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RESUMES 

Hétérogénéité de composition du ribosome au cours de la transition 

épithélio-mésenchymateuse 

par Chloé MORIN 

 

Le ribosome est la machinerie cellulaire réalisant l’une des dernières étapes de 

l’expression génique : la traduction. Composé de 4 ARNs ribosomiques (ARNr) et 80 protéines 

ribosomiques chez l’Homme répartis en 2 sous-unités, le ribosome a pendant longtemps été vu 

comme un complexe ribonucléoprotéique homogène et invariable du fait de l’importance de sa 

composition dans sa structuration et donc sa fonction. Or, dès sa découverte dans les années 

1950, plusieurs études suggéraient déjà une hétérogénéité de composition du ribosome. Il 

faudra néanmoins attendre les années 2000 pour que le dogme du ribosome invariant soit remis 

en cause par une vision plus hétérogène de sa composition. A l’heure actuelle, une hétérogénéité 

de composition du ribosome a été observée au niveau des ARNr et des protéines ribosomiques 

dans différents contextes physio-pathologiques, grâce à des techniques expérimentales ou 

omiques. Cependant, l’impact fonctionnel de ces modifications de composition du ribosome 

n’a pas toujours été caractérisé. Quelques rares études ont néanmoins permis de lier 

hétérogénéité de composition du ribosome et traduction préférentielle de certains ARN 

messagers. D’un point de vue phénotypique, il est clair que des anomalies des protéines 

ribosomiques, en particulier mutation et expression substœchiométrie, impactent le 

comportement cellulaire, aboutissant à des défauts développementaux par exemple. Le lien 

entre hétérogénéité de composition du ribosome et phénotype est moins démontré dans le cas 

des modifications chimiques des ARNr malgré une forte association entre 2’-O-ribose 

méthylation et cancer. Cependant, ces études ont été purement comparatives de deux états 

cellulaires distincts (e.g., cancer vs sains) et n’ont pas permis d’évaluer l’importance de la 

composition du ribosome dans la dynamique cellulaire et/ou phénotypique. 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est à ce jour l’un des processus 

cellulaires dynamiques et réversibles les mieux caractérisés. L’EMT permet aux cellules 

épithéliales de se transdifférencier en cellules mésenchymateuses, afin, entre autres, de se 

mouvoir dans l’organisme. Ce processus physiologique est essentiel au cours de 

l’embryogenèse, la cicatrisation, mais également la progression métastatique. Décrite depuis 
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les années 1970, l’EMT est très bien caractérisée des points de vue épigénétique et 

transcriptomique. Cependant, bien que certaines études soulèvent le rôle de la machinerie 

traductionnelle au cours de l’EMT, aucune étude n’a permis de caractériser l’apport relatif de 

la régulation traductionnelle par rapport à la régulation transcriptionnelle, ni même les 

modulations de la composition du ribosome. Or, dans la mesure où plusieurs consortiums 

déplorent actuellement le manque de nouvelles approches permettant de mieux caractériser et 

comprendre les mécanismes moléculaires, cellulaires et phénotypiques de l’EMT, l’étude de la 

traduction et du ribosome pourrait permettre d’apporter ce nouveau regard. 

Les travaux réalisés au cours de mon doctorat démontrent tout d’abord l’existence d’une 

hétérogénéité de composition du ribosome au cours de l’EMT au niveau des ARNr et protéines 

ribosomiques, à la fois entre les états stables mais également au cours de la dynamique de 

l’EMT. L’hétérogénéité de composition du ribosome observée dans des échantillons de cancers 

du sein et des lignées cellulaires permet de différencier des cellules aux caractéristiques 

mésenchymateuses versus épithéliales. D’un point de vue moléculaire, nos données permettent 

également de définir que la régulation traductionnelle est au moins aussi importante que la 

régulation transcriptionnelle, quantitativement, au cours de l’EMT. Enfin, nos résultats 

montrent que la modification de composition du ribosome au niveau d’une seule protéine 

ribosomique permet l’initiation de l’EMT in vitro. L’ensemble de ces travaux soutiennent le 

fait que la plasticité de composition du ribosome contribue au changement d’identité cellulaire. 
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Summary 

Heterogeneity of ribosome composition during epithelial-mesenchymal 

transition 

by Chloé MORIN 

 

The ribosome is the cellular machinery responsible for the last step of gene expression: 

translation. The human ribosome contains 4 ribosomal RNAs (rRNAs) and 80 ribosomal 

proteins which are separated in 2 subunits. This structure has been shown for a long time as a 

homogeneous and invariable ribonucleoproteic complex as its activity relies on its composition. 

However, since its discovery in the 1950’s, several studies already suggested a heterogeneity 

in ribosome composition. Despite these observations, the dogma of a homogenous ribosome 

has been questioned only in the 2000’s. Today, ribosome heterogeneity is observed at rRNA 

and ribosomal protein levels in various physio-pathological contexts, either through wet lab or 

omics experiments. Nonetheless, the functional impact of these ribosome composition 

modifications is not always characterized. Some rare studies demonstrated link between 

heterogeneous ribosome and preferential translation of some messenger RNAs. In a phenotypic 

point of view, it is clear that alterations in ribosomal protein composition, in particular gene 

mutations or substoechiometric expression, impact cellular behavior, leading to developmental 

defects for example. The link between heterogeneity in ribosome composition and phenotype 

is less described for rRNA modifications. However, a strong association between 2’-O-ribose 

methylation and cancer is documented. As these studies has been performed in a comparative 

point of view, they did not evaluate the importance of ribosome composition in cellular dynamic 

and/or phenotype. 

To date, epithelial-mesenchymal transition (EMT) is one of the best characterized 

reversible and dynamic cellular process. EMT allows epithelial cells to transdifferentiate into 

mesenchymal cell to acquire new capacities such as motility. This physiological process is 

essential during embryogenesis and wound-healing, as well as metastatic progression. 

Described since the 1970’s, EMT is well characterized at both epigenetic and transcriptomic 

levels. However, while several studies suggest a role for translational machinery during EMT, 

no study neither characterized the relative contribution of translational regulation compared to 

transcriptional one, nor the ribosome composition modulations. Therefore, while several 
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consortiums ask for new scientific approaches to decipher molecular, cellular and phenotypic 

events of EMT, the characterization of translation and ribosome may offer a new point of view 

for EMT characterization. 

The studies performed during my PhD first demonstrate a heterogeneity in ribosome 

composition during EMT, at both rRNA and ribosomal protein levels, in both EMT stable states 

and dynamic EMT contexts. Ribosome heterogeneity is also observed in breast cancer samples 

and cell lines, and allow to distinguish cells showing mesenchymal traits from cells showing 

epithelial ones. In a molecular point of view, our results show that translational regulation is as 

quantitatively important as transcriptional regulation during EMT. Last but not least, our data 

demonstrate that the modification of the substoechiometry of only one ribosomal protein 

induces EMT in vitro. Altogether, our results sustain that ribosome composition plasticity 

contribute in cellular identity changes. 
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PREAMBULE 
 

« Ribosome » et « transition épithélio-mésenchymateuse » sont deux concepts a priori 

éloignés l’un de l’autre. 

D’un côté, le ribosome est la machinerie cellulaire réalisant la dernière étape de 

l’expression génique : la traduction d’un ARN messager en protéine. Cette machinerie aux 

multiples composants a été vue pendant de nombreuses décennies comme invariable, à la fois 

en termes de composition et d’activités. Cependant, de récentes études font émerger une 

hétérogénéité de composition et un rôle plus fin du ribosome, à la fois acteur de la synthèse 

protéique et régulateur de la spécificité de traduction. La compréhension de ces mécanismes 

n’en est qu’au balbutiement, et le rôle du ribosome dans la spécification de phénotypes 

particuliers n’a été que peu étudié. 

De l’autre, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus physio-

pathologique nécessaire à la genèse d’un nouvel individu et au maintien de l’intégrité des 

organes, mais également la progression tumorale. Permettant aux cellules épithéliales 

d’acquérir, entre autres, des capacités migratoires, l’EMT constitue un enjeu de santé publique 

majeur, y compris dans la compréhension de la formation des métastases et de la résistance aux 

thérapies anti-cancéreuses. A l’heure actuelle, les recherches sur l’EMT se heurtent à un 

manque de nouveaux marqueurs moléculaires pour affiner les connaissances et la 

caractérisation de l’hétérogénéité de ce processus. 

Au travers de mes travaux de thèse, je propose de réunir ces deux domaines scientifiques 

afin de proposer de nouvelles approches permettant une meilleure compréhension des 

mécanismes moléculaires, cellulaires et phénotypiques, à la fois dans le domaine du ribosome 

et dans celui de l’EMT. Mes recherches s’attèlent à démontrer (i) l’existence d’une 

hétérogénéité de composition du ribosome au cours de l’EMT ; (ii) l’impact sur l’EMT de la 

modification de composition du ribosome ; et (iii) l’existence d’une régulation traductionnelle 

au moins aussi importante que la régulation transcriptionnelle au cours de l’EMT. 

 

Ce manuscrit se découpe en trois sections. La première constitue l’introduction, 

découpées en trois chapitres présentant le ribosome et la traduction (Chapitre 1), l’hétérogénéité 

de composition du ribosome (Chapitre 2), et enfin l’EMT (Chapitre 3). La deuxième section de 
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ce manuscrit constitue les résultats obtenus au cours de mes trois années de doctorat. Cette 

section présente les deux articles en préparation regroupant les données obtenues concernant le 

lien entre (i) 2’-O-ribose méthylation et EMT, et (ii) composition protéique du ribosome et 

EMT. Enfin, la dernière section de ce manuscrit permettra la discussion des résultats obtenus 

au regard des données de la littérature et des limites expérimentales rencontrées. 
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INTRODUCTION 
 

Chapitre 1 : Le ribosome, élément central de la machinerie 

traductionnelle 

Le ribosome est la machinerie cellulaire réalisant la dernière étape de l’expression 

génique : la traduction. Ce processus correspond à la synthèse d’un néo-peptide sur la base du 

décodage d’un ARN messager (ARNm) et assure ainsi la synthèse protéique. Elément clé de 

cette néo-synthèse, le ribosome réalise à la fois le décodage de l’ARNm via des ARN de 

transfert (ARNt) et la ligation des acides aminés entre eux. La première mise en évidence des 

ribosomes remonte à 1941 lorsque Albert Claude isola des « microsomes », définis comme des 

granules cytoplasmiques enrichis en ARN (Claude, 1941, 1943). Dans le même temps, d’autres 

études permettent de définir une corrélation entre concentration localisée d’ARN et synthèse 

protéique (Brachet, 1941; Caspersson, 1941; Caspersson & Schultz, 1939). Il faudra par la suite 

attendre une dizaine d’années pour déterminer que ces « microsomes » sont eux-mêmes 

constitués d’ARN et de protéines, et obtenir les premières photographies de ces structures (i.e., 

microscopie électronique) (Palade, 1955; Schachman et al., 1952). Depuis lors, de nombreuses 

études ont contribué à caractériser la composition exacte ainsi que les processus moléculaires 

permettant la biogenèse de ces « microsomes », rebaptisés « ribosomes » en 1958 (Biophysical 

Society, 1958). Il est dorénavant admis que les ribosomes sont présents de façon libre dans le 

cytoplasme, mais également attachés au réticulum endoplasmique granuleux, un compartiment 

cellulaire assurant l’exportation des protéines vers les organites, la membrane cellulaire et le 

milieu extracellulaire. 

 

Dans ce chapitre, je détaillerai la composition et la biogenèse du ribosome, ainsi que les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la traduction des ARNm en protéines. Ce chapitre 

relevant principalement de dogmes et démonstrations datant de plusieurs dizaines d’années, 

mes propos pourront être redondants avec des publications déjà existantes, mais permettront 

d’avoir un aperçu général de la structure et l’activité du ribosome qui sont des aspects essentiels 

abordés dans mes travaux de thèse. 
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I. La biogenèse des ribosomes 

Figure 1 : Schéma de la biogenèse du ribosome. Les constituants du ribosome sont transcrits 
par les trois ARN polymérases (I, II ou III). L’ARN polymérase I assure la transcription 
nucléolaire du précurseur 47S qui, après maturation, donnent les ARNr 5.8S, 18S et 28S. 
L’ARNr 5S est quant à lui transcrit dans le noyau par l’ARN polymérase III. Les gènes codant 
pour les protéines ribosomiques sont transcrits par l’ARN polymérase II puis maturés et 
traduits dans le cytoplasme. Une partie des protéines ribosomiques est ensuite transloquée dans 
le noyau pour s’assembler au ribosome de façon précoce, tandis que d’autres sont incorporées 
de façon tardive dans le cytoplasme cellulaire. 3’ETS : 3’ External Transcript Spacer ; 5’ETS : 
5’ External Transcript Spacer ; ADNr : ADN ribosomique ; ARN Pol : ARN polymérase ; 
ARNr : ARN ribosomique ; RP : protéine ribosomique ; RPL : RP de la grande sous-unité 
ribosomique ; RPS : RP de la petite sous-unité ribosomique. Adapté de (Morin et al., 2022). 
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La biogenèse est le processus moléculaire permettant la genèse d’un nouveau ribosome, 

un complexe comprenant de nombreux et divers composants. La biogenèse des ribosomes a 

lieu principalement dans les nucléoles (i.e., domaines nucléaires spécialisés dans les étapes de 

biogenèse du ribosome) et font intervenir plus de 300 facteurs protéiques et 200 ARNs non 

codants (Fromont-Racine et al., 2003; Kressler et al., 2010; Thomson et al., 2013). Ces 

différentes étapes sont résumées dans la Figure 1. La biogenèse du ribosome est un processus 

multi-étapes incluant la synthèse des différents composants du ribosome, leur maturation et leur 

assemblage. 

 

1. Composition et activité du ribosome 

Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques constitués, chez l’Homme, de 4 

ARN non codants (i.e., ARN ribosomiques, ARNr) et de 80 protéines ribosomiques. Au sein 

du règne vivant, les ribosomes présentent des compositions différentes en fonction de l’espèce, 

et en particulier entre les procaryotes et eucaryotes. Ainsi, la taille du ribosome est définie selon 

son coefficient de sédimentation, exprimé en unité de Svedberg (S). Les ribosomes procaryotes 

sont nommés 70S, tandis que ceux des eucaryotes sont de 80S. Le ribosome 80S est lui-même 

composé de deux sous-unités : une petite (40S) et une grande (60S). Chez l’Homme, la petite 

sous-unité 40S est composée de l’ARNr 18S et de 33 protéines ribosomiques, tandis que la 

grande sous-unité 60S contient 3 ARNr (i.e., 5S, 5.8S et 28S) et 47 protéines ribosomiques. 

 

Ces composants assurent la structuration très particulière du ribosome sur laquelle repose 

ses différentes activités de traduction. Le ribosome contient ainsi plusieurs domaines 

fonctionnels qui ont été décrits notamment grâce aux études structurales du ribosome, permises 

par le développement de diverses technologies, comme la cryo-électro-microscopie, la plus 

récente (Anger et al., 2013; Ben-Shem et al., 2011; Khatter et al., 2015). Le core du ribosome, 

où s’effectue le décodage des ARN messagers (ARNm) et la formation de la liaison peptidique, 

est fortement conservé au cours de l’évolution. On distingue dans le ribosome, le site d’entrée 

de l’ARN de transfert (ARNt) aminoacylé, c’est-à-dire associé à son acide aminé (site A ; i.e., 

aminoacyl) ; le site d’assemblage du nouvel acide aminé sur l’ARNt peptidylé, c’est-à-dire 

portant le peptide néo-synthétisé (site P ; i.e., peptidyl) ; et le site permettant le relargage de 

l’ARNt dépourvu du néo-peptide (site E ; i.e., exit) (Figure 2). Ces trois sites catalytiques sont 

localisés à l’interface des deux sous-unités. En particulier, le centre de décodage, assurant la 
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vérification de l’homologie de séquence entre l’ARNt aminoacylé et l’ARNm en cours de 

traduction, est porté par la petite sous-unité, tandis que la grande sous-unité porte l’activité 

peptidyl-transférase permettant l’ajout des acides aminés entrants au peptide néo-synthétisé 

(Barta et al., 1984). La genèse d’un ribosome est donc primordiale pour assurer l’ensemble de 

ces fonctions et repose sur la coordination de la synthèse et de l’assemblage des différents 

constituants du ribosome. 

Figure 2 : Schéma de la structure interne du ribosome en cours de traduction. ARNt : ARN de 
transfert. Adapté de BioRender. 

 

2. Synthèse, processing et maturation des ARNs ribosomiques 

Les ARNs ribosomiques (ARNr) sont les composants principaux des ribosomes. En effet, 

non seulement ils représentent le composant le plus abondant dans le ribosome mais assure 

aussi la conformation structurelle du ribosome et contribuent à son activité enzymatique (Barta 

et al., 1984; Guerrier-Takada et al., 1983; Kruger et al., 1982). La biogenèse des 4 ARNr inclue 

leur transcription, processing et maturation pour assurer la formation d’un ribosome complet et 

fonctionnel. 

 

a. Synthèse des ARNs ribosomiques 

Les ARNr sont synthétisés par l’ARN polymérase I dans le nucléole (i.e., ARNr 5.8S, 

18S et 28S, issus d’un même précurseur 47S) et l’ARN polymérase III dans le noyau (i.e., ARNr 

5S) (Figure 1). 
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Les séquences codantes pour le précurseur 47S contenant les séquences des ARNr 5.8S, 

18S et 28S constituent l’« ADN ribosomique » (ADNr), et sont répétées en tandem sur les 5 

chromosomes acrocentriques (i.e., chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22) (Stults et al., 2008). Au 

total, il existe chez l’Homme entre 200 et 400 copies d’ADNr codant pour le précurseur 47S. 

L’initiation de la transcription du précurseur 47S repose sur la fixation de deux facteurs de 

transcription sur la région promotrice des ADNr (Upstream Control element, UPC) : UBF 

(Upstream Binding Factor) et SL1 (Selectivity factor 1) (Raška et al., 2004). Le complexe SL1, 

composé de la protéine TBP (TATA Binding Protein) et de cinq facteurs associés nommés TAF 

(TBP Associated Factors), recrute spécifiquement l’ARN polymérase I par interaction avec le 

promoteur de l’ADNr et la protéine UBF (Friedrich et al., 2005). L’interaction de SL1 avec 

l’ARN polymérase I est médiée par la protéine hRRN3 qui se dissociera du complexe une fois 

l’élongation initiée (Miller et al., 2001). L’élongation de la transcription prend fin lorsque 

l’ARN polymérase I rencontre le site de terminaison en 3’ du gène. L’ARN polymérase I se 

dissocie alors de l’ADNr via l’interaction avec les facteurs TTF1 et PRTF (Russell & 

Zomerdijk, 2006). 

L’ARN 5S est synthétisé de façon indépendante par l’ARN polymérase III à la périphérie 

des nucléoles (Figure 1). Contrairement à l’ARN polymérase I, l’initiation de la transcription 

par l’ARN polymérase III requière quatre facteurs (i.e., TFIIIA/B/C1/C2). En particulier, le 

facteur TFIIIB permet le recrutement de l’ARN polymérase III sur l’ADN (Oettel et al., 1997). 

 

La régulation de la transcription des gènes codant pour les ARNr est primordiale pour la 

cellule. En effet, cette régulation permet à la cellule d’adapter sa quantité de ribosomes produits 

à ses besoins, notamment lors de la prolifération cellulaire qui nécessite une synthèse protéique 

accrue et donc une quantité importante de ribosomes (Ruggero, 2012; Thomas, 2000). 

La régulation de l’activité de l’ARN polymérase I est une voie majeure de la régulation 

de la biogenèse des ribosomes. Tout d’abord, du fait du nombre important de copies d’ADNr 

présentes dans le génome, il est communément admis que l’épigénétique et l’organisation de la 

chromatine joue un rôle central dans la régulation du nombre de locus d’ADNr accessibles, et 

donc du taux de transcription de l’ADNr. En particulier, l’acétylation des histones H4 (i.e., 

H4K16) associée à une di-méthylation des histones H3 (i.e., H3K4) permettent l’ouverture de 

la chromatine, et donc l’accessibilité des ADNr (Grummt & Längst, 2013). A l’inverse, 

l’acétylation et la tri-méthylation de l’histone H3 sont généralement associées à une 
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densification de la chromatine, et une réduction de l’accessibilité aux ADNr. Ainsi, les 

processus épigénétiques régulant l’accessibilité des locus d’ADNr font intervenir un nombre 

considérable de facteurs épigénétiques. D’autres mécanismes de régulation épigénétique ont été 

décrits. En particulier, la protéine nucléoline (NCL) maintient les ADNr à l’état d’euchromatine 

(i.e., état décondensé de la chromatine) (Cong et al., 2012), via son interaction avec l’histone 

H1 (Erard et al., 1988) et sa capacité à stabiliser les structures G-quadruplexes présentes dans 

les ADNr (Drygin et al., 2009; Ebastien Storck et al., 2009; Rickards et al., 2007).  

En plus d’une régulation épigénétique, la régulation de la transcription correspond à un 

autre moyen de réguler la synthèse du précurseur 47S.  Le recrutement de l’ARN polymérase I 

repose sur les facteurs UBF et SL1, dont la régulation permet la modulation de la transcription. 

En effet, de nombreuses modifications post-traductionnelles de ces facteurs ont été décrites, et 

régulent l’activation ou l’inactivation de ces facteurs au niveau protéique (Russell & Zomerdijk, 

2006). Par exemple, au cours de la mitose, SL1 est phosphorylée en position Thr852 par le 

complexe CDK1/cycline B, inhibant son interaction avec UBF, et donc le recrutement de 

l’ARN polymérase I au promoteur de l’ADNr (Heix et al., 1998). Ce mécanisme permet ainsi 

d’inhiber la biogenèse du ribosome lors de la mitose. A l’inverse, la phosphorylation de UBF 

par les complexes CDK4/cycline D1 et CDK2/cycline E&A réactive la transcription lors du 

passage de la phase G1 à la phase G2/M du cycle cellulaire (R. Voit & Grummt, 2001; Renate 

Voit et al., 1999). Tout comme l’activité de l’ARN polymérase I, l’activité de l’ARN 

polymérase III est régulée, notamment par des facteurs de transcription comme p53 ou c-Myc 

(Arabi et al., 2005; Cairns & White, 1998; Van Riggelen et al., 2010; R. J. White, 2005; Zhai 

& Comai, 2000). Par exemple, p53 interagit directement avec le co-facteur TFIIIB, inhibant 

son incorporation dans le complexe d’initiation de la transcription de l’ARN polymérase III 

(Cairns & White, 1998). A l’inverse, c-Myc est connu comme un promoteur de la transcription, 

capable de recruter le facteur TFIIIB aux promoteurs et ainsi favoriser le recrutement de l’ARN 

polymérase III (Gomez-Roman et al., 2003). 

 

b. Processing des ARNs ribosomiques 

Le processing des ARNr repose sur le clivage du précurseur 47S par différentes endo- et 

exonucléases. Au total, 12 sites de clivage ont été recensés sur ce précurseur. La reconnaissance 

de ces sites de clivages repose sur l’interaction séquence-spécifique d’ARNs non codants (i.e., 
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small nucleolar RNA, snoARN) avec le précurseur 47S (Mullineux & Lafontaine, 2012). Cette 

interaction permet le recrutement spécifique des différentes nucléases au site d’intérêt. 

Tout d’abord, le précurseur 47S est clivé aux extrémités 3’ et 5’ par des exonucléases, 

permettant l’élimination des régions 3’ETS et 5’ETS (i.e., External Transcript Spacer) : on 

parle alors de précurseur 45S. A ce jour, deux voies de processing ont été documentées pour le 

précurseur 45S (Bowman et al., 1981; Hadjiolova et al., 1993). Ces deux voies diffèrent par 

l’ordre des clivages réalisés, variations observées notamment entre différentes espèces (Henras 

et al., 2015; Mullineux & Lafontaine, 2012). Dans les deux cas, ces voies aboutissent à la 

genèse des trois ARNr matures 5.8S, 18S et 28S. 

 

c. Maturation des ARNs ribosomiques : addition de modifications 

chimiques 

En plus des étapes de clivage détaillées ci-dessus, des modifications chimiques sont 

ajoutées sur les ARNr. Ces modifications ont pour vocation de stabiliser les structures 

secondaires et tertiaires des ARNr, et ainsi préserver les activités catalytiques du ribosome 

(Sloan et al., 2017). De par leur rôle essentiel dans le maintien de la structure et donc l’activité 

du ribosome, ces modifications chimiques sont localisées spécifiquement dans les domaines 

fonctionnels du ribosome. Chez l’Homme, les modifications chimiques des ARNr sont au 

nombre de 212, pour un total de 7184 nucléotides (soit environ 2%) (Sharma & Lafontaine, 

2015). La modification chimique la plus abondante est la 2’-O-ribose méthylation (106 sites), 

suivie de la pseudo-uridylation (104 sites) et des modifications de bases azotées (12 sites) 

(Krogh et al., 2016; Taoka et al., 2018). 

Les modifications de bases azotées correspondent à des méthylations, des acétylations ou 

des amino-carboxyl-propylations d’un des atomes de carbone de la base purique ou pyrimidique 

(Taoka et al., 2018). Elles sont catalysées par une enzyme spécialisée pour chacun des 12 sites 

(i.e., enzyme « stand alone »). Du fait du faible nombre de sites recensés, peu de données 

existent sur ces modifications de l’ARNr, en particulier chez l’Homme. 

La pseudo-uridylation correspond à l’isomérisation d’une base uridine en une base 

pseudo-uridine (Figure 3A). Cette réaction d’isomérisation est catalysée par des complexes 

ribonucléoprotéiques (RNP), qui contiennent tous une enzyme, la pseudo-uridine synthase 

DKC1, et trois protéines de structure (GAR1, NHP2, NOP10), ainsi qu’un snoARN guide à 
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boîte H/ACA (SNORA) qui assure la spécificité de chaque complexe (Figure 3B) (Taoka et al., 

2018). En effet, le snoARN assure la reconnaissance spécifique du site à modifier par 

homologie de séquence avec un ou plusieurs sites de l’ARNr. Les snoARNs interagissent avec 

l’ARNr via leurs séquences H/ACA. De plus, la structuration très particulière des SNORA leur 

permet d’interagir avec l’enzyme DKC1 et d’assurer son positionnement exact pour permettre 

la pseudo-uridylation de l’ARNr en un nucléotide donné. 

La 2’-O-ribose méthylation (2’Ome) consiste en l’addition d’un groupement méthyl en 

position 2’-O d’un ribose (Figure 3C). De même que pour la pseudo-uridylation, cette réaction 

est catalysée par des complexes RNP contenant la méthyltransférase fibrillarine (FBL) et trois 

protéines de structure (NOP56, NOP58 et NHP2L1), ainsi qu’un snoARN guide à boîte C/D 

(SNORD), qui assure la reconnaissance du site de méthylation par complémentarité de 

séquence (Figure 3D). A ce jour, 106 sites (voire 112 selon les études) ont été recensés sur trois 

des ARNr (5.8S, 18S et 28S) humains (Sharma & Lafontaine, 2015; Taoka et al., 2018). 

 

Figure 3 : Représentation des différentes modifications des ARN ribosomiques. (A) 
Représentation de la réaction de pseudo-uridylation. DKC1 : dyskérine. (B) Schéma du 
complexe catalysant la réaction de pseudo-uridylation. (C) Représentation de la réaction de 
2’-O-ribose méthylation. FBL : fibrillarine. (D) Schéma du complexe catalysant la réaction de 
2’-O-ribose méthylation. FBL : fibrillarine. Adapté de (Coley et al., 2022) et (Lo Monaco et 
al., 2018). 
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3. Production des protéines ribosomiques 

Le ribosome eucaryote est composé de 80 protéines ribosomiques : 33 d’entre elles sont 

localisées dans la petite sous-unité 40S (i.e., RPS) et 47 dans la grande sous-unité 60S (i.e., 

RPL). Les protéines ribosomiques sont des constituants essentiels du ribosome, participant au 

maintien de la structure du ribosome via leur interaction avec les ARNr. Ces interactions entre 

protéines et ARNr assurent non seulement la stabilisation de la structure du ribosome, mais 

également le maintien de sa fonction. 

 

a. Synthèse des pré-ARNm codant pour les protéines ribosomiques 

Comme pour la grande majorité des autres protéines cellulaires, les protéines 

ribosomiques sont codées par des pré-ARNm synthétisés par l’ARN polymérase II. La 

transcription par l’ARN polymérase II repose sur le recrutement de cinq facteurs de 

transcription (i.e., TFIIB/D/E/F/H) (Orphanides & Reinberg, 2002; Reese, 2003). Ces facteurs 

permettent des cycles de phosphorylation et déphosphorylation de l’ARN polymérase II au 

cours des trois étapes de transcription (i.e., initiation, élongation, terminaison) qui constituent 

le moteur de la transcription dépendante de l’ARN polymérase II.  

De la même façon que développé précédemment pour l’activité des ARN polymérases I 

et III, la transcription par l’ARN polymérase II est régulée par l’accessibilité des gènes mais 

également par son activité propre. Cette accessibilité est dépendante de l’état chromatinien et 

varie au cours du temps en fonction des besoins cellulaires (Grummt & Längst, 2013). 

Différents complexes protéiques, tels que FACT, SPT5 et SPT6, sont impliqués dans la 

régulation des modifications de la chromatine, tandis que d’autres régulent le ralentissement de 

l’élongation, comme DSIF, afin de permettre la bonne interaction entre les différents facteurs 

de la transcription (Sims et al., 2004). L’activité de l’ARN polymérase II est également régulée 

de manière directe. Par exemple, une étude chez la levure a déterminé que les ARN polymérases 

II se fixent préférentiellement aux gènes codant pour les protéines ribosomiques, sous forme 

inactive. L’activation des ARN polymérases II dépend de la méthylation conjointe des sérines 

2 et 5 du domaine C-terminal (Pelechano et al., 2009). Cette spécificité de régulation pourrait 

jouer un rôle dans la synthèse rapide des protéines ribosomiques en réponse à un besoin 

cellulaire. 
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b. Maturation et processing des pré-ARNm codant pour les protéines 

ribosomiques 

La maturation et le processing des pré-ARNm en ARNm codant pour les protéines 

ribosomiques sont réalisés de façon co-transcriptionnelle. Le complexe CDK9/cycline T 

permet, via son interaction avec l’ARN polymérase II, le recrutement des facteurs nécessaires 

à ces étapes (Orphanides & Reinberg, 2002).  

 

Les étapes de maturation réalisées co-transcriptionnellement assurent la stabilisation des 

ARNm. Tout d’abord, il y a le coiffage de l’ARNm en 5’ par l’interaction du domaine C-

terminal de l’ARN polymérase II avec différents facteurs (i.e., phosphatases, 

guanylyltransférase, etc.) (Proudfoot et al., 2002). Ensuite, la phosphorylation du domaine C-

terminal de l’ARN polymérase II par le complexe CDK9/cycline T, favorise le recrutement des 

facteurs de polyadénylation en 3’ de l’ARNm à l’origine de la formation de la queue poly-A 

(Ahn et al., 2004). 

En plus de l’ajout d’une coiffe et d’une queue polyadénylée, les pré-ARNm sont 

également épissés (i.e., processing). En effet, chez la cellule eucaryote, l’épissage post-

transcriptionnel des pré-ARNm est indispensable à la génération d’un ARNm codant pour une 

protéine fonctionnelle ; cette étape consistant à ne conserver que les séquences codantes (i.e., 

exons) et retirer les séquences non-codantes (i.e., introns) du pré-ARNm. Les évènements 

d’épissage alternatif reposent sur l’activité de cinq small nuclear RiboNucleicProteins (snRNP ; 

i.e., U1, U2, U4, U5 et U6) (Jurica & Moore, 2003). De façon simplifiée, le recrutement des 

snRNPs aux sites de clivage du pré-ARNm induit l’épissage en 5’ et 3’ de l’intron puis la re-

ligation des extrémités 3’ et 5’ des exons. Le complexe snRNP est alors dissocié, puis 

réassemblé à un nouveau site de clivage (Jurica & Moore, 2003). 

Ces différentes étapes de maturation et processing à l’origine de l’ARNm ont pour 

objectif de permettre l’obtention d’un ARNm reconnaissable par la machinerie traductionnelle 

et dont la traduction aboutira à la synthèse d’une protéine fonctionnelle. De plus, la régulation 

de l’élimination des introns au cours de l’épissage est impliquée dans la régulation de la 

biogenèse du ribosome via l’expression d’ARN non codants codés introniquement (Parenteau 

et al., 2011; Petibon et al., 2016). En effet, en plus de permettre la régulation des autres copies 

du même gène (i.e., paralogue), les introns régulent également le processing des ARNr. En 

effet, chez la levure, la délétion des introns des ARNm codant pour les protéines ribosomiques 
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induit l’accumulation des formes non matures des ARNr (Petibon et al., 2016). Cependant, 

l’impact de la délétion des introns semble être dépendant du gène ciblé. En effet, même si les 

mécanismes sous-jacents ne sont pas encore totalement élucidés, il semble que la régulation du 

processing des ARNr soit dépendante de certains introns uniquement. Par exemple, la délétion 

des introns du gène RPL13A affecte le processing du précurseur 35S des ARNr, tandis que la 

délétion des introns du paralogue RPL13B affecte le précurseur 25.5/27S des ARNr (Petibon 

et al., 2016). 

 

A la suite de leur maturation et processing, les ARNm codant pour les protéines 

ribosomiques sont traduits. Cette étape est commune aux autres ARNm codants et est détaillée 

en Activité traductionnelle du ribosome : relation structure-fonction. 

 

c. Maturation des protéines ribosomiques : ajout de modifications 

post-traductionnelles 

A l’issue de la traduction des ARNm matures par la machinerie traductionnelle, les 

protéines ribosomiques néo-synthétisées seront, dans certains cas, post-traductionnellement 

modifiées. On ne compte actuellement pas moins de 2500 modifications post-traductionnelles 

des protéines ribosomiques (Hornbeck et al., 2015; Simsek & Barna, 2017). Ces modifications 

chimiques incluent des phosphorylations, ubiquitinylations, méthylations, acétylations, etc. 

La mise en évidence des premières protéines ribosomiques modifiées chimiquement 

remonte au milieu des années 1970 via des techniques d’électrophorèse bi-dimensionnelle 

(Gressner & Wool, 1974). Cependant, l’essor des techniques de protéomique et de 

spectrométrie de masse ont permis récemment d’affiner la caractérisation de ces modifications 

post-traductionnelles (Odintsova et al., 2003; Y. Yu et al., 2005). Par exemple, la protéine de 

la petite sous-unité RPS28 présente une acétylation N-terminale, tandis que la protéine RPS25 

est mono- ou di-méthylée entre les acides aminées 1514 et 1518 (Y. Yu et al., 2005). Parmi les 

protéines modifiées de la grande sous-unité, on peut notamment citer RPL7, RPL10A et 

RPL13A qui présentent une acétylation et RPL29 une méthylation (Odintsova et al., 2003). 

Comme dans le cas des autres protéines cellulaires, il est communément admis que les 

modifications post-traductionnelles des protéines ribosomiques permettent la stabilisation de la 
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structure protéique. Une fois les protéines ribosomiques maturées, elles seront aptes à interagir 

et donc s’assembler avec les ARNr pour former les ribosomes. 

 

4. Assemblage des ribosomes 

Le processus d’assemblage des ribosomes débute dans le nucléole de la cellule (i.e., phase 

précoce) et se termine dans le cytoplasme (i.e., phase tardive). L’assemblage d’un ribosome 

complet nécessite la participation de plus de 200 facteurs dont des RNA binding proteins (RBP), 

des ATPases et GTPases, mais également des hélicases à ARN afin d’assembler correctement 

les 4 ARNr et les 80 protéines ribosomiques (Klinge & Woolford, 2019; Peña et al., 2017). En 

raison de la complexité des mécanismes d’assemblage du ribosome, une description succincte 

est présentée ci-après. 

L’assemblage de la petite sous-unité 40S et la grande sous-unité 60S du ribosome débute 

dès la transcription de leurs ARNr. En effet, différents complexes protéiques (i.e., protéines 

chaperonnes) s’associent à différents domaines des ARNr au cours de leur transcription (i.e., 

domaine 5’, domaine central, domaines 3’ majeur et 3’ mineur pour l’ARNr 18S et domaines I 

à VI pour l’ARNr 28S) et permettent ainsi la conformation progressive de l’ARNr (Klinge & 

Woolford, 2019). On note ainsi la genèse d’une particule pré-40S contenant l’ARNr 18S et des 

protéines chaperonnes, et d’une particule pré-60S contenant les ARNr 5S, 5.8S et 28S. En plus 

d’être composées d’ARNr et de protéines chaperonnes, les particules pré-40S et pré-60S 

contiennent également des protéines ribosomiques qui sont incorporées au fur et à mesure des 

différentes étapes de conformation (e.g., RPS3, RPS26, RPL4, RPL14, etc.) et dont 

l’importation nucléaire dépend de différents facteurs protéiques (Peña et al., 2017). Les 

particules pré-40S et pré-60S sont ensuite exportées dans le cytoplasme afin que les dernières 

protéines ribosomiques puissent être incorporées dans le complexe. Les particules pré-40S et 

pré-60S seront alors maturées. Cette maturation consiste en leur association avec des sous-

unités 40S ou 60S matures pour vérifier leur bonne conformation et de leur fonctionnalité. A 

l’issue de ces différentes étapes de contrôle qualité, les particules pré-40S et pré-60S sont 

dépourvues de leurs facteurs de conformation et ne sont plus constituées que des ARNr et des 

protéines ribosomiques : on parle alors de sous-unités matures (Klinge & Woolford, 2019; Peña 

et al., 2017). Les sous-unités matures 40S et 60S sont alors utilisables pour la formation d’un 

ribosome complet et fonctionnel : le ribosome 80S, qui assure la traduction des ARNm en 

protéines. 
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II. Activité traductionnelle du ribosome : relation structure-fonction 

La traduction est la dernière étape de l’expression génique et constitue une des dernières 

étapes de la régulation des gènes. Cette étape permet la synthèse d’une protéine via le décodage 

d’un ARN messager (ARNm), dont l’acteur principal est le ribosome. La traduction est divisée 

en trois étapes distinctes et successives : l’initiation, l’élongation et la terminaison. 

 

1. Initiation de la traduction 

L’initiation de la traduction est constituée des étapes comprises entre le recrutement du 

complexe de pré-initiation de la traduction (i.e., 43S-PIC) et la reconnaissance du codon 

initiateur de la traduction (i.e., AUG) par le ribosome 80S (Figure 4). Pour ce faire, la cellule 

eucaryote utilise la coiffe des ARNm (i.e., traduction coiffe-dépendante). 

 

L’initiation de la traduction peut être dépendante de la coiffe ou du motif m7GpppN 

présent en terminaison 5’ de la quasi-totalité des ARNm. Ce motif particulier interagit avec le 

complexe PABP (Poly(A) Biding Protein), qui fixe lui-même la queue poly-A, induisant le 

repliement de l’ARNm sur lui-même. Cette circularisation de l’ARNm favorise le recyclage 

des ribosomes en fin de traduction. De plus, la coiffe interagit directement avec le complexe 

eIF4 (eukaryotic Initiation Factor 4), composé des sous-unités eIF4E, eIF4G et eIF4A, 

nécessaire au recrutement du ribosome (Kahvejian et al., 2005).  

En effet, le complexe de pré-initiation 43S-PIC (Pre-Initiation Complex), composé de la 

sous-unité 40S, un ARNt initiateur (ARNti) et des facteurs d’initiation eIF1/2/3/5, est recruté 

au niveau de la coiffe de l’ARNm via son interaction avec les complexes PABP et eIF4 (Rogers 

et al., 1999, 2001). Le complexe 43S-PIC porte la capacité de reconnaissance du codon 

initiateur de la traduction AUG. Ainsi, lorsque le complexe 43S-PIC se fixe à l’ARNm au 

niveau de la coiffe, la sous-unité ribosomique 40S inclue dans ce complexe va scanner l’ARNm 

de 5’ en 3’ jusqu’à rencontrer le codon AUG initiateur. La détection du codon initiateur AUG 

induit l’hydrolyse du GTP associé au complexe eIF2, entrainant le relargage des facteurs 

eIF1/2/3/5 et l’arrêt du scan de l’ARNm par la sous-unité 40S (Jackson et al., 2010; Passmore 

et al., 2007). Dépourvue de ses co-facteurs, la sous-unité ribosomique 40S et son ARNti 

interagit alors avec la grande sous-unité ribosomique 60S associée au complexe eIF5B. Lorsque 

le ribosome 80S est formé, la phase d’élongation peut débuter. 
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Figure 4 : Schéma des principales étapes de la traduction. La coiffe de l’ARNm est reconnue 
par le complexe d’initiation de la traduction eIF4E/G et permet le recrutement de la petite 
sous-unité 40S, associée aux complexes d’initiation eIF2/3/5 et à un ARNt initiateur (ARNti). 
La sous-unité 40S associée à ses co-facteurs initie la reconnaissance du codon AUG et recrute 
la grande sous-unité ribosomique 60S. Au cours de l’élongation, les ARNt aminoacétylé entrent 
dans le ribosome via le site A pour apporter le nouvel acide aminé, puis portent la chaine 
polypeptidique en cours de synthèse dans le site P avant d’être relargués lorsqu’ils sont nus 
via le site E du ribosome. La terminaison de la traduction est initiée par la détection d’un codon 
STOP. Les deux sous-unités ribosomiques se dissocient et relarguent le néo-peptide. La 
régulation de la traduction est réalisée de façon globale par la voie de signalisation mTOR ou 
spécifique de certains ARNm via les éléments régulateurs en cis et trans. ARNm : ARN 
messager ; ARNt : ARN de transfert ; ARNti : ARNt initiateur ; BAT : TGFβ-activated 
translational ; IRES : Internal Ribosome Entry Site ; m6A : N6-méthyladénosine ; miARN : 
microARN ; RBP : RNA binding protein. Adapté de (Morin et al., 2022). 
 

2. Elongation de la traduction 

L’élongation de la traduction est l’étape permettant le décodage de l’ARNm et la synthèse 

de la protéine (Figure 4). Cette étape débute dès la formation du ribosome 80S et se termine au 

codon STOP. 
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Au moment de l’association des deux sous-unités du ribosome sur le codon initiateur de 

l’ARNm, l’ARNti, transportant une méthionine, est fixé au site P de la petite sous-unité 

ribosomique 40S. Par la suite, chaque ARNt intègre le site A puis est successivement transféré 

vers les sites P puis E au cours de l’avancée du ribosome sur l’ARNm (Figure 2). 

Cette succession d’étapes est médiée par les facteurs d’élongation (eEF) eEF1A et eEF2, 

mais également par le facteur d’initiation eIF5A (Dever et al., 2018; Richter & Coller, 2015).  

eEF1A est associé aux ARNt chargés présents dans le cytoplasme cellulaire. Ainsi, à 

chaque nouvel ajout d’un acide aminé, un complexe eEF1A-ARNt entre dans le site A du 

ribosome. Si l’ARNt s’hybride avec l’ARNm par complémentarité de séquence, alors la 

reconnaissance ARNt-ARNm induit le relargage de eEF1A et un changement conformationnel 

de l’ARNt (Dever et al., 2018). Dans le cas d’un mésappariement, eEF1A n’est pas relargué et 

le complexe eEF1A-ARNt ressortira du site A pour laisser un autre complexe entrer.  

Le changement conformationnel de l’ARNt induit par l’interaction ARNt-ARNm initie 

la formation d’une liaison amide entre le nouvel acide aminé apporté et le peptide en cours de 

synthèse, porté par l’ARNt du site P. L’ARNt du site A devient porteur de la chaîne 

polypeptidique.  

Cette liaison induit un changement de localisation de l’ARNt porteur du peptide néo-

synthétisé. En effet, une fois la phase de décodage et de formation de la liaison peptidique 

terminée, le facteur eIF5A s’intègre dans le site E du ribosome et induit la translocation du 

ribosome de 3 nucléotides sur l’ARNm. L’ARNt du site P se retrouve alors dans le site E avant 

d’être relargué, et l’ARNt du site A se retrouve dans le site P. Le site A étant alors libéré, le 

mécanisme d’élongation peut se répéter jusqu’au décodage du codon STOP, marquant la 

terminaison de la traduction. 

 

3. Terminaison de la traduction 

La terminaison de la traduction correspond au décodage d’un codon STOP par le 

ribosome suivi du relargage du peptide néo-synthétisé et des 2 sous-unités du ribosome (Figure 

4). 

Lors de l’entrée des trois nucléotides de l’ARNm correspondant au codon STOP dans le 

site A du ribosome, le complexe eRF1/3 (eukaryotic Release Factor) entre dans le site A du 
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ribosome, à la place d’un ARNt. L’entrée de eRF1/3 dans le site induit le relargage de eRF3 et 

le recrutement de la protéine ABCE1 par eRF1 (Dever et al., 2018). Le complexe eRF1 est 

alors activé et induit l’hydrolyse de la liaison reliant le peptide néo-synthétisé à l’ARNt du site 

P. Cette hydrolyse a pour effet de relarguer la chaîne polypeptidique (i.e., la protéine 

néosynthétisée) et d’induire la dissociation du ribosome 80S en ses deux sous-unités. 

Une fois les sous-unités ribosomiques relarguées, elles sont ensuite recyclées via leur 

interaction avec de nouveaux complexes d’initiation de la traduction (Jackson et al., 2010). 

Cette étape est favorisée par la circularisation de l’ARNm par les protéines PABP. 

 

III. La régulation de la traduction 

La traduction est une étape de l’expression génique consommant environ 80% de 

l’énergie de la cellule. De ce fait, la traduction est finement régulée de façon globale (i.e., 

régulation de la traduction de l’ensemble des ARNm). De plus, comme la traduction est l’une 

des dernières étapes de l’expression génique, la régulation de la traduction spécifique (i.e., 

régulation de certains ARNm uniquement) reste un moyen rapide de s’adapter aux besoins 

cellulaires (Figure 4). Bien que la traduction puisse être régulée au cours des trois étapes 

présentées précédemment, il s’avère que l’initiation de la traduction regroupe le plus 

d’évènements régulatoires décrits. Ici, je dissocierai les mécanismes de régulation de la 

traduction globale et spécifique, qui font appel à des mécanismes moléculaires distincts. Seuls 

quelques exemples seront donnés pour donner les points essentiels de la régulation 

traductionnelle. 

 

1. Régulation globale de la traduction 

La régulation de la synthèse protéique globale passe principalement par la régulation de 

la traduction dépendante de la coiffe, et donc des facteurs d’initiation eIFs. L’expression et 

l’activité des facteurs eIFs sont régulées par de nombreuses voies de signalisation, comme 

PI3K/AKT/mTOR, RAS/ERK/mTOR ou p38/MAPK (Figure 4) (Nandagopal & Roux, 2015; 

Roux & Topisirovic, 2012, 2018). Ainsi, la régulation globale de la traduction est sensible aux 

signaux environnementaux tels que les facteurs de croissance (e.g., insuline, hormones, etc.), 

permettant à la cellule d’adapter son activité interne aux ressources disponibles dans son 

environnement. 
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L’un des acteurs centraux de la régulation de la synthèse protéique globale est l’inhibiteur 

du complexe eIF4, la protéine 4E-BP1 (Figure 4). En effet, la protéine 4E-BP1 partage le même 

site de fixation à eIF4E que la sous-unité eIF4G. Ainsi, 4E-BP1 et eIF4G entrent en compétition 

pour eIF4E (Marcotrigiano et al., 1999; Pause et al., 1994). La phosphorylation de 4E-BP1 par 

mTOR empêche son interaction avec eIF4E, promouvant l’interaction de eIF4G avec eIF4E sur 

la coiffe et favorisant la traduction. 

En parallèle, la protéine kinase S6K, dont l’activation par phosphorylation est médiée par 

mTOR, induit la phosphorylation des facteurs eIF4B et PDCD4, deux facteurs aux activités 

opposées (Roux & Topisirovic, 2012). En effet, la phosphorylation de eIF4B augmente 

l’activité de eIF4A présent au niveau de la coiffe de l’ARNm. A l’inverse, la forme 

phosphorylée de PDCD4 inhibe l’activité de eIF4A en empêchant son interaction avec le co-

facteur eIF4G (i.e., compétition pour l’interaction avec eIF4G). Ainsi, alors que l’activation de 

eIF4B promeut l’initiation de la traduction, celle de PDCD4 l’inhibe (Roux & Topisirovic, 

2012; H.-S. Yang et al., 2003). De même, le complexe eIF2 est également sujet à différentes 

régulations. Par exemple, le facteur eIF2B est régulé à la fois positivement (i.e., 

phosphorylation par la protéine kinase S6K) et négativement (i.e., interaction avec eIF2α 

phosphorylé) (Figure 4) (Roux & Topisirovic, 2012). 

 

2. Régulation spécifique de la traduction 

L’initiation de la traduction est également possible indépendamment de la coiffe et permet 

ainsi la régulation de la traduction de certains ARNm particuliers. La régulation spécifique de 

la traduction est principalement médiée par la présence d’éléments régulateurs localisés dans 

les séquences 5’UTR (Untranslated Region) et 3’UTR des ARNm (i.e., éléments cis-

régulateurs) qui interagissent avec des éléments trans-régulateurs et modulent différentes étapes 

de la traduction (Sonenberg & Hinnebusch, 2009; Truitt & Ruggero, 2016). 

 

a. Régulation en 5’UTR 

Dans la région 5’UTR, on distingue de nombreux éléments cis-régulateurs comme les 

IRES (Internal Ribosome Entry Site), 5’TOP (5′ Terminal Oligopyrimidine Tract), uORFs 

(upstream Open Reading Frame) ou les méthylations de bases (i.e., m6A). 
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Par exemple, chez les eucaryotes, les structures IRES permettent la traduction de certains 

ARNm nécessaires à la survie cellulaire. Cette initiation est possible pour environ 5 à 10% des 

ARNm eucaryotes (environ 691 chez l’Homme) qui présentent des structures IRES dans leur 

région 5’UTR (Zhao et al., 2020). Tout d’abord découvertes dans les ARNm viraux, les 

structures IRES recrutent directement les ribosomes par interaction ARNm : ribosome ou via 

une protéine intermédiaire (ITAF). Ainsi, la présence de ces structures dans les ARNs viraux 

permet de détourner efficacement la machinerie traductionnelle cellulaire à leur profit. Chez 

l’Homme, lors d’un stress, la cellule diminue fortement sa synthèse protéique globale. Or, les 

séquences IRES lui permettent de continuer la traduction spécifique des ARNm nécessaires à 

sa survie, indépendamment des régulations globales. Parmi les ARNm possédant des IRES chez 

l’Homme, on retrouve p53 (Ray et al., 2006), c-Myc (Stoneley et al., 1998), IGF1R (Giraud et 

al., 2001) et FGF1/2 (Créancier et al., 2000; Martineau et al., 2004). Moléculairement, les 

mécanismes permettant aux séquences IRES de recruter spécifiquement les ribosomes sont mal 

connus. Ceci est en particulier dû au fait qu’il n’existe aucune séquence ou structure consensus 

permettant de définir un IRES.

Les motifs 5’TOP sont retrouvés principalement sur les ARNm codant pour les protéines 

de la machinerie traductionnelle, y compris les protéines ribosomiques. A l’inverse des 

séquences IRES, les motifs 5’TOP permettent l’inhibition spécifique de la traduction de certains 

ARNm. En effet, lors d’un ralentissement de la croissance cellulaire, le motif 5’TOP des ARNm 

codant pour RPL32 et RPS16 réduit leur traduction, et induit donc l’arrêt de la biogenèse des 

ribosomes (Levy et al., 1991). Tout comme pour les séquences IRES, le mécanisme moléculaire 

sous-jacent à ces observations n’est que peu décrit (Damgaard & Lykke-Andersen, 2011). En 

revanche, il semble que cette inhibition de la traduction soit dépendante de la fixation de RBPs 

(e.g., TIA-1/TIAR) sur les motifs 5’TOP des ARNm, induisant leur séquestration sous forme 

de granules de stress (Damgaard & Lykke-Andersen, 2011). 

Les séquences uORFs sont majoritairement décrites pour leur rôle dans l’inhibition de la 

traduction, bien qu’elles puissent aussi la favoriser dans certains cas. En effet, elles induisent 

par exemple non seulement la dissociation précoce du ribosome (i.e., initiation de la traduction 

d’un uORF en amont d’un codon initiateur) mais également le ralentissement du processus 

d’élongation (i.e., encombrement stérique par d’autres protéiques, présence de codons rares, 

etc.). A l’inverse, les uORFs sont aussi capables de promouvoir la traduction de certains ARNm 

en favorisant la ré-initiation de la traduction. Il semblerait que leur impact sur l’activité 
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traductionnelle soit dépendant de leur longueur (Hinnebusch & Lorsch, 2012; Jackson et al., 

2010; Young & Wek, 2016). 

Les méthylations de bases, spécifiquement les N6-méthyladénosine (m6A) ont été 

décrites récemment comme activateur de la traduction permettant le recrutement spécifique de 

eIF3 et du complexe 43S-PIC (Meyer et al., 2015). De par leur nature, les m6A sont classées 

comme régulateurs épitranscriptomiques (Frye et al., 2016). 

 

b. Régulation en 3’UTR 

La région 3’UTR des ARNm est également impliquée dans la régulation traductionnelle 

spécifique de certains ARNm, notamment via l’action de trans-régulateurs comme des RBP 

(RNA Binding Proteins) et des microARNs (miARNs). 

Les protéines RBP interagissent de façon séquence-spécifique avec l’ARNm ou des 

éléments structuraux tels que le complexe GAIT (Gamma Interferon Inhibitor of Translation) 

par exemple. Dans le cas de la protéine PABP, sa liaison à l’ARNm induit la circularisation de 

l’ARNm en liant la coiffe et la queue poly(A) de l’ARNm. Cette structuration circulaire facilite 

l’initiation de la traduction et le recyclage des ribosomes sur le même ARNm (T. Brabletz et 

al., 2018; Nieto et al., 2016). A l’inverse, le complexe GAIT réprime la traduction des ARNm 

codant pour des protéines pro-inflammatoires par inhibition du recrutement du complexe 43S-

PIC, en réponse à l’activation de la voie de l’IFNγ (i.e., interféron gamma) (Mukhopadhyay et 

al., 2009). 

Les miARNs sont des ARN non codants dont les activités sont diverses. En effet, ces 

miARNs s’hybrident à l’ARNm par complémentarité de séquence afin d’induire la dégradation 

de l’ARNm et/ou d’inhiber sa traduction. Le mécanisme par lequel les miARNs inhibent la 

traduction dépend principalement de la protéine CCR4-NOT. Bien que le mécanisme des 

miARNs ne soit pas totalement compris à l’heure actuelle, il semblerait que l’interaction entre 

un miARN et CCR4-NOT permette l’inhibition de la protéine eIF4A2 (Duchaine & Fabian, 

2019; Jonas & Izaurralde, 2015). D’autres études suggèrent également un rôle du complexe 

miARN/CCR4-NOT dans l’inhibition de l’interaction entre eIF4E et eIF4G lors de l’initiation 

de la traduction (Duchaine & Fabian, 2019; Jonas & Izaurralde, 2015). En parallèle, il semble 

que l’interaction des miARNs avec la séquence codante des ARNm induise le décrochage du 

ribosome au cours de l’élongation (Petersen et al., 2006). 
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Bien que le ribosome soit la machinerie traductionnelle assurant le décodage et la 

synthèse des protéines au cours de la traduction, celui-ci n’est pas considéré comme un acteur 

de la régulation de la traduction. Or, ce dogme a été remis en question ces dernières années. 
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Chapitre 2 : De l’hétérogénéité de composition du ribosome à la 

notion de ribosome spécialisé ? 

Depuis sa découverte à la fin des années 1950, l’intérêt scientifique pour le ribosome n’a 

eu de cesse de grandir. Tout d’abord considéré comme une simple machinerie effectrice de la 

traduction, le ribosome est depuis peu considéré comme un nouvel acteur de la traduction, 

jouant un rôle de régulateur traductionnel. En effet, depuis le début des années 2010, le concept 

de « ribosome spécialisé » a émergé (aussi intitulé « ribosome filtrant », « riboverse », ou 

« code du ribosome »). Contrairement au dogme considérant que le ribosome présente toujours 

la même composition, et donc la même structure sur laquelle son activité très conservée au 

cours de l’évolution repose, la notion émergente de « ribosome spécialisé » implique que la 

composition du ribosome varie en fonction du contexte physio-pathologique dans lequel se 

trouve la cellule, chaque variant de ribosomes ayant des activités de traduction distinctes 

spécifiant un phénotype particulier (Dinman, 2016; Genuth & Barna, 2018; Z. Shi & Barna, 

2015; Xue & Barna, 2012). Aujourd’hui, de nombreuses études ont démontré que la 

composition du ribosome varie dans le temps et dans l’espace, que ce soit vis-à-vis des ARNr 

ou des protéines ribosomiques. En revanche, peu d’études ont démontré l’effet de ces 

différences de composition sur la régulation traductionnelle et encore moins sur la mise en place 

de phénotype particulier. Ainsi, le concept de « ribosome spécialisé » est encore très 

controversé (Karbstein et al., 2022).  

Dans ce chapitre, je me focaliserai sur les différences de composition du ribosome qui ont 

été décrites dans différents contextes. J’aborderai l’hétérogénéité de composition du ribosome 

via ces deux composants principaux : l’ARN ribosomique (ARNr) et les protéines 

ribosomiques. Le lien entre hétérogénéité de composition du ribosome et régulation 

traductionnelle ou spécification phénotypique sera explicité, au gré de ces descriptions, par les 

quelques exemples épars disponibles dans la littérature. 

 

I. Hétérogénéité des ARNs ribosomiques 

Les ARNr jouent un rôle primordial dans l’activité traductionnelle du ribosome puisqu’ils 

contribuent directement à l’activité catalytique du ribosome (ou ribozyme) permettant la 

synthèse peptidique. Ainsi, la structure des ARNr influence grandement la régulation de 
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l’activité traductionnelle du ribosome. Cette structure dépend de la nature de la séquence 

nucléotidique (i.e., variation génétique) mais aussi de leurs modifications chimiques. De 

nombreuses variations ont été décrites à ces deux niveaux (Figure 5). 

 

Figure 5 : Représentation schématique des modifications chimiques des ARNr et leur impact, 
avéré ou potentiel, sur l’activité traductionnelle du ribosome et le phénotype. 
 

1. Variation des séquences nucléotidiques des ARNs ribosomiques 

Comme décrit précédemment (cf. partie I), les ARNr sont codés par différents locus 

d’ADN ribosomique (ADNr), répétés en tandem, qui chez l’Homme et la souris, peuvent 

atteindre plusieurs centaines de copies, réparties sur 5 chromosomes (Grozdanov et al., 2003; 

Stults et al., 2008). Cette structure particulière induit la présence d’un nombre important de 

gènes permettant l’expression des ARNr, chacun pouvant être régulé aux niveaux épigénétique 

et transcriptomique (Parks et al., 2018). Le dogme actuel est que ce nombre important 

permettrait de réguler la quantité de ribosomes dans la cellule en fonction de ses besoins. Ainsi, 

les cellules prolifératives présentent plus de copies d’ADNr actifs, et donc une quantité élevée 

de ribosomes favorisant la synthèse protéique qui soutient la prolifération cellulaire, que les 

cellules non prolifératives (Ruggero, 2012). En effet, des études chez la souris ont montré que 

le taux d’expression d’ADNr est plus important dans les cellules prolifératives que dans les 

cellules différenciées (i.e., moins prolifératives) (Santoro et al., 2010; Zentner et al., 2014). En 

plus de cette différence quantitative, il s’avère que les locus d’ADNr présentent aussi une 

différence qualitative.  

Au début des année 2000, les premières études concernant les variations nucléotidiques 

des ARNr apparaissent. Tout d’abord, il est démontré chez le parasite Plasmodium berghei que 

l’expression des différentes copies d’ADNr varie en fonction de l’environnement dans lequel 

se trouve le parasite (i.e., hôte ou vecteur), laissant penser à une spécialisation de certaines 

séquences d’ARNr en fonction du contexte environnemental (Van Spaendonk et al., 2001). De 
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plus, une étude réalisée chez le procaryote Haloarcula marismortui met en évidence une 

augmentation d’un facteur 4 de l’expression de l’opéron codant pour les ARNr présentant le 

plus de variations nucléotidiques (i.e., opéron B) en réponse à une augmentation de température 

de l’environnement (Baliga et al., 2004). Par la suite, en 2019, une étude métagénomique sur 

l’ARNr 16S de différentes souches de la bactérie Escherichia coli (i.e., équivalent de l’ARNr 

18S chez l’Homme) démontre que les variations nucléotidiques détectées permettent la 

classification des différents individus, à la fois au niveau des espèces mais aussi des souches (J. 

S. Johnson et al., 2019). Ces différentes observations suggèrent que les variations 

nucléotidiques des ARNr font partie intégrante de la sélection et la spécialisation des espèces 

en permettant, entre autres, une adaptation aux conditions environnementales. En revanche, 

aucune étude ne démontre l’impact de ces variations nucléotidiques sur la composition ou 

l’activité du ribosome dans la mesure où les données sont obtenues sur des lysats cellulaires 

totaux et non sur des ribosomes purifiés. 

Chez l’Homme, des variations nucléotidiques de l’ADNr ont été détectées entre différents 

individus (inter-individus), mais également au sein d’un même individu (intra-individu). En 

2018, sur les 1790 variations alléliques détectées (tous ARNr confondus) dans les données du 

1000 Genomes Project (i.e., variation inter-individuelle), certaines présentent une spécificité 

ethnique. De plus, 497 variants ont montré une variation intra-individuelle avec une fréquence 

supérieure à 20% (Parks et al., 2018). Ces variations intra-individuelles semblent quant à elles 

être liées à une hétérogénéité inter-organe. En effet, sur les 70 variations nucléotidiques 

détectées dans le modèle murin BALB/cJ au cours de cette étude, 26 variations sont 

significativement différentiellement exprimées dans au moins un organe par rapport aux autres 

(i.e., cerveau, poumon, foie ou ovaire) (Parks et al., 2018). Ces données, bien qu’uniques, 

démontrent l’existence d’une hétérogénéité intra- et inter-individuelle des variations 

nucléotidiques des ARNr chez l’Homme et la souris. 

