve aussi parmi les protéines sialylées une part importante des GPI-AP, une 

classe de protéines dont l’une des étapes de la biosynthèse, la déacylation qui conditionne leur 

export à la membrane et leur activité, est dépendante de la SELENOT (Liu et al. 2018). Nous 

avons comparé les niveaux d’expression de deux GPI-AP sialylées dans notre modèle. 

NCAM1, qui représente à elle seule 90 % des glycoprotéines polysialylées. Sous sa forme 

polysialylée (PSA-NCAM), elle joue un rôle prépondérant dans le développement du système 

nerveux en régulant la neurogenèse, la croissance des neurites et la migration cellulaire, et serait 

aussi un marqueur des neurones figés dans un état d'immaturité (Bonfanti 2006, Bonfanti and 

Seki 2021). Il est intéressant de souligner que chez la souris, la vulnérabilité à l'obésité liée à 

l’alimentation est associée à un faible niveau de PSA-NCAM, considéré comme un facteur de 

plasticité neurale dans l'hypothalamus (Benani et al. 2012, Brenachot et al. 2018). La seconde 

GPI-AP étudiée est la contactine 2 (CNTN2), nécessaire à la prolifération, la migration et la 

guidance axonale (Lieberoth et al. 2009). Nos résultats préliminaires montrent une baisse 

d’expression de NCAM1 et une altération de la distribution de CNTN2 en absence de 

SELENOT (Figure 55), confirmant l’implication directe ou indirecte de la SELENOT dans la 

maturation et le trafic des GPI-AP (Liu et al. 2018). A l’appui d’un effet indirect, la plupart des 

protéines pour lesquelles nous avons étudié la distribution cellulaire par immunofluorescence 
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(CNTN2, NCAM, POMC et IP3R) montrent une rétention dans le RE et peu de marquage dans 

le cytosol et à la membrane plasmique des cellules SELENOT-/-.  

 De façon intéressante, les protéines sialylées disparaissent à la membrane au cours du 

vieillissement et dans les cellules en culture ayant activées les programmes de sénescences, les 

défauts de N-glycosylation semblant précéder les changements morphologiques issues de la 

sénescence (Itakura et al. 2016). 

 

 

Figure 55. Le KO SELENOT modifie l’expression et la distribution cellulaire de deux 

GPI-AP impliquées dans l’adhésion et la plasticité neuronale 

A. Les cellules WT et KOg3 ont été marquées par un anticorps anti POMC (vert) et anti Cntn2 

(rouge) puis avec la lectine ConA (blanc). B. Analyse par western blot de l’expression de 

NCAM1 dans des cellules sauvages et SELENOT-/-. 

  

III. Identification des partenaires redox potentiels de la SELENOT 
 

Plusieurs travaux ont montré que la SELENOT est localisée dans la membrane du RE 

(Grumolato et al. 2008, Hamieh et al. 2017, Shchedrina et al. 2011) mais l’orientation du centre 

redox n’avait jamais été montrée. Or il s’agit d’une information importante pour l’identification 

des partenaires redox. Bien qu'il n'ait pas été possible par cette approche de déterminer 

complètement la topologie de la SELENOT dans la membrane du RE, car il est impossible de 

conclure à partir des sites qui n’ont pas été N-glycosylés, ce travail a validé expérimentalement 

un modèle précédemment établi par une approche bioinformatique proposant que la SELENOT 

adopterait une structure monotopique qui positionnerait le centre redox dans la lumière du RE 

(Moustafa and Antar 2012). Généralement, les protéines membranaires monotopiques ont des 

homologues solubles et utilisent des caractéristiques structurelles communes pour s'insérer peu 

A 

NCAM1 
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profondément dans la membrane (Allen et al. 2019). La SELENOW pourrait être l’homologue 

soluble de la SELENOT, puisque ces deux protéines structuralement proches l’une de l’autre 

diffèrent par la présence d’hélices alpha dans la SELENOT responsables de son insertion dans 

la membrane du RE et que la SELENOW est surexprimée dans un modèle de fibroblastes 

déplétés en SELENOT (Sengupta et al. 2009). Toutefois, la SELENOW est cytosolique et elle 

interagit de manière redox avec des protéines cytosoliques telles que les protéines de la famille 

14-3-3 (Aachmann et al. 2007, Jeon et al. 2016, Dikiy et al. 2007). Par ailleurs le centre redox 

de la SELENOT émergeant dans la lumière du RE, il est difficile d’envisager un mécanisme 

par lequel ces deux sélénoprotéines pourraient se compenser l’une l’autre. 

L’approche par thiol trapping a révélé une dizaine de protéines dont l'interaction a été 

significativement stabilisée avec le mutant SELENOTSVSC, par rapport au mutant 

SELENOTCSVC. Il s’agit des protéines ERLIN2, ANXA2, MRPL9, RPS9, C1QBP, ITPR1, 

HADHB, SC6A9, LMNB1, AGPAT4, et CMC1. MRPL9 et RPS9 sont des protéines 

ribosomales tandis que C1QBP est une protéine du complément. HADHB, AGPAT4 et CMC1 

sont des protéines mitochondriales, AnxA2 est une protéine cytosolique et LMNB1 localise à 

la membrane nucléaire. Seulement trois des onze partenaires nous ont semblé pertinents 

(SLC6A9/GLYT1, IP3R1/ITPR1 et ERLIN2) car ils sont N-glycosylés et localisés dans le RE 

et/ou la membrane plasmique. De façon intéressante, deux protéines présentent un lien 

fonctionnel dans le réseau d’interaction des partenaires redox, ERLIN2 et IP3R1. 

ERLIN2 est localisée dans la membrane du RE. Une étude a montré sa glycosylation 

sur l’asparagine 106 par des glycanes riches en mannose (puisque sensible à l’endoglycosidase 

H) (Pearce et al. 2007). Par ailleurs, une recherche uniprot montre qu’elle pourrait présenter un 

pont disulfure au voisinage du site de N-glycosylation, entre les cystéines 76 et 128 (Figure 56). 

Elle est considérée comme un marqueur des lipid rafts et participe à la régulation du 

métabolisme des lipides, à la maturation des protéines et à une boucle de rétroaction conduisant 

à l’inactivation de l’IP3R pour qui elle possède un site de liaison, en favorisant son 

ubiquitination et sa dégradation via la voie ERAD (Wright et al. 2018).  
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Figure 56. Prédiction uniprot de la structure d’ERLIN2 

Les cystéines 76 et 128 sont désignées par les flèches noires, l’asparagine 106 est désignée par 

la flèche verte. 