Bien que ces variants aient été détectés dans les ribosomes traductionnellement actifs 

(ribosomes issus de profils de polysomes) dans le modèle murin, l’impact moléculaire et 

phénotypique de ces variations nucléotidiques n’est actuellement pas connu (Parks et al., 2018). 

En revanche, la mise en perspective de ces données avec les modélisations existantes permet 

d’observer que les nucléotides présentant le moins de variations nucléotidiques sont localisés 

dans des domaines fonctionnels du ribosome, tandis que ceux présentant une forte variation 

inter-tissulaire sont majoritairement présents dans les segments d’expansion du ribosome, 
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impliqués dans le recrutement des complexes de conformation du néo-peptide (Bradatsch et al., 

2012; Leidig et al., 2012). Cette approche comparative suggère un avantage sélectif des 

nucléotides peu variables au cours de l’évolution, certainement pour conserver l’activité 

intrinsèque du ribosome au cours de l’évolution (Parks et al., 2018). Nous pouvons donc 

émettre l’hypothèse que les variations nucléotidiques des ARNr en dehors des régions 

fonctionnelles du ribosome pourraient avoir un rôle régulateur. En effet, l’étude de Parks et al. 

a démontré l’existence de deux cluster de variation, dont un cluster à proximité de la protéine 

ribosomique RPL38 connue pour son rôle dans la traduction des gènes Hox au cours du 

développement (cf. Chapitre 2 – partie II-4) (Parks et al., 2018). 

 

Ainsi, bien que le champ de recherche concernant les variations nucléotidiques des ARNr 

compte moins d’une dizaine de publications chez les mammifères et qu’aucune étude 

fonctionnelle n’ait été réalisée, les résultats obtenus chez l’Homme et la souris supportent la 

notion d’une hétérogénéité de composition des ribosomes sur la base des variations 

nucléotidiques des ARNr en fonction de contexte physiologique, au moins. Les connaissances 

actuelles, appuyées par des modélisations, suggèrent néanmoins un lien entre variations 

nucléotidiques des ARNr et activité traductionnelle (i.e., ribosome spécialisé). Afin de valider 

cette hypothèse, des études moléculaires (e.g., traduction in vitro, ribosome profiling, etc.) et 

phénotypique (e.g., mutations in vitro et in vivo, etc.) sont indispensables. 

 

2. Variation des modifications chimiques des ARNs ribosomiques 

La structure tertiaire des ARNr est stabilisée par la présence de modifications chimiques 

diverses (e.g., 2’-O-ribose méthylations, pseudo-uridylations et modifications de bases 

azotées). Cependant, de récentes études démontrent que ces modifications chimiques, bien 

qu’essentielles, ne sont pas systématiquement présentent et participent ainsi à l’hétérogénéité 

de composition, et d’activité, du ribosome.  

En effet, tous les sites identifiés comme chimiquement modifiées ne portent pas toujours 

cette modification. De plus, seuls quelques sites semblent accepter cette absence de 

modifications chimiques. En raison de son importance quantitative, bibliographique et pour 

mon projet de thèse, la 2’-O-ribose méthylation sera traitée plus en détails que les autres (cf. 

Chapitre 2 – partie I-2b). 
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a. Modifications des bases azotées des ARNs ribosomiques 

Comme décrit précédemment (cf. Chapitre 1 – partie IIc), les modifications de bases 

azotées sont réalisées par une enzyme spécifique à chaque site. Ainsi, l’étude moléculaire de 

ces modifications est exclusivement basée sur l’inhibition de ces enzymes. 

 

Les variations de modifications de bases des ARNr documentées correspondent 

principalement à une diminution du niveau de ces modifications dans différents contextes 

pathologiques. Par exemple, dans le cancer colorectal, une perte de la modification 1-méthyl-

3-α-amino-carboxyl-propyl pseudo-uridine en position 1248 de l’ARNr 18S 

(18S_m1acp3Ψ1248) est observée chez 45% des patients (Babaian et al., 2020). L’origine de 

cette altération de modification de base n’est pas documentée par les auteurs de cette étude, ni 

même sa potentielle association avec des paramètres cliniques (i.e., augmentation du taux de 

rechute, diminution du taux de survie, etc. en lien avec l’absence de cette modification de base). 

En revanche, l’absence de cette 18S_m1acp3Ψ1248 est également retrouvée dans plus de 20 

autres types de cancers analysés dans cette étude via la cohorte TCGA (Babaian et al., 2020). 

Etant donné que les cohortes TCGA ne référence que les mutations et données d’expression, 

cette étude a pu être réalisée grâce aux propriétés chimiques de la 1-méthyl-3-α-amino-

carboxyl-propyl pseudo-uridylation. En effet, de par son encombrement stérique, cette 

modification chimique perturbe l’activité de la transcriptase inverse au cours de la synthèse 

d’ADN complémentaire, résultant en une mis-incorporation ou une délétion à la position 

modifiée (Helm & Motorin, 2017). Ainsi, ce type de modification est détectable par des 

méthodes classiques de séquençage et se traduit par une mutation ou délétion ponctuelle de la 

séquence analysée. Cette étude, originale par sa méthode, démontre donc l’existence d’une 

hétérogénéité des modifications de bases azotées dans le contexte pathologique du cancer. 

Moléculairement, l’absence de la modification 18S_m1acp3Ψ1248, localisée dans le 

centre de décodage du ribosome, est associée à une augmentation de la traduction spécifique 

des ARNm codant pour les protéines ribosomiques (Babaian et al., 2020). En effet, dans un 

modèle cellulaire de cancer colorectal (i.e., HCT116) knockout pour l’amino-carboxyl-propyl-

transférase TSR3, responsable de la modification 18S_m1acp3Ψ1248, les auteurs ont montré 

un découplage entre une diminution des ARNm codant pour les protéines ribosomiques RPL4 

et RPS8 et une augmentation de la quantité totale de ces deux protéines, sans augmentation de 

la synthèse protéique globale (Babaian et al., 2020). Cette étude permet donc de démontrer un 
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lien direct entre hétérogénéité de modifications de bases azotées et activité traductionnelle du 

ribosome. 

 

L’ARNr 28S est également concerné par les modifications de bases azotées. En effet, la 

délétion homozygote de la méthyltransférase NSUN5, catalysant la méthylation de la cytosine 

3782 de l’ARNr 28S chez l’Homme (28S_m5C3782), est associée au syndrome de Williams-

Beuren, caractérisé, entre autres, par un retard de croissance, des dysmorphismes faciaux ainsi 

que des troubles comportementaux et cognitifs (Pober, 2010; Tassabehji, 2003). In vitro, 

l’inhibition de NSUN5 dans les cellules HeLa induit une diminution de la prolifération 

cellulaire (Heissenberger et al., 2019), rejoignant les symptômes observés en clinique. En 

revanche, dans le cas des gliomes, la déplétion de NSUN5 est associée à l’augmentation de la 

prolifération cellulaire chez l’Homme et la souris (Janin et al., 2019). Ainsi, l’opposition de ces 

études ne permet pas de conclure quant à l’impact phénotypique de la méthylation de base 

28S_m5C3782. 

Cependant, la perte de la modification 28S_m5C3782, via la délétion homozygote de 

NSUN5, induit une diminution de la synthèse protéique globale in vitro dans les deux modèles 

(Heissenberger et al., 2019; Janin et al., 2019). Paradoxalement, l’absence de cette modification 

est également associée à une augmentation de la traduction d’ARNm impliqués dans la réponse 

au stress cellulaire dans les lignées cellulaires de gliomes (Janin et al., 2019). Ainsi, ces données 

permettent de valider le lien entre modification de bases azotées et traduction spécialisée des 

ARNm. 

 

En conclusion, le champ de recherche dédié aux modifications de bases azotées est peu 

exploré. En revanche, les exemples détaillés ici permettent de mettre en évidence que la 

composition du ribosome sur la base de ces modifications chimiques existe dans certaines 

conditions pathologiques. De plus, ils montrent que l’activité traductionnelle du ribosome est 

impactée par les variations de modifications de bases azotées. L’étude de ces modifications 

chimiques de l’ARNr est notamment facilitée, bien que sous-exploitée, par le fait que chaque 

enzyme est dédiée à la modification d’un site spécifique. En revanche, l’impact phénotypique 

de ces modifications de bases azotées n’est pas systématiquement évident, et nécessite d’être 

approfondi (Tableau 1). De même, ces études ne concernent que deux modifications, et des 
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études supplémentaires sur les 10 autres modifications recensées sont donc indispensables pour 

généraliser (ou non) les observations présentées. 

 

b. Pseudo-uridylations des ARNs ribosomiques 

La grande majorité des études relatives au variation du niveau de pseudo-uridylations des 

ARNr ont été réalisées dans des conditions de mutation/inactivation de DKC1 (i.e., dyskérine). 

En effet, DKC1 est l’enzyme unique permettant la pseudo-uridylation de tous les sites recensés. 

Ces données soutiennent donc le fait que la variation de niveau de pseudo-uridylation peut 

exister sans induire une mortalité du fait d’un ribosome déficient pour certaines pseudo-

uridylations. 

 

Les premières études évoquant la possible existence d’une variabilité de la pseudo-

uridylation remontent à la fin des années 1990. C’est en 1998 que Heiss et al. décrivent pour la 

première fois des mutations du gène DKC1 chez des patients atteints de dyskératose congénitale 

(i.e., maladie héréditaire caractérisée par une insuffisance de prolifération cellulaire) (Heiss et 

al., 1998; Ruggero et al., 2003). En 2006, une étude sur une cohorte de cancers du sein a 

démontré qu’une faible expression de l’ARNm DKC1 est associée à un meilleur pronostic, 

rejoignant l’idée d’une activité pro-proliférative de DKC1 (Montanaro et al., 2006). Ces études 

permettent de suggérer un lien entre expression de l’enzyme DKC1 et prolifération cellulaire, 

mais n’ont pas validé la perte d’expression de DKC1 au niveau protéique. 

De plus, aucune donnée ne permet de confirmer que le lien entre DKC1 et prolifération 

cellulaire est médié par la diminution de la pseudo-uridylation des ARNr. Plusieurs études 

démontrent que l’inhibition ou la mutation de DKC1 induit une diminution globale du taux de 

pseudo-uridylation des ARNr (Montanaro et al., 2006; Ruggero et al., 2003; Yoon et al., 2006). 

Cependant, la diminution de l’expression de DKC1 est également liée à une diminution de 

l’expression transcriptionnelle de la télomérase (Montanaro et al., 2006; Ruggero et al., 2003). 

Depuis lors, de nombreuses études in vitro soutiennent un lien direct entre inhibition de DKC1, 

taux de pseudo-uridylation des ARNr et activité traductionnelle du ribosome. Dans des modèles 

murins, la mutation de DKC1 induit une diminution de la traduction d’ARNm contenant des 

séquences IRES (cf. Chapitre 1 – partie III-2) tels que les inhibiteurs d’apoptose BCL-XL et 

XIAP ou le suppresseur de tumeur p53, sans altération de la synthèse protéique globale (Bellodi 
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et al., 2010; Montanaro et al., 2010; Yoon et al., 2006). Ces études rejoignent les observations 

cliniques faites précédemment indiquant un impact de DKC1 sur la prolifération cellulaire. Plus 

récemment, il a été montré que le réduction globale de pseudo-uridylation par inhibition de 

DKC1 favorise in vitro la traduction de l’ARNm VEGF (Penzo et al., 2015; Rocchi et al., 2013). 

Cette absence globale de pseudo-uridylation induite par la déplétion de DKC1 a également été 

liée à une augmentation du taux d’erreur de traduction (i.e., mis-incorporation des acides 

aminés) (Penzo et al., 2015). En résumé, toutes ces données démontrent un impact de DKC1, 

qui régule le taux global de pseudo-uridylation des ARNr, sur l’activité traductionnelle du 

ribosome, et suggèrent un impact phénotypique sur la prolifération cellulaire. 

 

Enfin, un champ de recherche émerge quant à l’étude de l’altération spécifique de certains 

sites de pseudo-uridylation, indépendamment de DKC1. Dans les cancers du sein, une récente 

étude omique a mis en évidence une variation site-spécifique de la pseudo-uridylation des 

ARNr. En effet, seulement certains sites montrent une diminution significative de leur taux de 

pseudo-uridylation (e.g., 18S_ΨU1625 chez 41% des patients) (Barozzi et al., 2023). Ces 

profils de pseudo-uridylation permettent également de définir des clusters tumoraux, qui sont 

associés à des caractéristiques cliniques (i.e., infiltration vasculaire, métastase ganglionnaire) 

(Barozzi et al., 2023). Une autre étude a montré que les tumeurs ovariennes de haut grade 

présente un niveau de pseudo-uridylation au site 28S_U4606 plus élevé que les tumeurs 

ovariennes de bas grade. Ce sont à ce jour les seules démonstrations que le niveau de pseudo-

uridylation varie de manière site-spécifique chez les patients et qu’il est associé à des 

caractéristiques cliniques (Faucher-Giguère et al., 2022; McMahon et al., 2019). 

En complément de ces observations cliniques, quelques études permettent d’apporter des 

indications quant au(x) rôle(s) de la variation du niveau de pseudo-uridylation dans l’activité 

traductionnelle du ribosome. Par exemple, l’inhibition du snoARN SNORA24, guidant la 

pseudo-uridylation des sites 18S_ΨU609 et 18S_ΨU863, induit une altération de la 

reconnaissance du codon STOP par le ribosome en cours de traduction, sans altération de la 

synthèse protéique globale. Ces données sont supportées par le fait que le site de pseudo-

uridylation 18S_ΨU609 est localisé dans le site A du ribosome, domaine de reconnaissance de 

l’anticodon ARNt (McMahon et al., 2019). Cette étude suggère donc un lien direct entre 

pseudo-uridylation à deux sites d’intérêt et activité spécialisée du ribosome, mais ne permet pas 

d’évaluer l’impact phénotypique de cette activité ribosomique. De plus, ces études sont basées 
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sur la modulation de l’expression du snoARN qui guide la pseudo-uridylation au nucléotide 

d’intérêt, et sachant l’émergence de rôle non-canonique des snoARNs (e.g., épissage, 

maturation des ARNm, etc.), ces interprétations restent à être clairement démontrées par des 

approches de traduction in vitro utilisant des ribosomes purifiés présentant des altérations 

spécifiques de la pseudo-uridylation. 

 

En conclusion, il semble exister chez l’Homme des variations de modifications de 

pseudo-uridylation des ARNr en fonction du contexte physio-pathologique étudié. Bien que les 

données existantes soient principalement basées sur des associations entre expression et 

contexte cellulaire/pathologique, elles permettent néanmoins de soulever l’existence de 

variations globales (e.g., mutations de DKC1) et spécifiques (i.e., variation de certains sites 

uniquement) de la pseudo-uridylation des ARNr. Des études complémentaires sont nécessaires 

pour valider ces observations (Tableau 1), mais les études in vitro laissent supposer un lien fort 

entre pseudo-uridylation des ARNr, activité ribosomique et phénotype physio-pathologique. 

 

c. Focus sur la 2’-O-ribose méthylation des ARNs ribosomiques 

Dans les années 1980, le dogme selon lequel toutes les positions méthylées des ARNr 

sont toujours méthylées, permettant ainsi le maintien de la structure et l’activité ribosomiques, 

apparait. Ce dogme est soutenu expérimentalement par la mise en évidence non quantitative de 

la méthylation systématique des sites de 2’Ome chez Saccharomyces cerevisiae et Xenopus 

laevis (Decatur & Fournier, 2002; Schimmang et al., 1989), ainsi que la léthalité du phénotype 

FBL-/- (fibrillarine) chez plusieurs espèces (Newton et al., 2003; Schimmang et al., 1989). Il 

faut donc attendre l’émergence de méthodes de quantification de la 2’Ome (e.g., séquençage 

RiboMethSeq, etc.) à la fin des années 2000 pour que l’idée d’une potentielle variation du 

niveau de méthylation aux 106 (voire 112) sites de 2’Ome émerge. Cette notion implique 

l’existence d’un mélange de particules d’ARNr méthylées et non-méthylées, en différentes 

proportions et positions. Actuellement, il est estimé que seulement un tiers des sites de 2’Ome 

(i.e., entre 30 et 35 sites) tolèrent une variation de leur méthylation (Jaafar et al., 2021). Les 

sites restants sont, jusqu’à preuve du contraire, considérés comme stables et essentiels à la 

structure et l’activité ribosomiques. 
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La première mise en évidence de l’altération de la 2’Ome chez l’Homme a été réalisée en 

2009 par mon laboratoire d’accueil dans un contexte expérimental utilisant des lignées de 

cancers du sein (MCF7 et MDA-MB-231) modifiées pour l’expression d’un oncogène (i.e., 

ARL2), à l’aide d’une méthode basée sur la RTqPCR et limitant ainsi la généralisation des 

observations faites (Belin et al., 2009). Cette étude a montré une diminution du taux de 2’Ome 

à certains sites dans les lignées cellulaires présentant une forte agressivité tumorale (Belin et 

al., 2009). Cette démonstration a posé les bases de la compréhension des variations de 2’Ome 

des ARNr : les variations de 2’Ome peuvent être spécifiques à certains sites et/ou être associées 

à des contextes physio-pathologiques particuliers. Par la suite, des études omiques in vitro (i.e., 

lignées cellulaires) et cliniques ont permis d’étoffer ces observations. 

Tout d’abord, l’expression de la FBL, méthyltransférase catalysant la réaction de 2’Ome, 

est altérée dans différents contextes physio-pathologiques comme le développement 

embryonnaire (Recher et al., 2013), la différenciation cellulaire (Watanabe-Susaki et al., 2014), 

les infections virales (Rodriguez-Corona et al., 2015) ou encore le cancer (Marcel et al., 2013; 

Su et al., 2013). Cependant, ces études sur l’expression de FBL ne permettent pas de conclure 

quant à une variation de la 2’Ome des ARNr dans ces différents contextes car elles n’ont pas 

analysé le niveau de 2’Ome. En revanche, des études ont montré l’existence d’une variation du 

taux de 2’Ome dans le syndrome du X fragile (D’Souza et al., 2018) et une variation spécifique 

de certains sites de 2’Ome dans différents types de cancers (Marcel et al., 2020; Paraqindes et 

al., 2023), la dyskératose congénitale (Nachmani et al., 2019), la leucémie myéloïde aigue 

(Kunchala et al., 2018; Pauli et al., 2020; F. Zhou et al., 2017) et la β-thalassémie (Sornjai et 

al., 2017) par exemple (pour revue complète, voir (Jaafar et al., 2021)). En plus de permettre la 

distinction entre tissus pathologiques et tissus sains, certaines études montrent que la signature 

spécifique de 2’Ome est caractéristique de certains sous-types tumoraux et pourrait permettre 

la classification de certaines tumeurs comme les carcinomes mammaires ou les gliomes de haut 

grade (Marcel et al., 2020; Paraqindes et al., 2023). Globalement, comme dans le cas de la 

pseudo-uridylation, les données cliniques soutiennent l’existence d’une hétérogénéité de 

composition du ribosome sur la base de la 2’Ome ; bien que peu d’études aient analysé la 

2’Ome des ARNr issus de ribosomes purifiés, en particulier dans les échantillons humains. 

 

Il a été montré que l’inhibition de la FBL affecte préférentiellement certains sites de 

2’Ome par rapport à d’autres (Erales et al., 2017; Marcel et al., 2013). Afin d’évaluer l’impact 
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d’une altération de la 2’Ome au niveau moléculaire, certaines études ont démontré l’impact de 

l’inhibition de l’expression de la protéine FBL (Erales et al., 2017). Marcel et al. ont montré 

que la réduction d’expression de FBL induit une diminution de la fidélité de traduction du 

ribosome, et une augmentation de la traduction des ARNm contenant des IRES à l’aide de 

système rapporteur transfectés dans les cellules (Marcel et al., 2013). Ces mêmes observations 

ont été réalisées dans d’autres contextes où une altération site-spécifique de la 2’Ome est 

également observée en réponse à l’inhibition de la méthyltransférase EZH2 (Yi et al., 2021), et 

à la suppression de p53 (Marcel et al., 2013) par exemple. En revanche, ces études n’ont pas 

démontré (i) que les ribosomes traductionnellement actifs contiennent des ARNr possédant une 

altération de la signature 2’Ome et (ii) que ce sont ces ribosomes de composition différente qui 

affectent la traduction des systèmes rapporteurs. De plus, il est important de noter que certaines 

études soutiennent également que la FBL joue d’autres rôles, notamment dans le clivage des 

ARNr et la régulation de la transcription des ADNr (Koh et al., 2011; D. Tollervey et al., 1991; 

David Tollervey et al., 1993). Il faudra attendre 2017 pour voir la démonstration moléculaire 

directe de l’impact de la variation de 2’Ome sur l’activité traductionnelle du ribosome via 

l’analyse de ribosomes purifiés (Erales et al., 2017). Dans cette étude, des ribosomes de cellules 

traitées par siARN (small interference RNA) ciblant l’ARNm codant pour FBL ont été purifiés 

et utilisés pour des essais de traduction in vitro. Ainsi, il a été démontré que les ribosomes 

possédant une diminution de 2’Ome traduisent préférentiellement les ARNm contenant une 

séquence IRES (e.g., IGF1R, FGF1) comparés aux ribosomes ayant un niveau de 2’Ome 

normal. Depuis lors, à ma connaissance, aucune autre étude n’a permis de démontrer le lien 

direct entre altération de la signature de 2’Ome et activité traductionnelle du ribosome. 

En effet, en 2009, la variation de 2’Ome observée à certains sites, dans les lignées de 

cancers du sein (MCF7 et MDA-MB-231) sous-exprimant la protéine ARL2, est associée à une 

traduction préférentielle de certains ARNm contenant des séquences IRES tels que p53, VEGF 

et IGF1R, sans altération de la synthèse protéique globale (Belin et al., 2009). Néanmoins, 

aucun mécanisme direct n’est décrit dans cette étude, et ne permet donc de valider l’hypothèse 

selon laquelle une variation de 2’Ome altère l’activité ribosomique et donc le phénotype. 

Depuis, d’autres études se sont intéressées aux mécanismes moléculaires liant variation de la 

2’Ome à un site particulier, activité traductionnelle du ribosome et phénotype, en altérant 

spécifiquement l’expression de certains snoARN guidant la 2’Ome. Par exemple, dans les 

cellules HeLa, Jansson et al. ont démontré que l’inhibition de SNORD45C abolit la présence 

de 2’Ome au site 18S_Cm174 (Jansson et al., 2021). Par ribosome profiling (i.e., comparaison 
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du taux d’ARNm protégés par les ribosomes), ils ont démontré que l’absence de la 2’Ome 

18S_Cm174 induit un ralentissement de l’élongation lors de la traduction et une diminution de 

la régulation traductionnelle des ARNm impliqués dans les processus de cycle cellulaire et de 

mitose (Jansson et al., 2021). Cette étude a succinctement adressé l’hypothèse d’un impact de 

l’absence de la modification 18S_Cm174 sur le phénotype cellulaire et mis en évidence une 

augmentation globale des mécanismes métaboliques (e.g., synthèse ATP, respiration cellulaire, 

etc.). En parallèle, dans un contexte plus physiologique (i.e., lignée cellulaire Kasumi-1 

représentative des leucémies myéloïdes aigües), l’étude de Pauli et al. montre que l’inhibition 

de SNORD42A induit une absence de la méthylation au site 18S_Um116 et promeut la 

traduction d’ARNm codant pour des protéines du réticulum endoplasmique et des lysosomes, 

et inhibe la traduction des ARNm contenant un IRES (Pauli et al., 2020). D’un point de vue 

phénotypique, les cellules déficientes pour SNORD42A présentent une inhibition de leur 

capacité proliférative et de formation de colonies (Pauli et al., 2020). Bien que cette étude n’ait 

pas utilisé de technique de traduction in vitro ou de profil de polysome, elle permet d’amorcer 

la démonstration d’un lien entre signature spécifique de 2’Ome, régulation traductionnelle et 

phénotype cellulaire. 

 

En conclusion, les études concernant la 2’Ome sont très récentes, et beaucoup 

d’hypothèses restent encore à prouver. En revanche, l’essor des technologies de quantification 

de la 2’Ome a permis de démontrer l’existence d’une hétérogénéité de la signature 2’Ome intra-

individuelle (i.e., certains sites plus ou moins méthylés par rapport à d’autres) mais également 

entre différents contextes physio-pathologiques (Tableau 1). Le rôle exact de ces altérations sur 

l’activité traductionnelle du ribosome, et donc sur le phénotype cellulaire, reste à affiner, mais 

les preuves actuelles semblent appuyer un impact certain. De plus, afin de mieux appréhender 

ces questions, l’utilisation de modèles in vitro et in vivo diversifiés (i.e., hors cancer) et 

dynamiques pourraient permettre de mieux comprendre le rôle de la 2’Ome dans l’acquisition 

de phénotypes particuliers. 

 

II. Hétérogénéité des protéines ribosomiques 

En plus des 4 ARNr, le ribosome humain est constitué de 80 protéines ribosomiques 

impliquées dans le maintien de la structure tertiaire des ARNr et l’activité du ribosome. On 
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retrouve ainsi des protéines ribosomiques pouvant présenter des mutations ou des modifications 

post-traductionnelles distinctes, de même que des expressions différentielles 

d’isoformes/paralogues ou des protéines ribosomiques elles-mêmes (i.e., absence ou présence 

dans le ribosome : substœchiométrie) (Figure 6). Bien que ces observations suggèrent une 

hétérogénéité de composition de ribosome aux niveaux des protéines ribosomiques, peu 

d’études ont démontré une variation dans des ribosomes purifiés. De plus, étant donné que 

certaines protéines ribosomiques présentent des activités extra-ribosomiques, il reste difficile 

de savoir si ces observations affectent la traduction via le ribosome ou non. Cette partie s’attèle 

à la description non-exhaustive de ces variations en fonction du contexte physio-pathologique 

et à leur impact sur l’activité ribosomique voire sur l’acquisition de phénotype particulier. En 

particulier, je détaillerai les différentes altérations connues de RPL36A, protéine ribosomique 

de la grande sous-unité ayant un intérêt notable dans mes travaux. 

Figure 6 : Représentation schématique de l’hétérogénéité de composition protéique du 
ribosome et son impact, avéré ou potentiel, sur l’activité traductionnelle du ribosome et le 
phénotype. 
 

1. Mutations des protéines ribosomiques et ribosomopathies : actualisation 

d’un dogme ? 

Dès la fin des années 1990, des mutations ont été mises en évidence dans des gènes codant 

pour des protéines ribosomiques, et ce, uniquement dans un contexte pathologique, les 

ribosomopathies. En effet, l’essor des études génétiques dans le processus de diagnostic a 

permis de caractériser moléculairement des maladies décrites jusque-là d’un point de vue 

strictement médical. Le terme « ribosomopathie » regroupe des maladies génétiques 

congénitales, caractérisées par la délétion ou la mutation ponctuelle d’un gène codant pour un 

facteur de la biogenèse du ribosome, y compris les protéines ribosomiques. Il est alors admis 

que la mutation d’une protéine ribosomique aboutit à un défaut de biogenèse de ribosome, et se 
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traduit cliniquement par des malformations crânio-faciales et des défauts de prolifération 

cellulaire (i.e., insuffisance médullaire, petite taille, etc.) (Sulima et al., 2019).  

L’anémie de Diamond-Blackfan (DBA) a été décrite pour la première fois en 1936 par 

Hughs W. Josephs (Josephs, 1936) puis en 1938 par Kenneth Blackfan et Louis Diamond qui 

lui donneront leur nom (Diamond, 1938). Ce n’est qu’en 1999 que la DBA est associée à une 

mutation du gène codant pour la protéine ribosomique RPS19 (Draptchinskaia et al., 1999). 

Depuis lors, de nombreuses autres mutations touchant des gènes codant pour des protéines 

ribosomiques ont été découvertes chez les patients atteints de DBA. On compte désormais une 

vingtaine de gènes mutés, de fréquence variable, dont : RPS19 (25%), RPL5 (7%), RPS10 

(6%), RPL11 (5%), RPS26 (3%), RPL35A (3%), RPS24 (2%), RPS7 (1%), RPS17 (1%), ainsi 

que, dans une moindre fréquence, RPL15, RPL26, RPL27, RPL31, RPS27, RPS28 et RPS29 

(Farrar et al., 2008; Gazda et al., 2008; Quarello et al., 2010; M. J. Song et al., 2010). Les 

mutations rencontrées dans ce syndrome peuvent être une délétion, une insertion, une mutation 

non-sens, etc., et sont toutes considérés comme aboutissant à l’expression d’une protéine non 

fonctionnelle, n’ayant aucune fonction. 

 

 Comme le suggère le dogme actuel, certaines mutations de protéines ribosomiques, ainsi 

que des facteurs de la biogenèse des ribosomes, inhibent la biogenèse du ribosome et diminuent 

la quantité globale de ribosomes. Par exemple, chez le poisson-zèbre, la drosophile et la souris, 

l’expression de protéines ribosomiques mutantes diminue la biogenèse des ribosomes ainsi que 

la synthèse protéique globale pour aboutir à l’apparition d’individus de taille réduite, possédant 

moins de cellules que les individus sains (Polymenis, 2020). Ces observations appuient en effet 

les observations faites chez l’Homme dans le cas de la DBA, mais ne s’intéressent pas à 

l’existence de ribosomes potentiellement déficients pour les protéines ribosomiques étudiées. 

Dans un autre contexte, une étude montre que la mutation de protéines ribosomiques peut 

également avoir un impact qualitatif sur l’activité traductionnelle du ribosome. En effet, la 

mutation R98S de la protéine RPL10, retrouvée dans 8% des leucémies aigues 

lymphoblastiques pédiatriques, favorise la traduction IRES-dépendante de l’ARNm BCL2, 

facteur anti-apoptotique promouvant la résistance au stress oxydatif, et donc aux traitements 

(Kampen et al., 2019). Bien que cette étude ne valide pas l’incorporation de la protéine mutante 

dans les ribosomes traductionnellement actifs, elle permet d’établir que la mutation d’une 

protéine ribosomique peut altérer l’activité traductionnelle, que ce soit par un mécanisme intra- 
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ou extra-ribosomique. En effet, la mise en évidence de l’activité extra-ribosomique de certaines 

protéines ribosomiques remet en cause l’idée qu’une protéine ribosomique non-intégrée dans 

le ribosome est inactive (Warner & McIntosh, 2009). 

En conclusion, le dogme selon lequel la mutation d’une protéine ribosomique induit 

systématiquement une protéine non fonctionnelle, ne s’intégrant pas dans le ribosome, semble 

être en cours d’évolution. Il serait prématuré d’établir que toutes les protéines ribosomiques 

mutées sont fonctionnelles, intégrées dans le ribosome et peuvent ainsi altérer l’activité 

traductionnelle du ribosome. Néanmoins, de plus amples études en ce sens sont nécessaires 

pour évaluer l’impact des mutations des protéines ribosomiques sur le ribosome et son activité. 

 

2. Expression de paralogues et d’isoformes des protéines ribosomiques 

Chez les mammifères, bien que la majorité des protéines ribosomiques soient codées par 

une seule copie génique, certaines sont présentes en plusieurs copies (ou paralogues) (Xue & 

Barna, 2012).  L’expression de ces paralogues peut varier, notamment entre les tissus, et être 

ainsi une source d’hétérogénéité de composition du ribosome. 

 

Chez la souris, on retrouve par exemple les protéines RPL10, RPL22 et RPL39 possédant 

des paralogues (i.e., RPL10-like, RPL22-like et RPL39-like) dont le profil d’expression diffère 

en fonction du tissu étudié (i.e., testicules, foie, etc.) (Sugihara et al., 2010). Chez l’Homme, 

l’exemple le plus décrit est celui de la protéine RPS4. En effet, la protéine RPS4 est codée par 

trois gènes distincts localisés sur le chromosome X (RPS4X) et sur le chromosome Y (RPS4Y1 

et RPS4Y2) (Lopes et al., 2010). Chez le mâle, les protéines RPS4X et RPS4Y1 sont exprimées 

de façon ubiquitaire, tandis que RPS4Y2, dont la structure varie au niveau de l’extrémité 

carboxyle-terminale, est exprimée spécifiquement dans les testicules (Lopes et al., 2010). 

L’expression différentielle des paralogues de RPS4 est suspectée de jouer un rôle dans la 

traduction spécialisée d’ARNm de façon tissu-spécifique. En effet, certaines modifications de 

séquences peuvent amener des modifications de la structure protéique, et donc interagir 

différentiellement avec les autres protéines ribosomique ou autres co-facteurs (Lopes et al., 

2010; Xue & Barna, 2012). Dans le cas de la protéine RPL22, il a été montré que sont paralogue 

RPL22L1 est aussi capable d’intégrer les ribosomes traductionnellement actifs (O’Leary et al., 
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2013). Ces données laissent donc supposer une redondance, au moins partielle, des paralogues 

entre eux au cours du processus de traduction. 

Grâce aux données de séquençage en libre accès, on sait désormais que d’autres protéines 

ribosomiques et leur(s) paralogue(s) sont concernés par une expression différentielle inter-

tissus. Par exemple, la protéine ribosomique RPL36A, codée sur le chromosome X, possède un 

paralogue, RPL36AL (RPL36A-like ; 99,6% d’homologie avec RPL36A), codé sur le 

chromosome 14 et dont le profil d’expression varie en fonction du tissu étudié. Bien que ces 

deux protéines ne diffèrent que d’un acide aminé (K38R), la protéine paralogue RPL36AL est 

plus exprimée que la forme native RPL36A dans le foie et le sang, tandis que RPL36A est plus 

exprimée dans les tissus mammaires et les fibroblastes en culture par exemple (Figure 7). En 

revanche, aucune étude sur l’activité différentielle de RPL36A et RPL36AL n’a été réalisée ou 

sur une intégration différentielle dans le ribosome. 

 

Figure 7 : Histogramme du nombre de transcrits par millions (TPM) médian pour les gènes 
RPL36A et RPL36AL dans différents tissus sains humains (source : GTEx Portal le 
07/08/2023). 
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Par ailleurs, des évènements d’épissage alternatif ont été décrits pour certains gènes 

codant des protéines ribosomiques présents en une seule copie, augmentant ainsi le nombre de 

protéines ribosomiques utilisables par la cellule. En effet, Brumwell et al. ont mis en évidence 

dans des cellules HEK293 une variation de la proportion des isoformes classiques et alternatives 

des ARNm codant pour les protéines ribosomiques RPL10, RPL17, RPL22L1, RPS24 et RPS9 

en condition hypoxique (Brumwell et al., 2020). En particulier, la proportion de la forme 

protéique courte (codée par la forme alternative de l’ARNm RPS24) augmente entre 48% et 

90% en condition hypoxique dans les trois lignées cellulaires cancéreuses étudiées (i.e., 

glioblastome, carcinome colorectal et carcinome prostatique) et est intégrée dans les ribosomes 

en cours de traduction (Brumwell et al., 2020). La forme courte de la protéine RPS24 contient 

trois résidus carboxyles de moins que la forme native. Or, RPS24 est décrit pour avoir un rôle 

dans l’interaction du ribosome avec le facteur d’initiation de la traduction eIF4A1 (Padrón et 

al., 2019). Ces données suggèrent donc un impact de RPS24, en fonction de son épissage 

alternatif, sur l’interaction avec eIF4A1 et donc sur l’activité traductionnelle du ribosome. En 

parallèle, dans une étude sur les cancers colorectaux, l’isoforme RPS24c est surexprimée dans 

les tissus tumoraux comparé aux tissus sains et promeut l’angiogenèse, la prolifération 

cellulaire et la migration cellulaire (Y. Wang et al., 2019). Néanmoins, cette étude n’a pas validé 

l’incorporation de l’isoforme RPS24c dans le ribosome, et il n’est donc pas possible de conclure 

sur un rôle direct ou indirect, intra- ou extra-ribosomiques de cette isoforme. Au vu de ces 

différentes études, il semblerait que les isoformes de RPS24 soient capables de s’intégrer dans 

les ribosomes et altérer la régulation traductionnelle en favorisant la traduction d’ARNm pro-

prolifératif par exemple. Cependant, des preuves directes sont nécessaires pour confirmer cette 

hypothèse. 

 

Bien que peu d’exemples aient été décrits, ces données suggèrent un rôle important des 

paralogues et isoformes des protéines ribosomiques dans l’activité traductionnelle du ribosome. 

En effet, de par leurs différences structurales avec la protéine de référence, ces paralogues et 

isoformes peuvent présenter des séquences et/ou conformations différentes, pouvant altérer la 

conformation et l’activité du ribosome en cas d’intégration au cours de la biogenèse (Tableau 

1). De plus, ces paralogues et isoformes semblent dépendants de contextes physio-

pathologiques spécifiques et requièrent donc une attention particulière pour leur mise en 
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évidence et leur caractérisation. Ils constituent donc un nouvel enjeu dans la compréhension de 

l’hétérogénéité de composition du ribosome. 

 

3. Modifications post-traductionnelles des protéines ribosomiques 

Comme n’importe quelle protéine, les protéines ribosomiques sont sujettes aux 

modifications post-traductionnelles (i.e., méthylation, acétylation, phosphorylation, etc.), 

faisant passer le catalogue protéique du ribosome de 80 protéines codées à plusieurs centaines 

de formes protéiques possibles (Emmott et al., 2019). A l’heure actuelle, plus de 2500 

modifications chimiques des protéines ribosomiques ont été répertoriées, chacune pouvant 

avoir un impact distinct sur l’activité ribosomique (Emmott et al., 2019; Simsek & Barna, 

2017). Or, comme dans le cas des altérations présentées jusqu’à présent, l’incorporation de ces 

différentes formes au sein du ribosome n’est pas systématiquement investiguée, et ne permet 

donc pas de statuer sur le lien entre modifications post-traductionnelles, activité traductionnelle 

et phénotype. 

 

Les premières investigations sur le rôle des modifications post-traductionnelles des 

protéines ribosomiques commencent en 1974 et s’intéressent aux phosphorylations de la 

protéine RPS6. En effet, par purification de ribosomes suivie d’une électrophorèse bi-

dimensionnelle, Gressner et al. ont démontré que RPS6 est phosphorylée dans les foies de rats 

en cours de régénération, et que cette forme phosphorylée de RPS6 est incorporée dans les 

ribosomes (Gressner & Wool, 1974). Plus tard, chez la souris, des expériences de mutagenèse 

(i.e., de RPS6 ou des kinases S6K1/2) in vivo ont permis de démontrer que la phosphorylation 

de RPS6 permet la spécification et le fonctionnement de certains tissus (e.g., pancréas, etc.) 

(Ruvinsky et al., 2005), le développement de la masse musculaire (Ruvinsky et al., 2009) mais 

également dans l’initiation tumoral dans le cas du carcinome pancréatique (Alliouachene et al., 

2008; Khalaileh et al., 2013). Cependant, puisqu’aucune de ces études n’a évalué 

l’incorporation de la forme phosphorylée de RPS6 dans le ribosome, il n’est pas possible de 

savoir si la phosphorylation de RPS6 a un rôle intra- et/ou extra-ribosomique. La seule étude 

physio-pathologique ayant validé l’incorporation d’une forme phosphorylée de RPS6 est celle 

de Decourt et al. dans laquelle il est démontré que la forme phosphorylée de RPS6 favorise la 

régénération axonale du système nerveux central chez la souris (Decourt et al., 2023). Au regard 
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de cette dernière étude, il peut donc être suggéré que l’impact phénotypique observé en réponse 

à la phosphorylation de RPS6 est médié par une activité intra-ribosomique de RPS6. 

Le mécanisme moléculaire liant la phosphorylation de RPS6 et l’impact phénotypique 

observé semble reposer sur une augmentation de la synthèse protéique globale (Ruvinsky et al., 

2005), induisant une augmentation de la prolifération cellulaire (Ruvinsky et al., 2005) associée 

à une taille réduite des cellules (Granot et al., 2009; Ruvinsky et al., 2009). Cependant, il a fallu 

attendre l’essor de nouvelles technologies d’analyses de la traduction afin d’affiner la 

compréhension du mécanisme moléculaire de la phosphorylation de RPS6. En 2021, par 

immunoprécipitation de ribosomes contenant ou non une phosphorylation de RPS6, Bohlen et 

al. ont démontré que les ribosomes contenant la forme phosphorylée de RPS6 traduisent 

préférentiellement des ARNm possédant une séquence codante courte, sans que l’origine de 

cette régulation ne soit connue (Bohlen et al., 2021). En particulier, la phosphorylation de RPS6 

est modulable au cours de la traduction : les ribosomes contenant une protéine RPS6 

phosphorylée perdent la phosphorylation de RPS6 lors de la traduction d’ARNm possédant une 

séquence codante longue (Bohlen et al., 2021). Cette découverte valide tout d’abord l’existence 

de ribosomes contenant des protéines modifiées post-traductionnellement mais également que 

ces modifications post-traductionnelles jouent un rôle dans l’activité intrinsèque du ribosome. 

En revanche, cette étude ne relie pas le mécanisme moléculaire observé au phénotype physio-

pathologique connu et ne permet pas de déchiffrer complètement l’impact de la phosphorylation 

de RPS6 sur l’activité traductionnelle du ribosome. 

 

En conclusion, il existe une variété non négligeable de modifications post-

traductionnelles pouvant impacter, ou non, le phénotype. La caractérisation de ces protéines 

ribosomiques modifiées, ainsi que l’étude de leurs mécanismes d’action, est complexe et 

nécessite l’utilisation de technologies de pointe (i.e., profil de polysomes, ribosome profiling, 

spectrométrie de masse, etc.). En dehors des exemples présentés ci-dessus, plusieurs autres 

mécanismes moléculaires impliquant des modifications post-traductionnelles de protéines 

ribosomiques ont été décrits dans la littérature (Emmott et al., 2019; Simsek & Barna, 2017). 

Cependant, il existe de nombreuses modifications répertoriées mais dont l’impact moléculaire 

et/ou phénotypique n’a pas été décrit. Par exemple, huit modifications post-traductionnelles de 

la séquence codante de la protéine RPL36A ont été décrites (e.g., phosphorylations, 

acétylations, ubiquitinylations et méthylations) (Eustache et al., 2017; Hornbeck et al., 2015; 
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Mahesh et al., 2020). En revanche, le rôle de ces modifications post-traductionnelles est peu 

connu. Les données semblent montrer que la mono-méthylation des résidus K53, K55, K80 et 

K100 favorise la traduction, sans démonstration claire du mécanisme ou de l’impact 

phénotypique de ces modifications (Eustache et al., 2017; Mahesh et al., 2020; Shirai et al., 

2010). 

 

4. Variation de la stœchiométrie des protéines ribosomiques au sein du 

ribosome : un ribosome à moins de 80 protéines ? 

Dès le début des années 1970, l’idée selon laquelle le ribosome est systématiquement 

constitué d’un nombre constant de protéines est remise en cause chez la bactérie : la notion de 

ribosome substoechiométrique est née. En effet, des bactéries cultivées dans différents milieux 

n’expriment pas la même quantité de protéines ribosomiques RPS6, RPS21 ou RPL12, laissant 

sous-entendre l’existence de ribosomes dépourvus de certaines protéines ribosomiques (non 

démontré) (Deusser & Wittmann, 1972; Weber, 1972). Cependant, ces observations seront 

laissées de côté pendant près de 30 ans. Ce n’est donc qu’au début des années 2000 que l’idée 

d’un ribosome présentant une proportion substoechiométrique de protéine(s) ribosomique(s) 

chez les mammifères commence à émerger, appuyée par les avancées technologiques de 

séquençage. 

 

En 2001, Bortoluzzi et al. ont mis en évidence 13 protéines ribosomiques dont 

l’expression génique varie, chez l’Homme, en fonction du tissu étudié. Par exemple, RPS9, 

RPS10, RPS19, RPL14 et RPL38 sont plus exprimées dans les ovaires, au niveau 

transcriptomique, tandis que RPS17, RPS25, RPL37 et RPL41 sont plus exprimées dans les 

tissus musculaires squelettiques (Bortoluzzi et al., 2001). Ces résultats ont été confortés en 2011 

par les études de Kondrashov et al. sur des embryons murins, démontrant l’expression 

différentielle de 72 gènes codant pour des protéines ribosomiques en fonction de la localisation 

cellulaire dans l’embryon (Kondrashov et al., 2011). Bien que ces études soient uniquement 

réalisées au niveau transcriptomique et ne permettent pas de démontrer une différence 

d’incorporation protéique dans le ribosome, elles ont initié l’idée d’un ribosome présentant une 

proportion substoechiométrique de protéine(s) ribosomique(s). Cette hypothèse est d’autant 
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plus soutenue au niveau phénotypique par la délétion de certaines protéines ribosomiques dans 

les cas de DBA développés précédemment (cf. Chapitre 2 – partie II-1). 

De nombreuses études chez la levure soutiennent la notion de ribosome 

substœchiométrique par des analyses de spectrométrie de masse sur ribosomes purifiés. Par 

exemple, Slavov et al. ont démontré que la présence de certaines protéines ribosomiques au 

sein du ribosome est préférentielle au sein des ribosomes traductionnellement actifs (Slavov et 

al., 2015). Par exemple, RPL26A est présente en plus grande proportion dans les polysomes 

que dans les monosomes, contrairement à RPL35B qui est retrouvée en plus grande quantité 

dans les monosomes que dans les polysomes chez la levure (Slavov et al., 2015). Des études 

similaires ont été menées chez les mammifères. Ainsi, dans des cellules souches embryonnaires 

murines, 4 protéines ribosomiques (RPS26, RPL10, RPL38 et RPL40) ont été montrées comme 

plus enrichies dans les polysomes par rapport aux ribosomes libres et 3 protéines ribosomiques 

(RPS7, RPS25 et RPL10A) ont été montrées comme moins enrichies dans les polysomes par 

rapport aux ribosomes libres (Z. Shi et al., 2017). En revanche, l’impact de la substœchiométrie 

de ces protéines ribosomiques n’a pas été adressé. 

 

D’un point de vue moléculaire, la démonstration d’un lien entre ribosome 

substœchiométrique, régulation traductionnelle et phénotype est complexe. De nombreuses 

études se concentrent sur la première partie de ce lien : ribosome substœchiométrique et 

régulation traductionnelle. Par exemple, en 2012, Lee et al. ont démontré dans les cellules HeLa 

que l’inhibition de RPL40 induit une diminution de la traduction dépendante des IRES des 

ARNm viraux (i.e., virus de la stomatite vésiculaire) (Lee et al., 2013). De la même façon, 

l’étude de Kondrashov et al. démontre que la déplétion de la protéine RPL38 augmente la 

traduction préférentielle de certains ARNm de la famille Hox (Kondrashov et al., 2011). Ces 

deux études permettent de soutenir l’hypothèse que la substœchiométrie des protéines 

ribosomiques peut impacter la régulation traductionnelle. En revanche, aucune n’a validé la 

présence substœchiométrique des protéines RPL40 et RPL38 dans les ribosomes. L’une des 

premières études démontrant l’absence d’une protéine ribosomique au sein du ribosome est 

l’étude menée par Wei et al. en 2019 (Wei et al., 2019). Cette étude démontre que la déplétion 

de RPL28 induit la formation de ribosomes substœchiométrique pour RPL28 et que les cellules 

présentant moins de ribosomes contenant RPL28 traduisent, de façon plus importante, les 

peptides antigéniques du virus de la grippe (Wei et al., 2019). Ainsi, cette étude (i) démontre 
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l’existence de ribosomes substœchiométriques en réponse à la déplétion d’une protéine 

ribosomique et (ii) suggère fortement un impact de cette substœchiométrie sur la régulation 

traductionnelle.  

Chez les mammifères, à l’heure actuelle, une seule étude a permis de démontrer 

clairement le lien entre ribosome substœchiométrique et activité traductionnelle du ribosome. 

En 2017, Shi et al. publient une étude investiguant la composition du ribosome et sa régulation 

traductionnelle des cellules souches embryonnaires murines (Z. Shi et al., 2017). Les cellules 

souches embryonnaires murines présentent deux populations de ribosomes : certains incluant 

la protéine RPL10A, et d’autres la protéines RPS25 (Z. Shi et al., 2017). A l’aide de profils de 

polysomes, Shi et al. ont montré que les ribosomes contenant la protéine RPL10A traduisent 

préférentiellement les ARNm codant pour des protéines de la matrice extracellulaire, tandis que 

ceux contenant la protéine RPS25 traduisent préférentiellement les ARNm codant pour des 

protéines de la voie de signalisation de la vitamine B12 (Z. Shi et al., 2017). En particulier, les 

ribosomes contenant RPL10A régulent la traduction dépendante des IRES (Z. Shi et al., 2017). 

Cette étude a été confortée par l’implication des ribosomes contenant RPL10A dans la 

traduction préférentielle d’ARNm pro-fibrotique (e.g., TIMP1, CD90, etc.) (Grgic et al., 2014) 

et la diminution de ce type de ribosomes au cours de la différenciation du mésoderme chez la 

souris (Genuth et al., 2022). Néanmoins, l’étude de Shi et al. n’ayant pas été réalisée au niveau 

de la cellule unique, il n’est pas possible de savoir si les deux populations de ribosomes sont 

présentent au sein de la même cellule, et donc si la substœchiométrie observée est intra- ou 

inter-cellulaire, ni même si les ribosomes possédant RPL10A possèdent également RPS25 

(et/ou réciproquement). 

 

En conclusion, la substœchiométrie du ribosome est suspectée depuis les années 1970 

mais s’est heurtée à la complexité des analyses nécessaires. L’essor de nouvelles technologies 

de quantification permet à présent de répondre à ces questions. Actuellement, il est démontré 

dans plusieurs contextes physio-pathologiques que les ribosomes peuvent présenter une 

stœchiométrie différente. Il est donc question à présent (i) de caractériser la composition du 

ribosome dans de nouveaux contextes physio-pathologiques et (ii) de mieux comprendre 

l’impact de cette hétérogénéité sur l’activité du ribosome et la régulation traductionnelle. Par 

exemple, la protéine RPL36A a été démontrée comme présente de façon substoechiométrique 

en fonction de la localisation subcellulaire (i.e., enrichissement de ribosomes contenant 
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RPL36A dans les neurites) dans les cellules neuronales humaines (Fusco et al., 2021). En 

revanche, l’impact de cette substœchiométrie sur l’activité traductionnelle du ribosome n’a pas 

été évaluée. 

 

5. Hétérogénéité de composition du ribosome et protéines ribosomiques : 

et RPL36A dans tout cela ? 

Toutes ces données suggèrent l’existence de ribosomes dont une des 80 protéines 

ribosomiques peut être absente, mutée ou modifiée sans induire la mort cellulaire. Ces 

modifications semblent plutôt affecter l’activité du ribosome, ou tout du moins la régulation 

traductionnelle, et ainsi induire un phénotype particulier. En revanche, de nombreuses études 

se basent uniquement sur des données d’expression des protéines ribosomiques, sans analyser 

des ribosomes purifiés, et ne permettent donc qu’une corrélation entre altération d’expression 

d’une protéine ribosomique et altération de composition du ribosome et de son activité. La 

problématique reste de savoir si l’altération d’expression d’une protéine ribosomique affecte la 

traduction via un effet intra- ou extra-ribosomique. C’est en cela que le concept de « ribosome 

spécialisé » reste source de débat, le lien entre hétérogénéité de composition du ribosome, 

modulation de l’activité intrinsèque du ribosome, spécification d’une reprogrammation 

traductionnelle et phénotypique restant à être pleinement démontré. Les mêmes manques 

existent pour les modifications chimiques des ARNr. 

C’est notamment le cas de la protéine ribosomique RPL36A. D’un point de vue 

moléculaire, les études structurales du ribosome humain ont soulevé l’importance de l’acide 

aminé P54 de RPL36A dans l’interaction du ribosome avec les inhibiteurs traductionnels tels 

que le cycloheximide (Zgadzay et al., 2022). De plus, RPL36A semble essentielle pour 

l’interaction du ribosome avec l’ARNt, comme démontré pour son paralogue RPL36AL (99,6% 

d’homologie avec RPL36A) (Baouz et al., 2009). De plus, les études moléculaires chez la 

levure ont montré que la déplétion de RPL36A induit une diminution de la traduction 

dépendante des IRES pour les ARNm HSP82 et URE2 sans savoir si cette fonction est intra- ou 

extra-ribosomique (Samanfar et al., 2017). D’un point de vue phénotypique, les études chez le 

poisson-zèbre montrent que la déplétion de RPL36A induit un défaut développemental de la 

boîte crânienne (Uechi et al., 2006) et celles chez la levure une augmentation une diminution 

de la résistance aux stress chimique (i.e., acide acétique) et thermique (Samanfar et al., 2017). 
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Chez l’Homme, une forte expression de RPL36A est associée à un mauvais pronostic dans les 

carcinomes hépatiques, les leucémies myéloïdes aigües et les carcinomes oraux (T. W. Chen et 

al., 2021; J. H. Kim et al., 2004; L.-M. Wu et al., 2010). L’association de ces deux visions 

permet de supposer un rôle central de la protéine RPL36A dans la traduction spécifique 

d’ARNm en fonction du contexte cellulaire pour contribuer à l’établissement d’un phénotype 

particulier, mais cette hypothèse n’a pour le moment pas été démontrée. Il en est de même pour 

de nombreuses protéines ribosomiques dont les études ne relèvent pour le moment que 

d’associations. L’exemple le plus avancé reste RPL10A et RPS25 dans les cellules souches 

embryonnaires murines et leur rôle dans la spécification d’un programme traductionnel, sans 

démonstration du rôle phénotypique.  
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Tableau 1 : Exemples de démonstrations d’hétérogénéité de composition du ribosome et de 
ribosome spécialisé. RP : protéines ribosomiques ; X : nombreuses références. 

 
Hétérogénéité Ribosome spécialisé 

Traduction 
Ribosome spécialisé 

Phénotype 

Global Intra-
ribosomique Global Intra-

ribosomique Global Intra-
ribosomique 

ARNr 

Variations 
nucléotidiques 

(Parks et al., 
2018)    (J. S. Johnson 

et al., 2019)  

Modifications de 
bases 

18S_m1acp3Ψ1
248 

(Babaian et al., 
2020) 

 
28S_m5C3782 
(Heissenberger 

et al., 2019; 
Janin et al., 

2019) 

 

18S_m1acp3Ψ
1248 

(Babaian et 
al., 2020) 

28S_m5C3782  
(Janin et al., 

2019) 

28S_m5C3782  
(Heissenberger 

et al., 2019; 
Janin et al., 

2019) 

 

Pseudo- 
uridylation DKC1 DKC1 DKC1 DKC1 DKC1  

2’Ome X (Erales et al., 
2017) 

(Jansson et al., 
2021; Pauli et 

al., 2020) 

(Erales et al., 
2017) 

(Pauli et al., 
2020)  

RP 

Mutation   (Kampen et 
al., 2019)  

(Draptchinskai
a et al., 1999; 
Farrar et al., 

2008; Gazda et 
al., 2008; 

Quarello et al., 
2010; M. J. 
Song et al., 

2010) 

 

Paralogue/ 
isoforme 

RPS4 
(Lopes et al., 

2010) 
 

RPS24 
(Brumwell et 

al., 2020) 

   
RPS24 

(Y. Wang et 
al., 2019) 

 

Modification post-
traductionnelle 

RPS6 
(Gressner & 
Wool, 1974) 

RPS6 
(Decourt et 
al., 2023) 

  

RPS6 
(Granot et al., 

2009; 
Ruvinsky et 

al., 2005, 
2009) 

RPS6 
(Decourt et 
al., 2023) 

Substœchiométrie  

RPL10A, 
RPS25 

(Z. Shi et al., 
2017) 

 

RPL10A, 
RPS25 

(Z. Shi et al., 
2017) 

 

RPL10A 
(Genuth et al., 
2022; Grgic et 

al., 2014) 
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Chapitre 3 : La transition épithélio-mésenchymateuse 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus biologique dynamique 

et réversible permettant la transdifférenciation d’une cellule épithéliale en une cellule 

mésenchymateuse. Ce processus physiologique est indispensable à différentes étapes de la vie, 

et permet par exemple la formation des organes au cours de l’embryogenèse (EMT type I) ou 

de leur homéostasie chez l’adulte (EMT type II). L’EMT fait intervenir de nombreux acteurs 

moléculaires comme plusieurs familles des facteurs de transcription (EMT-TFs) pour induire 

des modifications moléculaires (i.e., perte d’expression de marqueurs épithéliaux comme l’E-

cadhérine en faveur de marqueurs mésenchymateux comme la vimentine) à l’origine de 

changements structuraux et comportementaux de la cellule ; les cellules épithéliales réalisant 

une fonction physiologique précise à une localisation donnée et leur transdifferentiation en 

cellules mésenchymateuses permettant leur déplacement dans l’organisme. Du fait de 

l’importance de l’EMT dans la physiologie de nos organes, sa dérégulation a été associée à de 

nombreuses pathologies, telles le cancer (EMT type III). Pourtant décrite dès les années 1970, 

l’EMT continue d’être activement investiguée et les recherches mettent en avant des rôles et 

mécanismes de plus en plus précis dévoilant ainsi la complexité de ce processus physio-

pathologique. 

Dans ce chapitre, je traiterai des connaissances actuelles et incertitudes persistantes 

concernant les aspects moléculaires et cellulaires mais aussi, physiologiques et pathologiques, 

de l’EMT. Etant donné que l’EMT est avant tout un changement de morphologie cellulaire 

associé à des fonctions biologiques particulières, je commencerai par cet aspect (partie I) avant 

de décrire comment ces changements sont induits au niveau moléculaire (partie II) puis les 

différents types d’EMT décrits jusqu’à présent (partie III). Enfin, je terminerai par une revue 

de la littérature résumant les connaissances actuelles autour de la régulation traductionnelle et 

du ribosome dans l’EMT (partie IV). 

 

I. Aspect cellulaire de la transition épithélio-mésenchymateuse 

 

1. Organisation, morphologie et comportement des cellules épithéliales et 

mésenchymateuses 
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La transition épithélio-mésenchymateuse implique une transdifférenciation cellulaire, 

c’est-à-dire des changements organisationnels, morphologiques et comportementaux de la 

cellule. Il est à noter que pour cette partie, les citations bibliographiques peuvent paraîtres 

éparses et donc manquantes. En effet, ces notions reposent sur des démonstrations remontant 

au début du champ de recherche autour de la biologie cellulaire et de l’EMT, pour lesquelles 

les références d’origine sont peu accessibles voire difficile à trouver du fait de référencement 

trop « récent ».  Ici est donc retranscrit le savoir commun retrouvé dans l’ensemble des articles 

de référence dans le domaine pour décrire les différences entre cellules épithéliales et 

mésenchymateuses. 

Figure 8 : Schémas de l’organisation cytosquelettique des cellules épithéliales (A) et 
mésenchymateuses (B). Adapté de (Bartle et al., 2018) et (Seetharaman & Etienne-Manneville, 
2020). 
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a. Les cellules épithéliales 

Les cellules épithéliales constituent les tissus communément appelés « épithéliums ». Ces 

épithéliums peuvent être de formes (squameux, cubique ou colonne) et de structures (simple, 

stratifié ou pseudostratifié) variées. Ils constituent toutes les surfaces du corps, depuis la peau 

jusqu’aux organes et réalisent des fonctions biologiques très différentes mais indispensables à 

la vie, comme, par exemple, la respiration ou la digestion. Du fait de la multitude de fonctions 

des épithéliums, je me concentrerai dans cette partie sur leurs points communs. La délimitation 

de chaque épithélium est définie par une zone sans contact (pôle cellulaire apical) et une zone 

en contact avec la membrane basale (pôle cellulaire basal) (Figure 8A) (Lamouille et al., 2014). 

Le maintien de cette structure et de sa polarité repose sur le cytosquelette. 

i. Polarité apico-basale et jonctions cellulaires 

La région cellulaire apicale, positionnée vers l’extérieur de l’organe, porte les structures 

essentielles à l’activité biologique de l’épithélium, comme les microvillosités ou les cils. Ainsi, 

les fonctions de chaque épithélium (e.g., protection, absorption, sécrétion, audition, etc.) sont 

définies par la structure même du pôle apical des cellules épithéliales. Les cellules possédant 

des microvillosités sont spécialisées dans les échanges avec l’extérieur (e.g., épithélium 

pulmonaire, gastrique, etc.), les cellules ciliées permettent le transport de substances (e.g., 

muqueuses naso-bucale, vaginale, etc.) et les cellules sans structure apicale particulière ont un 

rôle de délimitation et de protection (e.g., peau, vaisseaux sanguins, organes, etc.) (Karseladze, 

2015; Kong et al., 2018; Lange, 2011). D’un point de vue moléculaire, les microvillosités sont 

structurées par des filaments d’actine, tandis que les cils sont constitués de microtubules (i.e., 

cytosquelette) (Lange, 2011; Pelaseyed & Bretscher, 2018). 

La région cellulaire basale permet quant à elle l’ancrage de la cellule dans l’organe et 

constitue ainsi le point d’attache de la cellule (Figure 8A). Les cellules épithéliales sont liées à 

la membrane basale par les jonctions de type hémidesmosomes associées à des filaments 

intermédiaires (Bartle et al., 2018). La membrane basale marque l'interface entre l’épithélium 

(i.e., endothélium, épithélium ou muqueuse glandulaire selon le contexte) et les tissus 

conjonctifs de soutien sous-jacents. Sur le plan moléculaire, elle est essentiellement constituée 

de collagène de type IV, de glycosaminoglycanes et de glycoprotéines de structure. 

La région latérale, comprise entre les régions apicale et basale, permet aux cellules 

épithéliales d’interagir entre elles et de former une barrière uniforme et étanche. Les jonctions 

cellule-cellule de la région latérale sont formées par des jonctions serrées (zone en apex), 
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caractérisées par la présence de protéines des familles des claudines, occludines et zona 

occludens (ZO) ; des jonctions adhérentes, caractérisées par la présence de la glycoprotéine 

transmembranaire E-cadhérine (CDH1) et β-caténine ; des desmosomes et des jonctions gap 

permettant le passage d’ions et de petites molécules entre cellules (Figure 8A) (Bartle et al., 

2018; Huang et al., 2012). 

ii. Cytosquelette 

La structure des cellules épithéliales est maintenue par le cytosquelette (filaments 

d’actine, microtubules et filaments intermédiaires). Les filaments d’actine sont principalement 

localisés au niveau du pôle basal sous forme de fibres de stress. L’une des extrémités des 

filaments d’actine est directement liée à la membrane plasmique, par le biais de protéines 

associées à l’actine (actin-associated proteins, AAP), au niveau des zones de contact focal 

tandis que la seconde extrémité est reliée à un autre contact focal ou aux filaments 

intermédiaires localisés au niveau du noyau (Alberts et al., 1994; Luna & Hitt, 1992; Mills, 

1996). Des filaments d’actine sont également présents au niveau des différentes jonctions 

d’adhésion des zones latérale et apicale (Figure 8A). Cette organisation d’actine le long de la 

membrane plasmique permet le maintien de l’intégrité cellulaire (Fath et al., 1993; Mills, 1996; 

Mills et al., 1994). 

Les microtubules sont localisés dans la zone apicale, sous les filaments d’actine, et dans 

les régions proches du noyau (Mills, 1996). Contrairement aux filaments d’actine, les 

microtubules ne sont pas ancrés à la membrane plasmique mais au niveau du centrosome. Leur 

orientation, du pôle basal vers le pôle apical, permet le transport des vésicules intracellulaires 

depuis l’appareil de Golgi vers les différentes zones cellulaires, que ce soit pour le 

renouvellement des jonctions cellulaires en constant renouvellement ou pour l’activité du pôle 

apical (i.e., sécrétion, etc.) (Gilbert et al., 1991; Huang et al., 2012; Hunziker et al., 1990; Mills, 

1996). 

Les filaments intermédiaires sont constitués de protéines diverses, dont majoritairement 

les kératines dans les cellules épithéliales. Les protéines de kératines s’associent entre elles par 

leurs domaines coiled-coiled et forment des filaments reliant les jonctions cellule-cellule 

(desmosomes) et cellule-substrat (hémidesmosomes) (Figure 8A) (Fuchs & Weber, 2003). 

Certaines études démontrent également une interaction entre filaments intermédiaires et 

membrane plasmique via les protéines associées à l’actine (Asch et al., 1990; Horkovics-Kovats 
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& Traub, 1990) ainsi qu’avec le noyau (Georgatos & Blobel, 1987). Ce réseau de filament 

intermédiaires vient ainsi en soutien du réseau d’actine afin de renforcer la structure cellulaire. 

 

b. Les cellules mésenchymateuses 

Contrairement aux cellules épithéliales, les cellules mésenchymateuses sont dépourvues 

de polarité apico-basale et sont douées de motilité et d’invasion des tissus environnants. Ces 

cellules mésenchymateuses sont indispensables à de nombreux processus physiologiques mais 

aussi pathologiques, comme la fibrose ou la progression métastatique (cf. Chapitre 3 – partie 

III) (Lamouille et al., 2014). Les cellules mésenchymateuses possèdent une morphologie 

fibroblastique (i.e., allongée) dont le maintien et les fonctions reposent sur un cytosquelette en 

constante évolution (e.g., actine, vimentine, tubuline, etc. ; Figure 8B). Ainsi, dans cette partie, 

je me concentrerai sur les différentes fonctions portées par les cellules mésenchymateuses, les 

composants du cytosquelette mésenchymateux étant principalement utilisés comme marqueurs 

de caractérisation cellulaire. 

i. Adhésion et migration 

L’adhésion des cellules mésenchymateuses avec leur substrat (i.e., matrice 

extracellulaire) est médiée par les protéines de la famille des intégrines localisées à la membrane 

plasmique. Ces intégrines sont reliées au reste de la cellule par le cytosquelette d’actine et 

permettent la formation de projections membranaires permettant la migration cellulaire 

(Abercrombie et al., 1971; Kirfel et al., 2004). 

Les protéines de la famille des intégrines sont des protéines transmembranaires divisées 

en deux classes (α et β) dont l’activité est permise par des dimères α-β. L’extrémité 

extracellulaire du complexe α-β permet l’interaction avec leur ligand (e.g., collagène, 

fibronectine, laminines, etc.) et l’extrémité intracellulaire est liée au cytosquelette d’actine 

(Wehrle-Haller, 2012). Généralement, la sous-unité α du complexe se lie tout d’abord au 

cytosquelette d’actine avant de recruter la sous-unité β. Une fois le complexe formé, des 

modifications post-traductionnelles de ces sous-unités d’intégrines sont nécessaires pour le bon 

fonctionnement de l’adhésion, comme par exemple la phosphorylation de Ser785 de la sous-

unité β1A (Destaing et al., 2010). L’interaction du complexe mature avec son ligand induit un 

changement conformationnel du complexe produisant une force de traction suffisante pour 

déformer la membrane plasmique (Humphries et al., 2006; Wehrle-Haller, 2012). Le maintien 
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de l’interaction entre le domaine intracellulaire et le cytosquelette d’actine nécessite alors le 

recrutement de la protéine Talin (Miyamoto et al., 1995; Zhu et al., 2007). 

La contraction et la déformation du cytosquelette d’actine permet la création de 

projections cytoplasmiques permettant à la cellule de sonder son environnement et se déplacer. 

Parmi les projections cytoplasmiques, on distingue les lamellipodes, formant des structures 

planes et larges, et les filopodes, formant des structures fines et allongées (Figure 8B) 

(Lamouille et al., 2014; Ridley, 2011). Lorsque ces podes se forment en grande quantité à une 

extrémité cellulaire, en réponse à la détection de ligands d’intérêt par les intégrines, la cellule 

entre alors en migration. En effet, les forces de traction exercées par le cytosquelette d’actine 

permettent alors sa contraction. Dans le même temps, les protéines Talin, accumulées dans la 

zone de migration, ne sont plus disponibles pour les autres sites d’adhésion, renforçant ainsi 

l’activation en un point donné. Dépourvus de Talin, les sites d’adhésion les plus éloignés du 

front de migration ne pourront pas initier de force de traction suffisante. Les intégrines se 

détachent alors de leur ligand et induisent la rétractation du cytoplasme (Wehrle-Haller, 2012). 

On observe ainsi une migration monodirectionnelle de la cellule en conséquence de la force de 

traction induite par l’interaction des intégrines avec leur ligand. 

ii. Dégradation de la matrice extracellulaire 

Dans un milieu en trois dimensions, comme c’est le cas in vivo, les tissus sont composés, 

en plus des cellules, de matrice extracellulaire dense formant le tissu interstitiel. Il est donc 

nécessaire pour les cellules motiles de pouvoir dégrader cette matrice extracellulaire afin de 

pouvoir circuler dans l’organisme. 

La matrice extracellulaire est constituée d’un enchevêtrement de plus de 300 types de 

fibres protéiques différentes (i.e., matrisome) telles que les collagènes, les laminines, ou la 

fibronectine (Bonnans et al., 2014; Hynes & Naba, 2012). Ces protéines sont regroupées en 

trois grandes familles : les collagènes, les protéoglycanes et les glycoprotéines (Bonnans et al., 

2014; Hynes & Naba, 2012). Les collagènes sont divisés en deux sous-types, fibrillaires (e.g., 

collagènes I-III, V et XI) et non-fibrillaires, et permettent de maintenir la rigidité et l’intégrité 

du tissu. Les protéoglycanes et les glycoprotéines (e.g., laminines, fibronectines, etc.) sont 

enchevêtrés entre les fibres de collagène et permettent (i) de combler les zones interstitielles et 

(ii) de séquestrer des protéines et facteurs de croissance qui sont relargués en cas de lyse de la 

matrice extracellulaire. Les protéoglycanes sont également capables de séquestrer des 
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molécules d’eau afin de maintenir l’hydratation tissulaire (Bonnans et al., 2014; Hynes & Naba, 

2012). 

Afin de pouvoir se déplacer sans entrave dans l’organisme, les cellules 

mésenchymateuses ont donc développé la capacité de digérer cette matrice extracellulaire. En 

effet, parmi les projections cytoplasmiques générées par les cellules mésenchymateuses, on 

distingue les invadosomes, spécialisés dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Ridley, 

2011). Ces invadosomes sont la zone de relargage privilégiée des protéases par exocytose et 

particulièrement de la protéine MT1-MMP (aussi appelée MMP-14) (Poincioux et al., 2009). 

Il existe différentes familles de protéases sécrétées par les cellules mésenchymateuses, dont la 

plus importante est la famille des matrix metalloproteinases (MMP) (Bonnans et al., 2014). Les 

MMPs sont relarguées dans le milieu extracellulaire sous forme de précurseur enzymatique et 

activées par clivage protéolytique (e.g., par des sérine-protéases ou d’autres MMPs) ou 

oxydation (e.g., par les espèces réactives de l’oxygène) (Bonnans et al., 2014). L’activité des 

MMPs est régulée par des protéines inhibitrices, appelées inhibiteurs de métalloprotéinases 

tissulaires (TIMP). Les quatre représentants de la famille des protéines TIMP sont capables de 

réguler toutes les MMPs, de façon plus ou moins efficace. Ainsi, la protéine TIMP-1 est un 

inhibiteur peu efficace de MT1-MMP par exemple mais est plus efficace sur ADAM-10. De la 

même façon, on observe une meilleure efficacité de TIMP-3 sur les MMPs de la famille ADAM 

(Nagase et al., 2006). En particulier, TIMP-3 est un régulateur majeur des MMPs puisque sa 

mutation homozygote chez la souris entraine des dommages alvéolaires dans les poumons, une 

apoptose accélérée dans les cellules épithéliales mammaires et une inflammation anormale 

après hépatectomie (Fata et al., 2001; Leco et al., 2001; Mohammed et al., 2004). 

La sécrétion des MMPs par les invadosomes cellulaires permet la création d’une boucle 

de régulation promotrice de la motilité cellulaire. En effet, l’adhésion des invadosomes à la 

matrice extracellulaire s’effectue simultanément avec l’exocytose des MMPs. La dégradation 

de la matrice sur laquelle repose l’invadosome va le forcer à pénétrer plus profondément dans 

la matrice afin de trouver un nouveau point d’attache (Albiges-Rizo et al., 2009; Kryczka & 

Boncela, 2017; Linder et al., 2011). De plus, la dégradation de la matrice extracellulaire induit 

le relargage des protéines séquestrées (Bonnans et al., 2014; Hynes, 2009). Parmi ces protéines 

séquestrées et relarguées, on retrouve notamment le TGFβ, promoteur majeur de l’EMT (cf. 

Chapitre 3 – partie II-2). 
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2. Aspect dynamique de l’EMT 

La transition de l’état épithélial à l’état mésenchymateux est un processus cellulaire 

complexe, permettant des changements morphologiques et comportementaux majeurs. Ainsi, 

au cours de l’EMT, les cellules épithéliales perdent leurs jonctions cellulaires et leur polarité 

apico-basale, mais gagnent en motilité. Le cytosquelette lui-même est profondément impacté 

puisque les filaments intermédiaires composés de cytokératine sont remplacés par les filaments 

composés de vimentine (Huang et al., 2012; Thiery, 2002). L’enchainement de ces évènements 

au cours de l’EMT, et donc la dynamique de l’EMT, n'est pas encore totalement comprise et 

reste un enjeu majeur dans les recherches actuelles. 

L’EMT est historiquement représentée par une succession linéaire d’évènements 

moléculaires permettant la perte progressive des caractéristiques épithéliales associée au gain 

progressif des caractéristiques mésenchymateuses (Figure 9A). La succession de ces étapes 

permet ainsi l’obtention d’une cellule exprimant des caractéristiques uniquement 

mésenchymateuses (Figure 9A). Cependant, l’amélioration des technologies d’analyses 

omiques et d’imagerie ont remis en question ce dogme. 

Actuellement, un consensus tend tout d’abord à établir que les observations d’EMT 

complète (i.e., l’obtention d’une cellule exprimant uniquement des caractéristiques 

mésenchymateuses) relèvent d’artéfacts expérimentaux réalisés in vitro (Dongre & Weinberg, 

2019; J. Yang et al., 2020). En effet, l’étude de cellules mésenchymateuses provenant de 

patients ou modèles murins montrent des caractéristiques plus ambigües, partageant des 

marqueurs moléculaires épithéliaux et mésenchymateux (Figure 9A) (Dongre & Weinberg, 

2019; Shibue & Weinberg, 2017). Ces observations sont également confortées par le fait que 

les facteurs de transcription de l’EMT dits « faibles » (i.e., permettant l’expression conjointe de 

facteurs épithéliaux et mésenchymateux) sont les EMT-TFs majoritairement impliqués dans les 

EMT physiologiques (i.e., familles Snail et Twist ; cf. Chapitre 3 – partie III). 

 L’idée d’une succession linéaire d’évènements est également mise en question par des 

observations plus récentes. Du fait de la pluralité des voies de signalisation pouvant aboutir à 

l’établissement de l’EMT, il est désormais admis qu’il existe autant d’EMT que de type et de 

contexte cellulaires (J. Yang et al., 2020). En effet, les états partiels de l’EMT (i.e., présence 

de marqueurs épithéliaux et mésenchymateux au sein d’une même cellule) sont difficilement 

caractérisés, et caractérisables, car différents en fonction du contexte cellulaire (J. Yang et al., 

2020). De plus, l’acquisition des caractéristiques mésenchymateuses n’étant pas définitive 
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(réversion du processus par transition mésenchymato-épithéliale, MET ; cf. Chapitre 3 – partie 

III-1), le nouveau modèle de schématisation de l’EMT devrait donc ressembler à un réseau 

d’états cellulaires, connectés entre eux et réversibles. 

 

 

Figure 9 : Schémas simplifiés de la transition épithélio-mésenchymateuse au niveau cellulaire. 
(A) Représentation historique du processus linéaire de l’EMT dans lequel les différentes étapes 
se succèdent les unes aux autres de façon réversible. (B) Proposition de représentation de 
l’EMT selon les critères définis par la TEMTIA en 2020. Dans cette représentation, les 
différents états de l’EMT ne sont pas indispensables et sont interchangeables. EMP : plasticité 
épithélio-mésenchymateuse ; EMT : transition épithélio-mésenchymateuse. 
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Pour faire face aux difficultés de nomenclature liées à la pluralité d’acteurs et de contextes 

cellulaires de l’EMT, un consensus a été mis en place autour d’une définition appropriée de 

l’EMT. En 2020, l’association internationale de l’EMT (TEMTIA) a donc défini l’EMT comme 

un processus multi-facette, souvent réversible, permettant aux cellules épithéliales de se 

transdifférencier en cellules mésenchymateuses par le biais de la perte, individuelle ou 

collective, des propriétés d’adhésion cellule-cellule et l’acquisition de capacités migratoires et 

invasives (Figure 9B) (J. Yang et al., 2020). De plus, les états partiels de l’EMT sont établis 

sous la nomenclature « epithelial-to-mesenchymal plasticity » (EMP) afin de traduire l’aspect 

réversible et multi-facette de ce processus (J. Yang et al., 2020). Dans cette définition de l’EMT, 

les aspects moléculaires de l’EMT ont été volontairement écartés car ne permettant pas de 

définir l’établissement d’une EMT au regard de la pluralité d’acteurs recensés. 

 

II. Aspect moléculaire de la transition épithélio-mésenchymateuse 

Dans cette partie, je m’attacherai à décrire les principaux mécanismes d’induction et de 

régulation de l’EMT. En effet, compte-tenu de la diversité des mécanismes pouvant être 

impliqués en fonction des différents contextes cellulaires, le descriptif ci-dessous ne sera pas 

exhaustif, mais permettra de présenter les acteurs moléculaires principaux impliqués dans la 

mise en place et le maintien de l’EMT. 

 

1. Voies de signalisation d’induction de la transition épithélio-

mésenchymateuse 

Les voies de signalisation impliquées dans l’induction et le maintien de l’EMT sont 

diverses. En effet, l’EMT est un processus physiologique essentiel survenant dans des contextes 

différents (cf. Chapitre 3 – partie III) et qui nécessite ainsi l’activation de voies de signalisation 

majeures et redondantes afin de compenser d’éventuelles anomalies. Ainsi, on compte au moins 

7 voies de signalisation pouvant être induites différentiellement en fonction du contexte 

cellulaire (Lamouille et al., 2014). Ces principales voies de signalisation sont résumées dans la 

Figure 10. Toutes ces voies de signalisation ont pour finalité la régulation de l’expression 

génique qui induisent les changements moléculaires à l’origine des changements cellulaires 

décrits précédemment. 
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Figure 10 : Schéma simplifié des principales voies de signalisation impliquées dans l’EMT. 
Les facteurs de transcription de l’EMT sont identifiés par famille. β-cat. : β-caténine ; Cyto. : 
cytoplasme ; MEC : matrice extracellulaire. Basé sur (Lamouille et al., 2014) et GeneTex 
(v.25-Oct-2020). 
 

Différents stimuli induisent les voies de signalisation de l’EMT pour répondre à des 

changements environnementaux. Par exemple, la dégradation de la matrice extracellulaire, par 

blessure mécanique ou par les MMPs, induit la signalisation des intégrines qui promeut la 

réorganisation du cytosquelette et des jonctions d’adhésion (Lamouille et al., 2014). Cette voie 

de signalisation dépendante des intégrines communique avec la voie de signalisation 

dépendante des récepteurs à tyrosine kinases (e.g., EGF, HGH, FGF, etc.) et la voie de 

signalisation dépendante du TGFβ (Lamouille et al., 2014). Ces voies de signalisation 

(récepteurs à tyrosine kinases et TGFβ) peuvent également être induites directement par des 

cytokines extracellulaires. En particulier, la dégradation de la matrice extracellulaire permet le 

relargage des protéines et facteurs de croissance piégées dans les fibres de la matrice 

extracellulaire activant ces voies de signalisation (Bonnans et al., 2014; Hynes, 2009). 

Parmi les facteurs libérés lors de la dégradation de la matrice extracellulaire, le TGFβ est 

la cytokine ayant la capacité d’induction de l’EMT la plus forte : on parle de TGFβ latent 

(Mamuya & Duncan, 2012). La famille protéique du TGFβ comprend de nombreux ligands 

dont, en particulier, trois formes de TGFβ et la famille des BMPs (Bone Morphogenic Proteins). 

Alors que l’expression de TGFβ2, TGFβ3 et Nodal semble réservée à l’embryogenèse (EMT 
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type I ; cf. Chapitre 3 – partie III-1), l’expression de TGFβ1 semble plus ubiquitaire (Acloque 

et al., 2009; Lamouille et al., 2014; Mercado-Pimentel & Runyan, 2007; Nawshad et al., 2004). 

En effet, l’expression de TGFβ1 favorise les processus d’EMT types II et III (cf. Chapitre 3 – 

partie III-2 et 3), comme par exemple les fibroses hépatiques, pulmonaires et rénales, ou encore 

l’invasion des cellules cancéreuses (Gressner et al., 2002; Katsuno et al., 2013; Schnaper et al., 

2003; Willis & Borok, 2007). L’activation des récepteurs au TGFβ (TGFβR) peut induire deux 

voies de signalisation en fonction du ligand : l’une dépendante et l’autre indépendante des 

protéines SMAD (Figure 10). La voie SMAD permet, outre l’activation de la transcription des 

EMT-TFs SNAIL et ZEB1 (Lamouille et al., 2014), l’activation des protéines CDC42 et RhoA 

rendant possible le remaniement du cytosquelette et des jonctions cellulaires (Lamouille et al., 

2014; Ridley, 2011). 

 En plus de l’activation de la voie dépendante du TGFβ, les cellules épithéliales sont 

également réceptives aux facteurs de croissance, activateurs de la voie des récepteurs à tyrosine 

kinases (RTK). La voie des RTK présente non seulement de multiples connexions avec les 

voies induites par le TGFβ (e.g., PI3K-AKT et JNK) mais permet aussi l’activation de la voie 

des MAP kinases (MAPK), (Lamouille et al., 2014), qui induit la transcription des EMT-TFs 

SNAIL et SLUG (Grotegut et al., 2006; Makrodouli et al., 2011; Strizzi et al., 2004) et la 

sécrétion des MMPs (Ahmed et al., 2006; Vallés et al., 2009). En raison de leur diversité, les 

RTK permettent une activation différentielle des voies de signalisation en fonction du contexte 

cellulaire. On notera ainsi que l’activation des voies FGF et HGF, contrairement aux voies EGF 

ou IGF, apparait principalement dans un contexte embryonnaire (Ciruna & Rossant, 2001; 

Romano & Runyan, 2000). 

 Enfin, d’autres voies de signalisation permettent l’activation et la régulation de l’EMT. 

Certaines de ces voies dépendent, comme celles présentées ci-dessus, de la réception de signaux 

externes via des ligands comme les voies WNT, IL-6 et Notch. La voie WNT est connectée aux 

voies TGFβ et RTK et induit la translocation nucléaire de la β-caténine, permettant l’activation 

de la transcription des EMT-TFs de la famille Snail (Figure 10) (Niehrs, 2012; B. P. Zhou et 

al., 2004). En revanche, les voies liées aux récepteurs IL-6 et Notch sont relativement 

indépendantes et activent toutes deux la transcription des EMT-TFs de la famille Snail 

(Lamouille et al., 2014). Pour finir, certaines voies de signalisation sont dépendantes de facteurs 

mécaniques (voie des intégrines) ou de facteurs chimiques (voie HIF) (Figure 10). La pluralité 

de ces mécanismes d’activation permet ainsi une adaptabilité rapide des cellules à leur 
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environnement biologique, chimique et mécanique (Leggett et al., 2021) par le biais de 

l’induction d’une EMT adaptée au contexte cellulaire. 

 

2. Rôle majeur de la régulation de l’expression génique au cours de l’EMT 

 

a. Transcription et épigénétique 

De par son aspect dynamique et réversible, les modifications morphologiques de l’EMT 

sont largement médiées par des modifications transcriptionnelles (i.e., touchant l’ARNm) et 

épigénétiques (i.e., touchant l’accessibilité d’un gène). En réponse aux changements 

environnementaux, l’expression génique des cellules épithéliales est rapidement modulée pour 

diminuer l’expression des marqueurs épithéliaux (e.g., CDH1, claudines, etc.) et induire 

l’expression des marqueurs mésenchymateux (e.g., CDH2, VIM, etc.) au niveau 

transcriptionnel (Figure 11). Par ailleurs, afin de permettre le maintien de l’acquisition de ces 

modulations de l’expression génique, diverses modifications épigénétiques surviennent comme 

une réduction des marqueurs de l’hétérochromatine (e.g., di-méthylation des histones H3K9) 

ou une augmentation des marqueurs de l’euchromatine (e.g., tri-méthylation des histones 

H3K4) (McDonald et al., 2011). Ces modifications transcriptionnelles et épigénétiques sont 

médiées par les facteurs de transcription de l’EMT (EMT-TFs) dont l’expression et l’activité 

est régulée par différentes voies de signalisation (cf. Chapitre 3 – partie II-1). 

 

Les facteurs de transcription de l’EMT sont regroupés en 3 grandes familles principales : 

Zeb, Snail et Twist. Leur expression est activée précocement au cours de l’EMT et 

différentiellement en fonction de la voie de signalisation initiatrice (cf. Chapitre 3 – partie II-1) 

(Lamouille et al., 2014). Ces EMT-TFs contiennent des domaines de liaison aux séquences E-

box de l’ADN : zinc-finger pour les familles Zeb et Snail, et basic helix-loop-helix (bHLH) 

pour la famille Twist (Chang et al., 2015; Nieto, 2002; Héctor Peinado et al., 2007). 

L’interaction des EMT-TFs avec les séquences E-box de l’ADN permettent le recrutement de 

co-activateurs ou co-répresseurs de la transcription et/ou des modifications épigénétiques 

nécessaires à l’établissement de l’EMT. Comme ces EMT-TFs appartiennent à la même grande 

famille moléculaire des protéines ciblant les E-box, leurs cibles sont relativement similaires, 

bien que certaines spécificités existent (Figure 11). On notera par exemple que les EMT-TFs 
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ZEB1 et SNAIL sont de forts répresseurs épithéliaux, activant modérément l’expression des 

marqueurs mésenchymateux, tandis que l’EMT-TF TWIST1 est un fort activateur 

mésenchymateux, réprimant plus modérément l’expression des marqueurs épithéliaux (Nieto 

et al., 2016). Ainsi, la co-régulation des différents EMT-TFs est indispensable à la progression 

de l’EMT, chacun ayant des spécificités particulières. 

L’EMT-TF ZEB1 interagit avec la protéine R-Smad, elle-même activée par 

phosphorylation par la voie de signalisation TGFβ (cf. Chapitre 3 – partie II-2). Ce complexe 

ZEB1/R-Smad recrute le complexe co-activateur p300, régulant l’activité d’autres facteurs de 

transcriptions tels que p53, Rb, etc. par acétylation, mais aussi l’acétylation d’histones (H. M. 

Chan et al., 2001; Gu & Roeder, 1997; Postigo et al., 2003). L’interaction du complexe 

ZEB1/R-Smad avec p300 est dépendante de l’activation de ZEB1. Cette activation est médiée 

par l’acétylation de ZEB1 par la protéine PCAF et permet le relargage du co-répresseur CtBP. 

Cette activation n’est cependant pas observée pour l’EMT-TF ZEB2 dont l’interaction avec 

PCAF n’a pas été montrée (Postigo, 2003; Postigo et al., 2003). Ainsi, l’absence d’acétylation 

de ZEB1 permet le maintien de son activité répressive par le biais de son interaction avec le co-

répresseur CtBP et/ou BRG1. Par exemple, au cours de l’EMT, l’inhibition de l’expression de 

la E-cadhérine (CDH1) est médiée par l’interaction de ZEB1/CtBP avec le promoteur du gène 

CDH1, permettant ainsi la désacétylation des histones et donc l’inhibition de l’expression 

génique (Sánchez-Tilló et al., 2010; Y. Shi et al., 2003). De plus, ZEB1 a également été décrit 

comme recruteur de la déméthylase LSD1 (Lys-Specific Demethylase I) et des désacétylases 

d’histones HDAC1 et 2 (Aghdassi et al., 2012; J. Wang et al., 2007). 

L’expression de CDH1 est également fortement modulée par l’EMT-TF SNAIL, aux 

niveaux transcriptionnel et épigénétique. De la même façon que ZEB1, l’EMT-TF SNAIL se 

fixe aux séquences E-box du promoteur CDH1 et permet le recrutement de plusieurs co-

répresseurs de la transcription (Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000), mais également des 

désacétylases HDAC1/2 et 3, de la déméthylase LSD1 et du complexe PRC2 (Polycomb 

Repressive Complex 2) composé entre autres de la méthyltransférase EZH2 (Herranz et al., 

2008; Lin et al., 2010; Hector Peinado et al., 2004; Tong et al., 2011). Le recrutement de ces 

régulateurs épigénétiques permet la modulation coordonnée des méthylations et acétylations 

des histones H3K4, H3K9 et H3K27. La modulation de ces marques épigénétiques par SNAIL 

permet également l’expression de marqueurs mésenchymateux tels que les collagènes, les 

MMPs ou les autres EMT-TFs (familles Zeb et Twist ; Figure 11) (Lamouille et al., 2014). 
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L’EMT-TF TWIST1 permet le recrutement de complexes activateurs (e.g., p300/CBP, 

etc.) et inhibiteurs (e.g., dimérisation avec des répresseur) de la transcription (Connerney et al., 

2008; Massari & Murre, 2000; Y. Song et al., 2006). TWIST1 régule également les marques 

épigénétiques du gène CDH1 par le recrutement de la méthyltransférase SETD8. SETD8 induit 

la mono-méthylation de l’histone H4K20, ayant pour conséquence l’inhibition du gène CDH1, 

mais également l’accessibilité des promoteurs du gène CDH2 (N-cadhérine, marqueur 

mésenchymateux) (F. Yang et al., 2012). Dans des lignées cellulaires de cancer tête et cou, 

l’activité de TWIST1 est également dépendante du recrutement du complexe PRC2 (M. H. 

Yang et al., 2010), tout comme l’EMT-TF SNAIL. 

 

Figure 11 : Schéma représentatif des principaux EMT-TFs, leurs cibles et leur régulation. Les 
EMT-TFs sont principalement régulés par exportation dans le cytoplasme. Cette exportation 
est induite par l’ajout de modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation 
(SNAIL) ou la sumoylation (ZEB2). A l’inverse, la phosphorylation de TWIST1/2 induit sa 
translocation nucléaire et est donc un activateur de l’activité de TWIST1/2. P : 
phosphorylation ; Sumo : sumoylation. Adapté de (Lamouille et al., 2014). 
 

Du fait de leur rôle central dans l’initiation et la régulation de l’EMT, l’expression et 

l’activité des EMT-TFs sont finement régulées. Leur expression est induite rapidement par de 

nombreuses voies de signalisation. Par ailleurs, on peut aussi noter une régulation par des 

modifications post-traductionnelles des ETM-TFs, comme l’ajout de phosphorylations et de 
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sumoylations sur SNAIL/TWIST et ZEB2 respectivement. Ces modifications post-

traductionnelles permettent leur inactivation par translocation cytoplasmique, mais peuvent 

également augmenter la stabilité de l’EMT-TF en fonction de leur nature et localisation 

protéique (Lamouille et al., 2014). De plus, la régulation des EMT-TFs, mais aussi de 

marqueurs clés de l’EMT, repose également sur des boucles de rétro-contrôle impliquant les 

microARNs. 

 

b. Régulation post-transcriptionnelle des ARNm 

Au cours de l’EMT, la régulation post-transcriptionnelle joue un rôle essentiel car elle 

permet d’adapter rapidement le transcriptome aux besoins cellulaires. Ainsi, l’EMT a été 

associée à des mécanismes d’épissage alternatif mais aussi à des boucles de rétro-contrôle par 

les microARNs (miARNs). 

 

L’épissage alternatif est un mécanisme moléculaire permettant la genèse de plusieurs 

ARNm à partir d’un même gène. Ce processus fait intervenir différentes protéines capables de 

lier l’ARN (RNA-binding protein, RBP). Ces RBPs se fixent à l’ARN sur des séquences 

particulières et permettent l’activation ou l’inhibition de la reconnaissance du site d’épissage 

par le spliceosome (Will & Lührmann, 2011). Ainsi, les protéines du spliceosome appartenant 

à la famille des hnRNPs sont généralement associées à une inhibition du site d’épissage, tandis 

que les protéines de la famille des SR (serine-arginine-rich) sont généralement associées à une 

activation du site d’épissage (Ghigna et al., 2008). Ces évènements d’épissage alternatif sont 

fréquents dans les cellules eucaryotes et sont régulièrement associés à la promotion de l’EMT 

dans différents contextes biologiques (Blech-Hermoni & Ladd, 2013). Parmi les diverses cibles 

d’épissage alternatif impliquées dans l’EMT, on retrouve par exemple la fibronectine 

(Schwarzbauer et al., 1983), le récepteur à l’estrogène β (Treeck et al., 2007, 2008) ou le facteur 

de croissance VEGFA (Hervé et al., 2005) (pour revue voir (Kelemen et al., 2013)). Par 

exemple, l’épissage alternatif du domaine EDA de la fibronectine, décrit pour son rôle pro-

EMT, est régulé négativement par la protéine SRSF1 et positivement par la protéine hnRNPA1 

(E. S. White et al., 2008). De la même façon, la protéine RBFOX2 est un modulateur de 

l’épissage alternatif des ARNm pro-EMT CTTN, PARD3 et DNM2. L’inhibition de RBFOX2 

induit une diminution de la capacité d’invasion des cellules mésenchymateuses (Braeutigam et 

al., 2013). 
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Un autre mécanisme de régulation post-transcriptionnelle des ARNm implique les 

miARNs. Ces ARNs non-codants de 20 à 24 nucléotides présentent plus de 2 500 membres 

chez l’Homme, régulant plus de 60% des gènes (Shu et al., 2017). Les miARNs sont codés de 

différentes façons : dans l’intron ou l’exon d’un gène codant ou régulés par leur propre 

promoteur, en cluster ou en gène unique. La synthèse des miARNs implique la transcription 

d’un précurseur (pri-miARN) par l’ARN polymérase II, suivi d’un processing nucléaire par la 

RNAse de type III Drosha (pré-miARN), l’exportation vers le cytoplasme par la protéine 

exportin-5 et d’un processing cytoplasmique par la RNAse de type III Dicer permettant 

l’obtention du miARN mature. Le mécanisme d’action majoritaire des miARNs repose sur la 

reconnaissance par complémentarité de séquence de la séquence seed du miARN avec la région 

3’UTR d’un ARNm, permettant la formation d’un ARN double-brin. Cette conformation 

double-brin va permettre le recrutement de la protéine AGO (Pasquinelli, 2012). Plusieurs 

mécanismes ultérieurs sont possibles : (i) dégradation de l’ARNm cible (recrutement du 

complexe de digestion RISC ou du complexe de déadénylation CCR4-NOT), (ii) inhibition de 

la traduction (de façon dépendante ou indépendante de CCR4-NOT) ou (iii) activation de la 

traduction (recrutement de la protéine FMR1) (Dragomir et al., 2022; Pasquinelli, 2012). 

Cependant, la régulation de l’apparition de ces trois mécanismes n’est pas totalement élucidée. 

 

Au cours de l’EMT il existe une boucle de régulation dépendante des miARNs permettant 

la régulation fine des EMT-TFs. La boucle de rétro-contrôle la plus étudiée est la boucle miR-

200/ZEB1. En effet, la famille miR-200 des miARNs déstabilise l’ARNm codant pour ZEB1 

qui réprime, en retour, les promoteurs des deux clusters de la famille miR-200. La famille miR-

200 est composée de 5 membres (miR-200a/b/c, miR-141 et miR-429) distribués en 2 clusters 

au regard de leur séquence seed. Le cluster I (miR-200a/b et miR-429) possède 3 sites de 

fixation sur l’ARNm ZEB1 et 3 sites sur l’ARNm ZEB2, tandis que le cluster II (miR-200c et 

miR-141) possède 5 sites de fixation sur l’ARNm ZEB1 et 6 sites de fixation sur l’ARNm ZEB2 

(S. Brabletz & Brabletz, 2010). De ce fait, la famille miR-200 est un des acteurs centraux de la 

régulation de l’EMT. Inversement, les promoteurs des clusters I et II de la famille miR-200 

présentent respectivement 2 et 3 sites de fixation des EMT-TFs ZEB1/2 dans leurs promoteurs 

(S. Brabletz & Brabletz, 2010; Bracken et al., 2008). Bien que cette boucle de régulation 

ZEB/miR-200 soit l’axe de régulation dépendant des miARNs le plus documenté dans l’EMT, 

de nombreux autres miARNs sont impliqués dans la régulation de l’EMT, aussi bien au niveau 
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des EMT-TFs que des marqueurs épithéliaux (Lamouille et al., 2014; Nieto et al., 2016; Zhang 

& Ma, 2012). 

 

III. Aspects physiologiques et pathologiques de la transition épithélio-

mésenchymateuse 

La transition épithélio-mésenchymateuse est séparée en trois grands types, chacun 

survenant dans des conditions physio-pathologiques particulières. Dans cette partie, je 

m’attacherai à détailler brièvement le rôle de chacun de ces trois types. Une présentation plus 

complète est disponible dans la revue de la littérature fournie à la fin de ce chapitre (cf. Chapitre 

3 – partie IV). De plus, il est à noter qu’au cours de mon doctorat, mon modèle d’étude 

correspondait à l’EMT type II. 

 

1. EMT type I 

L’EMT type I constitue un processus biologique impliqué dans la genèse d’un nouvel 

organisme possédant une organisation tri-dimensionnelle complexe. En effet, l’EMT type I 

intervient dès les premières heures de la vie d’un organisme. 

Figure 12 : Schéma de l’EMT type I. L’EMT type I permet l’organisation tri-dimensionnelle 
des cellules afin de créer un nouvel organisme. Cette organisation est médiée par différentes 
voies de signalisation (e.g., TGFβ, WNT, FGF, etc.) et permet une succession de cycles 
EMT/MET. EMT : transition épithélio-mésenchymateuse ; MET : transition mésenchymato-
épithéliale. Adapté de (Morin et al., 2022). 
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Au cours du développement, l’EMT joue un rôle crucial lors de (i) la gastrulation et de la 

formation de la crête neurale (EMT type I primaire ; 14ème jour post-fécondation chez 

l’Homme), (ii) la formation de cellules multipotentes (EMT type I secondaire ; 18-20ème jour 

post-fécondation chez l’Homme) et (iii) l’organisation tri-dimensionnelle du cœur (EMT type 

I tertiaire ; à partir du 30ème jour post-fécondation chez l’Homme). Ces trois étapes d’EMT sont 

entrecoupées de phases de MET et aboutissent à la formation d’un nouvel être vivant 

fonctionnel (Figure 12). De par sa complexité, l’EMT type I fait intervenir des mécanismes 

moléculaires particuliers, non cités précédemment, que je détaillerai au fur et à mesure de mes 

propos. 

 

a. Les trois phases de l’EMT type I 

Chez les vertébrés, la gastrulation correspond aux étapes permettant la formation des trois 

feuillets tissulaires (endoderme, mésoderme et ectoderme) et leur organisation tri-

dimensionnelle (invagination). Au cours de la gastrulation, les cellules du nœud primitif (aussi 

appelé centre de Spemann chez le xénope) sont capables d’initier l’invagination, permettant 

alors la colonisation de la totalité de l’embryon par les cellules embryonnaires. Les cellules du 

nœud primitif sont définies moléculairement par l’accumulation de β-caténine nucléaire, 

permettant l’induction de la voie de signalisation WNT (Figure 12). Dans ce contexte, la voie 

de signalisation WNT permet l’activation des voies TGFβ et FGF par l’intermédiaire des 

facteurs de transcription Goosecoid et Nodal, considérés comme des EMT-TFs (Ciruna & 

Rossant, 2001). Les étapes de l’EMT type I primaire permettant les mouvements tri-

dimensionnels cellulaires (gastrulation et de formation de la crête neurale) sont donc induites 

par la voie TGFβ, par le biais de l’activation des EMT-TFs SNAIL et SLUG (Carver et al., 

2001; Nieto et al., 1994). En revanche, les étapes de spécification des différents feuillets 

embryonnaires sont dépendantes de la voie FGF (Carver et al., 2001; Ciruna & Rossant, 2001). 

La voie FGF a également été décrite comme permettant le maintien de l’expression des facteurs 

Snail au cours de la gastrulation et comme acteur de la formation de la crête neurale. En effet, 

en association avec les voies WNT, NOTCH et de l’acide rétinoïque, la voie FGF permet la 

formation d’un gradient de BMP4 (Bone Morphogenesis Protein 4) nécessaire à l’induction du 

facteur c-Myb dans les cellules épithéliales de la crête neurale, induisant l’expression des 

facteurs de transcription Snail2 et Msx1, essentiels à la finalisation de l’EMT type I primaire 

(Karafiat et al., 2005, 2007). Ainsi, il existe des voies de signalisation analogues entre la 
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gastrulation et la formation de la crête neurale. En revanche, même si certaines protéines sont 

indispensables pour la gastrulation, il n’en est rien pour la formation de la crête neurale dont 

les voies de signalisation et EMT-TFs sont plus redondants. Par exemple, même si Snail est 

indispensable pour la gastrulation (léthalité du phénotype murin Snail-/- au stade E7.5 dû à un 

défaut de formation des membranes extra-embryonnaires), sa mutation expérimentale 

conditionnelle (uniquement dans les tissus intra-embryonnaires) est partiellement compensée 

lors de la formation de la crête neurale chez la souris (Murray & Gridley, 2006). A la suite de 

l’EMT primaire, une phase de MET permet la formation de la notochorde, des somites et des 

précurseurs du système urogénital. La MET somitique est notamment caractérisée par 

l’inhibition de Snail (Dale et al., 2006; Morales et al., 2007). 

Par la suite, seules les cellules des somites et précurseurs du système urogénital seront 

concernées par l’EMT secondaire. Cette EMT type I secondaire permet la répartition de cellules 

multipotentes dans l’embryon afin de former les différents organes (Figure 12). Par exemple, 

chez les mâles, le canal de Müller régresse après une EMT induite par la Müllerian-inhibiting 

substance (MIS) (Zhan et al., 2006) et la formation des testicules résulte de la migration de 

cellules endothéliales mésonéphriques subissant une transition endothélio-mésenchymateuse 

(EndMT) (Combes et al., 2009). 

Le seul organe nécessitant un cycle supplémentaire d’EMT/MET, et donc une EMT type 

I tertiaire, est le cœur. En effet, la formation des deux pôles cardiaques à partir des cellules 

cardiaques, spécialisées dès la gastrulation, est réalisée lors de l’EMT type I secondaire. Les 

cellules mésenchymateuses résultant de l’EMT secondaire donnent naissance à des cellules 

endothéliales par MET : on parle donc d’EndMT tertiaire. Les cellules endothéliales du canal 

atrio-ventriculaire subissent l’EndMT tertiaire et envahissent le tissu cardiaque pour former le 

coussin endocardique dont les cellules formeront par la suite le complexe atrio-ventriculaire 

(Nakajima et al., 2000). D’un point de vue moléculaire, la EndMT tertiaire fait principalement 

intervenir la voie du TGFβ (Mercado-Pimentel & Runyan, 2007). La translocation nucléaire du 

domaine cytoplasmique de TGFβ2 induit l’expression du facteur de transcription 

Su(H)/RBPjk/CBf1, un activateur de la transcription de l’EMT-TF SNAIL (Timmerman et al., 

2004). 
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b. EMT type I et pathologies développementales 

Comparé à la pluralité d’acteurs présentés ci-dessus, le lien fonctionnel entre EMT type 

I et pathologies reste faible. En effet, la génération de modèles homozygotes knock-out pour 

différents facteurs, dont les EMT-TFs (e.g., familles Snail, Zeb, TWIST1), s’est révélée 

infructueuse car ces délétions sont souvent léthales (Birkhoff et al., 2021; Carver et al., 2001; 

Z. F. Chen & Behringer, 1995; Y. Liu et al., 2008). Par exemple, chez la souris, le knock-out 

du gène Grhl2, régulateur de l’EMT et activateur de l’expression des miARNs de la famille 

miR-200, induit une surexpression de l’EMT-TF Zeb1 et un défaut léthal de fermeture de la 

crète neurale. Dans ce modèle murin, l’inhibition de Zeb1 permet le rétablissement de l’EMT 

type I et l’obtention d’un embryon viable, démontrant le rôle clé de l’EMT dans cette étape de 

l’embryogenèse (Carpinelli et al., 2020). 

En revanche, de nombreuses mutations dans les voies de signalisation de l’EMT et les 

EMT-TFs ont été décrites dans des pathologies associées à une altération du processus de 

l’EMT type I. Chez l’Homme, les patients atteints de défauts de l’EMT type I présentent (i) des 

malformations crânio-faciales modérées à sévères, associées principalement à des défauts de 

formation des extrémités et de la colonne vertébrale (neurocristopathies) et (ii) des anomalies 

génétiques touchant les gènes codant pour les EMT-TFs ou les récepteurs FGFR. La description 

des syndromes de craniosynostose les plus communs est présentée dans le Tableau 2 (Sawh-

Martinez & Steinbacher, 2019). 

Les disparités cliniques observables entre, mais aussi au sein de, ces syndromes 

impliquant des gènes de la même famille, ne sont pas clairement comprises. En revanche, 

l’aspect particulièrement plastique de l’EMT type I semble être une source majeure 

d’hétérogénéité puisqu’on constate une compensation partielle de l’absence/inactivité de 

certains facteurs chez les individus. En effet, les altérations du gène TWIST1 sont partiellement 

compensées, puisque l’individu est viable, contrairement aux mutations de Snail comme 

démontré chez la souris (Carver et al., 2001; Nieto et al., 1994). On peut également soulever 

l’importance primordiale de la voie FGF dans l’EMT type I, contrairement aux autres types 

d’EMT dont les mécanismes ont été décrits précédemment (cf. Chapitre 3 – partie II). En effet, 

des expériences chez des souris knock-out pour la protéine MT1-MMP (cf. Chapitre 3 – partie 

I-1b) ont montré que le phénotype de craniosynostose observé est induit par un déficit 

d’activation du récepteur FGFR2 (K. M. Chan et al., 2012; Wong et al., 2012). 
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Tableau 2 : Description moléculaire des craniosynostoses les plus communes chez l’Homme. 

Syndrome Gène(s) Mutation(s) Impact(s) moléculaire(s) Référence(s) 

Apert FGFR2 Substitution Ser252Trp 
ou Pro253Arg (98%) 

Mutation des domaines 
immunoglobuline-like II et III ; 
Augmentation de l’affinité du 

récepteur pour son ligand 

(Ibrahimi et al., 
2001) 

Couzon FGFR2 Substitution Ala344Pro 
(95%) 

Mutation des exons des 
domaines immunoglobuline-

like II et III ; 
Défaut de glycosylation et de 
flux intra-cellulaire de FGFR2 

(Al-Namnam et 
al., 2019) 

Pfeiffer FGFR2 ; 
FGFR1 

25 mutations FGFR2 
recensées 

(60-70%) ; 
Mutation additionnelle de 

FGFR1 
(5%) 

N/A (Fearon & 
Rhodes, 2009) 

Muenke FGFR3 Substitution Pro250Arg N/A (Kruszka et al., 
2006) 

Saethre-
Chotzen TWIST1 

Translocation de la 
région 7p21 

(37%) ; 
Mutations non-sens et 

faux-sens 

Arrêt traductionnel prématuré 
empêchant la traduction des 

domaines de liaison à l’ADN et 
du domaine HLH ; 

Inactivité des domaines 
fonctionnels 

(Gripp et al., 
2000; D. Johnson 

et al., 1998) 

Mowat-Wilson ZEB2 N/A Défaut de signalisation de la 
voie BMP 

(Vega-Lopez et 
al., 2018) 

Waardenburg SNAI2 N/A N/A 
(Mirhadi et al., 

2020; Vega-Lopez 
et al., 2018) 

 

2. EMT type II 

L’EMT type II intervient dès la naissance et pour toute la durée de vie de l’individu 

puisqu’elle permet le maintien de l’homéostasie tissulaire. On la retrouve lors de la cicatrisation 

au sens large, survenant à la suite d’agressions, comme les blessures affectant les différents 

organes (e.g., peau, foie, poumon, etc.) ou de changements hormonaux régulant la vie cyclique 

des organes génitaux, comme le renouvellement de l’épithélium ovarien chez la femme (Figure 

13) (D. Kim et al., 2017; Nieto et al., 2016). On retrouve également l’EMT type II, de façon 

plus prononcée, au cours de la puberté. En effet, la formation d’une glande mammaire 

fonctionnelle chez la femme résulte de la migration collective de cellules au phénotype 

mésenchymateux partiel (Kurley et al., 2012; Shamir & Ewald, 2015). L’origine des cellules 
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mésenchymateuses impliquées dans l’EMT type II n’est pas encore claire. Deux théories 

subsistent : (i) les cellules épithéliales ou endothéliales blessées subissent une EMT, ou (ii) les 

fibroblastes ou cellules épithéliales non blessées dans l’environnement subissent une EMT (J. 

Yang et al., 2020). Cette ambivalence est notamment liée au phénotype mésenchymateux 

partiel souvent présenté par les cellules de l’EMT type II (Grande et al., 2015; Lovisa et al., 

2015). En revanche, on notera un consensus concernant l’activation de l’EMT type II par les 

voies de signalisation pro-inflammatoires détaillées précédemment que sont les voies TGFβ et 

PDGF (cf. Chapitre 2 – partie II) (Wynn, 2008). 

En contexte physiologique, la fin du processus d’EMT type II se traduit par la dégradation 

de la matrice extracellulaire créée par les myofibroblastes et son remplacement par une matrice 

définitive, et l’entrée en apoptose des myofibroblastes activés (Desmoulière et al., 2003). Une 

inflammation chronique et/ou persistante peut engendrer l’activation incontrôlée ou le non-arrêt 

de l’EMT : on parle alors de fibrose (Figure 13). La fibrose est souvent associée aux maladies 

chroniques du foie et des reins (Guarino et al., 2009; Wynn, 2008) mais on peut également la 

retrouver à la suite d’opérations comme dans le cas de la fibrose mammaire (Claen et al., 2010). 

Cliniquement, la fibrose se caractérise par l’augmentation de la dureté et de la densité du tissu. 

On note alors une augmentation du nombre de myofibroblastes dans la zone touchée, et un 

enrichissement en matrice extracellulaire pouvant aboutir à une altération du fonctionnement 

de l’organe touché. 

 

Figure 13 : Représentation schématique de l’EMT type II. L’EMT type II intervient de façon 
post-embryonnaire en réponse à un stress mécanique ou chimique. Elle permet de préserver 
l’intégrité tissulaire en permettant notamment la cicatrisation. De façon pathologique, 
l’activation chronique de l’EMT type II est impliquée dans le développement des fibroses. 
EMT : transition épithélio-mésenchymateuse. Adapté de (Morin et al., 2022). 
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D’un point de vue moléculaire, l’EMT type II, physiologique et pathologique, est 

indissociable de la matrice extracellulaire. En effet, pour pouvoir se déplacer, la cellule 

mésenchymateuse doit pouvoir dégrader la matrice extracellulaire existante, mais aussi en 

produire une nouvelle afin de pouvoir reconstituer l’homéostasie cellulaire. Une forte 

expression de ces protéases est corrélée à une augmentation du risque de fibrose, comme par 

exemple MMP-2 et MMP-9 dans le rein (Mansour et al., 2017; Zeisberg et al., 2002). 

De plus, l’altération des voies de signalisation joue un rôle essentiel dans la mise en place 

et le maintien de la fibrose. Premièrement, les MMPs sont des activateurs directs de la voie 

TGFβ de par leur rôle d’activateurs protéolytiques du TGFβ extracellulaire contenu dans la 

matrice extracellulaire (Cheng & Lovett, 2003). Ainsi, l’activation du TGFβ extracellulaire 

induit la voie TGFβ cellulaire et donc l’activation des EMT-TFs (cf. Chapitre 2 - partie II). En 

ce sens, l’altération de l’expression des EMT-TFs a également été démontrée comme inducteur 

de la fibrose (Boutet et al., 2006; Chua et al., 2007; J. Yang et al., 2004) ainsi que de la fibrose 

cystique, maladie autosomale récessive caractérisée par une insuffisance pulmonaire et des 

atteintes digestives, hépatiques et rénales, présentant une EMT médiée par l’EMT-TF TWIST1 

(Quaresma et al., 2020). De plus, des altérations génétiques (types SNVs) de la protéine TGFβ 

ont également été mises en évidence comme ayant un rôle dans la broncho-pneumopathie 

chronique obstructive (COPD), une maladie chronique des poumons (Königshoffa et al., 2009), 

et dans la fibrose cystique (Harris et al., 2011). La COPD et la fibrose cystique partagent des 

similitudes transcriptomiques permettant de suggérer un lien entre l’EMT type II et ces 

maladies (Clarke et al., 2015). En revanche, peu de données moléculaires et fonctionnelles, 

associées à des données cliniques, existent pour permettre la caractérisation de l’impact 

d’altérations génétiques sur l’EMT type II. La plupart des données existantes traitent en effet 

des fibroses induites par un processus inflammatoire (e.g., foie, post-opératoire, etc.). 

 

L’EMT type II présente un aspect physiologique essentiel au maintien de l’homéostasie 

tissulaire. Son fonctionnement repose sur l’activation des voies de signalisation classiques de 

l’EMT (e.g., TGFβ, PDGF, inflammation, etc. ; cf. Chapitre 2 – partie II). L’apparition d’une 

EMT type II pathologique repose majoritairement sur l’apparition d’une inflammation 

chronique, induisant l’activation chronique des voies de signalisation de l’EMT. Peu de 

données existent concernant l’implication d’altérations épigénétiques et/ou transcriptomiques 
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intrinsèques aux cellules épithéliales et/ou fibroblastes. L’aspect inflammatoire semble donc 

avoir un rôle primordial dans l’induction et le maintien de l’EMT type II. 

 

3. EMT type III 

Contrairement aux autres types d’EMT, l’EMT type III correspond à une EMT 

exclusivement pathologique. En effet, l’EMT type III intervient dans le cancer. Son implication 

est encore en débat quant à son rôle dans l’initiation tumorale, mais la communauté scientifique 

s’accorde sur son rôle notable dans la progression tumorale, de façon générale, et en particulier 

dans la formation métastatique et la résistance aux traitements anti-tumoraux (Dongre & 

Weinberg, 2019; Lambert et al., 2017; Shibue & Weinberg, 2017). Les cellules 

mésenchymateuses impliquées dans l’EMT type III présentent un phénotype mésenchymateux 

partiel, exprimant alors des marqueurs mésenchymateux et épithéliaux (Bierie et al., 2017; 

Chaffer et al., 2016). C’est notamment le cas des cellules tumorales circulantes capables de se 

déplacer jusqu’à un site tumoral secondaire où elles subiront une MET et formeront ainsi un 

site tumoral distant (i.e., métastase) (Figure 14) (Chaffer et al., 2006; Dongre & Weinberg, 

2019; Gao et al., 2012; Korpal et al., 2011). 

 

Figure 14 : Représentation schématique de 
l’EMT type III. L’EMT type III intervient de 
façon pathologique dans la progression 
métastatique. Les cellules de la tumeur 
primaire vont acquérir la capacité de se 
mouvoir dans l’organisme via l’EMT. Ces 
cellules sont retrouvées de façon circulante 
(CTC) chez les patients et possèdent 
généralement des caractéristiques 
mésenchymateuses partielles. CTC : cellule 
tumorale circulante ; EMT : transition 
épithélio-mésenchymateuse ; MET : 
transition mésenchymato-épithéliale. Adapté 
de (Morin et al., 2022). 
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D’un point de vue cellulaire, l’EMT type III est très fortement liée à l’EMT type I. En 

effet, l’EMT type III implique la notion de cellule souche cancéreuse et celle de colonisation 

de tissu distant (métastase) (Mani et al., 2008; Morel et al., 2008; Singh & Settleman, 2010). 

Ainsi, la réactivation des EMT-TFs est indispensable à l’acquisition de ces capacités et 

s’effectue via les voies de signalisation physiologiques (i.e., TGFβ, WNT, etc.) en association, 

ou en réponse, à l’expression de facteurs pro-oncogéniques (e.g., Ras, c-Myc, etc.). Par 

exemple, dans l’adénocarcinome pancréatique canalaire (pancreatic ductal adenocarninoma, 

PDAC), l’EMT-TF ZEB1 est essentiel pour la formation métastatique (S. Brabletz et al., 2011; 

Krebs et al., 2017), contrairement aux EMT-TFs SNAIL et TWIST1 impliqués dans la 

résistance aux traitements du PDAC (X. Zheng et al., 2015). En revanche, SNAIL et TWIST1 

ont été démontrés comme induisant la dissémination métastatique dans les cancers du sein (Tran 

et al., 2014; Xu et al., 2017). Ces discordances entre études démontrent une hétérogénéité intra- 

et intertumorale chez les patients. Cette diversité peut s’expliquer par l’existence d’une EMT 

type III partielle, permettant la présence de cellules à divers stades de l’EMT, ayant des 

propriétés différentes. Ceci donne alors un avantage sélectif à la tumeur, en vue d’une 

dissémination métastatique dans des micro-environnements variés. Cette hypothèse est 

soutenue par le phénotype des cellules cancéreuses circulantes très proche d’un phénotype 

mésenchymateux partiel (Figure 14) (Armstrong et al., 2011; S. Wu et al., 2015; M. Yu et al., 

2013). De plus, Wu et al. ont démontré que les cellules tumorales provenant de tumeurs de haut 

grade expriment de façon plus importante les EMT-TFs SNAIL et TWIST1, inducteurs des 

états partiels de l’EMT (S. Wu et al., 2015). 

En plus de son rôle dans la progression métastatique, l’EMT type III est également 

impliquée dans la résistance aux traitements tels que la chimiothérapie, les thérapies ciblées ou 

l’immunothérapie (Dongre & Weinberg, 2019; Y. Tang et al., 2020). Cependant, il n’est pas 

encore clairement établi si cette résistance aux traitements est directement dépendante de l’état 

mésenchymateux ou si elle dépend des comportements cellulaires annexes tels que l’acquisition 

de propriétés souches par les cellules mésenchymateuses par exemple (Shibue & Weinberg, 

2017). 

 

Contrairement à l’EMT type I, l’EMT type III n’a pas été associée à des mutations des 

facteurs directement impliqués dans l’EMT (i.e., EMT-TFs, marqueurs 

épithéliaux/mésenchymateux, etc.). En revanche, de nombreuses données révèlent une 
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association entre le niveau d’expression des EMT-TFs et l’agressivité et/ou le stade tumoral 

dans de nombreux types de cancers (Dongre & Weinberg, 2019). 

 

IV. Régulation traductionnelle : nouveau critère de caractérisation de 

l’EMT ? 

 

Revue scientifique : “Heterogeneity and dynamic of EMT through the plasticity of 

ribosome and mRNA translation” 

Cette revue de la littérature dont je suis autrice en 1ère position a été publiée en mars 

2022 dans le journal Biochimica and Biophysica Acta (BBA) Reviews on Cancer. Le manuscrit 

est inclus à la suite de cette introduction. 

 

a. Contexte 

Jusqu’à présent, il n’a été traité dans ce manuscrit de thèse que de régulation de 

l’expression génique impliquée dans l’EMT, au niveau transcriptomique et épigénétique. En 

effet, les mécanismes moléculaires de l’EMT ont été décortiqués au cours des dernières 

décennies, aboutissant à la découverte des facteurs de transcription de l’EMT (EMT-TFs) et 

des voies de signalisation de l’EMT (i.e., TGFβ, WNT, NOTCH, etc.). Devant le nombre 

important de ces travaux, l’EMT est aujourd’hui clairement associé à la régulation 

transcriptionnelle.  

Cependant, depuis les 5 dernières années, un nombre croissant de publications évoquent 

les difficultés liées à l’amélioration de la compréhension et de la classification des différents 

processus, notamment moléculaires, de l’EMT. En effet, l’association internationale de l’EMT 

(TEMTIA) a pointé du doigt en 2020 le manque crucial d’approches permettant (i) la distinction 

des différentes EMT ainsi que (ii) l’hétérogénéité de chacune d’elle, notamment d’un point de 

vue de leur dynamique (J. Yang et al., 2020). De plus, l’émergence de nouvelles approches 

moléculaires semble indispensable pour améliorer les approches diagnostiques et 

thérapeutiques, et donc la prise en charge des patients souffrant de pathologies liées à l’EMT. 

Nous proposons de considérer la régulation traductionnelle comme un nouvel acteur majeur de 

l’EMT. Bien que peu de données aient été mises en perspectives jusqu’à présent concernant le 
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rôle de la régulation traductionnelle au cours de l’EMT, il est primordial de considérer cette 

étape de l’expression génique comme un potentiel outil de caractérisation et de compréhension 

de l’EMT. 

L’étude de la régulation traductionnelle au cours de l’EMT a été un axe d’intérêt majeur 

de mon doctorat. Aussi, lors de mon arrivée en thèse, j’ai souhaité effectuer des recherches 

bibliographiques approfondies sur cette thématique. Or, j’ai pu constater qu’aucune revue de la 

littérature concernant la régulation traductionnelle au cours de l’EMT n’avait été réalisée, 

malgré le besoin croissant de nouvelles approches dans le domaine de l’EMT ou encore du rôle 

croissant de la traduction et de la machinerie traductionnelle dans la compréhension de 

processus physio-pathologiques. Cette revue met donc en lien les différentes études existantes 

et discute l’implication et l’apport de l’étude de la régulation traductionnelle pour la 

compréhension de l’EMT. Le format de cette revue a été orienté à destination de la communauté 

EMT afin de leur proposer de nouvelles perspectives de recherche, basées sur des données déjà 

existantes mais éparses. 

 

b. Résultats principaux 

Cette revue est découpée en trois parties, chacune centrée sur un type d’EMT (type I, II 

ou III). Cela permet tout d’abord de constater une disparité dans le nombre d’études traitant le 

lien entre régulation traductionnelle/ribosome et EMT : l’EMT type I présentant le moins de 

données moléculaires, contrairement à l’EMT type III. Cependant, malgré ces différences 

notables du nombre de publications, des parallèles peuvent être fait concernant les types de 

régulation traductionnelle possibles entre les différents types d’EMT. En particulier, les cibles 

majeures de la régulation traductionnelle sont les facteurs de transcription ainsi que les RNA-

binding protéines (RBPs), et ce dès les premières phases d’induction de l’EMT, 

indépendamment du contexte biologique. De même, l’implication du ribosome et son 

hétérogénéité de composition, déjà bien établi dans l’EMT type I, semble être un axe innovant 

de compréhension des mécanismes moléculaires des EMT de types II et III. La mise en 

perspectives de ces différentes études permet l’élaboration de parallèles et la mise en évidence 

de mécanismes communs au processus général de l’EMT. 

Enfin, la convergence des mécanismes de régulation traductionnelle observés dans les 

différents types d’EMT nous a permis d’établir des hypothèses concernant la transposition de 

molécules thérapeutiques d’un contexte à l’autre. En effet, les inhibiteurs de la voie mTOR, 
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couramment utilisés pour l’inhibition de la formation métastatique, pourraient être utilisés dans 

le traitement des fibroses. Bien entendu, ces hypothèses restent à être évaluées 

expérimentalement, mais apportent un nouveau point de vue sur la compréhension et la 

réflexion thérapeutique autour des maladies liées au processus de l’EMT. Par ailleurs, étant 

donné l’émergence du rôle du ribosome dans le contrôle traductionnel, thématique au cœur de 

mon projet de thèse, j’ai tâché d’inclure le peu de données liant ribosome et EMT dans cette 

revue. Il a ainsi été mis en évidence 6 composants ribosomiques directement impliqués dans les 

types II et III de l’EMT (e.g., EPRS, MRPL13, RPL22L1, RPS5, RPS7 et les ARNr) ainsi que 

15 protéines régulées traductionnellement, dont 6 impliquent un IRES, régulateur fort de 

l’activité ribosomique (cf. Chapitre 1). 