 

Le deuxième partenaire d’intérêt est SC6A9 (Sodium- And Chloride-Dependent Glycine 

Transporter 1), une protéine membranaire qui permet la recapture de la glycine au niveau 

synaptique, potentiellement glycosylée en deux sites (Asn 250 et 256) et possédant au moins 

un pont disulfure au niveau des cystéines 220 et 229. Un défaut de N-glycosylation altère son 

trafic cellulaire et entraîne une perte de la protéine à la membrane (Olivares et al. 1995). Dans 

ce cas précis, son interaction avec la SELENOT pourrait être transitoire lors de son transit dans 

la voie de sécrétion.  

Enfin, IP3R1 nous a semblé le plus pertinent de tous les partenaires sur la base de sa 

localisation à la membrane du RE et du fait qu’il est décrit comme une glycoprotéine sialylée 

(Michikawa et al. 1994, Khan, Steiner, and Snyder 1992). Jusqu'à 30 % de l’isoforme IP3R1 

est un sialoconjugué dans le thymus, un tissu dans lequel la SELENOT est également fortement 

exprimée chez le rat adulte (Tanguy et al. 2011, Dikiy et al. 2007, Khan, Steiner, and Snyder 

1992). L’IP3R possède également un pont disulfure important pour son activité de canal 

calcique. L'hypothèse d'une interaction de la SELENOT avec IP3R avait été avancée sur la base 

de résultats montrant une altération de l'homéostasie calcique en absence de SELENOT dans 

un modèle de cellules neuroendocrines, mais jamais explorée expérimentalement (Grumolato 

et al. 2008, Liu and Rozovsky 2015). L’isoforme IP3R1 est très enrichie par rapport aux 

isoformes 2 et 3 dans le cerveau (Sharp et al. 1999). L’IP3R est immunoprécipité avec la 

SELENOT dans les fractions de thiol trapping et l’expression de l’IP3R1 endogène et 

recombinant semble diminuer dans les cellules déplétées en SELENOT. La diminution des 
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niveaux d’IP3R dans les cellules dépourvues de SELENOT suggère que cette dernière pourrait 

stabiliser l’IP3R1, et son interaction potentielle avec ERLIN2 qui favorise l’ubiquitination de 

l’IP3R laisse envisager un rôle de la SELENOT dans la dégradation d’IP3R via ERAD (Gao, 

Bonzerato, and Wojcikiewicz 2022). 

IP3R1 possède un pont disulfure au niveau de la boucle L3 qui émerge dans la lumière 

du RE entre les domaines membranaires V et VI, dont l'état redox conditionne la liaison à un 

certain nombre d'oxydoréductases et de protéines chaperonnes (Appenzeller-Herzog and 

Simmen 2016). La configuration dithiol des deux cystéines conservées dans la boucle luminale 

L3 de IP3R1 est strictement nécessaire à la liaison de l'inhibiteur luminal ERp44, une 

thiorédoxine qui inhibe l'ouverture du canal calcique. La mutation ou l'oxydation de cette paire 

de cystéines libère ERp44 et désinhibe l'ouverture du canal calcique. On ignore actuellement si 

ces cystéines médient l'interaction covalente entre la SELENOT et l’IP3R1 étant donné 

qu’aucune cystéine d’ERP44 n’est requise pour l’interaction avec l’IP3R1 (Higo et al. 2005). 

Les cellules déplétées en SELENOT ont leurs réserves de Ca2+ épuisées (Grumolato et al. 

2008), suggérant que la SELENOT, comme ERp44, pourrait inhiber l'ouverture du pore IP3R 

limitant ainsi le flux de Ca2+ du RE, sous stress oxydatif (Appenzeller-Herzog and Simmen 

2016). Comme ERp44, de nombreuses protéines inhibitrices qui interagissent avec les IP3R 

agissent de manière à provoquer une inhibition irréversible des IP3R ou leur dégradation. Ceci 

a pour effet d’entraîner un feedback rapide de la libération de Ca2+ et une atténuation à long 

terme de l’activité des IP3R pour éviter les effets délétères (nécrose, apoptose, autophagie, 

sénescence) lié à une augmentation excessive de Ca2+ cytosolique (Orrenius, Gogvadze, and 

Zhivotovsky 2015, Martin and Bernard 2018). La fuite de Ca2+ vers le cytosol dans les cellules 

déplétées en SELENOT permettrait d’expliquer les phénomènes d’apoptose et de sénescence 

observés dans ces cellules. Cette hypothèse est aussi appuyée par le fait que la SELENOT est 

stimulée par l’AMPK(Castex et al. 2016) (Abid et al. 2019, Grumolato et al. 2008), un senseur 

métabolique inhibant l’activité d’IP3R (Arias-Del-Val et al. 2019). De façon intéressante, le 

KO ERP44 entraîne, comme le KO SELENOT, une forte léthalité embryonnaire, une taille et 

une masse réduite des souriceaux et une augmentation des marqueurs de l’apoptose sans 

stimuler l’expression d’IP3R (Wang et al. 2014).  

Parmi les partenaires identifiés, ERLIN2, IP3R1 et AGPAT4 (Lysophosphatidic Acid 

Acyltransferase Delta) sont des protéines enrichies au niveau des zones de contact entre le RE 

et la mitochondrie. Ainsi, l’identification de ces protéines nous renseigne sur la nature des 

substrats de la SELENOT dans les neurones, probablement des glycoprotéines à domaine(s) 

transmembranaire(s), particulièrement enrichies au niveau des MAM. 
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IV. Comparaison de la SELENOT avec les autres sélénoprotéines résidentes du RE  
 

Six autres sélénoprotéines sont présentes dans le RE, notamment la SELENOF, la 

SELENOK, et la SELENOM qui toutes sont fortement exprimées dans le cerveau. On y trouve 

aussi Dio2, la SELENOS et la SELENON (Shchedrina et al. 2010) qui, hormis DIO2, 

contribuent à maintenir l’homéostasie du RE. Parmi elles, deux sont solubles (la SELENOM et 

la SELENOF) et trois sont membranaires comme la SELENOT (la SELENOK, la SELENOS 

et la SELENON). Une seule de ces dernières, la SELENON, est orientée dans la membrane de 

la même manière que la SELENOT, exposant le centre redox dans la lumière du RE. Bien 

qu’elles possèdent toutes une fonction antioxydante et une activité d’oxydoréductase, elles 

présentent chacune des mécanismes d’action et des partenaires spécifiques impliqués soit dans 

le CQ des glycoprotéines soit dans la régulation de l’homéostasie calcique (Figure 57). 

Comme la SELENOT, trois sélénoprotéines contrôlent l’homéostasie calcique suivant 

différents mécanismes : ce sont les SELENOM, SELENOK et SELENON. 

La SELENOM est structurellement homologue à la SELENOF (Martin 1995). Elle est 

impliquée dans la régulation des flux calciques par un mécanisme restant indéterminé dans des 

cultures primaires de neurones (Reeves, Bellinger, and Berry 2010).  Son inhibition entraîne, 

dans une lignée de neurones hypothalamique produisant l’AGRP, une augmentation des 

niveaux cytosoliques de Ca2+ et, à l’inverse, sa surexpression entraîne leur diminution (Gong et 

al. 2019). Son interaction avec la Galectine1 (Qiao et al. 2013) aurait un rôle important dans la 

prévention de la neurodégénérescence en réduisant l’inflammation. Des souris invalidées pour 

la SELENOM ne montrent pas de déficit cognitif mais elles développent une obésité, une 

résistance à la leptine et une altération du tissu adipeux (Pitts et al. 2013).  

La délétion de la SELENOK entraîne une diminution du flux de Ca2+ dans les macrophages, 

les cellules T et les cellules B, un effet qui résulte d'un défaut de palmitoylation de l’IP3R, et 

non de sa production (Fredericks et al. 2014). Elle interagit avec DHHC6, une palmitoyl 

transférase qui entraîne l'ajout d'acide palmitique à au moins trois résidus cystéine dans la partie 

cytosolique d’IP3R, ce qui stabilise son expression et/ou son assemblage en un canal Ca2+ 

tétramérique fonctionnel dans la membrane du RE (Fredericks et al. 2014). La SELENOK est 

aussi impliquée dans la dégradation des protéines via la voie ERAD. Elle possède un domaine 

riche en glycine et en proline dans la queue cytosolique qui est nécessaire pour l'interaction 

avec p97(VCP) et Derlin1 (Lee et al. 2015). La dégradation des protéines glycosylées mal 

repliées par le complexe ERAD résultant (SELENOS-p97(VCP)-SELENOK), combinée à la 
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fonction antioxydante de la SELENOK et de la SELENOS, contribue à limiter le stress du RE 

(Lee et al. 2015, Shchedrina et al. 2011, Liu, Zhang, and Rozovsky 2014). Elle est fortement 

exprimée dans le cerveau, en particulier dans l'hippocampe et le cortex cérébral (Zhang et al. 

2008). La délétion du gène selenok entraîne une augmentation des niveaux de marqueurs de 

stress du RE dans le cortex et l'hippocampe des souris SELENOK KO (Jia et al. 2021). 

L’invalidation augmente également le niveau de Ca2+ cytoplasmique, conduisant à l'activation 

de la cascade m-calpaïne/caspase-12, la voie apoptotique induite par le stress du RE. L'apoptose 

neuronale pourrait en outre conduire aux déficiences cognitives et à l'anxiété observées chez 

ces souris (Jia et al. 2021).  

La SELENON est une glycoprotéine sensible aux fluctuations du Ca2+ du RE en se liant à 

cet ion par l'intermédiaire d'un domaine EF-hand luminal. Elle répond à la diminution des 

niveaux de Ca2+ luminal en changeant son état oligomérique, en activant son activité redox 

envers son partenaire, la pompe SERCA. Son interaction avec SERCA réduit les cystéines 

luminales de cette pompe à Ca2+, qui sont hyperoxydées par les peroxydes générés par ERO1. 

La fonction de la SELENON devient essentielle dans le cas d'un RE hyperoxydé provoqué par 

la surexpression d'ERO1, comme l'indique l'incapacité des myoblastes à croître dans ces 

conditions en l'absence de SELENON (Marino et al. 2015). Les cellules dépourvues de 

SELENON sont également clairement défectueuses dans la réabsorption du Ca2+ du RE 

(Chernorudskiy et al. 2020). Bien que la SELENON soit la seule sélénoprotéine membranaire 

du RE exposant le motif redox dans la lumière du RE comme la SELENOT, il n’y aurait à priori 

pas de lien fonctionnel avec l’IP3R1 (Marino et al. 2015). La perte de fonction de SELENON 

entraîne une myopathie congénitale associée à une résistance à l'insuline (myopathie liée à 

SEPN1).  

 Les deux autres sélénoprotéines sont impliquées dans le CQ des glycoprotéines. La 

SELENOF interagit avec l’UGGT via un domaine riche en cystéine conservé présent dans sa 

partie N-terminale, une interaction essentielle pour la rétention de la SELENOF dans le RE 

(Korotkov et al. 2001). Il a été proposé que le motif CXU puisse être impliqué dans la réduction, 

l'isomérisation ou l'oxydation des liaisons disulfure des substrats glycoprotéiques de l'UGGT 

(Labunskyy et al. 2005).  

La SELENOS est nécessaire à l'interaction de p97(VCP) avec la SELENOK pour le 

fonctionnement d'ERAD en cas de stress du RE (Lee et al. 2015). Elle interagit également avec 

les Derlins, les sous-unités du complexe ERAD qui effectuent la rétrotranslocation des 

glycoprotéines mal repliées dans le cytosol, la SELENOS servant de lien entre les Derlins et 

p97(VCP) (Ye et al. 2004). La déplétion de la SELENOS, tout comme celle de la SELENOT, 
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provoque l’étalement du RE. Ceci serait dû à une rupture du lien entre le RE et les microtubules 

(Noda et al. 2014). Une expression élevée est trouvée dans les tissus métaboliquement actifs 

(rein, foie, tissu adipeux, vaisseaux sanguins, îlots pancréatiques et muscles squelettiques) (Gao 

et al. 2004, Yu et al. 2016). De plus, l'expression de la SELENOS est dérégulée dans les troubles 

métaboliques. Elle est surexprimée après une privation de glucose et une inflammation induite 

par le lipopolysaccharide (Walder et al. 2002, Gao et al. 2004, Zeng et al. 2008). La SELENOS 

est exprimé dans tout le cerveau, à des niveaux plus élevés dans le cortex, l'hippocampe et le 

cervelet (Zhang et al. 2008, Fradejas et al. 2011).  

En conclusion, malgré des structures plus éloignées et une localisation différente dans le 

RE, la SELENOS serait la protéine qui partagerait le plus d’aspects fonctionnels avec la 

SELENOT parmi les sélénoprotéines résidentes du RE. 

 

 
Figure 57. Résumé schématique des différentes fonctions réalisées par les sept 

sélénoprotéines résidentes du RE 

Les pathologies et dysfonctionnements cellulaires associés à chaque sélénoprotéine du RE sont 

indiqués. La SELENON est activée par un faible niveau de calcium dans le RE. Cela conduit à 

son interaction avec la pompe SERCA et à son activation. Sa perte de fonction conduit à une 

hypersensibilité à ERO1, à un défaut de recaptage du Ca2+ dans le RE, et à une maladie appelée 

myopathie SEPN1-dépendante associée à une résistance à l'insuline. Le SELENOM réduit le 
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niveau de ROS en culture cellulaire. Elle interagit avec Gal-1, une lectine ayant une plus 

grande affinité pour le galactose favorisant la neuroprotection dans le cerveau. La délétion de 

la SELENOM entraîne une obésité sans déficience cognitive. La délétion de la SELENOT dans 

les précurseurs neuraux entraîne un retard de croissance du cerveau associé à des niveaux 