 

c. Ma contribution 

La pandémie du COVID-19 ayant démarrée en France quelques mois après le début de 

mon stage de Master 2 dans l’équipe, et ayant continuée pendant le début de mon doctorat, j’ai 

donc décidé de mettre à profit mes heures de télétravail confinées pour écrire une revue de la 

littérature traitant de l’apport de la régulation traductionnelle dans le contexte de l’EMT. 

En tant que première autrice, j’ai rassemblé la totalité de la bibliographie, participé à 

l’élaboration du plan, écrit la première version du manuscrit en toute autonomie, réalisé les 

figures de ce manuscrit et participé activement aux différentes étapes de soumission et de 

révision de cette revue. Ces différentes étapes, ainsi que la réflexion scientifique, ont été faites 

conjointement avec mes co-auteurs. 

 

d. Manuscrit 
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS 

 
Le ribosome a longtemps été considéré comme simple effecteur de la traduction. Or, de 

récentes études démontrent, ou tendent à démontrer, que le ribosome est également un 

régulateur traductionnel. Ainsi, plusieurs contextes physio-pathologiques ont permis de 

démontrer (i) l’existence d’une hétérogénéité de composition du ribosome in vitro et in vivo, 

(ii) que des variations de composition du ribosome sont associées à certains phénotypes et/ou 

(iii) que des variations de la composition du ribosome sont associées à la traduction 

préférentielle de certains ARN messagers. Cependant, le lien direct entre composition du 

ribosome, traduction et phénotype n’a été que peu démontré, et ne l’a jamais été dans des 

modèles biologiques dynamiques. 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un modèle d’intérêt pour aborder ces 

questionnements. En effet, l’EMT constitue à ce jour l’un des phénomènes biologiques 

dynamique et réversible les mieux décrits. Processus central du vivant, impliqué dans 

différentes étapes de la vie (i.e., embryogenèse, âge adulte, pathologie), l’EMT est un processus 

étudié depuis une cinquantaine d’années. En particulier, les mécanismes de régulation 

épigénétiques et transcriptionnels impliqués dans l’établissement et le maintien de l’EMT 

représentent plusieurs milliers d’articles scientifiques. Ainsi, la TEMTIA (i.e., association 

internationale de l’EMT) a défini en 2020 de nouvelles nomenclatures visant à uniformiser les 

critères de caractérisation et de classification de l’EMT (J. Yang et al., 2020). Ce rapport 

consensus soulève, en tant que point central de réflexion pour la communauté, le manque crucial 

de nouveaux marqueurs de caractérisation et classification des différents états de l’EMT, mais 

également de sa dynamique globale. 

Ainsi, je propose, à travers mes travaux de thèse, d’évaluer le potentiel apport de l’étude 

de la régulation traductionnelle et du ribosome dans la compréhension du processus physio-

pathologique dynamique qu’est l’EMT. L’hypothèse sur laquelle sont basés mes travaux est 

que le ribosome, au travers de son hétérogénéité de composition, module la mise en place et/ou 

le maintien de l’EMT via la régulation traductionnelle. Pour cela, plusieurs objectifs ont été 

atteints dans cet ouvrage : 

1. Identifier l’existence d’une hétérogénéité de composition en ARNs ribosomiques et en 

protéines du ribosome au cours de l’EMT ; 
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2. Evaluer l’importance relative des régulations transcriptionnelle et traductionnelle au 

cours de l’EMT ; 

3. Démontrer que la modification de la composition du ribosome est un évènement majeur 

de l’initiation de l’EMT. 
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RESULTATS 
 

I. Article 1 : “Dynamic modulation of ribosomal RNA 2’-O-ribose 

methylation during epithelial-mesenchymal transition” 

Cet article scientifique dont je suis co-autrice en 1ère position est en cours de préparation. 

La version en cours du manuscrit est incluse à la suite de cette introduction. 

 

1. Contexte 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus physiologique 

complexe et dynamique permettant aux cellules épithéliales d’acquérir, entre autres, des 

propriétés migratoires. L’EMT est caractérisée par une succession de modifications 

moléculaires aux niveaux épigénétique et transcriptomique. Ces changements moléculaires sont 

médiés principalement par l’expression de facteurs de transcription de l’EMT (EMT-TF) dont 

l’expression permet l’activation de l’expression de gènes à caractère mésenchymateux (e.g., 

VIM), la répression de gènes à caractère épithélial (e.g., CDH1) et la régulation de facteurs 

épigénétiques (e.g., DNMT1). Cependant, bien que le mécanisme d’action des différents EMT-

TFs soit similaire, certains d’entre eux sont capables d’induire un EMT complète (i.e., ZEB1) 

tandis que d’autres permettent la mise en place d’une EMT partielle (i.e., familles Snail et 

Twist), caractérisée par des cellules exprimant des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. 

Outre la régulation transcriptomique des EMT-TFs et marqueurs mésenchymateux, 

plusieurs études ont démontré le rôle de la régulation traductionnelle dans leur expression (e.g., 

traduction cap-dépendante de SNAI1, utilisation de codons rares pour ZEB2). Cependant, le rôle 

du ribosome dans la régulation de ces marqueurs, et donc de l’EMT, n’a pas été étudié. Or, il a 

été montré que des altérations de 2’-O-ribose méthylation (2’Ome) des ARN ribosomiques 

(ARNr) a été démontré comme affectant l’activité traductionnelle dépendante des IRES 

(Internal Ribosome Entry Site) du ribosome. Ainsi, de par son rôle central dans l’expression 

génique, le ribosome pourrait être un acteur majeur de la régulation de l’EMT. 
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2. Résultats principaux 

Dans cet article, nous proposons d’étudier les modifications de 2’Ome du ribosome au 

cours de l’EMT à l’aide d’un modèle cellulaire épithélial humain mammaire (hMEC), 

surexprimant l’EMT-TF ZEB1 (hMEC-ZEB1) ou non (hMEC). 

Tout d’abord, l’analyse par RiboMethSeq des 112 sites connus de 2’Ome de l’ARNr 

humain ont permis de mettre en évidence trois sites de méthylation variables entre cellules 

épithéliales hMEC et mésenchymateuses hMEC-ZEB1. Ce site (i.e., 28S_Um2402) a été 

retrouvé significativement sous-méthylé dans les cellules mésenchymateuses, à la fois dans les 

ribosomes matures (cytoplasme) et les ribosomes en cours de traduction (polysomes). De plus, 

dans ce modèle cellulaire, l’expression des deux snoARNs guidant la méthylation au site 

28S_Um2402 (i.e., SNORD143 et SNORD144) est diminuée de 70% dans les cellules 

mésenchymateuses par rapport aux cellules épithéliales. Ces données nous ont permis de 

déterminer l’existence de ribosomes actifs possédant une altération spécifique de la 2’Ome au 

site 28S_Um2402 en fonction du contexte cellulaire. 

En outre, l’altération de la 2’Ome au site 28S_Um2402 a pu être obtenue de façon 

dynamique en réponse à l’induction de l’EMT dans un modèle cellulaire hMEC inductible pour 

l’expression de l’EMT-TF ZEB1 (hMEC-i-ZEB1). Ce modèle inductible nous a ainsi permis 

de mettre en évidence une diminution progressive de la 2’Ome du site 28S_Um2402 et des 

snoARNs associés au cours de l’induction de l’EMT. Le retrait de l’induction et le retour 

progressif à un état cellulaire épithélial partiel permet une augmentation progressive de la 

2’Ome et des snoARNs associés au site 28S_Um2402. Ces observations permettent de 

conforter nos précédentes observations, mais également de souligner la plasticité de la 2’Ome 

en accord avec la plasticité cellulaire conférée par l’EMT. 

Enfin, nous avons étudié la possibilité d’une généralisation du taux de 2’Ome comme 

marqueur de l’EMT. Ainsi, nous avons pu montrer par regroupement hiérarchique que le taux 

de méthylation des 20 sites méthylés les plus variants permet la distinction des différents types 

d’EMT (i.e., partielle ou complète). En revanche, l’expression de l’oncogène KRASV12 ne 

semble pas affecter la 2’Ome. L’étude particulière du site 28S_Um2402 semble montrer que la 

diminution du taux de 2’Ome à ce site est spécifique des EMT complètes (i.e., induite par ZEB1 

ou ZEB2) et n’est pas retrouvée dans l’EMT partielle induite par l’expression de l’EMT-TF 

TWIST1. 
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En conclusion, bien que ces données ne démontrent pas clairement un lien moléculaire entre 

2’Ome, régulation traductionnelle et EMT, elles permettent de démontrer pour la première fois 

l’aspect dynamique de la 2’Ome. De plus, ces résultats soulèvent l’importance de 

l’hétérogénéité de composition du ribosome au cours de l’EMT. En particulier, l’expression de 

l’EMT-TF ZEB1 semble jouer un rôle important dans la plasticité ribosomique. 

 

3. Ma contribution 

En tant que co-première autrice de ce manuscrit, j’ai réalisé les expériences de 

laboratoire, l’analyse de ces expériences ainsi que la centralisation des données et la 

construction des figures présentées. En collaboration avec mes co-auteurs, j’ai également 

participé à la réflexion scientifique et la rédaction de ce manuscrit. 

 

4. Manuscrit (en préparation) 
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Abstract 
 
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a dynamic transdifferentiation of epithelial into 

mesenchymal cells. However, it remains crucial to appreciate the full diversity of individual 

EMT programs in order to gain into a mechanistic understanding of EMT plasticity. Using 

RiboMethSeq, we analyzed ribosomal RNA (rRNA) epitranscriptomics and reported that rRNA 

2’Ome profile is dynamically modulated during EMT. A decrease in 2’Ome at the 28S_Um2402 

site was observed in translating ribosomes, in response to stable overexpression of ZEB1 and 

ZEB2 but not TWIST1. This decrease is also observed throughout the ZEB1-induced 

EMP/MEP process and in panels of breast cancer and melanocyte cell lines harboring 

mesenchymal features. Interestingly, change in rRNA 2’Ome correlates with expression of the 

C/D box small nucleolar RNAs (snoRNAs), which guide methyltransferase to the 28S_Um2402 

rRNA site. Overall, we demonstrate that ribosome composition at the 2’Ome rRNA level is 

altered in EMT by modulation of snoRNAs, but differentially as a function of the EMT 

transcription factors.  
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Introduction 1 

The transdifferentiation of epithelial cells into mesenchymal ones (EMT) contributes to tissue 2 
and organ formation during embryogenesis, as well as organ homeostasis and function during 3 
adulthood, including in the dynamic life of the mammary gland formation in female1. In turn, 4 
impaired, abnormal or excessive activation of EMT plays a role in several human pathologies, 5 
including neuropathies, fibrosis and cancer. In the latter disease, aberrant reactivation of EMT 6 
promotes invasion and metastatic dissemination of tumour cells, and the EMT-driven 7 
adaptability to selective pressures also confers tumour resistance to therapy1. It thus appeared 8 
that EMT is associated with the most aggressive tumours, for instance the Claudin-low subtype 9 
in breast cancer2,3. 10 
In response to environmental changes, EMT is triggered by a profound transcriptional 11 
reprogramming4–6. Change in cell identity indeed relies on EMT transcription factors (EMT-12 
TFs); the core EMT-TFs being Twist, Snail and Zeb family members. They drive the 13 
replacement of expression of epithelial markers (e.g., E-cadherin/CDH1, EPCAM, OCLN) by 14 
mesenchymal ones (e.g., Vimentin/VIM). Activation of EMT-TFs expression is induced in 15 
response to diverse signaling pathways including TGFβ. EMT heterogeneity has been 16 
observed as a function of activated EMT-TF5. The expression of some EMT-TFs, such as 17 
ZEB1, indeed results in a “complete” transdifferentiation (i.e., EMT), whereas other EMT-TFs, 18 
including TWIST, induce only a “partial” EMT characterized by cells displaying a combination 19 
of epithelial and mesenchymal properties (i.e., EMP or epithelial-mesenchymal plasticity)5,7. It 20 
appears that cells are “locked” at different time points, reflecting these intermediate stable 21 
states, through epigenetic events which prevent reversion and allow additional 22 
transcriptionally-driven molecular changes to occur4,8. This model reconciles the fact that EMT-23 
TFs not only directly affect transcription but also act as co-factors of epigenetic regulators, 24 
such as the DNA methyltransferase 1 (DNMT1)9. At present, it remains crucial to appreciate 25 
the full diversity of individual EMT programs in different physio-pathological contexts and to 26 
identify novel molecular markers to distinguish them in order to gain a more precise 27 
mechanistic understanding of EMT plasticity5. 28 
It emerges that EMT plasticity might also rely on translational regulation. EMT is indeed 29 
characterized by change in translation, however different translational mechanisms have been 30 
reported depending on the context6. For instance, several studies reported that reactivation of 31 
EMT-TFs expression at translational level is sufficient to promote EMT, the molecular 32 
mechanism being distinct from one EMT-TF to another (e.g., cap-independent translation of 33 
SNAI1 mRNA or rare codon usage for ZEB2 mRNA)6,10,11. Among the regulators of translation, 34 
ribosome unexpectedly appeared to act as key regulator of translation12,13. Ribosomes display 35 
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distinct compositions, at both ribosomal protein and ribosomal RNA (rRNA) levels, which are 36 
assumed to regulate the translation of specific mRNAs. At rRNA level, variation in ribosome 37 
composition mostly relies on chemical modifications, including the most abundant one, the 2’-38 
O-ribose methylations (2’Ome) present at 112 sites14,15. Variations in rRNA 2’Ome levels have 39 
been reported in living organisms, biological processes and diseases including cancer, 40 
supporting the importance of rRNA chemical modifications in physio-pathological processes16–41 
18. Moreover, some studies reported its role in regulating translation of specific mRNAs and 42 
key cellular functions leading to the emerging notion of rRNA epitranscriptomics. Firstly, 43 
alteration of rRNA 2’Ome has been shown to affect translation of mRNAs containing the IRES 44 
(Internal Ribosome Entry Site) cis-regulatory element, such as IGF1R19,20. Secondly, alteration 45 
of 2’Ome level at a single rRNA site is sufficient to either affect cell proliferation or support 46 
leukemic stem cell functions by modulating translation of specific mRNAs through differential 47 
codon usage21,22. Here, we investigated whether rRNA 2’Ome is modulated during mammary 48 
EMT and decipher whether rRNA epitranscriptomics contributes in identifying EMT diversity.  49 
 

 

Results 50 
 
ZEB1 overexpression decreases rRNA 2’Ome level at the 28S_Um2402 site  51 
To investigate whether rRNA 2’Ome level is modulated during EMT, we first focused on a 52 
cellular model mimicking complete EMT to minimize cellular heterogeneity. Knowing that ZEB1 53 
remains the most potent EMT-TF driver, we used our previously established pair of human 54 
mammary epithelial cell lines (hMEC) overexpressing ZEB1 (hMEC-ZEB1) or not (hMEC)23. 55 
Compared to their epithelial counterparts, hMEC-ZEB1 cells display a mesenchymal 56 
morphology and the expected shift in decreased CDH1 and increased VIM expression at both 57 
mRNA and protein levels (Figure S1).  58 
Using RiboMethSeq approach, we compared the 2’Ome level in hMEC epithelial and hMEC-59 
ZEB1 mesenchymal cells at the 112 known rRNA sites. Comparison was first performed in the 60 
cytoplasmic lysate, where mature ribosomes are located, after western blot validation of 61 
cellular fractionation24,25 (Figure S2A). Only 2 out of the 112 rRNA 2’Ome sites (28S_Um2402, 62 
28S_Am2388) were identified as significantly different in the cytoplasm of ZEB1-63 
overexpressing hMEC cells compared to that of hMEC (Figure 1A). Both are located in the 64 
28S rRNA and display a decrease in rRNA 2’Ome level, the strongest one being observed for 65 
the 28S_Um2402 rRNA site with about 10% decrease (from median C-score of 0.72 to 0.60) 66 
(Figure 1A, Figure S2B). To determine whether such modulation in rRNA 2’Ome level was 67 
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conserved in actively translating ribosomes, we purified and pooled the polysomal fractions of 68 
each cell lines26 (Figure S2C). Similar significant decreases of 10% in rRNA 2’Ome level at the 69 
28S_Um2402 site was observed in polysomes from hMEC-ZEB1 compared to those of hMEC 70 
cells (from median C-score of 0.72 to 0.60), indicating that mature and active ribosomes exhibit 71 
modulation of rRNA 2’Ome level at 28S_Um2402 site (Figure 1B, Figure S2D). Such trend in 72 
decrease of rRNA 2’Ome level at 28S_Um2402 site in ZEB1-overexpressing hMEC compared 73 
to hMEC cells was also observed in total RNA (Figure S2E-F). It has to be noted that among 74 
the 112 known rRNA sites, 3 sites were identified as unmethylated in all the conditions, 75 
indicating that, at least in our cellular models, no methylation is present at the sites 76 
18S_Cm621, 18S_Um1760 and 28S_Um1760. In addition to 28S_Um2402, significant change 77 
in 2’Ome level at 3 additional sites of 28S rRNA was identified (28S_Am2774, 28S_Um4590 78 
and 28S_Am2388) (Figure 1A-B). However, they were not found as significant in all the three 79 
different fractions (i.e., cytoplasm, polysomes, total) unlike 28S_Um2402 and they display a 80 
smaller range of modulation compared to 28S_Um2402. Such a discrepancy between 81 
identification of rRNA 2’Ome sites of interest in the different subcellular extracts might result 82 
from either technical bias (e.g., difference in read depth or usage of non-adjusted p-values) or 83 
biological features. Compared to these 3 sites, the decrease in 2’Ome level at 28S_Um2404 84 
is reproducible among the different conditions in mesenchymal versus epithelial cells and 85 
reinforces its association with ZEB1 overexpression (Figure 1A-B and Figure S2B, S2D-F). 86 
The 28S_Um2402 site is located in the large 60S subunit of the ribosome, more particularly at 87 
the surface of the ribosome closed to the exit peptide tunnel (EPT) where neo-synthetized 88 
peptides are released (Figure 1C). This location suggests a role for 28S_Um2402 2’Ome site 89 
in translation. In particular in the regulation of co-translational protein folding, since some 90 
studies recently demonstrated the key role of ribosomal proteins located at the vicinity of the 91 
ribosome exit tunnel, like 28S_Um2402, in the folding of nascent proteins27–29. 92 
Our data indicate that compared to epithelial cells, mesenchymal cells overexpressing the 93 
EMT-TF ZEB1 display a decrease in 2’Ome level at the rRNA 28S_Um2402 site in mature and 94 
actively translating ribosomes. Overall, it appears that EMT is associated with a heterogeneity 95 
in ribosome composition at rRNA 2’Ome level.  96 
 

ZEB1 overexpression is associated with a decreased expression of SNORD143 and 97 
SNORD144  98 
To determine by which mechanism the overexpression of ZEB1 is associated with a change 99 
in rRNA 2’Ome profile, we first investigated whether ZEB1 expression affects ribosome 100 
biogenesis. Indeed, since addition of 2’Ome occurs co-transcriptionally during the rRNA 101 



 
Article 1 – Morin et al., “Dynamic modulation of ribosomal RNA 2’-O-ribose methylation 
during epithelial-mesenchymal transition” (en préparation) 6 

 

 

synthesis, which is the first step of ribosome biogenesis occurring in the nucleolus, modulation 102 
of ribosome production might directly affect rRNA 2’Ome16,17,30. Compared to the hMEC 103 
epithelial cells, no change in the shape of nucleoli, which is a cellular trait commonly used to 104 
identify defects in ribosome biogenesis31, was observed in hMEC-ZEB1 cells, nor in the level 105 
of 18S or 28S rRNAs (Figure S3). It suggests that change in rRNA 2’Ome profile was not 106 
associated with a change in ribosome quantity.  107 
rRNA 2’Ome is catalysed in the nucleolus by a rRNA 2’Ome complex composed of four 108 
proteins, NOP56, NOP58, NHP2L1 as well as FBL the rRNA methyl-transferase, and one C/D 109 
box small nucleolar RNA (snoRNA), which hybridizes rRNA in a sequence specific manner to 110 
guide FBL on the rRNA site to be methylated16,32. We and others reported a strong correlation 111 
between change in FBL expression levels and change in rRNA 2’Ome levels19,20,22. To 112 
determine whether change in rRNA 2’Ome level in ZEB1-induced EMT relies on FBL 113 
modulation, we compared its subcellular location and expression in hMEC and hMEC-ZEB1 114 
cell lines. No change in FBL staining, subcellular location or levels was observed, nor in both 115 
mRNA or protein levels of the three other protein components of the rRNA 2’Ome complex 116 
(Figure S4).  117 
We thus focused on expression of the two C/D box snoRNAs known to specifically guide FBL 118 
on the 28S_Um2402 site: SNORD143 and SNORD144 (snoDB v2.0: 119 
http://scottgroup.med.usherbrooke.ca/snoDB/)32. A significant 70% decrease in both 120 
SNORD143 and SNORD144 levels was observed in the ZEB1-overexpressing hMEC cells 121 
compared to the hMEC ones (Figure 1D-E). It paralleled the decrease in rRNA 2’Ome levels 122 
at 28S_Um2402 in hMEC-ZEB1 compared to hMEC cells. Interestingly, no change in RNA 123 
levels of a panel of 6 additional C/D box snoRNAs was observed, suggesting a specific 124 
modulation of SNORD143 and SNORD144 in response to ZEB1 overexpression (Figure S5). 125 
Since SNORD143 and SNORD144 are expressed from the same intronic sequence of the 126 
SEC31A locus, we analysed expression of their common host gene. No change in SEC31A 127 
mRNA levels was observed in hMEC-ZEB1 compared to hMEC cells (Figure 1F), suggesting 128 
that decrease of rRNA 2’Ome level at 28S_Um2402 mainly relies on expression of SNORD143 129 
and SNORD144 themselves in response to ZEB1 overexpression rather than on the SEC31A 130 
locus.     131 
These data demonstrate that change in 2’Ome level at rRNA 28S_Um2402 site arise from 132 
variation in specific SNORD143 and SNORD144 expression. Overall, change in rRNA 2’Ome 133 
profile in ZEB1-induced EMT occurs at a single particular site in mature and actively translating 134 
ribosomes that is dependent upon expression levels of its related C/D box snoRNAs. 135 
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rRNA 2’Ome level at the 28S_Um2402 site is dynamically modulated during ZEB1-136 
induced EMP/MEP 137 
Usage of ZEB1-overexpressing stable hMEC cells identified difference in rRNA 2’Ome level 138 
between two homogeneous populations of either epithelial or mesenchymal cells. However, 139 
EMT is a dynamic and reversible process associated with intermediate stages characterized 140 
by heterogeneous cellular and molecular profiles (i.e., Epithelial-Mesenchymal Plasticity or 141 
EMP)4–6. We thus deciphered whether modulation in rRNA 2’Ome occurs dynamically during 142 
both the induction and reversion phases of EMT.  143 
To do so, we took advantage of an inducible hMEC-i-ZEB1 cell line. In response to doxycycline 144 
and compared to untreated hMEC-i-ZEB1 cell line, ZEB1 mRNA level increases in a time 145 
dependent manner from day 0 to day 7 and reached a maximum of 8-fold-change (Figure 2A, 146 
“Gene” panel). ZEB1 induction is paralleled with a time dependent increase in the mRNA levels 147 
of the VIM mesenchymal marker and decrease of the CDH1 and EpCAM epithelial markers, 148 
indicating that ZEB1 overexpression promotes progressive shift in mesenchymal-related 149 
molecular traits (i.e., EMP induction phase). Removal of the doxycycline at day 7, gradually 150 
reduces ZEB1 mRNA levels from day 10 to day 22 when it reaches a level equivalent to the 151 
one observed at early induction stage of day 2. During this MEP reversion phase, time 152 
dependent increase in EpCAM mRNA levels, and in a lesser extent in CDH1, is observed. It 153 
has to be noted that while decrease in VIM mRNA levels was observed from day 7 to day 14, 154 
VIM mRNA levels increased from day 14 to 22. Such observation might result from the 155 
establishment of a regulatory loop involving additional EMT-TFs in response to decrease in 156 
ZEB1 overexpression that avoid complete MEP reversion (ref). Thus, the inducible hMEC-i-157 
ZEB1 cell line recapitulates a progressive EMP induction and, in a lesser extent, an incomplete 158 
MEP reversion. 159 
rRNA 2’Ome level issued from total RNA samples was analysed using RiboMethSeq. We first 160 
identified rRNA sites, whose difference in methylation level between hMEC-i-ZEB1 cells 161 
treated or not with doxycycline is modified from more than |0.05| between at least two time 162 
points (Figure S6). Among these 19 rRNA sites, only few sites display a biphasic variation in 163 
2’Ome level during the EMP induction and MEP reversion, including the 28S_Um2402 (Figure 164 
S6 and Figure2A-B). It has to be noted that the two other sites previously identified in 165 
cytoplasmic and polysomal fractions, 28S_Um4590 and 28S_Am2388, are not identified as 166 
variant in this kinetic, reinforcing the specific association between modulation of 2’Ome at 167 
rRNA 28S_Um2402 site and ZEB1-induced EMT (Figure S6).    168 
During the EMP induction driven by ZEB1 overexpression, the 2’Ome level at the 169 
28S_Um2402 site slightly increases concomitantly to increased expression of ZEB1 from day 170 
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0 to day 3 before decreasing until day 7 (Figure 2A-B). This decreased in rRNA 2’Ome level is 171 
delayed compared to that of CDH1 mRNA, which starts to decrease as soon as day 1 (Figure 172 
2A). It is also paralleled with an increased then decreased RNA expression levels of the guides 173 
SNORD143 and SNORD144 (Figure 2A). The MEP reversion phase resulting from reduction 174 
of ZEB1 expression however with remaining expression of mesenchymal markers, is 175 
characterized with a continuum of decrease in 2’Ome level at the site 28S_Um2402 from day 176 
7 to day 14 while at day 22, 2’Ome level at the site 28S_Um2402 is closed to the one observed 177 
at 6 hrs (Figure 2A-B). Once again, this trend paralleled the trends of the guides SNORD143 178 
and SNORD144 (Figure 2A).  179 
Our data reinforce the observation that 2’Ome levels at rRNA 28S_Um2402 site, as well as 180 
expression of its associated C/D snoRNAs, are decreased in ZEB1-induced mesenchymal 181 
cells compared to epithelial ones. Moreover, it suggests that variation in 2’Ome level at this 182 
rRNA site occurs dynamically and progressively through both the induction and reversion of 183 
ZEB1 expression, concomitantly with its associated C/D snoRNAs. Overall, it indicates that 184 
decrease in rRNA 2’Ome level at the 28S_Um2402 is a dynamic and reversible marker of 185 
change in expression of the EMT-TF ZEB1. 186 
 

rRNA 2’Ome profiles distinguish mesenchymal cell lines resulting from overexpression 187 
of distinct EMT-TFs  188 
Since rRNA 2’Ome level dynamically evolves during ZEB1-induced EMP/MEP transition, we 189 
assessed whether rRNA 2’Ome profiles differ in EMT program induced by different EMT-TFs 190 
(Figure 3A). rRNA 2’Ome levels was thus analysed using RiboMethSeq in a previously 191 
established panel of epithelial hMEC overexpressing either ZEB1 or ZEB2 that induced 192 
complete EMT, or TWIST1, which induces partial EMT5,23,33,34. This panel also contains hMEC 193 
cell overexpressing or not the constitutive activation of the oncogene mutant KrasV12, either in 194 
presence or absence of the individual EMT-TFs.  195 
First, we identified the 20 most variable sites out of the 112 rRNA 2’Ome sites based on the 196 
C-score variability among the whole cellular panel as already described30. Second, 197 
unsupervised clustering based on these 20 most variable sites was performed (Figure 3A). 198 
Two clusters were identified based on the rRNA 2’Ome profile. The cluster 1 comprises the 199 
hMEC-ZEB1 and -ZEB2 cellular models overexpressing or not KrasV12, while the cluster 2 200 
contains the hMEC-TWIST1 cell lines as well as the KrasV12 overexpressing hMEC. These 201 
data suggest that rRNA 2’Ome profile can distinguish cell lines displaying either partial or 202 
complete EMT. Interestingly, 2’Ome level at 28S_Um2402 rRNA site decreases in both ZEB1- 203 
and ZEB2-overexpressing hMEC cell lines while it is not altered in the hMEC-TWIST1 cells, 204 
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suggesting that reduction of 2’Ome level at 28S_Um2402 site is specific of complete EMT 205 
(Figure 3B). It has to be noted that KrasV12 overexpressing hMEC cell lines, either alone or in 206 
presence of TWIST1, display a slight decrease in 2’Ome level at the 20 most variable rRNA 207 
sites (Figure 3A-B). In addition, rRNA 2’Ome profiles were similar in ZEB1 or ZEB2 hMEC cell 208 
lines overexpressing or not KrasV12, suggesting that the EMT-TFs ZEB1 and ZEB2 induce 209 
more change in rRNA 2’Ome profiles than KrasV12 alone.  210 
Overall, these data support a strong correlation between complete EMT induced by the EMT-211 
TFs ZEB1 and ZEB2 and rRNA 2’Ome profiles, in particular at the 28S_Um2402 site. 212 
 

rRNA 2’Ome profiles distinguish epithelial from mesenchymal cell lines  213 
Two panels of cell lines with different epithelial and mesenchymal characteristics were used to 214 
evaluate whether rRNA 2’Ome profile distinguish epithelial from mesenchymal cell lines 215 
independently of EMT-TF overexpression. First, we analysed a panel of 11 breast cancer cell 216 
lines showing distinct Claudin-low status. Indeed, Claudin-low is an aggressive breast cancer 217 
subtype displaying EMT features and identified using transcriptomic profiling2,3,35. 218 
Unsupervised analysis of rRNA 2’Ome composed of the 112 sites shows that rRNA 2’Ome 219 
profiles distinguish the non Claudin-low from Claudin-low cell lines (Figure 3C). In addition, a 220 
significant decrease in 2’Ome level at the 28S_Um2402 rRNA sites was observed in Claudin-221 
low compared to non Claudin-low breast cancer cell lines, as observed in ZEB1- and ZEB2-222 
overexpressing hMEC cell lines (Figure 3D). Second, we analysed 2’Ome level of 223 
28S_Um2402 site in a panel of 6 melanocyte cell lines showing either proliferative and 224 
differentiated status (i.e., epithelial features) or undifferentiated and mesenchymal-like 225 
phenotypes (i.e., mesenchymal features). Like in breast, mesenchymal-like melanocytes 226 
display lower levels of 2’Ome at 28S_Um2402 than proliferative melanocytes, indicating that 227 
this trait is independent of the tissue type (Figure 3E). Interestingly, undifferentiated 228 
melanocytes express high level of ZEB1 while differentiated melanocytes express high level 229 
of ZEB236,38, indicating that rRNA 2’Ome level of 28S_Um2402 is either dependent upon ZEB1 230 
or of undifferentiated state of mesenchymal-like phenotypes. Overall, these data indicate that 231 
rRNA 2’Ome profiles can distinguish epithelial from mesenchymal features in a tissue type-232 
dependent manner.  233 
 

 

Discussion 234 
In contrast to what expected, it appears that the ribosome is a plastic entity, whose composition 235 
varies depending on the physio-pathological context12,13. While modulation in ribosome 236 
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composition has been largely described at ribosomal protein level, the last 7 years revealed a 237 
heterogeneity in ribosome composition that arises from the rRNA itself, through modulation of 238 
chemical modifications, in particular of the most abundant one, the rRNA 2’Ome16. However, 239 
although heterogeneity in rRNA 2’Ome has been reported during animal development or in 240 
cancer, few studies reported modulation of rRNA 2’Ome profile in adulthood-related 241 
physiological process. Due to the high diversity in the individual EMT programs and the role of 242 
EMT in the cyclic life of female organs4–6, heterogeneity in EMT programs can be associated 243 
with heterogeneity in ribosome composition in adult human-beings. Here, we demonstrated 244 
that rRNA 2’Ome profile dynamically evolves during EMT in a C/D box snoRNA-dependent 245 
manner, however differentially depending on the EMT-TF driving this transdifferentiation.  246 
Using different EMT-related cellular models, we report that rRNA 2’Ome profile distinguishes 247 
epithelial from mesenchymal cells. In particular, we identified a single rRNA 2’Ome site, 248 
28S_Um2402, whose level is decreased in the actively translating ribosomes of mesenchymal 249 
cells compared to epithelial ones. The specificity of 28S_Um2402 change in EMT is supported 250 
by three observations. First, the lack of change in both ribosome biogenesis and expression 251 
of the protein components of the rRNA 2’Ome complex is coherent with the observation that 252 
no drastic change occurs in the global rRNA 2’Ome profile during EMT. Indeed, several studies 253 
demonstrated that alteration in the protein components of the rRNA 2’Ome complex more likely 254 
associates with alteration of 2’Ome at several rRNA sites rather than a single one16,19,20,22,37. 255 
Second, overexpression of the mutant KrasV12 does not alter level of 2’Ome at 28S_Um2402 256 
either alone or in association with to the EMT-TF ZEB1. The oncogenic KrasV12 only slightly 257 
affects the rRNA 2’Ome profile. This is coherent with the observation that overexpression of 258 
the oncogene c-Myc significantly affects only three of the 112 rRNA 2’Ome sites21. However, 259 
it has been shown that 2’Ome level at 28S_Um2402 is altered in response to c-Myc 260 
overexpression in contrast to what observed with KrasV12, suggesting that modulation of 2’Ome 261 
at rRNA 28S_Um2402 might be dependent upon the oncogenic driver21. Finally, the 262 
concomitant decreased expression of the guide C/D box snoRNAs, SNORD143 and 263 
SNORD144, compared to a panel of non-altered C/D box snoRNAs reinforces the specificity 264 
of 28S_Um2402 in EMT. However, the mechanism by which SNORD143 and SNORD144 265 
expression is modulated during EMT remains to be deciphered. The disconnection between 266 
these two C/D box snoRNAs and their common host gene SEC31A suggests that decrease in 267 
SNORD143 and SNORD144 levels occurs post-transcriptionally and independently from their 268 
gene host. This hypothesis is supported by the fact that no E-box has been identified through 269 
bioinformatics prediction, suggesting that transcription of SEC31A is not dependent upon EMT-270 
TFs4,5,39,40. 271 
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We can hypothesize that alternative splicing might regulate negatively the expression of 272 
SNORD143 and SNORD144. Indeed, alternative splicing is key in EMT commitment, a specific 273 
EMT alternative splicing reprogramming has been shown in hMEC expressing TWIST141. 274 
Interestingly, an important splicing factor involved in the acquisition of mesenchymal traits is 275 
RBFOX2, and this factor was also shown to target SEC31A pre-mRNA for inclusion of new 276 
exons42,45. Today, only two C/D box snoRNAs have been involved in EMT. In lung cancer cell 277 
lines, SNORD78 and SNORD46 overexpression promote EMT although their associations with 278 
change in rRNA 2’Ome levels have not been addressed43,44,46,48. In our study, the 2’Ome levels 279 
at their associated rRNA sites, 28S_Gm4593 and 28S_Am3739 respectively, do not change, 280 
reinforcing the specificity of SNORD143/144 and 28S_Um2402 in EMT. 281 
To our knowledge, no study ever determines the role of 28S_Um2402. Since change in 2’Ome 282 
level was observed in polysomes, it suggests a role of this particular rRNA 2’Ome in regulating 283 
intrinsic translational activity of ribosome. The 28S_Um2402 site is located at the surface of 284 
the large 60S ribosomal subunit closed to the exit peptide tunnel and we may hypothesise that 285 
change in ribosome composition might contribute regulate to co-translational protein folding, 286 
an emerging function of ribosome27–29. This 2’Ome site can also affect additional functions of 287 
ribosome, including regulation of specific mRNA translation. This notion is supported by our 288 
observation that ZEB1 overexpression induces a translational reprogramming as important as 289 
a transcriptional reprogramming (Morin et al, back paper, submitted). Moreover, it appears that 290 
the change in rRNA 2’Ome observed in EMT co-occurs with change in ribosomal protein 291 
composition. Indeed, we showed that the proportion of RPL36A-containing ribosomes are 292 
increased in hMEC-ZEB1 compared to hMEC cells (Morin et al, back paper, submitted). 293 
Whether RPL36A-containing ribosomes are the ones lacking 2’Ome at 28S_Um2402 remain 294 
an on-going challenge. Overall, our data demonstrate that composition of the translational 295 
machinery is changed during EMT. It has to be kept in mind that heterogeneity in ribosome 296 
composition involved at least four molecular layers (i.e., 80 ribosomal proteins, 112 rRNA 297 
2’Ome, 95 rRNA pseudouridylation and 12 rRNA base modifications) that might result in a 298 
huge number of combinatory and thus represent a reservoir of specific molecular traits 299 
underexploited. 300 
Heterogeneity in the EMT programs has been reported. Indeed, EMT is involved in numerous 301 
physiological processes, including organ formation and homeostasis, but also in human 302 
diseases, such as developmental defects, fibrosis and cancer4–6. In addition, it is driven by 303 
several signalling pathways resulting in distinct repertoires of EMT-TF expression pattern. 304 
Finally, EMT is a dynamic and reversible process associated with intermediate states that 305 
result in co-existence of different subcellular populations. Thus, depicting the full diversity in 306 
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EMT programs is key to improve our mechanistic understanding of change in EMT-related cell 307 
identity. Although we observed that 2’Ome level is decreased at rRNA 28S_Um2402 site by 308 
comparing stable epithelial or mesenchymal related stages in different tissue types, it 309 
nevertheless appears that this decrease is not observed in partial EMT induced by the EMT-310 
TF TWIST1 nor at early time of EMP induction by ZEB1 overexpression where transition 311 
already started but being not completed. These observations suggest that decrease in 2’Ome 312 
level at 28S_Um2402 might be a novel molecular mark of complete EMT.   313 
Altogether, our data showed for the first time that epithelial and mesenchymal ribosomes 314 
exhibit distinct composition at rRNA epitranscriptomics level. Such changes in ribosome 315 
composition might thus finely optimize the ribosome activities to translate with efficiency and 316 
specificity the epithelial and mesenchymal transcriptomes during EMT transition. The fine-317 
tuning of ribosome composition can be a novel source of molecular trait to depict the diversity 318 
in EMT programs. 319 
 

 

Materials and methods 
 

Cell lines 

The primary human mammary epithelial cells (hMEC) were used to derive all isogenic EMT-

related cellular models as previously reported23. Briefly, commercial hMEC (Lonza) were first 

immortalized through stable hTERT overexpression (hMEC throughout the manuscript) prior 

lentiviral transduction to allow stable or inducible overexpression of distinct EMT-TFs (murine 

ZEB1, human ZEB2 and TWIST1), alone or in combination to an active mutant form of the 

oncogene Kras (KrasV12). hMEC cellular models were maintained in DMEM-F12 (Gibco) 

supplemented with 0.5 μg/mL hydrocortisone, 10 ng/mL EGF, 0.3 U/mL insulin, 10% fetal 

bovine serum, 100 μg/mL streptomycin and 100 units/mL of penicillin. Selective pressure was 

maintained with the corresponding antibiotic: hMEC-EMT-TFs, puromycin; hMEC-KrasV12, 

neomycin. Inducible expression of ZEB1 was promoted using 1 μg/mL doxycycline. Culture 

conditions of additional cell lines are provided in the Supplementary Information section. 

 

Subcellular fractionation 

hMEC-derived cell lines were seeded at 107 cells in 15 cm dish for 24 hrs prior incubation for 

15 min with 100 μg/ml cycloheximide (CHX). Cytosolic fractions were prepared in lysis buffer 

(20 mM KCl, 5 mM MgCl2, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 4.5% sucrose, 0.5 mM DTE and 100 μg/ml 

CHX) by mechanical lysis using the PreCellys device (Ozyme) and two successive 10 min 



 
Article 1 – Morin et al., “Dynamic modulation of ribosomal RNA 2’-O-ribose methylation 
during epithelial-mesenchymal transition” (en préparation) 13 

 

 

centrifugation at 1,000 and 12,000 g to pellet nucleus then mitochondria. Two mg of cytosolic 

fraction quantified by Bradford dosage were loaded onto a 10-40% sucrose gradient and 

sedimented by ultra-centrifugation at 40,000 rpm for 2 hrs at 4°C using SW41 rotor on L7-55 

ultracentrifuge (Beckman). Gradient collection and absorbance profiles were generated at 254 

nm using an ISCO UA-6 detector. Polysomal fractions were pooled for further RNA extraction.  

 

RNA extraction and RT-qPCR 

Polysomal, cytosolic and total RNA was purified using Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific) 

and RNA pellet resuspended in RNase-free water. Reverse transcription was performed on 

200 ng of purified RNA using the PrimeScript RT kit (Takara), which allows reverse 

transcription of poly-A containing RNAs (2.5 M oligo dT primers) and non-poly-A containing 

RNAs, such as snoRNAs (5 M random 6-mer primers). Gene expression levels were 

quantified by real-time qPCR using either LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (Roche) 

on LC96 device or Master Mix 2X EvaGreen (BioRad) using BioMarkHD device (StarLab) as 

previously described47. Relative fold-changes were calculated using the 2- CT method49, 

using Human XpressRef Universal Total RNA (Qiagen) as control sample for inter-run 

normalization and GAPDH as housekeeping gene. Each sample was quantified in triplicate.  

 

RiboMethSeq 

rRNA 2’Ome was profiled at the 112 sites using 100 ng of RNA by RiboMethSeq. Briefly, 

presence of 2’Ome protects the phosphodiester bond located at the 3’ of the methylated site 

from alkaline hydrolysis. Thus, presence of 2’Ome at the given nucleotide n induces a 

decrease in RNA fragments starting at the nucleotide n+1 while it increases the one finishing 

at the nucleotide n, allowing to calculate 2’Ome level at the corresponding site (or C-score). 

RiboMethSeq was performed as previously described using Illumina technology at either the 

EpiRNA-Seq platform of Lorraine University or NGS platform of CRCL30,51. After sequencing, 

adapter sequences were trimmed off raw reads using Trimmomatic, the extracted reads were 

aligned on a human rRNA sequence (NR_046235) using Bowtie 3, and 5’ and/or 3’ end reads 

were counted at each rRNA nucleotide position 

(https://github.com/RibosomeCRCL/ribomethseq-nf). Using the rRMSAnalyzer package 

(https://github.com/RibosomeCRCL/rRMSAnalyzer), quality-control was performed to identify 

putative outlier, adjustment of end read counts was applied using CombatSeq algorithm when 

required, C-scores were computed (flanking window of +/- 6 nucleotides), identification of the 
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most variable rRNA 2’Ome sites was performed using C-scores interquartile range (IQR) and 

data visualisation was drawn.  

 

Statistical analyses 

Statistical analyses and graphical representation were performed using either GraphPad Prism 

v9.4.3 software (GraphPad Software, Inc) or R studio v4.0 with the rRMSAnalyzer package30. 

To determine significant difference in two biological conditions, Mann-Whitney t tests were 

performed on independent biological replicates. Unsupervised data analysis was performed 

using hierarchical clustering (Manhattan distance and Ward’s linkage method) or principal 

component analysis (PCA). A p-value < 0.05 was considered to be statistically significant. 

Regarding the rRNA 2’Ome, in addition to a significant p-value, a ∆C-score greater than |0.05| 

was considered for identifying differentially methylated rRNA 2’Ome sites, the ∆C-score 

corresponding to the difference between two groups.  

    

Availability of datasets 

The generated RiboMethSeq data are available in the GEO profile (GSEXXX, token for 

reviewer access: XXX). The datasets include the fastq of each sample, a C-score matrix for 

each cohort after batch effect adjustment using ComBat-seq and a matrix summarizing the 

biological data. 
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Figure legends 
 
Figure 1. Translationally active ribosomes display different rRNA 2’Ome profiles 
between epithelial cells and ZEB1-induced mesenchymal ones. (A-B) rRNA 2’Ome 

profiling. Comparison of rRNA 2’Ome levels between hMEC epithelial cells and hMEC-ZEB1 

mesenchymal ones was performed using RiboMethSeq in cytoplasm (i.e., mature ribosomes) 

(A) and polysomes (i.e., translationally active ribosomes) (B). Volcano plots show the 

difference in the median C-score (i.e., 2’Ome level) for the 112 known rRNA 2’Ome sites. 

Statistical difference has been set at 95% confidence (p-value < 0.05) and biological one at 

5% difference in median C-score (∆C-score > |0.05|). (C) Localization of the rRNA 

28S_Um2402 site on human ribosome. The rRNA 28S_Um2402 site is located on the large 

60S ribosomal subunit at the surface of the exit peptide tunnel (EPT) (PDB 4UG0 structure; 
50). Blue: ribosomal proteins; orange: rRNAs; pink: initiator methionine tRNA (Met-itRNA); red: 

28S_Um2402 site. (D-F) RNA levels in hMEC-ZEB1 mesenchymal cells compared to hMEC 

epithelial ones. Relative RNA levels of snoRD guides of 28S_Um2402, SNORD143 (D) and 

SNORD144 (E), and their common host gene SEC31A (F) were quantified by RTqPCR. Each 

dot represents a biological replicate (n=4). ****: p-value < 0.0001; ***: p-value < 0.001. 

 

Figure 2. Levels of 2’Ome at rRNA 28S_Um2402 site and expression of its associated 
guide snoRNAs co-evolve during the dynamic of ZEB1-induced EMP/MEP. (A) Summary 

of RNA and 2’Ome level evolution during the course of EMP/MEP. In the hMEC epithelial cells, 

expression of the EMT-TF ZEB1 was controlled by doxycycline to mimic EMP induction 

followed by MEP reversion. Expression of RNA and 2’Ome levels was monitored by RTqPCR 

and RiboMethSeq, respectively. (B) Dynamic of the 28S_Um2402 C-score during ZEB1-

induced EMP/MEP. Difference in C-score between untreated and doxycycline-treated hMEC-

i-ZEB1 cells is shown during the course of EMP induction and MEP reversion.   

 

Figure 3. rRNA 2’Ome profile distinguish epithelial from mesenchymal cell lines. (A) 

Clustering of EMT-TF-overexpressing hMEC cell lines based on their most variable rRNA 

2’Ome sites. A panel of hMEC-derived cell lines overexpressing different EMT-TFs and/or the 

mutant oncogene KrasV12 was analysed by RiboMethSeq. The 20 most variable rRNA 2’Ome 

sites were identified using C-score interquartile range (IQR) prior performing an unsupervised 

analysis (i.e., hierarchical clustering). (B) Comparison of the 28S_Um2402 C-score in the 

hMEC cell lines overexpressing different EMT-TFs and/or KrasV12. Absolute C-score between 

the different conditions is detailed. (C) Clustering of a panel of breast cancer cell lines based 
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on the profiles of the 20 most variant rRNA 2’Ome sites. A panel of breast cancer cell lines for 

which Claudin-low status was previously deciphered2 was analysed by RiboMethSeq and 

unsupervised analysis (i.e., principal component analysis or PCA). (D-E) Comparison of the 

28S_Um2402 C-score in a panel of breast cancer cell lines displaying distinct Claudin-low 

status (D) and in a panel of differentiated and undifferentiated melanocyte cell lines (E). A 

boxplot summarized the difference in absolute C-score of 28S_Um2402 site between the two 

conditions.  
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Supplementary Informations 
 
 
Supplementary Materials and Methods 
 
Panel of breast and melanocyte cell lines 

All cell lines were cultured at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2.  

Immortalized mammary MCF10A (ATCC CRL-10317™) cells were cultured in DMEM F12 

media (Gibco, 21331020) supplemented with 5 % horse serum (Gibco, 16050-122), 1 % 

penicillin-streptomycin, 1 X GlutaMax, 0.02 μg/mL hEGF, 0.5 μg/mL hydrocortisone, 300 

mU/mL insulin and 100 ng/mL cholera toxin. EMT was induced using 5 ng/mL TGFβ for 10 

days. 

A panel of 11 breast cancer cell lines displaying distinct Claudin-low status was used. MDA-

MB-468 and BT474 were maintained in RPMI1640 Glutamax supplemented with 10% fetal 

bovine serum (FBS) and 1% streptomycin/penicillin. HCC1937, HCC70 and BT549 were 

cultured in similar media supplemented with 1.5 g/L sodium bicarbonate, 0.1 mM non-essential 

amino-acids and 1 mM sodium pyruvate. CAL51, MDA-MB-157 and HS578T were maintained 

in DMEM Glutamax supplemented with 10% FBS and 1% streptomycin/penicillin. MDA-MB-

231 was cultured in DMEM/F12 Glutamax supplemented with 10% FBS and 1% 

streptomycin/penicillin. MCF7 was maintained in MEM(Eagle)-L-glutamine (-) supplemented 

with 10% FBS, 1% streptomycin/penicillin, 1% Glutamax, 1.5 g/L sodium bicarbonate, 0.1 mM 

non-essential amino-acids and 1 mM sodium pyruvate. SUM149PT was cultured in Ham’s-

F12-glutamine supplemented with 5% FBS, 10 mM Hepes, 1 μg/mL hydrocortisone and 5 

μg/mL insulin. Claudin-low, PAM50 and AIMS statuses were assigned to breast cancer cell 

lines using the CCLE breast cancer cell lines dataset and the nine-cell-line predictor via the R 

package genefu as previously described2.  

A panel of 6 melanocyte cell lines displaying distinct differentiated states were used. MM001, 

MM0011 and MM034 correspond to proliferative melanocyte with epithelial features, while 

MM047, MM099 and MM165 display invasive, undifferentiated and mesenchymal-like 

phenotype. These cell lines wers maintained in 

 

rRNA quantification 

hMEC-derived cells were seeded at 4.106 cells in 10 cm dishes for 24 hrs. Extraction of total 

RNA was performed on increasing cell amount (2.5, 5.0 and 7.5 x105 cells) using Trizol reagent 

(Thermo Fisher Scientific) and resuspended in 20 μl RNase-free water. Three different 
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constant volumes of the purified total RNA (2.5, 5.0 and 10.0 μl) were then loaded on 2% 

agarose gel supplemented with ethidium bromide. 28S and 18S bands were revealed using 

UV light (Quantum ST5 V16.08G instrument, Vilber), quantified using the Image J software 

and normalized to the hMEC epithelial cells.  

 

Western blotting 

Cells were lysed in buffer (20 mM Hepes-KOH pH 7.2, 100 mM KCl, 1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 

0.5% NP40, 10% Glycerol) supplemented with protease inhibitor (Complete EDTA free, 

Roche). Protein concentrations were determined using the Bradford procedure (BioRad). 

Proteins were subjected to SDS-PAGE on 12% gel, and blotted onto nitrocellulose membranes 

(Millipore). Membranes were blocked in 1X TBS solution containing 0.05% Tween 20 and 5% 

non-fat milk and incubated with primary antibodies (Table S2). Horseradish peroxidase 

conjugated secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch) were used for the detection of 

immunoreactive proteins by chemiluminescence (ECL, GE Healthcare).  

 

Electronic microscopy 

Cells were seeded at 1.106 cells in 6-well plates for 24 hrs prior fixation with 2% glutaraldehyde 

(Sigma) in 0.1 M sodium cacodylate buffer at room temperature for 30 min. Cells were washed 

three times in 0.2 M sodium cacodylate buffer, post-fixed with 2% aqueous osmium tetroxide 

(Sigma), dehydrated in a graded series of ethanol at room temperature, and embedded in 

Epon (Polysciences). After polymerization, ultrathin sections were collected on 300-mesh grids 

coated with Formvar (SPI Supplies) and stained with aqueous 1% uranyl acetate (SPI 

Supplies) and citrate (Leica Ultrastainer) before being observed on a Philips CM 120 

transmission electron microscope at an acceleration voltage of 80 kV. About 25 pictures per 

cell lines have been analysed. 

 

Immunofluorescence 

Cells were grown on glass coverslips and fixed in 4% of paraformaldehyde in 1X PBS before 

permeabilization with 0.5% Triton X-100 in 1X PBS. Primary antibodies were applied before 

secondary antibodies labelled with AlexaFluor488 or 555 (Molecular Probes) (Table S2). 

Coverslips were mounted using the Fluoromount G mounting medium (EMS). Images were 

acquired on a Zeiss confocal microscope (Zeiss LSM780 NLO).  

 
  



 
Article 1 – Morin et al., “Dynamic modulation of ribosomal RNA 2’-O-ribose methylation 
during epithelial-mesenchymal transition” (en préparation) 26 

 

 

Supplementary Tables 
 
Table S1. Primer sequences. 

Gene Sequence Forward (5’ to 3’) Sequence Reverse (5’ to 3’) 
CDH1 CCC-GGG-ACA-ACG-TTT-ATT-AC GCT-GCC-TCA-AGT-CAA-AGT-CC 
FBL CCT-GGG-GAA-TCA-GTT-TAT-GG CCA-GGC-TCG-GTA-CTC-AAT-TTT 
GAPDH AGC-CAC-ATC-GCT-CAG-ACA-C GCC-CAA-TAC-GAC-CAA-ATC-C 
NHP2L1 GCT-ACT-GGA-CCT-CGT-TCA-GC ACT-CAG-AGA-TGC-CCC-TGT-TG 
NOP56 GAG-GTG-CCC-ACG-AGT-GTA-TT TGC-TTC-CTT-CAT-GAC-ATC-CA 
NOP58 TGA-TGG-AGG-GCA-AAA-TCA-AT CGG-TTC-ATG-GGC-TTC-TTT-TA 
SEC31A GCA-AAA-TTA-CCA-GGC-TCA-TCA CCG-GCT-TTG-CAT-AAG-TCA-AT 
SNAI1 CAC-TAT-GCC-GCG-CTC-TTT-C GCT-GGA-AGG-TAA-ACT-CTG-GAT-TAG-A 
SNAI2 TGG-TTG-CTT-CAA-GGA-CAC-AT TGA-CCT-GTC-TGC-AAA-TGC-TC 
SNORD35A TGA-TGT-CCT-TAT-CTC-ACG-ATG-G TGG-CAT-CAG-CTA-AGC-CAT-T 
SNORD35B TGA-TGT-TTG-TTT-TCA-CGA-TGG CCG-GCA-TCA-GTT-TTA-CCA-AG 
SNORD38A TCG-TGA-TGA-AAA-CTC-TGT-CCA CCT-CAG-CCT-AAA-AGG-CTC-TC 
SNORD65 AAA-TCA-CCC-AAA-ATA-GCT-GGA-A TCA-GAA-AAC-CAT-AGG-TTC-ACC-A 
SNORD91B AGA-GCC-AAT-GAT-GTT-TTT-ATT-CAA ACA-CAG-AAG-TTG-CAT-CAC-TGG 
SNORD119 AAC-CTT-GAC-TGA-AGC-TGA-TGA CTG-GAT-CTC-AGA-GTA-ATC-CTG-CT 
SNORD143 TTT-TTC-CAC-TGC-TGT-TCA-CAT TGT-CCT-CAT-CCA-CAT-ACA-TTA-ATC-A 
SNORD144 TTC-ATA-TCC-AGT-GAT-TAA-ACC-TTT-TC ATT-CAA-TAA-TCA-CAA-CGG-TTC-A 
TWIST1 GCA-GGG-CCG-GAG-ACC-TAG TGT-CCA-TTT-TCT-CCT-TCT-CTG 
VIM GAC-CAG-CTA-ACC-AAC-GAC-AAA GAA-GCA-TCT-CCT-CCT-GCA-AT 
ZEB1 GTG-ACG-CAG-TCT-GGG-TGT-AA TTG-CAG-TTT-GGG-CAT-TCA-TA 
ZEB2 GCA-AAC-AAG-CCA-ATC-CCA-G GTT-GGG-CAC-ACT-AGC-TGG-AC 
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Table S2. Antibody references. 

Protein Brand, Reference Dilution (WB) Dilution (IF) 
CDH1 BD Biosciences, 610181 1/3000 1/100 
FBL Abcam, ab1666630 1/2000 1/500 
Histone H3 Abcam, ab1791 1/3000 na 
KU80 Abcam, ab3715 1/2000 na 
NHP2L1 Proteintech, 15802-1-AP 1/1000 na 
NOP56 Bethyl, A302-720A-M 1/1000 na 
NOP58 Abcam, ab155969 1/1000 na  
OCLN Abcam, ab31721 1/500 na 
SNAIL-SLUG Abcam, ab85936 1/500 na 
TUBA1A  Calbiochem, CP06 1/500 na 
VIM Abcam, ab92547 1/500 na 
VIM DAKO, M0725 1/500 1/100 
ZEB1 Sigma, HPA027524 1/500 na 
Horse anti-mouse IgG, HRP-
linked Antibody 

Cell Signaling Technology, 
7076S 1/10000 na 

Goat anti-rabbit IgG, HRP-linked 
Antibody 

Cell Signaling Technology, 
7074S 1/10000 na 

Secondary rabbit anti-mouse 
StarBright Blue 700 BIO-RAD, 12004158 1/5000 na 

Secondary rabbit anti-rabbit 
StarBright Blue 700 BIO-RAD, 12004161 1/5000 na 

Alexa Fluor 555 Goat anti-Mouse Life Technologies, A21428 na 1/1000 

Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit Life Technologies, A11008 na 1/1000 
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Supplementary Figure Legends  
 
Figure S1. The hMEC epithelial cell line acquires mesenchymal traits in response to 
stable overexpression of ZEB1. (A) Cellular morphology in normal culture conditions. hMEC 

cells exhibit cell-to-cell adhesiveness whereas hMEC-ZEB1 cells display an isolated fibroblast-

like morphology. (B-D) mRNA levels of EMT-related markers. Relative mRNA levels of ZEB1 

(B), CDH1 (C) and VIM (D) were analyzed by RTqPCR. Compared to hMEC cells, hMEC cells 

overexpressing the EMT-TF ZEB1 express higher levels of both ZEB1 and VIM and lower 

CDH1 mRNA levels. Each dot represents a biological replicate (n=4). (E) Protein levels of 

EMT-related markers. Western blot shows that E-cadherin (CDH1) is detected only in hMEC 

cells, in contrast to vimentin (VIM) protein which is detected only in hMEC-ZEB1 cells. 

Biological replicates have been performed (n=2). Mean and standard deviation (in 

parentheses) of protein quantification are given. ****: p-value < 0.0001; **: p-value < 0.01; 

KU80: loading control. 

 

Figure S2. 2’Ome level of the 28S rRNA at U2402 position decreases in the ZEB1-
induced mesenchymal cells. (A) Validation of subcellular fractionation. Purity of cytoplasmic 

(C) and nuclear (N) fractions was assessed by Western blot and a representative image is 

shown. As expected in both hMEC and hMEC-ZEB1 cells, detection of histone H3 and α-

tubulin is restricted to the nuclear or cytoplasmic fractions, respectively. (B, D, F) rRNA 2’Ome 

levels at 28S_Um2402 site. Comparison of rRNA 2’Ome levels at the 28S_Um2402 site 

between hMEC and hMEC-ZEB1 cells was performed using RiboMethSeq in cytoplasmic (B), 

polysomal (D) and total (F) RNA fractions. In the three fractions, 2’Ome levels at the site 

28S_Um2402 is decreased in hMEC-ZEB1 cells compared to hMEC ones. (C) Polysome 

profiles. Cytoplasmic components were separated on sucrose gradient to purify polysomes 

(i.e., mRNAs bound by mature ribosomes). A representative polysome profile out of 4 is given 

for hMEC (orange) and hMEC-ZEB1 (green) cells. (E) rRNA 2’Ome profiling of total RNA. 

Comparison of rRNA 2’Ome levels between hMEC epithelial cells and hMEC-ZEB1 

mesenchymal ones was performed using RiboMethSeq in total RNA. Volcano plot shows the 

difference in the median C-score (i.e., 2’Ome level) for the 112 known rRNA 2’Ome sites. 

Statistical difference has been set at 95% confidence (p-value < 0.05) and biological one at 

5% difference in median C-score (∆C-score > |0.05|). 

 

Figure S3. Nucleolus organization and rRNA levels are similar in hMEC and hMEC-ZEB1 
cell lines. (A) Nucleolus organization. Electron microscopy reveals no difference in the 
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nucleolus organization between the hMEC epithelial and hMEC-ZEB1 mesenchymal cells. GC: 

granular center; FC: fibrillar center; DFC: dense fibrillar component. (B-D) rRNA levels. 

Comparison of rRNA levels between hMEC and hMEC-ZEB1 cells was performed by loading 

total RNA at cell constant number on agarose gel (B) prior quantification of 28S (C) and 18S 

(D) bands. Similar levels of 28S and 18S rRNA levels was observed in the two cell lines. Each 

dot represents a biological replicate (n=4). Ns: non-significant. 

 

Figure S4. Expression of ribosome biogenesis factors is similar in hMEC and hMEC-
ZEB1 cell lines. (A) Cellular localization of FBL. Immunofluorescence reveals no difference in 

the staining of FBL between the hMEC epithelial and hMEC-ZEB1 mesenchymal cells. Green: 

fibrillarin; red: E-cadherin (hMEC) or vimentin (hMEC-ZEB1); blue: Hoechst. Magnification 

x100. (B-H) Expression levels of ribosome biogenesis factors. mRNA (B, D, F, H) and protein 

(C, E, G, I) levels were compared in hMEC and hMEC-ZEB1 cells by RTqPCR and western 

blot, respectively, for the four protein components of the rRNA 2’Ome complex: FBL (B-C), 

NHP2L1 (D-E), NOP56 (F-G) and NOP58 (H-I). No difference was observed. Each dot 

represents a biological replicate (n=4). A representative western blot is given (n=2). Ns: non-

significant; KU80: loading control. 