élevés de ROS, et une vulnérabilité accrue à la neurodégénérescence. Elle interagit avec le 

complexe OST et module la N-glycosylation. Son inhibition entraîne des défauts de sécrétion et 

un stress du RE dans les cellules endocrines. La Dio2 catalyse la déiodation de la T4 (3,5,3',5'-

tétraiodothyronine) en T3 (3,5,3'-triiodothyronine). La DIO2 dans le cerveau pourrait être un 

déterminant du bien-être et de la fonction neurocognitive. La mutation Thr92Ala, un 

polymorphisme présent dans 12 à 36 % de la population, entraîne un stress du RE et une 

hypothyroïdie. Cette mutation est vraisemblablement responsable d'une diminution de 

l'ubiquitination de DIO2 et de sa dégradation par le protéasome. L'inhibition de la SELENOS 

augmente l'agrégation de Tau. Elle est impliquée dans la dégradation de C99 par son 

interaction avec le complexe ERAD et son expression est corrélée aux enchevêtrements 

neurofibrillaires de cerveaux post-mortem de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. La 

surexpression de la SELENOS peut également entraîner une résistance à l'insuline. La 

SELENOK interagit avec la SELENOS et ERAD, limitant le stress du RE. Elle interagit 

également avec DHHC6, une protéine responsable de la palmitoylation de IP3R, une étape 

nécessaire à sa stabilisation. On pense que ce lien avec la régulation du Ca2+ favoriserait la 

migration microgliale et l’élimination des dépôts amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer. La 

SELENOF est un partenaire de l’UGGT, un senseur de l’état de repliement des protéines du 

RE. La délétion de la SELENOF chez l'animal entraîne une cataracte précoce. Cela pourrait 

être dû à une augmentation des protéines mal repliées ou à un manque d'interaction avec 

RDH11, une protéine impliquée dans le métabolisme de la vitamine A. 
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Conclusions et perspectives 
 

Les travaux présentés dans ce manuscrit avaient pour but de mieux comprendre le rôle 

moléculaire de la SELENOT dans un modèle de neurones hypothalamiques. Le résultat majeur 

de ce travail est la mise en évidence d’une interaction redox de la SELENOT avec l’IP3R1, en 

lien avec son rôle dans la mobilisation calcique et l’homéostasie du RE. La proximité de la 

SELENOT avec IP3R1 reste à démontrer par la technique de proximity-dependent biotinylation 

identification (BioID) et /ou de Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET). Par 

ailleurs la mutation des cystéines présentes dans la boucle L3V1 de IP3R1 est à réaliser pour 

permettre de confirmer l’interaction redox avec la SELENOT. L’absence de SELENOT semble 

déstabiliser cet acteur majeur de régulation des flux calciques en accord avec les travaux 

montrant que l’expression de la SELENOT est stimulée par l’AMPK qui elle-même inhibe 

l’activité de l’IP3R1 (Arias-Del-Val et al. 2019, Abid et al. 2019).  

Des résultats préliminaires suggèrent que l’absence de SELENOT entraîne une 

diminution des réserves de Ca2+ du RE, comme c’est le cas dans le modèle des cellules PC12 

(Grumolato et al. 2008), qui pourrait résulter de la levée de l’inhibition exercée sur IP3R1. 

L’IP3R1 étant une glycoprotéine sialylée, notre première hypothèse est donc que la SELENOT 

pourrait inhiber IP3R1 en modifiant son état de glycosylation. Elle jouerait ainsi un rôle 

similaire à Magt1 dans le complexe STT3B, pour permettre de glycosyler le deuxième séquon 

(NCS) situé au sein de la boucle intracellulaire de IP3R1 (Cherepanova et al. 2019, 

Cherepanova, Shrimal, and Gilmore 2014). La grande taille d’IP3R1 (2758 acides aminés chez 

l’Homme) rend cependant difficile l’étude de sa glycosylation par western blot. Nous pourrons 

purifier la protéine recombinante sauvage ou mutée au niveau de chacun des deux séquons par 

chromatographie sur colonne de Sepharose couplée à différentes lectines (ConA, EBL) et 

l’analyser ensuite par western blot.  

 La seconde hypothèse serait que la SELENOT se comporte comme ERp44 et réduise 

les cystéines de l’IP3R1 en condition hyperoxydée afin de l’inhiber puisque l’expression de la 

SELENOT est stimulée par le stress oxydant. Pour valider l’hypothèse de l’inhibition redox de 

l’activité de l’IP3R1 par la SELENOT, nous envisageons des expériences de rescue en 

transfectant les différentes constructions de SELENOT réalisées pour le thiol trapping qui 

comportent des mutations dans le centre redox et en analysant les marqueurs de sénescence.  

Quelle que soit l’hypothèse, l’absence de SELENOT devrait non seulement dépléter les 

réserves de Ca2+ du RE mais aussi conduire à une augmentation de la concentration en Ca2+ 
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dans le cytosol, du fait de l’ouverture de l’IP3R1. L’augmentation de la concentration en Ca2+ 

intracellulaire est nécessaire à l’expression d’un sécrétome spécifique des cellules sénescentes, 

le senescence-associated secretory phenotype (SAPS) (Raynard et al. 2022, Gonzalez-Gualda 

et al. 2021). Le phénotype de sénescence observé dans les neurones KO tend à valider ce 

scénario. Après avoir vérifié l’augmentation de Ca2+ cytosolique dans les cellules KO en 

utilisant une sonde calcique ratiométrique comme le Fura2, nous effectuerons une autre forme 

de rescue par chélation du Ca2+ intracellulaire avec le BAPTA-AM (Borodkina et al. 2016) 

pour réverser le phénotype de sénescence. 

La SELENOT co-précipite avec ERLIN2 et d’autres protéines mitochondriales décrites 

au niveau des MAM (Wright et al. 2018, Poston et al. 2011) dans les expériences de thiol 

trapping. Ainsi, si les deux modèles précédant ne se confirment pas, nous pourrions explorer la 

piste de l’interaction avec ERLIN2, puisqu’elle participe à une boucle de rétroaction conduisant 

à l’inactivation de l’IP3R par ubiquitination et dégradation via la voie ERAD (Wright et al. 

2018). L’IP3R potentialise les contacts entre la mitochondrie et le RE au niveau des MAM 

(Bartok et al. 2019) et il participe à l’activation du processus de sénescence en favorisant le 

passage du Ca2+ du RE vers la mitochondrie (Ahumada-Castro et al. 2021). Il serait donc 

intéressant de commencer par valider l’interaction de la SELENOT avec ERLIN2 par 

immunoprécipitation et d’étudier non seulement la co-localisation de la SELENOT avec IP3R1, 

mais aussi avec ERLIN2, dans les MAM en condition contrôle et de stress.   

Les cellules sénescentes sont métaboliquement actives puisqu’elles produisent des 

cytokines, des interleukines et des facteurs de croissance (SAPS), ce qui reste à démontrer par 

différentes approches dans notre modèle (Gonzalez-Gualda et al. 2021). Elles sont au moins 

capables de produire de la POMC et de l’α-MSH, contrairement à ce que nous avions démontré 

précédemment dans différents modèles de cellules endocrine et neuroendocrines (PC12, min6, 

AtT20) (Hamieh et al. 2017, Grumolato et al. 2008, Prevost et al. 2013). La POMC 

recombinante ne semble pas glycosylée dans les neurones contrairement aux résultats obtenus 

dans les cellules corticotropes. Ce résultat met à mal l’hypothèse originale qui était que le défaut 

de N-glycosylation de la POMC entraîne l’altération de son processing par les pro-hormones 

convertases en α-MSH (Hamieh et al. 2017).  

Il est maintenant admis que le stress oxydant et le stress du RE caractérisent de 

nombreuses maladies. Certaines, comme le diabète de type II, touchent les fonctions endocrines 

(Kaneto et al. 2005) et d’autres, comme les  maladies neurodégénératives, affectent le système 

nerveux, ou le cœur pour les cardiopathies ischémiques (Halliwell 2007). Ce type de stress est 

également décrit dans les neurones à POMC chez la souris obèse sous régime HF (Cakir and 
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Nillni 2019). Dans des cellules endocrines ou neuroendocrines, l’abaissement des niveaux de 

SELENOT par RNA interférence entraîne un stress du RE et l’activation de la réponse UPR. 

Nous n’avons pas observé de stress du RE dans les neurones dépourvus de SELENOT dans 

lesquels celui-ci a probablement été compensé. Par contre le phénotype de sénescence s’accorde 

avec le fait que la SELENOT figure parmi les sélénoprotéines dont la perte de fonction est la 

moins tolérée, à la fois chez l’homme et la souris (Santesmasses, Mariotti, and Gladyshev 

2019). De ce fait, la SELENOT n’a pu être reliée à aucune maladie à ce jour. Seuls les modèles 

animaux avec une invalidation conditionnelle de la SELENOT ont permis d’étudier sa fonction. 

Lorsque la SELENOT est invalidée spécifiquement dans les précurseurs neuraux, une 

diminution de la densité des neurones catécholaminergiques est constatée (Godefroy et al. 

2022) ainsi que des déficits cognitifs (Castex et al. 2016). Un modèle murin est actuellement 

en cours de développement pour invalider spécifiquement la SELENOT dans les neurones à 

POMC et en étudier les effets sur le comportement alimentaire et les paramètres métaboliques. 

Au vu des résultats que nous avons obtenus au cours de ce travail (altération de l’expression de 

NCAM1 et défaut d’adhésion), il est probable que l’effet d’une invalidation de la SELENOT 

entraîne au moins des défauts de projection des neurones à POMC dans ce modèle, responsable 

d’une sensibilité accrue au régime HF. En effet, les glycoprotéines sialylées sont importantes 

pour le développement des neurones et la stabilisation des synapses (Handa-Narumi et al. 2018) 

c’est le cas notamment de l’inhibition de la polysialylation de NCAM1 qui altère la 

neurotransmission hypothalamique et sensibilise les souris à la prise de poids durant un régime 

HF (Benani et al. 2012). La technique de microscopie 3D à feuille de lumière, actuellement 

disponible au laboratoire, permettra de vérifier cette hypothèse. D’autre part, l’obésité est aussi 

associée à un phénotype de sénescence (que l’on retrouve aussi dans les cellules β-pancréatique) 

(Ogrodnik et al. 2019, Rubio-Tomas et al. 2022) de même qu’à la sécrétion de chimiokines 

inflammatoires comme l’interleukine IL-1β, IL-6, et le TNF-α (Le Thuc et al. 2017) et à des 

défaut de mobilisation calcique dans les neurones à POMC (Paeger et al. 2017), en lien avec la 

perte de contacts RE-mitochondrie au niveau des MAM (Schneeberger et al. 2013). 

L’administration d’un peptide mimétique de la SELENOT (PSELT, une dizaine 

d’acides aminés choisis dans la région redox) chez des souris modèle de la maladie de Parkinson 

protège les neurones dopaminergiques contre le stress oxydant et la mort cellulaire. Cette 

activité protectrice a permis de prévenir la neurodégénérescence, de restaurer les niveaux de 

tyrosine hydroxylase phosphorylée et d'améliorer les capacités motrices des animaux (Alsharif 

et al. 2021). Chez le rat l’administration de ce peptide entraîne après l’épisode d’ischémie-

reperfusion une protection accrue du tissu cardiaque en limitant l’apoptose via la réduction des 
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niveaux de Bax, Caspase 3 et du cytochrome C (Rocca et al. 2018), ce qui montre qu’à l’instar 

de toutes les autres sélénoprotéines, la SELENOT présente une activité antioxydante portée par 

le centre redox. L’administration de ce peptide à des souris sous régime HF est en cours de 

réalisation pour tester l’activité protectrice de ce sélénopeptide.  Nous testerons aussi l’effet du 

PSELT sur les neurones mhypoA-POMC KO pour voir s’il est capable de compenser la 

sénescence, auquel cas il ferait un excellent outil thérapeutique non seulement pour les maladies 

en lien avec un stress oxydant mais aussi dans le cadre du vieillissement cellulaire prématuré.  
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Annexe I 
 

Matériels et méthodes 
 

Culture cellulaire et transfections 
 

La lignée cellulaire mHypoA-POMC a été achetée auprès de Cedarlane Laboratories 

Limited, la lignée cellulaire HEK-293T auprès de l'ATCC (ACS-4500™) et les cellules PC12 

ont été achetées auprès de la European collection of Cell Culture (ECACC, Salisbury, Wiltshire, 

UK). Pour toutes les expériences, les cellules ont été cultivées dans du DMEM (Gibco), 

complété par 10 % de sérum fœtal bovin inactivé par la chaleur (Sigma, Saint Quentin Fallavier, 

France), 100 U/mL de pénicilline et 100 μg/mL de streptomycine dans une atmosphère 

humidifiée de 5 % de CO2, 95 % d'air à 37 °C. Les cellules mhypoA-POMC ont été cultivées 

dans des plaques à six puits ou dans des plaques de culture de 10 cm et transfectées 

transitoirement à 70 % de confluence avec le réactif Lipofectamine™ LTX et le réactif PLUS™ 

(Invitrogen) selon les instructions du fabricant. Les cellules HEK 293T ont été transfectées à 

l'aide de polyéthylèneimine (PEIpro, Polyplus) pour la production de lentivirus. Le stress du 

RE a été induit par 1 μg/mL de tunicamycine pendant 24 h dans le milieu de culture cellulaire 

24 h après transfection afin d'inhiber la N-glycosylation. L'hydrazide Alexa Fluor 594 

(Thermofisher) a été incubé à 2 µM dans le milieu cellulaire pendant 30, 60 ou 120 minutes, à 

37°C, puis lavé dans du PBS avant observation. Les cellules ont été traitées à la leptine et l’H2O2 

durant 24 h à 100 nM et 100 µM, respectivement.  