 

Figure S5. Expression levels of a panel of C/D box snoRNAs are similar in hMEC and 
hMEC-ZEB1 cell lines. Comparison of SNORD expression levels by RTqPCR reveals no 

difference in their relative expression levels between hMEC and hMEC-ZEB1 cells. Ns: non-

significant. 

 

Figure S6. 28S_Um2402 is one of the most variable rRNA 2’Ome sites during the 
dynamic of ZEB1-induced EMP/MEP process. The 19 most variable 2’Ome sites during the 

ZEB1-induced EMP/MEP process have been identified. rRNA 2’Ome sites whose difference 

in methylation level between hMEC-i-ZEB1 cells treated or not with doxycycline is altered from 

more than |0.05| between at least two time points of the kinetic were considered as “variable”. 

Among these 19 rRNA sites, some sites showed fluctuating variation in 2’Ome levels without 

consistent trend during the two phases of ZEB1-induced EMP/MEP processes and could 

reflect only technical noise, such as 28S_Gm3723. Others exhibit a constant but slight 

decrease in 2’Ome level during the two phases, including the previously identified 

28S_Am2774 in polysomal fraction. Finally, some sites display a biphasic variation in 2’Ome 

level, including the 28S_Um2402 site. 
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II. Article 2 : “Translational reprogramming during epithelial-

mesenchymal transition is associated with fine-tuning of ribosome 

composition” 

Cet article scientifique dont je suis autrice en 1ère position est en cours de préparation. 

La version en cours du manuscrit est incluse à la suite de cette introduction. 

 

1. Contexte 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus cellulaire dynamique 

et complexe dont la compréhension est principalement basée, à l’heure actuelle, sur des études 

épigénétiques et transcriptomiques. Or, en raison de la complexité de cette transdifférenciation 

cellulaire, ces approches actuelles ne permettent pas une compréhension fine et totale de 

mécanismes d’initiation et de maintenance de l’EMT. 

L’un des aspects régulatoires les moins documentés dans l’EMT est la traduction. En 

effet, bien que certains articles indiquent une implication de différents mécanismes de 

régulation traductionnelle dans l’induction et/ou la maintenance de l’EMT, aucune donnée 

quantitative ne permet d’évaluer son importance. De plus, le rôle du ribosome, acteur et 

régulateur majeur de la traduction, n’a jamais été investigué dans ce contexte biologique.  

Après avoir étudié la composition en 2’-O-ribose méthylation des ARN ribosomiques au 

cours de l’EMT dans le précédent manuscrit (cf. Article 1), nous proposons ici d’évaluer (i) 

l’apport relatif de la régulation traductionnelle par rapport à la régulation transcriptionnelle et 

(ii) le rôle de la composition protéique du ribosome au cours de l’EMT. 

 

2. Résultats principaux 

Dans ce manuscrit, nous présentons des données obtenues dans deux modèles cellulaires. 

Le premier est un modèle cellulaire épithélial humain mammaire (hMEC), surexprimant 

l’EMT-TF ZEB1 (hMEC-ZEB1) ou non (hMEC). Le second est le modèle cellulaire humain 

mammaire MCF10A, fréquemment utilisé pour l’étude de l’induction de l’EMT physiologique 

de type II en réponse au TGFβ. 
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Les données de Ribosome profiling (i.e., séquençage des ARN messagers totaux et/ou en 

cours de traduction dans les polysomes) obtenues dans le modèle stable hMEC/hMEC-ZEB1 

nous ont permis de comparer le nombre de gène régulés transcriptionnellement et/ou 

traductionnellement au cours de l’EMT induite par ZEB1. Cette étude nous a ainsi permis de 

définir que la régulation traductionnelle est au moins aussi importante que la régulation 

transcriptionnelle dans ce modèle. La majorité des gènes régulés au niveau traductionnel 

appartiennent aux voies classiques de l’EMT (e.g., migration, sécrétion, etc.) mais font 

également ressortir de nouvelles voies de signalisation moins documentées (e.g., métabolisme, 

développement neuronal, etc.). 

La comparaison de l’activité traductionnelle du ribosome entre les cellules hMEC et 

hMEC-ZEB1 montre une altération de la capacité de reconnaissance du codon STOP dans les 

cellules mésenchymateuses. Cette observation est corrélée à l’augmentation de la quantité de 

ribosomes contenant la protéine RPL36A dans les cellules mésenchymateuses hMEC-ZEB1 

comparé aux cellules épithéliales hMEC. De plus, la surexpression seule de RPL36A dans les 

cellules épithéliales MCF10A est suffisante pour induire l’EMT (i.e., changements 

morphologiques, modification de l’expression génique des marqueurs épithéliaux et 

mésenchymateux). Cette démonstration de l’induction de l’EMT dépendante de RPL36A a été 

obtenue dans différents clones cellulaires MCF10A permettant de déterminer que ce processus 

est indépendant des méthylations post-traductionnelles connues de la protéine RPL36A, mais 

également de l’antibiotique utilisé pour la sélection clonale. 

En conclusion, ce manuscrit permet de démontrer que la régulation traductionnelle au 

cours de l’EMT est au moins aussi importante quantitativement à la régulation 

transcriptionnelle. Cette observation permet aussi de mettre en évidence des voies de 

signalisation jusqu’alors peu documentées dans l’EMT et pourrait permettre l’émergence de 

nouvelles approches dans ce domaine. De plus, nous avons pu mettre en évidence l’importance 

de la composition protéique du ribosome au cours de l’EMT : la seule altération de l’expression 

de la protéine RPL36A permettant l’induction de l’EMT dans le modèle cellulaire MCF10A. 

 

3. Ma contribution 

En tant que première autrice de ce manuscrit, j’ai réalisé les expériences de laboratoire, 

l’analyse de ces expériences ainsi que la centralisation des données et la construction des figures 
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présentées. En collaboration avec mes co-auteurs, j’ai également participé à la réflexion 

scientifique et la rédaction de ce manuscrit. 

 

4. Manuscrit (en préparation) 
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Abstract 

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is driven by transcriptional and epigenetic 

reprogramming. However, it is now well established that the final step of gene expression, 

translation, is also key to the establishment of physiopathological phenotypes, and one of its 

regulators is the ribosomes themselves. Using genome-wide analyses, we report on how the 

translational landscape evolves and how the translational machinery rearranges itself during 

EMT. Ribosome profiling revealed that translation was as profoundly modulated as 

transcription during EMT. In addition, riboproteomics revealed an increased proportion of 

RPL36A-containing ribosomal particles in mesenchymal cells, indicating that ribosome 

composition is finely tuned during EMT. Finally, RPL36A, but not RPL19, is sufficient to induce 

the acquisition of mesenchymal features. Taken together, these data demonstrate that EMT is 

associated with both a profound translational reprogramming and changes in ribosome 

composition, and that a single change in ribosomal protein is sufficient to drive EMT.    
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Introduction 1 

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a dynamic and often reversible process of 2 
transdifferentiation that enables to generate mesenchymal cells from epithelial ones1–3. Its 3 
cellular hallmarks include loss of adhesiveness and polarity properties, and the acquisition of 4 
a particular cytoskeletal architecture to enhance migratory properties. EMT contributes to the 5 
normal organ physiology during embryogenesis and adulthood, and aberrant EMT reactivation 6 
has been involved in different human diseases4.  7 

EMT is driven by deep transcriptional reprogramming coupled to epigenetic events to maintain 8 
the progression of EMT commitment during transition1–3. It is dependent upon an intricate 9 
network of EMT-inducing transcription factors (EMT-TFs) that include different families, such 10 
as the ones of ZEB (ZEB1, ZEB2), TWIST (TWIST1, TWIST2) or SNAIL (SNAIL, SLUG, 11 
SNAI3). Primarily, EMT-TFs have been shown to repress CDH1 (i.e., E-cadherin) transcription 12 
and activate VIM one (i.e., Vimentin) inducing the loss of cell-cell contact of epithelial cells and 13 
acquisition of motility properties5,6. This transcriptional regulation is associated with an 14 
epigenetic reprogramming that has been suggest to govern the stability of EMT by helping in 15 
defining the residency of cells in a given phenotypic state during the transition7. Although 16 
change in gene expression is the driving force of EMT-induced cell plasticity, only few studies 17 
assessed the role of translation in EMT, one of the last steps in gene expression3. It has been 18 
reported that reactivation of EMT-TFs and mesenchymal markers at translational level is 19 
sufficient to promote EMT. For instance, IRES (Internal Ribosome Entry Site)-dependent 20 
translation of LAMB1 or SNAI1 mRNAs as well as specific translation of Dab2 or ILEI mRNAs 21 
trigger EMT3,8–12. However, comparison of transcriptional and translational reprogramming 22 
occurring in EMT remains to be characterized. 23 

Today, increasing amount of data support the notion that the components of the translational 24 
apparatus can directly specify the translation of some mRNAs to contribute to the 25 
establishment of different physio-pathological phenotypes. For example, the eukaryotic 26 
initiation factor eIF3d, which stabilizes the complex including the initiator tRNA and the small 27 
40S ribosomal particle, has been shown to directly regulate the translation of c-JUN and BTG1 28 
mRNAs to modulate cell growth13,14. Moreover, the tRNA-GluUUC promotes translation of 29 
mRNAs enriched in its cognate codons, such as EXOSC2 and GRIPAP1, and in turn, 30 
contributes to the invasion of cancer cells15. Emerging concept also indicates that modulation 31 
of ribosome composition regulates mRNA translation and acquisition of particular cellular 32 
phenotype16,17. Heterogeneity in ribosome composition has been reported at both ribosomal 33 
RNA (rRNA) and protein levels, the latter being one of the most investigated mechanisms. In 34 
mice, it has been shown that depletion of RPL38 decreases IRES-dependent translation of 35 
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Hoxa9 mRNA and results in loss of tissue patterning18,19. In addition, RPL28 knockdown 36 
concomitantly reduces the proportion of RPL28-containing ribosomes and the translation of 37 
antigenic peptides encoded by influenza virus20. Interestingly, it has been reported that 38 
components of the translational apparatus promote EMT although their role in shaping a 39 
particular translational reprogramming remains elusive. For example, the acquisition of EMT 40 
features has been shown to be driven by changes in the tRNA repertoire, which regulates 41 
translation of COL1 mRNA, and by changes in the expression of some eIFs21–23.  42 

To date, no study ever compared the modulation of transcriptional and translational 43 
landscapes in stable epithelial and mesenchymal cells, nor the associated changes in 44 
ribosome composition. Here, we used genome-wide approaches to depict the translational 45 
landscape in light of the profound transcriptional reprogramming and the translational 46 
machinery rearrangements that occur during EMT in adult human mammary cells, as well as 47 
the role of ribosomal proteins in EMT commitment. 48 

 

Results 49 

Translational reprogramming is as important as transcriptional reprogramming in 50 
ZEB1-induced mesenchymal cells 51 

To assess the relative importance of changes in translation and transcription occurring in 52 
mesenchymal cells compared to epithelial ones, we performed ribosome profiling in an 53 
isogenic model of human mammary epithelial cell (hMEC) overexpressing or not the EMT-TF 54 
ZEB124. As previously described, ZEB1 overexpression is associated with switch in cellular 55 
morphology and EMT-related molecular features (Figure S1). By ribosome profiling, we 56 
compared the change in cytoplasmic mRNAs steady-state levels using RNAseq (i.e., including 57 
changes in transcription level, nuclear-cytoplasmic export and mRNA stability) and in 58 
cytoplasmic mRNAs protected by ribosomes arising from polysomes using RIBOseq (i.e., 59 
actively translated mRNAs). The two cell lines show similar cytoplasmic fraction purity and 60 
polysome profiles, the latter observation indicating no drastic change in global protein 61 
synthesis in mesenchymal cells compared to epithelial ones (Figure S2A-B). Using the 62 
biological replicates, we calculated log2 fold-changes (FC) and adjusted p-values for both 63 
RNAseq and RIBOseq data by comparing hMEC-ZEB1 to hMEC. Robustness of RNAseq and 64 
RIBOseq log2(FC) values was validated by additional polysome profiling coupled to medium 65 
through-put RTqPCR on 90 randomly chosen genes using 5 independent experiments 66 
(Spearman correlation: RNAseq, p < 0.0001 and r2 = 0.75; RIBOseq, p < 0.0001 and r2 = 0.78) 67 
(Figure S2C-D). We then applied different thresholds as detailed in the decision tree to 68 
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compare change in levels of cytoplasmic mRNAs or ribosome-protected mRNAs (Figure S2E). 69 
Using our approach, three main classes of significantly dysregulated mRNAs were identified 70 
(Figure 1A-B, Figure S2E-F and Table S1).  71 

We first identified 1,065 mRNAs significantly differentially regulated in hMEC-ZEB1 compared 72 
to hMEC using both RNAseq and RIBOseq (Figure 1A-B, “BOTH”, black). These mRNAs 73 
correspond to a concomitant change in levels of steady-state and ribosome-protected mRNAs, 74 
suggesting a strong coupling in transcription/translation for these mRNAs in ZEB1-induced 75 
EMT. Such effect has already been described as a passive buffer effect, where change in 76 
mRNA steady-state levels mechanically affect the ones of mRNA translation25. To determine 77 
whether mRNAs whose expression was concomitantly modified at steady-state and ribosome-78 
protected levels was consistent with what known about EMT, gene enrichment was performed. 79 
As expected, the up-regulated mRNAs at steady-state levels were enriched in genes involved 80 
in EMT, extracellular matrix organisation and development, while down-regulated mRNAs 81 
rather correspond to genes involved in cell junction, differentiation and development (Figure 82 
S3A and Table S2). Overall, these observations were coherent with the profound 83 
transcriptional reprogramming described in the literature to drive EMT, and validated the data 84 
obtained using the ribosome profiling approach1,2.   85 

In parallel, up to 2,212 mRNAs show a decoupling between their steady-state and ribosome-86 
protected levels in hMEC-ZEB1 compared to hMEC. These data suggest that these mRNAs 87 
are regulated at translational level in ZEB1-induced EMT. The “RNAseq” class encompasses 88 
179 significantly differentially regulated mRNAs at steady-state level (RNAseq) but not at 89 
ribosome-associated level (Figure 1A-B and Figure S2C-D, green). In contrast, 2,033 mRNAs 90 
are significantly modified at ribosome-protected level only (Figure 1A-B and Figure S2C-D, 91 
“RIBOseq”, pink). Thus, a translational reprogramming occurs in the ZEB1 overexpressing 92 
mesenchymal cells compared to the epithelial hMEC ones. Due to the small number of 93 
differentially regulated mRNAs in the “RNAseq” class (n=179), interpretation of the gene 94 
enrichment analyses was limited (Figure S3B and Table S2). In contrast, in the “RIBOseq” 95 
class, the top 4 enrichment terms of the significantly up-regulated mRNAs correspond to EMT-96 
related terms already identified in the “BOTH” class (Figure 1C). It has to be noted that the 97 
EMT hallmark signature established on transcriptionally regulated well-identified EMT-related 98 
molecular features, also contains mRNAs regulated at ribosome-protected levels (RIBOseq) 99 
in the hMEC-ZEB1 model (Figure 1D). Since some of these mRNAs might be regulated either 100 
at transcriptional or translational levels, these data suggest that the EMT hallmark signature is 101 
underestimated when analysing only the transcriptome. Finally, some enrichment terms were 102 
specifically identified in the “RIBOseq” class, such as metabolism of bile acid in translationally 103 
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down-regulated mRNAs or neuronal development and inflammation in translationally up-104 
regulated mRNAs (Figure 1C). It suggests that translationally regulated mRNAs in ZEB1-105 
induced mesenchymal cells are enriched in additional biological processes compared to the 106 
mRNAs regulated at coupled transcription/translation level, and might provide a novel source 107 
of cellular functions to characterize EMT.  108 

To determine whether translational reprogramming is not restricted to the EMT-TF ZEB1, we 109 
performed ribosome profiling in SNAIL-overexpressing hMEC. As ZEB1, SNAIL 110 
overexpression is associated with both coupling and uncoupling in transcription/translation. 111 
Comparison of the differentially regulated mRNAs between hMEC cells overexpressing or not 112 
the EMT-TFs in each of the three main classes (i.e., BOTH, RNAseq, RIBOseq), shows that 113 
some mRNAs regulated by ZEB1 are also regulated by SNAIL at the same steady-state or 114 
ribosome-protected levels (Figure S4). In addition, ZEB1 and SNAIL also specifically regulate 115 
some mRNAs at each steady-state and ribosome-protected levels.  116 

Altogether, our data show that translational reprogramming occurs similarly in response to 117 
overexpression of different EMT-TFs, including common mRNA targets. In addition, 118 
translational reprogramming was not an anecdotal change in gene expression as the 119 
proportion of genes modulated at translational levels is at least as important as the ones 120 
modulated at both transcriptional and translational levels in ZEB1-induced mesenchymal cells. 121 

Ribosomes display increased intrinsic translational defects in ZEB1-induced 122 
mesenchymal cells 123 

Having shown that a translational reprogramming occurs in ZEB1-overexpressing 124 
mesenchymal cells, we attempted to identify any changes in translational fidelity. Due to 125 
important proportion of phasing errors in ribosome profiling data, we could not address this 126 
question using ribosome profiling. Thus, we performed readthrough reporter assays allowing 127 
to analyse the recognition of stop codon by ribosome. Using plasmid with a galactosidase gene 128 
where the stop codon is fused to a luciferase gene, we compared readthrough activity of hMEC 129 
overexpressing or not ZEB1. We observed that hMEC cells exhibited lower percentage of 130 
readthrough (around 2%) compared to hMEC-ZEB1 (around 4%) (Figure 2A). These data 131 
indicated that hMEC epithelial cells displayed a higher termination efficiency (i.e., less errors) 132 
than ZEB1-overexpressing mesenchymal hMEC cells. 133 

Readthrough is directly dependent upon the ribosome activity. Indeed, when ribosomes arrive 134 
at a stop codon, no corresponding tRNA exists and a release factor enters in the assembly site 135 
of the ribosomes to terminate the translation that is a highly efficient process26. However, 136 
occasionally, stop codon can be recognized by tRNA, reflecting a defect in one of the main 137 
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functions of the ribosome, the decoding. As change in tRNA repertoire has been described, 138 
we verified that defects in readthrough in ZEB1-overexpressing mesenchymal cells is not 139 
associated with change in tRNA profile15. Using total RNA, tRNAome was compared between 140 
hMEC overexpressing or not ZEB1 (Figure 2B). No significant change in the repertoire of 141 
tRNAome was identify, suggesting that readthrough defects is mainly dependent upon 142 
ribosome activity in our isogenic hMEC cellular models.  143 

Overall, these data demonstrate that ZEB1-induced mesenchymal cells show change in 144 
readthrough independently of modulation in tRNA repertoire. They indicate that ZEB1-induced 145 
mesenchymal cells display remodelling in the intrinsic activity of ribosomes. In particular, the 146 
global activity of mesenchymal ribosomes is less efficient and less prone to recognize stop 147 
codons than epithelial ones. 148 

Composition of ribosome is modified in ZEB1-induced mesenchymal cells at ribosomal 149 
protein level 150 

Since we observed a decrease in fidelity activity of ribosomes in ZEB1-overexpressing 151 
mesenchymal cells, we compared ribosome composition at protein level between hMEC 152 
overexpressing or not ZEB1 using riboproteome approach. It consists in the analysis of purified 153 
ribosomes issued from the cytoplasm by mass spectrometry and give the relative change in 154 
proportion of ribosomal protein within two conditions20,27. Prior mass spectrometry, similarity of 155 
ribosomal protein profiles issued from the five biological replicates of ribosomes purified from 156 
hMEC and hMEC-ZEB1 cytoplasm was verified using 1D SDS-Page electrophoresis, as well 157 
as the consistency of 80S ribosomal particle structure using CryoEM (Figure S5A-C). The high 158 
resolution at 3.8Å of the human epithelial 80S ribosome reveals a structure similar to human 159 
ribosomes already described in cancer cell lines, such as HeLa cells, indicating that structure 160 
of the 80S ribosomes is similar in immortalized and cancer cell lines28.    161 

Peptide counts issued from mass spectrometry were used to measure the relative change in 162 
protein level between ribosomes purified from hMEC or hMEC-ZEB1 cells (Figure 3A and 163 
Table S3). About 1,000 proteins were identified in the purified ribosomes, including the 164 
canonical factors of translation, although the quantity of their related peptide counts was low 165 
(< 5% of total peptides). It appears that 12 out of the 13 subunits of the eIF3 complex showed 166 
a significant decrease in ZEB1 overexpressing hMEC cells compared to hMEC (Figure 3A and 167 
Figure S5D). As expected, peptides related to the eIF3J subunit were not found in our mass 168 
spectrometry data, since eIF3J is described as a labile and non-essential subunit in the 169 
mammalian eIF3 complex29. Interestingly, it has been shown that depletion of the eIF3E 170 
subunit promotes EMT commitment, supporting our observations22,30. 171 
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In our dataset, more than 95% of the total peptides corresponded to the 80 cytoplasmic 172 
ribosomal proteins, once again comforting the preparation enrichment in ribosomes. Among 173 
them, only one ribosomal protein showed a significant change in hMEC-ZEB1 compared to 174 
hMEC cells. It corresponds to the large subunit ribosomal protein RPL36A (Figure 3A and 175 
Figure S5E). Indeed, a 3-fold increase in the proportion of RPL36A-containing ribosomes was 176 
observed in hMEC-ZEB1 cells compared to hMEC ones. To validate the mass spectrometry 177 
data, we analysed RPL36A protein levels in both purified ribosomes and ribosome-free 178 
fractions using western blot (Figure 3B). As expected, ribosomal proteins were detected in 179 
purified ribosomes but not in purified ribosome-free fractions, the latter being mainly enriched 180 
in the canonical eIF3E factor of translation. Of note, eIF3E levels in the purified ribosome 181 
fractions is lower in hMEC-ZEB1 compared to hMEC cells, validating our mass spectrometry 182 
data. Moreover, as determined by mass spectrometry, no change in the small subunit RPS6 183 
nor in the large subunit RPL19 ribosomal proteins was observed between hMEC and hMEC-184 
ZEB1 cells. In contrast, increase in RPL36A levels was observed in ribosomes purified from 185 
ZEB1-overexpressing mesenchymal cells compared to the ones purified from epithelial hMEC 186 
cells. It has to be noted that neither mass spectrometry nor the antibody used in western blot 187 
allows to discriminate RPL36A from its paralog RPL36AL, which differs from RPL36A from the 188 
single amino acid K38R modification (NCBI reference sequences: NP_066357.3; 189 
NP_000992.1). Overall, these data suggested that ribosomes of hMEC overexpressing or not 190 
ZEB1 exhibited different composition, the proportion of RPL36A-containing ribosomes being 191 
increased in hMEC-ZEB1. 192 

Change in ribosome composition at ribosomal protein level might reflect change in total levels 193 
of ribosomal protein occurring in response to ZEB1 overexpression. However, similar levels of 194 
total RPL36A mRNA and protein were observed in hMEC-ZEB1 and hMEC cell lines (Figure 195 
3C-D). Similarly, no change or only a slight increase in total protein levels of the 12 subunits 196 
of the eIF3 complex was observed in hMEC-ZEB1 cells compared to hMEC ones (Figure S6). 197 
These data suggest that both change in proportion of eIF3-riboproteome and RPL36A-198 
associated ribosomes in ZEB1-overexpressing mesenchymal cells was not a side effect of 199 
variation in their protein levels. Altogether, these data reinforce the existence of remodelling in 200 
ribosome composition at protein level in ZEB1-induced mesenchymal cells, which display, at 201 
least in part, higher proportion of RPL36A-containing ribosomes compared to hMEC epithelial 202 
cells. 203 

The ribosomal protein RPL36A specifically triggers epithelial-mesenchymal transition 204 

To determine whether RPL36A contributes to EMT, we overexpressed RPL36A using lentiviral 205 
approach in the immortalized mammary epithelial MCF10A cell line, the prototypic model of 206 
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EMT induction31 First, we aimed at monitoring morphology changes occurring in response to 207 
RPL36A overexpression over establishment of Clone 1 (Figure 4). Compared to the MCF10A-208 
empty clone, overexpression of RPL36A was observed in MCF10A-RPL36A clone at protein 209 
levels by western blot at 7 days post-infection and at mRNA levels throughout the kinetic of 210 
clone establishment (Figure 4A-B). To ensure that RPL36A overexpression is associated with 211 
integration of RPL36A within the ribosome, we established an inducible HEK293T cell lines 212 
expressing flagged RPL36A and purified the cytoplasmic ribosomes. While no flagged protein 213 
was detected in HEK293T-empty ribosomes in response to doxycycline nor in the ribosomal-214 
free fractions, HEK293T-RPL36A ribosomes contain a flagged protein, indicating that RPL36A 215 
overexpressed protein incorporates within the ribosome (Figure 4C). Using contrast phase 216 
imaging to monitor cellular morphology, we observed that compared to MCF10A-empty, the 217 
MCF10A-RPL36A clone lacks cell-cell contact and display a fibroblastic-like morphology from 218 
day 11, this morphology being maintained until day 21 (Figure 4D). These changes in cell 219 
morphology were also observed using immunofluorescence and are associated with lack of 220 
CDH1 signals and acquisition of VIM signals in MCF10A-RPL36A clone compared to MCF10A-221 
emtpy clone (Figure 4E). In addition, decreased mRNA levels of epithelial markers (CDH1, 222 
OCLN) was observed over the MCF10A-RPL36A clone establishment compared to MCF10A-223 
empty one, associated with an increase in both mesenchymal markers (ZO-1, VIM, CDH2) and 224 
EMT-TFs (ZEB1/2, SNAI1/2, TWIST1) (Figure 4F-G). These data indicate that exogeneous 225 
overexpressed RPL36A protein integrates within ribosomes and promotes expression of EMT-226 
related molecular markers from the early days. 227 

To determine whether RPL36A overexpressing cell lines maintain EMT features over days, 228 
three additional pairs of stable MCF10A-empty and -RPL36A clones were independently 229 
established and analyzed > 25 days post-infection (clones C2 to C4, Figure 5). As previously 230 
observed, stable RPL36A overexpression in MCF10A induces change in cellular morphology, 231 
as well as a switch in the immunofluorescent staining of CDH1 and VIM markers (Figure 5A-232 
C). In addition, compared to their paired MCF10A-empty clones, stable MCF10A-RPL36A 233 
clones expressed lower levels of CDH1 and OCLN epithelial markers and higher levels of VIM 234 
and ZEB1 mesenchymal at both mRNA and protein levels (Figure 5D-H). Furthermore, 235 
miR200c was barely detected in MCF10A-RPL36A clones compared to MCF10A-empty ones 236 
(Figure 5I).  237 

At this stage, firm demonstration that RPL36A promotes EMT required additional 238 
investigations. Indeed, MCF10A has first been shown to easily trigger EMT in response to 239 
stress such as protein overexpression. Second, it has to be demonstrated that induction of 240 
EMT is specific of the ribosomal protein RPL36A. Finally, it has been shown that RPL36A 241 
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affects cell sensitivity to antibiotic, a single point mutation being sufficient to promote 242 
cycloheximide resistance in a panel of different organisms32,33. To address these points, we 243 
took advantages of five additional inducible MCF10A clones (Figure S7). Indeed, we observed 244 
a leak in exogenous protein expression in these clones, even without doxycycline induction, 245 
allowing to mimic a low RPL36A overexpression. Second, one MCF10A clone overexpressing 246 
the ribosomal protein RPL19 was developed as a control in these conditions. Finally, all the 247 
new clones were established using either blasticidin or puromycin, the previous ones having 248 
been established using hygromycin. As previously observed and whatever the selective 249 
antibiotic condition, overexpression of RPL36A, but not of RPL19, induces change in cellular 250 
morphology and a switch in CDH1 and VIM expression levels (Figure S7). These data 251 
demonstrate that RPL36A-dependant EMT induction in MCF10A is specific and does not rely 252 
on a particular antibiotic selection mechanism.  253 

Finally, since methylation of RPL36A at lysine has been shown to affect ribosome function, we 254 
studied four mutant forms of RPL36A34. As in MCF10A overexpressing a wild-type form of 255 
RPL36A, overexpression of RPL36A-K53A, -K53R, -K38/53/58R and -K38/53/58A induce 256 
changes in cell morphology and a switch in CDH1, OCLN, VIM and ZEB1 expression at both 257 
mRNA and protein levels (Figure S8). 258 

Altogether, these data indicate that RPL36A specifically triggers EMT, independently of the 259 
nature of the selective antibiotic or RPL36A methylation status.  260 

 

Discussion 261 

EMT-related cell plasticity is driven by multi-layered regulation of gene expression, in particular 262 
transcriptional and epigenetic events1–3. To date, some studies reported a role for translation 263 
in reactivating EMT-TFs expression and promoting EMT, although no study ever determines 264 
whether translation is differentially modulated at genome-wide level in epithelial and 265 
mesenchymal cells3. Here, we demonstrated that fine-tuning of translational landscape and 266 
translational apparatus occurs in mesenchymal mammary cells, the single ribosomal protein 267 
RPL36A being sufficient to trigger mammary EMT.   268 

Few years ago, a pioneer study has drawn the translational landscape occurring in the early 269 
phase of a physiologically induced EMT in human heart cells using ribosome profiling35.  In 270 
response to 45min of TGFβ treatment, about 67 mRNAs were significantly differentially 271 
regulated at translational level, supporting the notion that translational regulation occurs during 272 
EMT commitment. However, compared to the numerous data reporting a huge amount of 273 
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transcriptional and epigenetic changes, this pioneer study suggests only a limited change in 274 
translation. Since EMT is a transient and reversible process associated with different 275 
metastable stages (i.e., epithelial-mesenchymal plasticity, EMP)2,36, we aimed to limit the intra-276 
EMT heterogeneity within the analysed cell line by first, comparing initial epithelial and final 277 
mesenchymal stages and second, using an isogenic model of complete EMT, induced by 278 
overexpression of the EMT-TF ZEB1 in hMEC cells. Although this ZEB1-induced EMT might 279 
be considered as non-physiological, it has the advantage of being stable compared to MCF10A 280 
cell line, which displays a high plasticity potential and therefore, a high intra-EMT 281 
heterogeneity37,38. As expected, more than 1,000 mRNAs were regulated in our ribosome 282 
profiling at steady-state levels, recapitulating the deep transcriptional reprograming reported 283 
in EMT1,2. Unexpectedly, our data revealed a change in translational reprogramming as 284 
important as transcriptional reprogramming, the proportion of mRNAs regulated at these two 285 
levels being closed to each other. This notion was supported by two observations. First, 286 
similarity and differences in the translational reprogramming induced by the two EMT-TFs, 287 
ZEB1 and SNAIL, reflects what observed at transcriptional level and reinforces the fact that 288 
these two EMT-TFs induced different EMT programs1,2. Second, gene enrichment analysis 289 
identified well-known biological functions in the translationally differentially regulated mRNAs, 290 
suggesting that translation contributes in the profound phenotypic changes observed during 291 
EMT. Interestingly, the translationally deregulated mRNAs were involved in biological functions 292 
only recently related to EMT, such as bile acid metabolism39. In addition, it reinforces the strong 293 
relationship between EMT and inflammation, which might be maintained by EMT-induced 294 
translational regulation as suggested by our data40,41. Thus, translational reprogramming in the 295 
EMT field might uncover novel biological functions associated to EMT and be a useful 296 
additional molecular layer to identified inter-EMT heterogeneity3. Altogether, these data 297 
reiterate the importance of translational regulation in numerous physiological processes, 298 
including in EMT, but also in human diseases, where EMT-induced resistance to anti-cancer 299 
therapies have also been shown to involve translational events3,42,43.  300 

The observed translational reprogramming can result from accumulation of distinct molecular 301 
mechanisms, which have been previously reported in EMT3. It includes change in mRNA 302 
translation induced by the core eukaryotic initiation factors (eIFs), such as eIF3e, which 303 
stabilizes the complex including the initiator tRNA and the small 40S ribosomal particle and 304 
specifies translational regulation of particular mRNA subsets13,14. Previous study indeed 305 
showed that knocking-down eIF3e expression promotes EMT through increase in cap-306 
independent translation of the mesenchymal ZEB2, SNAIL or VIM mRNAs30. In ZEB1-induced 307 
EMT, we observed a decreased in association of eIF3e, as well as the 11 other subunits of the 308 
eIF3 complex, probably with the initiator tRNA:40S complex, that is not dependent upon 309 
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changes at protein level. Altogether these data suggest that eIF3 complex specifies 310 
translational program and contributes to EMT through ribosome-dependent mechanism. 311 

Today, several studies reported that heterogeneity in ribosome composition is altered in 312 
different physio-pathological contexts, in particular at ribosomal protein levels, while it has 313 
never been investigating in EMT so far16,17. The discovery that mesenchymal cells displaying 314 
the highest rate in readthrough, a defect directly resulting from ribosome, supports a 315 
modulation of ribosome composition during EMT26. In eukaryotes, it was suggested that 316 
similarly to alternative splicing, translational readthrough events rewire cellular interaction 317 
networks in a temporally and spatially controlled manner. For instance, readthrough event over 318 
the LDH-B (lactate dehydrogenase B) mRNA promotes the synthesis of a LDH-B protein with 319 
a particular C-terminal sequence addressing LDH-B to peroxisomes and thus regulating 320 
metabolic changes, an emerging hallmark in EMT also observed in our gene ontology 321 
analyses44,46,48. Interestingly, it was shown that deletion of the non-essential eIF3-associated 322 
factor eIF3J resulted in significantly increased readthrough, although from our results, eIF3J 323 
was not detectable in mass spectrometry data in both epithelial and mesenchymal purified 324 
ribosomes45. In contrast, we identified a change in composition of the ribosome itself, the 325 
proportion of RPL36A-containing ribosomes between the mammary epithelial hMEC and 326 
mesenchymal hMEC-ZEB1 cells being increased, that is not dependent upon change in protein 327 
level, as observed for eIF3 complex. Although being considered as essential in yeast, 328 
systematic studies focused on RPs revealed particular activities of RPL36A in humans. 329 
RPL36A is one of the few RPs displaying the ability to incorporate into pre-existing cytoplasmic 330 
ribosome independently of the canonical ribosome biogenesis47. Indeed, in neurons, RPL36A 331 
not only shows a short-half-life but also exists at sub-stoichiometric level within the ribosome, 332 
its recruitment within the ribosome being subcellular location-specific. These data indicate that 333 
RPL36A-containing ribosome exist in different proportions, in particular within neurons whose 334 
embryonic formation relies on EMT. Interestingly, we observed additional changes in ribosome 335 
composition in ZEB1-induced EMT, at rRNA chemical modification levels, in particular at rRNA 336 
2’Ome levels (see back-to-back manuscript Morin et al, submitted). Overall, these data support 337 
the notion that heterogeneity in ribosome composition, and in ribosome intrinsic activity, is a 338 
novel molecular feature of EMT. 339 

Only few evidence so far suggest that ribosomal protein could contribute in EMT. While 340 
ribosomal proteins RPLS7 and RPL22L1 have been shown to promote CDH1/VIM switch in 341 
prostate and ovarian cancer cell lines, respectively, RPS5 has been shown to inhibit fibrosis in 342 
hepatic stellate cells49,51,53. Interestingly, in mouse embryonic stem cells (mESCs), two 343 
populations of ribosomes co-exist, RPL10A- and RPS25-containing ribosomes that actively 344 
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translate distinct pools of mRNAs, respectively encoding extracellular matrix (ECM) proteins 345 
and B12 vitamin signalling proteins50. Another study reported that purifying RPL10A-346 
associated mRNAs as a surrogate of polysome purification (i.e., actively translated mRNAs), 347 
revealed significant enrichment in translation of pro-fibrotic mRNAs, such as TIMP1 and CD90 348 
mRNAs52. Moreover, it has recently been reported that RPL10A-containing ribosome 349 
decreases during mesoderm differentiation, resulting in a decreased translation of mesoderm 350 
regulators54. These data identified RPL10A as a specific translational regulator of ECM and 351 
mesoderm regulator, which are key markers of epithelial-to-mesenchymal transition. Here, 352 
using different immortalized mammary MCF10A clones, we revealed that RPL36A specifically 353 
triggers EMT through ribosome integration. Indeed, overexpressed flagged RPL36A was 354 
detected in the ribosome fractions but not in the ribosome-free ones, although it remains to be 355 
demonstrated that RPL36A overexpression increase the proportion of RPL36A-containing 356 
ribosome in MCF10A. It has to be noted that the biological function of RPL36A in human 357 
remains poorly investigated. A single study in a panel of cancer cell lines showed that RPL36A 358 
knock-down mostly affects translation compared to transcription, the translationally 359 
dysregulated mRNAs being involved in cell cycle, organelle organization and nucleotide 360 
metabolism, key cellular function for EMT comitment57. 361 

Altogether, our data demonstrate that a profound translational reprogramming co-occurs with 362 
the well-known transcriptional reprogramming in mesenchymal cells. Moreover, it appears that, 363 
in additional to translation, heterogeneity in ribosome composition is a novel molecular feature 364 
of EMT as well as a novel determining factor triggering EMT commitment.   365 
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Materials and methods 

 

Cellular models and viral infection  

The primary human mammary epithelial cells (hMECs, Lonza) were immortalized by hTERT 

overexpression using neomycin selection24. Additional hMEC cellular models were previously 

derived using puromycin selection to stably over-express EMT-TFs to promote EMT, either the 

murine ZEB1 (hMEC-ZEB1) or the human SNAIL (hMEC-SNAIL)24. hMEC cell lines were 

cultured in DMEM F12 media (Gibco, 21331020) supplemented with 10% fetal bovine serum 

(Capricorn Scientific, FBS-12A), 1% penicillin-streptomycin, 1X GlutaMax, 0.01μg/mL hEGF, 

0.5μg/mL hydrocortisone and 280mU/mL insulin at 37°C in a humidified atmosphere with 5% 

CO2. 

MCF10A (ATCC CRL-10317™) cells were cultured in DMEM F12 media (Gibco, 21331020) 

supplemented with 5% horse serum (Gibco, 16050-122), 1% penicillin-streptomycin, 1X 

GlutaMax, 0.02μg/mL hEGF, 0.5μg/mL hydrocortisone, 300mU/mL insulin and 100ng/mL 

cholera toxin at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. They were transduced with 

different lentiviral particles produced as previously described using HEK293T, cultured in 

DMEM high glucose GlutaMAX (Gibco, 61965026), supplemented with 10% fetal bovine serum 

(Capricorn Scientific, FBS-12A), 1% penicillin-streptomycin, 1X NEAA, 1mM Sodium pyruvate. 

Several different clones were generated overexpressing either control (empty) and wild-type 

or mutant RPLs in a constitutive (pWPIR) or inducible (pTRIPZ) manner. MCF10A derived 

cellular models were selected and maintained with distinct antibiotics (30μg/mL hygromycin, 

1μg/mL puromycin or 5μg/mL blasticidin).  

 

Ribosome profiling 

Ribosome profiling was performed as previously described55. Briefly, 15.106 hMEC-derived 

cells were snap frozen in liquid nitrogen to stop translation. Cytoplasmic fractions were then 

separated using 15-50% sucrose gradients by ultracentrifugation and polysome profiles were 

collected using gradient device. For the RIBOseq, the polysomal fractions were then digested 

with 15U RNase I AMBION/OD260 for 1hr at 25°C. Ribosome protected fragments (RPF) were 

purified by phenol-chloroform extraction, and suspended in Superase-IN AMBION solution 

(1U/μL). 28- to 34-nt RNA fragments were then purified from 16% (vol/vol) acrylamide-

bisacrylamide (19:1) / 7M urea gel by passive diffusion. Ribosome footprints were depleted 

from ribosomal RNA with the Ribo-Zero Human kit (Illumina) following the manufacturer’s 

recommendations. Sequencing libraries were prepared from an equal number of RPF with the 
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TruSeq Small RNA library preparation kit (Illumina). Next generation sequencing was 

performed using a HisEq. 2500 single read 75.  

Raw data were first trimmed to remove the 3′ adapter sequence with CutAdapt 1.9.1 and then 

mapped against the rRNA sequences of hg38 human genome with Bowtie 1.1.2. These filtered 

reads were finally mapped against the complete genome (hg38 human genome) and against 

the coding sequences only with Bowtie 1.1.2. The number of reads for each gene was 

calculated with the featureCounts 1.5.0-p2 program and normalized with DESeq2 method 

through SARTools R Package. To represent RNAseq and RIBOseq profiles, we used the 

cross-graphic representation where we display log2 fold-changes (FC) in both data. The data 

were directly taken from the tables generated by SARTools. The graphic was done using 

Bokeh v0.12.9 (https://bokeh.pydata.org/en/0.12.9/). Finally, gene enrichment analysis was 

performed using Hallmark and Gene Ontology annotation. Bioinformatic analyses were 

performed using R. Dataset are available on GeoProfile (GSE). 

 

Readthrough luciferase reporter assays 

A dual reporter, containing nonsense mutation (UAG > UAC) into the pAC99 plasmid, was 

used to quantify stop-codon readthrough through the measurement of luciferase and β-

galactosidase (internal calibration) activities. hMEC-derived cells were seed in a 96-well plate, 

24hrs before transfection with the reporter plasmid in the presence of JetPei reagent (Ozyme). 

Cells were harvested 24hrs post-transfection, with trypsin–EDTA (Invitrogen), lysed with Glo 

lysis buffer (Promega) and β-galactosidase and luciferase activities were assayed. 

Readthrough efficiency was estimated by calculating the ratio of luciferase activity to β-

galactosidase activity obtained with the mutant construct, with normalization against an in-

frame wild-type control construct. At least 10 independent transfection experiments were 

performed. 

 

tRNAome 

Total RNA was purified using Trizol reagent (ThermoFisher). tRNAome was performed using 

tRNAseq (Arraystar, USA). 

 

Ribosome purification 

Cytoplasmic fractions were obtained by mechanical lysis of cells using the PreCellys device 

(Ozyme) and centrifugation at 750g for 10min to pellet nuclei then 12,000g for 10min to pellet 

mitochondria27. Cytoplasmic fractions were loaded onto a 1M sucrose cushion in buffer (50mM 
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Tris-HCl pH 7.4, 5mM MgCl2, 500mM KCl, 2mM DTT) and centrifugate for 2hrs at 250,000g. 

Ribosome pellet were resuspended in buffer (50mM Tris-HCL pH 7.4, 5mM MgCl2, 25mM KCl). 

 

Riboproteome 

Five replicates of ribosomes were purified from hMEC and hMEC-ZEB1 cell lines before 

characterization by mass spectrometry-based proteomic analysis as described55. Briefly, 

extracted proteins were stacked in the top of a 4-12% NuPAGE gel (Invitrogen) before in-gel 

digestion using modified trypsin (Promega). Resulting peptides were analysed by nanoliquid 

chromatography coupled to tandem MS (Ultimate 3000 RSLCnano system coupled to Q-

Exactive Plus, Thermo Scientific) using a 120-min gradient. RAW files were processed using 

MaxQuant version 1.5.8.3 and the SwissProt database (Homo sapiens taxonomy, June 2017 

version)56. Intensity-based absolute quantification (iBAQ) values were calculated from MS 

intensities of unique+razor peptides and used for statistical analyses using ProStaR58,59. Only 

proteins quantified in at least 5 replicates of 1 condition were kept. For each sample, individual 

iBAQ values were normalized by the sum of iBAQ values coming from ribosomal proteins. 

Missing data were imputed using the .5-percentile value of each column before statistical 

testing using limma t-test. Differentially expressed proteins were sorted out using a log2(fold 

change) cut-off of 1 and an adjusted p-value allowing to reach a FDR threshold below 0.5% 

using the Benjamini-Hochberg method. 

 

Western blotting 

Proteins were purified using Laemmli (125mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 200mM DTE, 20% 

glycerol) supplemented with inhibitors of proteases (PhosSTOP EASYpack, Roche, 

04 906 837 001) and phosphatases (Pierce™ Phosphatase inhibitor, Thermo Scientific, 

#88667) before denaturation at 95°C for 5min and centrifugation 5min at 7,000g at 4°C. Protein 

lysates were quantified with TCA, subjected to SDS-PAGE with the appropriate percentage of 

acrylamide/bis-acrylamide and blotted onto 0.45μm nitrocellulose membranes (Amersham™ 

Protran™, 10600009). Membranes were blocked in TBS solution containing 0.05% Tween 20 

and 5% non-fat milk and incubated with primary antibodies overnight (Table S4). Fluorescent 

secondary antibodies (StarBright Blue 700 Fluorescent Secondary Antibodies, Bio-rad) were 

used and signals were revealed using Chemidoc MP and quantified with Image Lab Software 

(BioRad). 

 

 

RNA extraction and RT-qPCR 
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Total RNA was extracted using Direct-ZOL RNA purification kit (Ozyme, ZR2073) and 

quantified with the spectrophotometer NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). cDNA was 

synthetized from 200 ng of purified total RNA using the PrimeScript RT kit (Takara). Real-time 

qPCR was performed using LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (Roche) using in-

house designed primers (Table S5). Relative fold-changes were calculated using the 2- CT 

method60, using Human XpressRef Universal Total RNA (Qiagen) as control sample for inter-

run normalization and GAPDH as housekeeping gene. Each sample was quantified in 

triplicate.  

 

Immunofluorescence 

Cells were grown on glass coverslips and fixed in 4% of paraformaldehyde in 1X PBS before 

permeabilization with 0.5% Triton X-100 in 1X PBS. Primary antibodies were applied before 

secondary antibodies labelled with AlexaFluor488 or 555 (Molecular Probes) (Table S4). 

Coverslips were mounted using the Fluoromount G mounting medium (EMS). Images were 

acquired on a Zeiss confocal microscope (Zeiss LSM780 NLO).  

 

Availability of datasets 

The generated ribosome profiling data are available in the GEO profile (GSEXXX, token for 

reviewer access: XXX). The datasets include the fastq of each sample, a read count matrix for 

each sample and a matrix summarizing the biological data. 
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Figure legends 

 

Figure 1. The translational landscape of ZEB1-induced mesenchymal cells is distinct 
from the one of epithelial cells. (A-B) Ribosome profiling. Cytoplasmic lysates were divided 

in two fractions to quantify RNA steady-state levels by RNAseq and ribosome-protected 

mRNAs issued from polysomes by RIBOseq. Using decision tree based on log2 fold-changes 

(FC) between hMEC and hMEC-ZEB1, and adjusted p-values (Figure S2E), three main 

classes were identified for which log2(FC) RIBOseq and RNAseq data are plotted (A). 

Compared to epithelial hMEC cells, hMEC-Zeb1 cells display mRNAs, whose cytoplasmic and 

ribosome-associated levels vary concomitantly (“BOTH”, black); mRNAs whose cytoplasmic 

levels vary independently of ribosome-associated ones (“RNAseq”, green); and mRNAs whose 

ribosome-associated levels vary without change in their cytoplasmic levels (“RIBOseq”, pink). 

mRNA number in each class is given (B). Mesenchymal hMEC-ZEB1 cells display a higher 

proportion of mRNAs regulated at translational level than transcriptional one compared to 

epithelial hMEC cells. (C) Analysis of gene enrichment. Gene enrichment was performed using 

the “RIBOseq” mRNA lists compared to either hallmark or gene ontology (GO) annotations. 

The top 10 of each list is shown in descending order of adjusted p-values. The RIBO_UP class 

is enriched in signature related to epithelial-mesenchymal transition. (D) Deregulated mRNAs 

of the Hallmark_EMT signature. Individual log2(FC) of RNAseq or RIBOseq data are shown 

for the mRNAs belonging to the Hallmark_EMT signature and increased in hMEC-ZEB1 

compared to hMEC cells either concomitantly at transcriptional/translational levels 

(“BOTH_UP”) or at translational levels only (“RIBOseq_UP”).   

 

Figure 2. Translational readthrough is increased in ZEB1-induced mesenchymal cells 
compared to the mammary epithelial hMEC cells independently of any alteration in the 
tRNAome. (A) In cellulo translational readthrough. Transient transfection of readthrough 

reporter assay was performed to compare translational fidelity of hMEC overexpressing or not 

ZEB1. A significant increase in the percentage of readthrough was observed in hMEC-ZEB1 

compared to hMEC. (B) tRNAome. The repertoire of tRNAs was profiled by tRNAseq in 

epithelial and ZEB1-overexpressing cells. No difference was observed between the two cell 

lines.    
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Figure 3. ZEB1-induced mesenchymal hMEC cells display more ribosomes containing 
RPL36A than epithelial hMEC cells. (A) Riboproteome. Purified ribosomal particles from 

hMEC and hMEC-ZEB1 cells were analysed by mass spectrometry. Differential ratio between 

hMEC-ZEB1 and hMEC is represented as log2(FC) and -log10(adj.p-value). Compared to 

epithelial hMEC cells, ZEB1-overexpressing mesenchymal cells display lower proportion of 

ribosomes associated with 12 subunits of the eIF3 complex and higher proportion of ribosomes 

associated with RPL36A. (B) Validation of riboproteome. A representative western blot 

performed on purified ribosomal particles and ribosome-free fraction from hMEC-ZEB1 and 

hMEC cells is shown. RPS6 and RPL19 are used as loading control proteins from small and 

large ribosomal subunits, respectively. RPL36A detection level is higher in purified ribosomes 

of mesenchymal hMEC-ZEB1 than epithelial hMEC cells, while eIF3E subunit is decreased in 

hMEC-ZEB1 ribosome fraction. (C-D) Expression of RPL36A. Compared to hMEC cells, 

hMEC-ZEB1 cells display similar levels of RPL36A at mRNA levels (RTqPCR, C) and protein 

levels (Western blot, D). A representative Western blot is shown in (D). Each dot represents a 

biological replicate (n = 3). Statistical t-test has been performed. Ns: non-significant. 

 

Figure 4. RPL36A overexpression gradually promotes EMT in MCF10A cells. (A-B) 

RPL36A overexpression. Overexpression of RPL36A was analysed in constitutive RPL36A-

overexpressing MCF10A clone at protein levels by Western blot 7 days post-lentiviral infection 

(A) and at mRNA levels by RTqPCR during the first days post-lentiviral infection (B). Increase 

in both RPL36A protein and exogenous RPL36A mRNA levels was detected. (C) Incorporation 

of overexpressed RPL36A in ribosomal particles Using HEK293T expressing inducible 

RPL36A-Flag protein, composition of purified ribosome was assessed using Western blot. 

RPS6 and RPL19 are used as loading control proteins from small and large ribosomal 

subunits, respectively. RPL36A-Flag protein was detected only in the doxycycline induced cell 

line. (D) Monitoring of cell morphology. Pictures in phase contrast show morphology of both 

MCF10A-empty and -RPL36A clones over time. While the MCF10A-empty clone conserves 

an epithelial morphology, the MCF10A overexpressing RPL36A display a switch to a fibroblast-

like morphology from day 11. White bar = 200μm (magnification x10). (E) Immunofluorescence 

staining. Representative immunofluorescence pictures of MCF10A-empty and -RPL36A 

clones from day 11 to day 21 post-lentiviral infection show the staining of epithelial CDH1 (red) 

and mesenchymal VIM (green) markers. Compared to MCF10A-emtpy, MCF10A-RPL36A 

shows a complete loss of CDH1 protein expression and a higher level of VIM protein from day 

18. White bar = 100μm (magnification x40). (F-G) Kinetic of EMT-related mRNA levels. Levels 

of EMT markers (D) and EMT-TFs (E) were compared between MCF10A-empty and -RPL36A 
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clones during the first days post-lentiviral infection by RTqPCR. Compared to MCF10A-empty, 

constitutive overexpression of RPL36A decreases mRNA levels of epithelial markers while it 

increases mRNA levels of mesenchymal markers and all the EMT-TFs.  

 

Figure 5. Constitutive RPL36A overexpression triggers EMT in MCF10A cells. (A) 

Exogenous RPL36A mRNA levels. Overexpression of exogenous RPL36A was validated by 

RTqPCR in a pair of three stable MCF10A-empty and -RPL36A clones (C2 to C4). Exogenous 

level of RPL36A mRNA was detected compared to empty MCF10A cells. (B) Cell morphology. 

Pictures in phase contrast show morphology of pairs of constitutive MCF10A-empty and -

RPL36A clones. While the MCF10A-empty clones conserve an epithelial morphology, the 

MCF10A overexpressing RPL36A clones display a fibroblast-like morphology. White bar = 

200μm (magnification x10). (C) Immunofluorescence staining. Representative 

immunofluorescence pictures of pairs of constitutive MCF10A-empty and -RPL36A clones 

show the staining of epithelial CDH1 and mesenchymal VIM markers. Compared to the 

representative MCF10A-emtpy clone C2, the three MCF10A-RPL36A clones show a loss of 

CDH1 protein level and a higher level of VIM protein. White bar = 100μm (magnification x40). 

(D-G) EMT-related mRNA levels. Levels of EMT markers (D-F) and EMT-TF ZEB1 (G) were 

compared between the three pairs of MCF10A-empty and -RPL36A clones by RTqPCR. 

Compared to MCF10A-empty, constitutive overexpression of RPL36A decreases mRNA levels 

of epithelial markers while it increases mRNA levels of the mesenchymal markers. (H) EMT-

related protein levels. Levels of EMT markers and ZEB1 were compared between the three 

pairs of MCF10A-empty and -RPL36A clones by Western blot. Like mRNA levels, decrease in 

epithelial markers and increase in mesenchymal ones was observed in MCF10A-RPL36 

clones compared to MCF10A-empty ones. (I) EMT-related miRNA levels. Levels of miR-200c 

were compared between MCF10A-empty and -RPL36A clones by RTqPCR. Compared to 

MCF10A-empty, constitutive overexpression of RPL36A decreases miR-200c levels.  
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Supplementary Information 

 

Supplementary Materials and Methods 

 

Polysome 

107 hMEC cells were seeded in 15cm dish and 24hrs latter, either snap frozen (ribosome 

profiling) or incubated for 15min with 100μg/ml cycloheximide (CHX) (polysome-coupled to 

medium through-put RTqPCR). Cytoplasm was purified in lysis buffer (20mM KCl, 5mM 

MgCl2, 50mM Tris-HCl pH 7.4, 4.5% sucrose, 0.5mM DTE and 100μg/ml CHX) by mechanical 

lysis using the PreCellys device (Ozyme) and two rounds of 10min centrifugation at 1,000g 

and 12,000g to pellet nucleus then mitochondria. Equivalent of 2 mg of cytoplasmic protein 

was loaded onto a 10-40% sucrose gradient and sedimented by ultra-centrifugation at 

40,000rpm for 2hrs at 4°C using SW41 rotor on L7-55 ultracentrifuge (Beckman). Absorbance 

profiles and collection of polysomes were performed using an ISCO UA-6 detector at 254 nm. 

Polysomal fractions were pooled prior RNase digestion (ribosome profiling) or RNA extraction 

(polysome-coupled to medium through-put RTqPCR).  

 

Medium through-put RT-qPCR 

mRNA levels in cytoplasm and polysome were quantified by medium through-put real-time 

qPCR using Master Mix 2X EvaGreen (BioRad) on the BioMarkHD device (StarLab) as 

previously described61 (Table S5). Relative fold-changes (FC) were calculated using the 2-

CT method60, using Human XpressRef Universal Total RNA (Qiagen) as control sample for 

inter-run normalization and the median of 5 housekeeping genes. Each sample was quantified 

in triplicate.  

 

Gel staining  

1D electrophoresis of purified ribosome was stained after gel prefixation in methanol using 

either coomassie blue coloration (0.25% Coomassie Blue R-250 solution) or silver staining 

(0.1% silver nitrate solution).  

 

Cryo Electron Microscopy 

Purified ribosomes resuspended in buffer (50mM Tris-HCL pH 7.4, 5mM MgCl2, 25mM KCl, 

1mM DTT) were frozen on Quantifoil grids at 180nM of 80S final concentration. The quality of 
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the preparations was controlled by performing density maps at around 15Å on Tecnai G2 

Sphera FEI device. High resolution of ribosome preparations was assessed using Titan Krios 

equipped with direct electron detector. Image processing was performed using 4 Gpu for cryo-

EM reconstruction (Linux Vision®, Spain) on 206,854 80S particles to reach 3.8Å resolution. 
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Supplementary Tables 

 

Table S1. Complete datasets of dysregulated mRNA identified by ribosome profiling between 

hMEC-ZEB1 and hMEC. 

Table S2. Complete analysis of gene enrichment of dysregulated mRNA identified by ribosome 

profiling between hMEC-ZEB1 and hMEC. 

Table S3. Complete identified by mass spectrometry using purified ribosomes from hMEC-

ZEB1 and hMEC. 

Table S4. List of antibodies. 

Gene Reference, Brand Dilution  
western blot Dilution immunofluorescence 

-tubuline CP06, Calbiochem 1/500 N/A 

CDH1 810181, BD Biosciences 1/3,000 1/100 
eIF3A NBP1-18891, Novusbio 1/1,000 N/A 

eIF3B A301-761A, Bethyl 1/2,000 N/A 

eIF3C A300-377A, Bethyl 1/1,000 N/A 
eIF3D pab73778, Covalab 1/1,000 N/A 

eIF3E ab36766, Abcam 1/500 N/A 

eIF3F pab70099, Covalab 1/1,000 N/A 
eIF3G pab75515, Covalab 1/2,000 N/A 

eIF3H A301-754A, Bethyl 1/1,000 N/A 

eIF3I 646701, Ozyme 1/1,000 N/A 
eIF3K NB100-93304, Novusbio 1/2,000 N/A 

eIF3L pab0859-P, Covalab 1/1,000 N/A 

eIF3M NBP1-56654, Novusbio 1/1,000 N/A 
Flag Sigma, F7425 1/1,000 N/A 

Histone H3 ab1791, Abcam 1/3,000 N/A 

Ku80 ab3715, Abcam 1/2,000 N/A 
OCLN ab31721, Abcam  1/500 N/A 

RPS6 A300-557A, Bethyl 1/1,000 N/A 

RPL19 ab224592, Abcam 1/500 N/A 
RPL36A Custom, Biotem 1/2,000 N/A 

SNAIL/SLUG ab85936, Abcam  1/1,000 N/A 

VIM ab92547, Abcam  1/500 1/100 
ZEB1 HPA027524, Sigma  1/500 N/A 
 

Table S5. Primer sequences. 
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Gene Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’) 
ACOT2 TGC-TCA-GTC-ATC-CCG-AGG-TA CCG-TGA-TGC-CCT-TCA-GGA-AA 

ACTA2 CTA-TGC-CTC-TGG-ACG-CAC-AAC-T CAG-ATC-CAG-ACG-CAT-GAT-GGC-A 

Actin TCC-ATC-ACG-ATG-CCA-GTG CCA-ACC-GCG-AGA-AGA TGA 

ADAM12 TCA-GAC-AAT-CCC-CTT-GGT-GC CCT-CCT-TTC-TCA-ACC-GCC-AT 

ADAM23 GCC-TTC-GGC-TCC-AAA-TTC-AT ACA-GTG-CTC-TCC-ACC-CTT-AG 

ADAMTS4 CAG-ATG-TGG-TAC-TGC-CTG-GG TTG-CCA-GCC-ACT-AGG-ACT-TG

ADGRD1 CGT-GGT-CAA-CAT-TGG-CAT-CC TGG-CTG-TCA-ACT-TGA-AGG-CA

ANOS1 ATC-ATG-TGC-GGT-GGT-TTC-CT TTT-TCG-TGG-GTC-ATG-CCA-GA 

ATP2C2 GTC-GTG-ATT-GGA-ACA-GGG-GA GGT-GTC-TCT-TCA-GCC-TGC-AT 

C3AR1 GGA-ATT-CTG-GAG-GCA-GCC-TT TGT-TTG-AGG-GAC-AGT-GGG-TG 

CCDC102B TGG-AAG-AAC-TAA-AGC-AGG-GAC-T AGA-CCT-CTG-GAG-CTT-ACG-GA 

CCL28 ATG-TGT-CGC-ATC-CAG-AGA-GC TCT-GCG-CTT-GAC-ATG-AAG-GA

CD74 ACA-GTC-ACC-TCC-CAG-AAC-CT GCA-TCT-TGC-TCA-CAG-GCT-TG 

CD93 CGG-CAG-ACA-GTT-ACT-CCT-GG CAG-GTG-TCG-GAC-TGT-ACT-GG 
CDH1 CCC-GGG-ACA-ACG-TTT-ATT-AC GCT-GCC-TCA-AGT-CAA-AGT-CC

CDH2 CCT-CCA-GAG-TTT-ACT-GCC-ATG-AC GTA-GGA-TCT-CCG-CCA-CTG-ATT-C

CEACAM5 CTG-CTC-ACA-GCC-TCA-CTT-CT TCC-CCT-CTG-CGA-CAT-TGA-AC 

CGN GCC-TCT-CTC-AGC-TTG-AGT-CC TCT-CCC-TCT-CTT-CAG-CCT-GT

CLDN14 CCA-TCC-AGA-GCC-CTT-TCA-GG GGA-GCT-CCA-CGA-AAG-GTC-TT 

CNTN1 ACA-CTG-GGT-AGA-GGA-GAG-CC GAA-GGA-GCC-ACA-TTT-GGT-GC 

COL5A2 GGC-AGA-GAG-GTG-AAA-CTG-GG GGC-ACC-AGG-AGT-ACC-ATC-AG 

COL5A3 GAG-GAA-GAA-AGG-GCG-AGG-TC GGC-AGA-TTT-GGA-GCT-GGA-GT 

COL6A3 ATG-TGG-CTG-TGG-TCT-GCT-AC TAG-AAG-CTG-ACC-TTG-CTG-GC 

CPNE4 CAG-TCT-CAT-GGG-CAG-TGG-TT TGG-GTT-TAT-GCA-GGT-GCG-AA 

CX3CL1 TCA-CGT-GCA-GCA-AGA-TGA-CA TCT-CCA-AGA-TGA-TTG-CGC-GT 

DCN CAG-AGT-ACC-TGG-TGG-GCT-G GGT-GGG-CAG-AAG-TCA-CTT-GA 

F2RL2 TTC-CCC-TTT-TCT-GCC-TTG-GA AGC-ACT-TTC-TTC-AGG-GCA-CT 

FAAH2 GCC-TGG-GTC-TGT-CAG-TGT-AC TCC-ACC-AGC-TCT-TTA-CGC-AG 

FGFR1 TCA-GAT-GCT-CTC-CCC-TCC-TC GAG-CTA-CGG-GCA-TAC-GGT-TT 

FGR CCA-AAG-GTG-CCT-ACT-CCC-TG TCA-CAT-GAT-CGC-CTC-TGG-TC 

FOXC2 GCA-GTT-ACT-GGA-CCC-TGG-AC CCT-CCT-TCT-CCT-TGG-ACA-CG 

GABRP TTC-CTG-GTG-GTG-TTG-TCC-TG CGT-CAC-TCC-AAT-GCA-GGT-TC 
GAPDH AGC-CAC-ATC-GCT-CAG-ACA-C GCC-CAA-TAC-GAC-CAA-ATC-C 

GJA5 AGT-ACA-CAA-GCA-CTC-GAC-CG AAA-TCA-GCC-TGC-TCA-TCC-CC 

GPC4 ATT-CTG-GTC-CTC-CCT-TCC-GA ACC-TGC-TTT-TGC-CTT-TCC-CA 

GPM6B ACC-TAT-GTG-CTT-GGA-GTG-GC GGT-CTG-CGG-TGA-CTT-GAT-GA 

HPRT1 TGA-CAC-TGG-CAA-AAC-AAT-GCA GGT-CCT-TTT-CAC-CAG-CAA-GCT 

HSH2D CCT-CTA-CTC-CAA-CGC-AGT-GG TCA-TCT-CTG-CTG-ACG-GCT-TC 
HSP90AA1 GCC-AGT-TCG-GTG-TTG-GTT-TT GAG-GAC-TCC-CAA-GCG-TAC-TG 

HSP90AB1 TCA-AGG-GCA-AGA-TCA-GCG-AG GTT-ACA-CAC-CTG-CTC-CAG-CT 

HSPA1A/B TCA-AGG-GCA-AGA-TCA-GCG-AG GTT-ACA-CAC-CTG-CTC-CAG-CT 

IL6 AGT-GAG-GAA-CAA-GCC-AGA-GC ATT-TGT-GGT-TGG-GTC-AGG-GG 
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ITGA11 AAG-GTG-GCT-TTC-CGT-CTT-GA CGC-TCA-TTA-CTG-TCA-CTG-CC 

JAM3 GGC-ACT-TTG-GTG-TTC-ACT-GC TCC-ATC-TCC-TGC-TCC-TCA-CA 

KRT15 GGA-CGA-CTT-CAG-GCT-CAA-GT GTC-AGC-TCA-TCC-AGG-ACT-CG 

KRT18 GCT-GGA-AGA-TGG-CGA-GGA-CTT-T TGG-TCT-CAG-ACA-CCA-CTT-TGC-C 

LAMA1 TCA-AAC-ACC-AGG-TGG-CAG-TT TGC-CTC-GGT-TCA-CAC-TCA-TC 

LAMB4 TGT-GAA-TGT-GAC-CCC-GAT-GG TTT-GCA-CTG-GTC-GCA-TTT-GG 

LCN2 CAA-TGT-CAC-CTC-CGT-CCT-GT GCT-GGC-AAC-CTG-GAA-CAA-AA 

LMNTD1 GCA-GCA-TCT-GAA-GCA-AAG-CA ATG-GCT-TGA-CCG-TTC-GGT-TT 

LSR AGA-CTG-GCT-CTT-CGT-GGT-TG ATG-CCC-AGG-AGG-AGG-AAG-AT

MAN1A1 TGG-TGG-ACT-ACT-CTC-AGC-CT GCC-CAA-GGT-ATT-CCA-GAG-GG 

MUC16 CCT-GCT-AAG-GCC-CTT-GTT-CA CCC-CAT-CTT-TCT-CTG-GCC-TG 

MUC4 CCA-GGA-ACC-ACA-GAG-GAC-AC GAG-CCT-GTT-GAG-GTG-ACT-GG 

MXRA5 GCT-GGC-ATT-GCT-AAA-CAC-GT TCC-AAC-TTG-GTC-AGT-CCT-GC 

NTRK1 GGG-AGC-TGA-GAA-ACC-TCA-CC TGA-GCC-GAG-TGA-AAT-GG 

NWD2 TGC-AAT-GCA-GCC-TTC-TAC-CA ACC-CTT-TTC-GTG-TAA-CAG-CT 

OCLN TGG-AGG-AGG-ACT-GGA-TCA-GG TCC-TGT-AGG-CCA-GTG-TCA-AA 

OMD ATG-GTG-AAC-AAC-GAA-GCA-CT TGC-CCT-TCT-GCT-CCT-TCT-TG

P4HA3 GCA-TCA-GGG-GAG-AAG-CAG-TT TCC-TTC-AGC-CAG-GCA-CTT-TT 

PCOLCE2 TCG-AGA-GTG-ACA-ACC-TGT-GC TCT-TGT-TGC-CAC-TGG-ACA-CA 

PGK1 AAG-TGA-AGC-TCG-GAA-AGC-TTC-TAT AGG-GAA-AAG-ATG-CTT-CTG-GG 

PIGR AGG-GTC-CTG-GGC-TCC-TAA-AT AAG-GGC-AGT-TGA-TGG-TCA-CC 

PLA2G7 AGG-GGT-TCA-GTC-CAC-CAG-AA AGC-ATG-TGT-CCA-ATT-ATT-TTG-CCA 

PLCD4 AAC-TTG-CCA-TGC-TGC-GTT-TT GGT-GAA-TGT-GGC-GGT-AAC-CT 

PPI2A GTC-AAC-CCC-ACC-GTG-TTC-TT CTG-CTG-TCT-TTG-GGA-CCT-TGT 

PRKD1 CTG-GGG-CAG-AGT-CTG-ATG-TG CAC-TGT-CGT-TCT-GGC-ACT-CT 

PRSS8 CAT-GTG-TGT-GGT-GGC-TCT-CT CCC-AGC-TTG-ACC-TCA-TAG-GC 

PTGFR TGT-TGG-AGC-CCA-TTT-CTG-GT ATG-TTG-CCA-TTC-GGA-GAG-CA

PTGIR CTCA-AGC-TCT-GGG-TCT-GCT-G CTT-TCC-CAC-AGG-AGC-AGA-GG 

RASSF5 GAC-CCT-CTC-CAG-AAA-GCA-CC CCC-AGG-CAG-TTC-TTC-TCT-CG 

RPL19 ACA-TGG-GCA-TAG-GTA-AGC-GG ACG-GTA-TCT-TCT-GAG-CAG-CC
RPL19 exogenous 
pTRIPZ AGT-GAA-CCG-TCA-GAT-CGC-AC AGT-GAA-CCG-TCA-GAT-CGC-AC 

RPL36A GCT-CAA-CGC-ACT-CAA-GCC-TT ATG-ACA-GGA-AGC-AGA-GTG-GC
RPL36A exogeneous 
pTRIPZ AGT-GAA-CCG-TCA-GAT-CGC-AC CCT-GGG-CGT-ACA-GAG-AAT-CC  

RPL36A exogeneous 
pWPIR TAA-GTG-CAG-TAG-TCG-CCG-TG GTT-GGT-GCT-TGC-CAC-ACT-TC 

SCGB1A1 CTG-GTC-ACA-CTG-GCT-CTC-TG AGG-AGG-GTT-TCG-ATG-ACA-CG 

SERPING1 CTG-GGG-ATA-GAG-CCT-CCT-CA TGT-TGT-TGC-GAC-CTT-CCC-TT

SFRP1 CGC-AAG-GTG-AAG-AGC-CAG-TA CTG-AAA-GGT-GGG-GCA-CTC-AT 

SHANK2 CAA-GTT-GCC-CTG-AAG-ACC-CT CCG-ACG-ATG-GCT-GTG-TGA-TA 
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SLC1A3 GTG-GAC-TGG-TTC-CTG-GAT-CG TCG-TGA-CAA-GTG-CTC-CAC-AA 

SLC5A1 TGG-AAT-GCC-CTG-GTT-TTG-GT ACC-GCT-TCC-TCA-GGT-ACT-CT 

SNAI1 CAC-TAT-GCC-GCG-CTC-TTT-C GCT-GGA-AGG-TAA-ACT-CTG-GAT-TAG-A 

SNAI2 TGG-TTG-CTT-CAA-GGA-CAC-AT TGA-CCT-GTC-TGC-AAA-TGC-TC 

SPARC CTG-TGG-CAG-AGG-TGA-CTG-AG GGT-GGT-TCT-GGC-AGG-GAT-TT 

ST14 CTA-CCA-CAA-GGA-GTC-GGC-TG CGG-GAT-GCT-GAA-CTC-AGA-CC 

SULF1 GAC-GGC-AAG-TCT-GTC-CTC-AA TGT-TCG-AAA-CCT-GTT-ACC-TGG 

SYT11 ACA-GTG-GTG-GTC-CTC-AAA-GC AGG-ATT-ACC-TGA-GAG-ACC-GGT 
TGFB1 CGA-CTA-CTA-CGC-CAA-GGA-GG GAG-CAA-CAC-GGG-TTC-AGG-TA 

TGFBR2 GTC-ACT-GAC-AAC-AAC-GGT-GC ACA-GAT-GGA-GGT-GAT-GCT-GC 

TGFBR3 CCT-CAG-TCC-ACA-TCC-ACC-AC CCA-CAG-AAC-CCT-CAG-ACA-CC 

TJP1 (ZO1) TCA-CGC-AGT-TAC-GAG-CAA-GT TGA-AGG-TAT-CAG-CGG-AGG-GA

TJP3 CCA-GAT-GAG-CAA-CGG-TCA-GA GTA-CCC-ACG-ATC-CTC-CAT-GC 

TRPV6 GCT-GGA-GTG-GAG-GGT-AAC-AC CGA-GGT-CAG-TGG-TCC-ATA-CG 
TWIST1 GCA-GGG-CCG-GAG-ACC-TAG TGT-CCA-TTT-TCT-CCT-TCT-CTG 

VCAN AGG-ATA-CAG-CGG-AGA-CCA-GT GAA-GGC-AGA-GGC-ACC-TGA-AT 

VEGFC ATC-ATG-TGC-GGT-GGT-TTC-CT TTT-TCG-TGG-GTC-ATG-CCA-GA 
VIM GAC-CAG-CTA-ACC-AAC-GAC-AAA GAA-GCA-TCT-CCT-CCT-GCA-AT 

VTCN1 GCA-GAT-CCT-CTT-CTG-GAG-CA GCT-GAG-GCG-ACA-GTA-GTG-AC

WNT7A GCT-TCG-CCA-AGG-TCT-TTG-TG CTC-CTC-CAG-GAT-CTT-TCG-GC 
ZEB1 GTG-ACG-CAG-TCT-GGG-TGT-AA TTG-CAG-TTT-GGG-CAT-TCA-TA

ZEB2 GCA-AAC-AAG-CCA-ATC-CCA-G GTT-GGG-CAC-ACT-AGC-TGG-AC 

ZO-1 TCA-CGC-AGT-TAC-GAG-CAA-GT TGA-AGG-TAT-CAG-CGG-AGG-GA
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Supplementary Figure Legends 

 

Figure S1. EMT-related molecular features of hMEC and hMEC-ZEB1 cellular models. 
(A) Cellular morphology. In contrast microscopy, hMEC cells display cell-to-cell adhesion while 

hMEC-ZEB1 cells exhibit an isolated fibroblast-like morphology. (B-C) EMT-related mRNA 

levels. Relative mRNA levels of epithelial marker (B) and mesenchymal markers (C) were 

analyzed by RTqPCR. Compared to the epithelial hMEC cells, ZEB1-overexpressing hMEC 

cells loose epithelial markers and express higher levels of mesenchymal markers. Each dot 

represents a biological replicate (n = 3 or 4). (D) EMT-related protein levels. Western blot 

reveals a switch in CDH1/VIM expression between hMEC and hMEC-ZEB1 cells, which 

express the mesenchymal VIM marker but not the epithelial CDH1 one. ****: p-value < 0.0001; 

**: p-value < 0.01; KU80: loading control. 

 

Figure S2. Ribosome profiling approach. (A) Purity of cytoplasmic fractionation. Using 

western blot, purity of cytoplasmic (C) and nuclear (N) fractions was assessed by detection of 

histone H3 (nucleus) and α-tubulin (cytoplasm). (B) Example of polysome profiles. To perform 

ribosome profiling (i.e., RIBOseq), mRNA-associated ribosomes corresponding to actively-

translated mRNAs were collected by polysome gradients (n=3). The epithelial hMEC and 

mesenchymal hMEC-Zeb1 cell lines exhibit similar polysome profiles. (C-D) Comparison of 

log2(FC) obtained by NGS and RT-qPCR. Using de novo polysome profiles (n=5), values of 

log2(FC) between hMEC-ZEB1 and hMEC-ZEB1 was compared between RNAseq and 

medium through-put RT-qPCR of cytoplasmic RNA (C) and RIBOseq and medium through-put 

RT-qPCR of polysomic RNA (D). (E) Decision tree of RNAseq and RIBOseq comparison. 

Using read counts, fold-changes (FC) between hMEC-ZEB1 and hMEC were determined for 

RNAseq (n=2) and RIBOseq (n=3). A decision tree was determined based on three values (p-

adj, p-val and log2(FC)) to identified three main classes of genes: “BOTH”, including genes 

significantly and biologically deregulated between hMEC-ZEB1 and hMEC in RIBOseq and 

RNAseq; “RIBOseq”, including genes significantly and biologically deregulated between 

hMEC-ZEB1 and hMEC in RIBOseq but not in RNAseq; “RNAseq”, including genes 

significantly and biologically deregulated between hMEC-ZEB1 and hMEC in RNAseq but not 

in RIBOseq. Others genes correspond to either “non-significant” or “dubious” deregulation in 

RIBOseq and/or RNAseq. (F) Distribution of detected genes by classes. A total of 20,478 

genes was detected in hMEC-ZEB1 and hMEC cells in both RNAseq and RIBOseq that 

categorized in distinct classes as described in (E). Number of genes are detailed.  
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Figure S3. Gene ontology of dysregulated “BOTH” and “RNAseq” mRNA classes 
identified by ribosome profiling in hMEC-ZEB1 compared to hMEC cells. (A-B) Analysis 

of gene enrichment. Gene enrichment was performed using hallmark or gene ontology (GO) 

annotations for the dysregulated mRNAs classified either as “BOTH” (A) or “RNAseq” (B). The 

top 10 of each list is shown in descending order of adjusted p-values. Complete datasets of 

dysregulated mRNA identified by ribosome profiling between hMEC-ZEB1 and hMEC are 

given in Table S1 and gene enrichment in Table S2. 

 

Figure S4. Comparison of dysregulated mRNAs identified by ribosome profiling in 
hMEC-ZEB1 or hMEC-SNAIL compared to hMEC cells. Like for hMEC-ZEB1, three classes 

of dysregulated mRNAs were identified (BOTH, RIBOseq and RNAseq) by ribosome profiling 

in hMEC-SNAIL compared to hMEC ones. Identity of enriched mRNAs in the two EMT-TFs 

compared to hMEC were compared using Venn diagrams for each individual list, including 

BOTH (A-B), RIBOseq (C-D) and RNAseq (E-F) either for up- (A, C, E) or down- (B, D, F) 

regulated mRNAs. Most of mRNAs dysregulated at transcriptional and translational levels in 

ZEB1 overexpressing hMEC cell line are similarly dysregulated in SNAIL overexpressing 

hMEC cell line. 

 

Figure S5. Validation of ribosome purification and mass spectrometry data. (A-B) Protein 

profiles of purified ribosomes. Five ribosome purification at 500mM KCl were processed 

independently from epithelial hMEC (E) and mesenchymal hMEC-ZEB1 (M) cells to perform 

mass spectrometry. Profiles of 1D separation are using both Coomassie blue (A) or silver (B) 

staining. (C) CryoEM resolution of purified epithelial hMEC ribosomes. High resolution 

modelling at 3.80Å of ribosomes purified from hMEC epithelial cells was performed using 

>205,000 particles to verify ribosome purity and structure. Blue: RPL36A. (D-E) Peptide raw 

counts. Mean peptides raw counts of 12 subunits of the eIF3 complex (D) and RPL36A (E) 

and are shown. Each dot represents a biological replicate (n=5) and horizontal bar to median. 

 

Figure S6. Comparison of the 12 subunits of eIF3 complex between epithelial hMEC and 
hMEC-ZEB1 mesenchymal cells. Total protein level was compared using Western blot for 

the 12 subunits of the eIF3 complex between hMEC and hMEC-ZEB1 cell lines. No significant 

change in total protein level of eIF3 subunits was observed in hMEC-ZEB1 compared to hMEC 

cells (n=1 to 2). KDa: kilodalton; Ku80: loading control.  
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Figure S7. Overexpression leakage of RPL36A, but not of RPL19, triggers EMT in 
MCF10A cells independently of the nature of the antibiotic used for clone selection. (A-
B) Exogenous mRNA levels. Levels of exogenous RPL36A (A) and RPL19 (B) was quantified 

by RTqPCR at the end of antibiotic selection in basal condition (i.e., without any doxycycline 

induction) in the simultaneously derived MCF10A models with inducible overexpression of 

RPL36A and RPL19. Compared to empty MCF10A clones, leakage occurs in MCF10A-

RPL36A and -RPL19 clones, basal level of exogenous RPL36A and RPL19 mRNAs being 

detected. (C) Cell morphology. Pictures in phase contrast show morphology of MCF10A-

empty, -RPL36A and -RPL19 clones at the end of antibiotic selection. While the MCF10A-

empty and -RPL19 conserves an epithelial morphology, the MCF10A overexpressing RPL36A 

display a fibroblast-like morphology whatever the antibiotic used for the clone selection. White 

bar = 200μm (magnification x10). (D) Immunofluorescence staining. Representative 

immunofluorescence pictures of MCF10A-empty, -RPL36A and -RPL19 clones at the end of 

antibiotic selection show the staining of epithelial CDH1 (red) and mesenchymal VIM (green) 

markers. Compared to MCF10A-emtpy and -RPL19 clones, the two MCF10A-RPL36A clones 

show a loss of CDH1 protein level and a higher level of VIM protein. White bar = 100μm 

(magnification x40). (E-F) EMT-related mRNA levels. Levels of EMT markers were compared 

between the three pairs of MCF10A-empty and -RPL36A clones by RTqPCR. Compared to 

MCF10A-empty, constitutive overexpression of RPL36A decreases mRNA levels of epithelial 

markers (E) while it increases mRNA levels of the mesenchymal markers (F). Error bars 

represent biological replicates. 

 

Figure S8. Overexpression of RPL36A mutant forms triggers EMT in MCF10A cells. (A) 

Protein sequences of generated RPL36A mutants. Mutations at known methylated lysine (K) 

of RPL36A were introduced to either mimic presence (arginine, R) or absence (alanine, A) of 

methylation. (B) Exogenous mRNA levels. Levels of exogenous RPL36A mutant was 

quantified by RTqPCR in the simultaneously derived MCF10A clones. Compared to empty 

MCF10A clone, exogenous RPL36A mRNA was detected in all the MCF10A clones 

overexpressing a RPL36A form. (C-D) Immunofluorescence staining. Representative 

immunofluorescence pictures of MCF10A-empty and -RPL36A wild-type (C) as well as 

MCF10A-RPL36A mutants (D) show the staining of epithelial CDH1 (red) and mesenchymal 

VIM (green) markers. Compared to MCF10A-emtpy clone, all the MCF10A clones 

overexpressing the different forms of RPL36A show a loss of CDH1 protein level and a higher 

level of VIM protein. White bar = 100μm (magnification x40). (E-H) EMT-related mRNA levels. 

Levels of EMT markers (E-G) and EMT-TF ZEB1 (H) were compared between MCF10A-empty 
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clone and the different MCF10A-RPL36A mutant by RTqPCR. Compared to MCF10A-empty, 

constitutive overexpression of both wild-type and mutant RPL36A decreases mRNA levels of 

epithelial markers (E-F) while it increases mRNA levels of the mesenchymal markers (G-H). 

(I) EMT-related protein levels. Level of EMT protein markers was assessed by Western blot. 

Compared to MCF10A-empty, a loss of CDH1 and OCLN proteins and an increase in VIM and 

ZEB1 proteins was observed in all the MCF10A overexpressing different forms of RPL36A.  
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure S1 
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Figure S2 
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Figure S3 
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Figure S4 
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Figure S5 
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Figure S6 
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Figure S7 
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DISCUSSION 

L’EMT est un phénomène physiologique dont les régulations épigénétiques et 

transcriptionnelles ont été largement documentées depuis sa découverte. Plusieurs études 

soutiennent également depuis les années 2000, le rôle de la régulation traductionnelle dans ce 

processus cellulaire. Par exemple, la réactivation via une régulation traductionnelle de certains 

EMT-TFs ou protéines mésenchymateuses (e.g., SNAIL, ZEB1, TWIST1, VIM, COL1, etc.) 

de même que l’altération de l’expression de facteurs canoniques de la machinerie 

traductionnelle (e.g., eIF3E, eIF5A2, 4E-BP1, etc.) induit l’initiation de l’EMT dans plusieurs 

contextes cellulaires (Morin et al., 2022). Néanmoins, le rôle du ribosome dans la régulation 

traductionnelle et l’initiation de l’EMT n’a jamais été étudié. Dans mes travaux de thèse, j’ai 

notamment démontré que la composition du ribosome est modulée au cours de l’EMT, mais 

aussi que celle-ci contribue à l’initiation de l’EMT. 

 

I. Hétérogénéité de composition en contexte physiologique et dynamique 

de l’EMT 

Dans les travaux présentés précédemment, j’ai proposé la caractérisation de la 

composition du ribosome au cours de l’EMT. L’ensemble de mes travaux a démontré que la 

composition du ribosome est différente entre cellules épithéliales et mésenchymateuses, la 

plasticité cellulaire se reflétant dans la plasticité de la composition du ribosome. Deux points 

me semblent importants à noter. Tout d’abord, cette caractérisation a été réalisée à la fois entre 

états finaux et intermédiaires de l’EMT. De plus, la composition du ribosome a été caractérisée, 

pour la première fois, sous l’angle des modifications chimiques des ARN ribosomiques et des 

protéines ribosomiques à l’aide d’un même modèle cellulaire, permettant d’envisager une 

vision plus globale de son hétérogénéité. 

 

1. Hétérogénéité de composition du ribosome entre les états finaux de 

l’EMT : épithélial versus mésenchymateux 

Le choix d’utiliser un modèle stable était simple : il était dans un premier temps essentiel 

de favoriser une certaine homogénéité cellulaire afin de faire ressortir de potentielles 
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modulations du niveau de 2’Ome des ARNr. Or, comme explicité dans l’introduction, les 

modèles expérimentaux de l’EMT transitent par des phases intermédiaires dont la 

caractérisation reste complexe (J. Yang et al., 2020). Ainsi, nous avons choisi d’utiliser les 

cellules épithéliales mammaires humaines (hMEC) surexprimant ou non l’EMT-TF ZEB1 

(hMEC-ZEB1), représentant des états stables épithéliaux et mésenchymateux, l’EMT-TF ZEB1 

étant un inducteur fort de l’EMT (Morel et al., 2012). Or, l’utilisation de modèles cellulaires 

sur-exprimant des EMT-TFs pour étudier l’EMT reste discutable. En effet, physiologiquement, 

les EMT-TFs sont réactivés de façon successive et/ou concomitante : c’est le réseau dynamique 

élaboré par ces EMT-TFs qui induit la mise en place d’une EMT particulière (Nieto et al., 2016; 

J. Yang et al., 2020). Le modèle de référence pour l’étude de l’EMT reste la lignée épithéliale 

MCF10A traitée au TGFβ pour induire l’EMT. Nous nous sommes efforcés de valider nos 

données dans ce modèle plus physiologique, quand nos approches expérimentales permettaient 

son utilisation. 

 

a. Hétérogénéité des modifications chimiques des ARNr 

Au cours des dernières années, plusieurs études ont suggéré l’existence d’une 

hétérogénéité du niveau de la 2’-O-ribose méthylation (2’Ome) des ARNr au cours de l’EMT, 

bien que ces données restent des indications indirectes (Gong et al., 2017; Mourksi et al., 2020; 

Puppo et al., 2022; D. Zheng et al., 2015). Par exemple, l’augmentation de l’expression du 

snoARN SNORA23A, guidant la 2’Ome au site 28S_Cm4506, inhibe les capacités de 

prolifération, migration et invasion des cellules de carcinome hépatique (i.e., marqueurs des 

cellules mésenchymateuses) (Z. Liu et al., 2022). En 2020, Marcel et al. ont également 

démontré par RiboMethSeq que des variations du niveau de 2’Ome des ARNr étaient 

observables entre tumeurs mammaires de sous-type luminal (i.e., enrichi en cellules epithelial-

like) et de sous-type triple-négatif (i.e., enrichi en cellules mesenchymal-like), soutenant 

l’existence d’une variabilité de 2’Ome entre statut épithélial et mésenchymateux (Marcel et al., 

2020). Cependant, aucune de ces données n’a permis de démontrer clairement l’existence de 

l’hétérogénéité de 2’Ome des ARNr dans le processus de l’EMT.  

Pour répondre à cette question, je me suis concentrée sur la comparaison de composition 

du ribosome de modèles cellulaires reflétant un état épithélial (hMEC) et mésenchymateux 

(hMEC-ZEB1) par RiboMethSeq.   
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Ce modèle cellulaire présente une variation du taux de 2’Ome sur une vingtaine de sites 

entre l’état épithélial hMEC et mésenchymateux hMEC-ZEB1 (cf. Article 1). Parmi ces 20 sites 

variables, 14 ont été décrits dans la littérature comme variables entre tissus sains et 

pathologiques (i.e., tumeurs mammaires, leucémies aigues myéloïdes ou dyskératose 

congénitale) (Marcel et al., 2020; Motorin et al., 2021; Nachmani et al., 2019; F. Zhou et al., 

2022) et un site a été décrit comme ayant un impact traductionnel, sans description de son 

impact phénotypique (i.e., 18S_Cm174) (Jansson et al., 2021). Nos données permettent donc 

de conforter l’existence d’une hétérogénéité de modifications chimiques à certains sites de 

2’Ome des ARNr uniquement entre différents contextes biologiques. 

Sur la base de ces 20 sites de 2’Ome les plus variables, identifiés en réponse à la 

surexpression de ZEB1, la classification hiérarchique de plusieurs lignées cellulaires hMEC 

surexprimant d’autres EMT-TFs (i.e., ZEB2, TWIST1) a démontré que la signature 2’Ome des 

ARNr permet la discrimination des cellules épithéliales et mésenchymateuses in vitro (cf. 

Article 1). Ces données soutiennent une hétérogénéité de 2’Ome des ARNr dans l’EMT. Par 

ailleurs, le site qui présente le plus de variation est le site 28S_Um2402 (i.e., diminution 

significative de 10% dans les cellules mésenchymateuses hMEC-ZEB1 par rapport aux cellules 

épithéliales hMEC). Ce résultat a été confirmé à la fois dans les lysats cytoplasmiques (i.e., 

ribosomes matures) et dans les ribosomes traductionnellement actifs (i.e., polysomes). Ces 

données démontrent l’existence de ribosomes actifs de composition différente au sein des 

cellules mésenchymateuses par rapport aux cellules épithéliales. En particulier, nos analyses 

montrent que la réduction de la 2’Ome au site 28S_Um2402 est spécifique des cellules 

mésenchymateuses ayant réalisé une EMT complète (i.e., surexprimant un EMT-TF fort tel que 

ZEB1 ou ZEB2).  

L’approche utilisée dans notre étude (i.e., analyse de RiboMethSeq sur profils de 

polysomes) est innovante et n’a jamais été publiée auparavant. Nos résultats permettent ainsi 

de démontrer (i) la faisabilité d’une telle approche et (ii) que les résultats obtenus dans les 

polysomes ne concordent pas systématiquement avec ceux obtenus dans les cytoplasmes totaux. 

De ce fait, il apparait que toutes les modifications observées par RiboMethSeq sur des ARNr 

cytoplasmiques totaux (i.e., approche utilisée jusqu’à présent dans la littérature) ne sont pas 

nécessairement présentes dans les ribosomes actifs (i.e., en cours de traduction) et pourraient 

ainsi biaiser les conclusions émises. Néanmoins, il est à noter que certaines modifications 

chimiques, telles que 28S_Um2402, sont détectables à la fois dans les extraits cytoplasmiques 

totaux et dans les polysomes. Ainsi, il semble qu’une validation systématique de la présence 
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des modifications chimiques détectées dans les cytoplasmes totaux doit être réalisée dans les 

polysomes afin de pouvoir conclure sur une potentielle altération de la composition et/ou 

activité du ribosome. 

 

Il reste à évaluer si les variations du niveau de 2’Ome permettent de discriminer les 

cellules épithéliales et mésenchymateuses in vivo, directement dans les échantillons humains. 

A ce jour, des études complémentaires en ce sens sont actuellement en cours au sein de mon 

laboratoire d’accueil sur des tumeurs mammaires aux caractéristiques épithéliales versus 

mésenchymateuses. Ces études sont réalisées sur la base de deux cohortes de tumeurs 

mammaires pour lesquelles nous disposons à la fois les données de RiboMethSeq et de 

transcriptomique ou d’expression d’EMT-TFs. Pour le moment, nous avons tout de même 

démontré dans l’Contexte que les variations de 2’Ome obtenues dans les lignées cellulaires 

hMEC et dérivées sont reproductibles dans des lignées représentatives des cancers du sein aux 

caractéristiques épithéliales (i.e., non Claudin-low) ou mésenchymateuses (i.e., Claudin-low). 

Ainsi, ces données démontrent une diminution significative de la 2’Ome au site 28S_Um2402 

dans les lignées cellulaires Claudin-low par rapport aux lignées cellulaires non Claudin-low. 

 

Outre la 2’Ome, qui est la modification chimique des ARNr la plus abondante, la pseudo-

uridylation constitue également un élément important de l’hétérogénéité de composition du 

ribosome avec plus d’une centaine de sites recensés (Krogh et al., 2016; Taoka et al., 2018). 

En particulier, une étude de Tang et al. a montré que la surexpression du snoARN SNORA71A 

est cliniquement retrouvée dans les tissus de cancers bronchiques non à petites cellules 

(CBNPC), et est associée in vitro à une augmentation des capacités d’invasion, de migration et 

d’EMT des cellules de CBNPC (G. Tang et al., 2019). Ainsi, cette étude suggère un lien entre 

pseudo-uridylation des ARNr et EMT, même si les variations de pseudo-uridylation n’ont pas 

été démontrée dans cette étude. Il est à noter que la base de données snoDB suggère des rôles 

non-canoniques pour SNORA71A (Bergeron et al., 2023). De ce fait, l’étude de la pseudo-

uridylation entre cellules épithéliales et mésenchymateuses permettrait de valider et/ou 

supporter le rôle de cette modification chimique dans l’EMT, mais également d’évaluer plus 

globalement l’hétérogénéité des modifications chimiques des ARNr dans l’EMT. 
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b. Hétérogénéité des protéines ribosomiques 

Les travaux réalisés dans ce manuscrit se sont également intéressés à la composition 

protéique du ribosome entre cellules épithéliales et mésenchymateuses. Ainsi, il a été montré 

que les cellules mésenchymateuses (i.e., hMEC-ZEB1) possèdent plus de ribosomes contenant 

la protéine RPL36A que les cellules épithéliales (i.e., hMEC). Ces données ont été démontrées 

biochimiquement (i.e., Western blot) et par des analyses haut-débit (i.e., spectrométrie de 

masse) sur ribosomes purifiés.  

Néanmoins, l’origine exacte de cette différence d’incorporation de RPL36A dans le 

ribosome reste obscure. En effet, nos données suggèrent que cette altération ne dépend pas 

d’une augmentation de l’expression de RPL36A dans les cellules mésenchymateuses par 

rapport aux cellules épithéliales, ni au niveau ARNm, ni au niveau protéique. Une hypothèse 

serait que le taux de modifications post-traductionnelles de RPL36A varie entre les deux états 

finaux de l’EMT, induisant des biais de détection lors des analyses biochimiques et omiques. 

En effet, seul un peptide est différentiellement détecté entre cellules épithéliales et 

mésenchymateuses, ce peptide correspondant aussi à la région détectée par l’anticorps 

disponible. Pour tester cette hypothèse, et aux vues de la rareté des anticorps anti-RPL36A, la 

réalisation d’une spectrométrie de masse sur ribosomes purifiés dédiée à la détection des 

modifications post-traductionnelles des protéines devrait être envisagée. 

 

De plus, bien que nous ayons montré une augmentation de la proportion des ribosomes 

contenant RPL36A dans les cellules hMEC-ZEB1 comparé aux cellules épithéliales hMEC, la 

validation de la composition protéique du ribosome dans d’autres modèles est indispensable 

pour déterminer si cette modulation est spécifique de ZEB1 ou, au contraire, un marqueur 

général de l’EMT. En particulier, l’utilisation du modèle cellulaire MCF10A, plus 

physiologique, pourrait répondre à cette question en comparant des ribosomes purifiés de 

cellules épithéliales (i.e., MCF10A) et mésenchymateuses (i.e., MCF10A induites au TGFβ). 

Ces analyses sont actuellement en cours dans mon laboratoire d’accueil. 

 

La question de l’hétérogénéité protéique du ribosome au cours de l’EMT pourrait être 

abordée par une étude in vivo, bien que plus complexe. En effet, dans la mesure où aucune 

variation de la quantité totale d’ARNm et de protéines codant pour RPL36A n’est détectée, 
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seule l’analyse de ribosomes purifiés permettrait une telle démonstration dans des échantillons 

humains. Or, la purification de ribosomes nécessite une grande quantité d’échantillon de départ 

(i.e., 500μg de protéines cytoplasmiques), ainsi qu’une préservation suffisante de l’intégrité 

tissulaire et cellulaire pour réaliser un fractionnement cytoplasmique propre. De ce fait, 

l’analyse in vivo de la composition protéique du ribosome via des technologies nécessitant la 

purification de ribosomes devra être développée dans le futur. Une autre possibilité pour étudier 

la présence ou l’absence de RPL36A dans les ribosomes in vivo est la Proximity Ligation Assay 

(PLA). En effet, cette technique permettrait l’analyse de coupes tissulaires en marquant 

spécifiquement RPL36A et une autre protéine ribosomique proche (e.g., RPL5, RPL10A, 

RPL11, RPL21). Cependant, cette technique requière l’obtention d’un anticorps anti-RPL36A 

et d’un anticorps anti-RPL capables de cibler leur protéine d’intérêt lorsque celle-ci est présente 

au sein du ribosome structuré. Malheureusement, les essais de dot blot (i.e., dépôt de ribosomes 

purifiés conformés sur membrane de nitrocellulose suivi d’un marquage par anticorps primaire 

d'intérêt et d’une révélation) réalisés au cours de mon doctorat avec l’anticorps anti-RPL36A à 

ma disposition n’ont pas été fructueux. Ainsi, la mise au point de cette technique avec de 

nouveaux anticorps anti-RPL36A semble indispensable avant de pouvoir réaliser les essais de 

PLA. 

 

2. Hétérogénéité de composition du ribosome en contexte dynamique 

Dans la littérature, plusieurs études concernant la composition du ribosome ont vu le jour 

ces dernières années. De la même façon que nous avons procédé ci-dessus, ces études se sont 

centrées sur l’analyse de la composition du ribosome entre deux états physio-pathologiques 

distincts. Or, la manière dont la composition du ribosome est modulée dynamiquement au cours 

d’un processus biologique reste inexplorée. L’EMT étant un processus dynamique (J. Yang et 

al., 2020), ce modèle m’a permis d’aborder pour la première fois cette question. 

 

a. Hétérogénéité des modifications chimiques des ARNr 

L’analyse de la 2’Ome entre deux états cellulaires stables de l’EMT nous a permis de 

mettre en évidence, de manière reproductible et robuste, que le niveau de 2’Ome du site 

28S_Um2402 est différent entre cellules épithéliales et mésenchymateuses. En complément, 
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nous nous sommes intéressés à la dynamique du niveau de méthylation à ce site au cours de 

l’EMT induite par l’EMT-TF ZEB1 dans le modèle inductible hMEC-i-ZEB1. 

Les données de 2’Ome obtenues dans le modèle hMEC-i-ZEB1 montrent que le niveau 

de 2’Ome au site 28S_Um2402 diminue progressivement au cours de l’acquisition des 

marqueurs mésenchymateux (i.e., ZEB1, VIM). De plus, cette diminution de 2’Ome est 

corrélée à la diminution de l’expression des deux snoARNs guides associés à ce site, 

SNORD143 et SNORD144. Ces données confortent les données obtenues par RiboMethSeq 

entre les états finaux de l’EMT, et soutiennent également l’existence d’une régulation 

dynamique de la 2’Ome au cours de l’EMT. Ces données ne permettent cependant pas de 

comprendre avec précision la dynamique moléculaire reliant les variations d’expression de 

ZEB1 et de SNORD143 et SNORD144. Ces données montrent pour la première fois que le 

niveau de 2’Ome des ARNr varie dynamiquement dans un même modèle cellulaire en cours de 

changement d’identité cellulaire. Il conviendra de valider ces observations dans un autre modèle 

pour déterminer si cette dynamique est spécifique ou non de l’EMT-TF ZEB1. Le modèle 

MCF10A inductible au TGFβ pourrait représenter un modèle adéquat pour répondre à cette 

interrogation. 

Le parallèle entre changement de niveau de 2’Ome des ARNr au site 28S_Um2402 et 

expression des snoARNs guides laisse envisager la faisabilité d’une étude fonctionnelle. En 

effet, afin de mieux comprendre le rôle de la méthylation au site 28S_Um2402 dans 

l’établissement du phénotype mésenchymateux, l’inhibition de SNORD143 et SNORD144 

semble être la méthode la plus appropriée. L’inhibition des snoARNs guides dans des cellules 

épithéliales pourrait permettre de déterminer si la diminution de la 2’Ome au site 28S_Um2402 

est (i) un inducteur de l’EMT, (ii) nécessaire, en plus d’autres inducteurs (e.g., EMT-TFs, 

TGFβ), à l’établissement de l’EMT ou (iii) un effet collatéral de l’induction de l’EMT. Pour 

répondre à ces interrogations, des études sont actuellement en cours dans mon laboratoire 

d’accueil dans le modèle MCF10A inductible au TGFβ. 

 

b. Hétérogénéité des protéines ribosomiques 

De la même façon que pour les modifications chimiques des ARNr, l’étude de la 

dynamique de la composition protéique du ribosome permettrait d’obtenir un modèle complet 

de l’hétérogénéité de composition du ribosome au cours de l’EMT. 
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Cependant, comme soulevé précédemment, la caractérisation de la composition protéique 

du ribosome nécessite sa purification, et donc une quantité non négligeable de matériel 

biologique de départ. De ce fait, il n’a pas été possible pour le moment de valider 

l’augmentation de la quantité de ribosomes contenant RPL36A de façon dynamique au cours 

de l’EMT. Pour permettre cela, il est préférable d’utiliser le modèle MCF10A inductible au 

TGFβ afin (i) de pouvoir obtenir suffisamment de matériel biologique et (ii) de réaliser cette 

validation dans un modèle plus physiologique qu’une induction par ZEB1. 

 

3. Modifications chimiques des ARNr et protéines ribosomiques : 2 faces 

d’une même pièce ? 

Le ribosome étant composé d’ARNr et de protéines ribosomiques, l’étude des 

modifications de sa composition doit englober ces deux composants afin d’établir un modèle 

complet de son hétérogénéité de composition. Or, à l’heure actuelle, aucune étude n’a été menée 

sur ces deux aspects dans un même modèle cellulaire. Jusqu’à mes travaux, il était donc difficile 

de déterminer si l’hétérogénéité de composition du ribosome dans un contexte donné reposait 

uniquement sur un de ces composants, ou au contraire sur un ensemble de modifications. Cette 

première étape est effectivement clé pour comprendre le rôle de l’hétérogénéité de composition 

du ribosome dans la régulation traductionnelle et l’établissement de phénotypes particuliers. 

Au cours de mon doctorat, j’ai pu caractériser la composition nucléotidique et protéique 

du ribosome dans un même modèle. Ainsi, bien que présentés de façon scindée, les deux articles 

de ce manuscrit montrent que les ribosomes épithéliaux et mésenchymateux purifiés présentent 

à la fois une modification du niveau de 2’Ome des ARNr et de stœchiométrie des protéines 

ribosomiques. Cependant, à l’heure actuelle, il n’a pas pu être établi si les ribosomes contenant 

la protéine RPL36A sont aussi ceux qui ne présentent pas de 2’Ome au site 28S_Um2402. Afin 

de répondre à cette question, il serait possible de purifier les ribosomes contenant la protéine 

RPL36A (i.e., immunoprécipitation) et de réaliser un RiboMethSeq sur les ARNr contenus dans 

ces ribosomes. 

 

Bien que nous ayons démontré que la composition des ribosomes varie au cours de 

l’EMT, il reste à déterminer si ces ribosomes de composition différente sont 

traductionnellement actifs. Tout d’abord, la qualification du site 28S_Um2402 comme étant un 
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site de 2’Ome variable a été réalisée sur des extraits cytoplasmiques, mais également sur des 

extraits polysomiques. De ce fait, il semble que les ribosomes mésenchymateux ne contenant 

pas la 2’Ome au site 28S_Um2402 sont traductionnellement actifs, de même que ceux 

contenant cette modification chimique. En revanche, l’existence de potentielles différences 

d’activité entre ces deux populations de ribosomes restent à être déterminée. Dans le cas de 

RPL36A, j’ai pu démontrer que les ribosomes contenant la protéine RPL36A sont présents dans 

les polysomes, et donc traductionnellement actifs (Figure 15). De ce fait, il semble que ces deux 

variations n’aient pas d’impact sur la maturité du ribosome et son implication dans le processus 

de traduction. Néanmoins, compte-tenu du fait que les ribosomes des cellules 

mésenchymateuses ont un taux d’erreur de lecture des codons stop supérieur à celui des cellules 

épithéliales (cf. Article 2), des interrogations se posent quant au rôle de RPL36A dans la fidélité 

de lecture du ribosome, et en particulier dans le non-respect des codons stops. 

Figure 15 : Western blot sur profils de polysomes issus des lignées cellulaires hMEC (A) et 
hMEC-ZEB1 (B). Les protéines contrôles RPL11 et RPS6 sont présentes respectivement dans 
la grande et la petite sous-unité libres du ribosome, ainsi que dans les polysomes (i.e., 
ribosomes traductionnellement actifs). La protéine RPL36A est présente dans les grandes sous-
unités libres (60S) ainsi que dans les ribosomes traductionnellement actifs. Ainsi, les ribosomes 
contenant la protéines RPL36A sont traductionnellement actifs dans les lignées cellulaires 
hMEC et hMEC-ZEB1. 
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Le rôle de ces deux variations de composition du ribosome (i.e., RPL36A et 

28S_Um2402) ne semble en revanche pas contradictoire. En effet, le site de 2’Ome 

28S_Um2402 se situe au niveau du tunnel de sortie du néo-peptide, plus exactement à la sortie 

du tunnel emprunté par le néo-peptide, et est orienté vers l’intérieur de ce tunnel. Ainsi, il est 

possible de suggérer, sur la base des analyses structurales, que l’altération de la 2’Ome à ce site 

peut affecter le bon écoulement du néo-peptide vers la sortie du ribosome. La protéine RPL36A 

quant à elle est imbriquée dans le ribosome au niveau du site P. Le paralogue de RPL36A, 

RPL36AL, a été décrit chez la levure comme capable d’interagir avec l’ARNt présent dans le 

site P et de promouvoir le passage de l’ARNt du site P vers le site E (Baouz et al., 2009; 

Hountondji et al., 2012). En raison du taux de conservation existant entre les ribosomes de 

levures et de mammifères, il est possible de suggérer que le rôle de RPL36A est identique dans 

le ribosome humain. Ainsi, il semble que, sur la base des observations structurales, la 

méthylation au site 28S_Um2402 permet la régulation de la sortie du néo-peptide, tandis que, 

d’après les études biochimiques chez la levure, RPL36A régule le passage de l’ARNt du site P 

vers le site E. De ce fait, 28S_Um2402 et RPL36A pourraient avoir un rôle conjoint de 

régulation de l’élongation de la traduction. Aussi, l’hétérogénéité de composition du ribosome 

en RPL36A et/ou 28S_Um2402 pourrait avoir lieu de façon synchronisée et/ou 

complémentaire, mais des études moléculaires et mécanistiques sont à réaliser pour valider cette 

hypothèse. 

 

II. Hétérogénéité de composition du ribosome : un nouvel inducteur de 

l’EMT ? 

Dans la littérature, plusieurs études ont démontré que l’altération quantitative des 

ribosomes (i.e., augmentation ou diminution du nombre de ribosomes) induit des modifications 

phénotypiques. En particulier, Prakash et al. ont démontré en 2019 que l’augmentation de la 

biogenèse des ribosomes dans les cellules épithéliales murines NMuMG induit l’initiation de 

l’EMT (Prakash et al., 2019). Bien que ces études démontrent un lien entre altération 

quantitative des ribosomes et EMT, aucune n’a permis d’établir un lien direct entre variations 

qualitatives du ribosome et initiation de l’EMT. 
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1. Hétérogénéité des protéines ribosomiques 

L’hétérogénéité protéique du ribosome semble être associée à l’EMT dans la publication 

de Shi et al. (Z. Shi et al., 2017). En effet, dans les cellules embryonnaires de souris, les 

ribosomes contenant la protéines RPL10A traduisent préférentiellement les ARNm codant pour 

des protéines de la matrice extracellulaire, telles que LAMA1, COL4A2, TGFBI, MMP2, etc., 

tous étant des marqueurs mésenchymateux (Z. Shi et al., 2017). Ces données suggèrent donc, 

depuis quelques années, un lien entre hétérogénéité de composition protéique du ribosome et 

EMT, sans démonstration directe du rôle du ribosome dans l’établissement du phénotype 

mésenchymateux. 

 

Les travaux présentés dans l’Contexte démontrent que la surexpression d’une seule 

protéine ribosomique (i.e., RPL36A) suffit à l’initiation de l’EMT dans le modèle cellulaire 

MCF10A. Conformément aux recommandations de la TEMTIA (J. Yang et al., 2020), des 

analyses complémentaires sont indispensables pour conclure définitivement sur l’initiation de 

l’EMT par la surexpression de RPL36A, notamment sur les aspects comportementaux (i.e., 

prolifération, migration, invasion, etc.). Néanmoins, la pluralité des marqueurs moléculaires 

étudiés dans ces travaux, associée aux données d’imagerie (i.e., contraste de phase et 

immunofluorescence), suggèrent un lien fort entre surexpression de RPL36A et l’établissement 

d’un phénotype mésenchymateux dans les cellules MCF10A surexprimant RPL36A (e.g., 

switch E-cadhérine/vimentine, morphologie fibroblastique, etc.). 

Plusieurs études suggèrent que les protéines ribosomiques ont des activités extra-

ribosomiques (Warner & McIntosh, 2009). Il n’est donc pas à exclure que l’impact de la 

surexpression de RPL36A soit dépendant d’une activité extra-ribosomique de cette protéine. 

Cependant, à l’heure actuelle, aucune donnée n’existe quant à une potentielle activité extra-

ribosomique de RPL36A. Néanmoins, compte-tenu du fait que la forme surexprimée dans notre 

modèle est la forme native (i.e., wild-type) de RPL36A, il n’est pas possible de différencier la 

forme exogène de la forme endogène au niveau protéique. De ce fait, nous avons vérifié, par 

surexpression d’une forme étiquetée (i.e., RPL36A-Flag) dans des cellules HEK293T, que les 

formes exogènes de RPL36A s’intègrent dans les ribosomes. Bien que ces résultats ne soient 

qu’une preuve de concept, ils suggèrent que les modifications moléculaires et phénotypiques 

observées dans les cellules MCF10A suite à la surexpression de RPL36A soient dépendantes 

de l’activité intra-ribosomique de RPL36A. 
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D’un point de vue moléculaire, nous avons observé que les cellules MCF10A 

surexprimant RPL36A présente une surexpression protéique des EMT-TFs de la famille Snail, 

associée à une diminution de leur expression au niveau ARNm (Figure 16). Cette observation 

suggère que la surexpression de RPL36A induit une augmentation de la traduction des ARNm 

SNAI1 et SNAI2. Cette hypothèse corrèle avec les données de la littérature démontrant une 

régulation traductionnelle spécifique des ARNm SNAI1 au cours de l’EMT, par divers 

mécanismes moléculaires (Morin et al., 2022). 

 

Figure 16 : Expression des EMT-TFs de la famille Snail dans le modèle cellulaire MCF10A 
surexprimant RPL36A (MCF10A-RPL36A). (A) Expression relative des ARNm SNAI1 et SNAI2 
dans deux clones cellulaires MCF10A-RPL36A par rapport aux cellules ne surexprimant pas 
RPL36A (MCF10A-vide). (B) Expression protéique relative de SNAIL/SLUG dans deux clones 
cellulaires MCF10A-RPL36A par rapport aux cellules ne surexprimant pas RPL36A 
(MCF10A-vide). 
 

Chez la levure, la déplétion de RPL36A diminue la traduction dépendante des IRES 

(Samanfar et al., 2017). De plus, nos données de spectrométrie de masse sur ribosomes purifiés 

montrent une diminution de la quantité de 11 des 12 sous-unités d’eIF3 associées aux ribosomes 

mésenchymateux hMEC-ZEB1 par rapport aux ribosomes épithéliaux hMEC. Or, eIF3 est un 

complexe impliqué dans la traduction dépendante de la coiffe, suggérant ainsi une diminution 

de la traduction dépendante de la coiffe au cours de l’EMT. Sachant que l’ARNm SNAI1 

possède un IRES dans sa séquence 5’UTR (Evdokimova et al., 2009), nous avons étudié la 

possibilité d’une régulation dépendante des IRES de SNAI1 par RPL36A. Pour cela, les cellules 

HEK293T inductibles pour l’expression d’une forme étiquetée de RPL36A (i.e., HEK293T-

RPL36A-Flag) ont été utilisées pour des essais luciférases bicistroniques. Ces expériences 

permettent, via l’utilisation d’un plasmide codant pour les luciférases Renilla et Firefly séparées 

par la séquence 5’UTR d’intérêt, d’évaluer le taux de traduction dépendante d’un IRES par 
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rapport à celui de la traduction dépendante de la coiffe. Les résultats obtenus pour ces essais 

luciférases bicistroniques sont fournis en Figure 17. Nos données ne montrent pas de différence 

significative entre la traduction dépendante des IRES et la traduction dépendante de la coiffe, 

suggérant l’absence d’une régulation dépendante des IRES de l’ARNm SNAI1 par la 

surexpression de RPL36A. Il est à noter qu’en absence de RPL36A, l’activité IRES de l’ARNm 

SNAI1 est augmentée en réponse à la tunicamycine ou à la thapsigargine, démontrant que ce 

système rapporteur bicistronique est fonctionnel. Cependant, le contrôle positif de cette 

expérience (i.e., IRES de IGF1R) ne présente lui non plus pas de régulation traductionnelle 

particulière en réponse à la surexpression de RPL36A, suggérant que la surexpression de 

RPL36A n’affecte pas la traduction IRES dépendante comme démontré chez la levure. De ce 

fait, plusieurs hypothèses sont à l’étude. Bien que nous ayons démontré que les ribosomes 

HEK293T incorporent RPL36A suite à sa surexpression, il est possible que les cellules 

HEK293T possèdent déjà 100% de ribosomes contenant RPL36A à l’état basal, empêchant 

ainsi une augmentation de l’intégration de cette protéine et donc l’observation d’un effet 

traductionnel en condition de surexpression. De plus, sachant que la traduction dépendante des 

IRES induite par RPL36A a été observée chez la levure en condition de stress 

environnementaux (i.e., chocs thermiques et chimiques), est-ce que la régulation 

traductionnelle dépendante des IRES médiée par cette protéine est spécifique à une réponse au 

stress environnemental ? 

Figure 17 : Ratio de l’expression de l’ARNm codant pour la luciférase Firefly par rapport à 
celui de la luciférase Renilla dans la lignée HEK293T-RPL36A-Flag. Aucune différence 
significative n’est observable pour aucune des trois séquences analysées (SNAI1, SNAI2 et 
IGF1R) en réponse à la surexpression de RPL36A-FLAG (+ doxycycline), suggérant l’absence 
de régulation dépendante des IRES par RPL36A. 
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2. Hétérogénéité des modifications chimiques des ARNr 

Malgré la démonstration de l’existence de ribosomes actifs possédant un profil de 2’Ome 

des ARNr différent entre cellules épithéliales et mésenchymateuses, il n’a pas été démontré que 

cette modulation impacte l’activité traductionnelle des ribosomes. En effet, bien qu’il ait été 

mis en évidence dans ce modèle l’existence d’une régulation traductionnelle au moins aussi 

importante que la régulation transcriptionnelle, il sera indispensable de démontrer le lien direct 

entre modulation de la 2’Ome au site 28S_Um2402 et activité traductionnelle du ribosome. 

Afin d’évaluer l’impact de la 2’Ome de 28S_Um2402 sur l’activité traductionnelle du 

ribosome, il est envisageable d’altérer l’expression des snoARNs guidant la 2’Ome à ce site 

(i.e., SNORD143 et SNORD144). En effet, on peut supposer que l’inhibition de SNORD143 et 

SNORD144 par la technologie Antisense LNA GapmeR (i.e., interférence ARN) dans les 

cellules épithéliales hMEC puisse générer des ribosomes dépourvus de la 2’Ome 28S_Um2402. 

A l’inverse, dans la mesure où une diminution de l’expression de SNORD143 et SNORD144 a 

été détectée dans les cellules mésenchymateuses hMEC-ZEB1, il peut être envisagé d’induire 

la surexpression de ces deux snoARNs dans ce modèle cellulaire afin de générer des ribosomes 

présentant la méthylation d’intérêt. Dans ces deux contextes de modulation de l’expression de 

SNORD143 et SNORD144, la réalisation d’un RiboMethSeq de validation couplé à un 

Ribosome Profiling pourrait permettre de démontrer le rôle de la méthylation 28S_Um2402 

dans la régulation traductionnelle. 

Néanmoins, de récentes études font émerger de nouveaux rôles non-canoniques pour les 

snoARNs, principalement des rôles de régulateurs traductionnels par interaction avec des 

ARNm (i.e., activité miRNA-like) (Ender et al., 2008; Ono et al., 2010). Ainsi, des études de 

prédiction d’interaction des snoARNs SNORD143 et SNORD144 avec d’autres cibles que 

l’ARNr 28S doivent être envisagées. Ces potentielles cibles non-canoniques devront alors être 

étudiées en parallèle de l’inhibition des snoARNs afin de confirmer une indépendance entre 

régulation traductionnelle et activité(s) non-canonique(s) des snoARNs. A l’heure actuelle, 

aucune donnée biologique ou de prédiction n’a pour le moment suggéré une activité non-

canonique potentielle pour SNORD143 et SNORD144 (Bergeron et al., 2023). 
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CONCLUSION 

Les données obtenues au cours de ma thèse démontrent pour la première fois l’existence 

de l’hétérogénéité de composition du ribosome au cours de l’EMT, à la fois entre états finaux, 

mais également de façon dynamique (Figure 18A). Cette hétérogénéité touche à la fois la 

2’Ome des ARNr et la composition protéique du ribosome. Bien qu’il ne soit pas encore 

possible de déterminer si les ribosomes contiennent ces deux variations en même temps, nos 

données suggèrent que ces ribosomes de composition différente sont traductionnellement actifs, 

puisque présents dans les polysomes. Néanmoins, des études plus approfondies sont nécessaires 

afin de déterminer l’impact exact de ces variations de composition sur l’activité traductionnelle 

du ribosome (Figure 18).  

D’un point de vue phénotypique, il est possible de conclure grâce aux données obtenues. 

La surexpression de la protéine ribosomique RPL36A seule est suffisante pour induire l’EMT 

dans le modèle MCF10A (Figure 18B). Ces résultats démontrent, pour la première fois, 

l’implication directe de l’hétérogénéité de composition protéique du ribosome dans l’induction 

de l’EMT. De ce fait, l’étude de la composition du ribosome semble apporter un nouveau niveau 

dans la caractérisation et la compréhension de l’établissement de l’EMT. Ces suggestions sont 

appuyées par le fait que l’étude de la régulation traductionnelle semble avoir gagné en intérêt 

au cours des dernières années. Ainsi, l’étude du ribosome, acteur majeur de la traduction, 

pourrait permettre non seulement de définir de nouveaux marqueurs de l’EMT (i.e., 

hétérogénéité de composition), mais également de mieux appréhender les mécanismes de 

régulation traductionnelle déjà décrits (i.e., activité traductionnelle intrinsèque du ribosome). 
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Figure 18 : Schéma récapitulatif de l’hétérogénéité de composition du ribosome (A) et son rôle 
(B) au cours de l’EMT. 
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ANNEXES 
I. Liste des publications 

 

1. Revue de la littérature : “snoRNAs Offer Novel Insight and Promising 

Perspectives for Lung Cancer Understanding and Management” 

Cette revue de la littérature dont je suis autrice en 2ème position a été publiée en février 

2020 dans le journal Cells. Le manuscrit est inclus à la suite de cette introduction. 

 

a. Contexte 

Le cancer du poumon est la première cause de décès par cancer, tous sexes confondus. 

En effet, la survie à 5 ans de cette pathologie est faible, notamment dû au fait que les traitements 

ne sont pas optimaux et souvent associés à des résistances. Bien que les études génomiques 

intensives réalisées dans ces cancers aient permis d’identifier des éléments promoteurs de la 

tumorigenèse bronchique, à l’origine des thérapies ciblées utilisées actuellement en routine, il 

ressort que de nombreuses tumeurs bronchiques ne présentent pas d’altération(s) génomique(s). 

De même, l’apparition de résistance aux traitements ne résulte pas systématiquement d’une 

altération génomique. Ainsi, la découverte de nouveaux mécanismes moléculaires non-

génomiques impliqués dans les cancers bronchiques reste indispensable pour la prise en charge 

des patients. Ces nouveaux mécanismes pourraient reposer, par exemple, sur la régulation 

traductionnelle et le ribosome lui-même. 

De manière intéressante, de nombreuses données existent dans les cancers bronchiques 

sur les snoARNs régulant les modifications chimiques des ARNr. En effet, bien que les 

snoARNs soient connus depuis les années 1960, la démonstration de leur implication dans des 

processus pathologiques, y compris dans les cancers bronchiques, n’est que très récente. Notre 

revue de la littérature s’attèle à centraliser les données existantes et relever les zones d’ombre 

persistantes autour des rôles des snoARNs dans la tumorigenèse bronchique afin de donner un 

état de l’art des connaissances et d’aiguiller sur les possibles futures approches permettant 

d’utiliser les snoARNs pour améliorer la prise en charge des patients atteints d’un cancer du 

poumon. 



 

212 | P a g e  
Annexes 

b. Résultats principaux 

Notre revue démontre l’intérêt croissant de la communauté scientifique pour les 

snoARNs, notamment dans le domaine clinique. D’un point de vue fonctionnel, ces petits 

ARNs non-codants ont été « redécouverts » récemment. En effet, outre leur abondance et leur 

rôle canonique dans la biogenèse des ribosomes (modification post-transcriptionnelle des 

ARNr) déjà connus, de plus en plus d’articles scientifiques font émerger des rôles non-

canoniques des snoARNs : activité d’ARNs interférents (miARNs et piARNs) à la suite d’un 

clivage, clivage et modification d’ARNm, épissage et stabilité des ARNm, etc. De plus, la 

détection d’une quantité anormale de snoARNs dans certaines pathologies (e.g., syndrome de 

Prader-Willis, maladies neurodégénératives, etc.) et notamment les cancers, renforce l’objectif 

croissant visant à utiliser les snoARNs en clinique. 

En ce sens, et compte-tenu des défis thérapeutiques liés aux cancers bronchiques, les 

snoARNs sont actuellement un point central dans le domaine clinique. Plusieurs études 

transcriptomiques, utilisant différentes méthodes, ont pu mettre en évidence des dérégulations 

de l’expression de snoARNs dans des tissus de cancers du poumon comparés à des tissus 

normaux. De plus, quelques études mentionnent la détection de snoARNs dans les fluides 

biologiques de patients, laissant entrevoir dans les snoARNs de nouveaux biomarqueurs non 

invasifs très utiles pour le suivi des patients (e.g., salive, sérum, etc.). Enfin, le lien mécanistique 

entre cancer bronchique et plusieurs snoARNs a été décortiqué dans la littérature. Les analyses 

moléculaires dans des lignées cellulaires de cancers bronchiques ont ainsi révélé le rôle anti-

apoptotique de SNORA80E, SNORD3A et SNORD118, pro-plasticité de SNORD78 et les 

régulateurs des voies MAPK et KRAS que sont SNORA71A et SNORD50A/B par exemple. 

Autant de pistes potentielles de compréhension de la biologie des cancers bronchiques et de 

possibles biomarqueurs et/ou traitements. 