 

Plasmides et constructions 
 

L'ADNc de la SELENOT de souris dépourvues de la séquence SECIS a été amplifié à 

partir de cellules AtT20 en utilisant des amorces sens et antisens (Tableau 1) et cloné dans un 

vecteur pGEM-T (Promega, Charbonnières, France). Un TAG HA a été introduit en amont du 

codon stop de la SELENOT à l'aide du QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis (Agilent 

technologies, Les Ulis, France). Quatre mutants dans le centre redox ont été produits, 2 

(C57VS/C60 et C57VS/S60) en utilisant le kit de mutagenèse dirigée QuikChange® II XL et 2 

(S57VS/S60 et S57VS/C60) ont été produits par synthèse d'ADN (Eurofins Genomics). Les 
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mutants ont ensuite été clonés dans le vecteur pLVET-IRES-GFP (Addgene #107139). La 

séquence nucléotidique de toutes les constructions a été vérifiée par séquençage de l'ADN. 

Pour introduire des sites de N-glycosylation à différents sites de la SELENOT, la 

mutagenèse dirigée sur la construction SELENOT étiquetée HA a été réalisée à l'aide du kit de 

mutagenèse dirigée QuikChange II XL et des amorces appropriées. Cinq mutants de N-

glycosylation différents ont été produits (ASN32, ASN53, ASN122, ASN147 et ASN194). 

 

Invalidation de la SELENOT par l’approche CRISPR-Cas9 
 

L'invalidation du gène selenot a été réalisée en utilisant l’approche NHEJ (non 

homologous end joining) de CRISPR-Cas9. Deux guides ciblant le gène selenot (Guide #3 : 5′- 

GGGCGGCGTGCCCAGCAAGA-3′ ; Guide #4 : 5′-TTAATAGGCTTAATTGT -3′) ont été 

conçues à l'aide de l'outil CRISPR Design hébergé par le Massachusetts Institute of Technology 

(http://crispr.mit.edu) afin de minimiser les effets hors cible potentiels. Les guides ont été 

insérés dans le vecteur TLCV2 (Addgene #87360) digéré avec l’enzyme de restriction BsmBI 

(New England Biolabs).  

Les lentivirus ont été produits par transfection transitoire des vecteurs TLCV2-sgRNA, 

pCMV-dR8.2 (Addgene #8455) et pMD2.G (Addgene #12259) dans les cellules HEK293T à 

l’aide du PEIpro (Polyplus) selon les instructions du fabricant. Les surnageants contenant les 

virus ont été recueillis à 48 h. La transduction des cellules mhypoA-POMC avec les virus a été 

réalisée en présence de polybrène (8 μg/mL, Sigma) pendant 24 h, suivie d'une sélection à la 

puromycine (Life Technologies) pendant 48 h après l'infection. L'induction de l'expression de 

la Cas9 a été réalisée 2 semaines après l'infection par l'ajout de 0,5 µg/ml de doxycycline 

pendant 24 heures. L'isolement des cellules GFP positives a été réalisé par FACS, suivi de 

l'ensemencement des cellules dans des boîtes de 96 puits, à raison d'une seule cellule par puits. 

L'ADN génomique de chaque clone a été isolé à l'aide de NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel). 

L'amplification de la séquence mutée a été réalisée par PCR à l'aide de l'ADN polymérase haute-

fidélité Phusion® (NEB) en utilisant des amorces encadrant la région de la SELENOT mutée 

avec chaque sgRNA (Tableau 1). La séquence nucléotidique des clones a été vérifiée par 

séquençage de l'ADN. 
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Western blot 
 

Les protéines des cellules mHypoA-POMC ont été extraites avec un tampon de lyse 

(Cell Signalling) contenant 20 mM de Tris-HCl (pH 7,5) 150 mM de NaCl, 1 mM de Na2EDTA, 

1 mM d'EGTA, 1% de Triton, 2,5 mM de pyrophosphate de sodium, 1 mM de β-

glycérophosphate, 1 mM de Na3VO4 et 1 µg/ml de leupeptine complété par un inhibiteur de 

protéase (Thermo Scientific Pierce). Les lysats ont été clarifiés par centrifugation à 14 000 g 

pendant 15 minutes à 4°C. Les protéines ont été quantifiées par la méthode de Bradford (Bio-

Rad, Marnes-la-Coquette France), séparées par SDS-PAGE et transférées sur des feuilles PVDF 

(Bio-Rad). Les membranes ont été bloquées pendant 1 h à température ambiante dans une 

solution PBS-lait 5 % (sans matières grasses). Les blots PVDF ont ensuite été incubés pendant 

une nuit à 4°C avec des anticorps primaires (Tableau 2). Ensuite, ils ont été incubés pendant 1 

h avec l'anticorps secondaire conjugué à la peroxydase de raifort (1:5000) puis lavés avant 

révélation. Les bandes immunoréactives ont été visualisées par détection de l'activité 

peroxydase par chimioluminescence (substrat Western ECL clair, Bio-Rad). L'analyse 

quantitative de l'immunoréactivité a été réalisée avec le système d'illumination Bio-Rad 

ChemiDoc en utilisant le logiciel Image Lab (Bio-Rad). 

 

Immunopurification des complexes piégés avec la SELENOT-HA  
 

Des cellules mHypoA-POMC ont été transfectées dans des plaques de culture de 10 cm 

avec les 4 mutants SELENOT de souris marqués avec un tag HA (C57VS/C60, C57VS/S60, 

S57VS/S60, S57VS/C60). Chaque plaque a été soumise à un traitement oxydant pendant 10 

min en utilisant du PBS contenant 20 mM de N-éthyl maléimide (NEM) et 1 mM de 2,2′-

Dithiodipyridine. Les cellules ont ensuite été lysées dans 0,3 % de Triton X-100, 150 mM NaCl, 

20 mM HEPES pH 7,4, 20 mM NEM et des inhibiteurs de protéases. Le lysat a été incubé avec 

des billes magnétiques couplées à un anticorps anti-HA (Pierce) pendant une nuit et les 

protéines éluées dans du tampon laemmli. Dix pour cent du matériel élué a été immunoblotté 

avec un anticorps anti-HA (Cell Signalling) après migration SDS-PAGE en condition réductrice 

et non réductrice (avec ou sans β-mercaptoéthanol).  
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Prélèvement et préparation protéomique 
 

Les protéines immunoprécipitées ont été mélangées avec du tampon Laemmli 3X (0,312 