En conclusion, cette revue réunit les études ayant démontré le rôle émergent des snoARNs 

dans la tumorigenèse pulmonaire, autant au niveau moléculaire que clinique, que ce soit via 

leur activité canonique ou non. Il en ressort ainsi la promesse de nouvelles découvertes à venir, 

primordiales pour l’amélioration de la prise en charge des patients atteints de tumeur 

bronchique. 
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c. Ma contribution 

J’ai réalisé la rédaction de la version originale de cette revue. En effet, cette revue, dans 

sa version primaire, a constitué mon rapport bibliographique de premier stage de Master 2 

(août-octobre 2019). Initialement longue d’environ 30 000 caractères en raison des contraintes 

d’évaluation de ma formation, cette revue a par la suite été étoffée par Nour-El-Houda Mourksi 

(première autrice) dans le cadre de sa première année de doctorat et soumise au journal Cells 

dans le cadre d’une issue spéciale consacrée aux ARNs non-codants. 
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Abstract: Small nucleolar RNAs (snoRNAs) are non-coding RNAs localized in the nucleolus, where
they participate in the cleavage and chemical modification of ribosomal RNAs. Their biogenesis and
molecular functions have been extensively studied since their identification in the 1960s. However,
their role in cancer has only recently started to emerge. In lung cancer, efforts to profile snoRNA
expression have enabled the definition of snoRNA-related signatures, not only in tissues but also
in biological fluids, exposing these small RNAs as potential non-invasive biomarkers. Moreover,
snoRNAs appear to be essential actors of lung cancer onset and dissemination. They affect diverse
cellular functions, from regulation of the cell proliferation/death balance to promotion of cancer cell
plasticity. snoRNAs display both oncogenic and tumor suppressive activities that are pivotal in lung
cancer tumorigenesis and progression. Altogether, we review how further insight into snoRNAs
may improve our understanding of basic lung cancer biology and the development of innovative
diagnostic tools and therapies.

Keywords: snoRNA; lung cancer; ribosome; rRNA chemical modification

1. Introduction

Genome-wide analyses unveiled that approximately 80% of the human genome encodes RNAs,
while only 1.5% of those are transcribed into proteins. Hence, a majority of RNAs in the cell correspond
to non-coding RNAs (ncRNAs), and most of these, including transfer RNA (tRNA), ribosomal RNA
(rRNA), microRNA (miRNA), long non-coding RNA (lncRNA), piwiRNA (piRNA) or small nucleolar
RNA (snoRNA), are involved in translational regulation [1]. miRNAs are the most studied ncRNAs,
and their role in cancer has been extensively studied within the last decades [2]. In contrast, although
understanding the biogenesis of snoRNAs and their related molecular mechanisms are still dynamic
fields of research 60 years after their first description, the studies dedicated to snoRNAs and cancer have
only start to emerge. A computational wide-scale study recently performed in 14 types of cancers on
465 detectable snoRNAs, revealed that human cancer tissues tend to aberrantly overexpress snoRNAs
compared to normal paired tissues [3]. Although the roles of snoRNAs have been explored in various
cancer types, their exact functions remain incompletely described, particularly in lung cancer.

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths in women and men worldwide. Tobacco
smoking is one of the main risk factors triggering lung tumorigenesis by inducing genomic alterations.
Lung cancer diagnosis is an important issue in patient management due to its asymptomatic progression
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during the early stages. To date, clinical care not only lacks non-invasive tools in order to efficiently
and rapidly detect lung cancer onset before the appearance of aggressive symptoms, but does not
provide a radical therapeutic arsenal to achieve complete patient remission [4]. Targeted therapies
are often confronted with resistance development [5]. Given this observation, lung cancer patient
management remains a major public health issue in many countries.

Regarding these medical issues, ncRNAs and especially snoRNAs may provide innovative tools
in this field of research. Indeed, though their initial biochemical characterization in the 1990s [6],
their association with cancer onset and progression since early 2010s has raised considerable interest.
snoRNAs embody on the one hand an innovative biological vision of the disease and on the other,
provide original medical management options. In lung cancer, snoRNA investigations are certainly in
their infancy and yet they forebode promising clinical opportunities.

This review aims at providing rationale for the pursuit of snoRNA-centered studies in lung cancer.
The first sections will present a brief overview of snoRNA biology and lung cancer. The last sections
will highlight the clinical relevance of the use of snoRNAs in lung cancer and address their known
biological contributions in the molecular mechanisms underlying lung tumorigenesis.

2. snoRNAs: An Age-Old Class of Non-Coding RNAs Recently Rediscovered

First described in pea embryos in the late 1950s [7], snoRNAs have been the topic of more than
3200 publications, a third of which were published in the last 4 years due to their central role in the
emerging field of epitranscriptomics (PubMed timeline tool). Since then, numerous studies have
deciphered in great details the molecular biology of snoRNAs, summarized in the following section.
Detailed mechanisms related to snoRNA biogenesis and processing have recently been reviewed by
Kufel and Grzechnik [8].

2.1. Abundance and Diversity of Human snoRNAs

snoRNAs belong to the ncRNA family and are involved in different cellular processes taking
place predominantly within the nucleolus, especially in the processing of rRNAs, messengers RNAs
(mRNAs) and other ncRNAs [6,9]. snoRNAs are 60–300 nucleotide long RNAs with complex primary
and secondary structures. In 2016, the number of snoRNAs was evaluated at around 600 in humans
using both predictions from external databases and de novo predictions [10]. So far, two genomic
organizations of snoRNAs have been described, their complexity being correlated with evolution [8,11].
Indeed, this dichotomy in snoRNA biogenesis seems to be correlated with their functions. Around 10%
of snoRNAs are transcribed from intergenic regions through dedicated promoters, either as independent
or polycistronic genes. These snoRNAs guide cleavage of rRNAs (i.e., SNORA73, SNORD3A (or U3),
SNORD14, SNORD22 and SNORD118 (or U8)). This small number of snoRNAs is however vital for cell
viability, the lack of rRNA cleavage leading to cell death. In contrast, the remaining 90% of snoRNAs
are mainly embedded in spliced introns of host genes, mainly encoding ribosome biogenesis factors or
long non-coding RNAs (lncRNAs), and are involved in posttranscriptional chemical modifications of
RNAs [11].

There are three main classes of snoRNAs: the small Cajal body-specific RNAs (scaRNAs),
the H/ACA box snoRNAs (SNORA) and the C/D box snoRNAs (SNORD). In this review, we will
focus on SNORA and SNORD due to their abundance in cells, with around 180 SNORAs and 395
SNORDs predicted in humans [10]. These snoRNAs are composed of conserved box regions to which
proteins bind and of a unique 10–20 nt sequence, which provides a high specificity for each snoRNA.
The SNORA family is characterized by the H box (ANANNA) and a trinucleotide ACA box, which
induce a “hairpin-hinge-hairpin-tail” secondary structure [12]. In vertebrates, SNORAs are able to
interact with four proteins, H/ACA ribonucleoprotein complex subunits 1–3 (NHP2, NOP10 and GAR1)
and the dyskerin pseudouridine synthase 1 (DKC1) [13,14] to form a small nucleolar ribonucleoprotein
(snoRNP). The SNORD family contains a kink-turn (k-turn) structure and conserved sequence boxes
C (RUGAUGA) and D (CUGA) at the 5′ and 3′ RNA ends, respectively. In vertebrates, this k-turn
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structure allows the assembly of the snoRNPs containing nucleolar protein 56 (NOP56), nucleolar
protein 58 (NOP58), NHP2-like protein 1 (NHP2L1 or 15.5 Kd) and the rRNA 2′-O-methyltransferase
fibrillarin (FBL) [13,15]. Most of the SNORDs have C′ and D′ boxes that provide them with a
symmetrical structure, their sequences being similar to C and D boxes [13]. The structure of snoRNPs
is essential for the maturation and processing of snoRNAs in the Cajal bodies but also for their
nucleolar localization [13]. Indeed, ribonucleoprotein recruitment is crucial for snoRNA stability due
to their scaffold activity [16]. It has to be noted that several nomenclatures are currently used to
name the snoRNAs. For more clarity, we will use the HUGO Gene Name Nomenclature (HGNC,
https://www.genenames.org) that takes in account the molecular family H/ACA box (SNORA) or C/D
box (SNORD) in snoRNA naming (Supplementary Table S1). The recent RNAcentral database gives
the correspondence between the different nomenclatures (https://rnacentral.org).

2.2. snoRNAs Are More Than Just Major Actors of Ribosome Biogenesis

snoRNAs accumulate in the nucleoli where they are responsible for the maturation and
posttranscriptional chemical modifications of rRNAs. The ribosome is composed of four rRNAs,
three of which are generated from a polycistronic RNA, a 47S pre-rRNA synthesized by the RNA
polymerase I (RNA pol I) that contains the sequences of the 5.8S, 18S and 28S mature rRNAs. The fourth
rRNA corresponds to the 5S the transcription of which is driven by the RNA polymerase III (RNA
pol III). In the 47S pre-rRNA, the three rRNA sequences are separated by external and internal
transcribed spacer sequences (ETS and ITS respectively), which are recognized and cleaved by endo-
and exonucleases [17]. SnoRNAs were originally described for their role in the endonucleolytic
cleavage of rRNAs, demonstrating their essential role in pre-rRNA cleavage [18]. For instance, some
SNORDs, such as SNORD3A (U3), are specialized in the cleavage at sites 01 and A0 in ETS in yeast
and vertebrate [9,19].

In parallel to their synthesis and cleavage, the three RNA pol I-derived rRNAs that compose
the ribosome (28S, 18S and 5.8S) are post-transcriptionally modified. Altogether, they display
over 200 chemical modifications that contribute to optimizing activities of the ribosome: 12 base
modifications, 95 pseudo-uridylations and 106 2′-O-ribose methylations [9,15]. The exact position of
the two latter chemical modifications is determined thanks to the unique sequence of snoRNAs.
snoRNAs hybridize to rRNAs in a sequence-specific manner and act as guides for enzymes,
the pseudouridine synthase DKC1 or the 2′-O-methyltransferase FBL, to modify specific rRNA
residues. Thus, SNORAs and SNORDs are involved in rRNA pseudo-uridylation [13] and 2′-O-ribose
methylation [9], respectively.

Recent studies highlighted new roles for snoRNAs in humans. First, several reports indicate
that snoRNAs could themselves be cleaved into smaller functional units such as piRNAs [20] and
miRNAs [21], thus acquiring novel molecular functions. Second, additional emerging roles are
increasingly attributed to snoRNAs, including regulation of mRNA abundance [22] or alternative
splicing [23]. Interestingly, these additional functions might reconcile two important observations.
On the one hand, it appears that the number of snoRNAs is much greater than that of chemical
modifications reported in rRNAs, and on the other hand, some snoRNAs do not present a specific
sequence complementary to any known rRNAs making them “orphan” snoRNAs, with unknown
functions in ribosome biogenesis. These observations support the existence of yet undiscovered
molecular functions for snoRNAs. Thus, the myriad of snoRNAs may display diverse and unexpected
functions in cells, in addition to the processing and modification of rRNAs.

2.3. Clinical Significance of snoRNAs in Human Diseases

snoRNAs are involved in various pathological processes. Historically, the first snoRNA-associated
human disease described is the Prader–Willi syndrome (PWS), a rare genetic disease characterized
by hypotonia and hyperphagia [24]. PWS patients lack the locus 15q11.2–q13.1 containing the
SNRNP Upstream Reading Frame-Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide N (SNURF-SNRPN)
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gene, which hosts six SNORDs (SNORD107, SNORD64, SNORD108, SNORD109a, SNORD115 and
SNORD116), the deleterious effects being driven by the absence of SNORDs. Additional examples
can be given including the role of snoRNA dysregulation in lipotoxic stress or neurodegenerative
disease [25]. Hence, alterations of snoRNAs have a broad impact on human diseases reflecting the
required roles of snoRNAs in diverse cellular processes.

Alterations in the expression level of snoRNAs have also been associated with cancer.
Dysregulation of snoRNA expression has been reported in different types of cancers, from leukemia [26]
to carcinoma [27] and even sarcoma [28]. Due to these alterations in snoRNA expression, these small
RNAs have been considered as potential biomarkers in cancer for several years. Indeed, a set of
eight snoRNAs can be used to predict the survival rate of gastric cancer patients [29]. snoRNAs
share biological features with the extensively studied miRNAs, including the fact they are reliable
and detectable in biological fluids, and provide accessible markers useful in the clinic [30]. From
the mechanistic point of view, it has to be underlined that alteration of a single snoRNA could have
deleterious effects. Several reviews detail the role of snoRNAs in diverse types of cancers, including
the ones of Mannoor et al.’s or Thorenoor and Slaby’s [31,32]. We will focus on the role of snoRNAs in
lung tumorigenesis.

3. Lung Cancer: A Long Quest to Overcome a Major Killer

3.1. A Clinical Overview of Lung Cancer

Being the second most diagnosed cancer worldwide with about 2.1 million new cases in 2018
(GLOBOCAN 2018, WHO, https://gco.iarc.fr), lung cancer remains a major and global public health issue.
Around 90%/80% of lung cancers in men/women are caused by tobacco, while the remaining 10%/20%
are presumed to be caused by occupational exposure to tumorigenic molecules or spontaneous genetic
mutations [33]. Moreover, lung cancer is a highly aggressive disease with a poor 5-year survival rate of
about 19%, representing about 1.8 million cancer-associated deaths in 2018 (ACS 2019; GLOBOCAN
2018, WHO).

This poor survival rate is, at least in part, due to the complexity of lung cancer diagnosis
at early stages. Indeed, most of the patients are diagnosed at an advanced stage of the disease
rendering treatment options limited [4]. The lung contains fewer sensitive neurons compared to
other organs. Thus, the lesions have to be severe for the patient to display symptoms, including
breathing difficulties. When lung cancer is suspected, imaging techniques are performed after clinical
examination. Radiography of the chest is a simple method to detect thoracic lesions. This examination
is always followed by the computerized-tomography scan (CT scan) in order to precisely delineate the
suspected mass. Then, bronchoscopy is performed to precise the mass localization and if possible,
to harvest cytological and histological samples (i.e., bronchoalveolar washing, bronchial brushing
and transbronchial biopsy) in order to confirm the presence of neoplastic cells. In case of both
peripheral location of the mass and lack of histological malignancy clues using previous methodologies,
a nonsurgical transparietal tissue biopsy can be performed using CT-guided fine needle aspiration
(FNA) [34]. Although histological analysis of tissue biopsy is the gold standard and is required in most
countries to initiate treatment, tissue biopsy could be unfortunately uninformative for few lung cancer
patients. Some studies thus investigated the use of liquid biopsy as source of non-invasive diagnostic
measures, although they are more suitable as prognostic or predictive biomarkers. For example it has
been reported that tumoral cells could be detected using the sputum [35]. Alternatively, blood-derived
liquid biopsy containing circulating cancer cells and released DNA–RNA constitutes a wealthy and
accessible source of information on tumors. However, clinical relevance of this modern tool has to be
demonstrated [36].
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3.2. Histological and Genomic Classification of Lung Cancer

Although deaths associated with lung cancer have been described since the late 19th century,
current rates of morbidity and mortality worldwide denote that its management remains difficult
for physicians underlining a high tumoral complexity. Lung cancers are classified depending on
their histological characteristics. Non-small cell lung cancers (NSCLCs) account for approximately
85% of lung cancers, while the remaining 13% correspond to small-cell lung cancer (SCLC). Among
the major groups of NSCLCs, squamous lung carcinomas (lung squamous carcinoma, LUSC, 20% of
NSCLCs) are more aggressive than non-squamous lung cancers, which display different molecular
backgrounds such as the heterogeneous adenocarcinoma histological subtype (lung adenocarcinoma,
LUAD, 63% of NSCLCs) [37]. The histological type is defined based on cell morphology, however
when there is a lack of differentiation evidences, immunohistochemistry is performed using adenoma
or squamous carcinoma markers: trefoil factor-1 (TTF-1), cytokeratin-7 (CK-7) and napsin-A (ASP4;
LUAD); interleukin-9 (IL-9 or p40) and cytokeratin-5/6 (CK-5/6; LUSC) [38,39].

The genomic classification further refines this histological classification at the molecular level, as
genomic imbalances are recurrent in lung cancer. Chromosomes impacted by this genomic instability
harbor either loss or gain of genes identified as oncogenes in lung cancer [40]. Genome-wide approaches
have thus enabled the separation of NSCLCs into different molecular subtypes, based on genomic
alterations of driver genes. Genomic alterations mainly correspond to activated mutations on genes
encoding kinases, triggering the constitutive activation of signaling pathways to support tumorigenesis
and aberrant cancer cell proliferation. Intrinsic mutations on the Kristen Rat Sarcoma Viral Oncogene
homolog (KRAS) are important alteration that occurs in 25% of lung adenocarcinoma. On other
hand, alteration on the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) gene is found in 15% of lung
adenocarcinoma and translocations of the Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) gene occur in 3%-7% of
lung adenocarcinoma [41]. Other genomic alterations (translocation: ROS proto-oncogene 1 (ROS1)
and Rearranged during Transfection (RET); mutation: B-RAF proto-oncogene (BRAF), Mesenchymal
Epithelial Transition (MET) and Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2); amplification: MET, etc.)
also drive lung tumorigenesis but are less frequent [42]. Of note, 40% of lung adenocarcinoma have not
yet been associated with particular driver genomic alteration [41]. In this context, the tumor initiation
process is unclear, although it likely results from alterations in gene expression.

3.3. Therapies and Limitations

Appropriate therapies are chosen depending on the histological and genomic classification of
lung tumors and on the stage of the disease. Like most cancers, early treatment considerably improves
the survival rate, surgery remaining the main therapeutic option. The optimal treatment of stages I and
II lung cancer is tumor resection. When surgery is impractical, patients are recommended to be treated
via radiotherapy and/or chemotherapy [35]. However, chemotherapy results in non-specific tissue
targeting, attacking both tumor and healthy tissues. Moreover, chemotherapy-induced side effects are
often observed and, for some patients, associated with only a moderate tumor response.

In addition to these therapies, due to the great heterogeneity in lung cancer, personalized medicine
is a powerful strategy to limit toxicity and improve patient outcome [43]. The classification based on
specific driver mutation subtypes enables clinicians to precisely treat tumor cells through targeted
therapies. Targeted therapies are small molecules successfully integrated into lung cancer patient
management these past decades that mainly target the mutant tyrosine kinases, and are so called
tyrosine kinase inhibitors (TKIs). They are used in first and/or second line treatment in patients
displaying advanced tumors at diagnosis. For example, EGFR mutant-driven tumors that represent
15% of NSCLCs, can be treated by therapeutic molecules designed to specifically inhibit mutant and
overactivated EGFR proteins, such as erlotinib, afatinib and gefitinib [41]. Other FDA-approved drugs
are routinely used such as crizotinib, ceritinib or alectinib for ALK rearranged NSCLC or crizotinib
for ROS1 rearranged NSCLC. Additional drugs are currently under evaluation (MET: crizotinib; RET:
cabozantinib; NTRK: entrectinib) [41,44]. However, targeted therapies display some limitations. First,
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there is no available drug to specifically target the KRAS mutant driven tumors, which represent
the most important proportion of NSCLCs, and downstream targets are under evaluation for these
particular tumors (selumetinib a MEK1/2 inhibitor). Second, although TKIs have a great efficiency
compare to non-targeted therapies, most lung cancer patients undergo progression mainly due to
resistance. Several mechanisms have been described to explain TKI resistance, including accumulation
of genetic alterations within or outside the targeted tyrosine kinase [41]. Such acquired mutations are
thought to arise from a latent reservoir of stem-cell like cells tolerant to the drug [45]. For instance,
in 50%–60% of cases, treating an EGFR-mutant primary tumor with targeted therapies induces a
positive selection of resistant cancer cells within the tumor due to the acquisition of a secondary
mutation, T790M in the EGFR protein that occurs outside of the ATP binding site [41]. The new
generation of TKIs, such as osimertinib, is able to inhibit those resistant EGFR-mutant cells but, once
again, new mutated cells can be selected.

When no genomic alterations are detected and when at least 50% of tumor cells express the
immunosuppressive programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1) membrane protein, immune-checkpoint
inhibitors (ICI) are used [46]. These correspond to monoclonal antibodies (e.g., pembrolizumab,
atezolizumab or nivolumab) that could be proposed in first or second line treatment to reinforce the
effects of radio-chemotherapy. At present immunotherapy is moderately introduced in lung cancer
patient management because of the need for sufficient PD-L1 expressing cells [46]. However, results
of the KEYNOTE 042 clinical trial demonstrated that patients with locally advanced/metastatic lung
cancer expressing low PD-L1 (1% tumor proportion score) benefit from first line pembrolizumab
treatment [47]. Hence, new mechanisms to understand lung tumorigenesis and relapse remain to be
identified to develop innovative therapies to improve lung cancer patient management.

4. Altered Expression of snoRNAs in Lung Cancer

Several pioneer studies investigated the landscape of snoRNAs differentially expressed during
lung oncogenesis, the objective being to identify putative snoRNAs, which could be used as diagnostic
biomarkers. To achieve this, most studies focused on overexpressed snoRNAs in lung cancer patients
versus healthy donors, both in tissues and circulating fluids.

4.1. snoRNA Profiling in Normal and Tumoral Lung Tissues

To our knowledge, Liao et al. [48], in 2010, paved the way for extended snoRNA profiling in
lung cancer. Definition of a signature of snoRNAs, the altered expression of which was associated
with early stage NSCLC, was achieved through the comparison of the expression level of 352 human
mature snoRNAs using a GeneChipR Array. Authors compared snoRNA expression in 22 NSCLC
stage I resected tissues (11 LUSC and 11 LUAD) versus paired non-cancerous specimens resected from
the same patient at a distance from the tumor. Six snoRNAs (SNORA80E, SNORA73B, SNORD33,
SNORD66, SNORD76 and SNORD78) were significantly overexpressed at least 1.5-fold in samples of
lung cancer tissue compared to the ones of healthy donors (Table 1). Furthermore, no difference was
observed between the expression of these snoRNAs and the two types of NSCLCs, indicating that there
was no histological-specific association in this study, which may be due to the small number of samples.
Although results were thoroughly validated by RT-qPCR, one has to keep in mind that the Chip array
depends on the identification of a selected set of transcripts preventing the analysis of non-included
snoRNAs. As a consequence, a Chip array designed to detect 352 correctly annotated snoRNAs
oversees around half of the total 600 predicted snoRNAs [10]. To extend this preliminary lung cancer
snoRNA profiling, Gao and colleagues [49] proposed to use RNA-seq. This high throughput technology
permitted the examination of 458 mature snoRNAs in 12 pairs of normal and tumor lung tissues
classified as stage I NSCLC. 29 snoRNAs, including SNORA71A, were significantly overexpressed (by
at least 3-fold) in tumor tissues compared to normal biopsies (Table 1).

Since then, snoRNA screening has been preferentially performed by exploiting publicly available
RNA-seq datasets, the most commonly used being the ones hosted by The Cancer Genome Atlas
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(TCGA) database. Recently, Gong et al. [3] investigated the expression of 465 snoRNAs in pairs of
tumoral/normal tissues arising from 31 types of cancers, including two main subtypes of NSCLCs
(LUAD n = 46 and LUSC n = 45; Table 1). In contrast to previous studies, they compared the
global alteration of snoRNA expression rather than individual snoRNA variations between normal
and tumoral tissues. They found that global change in snoRNAs mainly corresponded to their
overexpression in 12 cancers. In LUAD and LUSC, a significant (2.5-fold) increase was observed in
tumoral compared to normal tissues, making lung cancer the 4th cancer exhibiting the highest snoRNA
overexpression. Meanwhile, analysis of aberrant snoRNAs that distinguished female smokers and
non-smokers within normal and cancerous tissues from lung adenocarcinoma, identified 28 snoRNAs
the expression of which was significantly altered between normal and tumoral tissues, irrespective
of the smoking status, reinforcing the finding that alterations in snoRNA expression occur in lung
cancer [50] (Table 1). In parallel, using machine learning algorithms, Pan et al. [51] investigated the
expression pattern of more than 1000 snoRNAs in 8 cancers including NSCLC (LUAD n = 559 and
LUSC n = 521). They found a specific signature encompassing only a few snoRNAs compared to
other types of cancers both for LUAD (SNORD7, SNORD81 and SNORD99) and LUSC (SNORA31A,
SNORA47 and SNORD83B).

However, these results display discrepancies in the NSCLC-snoRNA profile obtained despite
the high quality of analyses (Figure 1). Such heterogeneity may be due to sampling and patient
population diversities, as well as to different approaches employed to track snoRNA footprints in
NSCLC pulmonary tissues (Table 1). It may also reflect the heterogeneity of lung cancer itself. Indeed,
a lung tumor mass is composed of stromal cells, endothelial cells, cancerous differentiated lung
cells that are highly proliferative and another small subpopulation sharing cancer stem cell (CSC)
features: the initiating tumoral cells (TICs) also called drug-tolerant persister cells (DTPs) [52]. TICs
are capable of self-renewal and appear to be the main source of tumorigenesis onset in vivo [53,54].
Detection of TICs relies on the presence of the CD antigen 133 (CD133) surface marker of cancer stem
cells [55], the expression of the cytoplasmic marker (KDM5A or histone deacetylase (HDAC) [56] or
the over-activity of the aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) [57,58]. In 22 NSCLC primary chirurgical
pieces, 22 snoRNAs have been identified as mainly up-regulated between ALDH1+ and differentiated
ALDH1− cells using microarray analysis (Table 1) [59]. SNORA3 and SNORA80E are the top two
highly expressed snoRNAs in TICs compared to differentiated lung cancer cells [59].
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Figure 1. Comparison of snoRNA signatures in primary lung cancer tissues. Three studies identified
snoRNAs significantly dysregulated in lung cancer using pairs of cancerous and non-cancerous primary
pulmonary tissues at diagnosis using different approaches (yellow, Liao et al., 2010 [48]: microarray;
red, Gao et al., 2015 [49]: RNA-seq; and green, Gong et al., 2017 [3]: analysis of public TCGA
dataset). The Venn diagram presents the logical relation between the datasets of significantly altered
snoRNAs provided by these three studies. Briefly, we uploaded the snoRNA lists provided by each
study and identified snoRNAs present either in 1, 2 or 3 datasets using an online visualization tool
(http://www.molbiotools.com/listcompare.html). Intersections correspond to snoRNAs commonly
dysregulated in at least 2 studies, while boxes present snoRNAs identified in a single study. Interestingly,
this comparison reveals a set of 5 commonly detected snoRNAs (SNORA21, SNORA73B, SNORD76,
SNORD78 and SNORD96A). SnoRNAs, the roles of which have been investigated in lung tumorigenesis,
are indicated in blue.

4.2. Circulating snoRNA Profiling in Healthy and Lung Cancer Patients

Extracellular ncRNAs appear to occur through cell death or controlled exocytosis (exosomal
RNAs) [61]. Thus, by analogy with prior reports on miRNAs found in blood and sputum in lung
cancer [62,63], released circulating snoRNAs were also prospected in biological fluids (blood, plasma,
urine and sputum). The presence of snoRNAs within biofluids in cancer was examined for the very first
time in NSCLC, lung cancer being a disease for which non-invasive biomarkers are urgently required
due to the difficulty in performing tissue biopsies [64]. A proof-of-concept study demonstrated that
snoRNAs can be detected in different blood fractions (cells, plasma and pellet/supernatant of plasma)
of NSCLC patients using RNA-seq approaches [65].

Liao and al. [48] extended their initial investigation on NSCLC tissues to patient plasma using their
primary tumor-related snoRNA signature (SNORA80E, SNORA73B, SNORD33, SNORD66, SNORD76
and SNORD78). Similarly to miRNAs, the panel of these six snoRNAs [48] is resistant to RNAse
digestion and stable over time in healthy plasma. snoRNAs could thus be routinely and accurately
detected using RT-qPCR. Quantification of circulating snoRNAs demonstrated that only three snoRNAs
(SNORD33, SNORD76 and SNORD66) out of the 6-snoRNA signature displayed a significantly higher
level in the plasma of cancer patients compared to healthy individuals. In addition, combined detection
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of these three plasmatic snoRNAs can discriminate NSCLC patients from cancer-free individuals and
from chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients with a high sensitivity and specificity,
making them strong NSCLC-specific diagnostic candidates. Of note, the analysis of a small cohort (four
LUSC samples and three samples from healthy donors) using RNA-seq instead of RT-qPCR, identified
seven snoRNAs the level of which was significantly decreased in the plasma of lung cancer patients
compared to healthy donors (SNORD2, SNORD38A/B, SNORD58B, SNORD73A, SNORD75 and
SNORD81), suggesting that other snoRNAs can improve this plasma-derived snoRNA signature [65].

Moreover using a similar approach, sputum from healthy and NSCLC individuals was also
shown to contain stably and reliably measurable snoRNAs [60]. In sputum, exploration of the
expression pattern of the 6-snoRNA signature led to the detection of four snoRNAs (SNORA80E,
SNORD33, SNORD66 and SNORD78) that significantly discriminated NSCLC patients from cancer-free
smokers [60]. As SNORD66 and SNORD78 are commonly overexpressed in lung cancer, examination
of their expression level in sputum was carried out and results were combined with examination of
miRNA levels that have already been correlated with lung cancer disease. Combination of snoRNA
and miRNA detection exhibited stronger sensitivity and specificity than individual ncRNA tests to
diagnose lung cancer in sputum [66].

snoRNAs appear to be stable and strong non-invasive biomarkers from a technical point of
view. Although these studies focused on the snoRNA signature derived from lung cancer tissues,
the correlation of snoRNA levels between tumoral tissues and liquid biopsies derived from the same
patients has not yet been investigated. Nevertheless, similarly to tissues, circulating snoRNA levels
vary in liquid biopsies of lung cancer patients compared to healthy donors, supporting the alteration
of snoRNA expression levels in lung cancer.

4.3. Clinical Significance of Altered snoRNAs in Lung Cancer

The profiling of snoRNAs in lung cancer highlighted a set of snoRNAs that where significantly
dysregulated, mostly overexpressed, in cancerous versus normal samples, some snoRNAs being
specific to cancers compared to other lung diseases or to particular histological subtypes of lung
cancer. Hence, detection of these disease-specific snoRNAs could be used as a diagnostic tool for lung
cancer. Based on these encouraging findings, studies have focused on the prognostic value of these
snoRNA-derived signatures.

Gong et al. [3] based their approach on a wider panel of snoRNAs to evidence their biomedical
significance. The 200 snoRNAs displaying the greatest variability in their expression between cancerous
and healthy tissues in different cancers were selected. Their expression level was then used to assign
each cancer to several subtypes using Consensus Cluster Plus. Finally, survival associated with each
subtype was evaluated. Novel subtypes classified according to snoRNA expression showed distinct
prognostic value in LUSC, as well as in three other cancers, suggesting that snoRNA profiling might
refine histological classification of lung cancers displaying distinct survival rates.

Having identified a list of 29 highly overexpressed snoRNAs in lung tumor tissues, Gao et al. [49]
then aimed at highlighting the association between overall survival of lung cancer patients and snoRNA
expression. Individual association of each of the 29 snoRNAs analyzed by RNA-seq with survival
was first determined using both univariate and multivariate cox regression analyses in a collection
of 77 frozen lung cancer tissues corresponding to different grades of the disease. Among these 29
snoRNAs, only three (SNORA47, SNORA68 and SNORA78) were identified as independent markers of
poor prognosis after adjustment on clinical standards (age, gender, race, smoking, stage and histology).
Patients harboring lung tumors with high levels of each of these three snoRNAs displayed a poorer
overall survival than patients carrying tumors with relatively lower levels. Moreover, based on the
combined expression level of these three snoRNAs, a validated risk score was extrapolated to predict
outcome of NSCLC patients by assigning them to a high-risk or low-risk group. Additional association
between individual snoRNA expression and survival was reported. For instance, in 82 NSCLC samples,
RT-qPCR evaluation of SNORA3 and SNORA80E expression levels, up-regulated in TICs, revealed
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that individually their highest expression is statistically associated with poor prognosis. Similarly, high
levels of SNORA71A [67] or SNORD50A/B [68] in lung cancer tissues are independent predictors of an
overall shorter patient survival.

Although histological analysis of tissue biopsy remains the gold standard of cancer diagnosis,
non-invasive prognostic and predictive biomarkers are needed in clinic. The current literature
supports the use of snoRNAs as diagnostic biomarkers in plasma and sputum that may offer lung
cancer biomarkers’ innovative candidates. Surprisingly, prognostic and predictive significance of the
snoRNAs have never been evaluated neither in sputum nor in blood in lung cancer patients.

5. snoRNA Dysregulation Contributes to Lung Cancer Tumorigenesis

Several studies have shown differences in snoRNA expression between normal and lung cancer
cells in humans, as detailed above. However, few studies have investigated the involvement of
snoRNAs in lung tumorigenesis and progression. To date, only seven studies explored the contribution
of snoRNAs to lung cancer and mainly by determining their role in cellular processes, the molecular
mechanism remaining largely understudied. In this section, we reviewed the list of snoRNAs, which
have been shown to be involved in lung tumorigenesis.

5.1. SNORA80E Inhibits Apoptosis and Supports Stemness

From the profiling studies, SNORA80E (also termed SNORA42 or ACA42) emerged as a recurrent
overexpressed H/ACA box snoRNA in many independent signatures of lung cancer, both in tissue
and fluid biopsies (Figure 1) [48,49,59,60]. Moreover, SNORA80E is overexpressed in other cancers,
such as colorectal cancer [69]. Chromosomal location of SNORA80E (1q22) in a well-known amplified
genomic region in lung cancer [40] argues in favor of a relationship between lung cancer development
and SNORA80E overexpression. Two studies from the laboratory of Jiang [59,70] investigated the role
of SNORA80E in lung tumorigenesis.

The impact of the modulation of SNORA80E expression on cellular phenotypes in lung cancer cell
lines have been elucidated by a gain- and loss-of-function experimental strategy in vitro and in vivo.
SNORA80E knockdown using siRNA in H460 and H1944 NSCLC cell lines abolishes cell proliferation 24
h post-transfection onwards and formation of colonies in soft agar by 80%. These severe effects observed
in response to SNORA80E knockdown demonstrate its pivotal role in oncogenesis. Consistently,
overexpression of SNORA80E via its transfection using a pCMV-SNORA80E vector in normal bronchial
epithelial cells (BEAS-2B) and in the H1299 NSCLC cell line promotes cell proliferation and soft agar
colony formation. Thus, SNORA80E favors cell proliferation in both an anchorage-dependent and
-independent manner in vitro. In addition to the decreased cell proliferation, the proportion of apoptotic
cells in response to siRNA-SNORA80E transfection was increased as well as the cleavage of caspase-3
and poly [ADP-ribose] polymerase 1 (PARP1), suggesting that SNORA80E promotes cell proliferation by
inhibiting apoptosis. In vivo, SNORA80E knockdown inhibits tumorigenicity. Nude mice transplanted
with H1944 NSCLC cells inoculated with siRNA-SNORA80E do not develop tumors, neither ectopically
nor orthotopically after a latency of 14 or 28 days, respectively, in contrast to mice engrafted with
cells transfected with the control siRNA. These data support a role for SNORA80E in promoting cell
proliferation, both in vitro and in vivo, and in tumorigenesis likely by inhibiting apoptosis.

Mei and colleagues reported that the SNORA80E knockdown is associated with an accumulation
of the cellular tumor antigen p53 protein in a set of NSCLC cell lines (H460, H1944 and H292).
Accordingly, SNORA80E overexpression is associated with decreased p53 protein levels. Moreover,
increased expression of p53 in mice xenografts was negatively correlated with SNORA80E levels, as
reported by immunohistochemistry. Interestingly, apoptosis in p53-null (H299) or mutant p53 (A549)
NSCLC cell lines was not affected by SNORA80E ectopic overexpression, suggesting that SNORA80E
promotes cell proliferation through inhibition of apoptosis in a p53-dependent manner (Figure 2).
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Figure 2. Biological functions of snoRNAs in lung cancer. snoRNAs act either as oncogenes or tumor
suppressors. Experimental dysregulation of these snoRNAs affects different cellular processes (bottom
panel), such as cell mobility, stemness and cell viability, by modulating different signaling pathways
(middle panel). Altogether, this diagram summarizing the snoRNAs-related cellular functions reported
in lung cancer, supports their key role in lung tumorigenesis and progression. snoRNAs overexpressed
in lung cancer tissues compared to non-cancerous tissues are highlighted in red, underexpressed
in green.

Furthermore, it has been reported that SNORA80E is overexpressed by 2.5-fold in CD133+

TICs compared to CD133- differentiated cells [59]. Downregulation of SNORA80E in H1944- and
Calu-1-derived CD133+ cells reduces by 50% the expression of cancer stem cell-associated genes,
namely POU domain class 5 transcription factor 1 (POU5F1 or Oct4), nanog homeobox (Nanog),
SRY-box transcription factor 2 (Sox2), neurogenic locus notch homolog 1 (otch1), smoothened frizzled
class receptor (Smo) and ATP binding cassette subfamily G member 2 (ABCG2). Consistently, TICs
transfected with the siRNA targeting SNORA80E have a reduced self-renewal capacity as observed by
sphere formation and proliferation as observed by soft agar assay. After 72 h in culture, proliferation
is abolished, highlighting the need for SNORA80E for cell proliferation. Therefore, SNORA80E
overexpression contributes to TIC establishment and maintenance in NSCLC, certainly by regulating
apoptosis. Indeed, the concomitant increase in apoptotic cells detected by cleaved caspase-3 was
observed in TIC populations treated with SNORA80E-siRNA. Such findings were confirmed in vivo.
Mice transfected with CD133+ NSCLC cells harboring the siRNA-SNORA80E are unable to develop
tumors compared to control mice, underlining the pivotal function of SNORA80E in cancer stem cell
properties, thus contributing to NSCLC malignancies [59].

These data demonstrate that SNORA80E acts as an oncogene. Not only is SNORA80E
overexpressed in lung cancer but it also promotes cell proliferation, at least in part by inhibiting
p53-induced apoptosis, and TIC formation, thereby stimulating lung tumorigenesis and aggressiveness
(Figure 2). Although SNORA80E upregulation has shed light onto its role as an oncogene in prostate [71]
and colorectal cancer [69], the molecular mechanisms by which SNORA80E contributes to cancer
initiation and/or progression remain unclear.
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5.2. SNORD78 Triggers Cancer Cell Plasticity

A study from Chen’s lab investigated the role of SNORD78 in lung tumorigenesis [72]. Indeed,
following snoRNA profiling, SNORD78 (or U78) was considered to be an interesting snoRNA in
lung cancer, as it is significantly overexpressed both in lung cancer cells and lung TICs (Table 1,
Figure 1) [48,59]. Chen and colleagues first reported that SNORD78 expression level is an independent
marker of poor prognosis in lung cancer. In 56 NSCLC patients, the ones harboring lung tumors
expressing high levels of SNORD78 displayed a poorer overall survival than patients with lung
tumors expressing low SNORD78 levels [72]. This observation supports a role for SNORD78 in lung
tumorigenesis and/or progression.

Second, they showed that SNORD78 knockdown induced by the shRNA lentivirus approach in the
H1975 NSCLC cell line, reduces proliferation. It was associated with an increased proportion of cells in
G0/G1 and an increased protein level of the cyclin-dependent kinase inhibitors 1 (p21) and 2A (p16), two
markers of G0/G1 arrest. In addition to inducing cell cycle arrest, reduction of SNORD78 expression
enhanced a proportion of apoptotic cells, pro/anti-apoptotic Bax/Bcl-2 ratio and caspase-3 cleavage.
Thus, SNORD78 knockdown reduces cell proliferation by inducing cell cycle arrest and apoptosis. As
expected, stable overexpression of SNORD78 in A549 NSCLC cells stimulates cell division. In vivo,
nude mice engrafted with H1975 NSCLC cells expressing reduced levels of SNORD78 developed
tumors although smaller than the ones developed by mice engrafted with scrambled shRNA infected
cells. These data support the involvement of SNORD78 in lung tumorigenesis and aggressiveness.

Transwell assays showed that SNORD78 also plays a role in the induction of NSCLC invasion. Cell
motility could be acquired along an epithelial to mesenchymal transition (EMT), characterized by an
enrichment in CSCs [73]. Chen’s study reported that the reduction of SNORD78 expression in the H1975
NSCLC line leads to increased expression of the epithelial marker cadherin-1 (E-cadherin) paralleled
with a reduced expression of the mesenchymal markers Vimentin and cadherin-2 (N-cadherin).
Moreover, they showed that SNORD78 was overexpressed especially in CD133+ CSC-like cells isolated
from the A549 cancer cell line [72], as it has been suggested in snoRNA signatures (Table 1) [59].
In vitro, stable silencing of SNORD78 via shRNA, resulted in fewer and smaller spheres, and in a
decreased expression of a set of key stem transcription factors, including Sox2, POU5F1, Nanog and
Kruppel like factor 4 (Klf4). Interestingly, in patients, SNORD78 in combination with another biomarker,
specifically predicted the appearance of lymph node metastasis. Thus, SNORD78 promotes EMT and
maintenance of the stemness state of lung cancer cells to favor invasion and metastasis (Figure 2).
SNORD78 might contribute to lung cancer progression through the formation of metastases that may
sustain the poor survival of lung cancer patients with tumors expressing high levels of SNORD78.

Like SNORA80E, SNORD78 appears to act as an oncogene, which promotes cell proliferation by
limiting apoptosis and CSC maintenance. However, the exact molecular mechanisms triggered by
SNORD78 to regulate these biological functions remain to be explored. Interestingly, the individual
role of SNORD78 in lung cancer is supported by the opposite effect of its host Growth Arrest Specific
5 (GAS5) gene. Indeed, like most snoRNAs, SNORD78 is located in an intronic region of the GAS5
gene. It has been shown that the lncRNA GAS5 plays a tumor suppressor activity in lung cancer by
sponging miRNAs with oncogenic properties [74]. Remarkably, lung cancers treated with GAS5-siRNA
showed an expected reduction in GAS5 expression, independent of SNORD78 levels that remain
unchanged. The dual effects of SNORD78 and lncRNA GAS5 coded by the same gene reinforce the
role of SNORD78 on its own in lung tumorigenesis and progression.

5.3. SNORA71A: A Regulator of MAPK Signaling

To improve our understanding of the relationship between snoRNA overexpression and lung
cancer, Tang et al. [67] focused on SNORA71A (U71a) located in an intron of the lncRNA SNHG17, and
screened for cellular consequences of its dysregulation in NSCLC.

The relatively high level of endogenous expression of SNORA71A in A549 and PC9 lung cancer
cell lines favored their use as cellular models for such investigations in vitro. The knockdown of
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SNORA71A in these two cell lines using an siRNA strategy induces a G0/G1 arrest, as shown by
flow cytometric analyses and increases the expression of the inhibitor of G0/G1 checkpoint p27, the
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B. Moreover, SNORA71A inhibition is associated with a loss in
Vimentin and a gain in E-cadherin expression, suggesting induction of EMT in both cell lines (Figure 2).
In parallel, scratch wound healing assays revealed alterations of migratory and invasive properties of
A549 and PC9 cells transfected with siRNA-SNORA71A. These observations support the importance
of SNORA71A in the maintenance of tumorigenic characteristics of lung tumors, including cell cycle
progression, EMT and migration/invasion, like SNORA80E and SNORD78.

Remarkably, in vivo, xenografted mice derived from stable A549 cells with SNORA71A knockdown
display a drastic reduction in tumor growth from 350 to 50 mm3 compared to mice xenografted with
normal A549 cells, that corresponds to an 85% reduction in tumor volume. Lung cancer tumorigenicity
seems to be greatly compromised or even impossible in the absence of SNORA71A. Besides, using
an available dataset from a cohort of 91 lung tumor samples [75], high levels of SNORA71A were
associated with poor overall survival of lung cancer patients [67]. These data argue in favor of a role
for SNORA71A in lung cancer.

Interestingly, the authors identified a disruption in the MAPK pathway in response to SNORA71A
knockdown in A549 and PC9 cells. They showed a reduction in the phosphorylation of the dual
specific mitogen-activated protein kinase kinase 1 (MEK) and the mitogen-activated protein kinase 1
and 2 (ERK1/2), three kinases of the oncogenic proliferative MAPK-ERK pathway (Figure 2). It has to
be noted that no rescue experiment was performed to demonstrate the involvement of MAPK pathway
in the cellular processes affected by SNORA71A depletion, and that the molecular mechanisms from
nucleolar snoRNA dysregulation to cytoplasmic MAPK pathway extinction have not been investigated.
Nevertheless, the involvement of SNORA71A in the regulation of MAPK signaling pathway offer novel
opportunities to understand lung cancer biology, especially since the MAPK pathway is genetically
altered in only 1% of NSCLC but is a well-known oncogenic signaling pathway in many types of cancers.

5.4. SNORD50A/B, Inhibitors of the Normal KRas Pathway

Most studies dedicated to investigating the contribution of snoRNAs to lung cancer were designed
to identify snoRNAs the expression of which was stimulated in human lung tumors versus healthy
lung samples. Such a historical approach is based on the primary objective of these pioneering studies
to identify snoRNAs suitable to be used as biomarkers, a clinical test being more sensitive if there is
an increased rather than a decreased expression. However, such approaches preclude the discovery
of snoRNAs displaying tumor suppressive activities. Siprashvili et al. [68] took an opposite stance
by conducting a large-scale study to investigate whether snoRNA genes exhibiting frequent deletion
could contribute to lung cancer tumorigenesis and/or progression.

Using TCGA database, 5,473 pairs of tumoral/normal samples encompassing 21 types of cancers,
which include two subtypes of lung cancer (297 LUAD and 278 LUSC), were analyzed to identify copy
number alterations (CNAs) in genomic regions encoding snoRNAs. In silico analysis revealed that the
somatic loss of SNORD50A (U50) and SNORD50B (U50B) genes is a common feature in different types
of cancers (12 out of 21), indicating their involvement in oncogenesis. In lung cancer, SNORD50A/B
are lost in 10% of lung squamous cell carcinoma and up to 30% in lung adenocarcinoma, LUAC
being one of the cancers exhibiting the highest SNORD50A/B deletion frequency. These Pan-Cancer
data suggest a strong correlation between SNORD50A/B and lung tumorigenesis. In agreement with
observations in patients, nude mice xenografted with either A459 or NSCLC NCI-H23 lung cancer cell
lines deleted in SNORD50A/B using the CRISPR method, developed larger tumors than mice injected
with non-depleted cells.

As snoRNAs are known to interact with proteins, in particular within snoRNP complexes,
Siprashvili et al. identified molecular interactions between SNORD50A/B and cancer-related proteins
to elucidate the molecular mechanisms by which SNORD50A/B deletion promotes lung tumorigenesis.
Using a small RNA-protein interaction microarray (SR-PMA) containing 9,125 recombinant proteins,
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high-throughput screening of proteins interacting with SNORD50A and/or SNORD50B was performed.
In addition to the known molecular functions of snoRNAs in rRNA processing, SNORD50A/B are
also able to interact directly with proteins that are not involved in nucleolar snoRNP complexes, such
as with the GTPase KRas protein. A cross-linking and immuno-precipitation (CLIP) assay validated
the interaction between recombinant KRas and SNORD50A/B and revealed an interaction between
SNORD50A/B and other Ras isoforms, although to a lesser extent. Further electromobility assays also
validated this unexpected binding. Diffuse residues in KRas protein and a specific 7-nt long region of
the box C of the two snoRNAs contribute to the stable SNORD50A/B: KRas interaction that occurs in
the cytoplasm.

In a set of four cell lines (primary keratinocytes, CHL-1 melanoma cells, Cal27 head and neck
squamous cell carcinoma cells and ME180 cervical carcinoma) harboring a functional Ras-Raf-MAPK
pathway, reduction of SNORD50A/B expression by specific Antisense Oligonucleotides (ASOs) triggers
ERK1/2 and MAPK activation and reduces cell proliferation in vitro. Furthermore, total abolition
of SNORD50A/B expression using the CRISPR technology in CHL-1 melanoma (wild-type KRas)
and two A549 and NCI-H23 lung cancer cell lines (mutant KRas) also resulted in an increase in
ERK1/2 phosphorylation and in cell proliferation. SNORD50A/B overexpression in both wild-type
and mutant KRas cells led to a decrease in ERK1/2 phosphorylation and limited cell growth and
proliferation. Hence, SNORD50A/B acts as a negative regulator of the KRas pathway irrespective of
its mutational status, and affects tumorigenic capacities of cancer cells, including lung cancer cells
(Figure 2). Interestingly, the specific interaction between SNORD50A/B and KRas induces the inhibition
of interaction between KRas and the farnesyltransferase (FTase), which usually leads to the activation
of the KRas protein through farnesylation and prenylation. The current model suggests that when
SNORD50A/B is depleted, FTase then binds to KRas, leading to its activation and downstream signaling
pathway that could provide support for the ERK1/2 phosphorylation observed in cell lines lacking
SNORD50A/B. Thus, SNORD50A/B act as tumor suppressors probably by preventing KRas activation.

Based on these data, it appears that the depletion of SNORD50A/B often found in patient tumor
samples is a key step for lung tumor initiation by activating the oncogenic KRas pathway, the genomic
alterations of which represent about 25% of lung adenocarcinomas [42]. SNORD50A/B is the only
example so far of a snoRNA with suppressive activity in lung cancer. Moreover, those data illustrate
the possibility for snoRNAs to interact directly with cytoplasmic proteins in addition to nucleolar
proteins involved in snoRNPs. The physical binding of a snoRNA with an unexpected protein
has already been observed. SNORD46, a C/D box snoRNA, is overexpressed in many cancers [3].
Its inhibition using antisense locked nucleic acid (LNA) Gapmer technology in the NSCLC A549 cell
line resulted in decreased cell viability, migration and invasion, suggesting a function for SNORD46 it
these cellular mechanisms. In addition, like SNORD50A/B, SNORD46 interacts with oncoproteins.
Experimental identification of proteins interacting with a synthetized SNORD46 through RNA-pull
down and mass spectrometry analysis (MS), demonstrated an interaction with the pappalysin-1
(PAPP1) protein, a secreted metalloprotease, probably unveiling unknown functions of snoRNAs in
non-canonical localization.

5.5. SNORD3A and SNORD118: From Ribosome Biogenesis to Tumorigenesis

Since a majority of the studies investigating the contribution of snoRNA dysregulation in lung
tumorigenesis did not decipher the direct snoRNA-related molecular mechanism but rather provided an
associative evidence between snoRNA dysregulation and cancer cell behavior, Langhendries et al. [19]
from D. Lafontaine’s lab attempted to address this concern by focusing on the primary role of snoRNAs
in pre-rRNA processing during tumorigenesis.

SNORD3A (U3) and SNORD118 (U8) belong to the small fraction of C/D box snoRNAs participating
in the cleavage of the 47S pre-rRNA into the three main rRNA species (5.8S, 18S and 28S) prior to
their assembly into ribosomal proteins in eukaryotic species. Dysregulation in the expression levels
of these two snoRNAs has never been steadily detected in lung cancer. However, since inhibition of
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SNORD3A and SNORD118 impedes mammary tumorigenesis [27], Langhendries et al. investigated
their individual role in tumorigenesis using two cellular models, namely human lung (H1944) and
breast (MCF-7) cancers. Only data related to lung cancer are presented herein.

In response to reduced SNORD3A or SNORD118 levels, p53 and p21 proteins accumulate (up
to 25-fold after 24 h) as evidenced by Western blot, a regulation dependent on the presence of the
ribosomal proteins RPL5 and RPL11. It is associated first with a G1 blockade, around 80% of NSCLC
H1944 cells being arrested only after 24 h of ASO treatment, and second with an increased proportion of
apoptotic cells associated with progressive dislocation of the nucleolus. Thus, reduction of SNORD3A
or SNORD118 levels promotes a p53 suppressive response in a ribosomal protein-dependent manner.
Such response has been extensively studied and corresponds to a classical response termed ribosomal
stress (or nucleolar stress), where defects in ribosome biogenesis, including defects in pre-rRNA
cleavage, induce cell cycle arrest and apoptosis in a p53-dependent manner through disruption of
the interaction between p53 and the human double minute 2 (Hdm2) protein by ribosomal proteins
(for review see [76,77]).

Furthermore, SNORD3A and SNORD118-depleted H1944 lung cancer cells lose their ability to
form colonies in vitro using soft agar assay. While reduction of SNORD3A levels diminished colony
formation by 75%, the effect of SNORD118 knockdown is even stronger since it completely prevents
colony growth. Injection of cells previously treated with SNORD3A or SNORD118 ASO inhibitor
in nude mice corroborate these results. Among the 12 mice engrafted with SNORD118-depleted
H1944 cells, no tumor was visible using either necked eye or PET (positron emission tomography) two
months after engraftment, although the scramble treated H1944 cells led to the formation of visible
and palpable tumors. The other set of 12 mice transplanted with H1944 lung cancer cells expressing
reduced SNORD3A levels in response to ASO treatment, developed tumors 24 days after transplant
though these were 500-fold smaller than control tumors.

Polysome analysis of H1944 cells treated with specific ASO targeting either SNORD3A or
SNORD118, revealed a reduction in 40S (i.e., small ribosome subunit) and 60S (i.e., large ribosome
subunit) peaks, respectively. As a consequence, a reduction in polysomes (i.e., mRNAs bound by
ribosomes) is observed, indicative of a reduction in ribosome production however in a different extent.
Indeed, some polysomes are still visible in response to SNORD3A knockdown, while they are largely
absent in response to SNORD118 depletion. Such a difference may be due to the fact that knockdown
expression of these snoRNAs alters different steps of the pre-rRNA cleavage as shown by Northern
blot assays (SNORD3A: 5′-ETS and ITS1 leading to 18 rRNA; SNORD118: ITS2 and 3′-ETS involved in
28S rRNA), thus driving the accumulation of inappropriate rRNA intermediates. Hence, SNORD3A
and SNORD118 do have key functions in maintaining human ribosome biogenesis in cancer cells.

Altogether, it appears that SNORD118 is more tumorigenic than SNORD3A. The difference
observed in their individual impact on ribosome biogenesis might explained such a difference in
tumorigenic activity, the 60S defects associated with SNORD118 depletion may have more impact
on tumorigenesis than the 40S defects associated with SNORD3A although it remains to determine
by which mechanism. Nevertheless, both SNORD3A and SNORD118 directly contribute to lung
tumorigenesis by promoting ribosome production necessary to maintain cell growth and the high
proliferative rate of cancer cells.

6. The Future of snoRNAs in the Field of Lung Cancer

The involvement of snoRNAs in lung cancer tumorigenesis is paving the way for novel studies
investigating the pathophysiology of lung cancer. Indeed, it appears that studying genomic alteration
is no longer sufficient to understand both lung tumorigenesis and progression. Moreover, it emerges.
It only starts to emerge that alteration in gene expression might mediate resistance to targeted
therapies [41]. In parallel, the demonstration that snoRNA expression varies in lung cancer tissues
challenges the former dogma, according to which snoRNAs were considered to be effectors of
housekeeping functions in ribosome biogenesis [6]. SnoRNAs are mostly overexpressed in lung cancer
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tissues compared to non-cancerous samples, while only a few of them are downregulated in lung
tumors (Table 1). Mechanistic examination of such dysregulation in lung cancer cells argues in favor of
oncogenic activities for most snoRNAs.

Overexpressed snoRNAs act as oncogenes activating different survival pathways such as MAPK or
KRas, likely through inhibition of p53-mediated apoptosis. Experimental inhibition of some individual
snoRNAs abolished lung tumorigenesis in vitro and in vivo. Knowing the emerging role of cancer
stem cells in lung tumorigenesis and progression, both by promoting metastases and resistance to
targeted therapies, the importance of snoRNAs in promoting and maintaining self-renewal properties
in lung cancer illustrates the major role of snoRNAs in lung cancer malignancies. To date, a single study
accumulates evidence regarding the tumor suppressive role of snoRNAs, attributed to SNORD50A and
SNORD50B, which are deleted in lung tumors [68]. However, it is expected that many more snoRNAs
may have tumor suppressive effects.

Research in this field is unquestionably at its infancy and requires further insight. Preliminary
data relied on promising findings that need to be completed, in particular regarding the molecular
mechanisms by which snoRNAs contribute to lung cancer tumorigenesis and progression. The notion
that expression of snoRNAs can be altered in cancer, thus questioning their housekeeping functions,
has to be paralleled with the emerging field of epitranscriptomics [15,78,79]. Indeed, the canonical
role of snoRNAs in catalyzing rRNA chemical modifications (i.e., 2′-O-ribose methylation and
pseudo-uridylation) has not yet been explored, although it appears that rRNA chemical modifications
play a key role in regulating translation [15]. Indeed, alterations of rRNA 2′-O-ribose methylation
directly affect translation of some mRNAs, which contain particular cis-regulator elements in their 5′
UTR (i.e., Internal Ribosome Entry Sites or IRES), such as the Insulin-like Growth Factor 1 Receptor
(IGF1R) or Myc proto-oncogene (MYC), in breast cancer and leukemia [80–82]. However, the relationship
between ribosome biogenesis and lung cancer is supported not only by the role of the SNORD3A-
and SNORD118-induced 47S pre-rRNA cleavage in lung cancer proliferation, but also by the recent
demonstration that rRNA synthesis is required to drive KRAS-TP53 lung tumorigenesis [83]. One
could speculate that malignancy mediated by snoRNAs in lung cancer is driven by the fine-tuning of
ribosomes. However, it appears that snoRNAs might exert yet undescribed non-canonical functions
outside of the nucleus, since some studies demonstrated snoRNA binding to extra-nuclear proteins
and reported the role of some “orphan” snoRNAs in mRNA metabolism [3,68].

Studying snoRNAs in lung cancer may pave the way for innovative clinical applications, both as
biomarkers and therapeutic targets. snoRNAs have singular intrinsic biochemical features, ideal as
a source of non-invasive lung cancer biomarkers. Indeed, snoRNAs are released through exosomal
vesicles or after cell death in circulating fluids such as sputum [60] or plasma [48], where they are
stably and readily detected in a non-invasive manner. Precise identification of snoRNA signatures
during the course of the disease may provide major indications of the subtype and the stage of the
disease, but also predict relapse [3]. Discovering novel signatures will rely on RNA-seq approaches,
although nomenclature issues inherent to both diverse snoRNA annotations and snoRNA identity
based on a unique 10–20 nt sequence, have still to be addressed. From the therapeutic point of view,
it could be hypothesized that snoRNAs can be efficient targets to reduce lung tumor growth, as it
has been observed in in vitro and in vivo experiments. The transfer of experimental findings on
the inhibition of snoRNAs to novel clinical therapeutic approaches may be highly promising. RNA
therapies began in the 1990s, the first US Food and Drug Administration (FDA) approved RNA-based
therapy using antisense oligonucleotide to cure cytomegalovirus retinitis having been released in
1998 (Nature outlook, RNA therapies 2019). MicroRNA themselves can be used as efficient drugs as
demonstrated by several clinical trials, including in lung cancer (NCT02369198) [84]. Moreover, tools
could be designed to repress snoRNAs in a specific manner, including antisense oligonucleotides or
miRNAs [84,85].
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7. Conclusions

The literature dedicated to snoRNAs in lung cancer, although limited today, highlights the
biological and clinical outcomes that may arise from studying snoRNAs. In particular, confronted with
the limitations presented by current therapies used in lung cancer management and the associated
elevated morbidity in lung cancer patient populations, snoRNAs may become pivotal elements to
improve our understanding of lung cancer and relevant multimodal tools to improve cancer patient
management from their diagnosis to their treatment.
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2. Article : “Box C/D small nucleolar RNA-induced ribosomal RNA 2’Ome 

contributes to tyrosine kinase resistance in lung cancer” 

Cet article scientifique dont je suis autrice en 4ème position est actuellement en cours de 

préparation. Le manuscrit est inclus à la suite de cette introduction. 

 

a. Contexte 

Le cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC) est l’un des cancers les plus 

meurtriers de notre époque. Aujourd’hui, on estime le pourcentage de survie à 5 ans à 40% pour 

les stades I et II de la maladie, et 5% pour les stades III et IV. Cette forte mortalité s’explique 

par le dépistage tardif de cette pathologie souvent asymptomatique et par l’apparition de 

résistance aux traitements. Les traitements disponibles pour le CBNPC sont variés et reposent 

essentiellement sur les thérapies ciblées qui permettent l’inhibition spécifique d’oncogènes 

impliqués dans la prolifération des cellules cancéreuses. En effet, ces traitements sont capables 

de cibler spécifiquement les récepteurs à tyrosine-kinases mutés dans les cellules cancéreuses 

et qui drivent la tumorigenèse pulmonaire. Par exemple, les altérations génétiques « fusion 

EML4-ALK », provenant de la fusion de deux gènes codant des récepteurs à tyrosine-kinase 

EML4 et ALK, sont relativement rares (5% des cas de cancers CBNPC). Dans ce cas, les 

patients sont traités avec le crizotinib, un inhibiteur de ALK. Cependant, plus de 80% des 

patients traités développent une résistance dans les 9 premiers mois de traitement. 

Indépendamment de la nature de l’altération génétique, l’apparition de résistances aux thérapies 

ciblées peut être due à l’apparition d’une mutation génétique secondaire ou à l’activation d’une 

autre voie de prolifération cellulaire. Dans 40% des cas, le mécanisme de résistance reste 

inexpliqué par un mécanisme génomique. Il émerge actuellement que des mécanismes non-

génomique pourraient participer à la résistance aux inhibiteurs de récepteurs à tyrosine-kinases. 

Notre article s’intéresse au rôle de la régulation traductionnelle, et donc du ribosome, 

dans la résistance aux inhibiteurs d’ALK dans les CBNPC. 

 

b. Résultats principaux 

Cette étude a été menée sur des lignées cellulaires de CBNPC possédant une fusion 

EML4-ALK (H3122), l’une parentale sensible au crizotinib (H3122-S) et la seconde résistante 
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au crizotinib (H3122-CR). En comparant les ARNm en cours de traduction (polysomes) entre 

les H3122-S et les H3122-CR, nous avons montré que plus de 800 gènes sont régulés 

traductionnellement entre cellules sensibles et résistantes au crizotinib. De ce fait, notre intérêt 

s’est porté sur la composition du ribosome comme acteur central de la régulation 

traductionnelle. Nous avons ainsi montré qu’il existe une altération du pattern de 2’O-ribose 

méthylation (2’Ome) dans les cellules résistantes au crizotinib par rapport aux cellules 

sensibles, et que cette altération de 2’Ome au site 28S_Cm1327 est médiée par une diminution 

de l’expression du snoARN guidant cette méthylation (SNORD104) dans les cellules H3122-

CR. 

L’inhibition de l’expression de SNORD104 par traitement Antisens LNA GapmeR dans 

les cellules sensibles a montré une augmentation de leur résistance au traitement au crizotinib. 