M Tris-HCL pH 6,8, 50 % p/v Glycérol, 10 % p/v SDS, 0,25 % bleu de bromophénol) et 

chauffées à 100 °C pendant 10 minutes. Les échantillons ont été chargés sur un gel de bis-

acrylamide à 7 %. L'électrophorèse a été réalisée à 10 °C pendant environ 3 heures en utilisant 

un ampérage constant de 20 mA dans un tampon Tris-Glycine (14 % Glycine, 3 % Tris base, 2 

% SDS). Les gels ont été lavés deux fois dans de l'eau désionisée et incubés 30 secondes dans 

la solution de bleu de Coomassie R-250 sous agitation. La bande de protéines juste au-dessus 

du front de migration a été coupée et conservée dans un mélange d'éthanol à 30 % et d'acide 

acétique à 10 %. Après plusieurs étapes de lavage, les bandes de protéines excisées ont été 

dénaturées par du chlorhydrate de Tris (2-CarboxyEthyl) Phosphine 5 mM (TCEP, Sigma, 

Saint-Quentin Fallavier, France) dans un tampon de bicarbonate d'ammonium 100 mM à 56 °C 

pendant 1 heure. Ensuite, les résidus de cystéine réduits ont été bloqués à l'aide d'iodoacétamide 

55 mM (Sigma) à température ambiante pendant 20 min (dans l'obscurité) avant d'effectuer une 

digestion par la trypsine en gel selon les instructions du fabricant (Promega, Charbonnières-les-

Bains, France). Les peptides ont été extraits une fois avec de l'acide formique 1%, deux fois 

avec de l'acétonitrile 100%/5% d'acide formique (v/v) et les fractions combinées ont été séchées 

à l'aide d'un concentrateur sous vide.  

 

Analyse NanoLC-ESI-MS/MS 
 

Avant de procéder à l'analyse LC-MS, tous les échantillons de peptides ont été remis en 

suspension dans 10 µL d'acétonitrile à 3 % (v/v) et d'acide formique à 0,1 % (v/v). 1 µL de 

chaque échantillon a ensuite été analysé sur le spectromètre de masse Orbitrap Eclipse Tribrid 

(Thermo Scientific, Les Ulis, France) équipé d'une source nanoESI. Les peptides ont été chargés 

sur une colonne d'enrichissement (Acclaim C18 PepMap100 (2 cm x 75 μm i.d., 3 μm, 100 Å, 

Thermo Scientific) et séparés sur une colonne Acclaim PepMap RSLC (50 cm x 75 µm i.d., 3 

μm, 100 Å, Thermo Scientific) avec un débit de 300 μL.min-1. La phase mobile était composée 

de H2O/0,1 % d'acide formique (tampon A) et d'acétonitrile/H2O/0,1 % d'acide formique 

(80/20) (tampon B). La durée du gradient d'élution était de 60 min, avec différentes étapes : 0-

34 min, 2,5-31 ; 34-39 min, 31-50 % B ; 39-40 min, 50-100 % B ; 40-50 min, 100 % B ; 50,1-

60 min, 6 % B. La température de la colonne a été réglée à 40°C. Les paramètres d'acquisition 

du spectromètre de masse étaient les suivants : Temps d'injection de 30 ms maximum, tension 
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capillaire de 1,6 kV, température capillaire de 275 °C, balayage complet MS m/z @ 375-1800 

avec une résolution de 120 000 en MS et 15 000 en MS/MS. Les 20 ions les plus intenses (Top 

20) ont été sélectionnés puis fragmentés avec l'azote comme gaz de collision (énergie de 

collision fixée à 30%). Tous les spectres obtenus ont été exportés au format "brut" qui ont été 

utilisés pour l'analyse des données. 

 

Analyse des données protéomiques 

 

Le logiciel Progenesis LC-MS (Nonlinear dynamics, version 4.1) a été utilisé pour une 

approche peptidique sans marqueur comme décrit précédemment (Freret et al. 2013). 

L'alignement automatique a été réglé pour effectuer des comparaisons deux à deux entre les 

échantillons afin d'aligner les séries LC-MS pour tenir compte des dérives du temps de 

rétention. Un score d'alignement minimum de 80 % était requis pour la suite de l'analyse. Après 

l'alignement, l'analyse statistique a été effectuée avec des calculs d'analyse de variance à sens 

unique (ANOVA). Pour mettre en évidence les peptides exprimés de manière différentielle 

entre les groupes, une valeur p Anova ≤ 0,05 était requise. La liste de pics contenant les peptides 

différentiellement exprimés a ensuite été utilisée pour l'identification à l'aide de Mascot (Matrix 

Science, version 2.6.0, Boston, MA) avec les paramètres suivants : spécificité de l'enzyme, 

trypsine ; un clivage manqué autorisé ; modifications variables, carbamidométhylation (C) ; 

oxydation (M), pyroglu de E et Q ; tolérance de masse du précurseur monoisotopique : 5 ppm 

; tolérance de masse du produit : 0,02 Da par rapport à la base de données SwissProt_2017_11 

et à la taxonomie Mus musculus (souris domestique). Une correspondance positive était 

considérée lorsqu'elle était classée parmi les premières positions et présentait un score avec un 

seuil significatif de p < 0,05 et avec un taux de fausses découvertes (FRD) inférieur à 1. Les 

résultats de la recherche Mascot ont été réimportés dans Progenesis pour l'expression 

différentielle et seules les protéines avec une p-value Anova ≤ 0,05 et identifiées. La qualité des 

données a été vérifiée par une analyse en composantes principales (PCA). 

 

Immunohistochimie 
 

L'immunocytochimie a été réalisée sur des cellules mhypoA-POMC cultivées dans des 

plaques 24 puits pendant 48 h et fixées dans du PFA à 4 %. Une étape de saturation (1 h à 

température ambiante) a été réalisée avec 1 % de sérum d'âne dilué dans une solution PBS 
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contenant 1 % de BSA et 0,3 % de Triton X-100, avant une incubation d'une nuit avec les 

anticorps primaires à 4°C. Une description détaillée des anticorps primaires est fournie dans le 

tableau 2. Les anticorps secondaires conjugués à l'Alexa (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) 

comprennent un anticorps de chèvre anti-lapin (1:300), un anticorps de chèvre anti-hamster 

(1:300), un anticorps de chèvre anti-souris (1:300). Les lectines ConA et EBL couplées à un 

Alexa Fluor ont été incubées pendant 20 minutes (1 :200) à température ambiante de même que 

la phalloïdine et la toxine cholérique (1:500). Les noyaux ont ensuite été colorés avec 1 μg/ml 

de 4′,6-diamino-2-phénylindole (DAPI ; Sigma-Aldrich) dans du PBS pendant 2 minutes. Les 

coupes de tissus et les cellules ont été examinées avec un microscope confocal à balayage laser 

vertical Leica SP8 équipé du système Acousto-Optico Beam Splitter (Leica) sur la plateforme 

d'imagerie cellulaire de Normandie (PRIMACEN, Rouen).  

 

Analyse des N-glycomes 
 

Des extraits protéiques (10 mg) obtenus à partir des mhypoA-POMC WT et KO ont été 

dissous dans 9 mL de (NH4)2CO3 100 mM pH 8 et 1 mL de tampon dénaturant contenant 0,2 

% de SDS et 100 mM de β-mercaptoéthanol. Les échantillons ont été chauffés pendant 10 min 

à 100°C pour dénaturer les protéines. Après refroidissement, la digestion a été réalisée avec 10 

unités de PNGase F (SIGMA) pendant 24 à 48h à 37°C sous agitation à 150 rpm. Les 

échantillons ont été chauffés à 100°C pendant 5 minutes pour inactiver l'enzyme. La fétuine a 

été utilisée comme contrôle pour cette expérience (1,5 mg a été traité comme décrit 

précédemment). Finalement, les protéines déglycosylées ont été précipitées par l'ajout de 4 

volumes d'éthanol pendant une nuit à -20°C. Après précipitation, les échantillons ont été 

centrifugés 15 min à 4°C à 10 000 g et les surnageants contenant les N-glycanes libérés ont été 

récupérés et placés dans des tubes en verre pour laisser évaporer la solution à l'aide d'un 

évaporateur sous flux gazeux. Ensuite, les N-glycanes libres ont été perméthylés comme décrit 

précédemment (Vanier et al. 2017), en augmentant le temps d'incubation à plusieurs heures. 

Les N-glycanes perméthylés ont été purifiés à l'aide de colonnes C18 (Hypersep™ C18 

Cartridges, 200 mg, 3 mL, ThermoFisher). Tout d'abord, les colonnes ont été conditionnées par 

des lavages successifs avec 5 mL de méthanol, 5 mL d'eau, 5 mL d'acétonitrile et 5 mL d'eau. 

Les échantillons perméthylés ont été remis en suspension dans 200 µL d'une solution de 

méthanol/eau 50/50 (v/v) et ont été passés sur la colonne. Des élutions successives avec 2 mL 

de 15 % (v/v), 35 % (v/v), 50 % (v/v) et 75 % d'acétonitrile (v/v) ont été effectuées. Les 

N-glycanes perméthylés ont été récupérés dans les fractions de 50 % et de 75 % d'acétonitrile, 
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respectivement. Les échantillons résultants ont été séchés dans un SpeedVac® ThermoFisher 

SPD111 V avant d'être analysés par spectrométrie de masse par désorption laser assistée par 

matrice et ionisation en temps de vol (MALDI-TOF MS) comme indiqué précédemment dans 

(Lucas et al. 2018). Pour cette analyse, un spectromètre de masse à temps de vol UltrafleXtreme 

(Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne) équipé d'un laser Nd : YAG (longueur d'onde 355-

nm), 2 kHz smartbeamTM-II a été utilisé. 

Les échantillons ont été préparés pour l'analyse sous forme de mélange avec de l'acide 

dihydroxybenzoïque (DHB) utilisé comme matrice. Cette matrice a été dissoute à 20 mg/mL 

dans une solution à 80 % de méthanol. Les N-glycanes perméthylés ont été solubilisés dans une 

solution d'acétonitrile/0,1 % d'acide trifluoroacétique 70/30 v/v. Les échantillons et la matrice 

ont été étalés dans un rapport de 1/1 v/v. Ces spectres ont été enregistrés en mode positif du 

réflecteur avec une accumulation de 10 000 coups minimum avec le logiciel FlexControl 3.4. 

Les spectres ont été acquis en utilisant une gamme de masse m/z 900-4,500 et analysés avec le 

logiciel FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics). Sur la base du rapport m/z et du rapport de la 

littérature concernant les voies de N-glycosylation, chaque ion a été associé à une structure de 

N-glycane qui a été dessinée selon la nomenclature internationale récemment mise à jour. 

 

Dosage de l'α-MSH 
 

Les concentrations d'α-MSH ont été déterminées à l'aide du kit α-MSH (humain, rat, 

souris) -EIA (Phoenix, Strasbourg, France) conformément aux instructions du fabricant. En 

bref, les cellules ont été cultivées dans un milieu DMEM sans sérum pendant 24 h. La teneur 

en α-MSH a été mesurée après lyse des cellules. L'α-MSH totale a été normalisée par la 

concentration en protéines de la cellule. 
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Tableau 1. Liste des primers 
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Tableau 2. Liste des anticorps 
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Résumé de la thèse  
 

La sélénoprotéine T est une protéine de type thiorédoxine qui est fortement exprimée au 

cours du développement et dans certains tissus sécréteur (endocrine/neuroendocrine) à l'âge 

adulte. Par un criblage de levure en double hybride et des expériences d'immunoprécipitation, 

son interaction avec le complexe oligosaccharyltransférase a été démontrée ainsi que son rôle 

dans la glycosylation de la proopiomélanocortine dans les cellules corticotropes. Cependant, 

l’importance de sa fonction redox dans ce processus n'est pas encore connue.  

Nous avons utilisé un modèle cellulaire de neurones à POMC, mhypoA-POMC, obtenus 

à partir d’hypothalamus de souris pour générer deux lignées invalidées de manière stable pour 

la SELENOT par l’approche CRISPR-Cas9. Nous avons constaté dans les lignées KO une 

augmentation de la surface cellulaire, un aplatissement de la cellule, un étalement du RE, une 

perte des contacts entre le RE et la membrane plasmique, une augmentation de l’endocytose, 

un défaut d’extension des neurites, et une expression de la β-galactosidase. Cet ensemble de 

modifications suggère que les cellules KO pour la SELENOT sont sénescentes. Nous avons 

aussi observé la perte spécifique de certains polysaccharides dans les cellules invalidées pour 

la SELENOT, en particulier les glycanes sialylés. L’étude de la topologie de la SELENOT 

révèle qu’elle adopte une structure en épingle à cheveux, le site catalytique CVSU émergeant 

dans la lumière du RE. Une approche de thiol trapping et de spectrométrie de masse a mis en 

évidence une interaction de la SELENOT avec une dizaine de partenaires redox potentiels, 

parmi lesquels le récepteur de l'inositol trisphosphate de type 1 (IP3R1), un canal du RE 

responsable de la mobilisation calcique, et ERLIN2, une protéine régulant l’expression 

d’IP3R1. Par ailleurs, une interaction indépendante des cystéines du centre redox avec le 

complexe OST (sous unités STT3A, STT3B, OST48, RPN1, RPN2, malectine) a aussi été 

observée. 

En conclusion nous proposons que la SELENOT est impliquée dans le contrôle de 

l’activité d’IP3R1 en permettant sa N-glycosylation et/ou en modifiant l’état redox de ses 

cystéines régulatrices, ou éventuellement en interagissant de façon redox avec ERLIN2. 

 

Mots clés : sélénium ; sélénoprotéines ; réticulum endoplasmique ; calcium ; N-

glycosylation ; homéostasie redox  