Ce résultat a également été confirmé par la génération de lignées CRISPR/Cas9 hétérozygotes 

pour l’expression de SNORD104. Ces résultats ont pu être corrélée avec l’inhibition de 

l’expression l’ARNm pro-apoptotique BAX dans les cellules déficientes en SNORD104. D’un 

point de vue traductionnel, l’inhibition de SNORD104 dans les lignées sensibles au crizotinib 

induit l’augmentation de la traduction IRES-dépendante. 

L’étude de l’expression basale de SNORD104 dans d’autres contextes de résistance aux 

thérapies ciblées montre une tendance à l’augmentation dans des modèles de fusion EML4-

ALK résistants au cérétinib et à l’alectinib, ainsi que dans un modèle de mutation du récepteur 

EGFR résistant à l’erlotinib. Ainsi, les résultats obtenus dans cette étude semblent spécifiques 

du modèle CBNPC possédant une fusion EML4-ALK et résistant au crizotinib. 

 

c. Ma contribution 

Pour cet article, j’ai participé à la mise au point des traitements Antisens LNA GapmeR 

pour inhiber l’expression et l’activité de SNORD104, ainsi qu’à l’analyse de l’expression de 

SNORD104 par RT-qPCR en réponse au crizotinib ou au traitement Antisens LNA GapmeR. 

Ces travaux constituaient mon sujet de stage volontaire de 3ème année de Licence (avril-juillet 

2018) et avaient été présentés sous forme d’un rapport et d’une présentation orale. 

 

d. Manuscrit (en préparation) 
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Abstract 

While ribosome has been considered for 40 years as a neutral actor of gene expression, it 

recently emerged that ribosomal RNA (rRNA) activity is finely regulated by chemical 

modifications. Remarkably, these rRNA modifications are mediated by another family of non-

coding RNAs, the small nucleolar RNAs (snoRNAs) that guide enzymes at specific rRNA sites. 

Here, we reported that lung adenocarcinoma (LUAD) cells resistant to tyrosine kinase 

inhibitors (TKIs) display alteration in both their translational program and their snoRNAs and 

rRNA 2’Ome profiles. In particular a concomitant decrease in SNORD104 and 2’Ome at its 

associated 28S_Cm1327 rRNA site has been detected in cells resistant to a panel of ALK 

inhibitors and of the EGFR inhibitor, Osimertinib. In addition, we showed that the dynamic 

SNORD104-induced abolition of 2’Ome at 28S_Cm1327 has no effect on translation or cell 

viability in basal condition, while it affects translation and promotes resistance to Crizotinib. 

Interestingly, SNORD104 overexpression restores Crizotinib sensitivity. Overall, our data 

demonstrate that a single rRNA 2’Ome site plays a key role in cell adaptation in response to 

stress. More importantly, they support a role of snoRNA-altered rRNA 2’Ome in resistance to 

TKIs in LUAD, but also the importance of translation, as a novel non-genomic mechanism in 

drug resistance in LUAD.     
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Introduction 1 

Lung cancer is the first cause of cancer death, lung adenocarcinoma (LUAD) being the most 2 
frequent subtypes (GloboCan, gco.iarc.fr). Since more than 60% of LUAD are driven by 3 
genomic alterations in tyrosine kinases (e.g., EGFR, ALK), the main anti-cancer therapeutic 4 
approach used in clinical routine consists in specifically targeting these oncogenic drivers using 5 
tyrosine kinase inhibitors (TKIs)1. Although TKIs contributed in increasing patient survival, lung 6 
cancer remains an aggressive disease with a mean 5-years overall survival of only 14% mainly 7 
due to drug resistance2. For instance, ALK-translocations have been reported in 7% of LUAD 8 
and are targeted by Crizotinib in the first line setting, which shows strong efficacy, while all 9 
patients ultimately relapse within the first year of treatment3. The only therapeutic option 10 
available at present to overcome treatment resistance is the early detection of secondary 11 
actionable genomic alterations, constituting numerous, successive lines of treatment for a 12 
single patient. However, only 40% of resistance cases can be explained by genomic alteration.  13 

It recently appeared that non-genomic mechanisms can also drive drug resistance, including 14 
translational control4,5. For instance, translational reprograming has been shown to promote 5-15 
FU chemoresistance in colorectal cancer6,7. Translational control is also crucial to the survival 16 
of cancer cells to TKIs, in particular in melanoma5. Increased translation of HIF1a mRNA 17 
through a codon-specific mechanism indeed promotes resistance to BRAF inhibitor of 18 
melanoma cells8.  19 

Among the regulators of translation, ribosome emerge as an innovative one9. Indeed, 20 
ribosomes exhibit different compositions that are hypothesized to regulate the translation of 21 
specific mRNAs. In addition to ribosomal proteins, variation in ribosome composition also relies 22 
on chemical modifications of the ribosomal RNAs (rRNAs), including 112 2’-O-ribose 23 
methylations (2’Ome)9,10. It has been reported that rRNA 2’Ome reflects the inter-tumoral 24 
heterogeneity in solid and haematological cancers, and affects translation of some specific 25 
mRNAs, through IRES (Internal Ribosome Entry Sites)- or elongation rate-dependent 26 
mechanisms for example11–16. The precise positions of rRNA 2’Ome are determined by C/D 27 
boxes small nucleolar RNAs (snoRNAs), or SNORD, that hybridize rRNA in a sequence-28 
specific manner10,17,18. Notably, some snoRNAs have been directly involved in lung 29 
tumorigenesis and in cancer resistance, such as SNORD3A, which induces doxorubicin-30 
resistance in osteosarcoma17,19. However, whether these snoRNAs contribute in tumorigenesis 31 
and resistance by modulating rRNA chemical modifications remains to be deciphered.  32 

To date, the translational landscape of TKIs-resistant LUAD has never been yet deciphered, 33 
nor the associated changes in ribosome composition. Here, we used genome-wide 34 
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approaches to depict the translational landscape and determine the role of snoRNA-induced 35 
alteration of rRNA 2’Ome in TKIs-resistant LUAD. 36 

 

Results 37 

Translational reprogramming contributes to acquisition of biological processes in 38 
Crizotinib-resistant LUAD  39 

To depict the translational landscape of TKIs-resistant LUAD, we analyzed the change in 40 
translation occurring in a pair of LUAD H3122 cell lines displaying ALK-EML4 translocation 41 
that exhibit either sensitivity (H3122-S) or resistance to Crizotinib, an ALK inhibitor (H3122-42 
CR) (Figure 1A)3. 43 

Alteration in global protein synthesis was first investigated using puromycylation assay 44 
(Supplementary Figures S2A-B). Compared to H3122-S, H3122-CR exhibit a significant 30% 45 
decrease in puromycylation incorporation, indicating that LUAD Crizotinib-resistant cells have 46 
a lower global protein synthesis rate than sensitive ones. Since a strong correlation exists 47 
between the rate of protein synthesis and ribosome biogenesis, we quantified the levels of 48 
ribosomal RNAs (rRNAs) (Supplementary Figures S2C-D). No difference was observed in 18S 49 
nor 28S rRNA levels between H3122-S and -CR, suggesting that decrease in protein synthesis 50 
does not result from a decrease in ribosome biogenesis. Interestingly, H3122-CR display a 51 
significant decrease in their levels of polysomes (i.e., actively translated mRNAs) compared to 52 
H3122-S, supporting the notion that Crizotinib-resistant cells show lower protein synthesis 53 
compared to sensitive ones (Figures 1A-B, Supplementary Figure S2E-G).  54 

To determine whether specific mRNA translation is also altered, mRNAs purified from 55 
cytoplasm and polysomes were sequenced and subsequently referred as to RNA-seq (i.e., 56 
mRNA steady-state level) and POLY-seq (i.e., actively translated mRNA level), respectively 57 
(Figures 1A-D). Robustness of log2 fold-change (FC) values between H3122-CR and -S cells, 58 
obtained for RNA-seq and POLY-seq, were validated on 77 randomly chosen genes (p < 59 
0.0001 and r2 = 0.8) (Supplementary Figures S2H-I). Then, comparison of log2(FC) in RNA-60 
seq and POLY-seq allows identifying three categories of mRNAs, depending on their 61 
regulatory events (Figures 1C-D). Most of the significantly deregulated mRNAs (n=2,976) 62 
display a concomitant change in both steady-state and polysome-associated mRNA levels 63 
(“BOTH”). Among them, 5 out of the 20 most significantly down-regulated genes in H3122-CR 64 
compared to H3122-S previously identified by beads-arrays, were also found in our dataset, 65 
validating our observation (PHLDA1, ODC1, STMN3, ITGB5 and HMGA1)3. This concomitant 66 
decrease in cytoplasmic and polysomal-associated mRNAs has been already described as the 67 
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translational buffering, where change in mRNA steady-state levels mechanically affect the 68 
ones of mRNA translation20.  69 

Two additional categories of mRNAs were identified that correspond to mRNAs regulated at 70 
translational level however with different mechanisms (Figures 1C-D). First, 567 mRNAs are 71 
significantly deregulated at steady-state levels without any change in their polysome-72 
associated levels (“RNA”). They correspond to mRNAs, whose protein synthesis is maintained 73 
to a normal translation rate even in response to any change in their steady-state levels. 74 
Conversely, 748 mRNAs are significantly deregulated at polysome-associated levels without 75 
any change in their steady-state levels (“POLY”) (Figures 1C-E). Thus, Crizotinib-resistant 76 
LUAD cells display not only a distinct transcriptome but also a distinct translational landscape.  77 

Gene ontology (GO) analyses were then performed to determine the biological processes 78 
associated with these mRNAs regulated at different levels (Figures 1F-G, Supplementary 79 
Figures S2). Among the top 15 enriched biological processes, most of the GO terms were 80 
similar between the three categories (i.e., BOTH, RNA and POLY), and whatever the fact 81 
mRNAs are up- or down-regulated. As already described in transcriptomic or proteomic 82 
analyses, an enrichment in genes involved in cell signaling, cell movement and immunity were 83 
observed21,22. In addition, genes involved in nitrogen and heterocycle metabolism were 84 
enriched in H3122-CR compared to H3122-S, a biological process directly dependent upon 85 
the metabolism of Crizotinib, which is a nitrogen-containing heterocycle compound 23,24. These 86 
data indicate that Crizotinib-resistance relies on distinct acquired phenotypes, which result 87 
from regulation in gene expression at multiple layers.  88 

Altogether, although a global decrease in protein synthesis is observed in Crizotinib-resistant 89 
LUAD cells, not only translation of some mRNAs is maintained or increased but also mRNAs 90 
regulated at translational level contribute, like the ones regulated at transcriptional level, to the 91 
acquisition of biological processes, which characterized Crizotinib-resistant LUAD cells.  92 

 

Crizotinib-resistant LUAD cells express a concomitant decrease in the level of C/D box 93 
snoRNA and 2’Ome rRNA  94 

Knowing the emerging role of rRNA 2’Ome in regulating translation9,10,15,16,25, we investigated 95 
whether rRNA 2’Ome is altered in resistance to Crizotinib using RiboMethSeq. A significant 96 
change in 2’Ome levels was observed for 10 out of the 112 rRNA sites (Figure 2A). In H3122-97 
CR compared to H3122-S cells, 2’Ome level is increased in all except one rRNA sites, 98 
28S_Cm1327, whose 2’Ome level decrease by 12% (Supplementary Figure S3A). To 99 
determine whether this alteration in rRNA 2’Ome was conserved in mature, actively translating 100 
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ribosomes, 2’Ome was quantified on the previously generated polysomal fractions (Figures 1B 101 
and 2B). Like for total cellular extract, a significant change in 2’Ome level was observed for 9 102 
common rRNA sites, which display no particular location in the human ribosome 103 
(Supplementary Figures S3B-C). It suggests that analysis of total RNA is a surrogated of 104 
polysome-associated ribosome, at least in these cell lines. Once again, the 2’Ome level at 105 
28S_Cm1327 is the only one to decrease in polysome-associated ribosomes of H3122-CR 106 
compared to the one of H3122-S (Figure 2B, Supplementary Figure S3D). Thus, 2’Ome is 107 
altered in mature and active ribosomes of Crizotinib-resistant LUAD cells, including at 108 
28S_Cm1327 site. 109 

To determine by which mechanism alteration of rRNA 2’Ome occurs, we first evaluated change 110 
in expression of the four proteins composing the rRNA 2’Ome complex (NOP56, NOP58, 111 
NHP2L1 and FBL). Indeed, a strong correlation has been described between levels of the FBL 112 
methyl-transferase and rRNA 2’Ome14,15,25. However, these four proteins display similar levels 113 
in H3122-CR and -S cells (Supplementary Figures S3E-F). In addition to proteins, the rRNA 114 
2’Ome complex contains one C/D box small nucleolar RNA (snoRNA or SNORD), which 115 
hybridizes rRNA in a sequence specific manner to guide FBL18,26. To determine whether 116 
change in rRNA 2’Ome level relies on SNORD expression in Crizotinib-resistant cells, we used 117 
our previously published GSE49508 dataset (Figure 2C)3. snoRNA analyses were first 118 
validated by comparing the log2(FC) values between H3122-CR and -S of 7 SNORDs obtained 119 
by beads-array and RT-qPCR (p < 0.05 and r2 = 0.86) (Supplementary Figure S3G). From 120 
GSE49508 dataset, a significant decrease in two SNORDs was observed in H3122-CR 121 
compared to -S cells, the most down-regulating one corresponding to SNORD104, which 122 
specifically guides 2’Ome at the 28S_Cm1327 rRNA site (Figure 2C) (snoDB v2.0: 123 
http://scottgroup.med.usherbrooke.ca/snoDB/)18. This decreased level in SNORD104 levels 124 
was also detected in H3122 cells resistant to X356, another ALK inhibitor, in the GSE49508 125 
dataset (Supplementary Figures S3H-I). We then validated that SNORD104 levels decrease 126 
in H3122-CR compared to -S cells (Figures 2D-E). Of note, expression levels of its host gene 127 
SNHG25 is also concomitantly decreased, suggesting a transcriptional event regulating both 128 
SNHG25 and SNORD104 that however does not involve DNA methylation of the SNORD104-129 
SNHG25 locus (Figure 2F, Supplementary Figures S3J-K). Thus, while no change in levels of 130 
the protein components of the rRNA 2’Ome complex, Crizotinib-resistant LUAD cells display 131 
alteration in SNORDs.  132 

Altogether, our data demonstrate that a concomitant decrease in levels of SNORD104 and 133 
2’Ome at its associated 28S_Cm1327 rRNA site characterizes Crizotinib-resistant LUAD cells. 134 
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Depletion of SNORD104 abolishes 2’Ome at 28S_Cm1327 and alters translation  135 

To determine whether SNORD104-induced alteration in 2’Ome at 28S_Cm1327 contributes in 136 
Crizotinib-resistance, we first characterized the impact of SNORD104 depletion on ribosome 137 
composition and translation. SNORD104 knock-down was performed using Antisense LNA 138 
Gapmer approach in H3122-S cells. At 72 hrs post gymnosis treatment, LNA-SNORD104 139 
treated cells showed significant 70% decrease in SNORD104 levels compared to non-treated 140 
and LNA-ctrl treated cells, while no change in the level of its host gene SNHG25 was observed 141 
(Figures 3A-C). In addition, only the level of 2’Ome at 28S_Cm1327 was reduced in LNA-142 
SNORD104 compared to LNA-ctrl treated cells, its levels being completely abolished in 143 
response to SNORD104 knock-down (Figure 3E). It has to be noted that reduction of 2’Ome 144 
level at 28S_Cm1327 was detected as soon as 24 hrs, its complete abolition being observed 145 
from 48 hrs (Supplementary Figures S4A-B). Moreover, decrease in SNORD104 levels and 146 
abolition in 2’Ome at 28S_Cm1327 remain effective under LNA-SNORD104 treatment for one 147 
month (Supplementary Figures S4A-B). Finally, removal of LNA-SNORD104 from the medium 148 
progressively and concomitantly restore levels of SNORD104 and 2’Ome at 28S_Cm1327. 149 
These data demonstrate that H3122-S cells tolerate complete abolition of 2’Ome at the 150 
28S_Cm1327 for at least one month, this abolition being reversible. Thus, SNORD104 151 
depletion dynamically and specifically alters ribosome composition at a single rRNA 2’Ome 152 
site. 153 

To determine whether SNORD104-induced loss in 2’Ome at 28S_Cm1327 impacts translation, 154 
we analysed global protein synthesis using puromycylation assay and cap-independent 155 
translation using a bicistronic reporter assay containing the 5’UTR of IGF-1R mRNA. Indeed, 156 
2’Ome has been shown to regulate cap-independent translation of IGF-1R mRNA15,25. In 157 
H3122 sensitive cells, LNA-ctrl and -SNORD104 treatments do not affect global protein 158 
synthesis, while cap-independent translation slightly decreases of 20% in LNA-SNORD104 159 
compared to -ctrl, suggesting that SNORD104 depletion has only a slight impact on translation 160 
in basal condition (Figures 3F-H and Supplementary Figures S5). In contrast, in response to 161 
Crizotinib, a 2-fold increase in both global protein synthesis and cap-independent translation 162 
occurs in LNA-SNORD104 compared to LNA-ctrl treated cells. Difference in bicistronic reporter 163 
assay does not result from any change in Renilla or Firefly mRNA levels but rather from an 164 
increased Firefly activity (Supplementary Figures S5). Overall, SNORD104-induced loss in 165 
2’Ome at 28S_Cm1327 is associated with alteration in both global protein synthesis and cap-166 
independent translation however mostly in response to Crizotinib.  167 
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Depletion of SNORD104 promotes resistance to Crizotinib  168 

We then investigated whether SNORD104 depletion contributes to Crizotinib-resistance. Live 169 
cell number was first determined in H3122-S LUAD cells pre-treated with LNA-SNORD104 or 170 
– ctrl, in response or not to Crizotinib exposure. While no significant difference was observed 171 
in non-treated cells, the number of alive LNA-SNORD104 cells was significantly higher than 172 
the one of LNA-ctrl in response to Crizotinib (Figure 4A). These data indicate that SNORD104 173 
depletion promotes resistance to Crizotinib. Similarly, compared to LNA-ctrl treated H3122-S 174 
cells, no difference was observed in colony number issued of LNA-SNORD104 cells in vehicle 175 
condition, while a significant increase in colony number occurred in LNA-SNORD104 pre-176 
treated cells in response to Crizotinib (Figures 4B-C). Finally, monitoring of cell number for 16 177 
days also revealed a difference in response to Crizotinib but not in basal condition, between 178 
LNA-SNORD104 and -ctrl treated H3122-S cells (Figures 4D-E). While a 90% decrease in 179 
LNA-ctrl cell number occurs from day 4 in response to Crizotinib, a delay is observed in LNA-180 
SNORD104 cells, which reach the 90% decrease only at day 8. Thus, SNORD104 depletion 181 
has no effect in basal condition, although it promotes increased cell viability and colony 182 
formation in response to Crizotinib.  183 

Recently, it has been described that a subpopulation of drug-tolerant persister cells (DTPs) 184 
constitute a reservoir from which resistant cells may emerge27. In melanoma, DTPs are 185 
characterized by a slow-proliferative phenotype, a change in cell identity and a global decrease 186 
in protein synthesis associated with the maintenance of translation of a mRNA subgroup 187 
allowing DTPs to bypass the selective pressure5,28. To determine whether SNORD104 188 
depletion favours appearance of DTPs in 2-weeks exposure to Crizotinib, we compared LNA-189 
ctrl and -SNORD104 treated H3122-S cells, the latter one maintaining a decrease in 190 
SNORD104 level over time without any change in the expression of its host gene SNHG25 191 
(Supplementary Figures S6A-B). LNA-SNORD104 and -ctrl treated cells exhibit similar 192 
variation in levels of mRNAs encoding stem or cell cycle markers in response to Crizotinib 193 
(Supplementary Figures S6C). In addition, similar decrease in S phase was observed in 194 
response to Crizotinib in both LNA-SNORD104 and -ctrl pre-treated cells (Supplementary 195 
Figures S6D-E). The Crizotinib-resistance induced by SNORD104 depletion is not associated 196 
with an increase in DTPs. We finally investigated apoptosis. In response to Crizotinib, caspase 197 
3/7 activation increased in a time-dependent manner in LNA-ctrl cells (Figure 4F). In contrast, 198 
only a slight increase stabilized from 24 hrs was observed in response to Crizotinib in LNA-199 
SNORD104 cells. Altogether, it demonstrates that SNORD104 depletion, which abolishes 200 
2’Ome level at its associated 28S_Cm1327 rRNA site and alters translation, promotes 201 
resistance to Crizotinib by decreasing apoptosis. 202 
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SNORD104 restores sensitivity to Crizotinib-resistant LUAD  203 

Since reduction of SNORD104 promotes resistance to Crizotinib, we investigated whether 204 
increasing SNORD104 level might restore sensitivity to Crizotinib. Indeed, we observed that 205 
increased levels of SNORD104 correlate with sensitivity to Crizotinib (Figure 5). We observed 206 
a dose- and time-dependent increase in SNORD104 level, but not in its host gene SNHG25, 207 
in H3122-S but not in H3122-CR in response to increasing concentration of Crizotinib that 208 
parallel their cell viability. These data support the notion that SNORD104 contributes to 209 
sensitivity to Crizotinib. 210 

To evaluate whether SNORD104 re-expression in Crizotinib-resistant LUAD cells restore drug 211 
sensitivity, we established H3122-CR cells expressing inducible SNORD104. In response to 212 
doxycycline induction, while no change in both SNORD104 and its host gene SNHG25 was 213 
observed in H3122-CR-Empty cells, H3122-CR-SNORD104 cells display a dose-dependent 214 
increase in SNORD104 but not in SNHG25 (Figures 6A-B and Supplementary Figures S7A-215 
B). Interestingly, 0.5 μg/ml doxycycline increases SNORD104 level in H3122-CR-SNORD104 216 
to a RNA level equivalent to the basal one of H3122 sensitive cells (Supplementary Figure 217 
S7A). Moreover, increased expression of SNORD104 is associated with a specific increase in 218 
2’Ome level at 28S_Cm1327 site, no difference being observed in H3122-CR-Empty cells 219 
(Figure 6C and Supplementary Figure S7C).  220 

Using this system, we first evaluate viability of SNORD104 overexpressing H3122-CR cells in 221 
response to increasing doses of Crizotinib for 72 hrs. While we detected no difference between 222 
-Empty and -SNORD104 cell lines at 0.5 μg/ml doxycycline, an increase in cell viability was 223 
observed in 0.1 μg/ml doxycycline-induced H3122-CR-Empty cells but not in H3122-CR-224 
SNORD104 cells (Supplementary Figures S7D-E). It suggests that the Crizotinib-resistance 225 
induced by doxycycline in H3122-CR-Empty cells is abolished by SNORD104 overexpression 226 
in H3122-CR-SNORD104. In addition, while no difference in colony formation was observed 227 
between non-treated and Crizotinib treated H3122-CR-Empty cells, SNORD104 228 
overexpression slightly but reproducibly decreases number of cell colonies only in response to 229 
Crizotinib (Figures 6D-E).  230 

Altogether, these data suggest that SNORD104 overexpression, which increases rRNA 2’Ome 231 
level at 28S-Cm1327, restores drug sensitivity of Crizotinib-resistant LUAD cells. 232 
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SNORD104-induced decreased in 2’Ome level at 28S_Cm1327 occurs in different TKI-233 
resistant and genomic contexts 234 

As previously described, decrease in SNORD104 levels in Crizotinib-resistant H3122 cells 235 
compared to sensitive ones, also occurred in a second pair of H3122 cells that include a cell 236 
line resistant to another ALK inhibitor, X356 (Supplementary Figures S3H-I). To determine 237 
whether it corresponds to a general characteristic of resistance to ALK inhibitors, we compared 238 
Lorlatinib-resistant H3122 cells (H3122-LR) and sensitive ones. Like for H3122-CR, 239 
SNORD104 level, as well as levels of its host gene SNHG25 and 2’Ome at its associated 240 
28S_Cm1327, is significantly lower in H3122-LR compared to H3122-S (Figures 7A-C). 241 
Comparison was then extended to another genomic context, EGFR mutation. Once again, 242 
Osimertinib-resistant H1975 cells expressing EGFR-Thr790Met mutant (H1975-OR) express 243 
a lower level of SNORD104 than H1975-S (Figure 7D). Moreover, H1975-OR cells also display 244 
a lower 2’Ome level than H1975-S, while no difference in the host gene SNHG25 was observed 245 
(Figures 7E-F). These data not only reinforce the concomitant alteration of SNORD104 and 246 
2’Ome level at its associated 28S_Cm1327 site in TKIs resistance, but also suggest that it is 247 
a hallmark of LUAD resistant cells independently of the genomic context.  248 

 

Discussion 249 

Drug resistance remains an on-going clinical challenge to improve survival of cancer patients, 250 
in particular in lung adenocarcinoma where all patients relapse within the first year of TKIs 251 
treatment2. Although all the effort made to identify novel actionable targets, the discovery that 252 
non-genomic mechanisms contribute to TKIs resistance open-up novel avenues4. Here, we 253 
accumulated data demonstrating that snoRNA-induced alteration in rRNA 2’Ome at a single 254 
site contributes in TKIs resistance.  255 

Several snoRNAs have been shown to play role in cancer, including in lung tumorigenesis or 256 
drug resistance17. Although most studies assume that snoRNAs play role through their 257 
canonical function in guiding rRNA chemical modifications, it remains to be demonstrated. 258 
Here, we attempted to address this critical point. First, most snoRNAs are encoded by 259 
nucleotide sequences located in the intron of host genes and evaluating whether modulating 260 
snoRNAs affect expression of their host gene allows to dismiss putative side-effect29,30. For 261 
instance, migration of ovarian cells is impaired by knocking-down both SNORA19, which also 262 
reduces expression of its host gene EIF3A, and EIF3A itself, suggesting that impact of snoRNA 263 
depletion on cell migration is caused at least in part by the host gene31. In our study, we 264 
validated in all our models that SNORD104 modulation does not affect expression of its host 265 
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gene SNHG25. Second, it emerges that snoRNAs display non-canonical functions and 266 
regulate gene expression in a ribosome-independent manner, by controlling RNA splicing or 267 
stability for examples32,33. Only one study reported a biological role of SNORD104 in cancer34. 268 
Like us, they showed that SNORD104 depletion promotes apoptosis, however in basal 269 
condition. Moreover, they reported that SNORD104 increases stability and nuclear localization 270 
of PARP1 mRNA by adding 2’Ome on its novel mRNA target34. Here, no change in PARP1 271 
mRNA or protein levels was observed in response to SNORD104 depletion (data not shown). 272 
To go a step forward the demonstration that SNORD104 plays a role in TKIs resistance through 273 
its canonical function, we systematically quantified rRNA 2’Ome level by RiboMethSeq and 274 
showed that SNORD104 modulation correlates with specific change in rRNA 2’Ome level at 275 
its associated 28S_Cm1327 site. Moreover, we also demonstrated that SNORD104 depletion 276 
impairs translation, supporting that SNORD104 contributes to TKIs resistance through rRNA 277 
2’Ome.   278 

In contrast to what has been previously shown34, we reported that SNORD104-induced 279 
modulation of 2’Ome has no effect in basal condition, while it affects molecular and cellular 280 
processes in response to Crizotinib. Indeed, impact on protein synthesis rate and cap-281 
independent translation, as well as on cell viability and colony formation, in response to 282 
SNORD104-induced modulation of 2’Ome, was observed only in presence of Crizotinib. These 283 
data suggest that 2’Ome at 28S_Cm1327 site is not compulsory in basal condition, and rather 284 
plays a role in cell adaptation to stress response. To our knowledge, the few studies 285 
demonstrating biological role of rRNA 2’Ome focused only on basal condition by depleting 286 
either the methyl-transferase FBL or a single SNORD14–16. However, alteration of rRNA 2’Ome 287 
has been described in response to diverse stresses, including hypoxia, chemotherapy or 288 
oncogenic activation, supporting a role of rRNA 2’Ome in adaptation to stress 289 
response10,16,35,36. Here, the dynamic and reversibility of rRNA 2’Ome at 28S_Cm1327 in 290 
response to SNORD104 modulation, reinforce its role in TKIs adaptation.  291 

Therapeutic interventions indeed change the selective pressures applied on cancer cells, thus 292 
shaping cancer evolution through elimination of drug-sensitive subpopulations and selection 293 
or expansion of resistant subpopulations27. Non-genetic mechanisms start to emerge as an 294 
innovative source of therapeutic targets4. In particular, the role of translational regulation and 295 
the translational machinery in drug resistance starts to emerge5. Translation is indeed an 296 
efficient molecular mechanism for rapid cell adaptation to environmental pressure by directly 297 
acting on protein synthesis37. In melanoma, combined exposure to BRAF inhibitors and the 298 
initiation translational factor eIF4A is sufficient to reduce tumor growth in melanoma BRAF-299 
resistant mouse xenograft38. Furthermore, a phase I/II clinical trial reports that inhibitor of 300 
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another translational factor, eIF4E, stabilizes the disease of half of the irinotecan-refractory 301 
colorectal cancer patients39. Here, we demonstrated that translational reprogramming is a 302 
novel molecular levels distinguishing Crizotinib-resistant cells from sensitive ones, regulation 303 
of mRNA levels and their translation allowing to acquire, and maintain, similar TKIs-resistant 304 
characteristics. These data support the notion that translation contributes to TKI-resistance in 305 
LUAD. Recently, it has been reported that the ribosome itself promotes chemo-resistance. 306 
Ribosomes having integrated 5-FU increase cap-independent translation of IGF1-R mRNA, 307 
which favours cell survival7. Our data support a role SNORD104-induced modulation of 2’Ome 308 
in Crizotinib adaptation to survive by limiting apoptosis. However, it seems not to be limited to 309 
a particular couple of genomic complex/TKI, supporting a broader impact. Here, we 310 
demonstrated that in response to Crizotinib, abolition of 2’Ome at 28S_Cm1327 increases 311 
global protein synthesis rate probably through cap-independent mechanisms. Thus, rRNA 312 
2’Ome might favours the translation of particular mRNAs to promote cell survival. Moreover, 313 
the 28S_Cm1327 site is located within the exit peptide tunnel and change in ribosome 314 
composition might contribute to regulate co-translational protein folding, an emerging function 315 
of ribosome40–42. These data suggest that snoRNA-induced change in rRNA 2’Ome is a novel 316 
non-genomic mechanism involved in TKIs resistance.  317 

While several studies report that heterogeneity in ribosome composition has been extensively 318 
described at the rRNA 2’Ome levels in different physio-pathological contexts, only few studies 319 
demonstrate the role of rRNA 2’Ome in regulating translation or specifying a particular 320 
phenotype. Even with the previously discussed limitations, this study represents a step forward 321 
the demonstration of specialized ribosome based on rRNA 2’Ome, by demonstrating that rRNA 322 
2’Ome contributes to TKIs resistance. Moreover, our data demonstrate that the emerging role 323 
of rRNA epitranscriptomics in cancer might shed into light yet unexplored non-genomic 324 
mechanisms of TKI resistance. 325 
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Materials and Methods 

 

Cell culture and treatment 

H3122 (ATCC CRL-5806), H3122-mCherry, H1975 (ATCC CRL-5908) and H1975-mCherry 

cells were cultured in RPMI 1640 media (Gibco, 21875034) supplemented with 5 % fetal bovine 

serum (Capricorn Scientific, FBS-12A) and 1 % Penicillin-Streptomycin. Resistant cells were 

derived from sensitive cells through increasing doses of tyrosine kinase inhibitors as previously 

described3. H3122 cells resistant to Crizotinib (H3122-CR) or Lorlatinib (H3122-LR), and 

H1975 cells resistant to Osimertinib (H1975-Osi) were maintained in 1 μM Crizotinib 

(Selleckchem, PF-02341066), 1 μM Lorlatinib (Selleckchem, PF-6463922) and 1 μM 

Osimertinib (Selleckchem, AZD9291), respectively. DMSO 0.1 % is used as vehicle and 

control of tyrosine kinase inhibitors. All cells were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere 

with 5 % CO2.  

 

Modulation of SNORD104 expression 

Reduction of SNORD104 levels in sensitive cells was induced through gymnosis by 

supplemented culture medium with 100 nM Antisense Locked Nucleic Acids (LNA) GapmeR 

(Qiagen, LNA-SNORD104 or LNA-ctrl) in suspended cell at the time of plating (Supplementary 

Table S1). Stable H3122 crizotinib-resistant cells (H3122-CR) with integration of inducible 

SNORD104- or Empty-GFP locus were derived using pBTag plasmid and transposase 

(Supplementary Table S1). Two rounds of selection were performed to obtain polyclonal cell 

lines using 1 μg/ml puromycin and then GFP-based cell sorting after 0.5 μg/ml doxycycline 

induction (Sigma, D9891-25G). Prior cell plating for the different assays, 1.5.106 cells were 

pretreated in T75cm2 for 72 hrs with either 100 nM LNA or 0.5 μg/ml doxycycline. 

 

Polysome profiling 

H3122-S and -CR cell lines were seeded at 2.106 cells in 15 cm dish for 48 hrs prior incubation 

for 15 min with 25 μg/ml emetin while cells reached around 70% of confluence. Cytosolic 

fractions were prepared in lysis buffer (25 mM KCl, 5 mM MgCl2, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 7% 

sucrose, 2 mM DTT, 0.5% NP40, 10 U/ml RNAse OUT and 1X inhibitor of protease by 

mechanical lysis using the PreCellys device (Ozyme) and two successive 10 min centrifugation 

at 800 and 12,000 g to pellet nucleus and mitochondria, respectively. Two mg of cytosolic 
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fraction quantified by Bradford dosage were loaded onto a 10-50% sucrose gradient and 

sedimented by ultra-centrifugation at 38,000 rpm for 2 hrs at 4°C using SW41 Ti rotor, OPTIMA 

XPN Beckman ultracentrifuge. Gradient collection and absorbance profiles were generated at 

254 nm using an ISCO UA-6 detector. Polysomal fractions were pooled. Total RNA from 

polysomal and cytosolic fractions was purified using Trizol reagent as described by the 

manufacturer (Thermo Fisher Scientific) and RNA pellet resuspended in RNase-free water. 

 

RNA sequencing 

RNA samples issued from 3 independent experiments were processed using TruSeq Stranded 

mRNA kit (Illumina) according to manufacturer’s protocol. Briefly, mRNA molecules containing 

polyA tails were purified using poly-T oligo attached magnetic beads. Purified polyA-containing 

RNA was fragmented and reverse transcripted in complimentary DNA (cDNA) using reverse 

transcriptase and random primers. In a second strand cDNA synthesis step, dUTP replaced 

dTTP to achieve strand specificity. In the final steps, adenine and thymine bases were added 

to fragment ends and adapters were ligated. The resulting library was purified and selectively 

amplified for sequencing. Next-generation sequencing was performed on NovaSeq 6000 

System (Illumina) using S1 Flowcell to reach a minimum of 50 million reads per samples.  

 

Bioinformatic analysis of polysome profiling 

Data processing and analysis were performed as previously described7 with some adaptations 

function of data quality. Briefly, libraries read quality were assessed using FastQC v0.11.9 

(Babraham Institute, Cambridge, UK). Reads were filtered (quality threshold Q35) and trimmed 

of 8 bases at their start, using Cutadapt v3.2 43. Only high-quality reads higher than 50 were 

aligned using STAR v2.7.7 44 and annotated using Ensembl annotation file, on the Homo 

sapiens reference genome (version GRCh38 release 100). Quantification of mapped reads 

was performed using featureCounts v2.0.1 from the subread R package 45. Statistical 

differential analyses were performed between the H3122-S and H3122-CR cell lines using the 

Wald test from DESeq2 R package 46. All samples were normalized together to avoid any 

comparison problems between fractions (cytosolic, RNA-seq, and polysomes, POLY-seq). The 

comparison of these fractions was then visualized by a log-log plot, and the data were filtered 

according to their RNA-seq and POLY-seq DGE (differential gene expression) levels using 

pandas v1.3.2 47. For this, p-values were adjusted using the Benjamini and Hochberg method 
48. Genes were considered significant if the adjusted p-value was < 0.05 with a log2(FC) 

threshold of 1.  
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Functional annotations were then performed using gProfiler2 R package 49 with an FDR 

threshold < at 0.05, and genome Ensembl GRCh38 release v104 as background. The 

biological process (BP) and molecular function (MF) GO terms were classified according to 

their depths and levels using GOATOOLS v1.3.1 50. Terms with a level of 4 to more were 

selected and plotted according to the best adjusted p-value threshold using ggplot2 51. 

 

Puromycylation assay 

About 1.30.105 cells were seeded in 6 wells plates for 48h hrs prior 5min of 10μg/mL puromycin 

treatment. After trypsination, 400 000 cells were lysed in 12μl buffer (0.125M Tris-HCl pH 6.8, 

2% SDS, 200mMDTE, 20% glycerol) supplemented with protease inhibitor (Complete EDTA 

free, Roche). All protein lysates were subjected to SDS-PAGE on 12% gel, and blotted onto 

nitrocellulose membranes (Millipore). Membranes were blocked in TBS solution containing 

0.05 % Tween 20 and 5 % non-fat milk and incubated with the anti-puromycin primary antibody 

(Millipore, MABE343, clone 12D10). StarBright 700 mouse secondary antibody was used for 

the detection of neo synthetised proteins by fluorescence (ChemiDoc, Bio-Rad). 

 

RNA extraction and RTqPCR 

RNA was extracted using Direct-ZOL RNA purification kit (ZYMO, R2073) and quantified using 

the spectrophotometer NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Reverse transcription was 

performed on 200 ng of purified RNA using the PrimeScript RT kit (Takara, RR037B) that allow 

reverse transcription of poly-A containing RNAs (2.5 M oligo dT primers) and non-poly-A 

containing RNAs, such as rRNA and snoRNAs (5 M random 6-mer primers). Quantitative 

PCR (qPCR) was performed using Light Cycler 480 SYBRGreen Master Mix (Roche, 

4887352001) with adequate primer couples (Supplementary Table S2) on the LigthCycler® 96 

Instrument. Relative fold-changes were calculated using the 2-∆∆CT method (Livak et al, 

Methods 2001). 

 

Northern blot 

Five μg of total RNA were loaded on a 1 mm thick 12% polyacrylamide gel and transferred on 

nylon membrane (Whatman® Nytran™ N nylon blotting membranes). Following transfer, 

membrane was UV-crosslinked (254 nm; 1200 mJ) and pre-hybridized in hybridization buffer 

(25 % deionized formamide, 1X SSC, 0.5 % SDS, 200 μg/mL salmon sperm DNA, 5X 

Denhardts) for 90 min at 42°C. Hybridization was performed at 42°C overnight with appropriate 
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fluorescent oligo probes (Table S3) at 200 nM in hybridization buffer. Signals were revealed 

using Chemidoc MP and quantified with Image Lab Software (BioRad). 

 

RiboMethSeq and snoRNA differential expression 

rRNA 2’Ome was quantified using 100 ng of RNA by RiboMethSeq as previously described12,52. 

Briefly, RNA was partially and randomly fragmented under alkaline conditions prior library 

preparation using the NEBNext Multiplex Small RNA Library kit (New England Biolabs). 

Sequencing was performed using Illumina HighSeq or NovaSeq sequencer in single-end mode 

(SR50). Data processing was performed using ribomethseq-nf pipeline to extract 5’-end read 

counts from fastq data (https://github.com/RibosomeCRCL/ribomethseq-nf). Quality control, 

adjustment and C-scores computation (flanking window of +/- 6 nucleotides) were performed 

using the rRMSAnalyzer package (https://github.com/RibosomeCRCL/rRMSAnalyzer).   

GSE49508 dataset was used to analyse differential gene expression (DGE) of snoRNAs 

between H3122-S et H3122 resistant cells.  DGE analysis was performed using GEO2R tools 

of NCBI GEO Profile portal with costumed cut-off values (adjusted p-values based on 

Benjamini & Hochberg = 0 and Log2(FC) = 0) prior extraction of snoRNA (SNORD* or SNORA* 

gene symbol) using R.   

 

Cell viability assays 

Numeration of dead cells were first determined using Trypan blue (Invitrogen, T10282). 

Second, IC50 was determined with Cell Titer 96 Aqueous one (Promega, G3581) either 

systematically verified after thawing or as cell viability assay. H3122 were plated at 1,500 cells 

per well in 96-wells plate and treated the next day with a range of 0.1 to 10 μM Crizotinib or 

0.1 % of DMSO (vehicle) for 72h. As described by the manufacturer, 20μL of the dye were 

added prior incubation for 4h at 37°C in the dark. Luminescence was measured at 490nm 

using the TECAN Spark. Finally, cell growth and proliferation were monitored in real-time using 

Incucyte device (Sartorius, Incucyte® S3). LNA or doxycycline pretreated cells were plated at 

1,500 cells per well in 96-wells plate and supplemented the next day with tyrosine kinase 

inhibitors or vehicle. Imaging analyses were performed using the Incucyte 2022B Rev2 

software. Numeration of cell number was performed using either the optical or fluorescent 

(mCherry) fields. Apoptotic cells were counted using Incucyte® Caspase 3/7 Green or Red 

Dye as recommended by the manufacturer (Stratorius).   
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Colony formation 

LNA or doxycycline pretreated cells were plated in 6-wells plates at 1,000 cells per well. After 

24 h, cells were treated by different concentrations of Crizotinib. Cells were washed with 1X 

PBS and the medium was changed, once a week with Crizotinib and once a week with both 

LNA/doxycycline and Crizotinib. Cells were cultured during 2 or 3 weeks to obtain clones (a 

cluster of about 50 cells). Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at room 

temperature under agitation. Cells were colored by 1% crystal violet for 15 min at room 

temperature under agitation. Cells were dried for 1 h. The Pugin JAVA “clonogenic assay” was 

used to count the clones.  

 

Luciferase reporter assays 

H3122-S expressing a bicistronic renilla/firefly luciferase reporter gene were derived using 

lentiviral infection7. This reporter gene contains the complete 5’UTR of IGF1R mRNA as a 

surrogate of cap-independent translation. LNA pretreated cells were plated in 96-wells plate at 

3,500 cells per well. Cells were treated the next day by Crizotinib for 24 hrs. The firefly and 

renilla luciferase activities were determined with the Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega, E1960) using TECAN spark as detailed by the manufacturer.  

 

Statistical analyses and graphical visualisation 

Except for omics analyses detailed above, statistical analyses and data visualization were 

performed using GraphPad Prism v9.4.3 software (GraphPad Software, Inc). Mean 

comparison was performed using Mann-Whitney t tests (2 conditions) or ANOVA (> 2 

conditions) on independent biological replicates. Correlation was evaluated using Spearman 

test. P-value < 0.05 was considered to be statistically significant.  
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Figure legends 

 

Figure 1. Crizotinib-resistant LUAD cells display a translational reprogramming. (A) 
Schematic summary of polysome profiling. Cytoplasmic extracts of the LUAD H3122 sensitive 

(S) or resistant to Crizotinib (CR) cells were separated on gradient sucrose to collect actively 

translated mRNAs (polysomes) or free RNAs and ribosomal subunits (40S, 60S and 80S), 

prior RNA purification. Cytoplasmic mRNAs and polysome-associated mRNAs were analyzed 

by RNA-seq, subsequently termed RNA-seq and POLY-seq, respectively. IC50: Half maximal 

inhibitory concentration. (B) Comparison of polysomes profiles. Compared to H3122-S cells 

(green), H3122-CR cells (orange) exhibit a decrease in polysomes. 40S: small ribosomal 

subunits; 60S: large ribosomal subunits; 80S: mature ribosomes; polysomes: actively 

translated mRNAs. (C-D) mRNA significantly deregulated between H3122-CR and -S. Log-log 

plots of log2(FC) values between H3122-CR and -S issued from RNA-seq and POLY-seq is 

shown for each gene (C). The small dashed lines refer to the selected threshold for log2(FC) 

values. Only significantly deregulated genes appear as colored circles: gray: non-significant; 

blue: significant change in both RNA-seq and POLY-seq (category “BOTH”: p value adjusted 

< 0.05 and log2(FC) > |1| for both RNA-seq and POLY-seq), identifying mRNAs subjected to 

concomitant change in cytoplasmic and polysome-associated levels; red: significant change in 

RNA-seq but not POLY-seq (“RNA”: p value adjusted < 0.05 log2(FC) > |1| for RNA-seq, and 

p value adjusted > 0.05 for POLY-seq), identifying mRNAs whose cytoplasmic levels vary 

independently of polysomes-associated ones; yellow: significant change in POLY-seq but not 

RNA-seq (“POLY”: p value adjusted > 0.05 for RNA-seq, and p value adjusted < 0.05 and 

log2(FC) > |1| for POLY-seq), identifying mRNAs whose polysomes-associated levels vary 

independently of cytoplasmic ones. The number of deregulated mRNAs in each category is 

given as donut circle (D). (E) Visualisation of mRNAs constituting the POLY category. Volcano 

plot with thresholds for -log10(padj) and log2(FC) between H3122-CR and -S used for POLY-

seq shows the significantly deregulated mRNAs at polysome-associated levels. Gene names 

are given for gene involved in ferroptosis. Red: significantly up-regulated mRNAs associated 

to polysomes; blue: significantly down-regulated mRNAs associated to polysomes. (F-G) 
Analysis of gene enrichment. Gene enrichment was performed using the “POLY” mRNA lists 

compared to biological process and molecular function annotations of gene ontology. The top 

20 of each list is shown in descending order of adjusted p-values for up- (F) or down- (G) 

regulated mRNAs at polysomes-associated levels.  

 

 



Mourksi et al., “Box C/D small nucleolar RNA-induced ribosomal RNA 2’Ome contributes to 
tyrosine kinase resistance in lung cancer” (en préparation) 25 

 

Figure 2. rRNA 2’Ome and snoRNA expression profiles are altered in LUAD Crizotinib-
resistant cells. (A-C) Comparison of rRNA 2’Ome and snoRNA profiles. rRNA 2’Ome and 

snoRNA expression was compared by RiboMethSeq (A-B) and bead-microarray (C, 

GSE49508), respectively, between H3122 resistant to Crizotinib (CR) and sensitive (S) cells. 

rRNA 2’Ome levels were analyzed in cellular (A) and polysomal (B) RNA fractions. A 

significant, concomitant decreased in levels of 2’Ome at rRNA 28S_Cm1327 site and its 

guided C/D box snoRNA, SNORD104, is observed in H3122 Crizotinib-resistant cells 

compared to H3122 sensitive ones. Gray: non-significant variation; blue: significant down-

regulated level; red: significant up-regulated level. (D-F) Expression levels of SNORD104 and 

its host gene. Expression levels of SNORD104 (D-E) and its host gene SNHG25 (F) were 

analyzed by RT-qPCR (D, E) or Northern blot (F). Each dot represents a biological replicate. 

Statistical t-test has been performed. ****: p < 0.0001.    

 

Figure 3. SNORD104 expression increases in a dose- and time-dependent manner in 
response to Crizotinib exposure in LUAD sensitive but not resistant cells. (A-B) 
Comparison of cell viability in response to Crizotinib exposure. Cell viability was monitored by 

MTS assay in H3122 sensitive (A) and Crizotinib-resistant (B) cells upon increasing 

concentration of Crizotinib throughout time. (C-F) Expression levels of SNORD104 and its host 

gene in response to Crizotinib exposure. Expression levels of SNORD104 (C-D) and its host 

gene SNHG25 (E-F) were analyzed by RT-qPCR in H3122-S (C, E) and H3122-CR (D, F) in 

response to increasing concentration of Crizotinib throughout time. Each dot represents a 

biological replicate. Statistical t-test has been performed. **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p < 

0.0001.    

 

Figure 4. SNORD104 knocking-down in LUAD sensitive increases translation in 
response to Crizotinib exposure. (A-D) Specific knocking-down of SNORD104. In H3122-

S, expression levels of SNORD104 (A, C-D) and its host gene SNHG25 (B) were analyzed by 

RT-qPCR (A-B) or Northern blot (C-D) in response to 72 hrs of LNA treatment. (E) Specific 

decrease in 2’Ome level at the associated 28S_Cm1327 rRNA site. In response to LNA-

induced decrease in SNORD104 levels, rRNA 2’Ome was determined by RiboMethSeq. Upper 

panel: absolute C-score (i.e., rRNA 2’Ome level); grey: LNA-ctrl; blue: LNA-SNORD104; lower 

panel: ∆mean C-score: C-score(LNA-SNORD104) - C-score(LNA-ctrl). (F-G) Comparison of 

global protein synthesis. Puromycylation assay followed by western blot (F) was performed to 

compare the levels of neo-synthesized proteins for 5 min (G) in response to decreased 

SNORD104 levels and/or Crizotinib exposure. (H) Comparison of cap-independent translation 
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reporter assay. Using stable H3122-S cell line expressing a bicistronic reporter assay including 

the IGF1R 5’UTR between the Renilla (R) and Firefly (F) luciferase coding sequences, reporter 

assay was performed to compare cap-independent translation of H3122-S in response to 

decreased SNORD104 levels and/or exposure to Crizotinib. Each dot represents a biological 

replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-significant; *: p < 0.05; **: p < 0.01; 

****: p < 0.0001.    

 

Figure 5. SNORD104 knocking-down in LUAD sensitive increases resistance to 
Crizotinib. (A) Comparison of dead cell number. In response to SNORD104 knock-down and 

Crizotinib exposure, H3122-S dead cells were counted using trypan blue staining. (B-C) 
Comparison of colony formation. In response to SNORD104 knock-down and increasing 

concentration of Crizotinib for 2-3 weeks, number of H3122-S colonies (B) were numerated 

(C). (D-E) Monitoring of cell proliferation. In response to SNORD104 knock-down, H3122-S-

mCherry cell proliferation was monitored for 16 days either in untreated (D) or Crizotinib treated 

(E) conditions. (F) Monitoring of apoptosis. In response to SNORD104 knock-down, number 

of Cas3/7 stained H3122-S-mCherry cell was monitored for 72 hrs in response to Crizotinib 

exposure.  Each dot represents a biological replicate. Statistical t-test has been performed. 

Ns: non-significant; **: p < 0.01; ***: p < 0.001 ; ****: p < 0.0001.    

 

Figure 6. Over-expression of SNORD104 re-sensitizes LUAD Crizotinib-resistant cells. 
(A-B) Specific over-expression of SNORD104. Expression levels of SNORD104 (A) and its 

host gene SNHG25 (B) were analyzed by RT-qPCR in H3122-CR-Empty or -SNORD104 cell 

lines in response to 72 hrs of doxycycline treatment. (C) Specific increase in 2’Ome level at 

the associated 28S_Cm1327 rRNA site. In response to 72 hrs of doxycycline treatment, rRNA 

2’Ome level in H3122-CR-SNORD104 cell lines was determined by RiboMethSeq. Upper 

panel: absolute C-score (i.e., rRNA 2’Ome level); grey: untreated H3122-CR-SNORD104 cells; 

red: doxycycline treated H3122-CR-SNORD104 cells; lower panel: ∆mean C-score: C-

score(untreated) - C-score (doxycycline treated). (D-E) Comparison of colony formation. In 

response to doxycycline treatment and Crizotinib for 2-3 weeks, number of H3122-CR-Empty 

and -SNORD104 colonies (D) were numerated (E). (F-G) Comparison of global protein 

synthesis. Puromycylation assay followed by western blot (F) was performed to compare the 

levels of neo-synthesized proteins for 5 min (G) in response to increased SNORD104 levels in 

H3122-CR-Empty and -SNORD104, and/or Crizotinib exposure. Each dot represents a 

biological replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-significant; *: p < 0.05.  
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Figure 7. SNORD104 expression and activity in additional LUAD tyrosine kinase 
inhibitors-resistant cells. (A-B) Comparison of SNORD104 and its host gene levels in 

additional LUAD pairs. Expression levels of SNORD104 (A, C) and its host gene SNHG25 (B, 

D) were analyzed by RT-qPCR in pairs of H3122 sensitive and Lorlatinib-resistant (LR, ALK 

inhibitor) cells (A-B) and of H1975 sensitive and Osimertinib-resistant (OR, EGFR inhibitor) 

cells (C-D). (E-F) Comparison of rRNA 2’Ome in additional LUAD pairs. rRNA 2’Ome levels 

were compared by RiboMethSeq between H3122 sensitive and Lorlatinib-resistant (LR) (E) 

cells and of H1975 sensitive and Osimertinib-resistant (OR) cells (F). Gray: non-significant 

variation; blue: significant down-regulated level; red: significant up-regulated level. (G-H) 
Monitoring of apoptosis. In response to SNORD104 knock-down, number of Cas3/7 stained 

H3122-S-mCherry (G) and H1975-S-mCherry (H) cells was monitored for 72 hrs in response 

to Lorlatinib of Osimertinib, respectively. Each dot represents a biological replicate. Statistical 

t-test has been performed. Ns: non-significant; ****: p < 0.0001.  
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Supplementary information 

 

Supplementary Materials and Methods 

 

rRNA quantification 

H3122 sensitive and crizotinib resistant cells were seeded at 4.106 cells in 10 cm dishes for 24 

hrs. Extraction of total RNA was performed on increasing cell amount (7.5, 5.0 and 2.5 x105 

cells) using Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific) and resuspended in 20 μl of RNase-free 

water. Three different constant fractions of the purified total RNA (2.5, 5.0 and 10.0 μl) were 

then loaded on 1% agarose gel revealed with ethidium bromide. 28S and 18S bands were 

revealed using UV light (Quantum ST5 V16.08G instrument, Vilber) and quantified using the 

Image J software and normalized to the H3122 sensitive cell line.  

 

Medium through-put RTqPCR 

Gene expression levels were quantified by real-time qPCR with Master Mix 2X EvaGreen 

(BioRad) and primers (Supplementary Table S2) using BioMarkHD device (StarLab) as 

previously described17. Relative fold-changes were calculated using the 2- CT method53, 

using Human XpressRef Universal Total RNA (Qiagen) as control sample for inter-run 

normalization and median of 5 housekeeping genes. Each sample was quantified in triplicate.  

 

Western blotting 

Proteins were purified using Laemmli (125mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 200mM DTE, 20% 

glycerol) supplemented with inhibitors of proteases and phosphatases (ThermoScientific, 

#1861280) before denaturation at 95°C for 5min and centrifugation 5min at 7,000g. Protein 

lysates were quantified with TCA, subjected to SDS-PAGE with the appropriate percentage of 

acrylamide/bis-acrylamide and blotted onto 0.2 μm nitrocellulose membranes (Amersham™ 

Protran™, 10600009). Membranes were blocked in TBS solution containing 0.05% Tween 20 

and 5% BSA (Sigma, A7030) and incubated with primary antibodies overnight (Supplementary 

Table S4). Fluorescent secondary antibodies (StarBright Blue 700 Fluorescent Secondary 

Antibodies, Bio-rad) were used and signals were revealed using Chemidoc MP and quantified 

with Image Lab Software (BioRad). 
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Flow cytometry 

LNA pretreated cells were plated at 9.7.105 cells in 10 cm dishes, the day before exposition to 

1μM Crizotinib or 0.1% vehicle. After 24 hrs, cells were harvested, washed and resuspended 

in 1X annexin-binding buffer at 1.106 cells/mL. 5 μL of FITC Annexin V and 1 μL of 100 μg/mL 

Propidium Iodide working solution were added to the cell suspension. Cells were incubated for 

15 min and then, 100μL of 1X annexin-binding buffer were added. Cells were mixed gently and 

kept on ice. Finally, fluorescence emission at 530nm and >575nm of stained cells were 

measured by flow cytometry. 
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Supplementary Tables 

 

Table S1. Oligonucleotides used for modulating SNORD104 expression 

Gene name Oligonucleotides Sequence (5’-3’) 
SNORD104 Antisense LNA Gapmer AGT CTA ACA CGT GCT T 

ctrl Antisense LNA Gapmer Qiagen, LNA Negative Control A, 

LG00000002 

 

 

Table S2. Primer sequences used for RTqPCR 

Gene name Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 
SNORD104 GCC TGC TGT GAT GAC ATT CC TCA GAC TCC AGT TCG CAT CA 

SNHG25 CGT CGG ATG TCA TCG TCC TT TGG GTT CAA ACC ACT TTA TTG ACG 

HPRT1* TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT 

ALDH1A1 CGA GAG GGG GCG ACT ATT AT TCC ACC ATT CAT TGA CTC CA 

CD24 GAG ACT CAG GCC AAG AAA CG TTG GAT GTT GCC TCT CCT TC 

CD44 CCA CGT GGA GAA AAA TGG TC CGA TGC TCA GAG CTT TCT CC 

CDK1 GGA AGG GGT TCC TAG TAC TGC AGC ACA TCC TGA AGA CTG ACT 

CHEK1 CCC GCA CAG GTC TTT CCT T GGC TGG GAA AAG CTG ATC C 

NANOG ATA CCT CAG CCT CCA GCA GA TCT GGA ACC AGG TCT TCA CC 

SOX2 ACA CTG CCC CTC TCA CAC AT CCC ATT TCC CTC GTT TTT CT 

SOX9 AGT ACC CGC ACT TGC ACA AC GCT TCT CGC TCT CGT TCA GA 

Renilla AAC GCG GCC TCT TCT TAT TT ACC AGA TTT GCC TGA TTT GC 

Firefly AAC ACC CCA ACA TCT TCG AC TTT TCC GTC ATG GTC TTT CC 

*Housekeeping genes 

 

Table S3. Primer sequences used for Northern blot  

Gene name Probe (5’-3’) 
SNORD104 Part 1: DY782-gtgctttaattggaatgtcatcacagc-DY782 

Part 2: DY782-ttcgcatcacccgcgtcagcagtct-DY782 

7SL* Part 1: DY682-ttcacccctccttaggcaacctggtggtcccccgctcccgggaggtcacc-DY682 

Part 2: DY682- gcgcgatcccactactgatcagcacgggagttttgacctgctccgtttcc-DY682 

*Housekeeping genes 
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Table S4. Antibodies 

Gene name Brand, reference Dilution 
puromycin Millipore, MABE343 [12D10] 1/5000 

GAPDH Merck, G9545 1/5000 

FBL Abcam, ab166630 1/1000 

NHP2L1 Proteintech, 15802-1-AP 1/1000 

NOP56 Sigma, AMAB91013 1/1000 

NOP58 Abcam, ab155969 [EPR10721] 1/1000 
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Supplementary Figure legends 

 

Supplementary Figure 1. Comparison of protein synthesis in LUAD sensitive and 
Crizotinib-resistant cells. (A-B) Global protein synthesis. Puromycylation assay followed by 

western blot (A) was performed to compare the levels of neo-synthesized proteins for 5 min 

(B) between H3122-S and -CR. H3122-CR cells display a significantly lower global protein 

synthesis compared to H3122-S. Emetin: inhibitor of translation, negative control. (C-D) rRNA 

levels. Total RNA was purified at constant number of cells and levels of 18S (C) and 28S (D) 

rRNAs were quantified on agarose gel. H3122-S and -CR express similar 18S and 28S rRNA 

levels. (E-G) Polysome profiles. Cytoplasmic extracts were separated on gradient sucrose to 

isolate actively translated mRNAs (polysomes) from free RNAs and ribosomal subunits (40S, 

60S and 80S), as verified by agarose gel (E-F). Compared to H3122-S cells (E), H3122-CR 

cells (F) exhibit a significant decrease in actively translated mRNAs (G). (H-I) Validation of 

RNA-seq and POLY-seq data. Log2(FC) values between H3122-CR and -S obtained for 

cytoplasm (RNA-seq, H) and polysomes (POLY-seq, I) were validated by medium through-put 

RTqPCR for 77 randomly chosen mRNAs using 5 independent experiments. A significant and 

strong correlation of absolute values is observed, validating the omics data credibility. (B, C, 

D, G) Each dot represents a biological replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-

significant; **: p < 0.01.    

 

Supplementary Figure 2. Gene enrichment. 

 

Supplementary Figure 3. Comparison of rRNA 2’Ome methylation and snoRNA 
expression levels in LUAD sensitive and Crizotinib-resistant cells. (A) rRNA 2’Ome levels 

at 28S_Cm1327 site in total RNA. Comparison of rRNA 2’Ome levels at the 28S_Cm1327 site 

between H3122 sensitive (S) and Crizotinib-resistant (CR) cells was performed in total cellular 

RNA fractions. 2’Ome levels at the site 28S_Cm1327 is decreased in H3122-CR cells 

compared to H3122-S. (B) Comparison of rRNA 2’Ome in total and polysomal RNA. rRNA 

2’Ome profile was determined by RiboMethSeq in H3122-S and -CR cells. rRNA sites whose 

2’Ome level is significantly altered in H3122-CR compared to -S cells, were compared 

depending on their subcellular origin, i.e., cellular (green) and polysomal (orange) extracts. 

Nine 2’Ome sites were commonly affected in total cellular and polysomal rRNAs. Blue: 

significant down-regulated 2’Ome level; red: significant up-regulated 2’Ome level. (C) 
Localization of Crizotinib-resistant associated rRNA 2’Ome sites. The 9 rRNA sites whose 
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2’Ome level is significantly altered in both total cellular and polysomal RNAs display no 

particular location on the human ribosome (PDB 4UG0 structure; 54). Blue: ribosomal proteins; 

orange: 18S rRNA; yellow: 5S, 5.8S and 28S rRNAs; blue site: significant down-regulated 

2’Ome level; red site: significant up-regulated 2’Ome level. (D) rRNA 2’Ome levels at 

28S_Cm1327 site in polysomal RNA. Comparison of rRNA 2’Ome levels at the 28S_Cm1327 

site between H3122 sensitive (S) and Crizotinib-resistant (CR) cells was performed in 

polysomal RNA fractions. 2’Ome levels at the site 28S_Cm1327 is decreased in H3122-CR 

cells compared to H3122-S. (E-F) Expression levels of rRNA 2’Ome complex factors. Protein 

levels of the four proteins composing the rRNA 2’Ome complex (NOP56, NOP58, FBL and 

NHP2L1) were compared in H3122-S and -CR cells by western blot (E) prior quantification (F). 

No difference was observed. A representative western blot is given and each dot represents a 

biological replicate. GAPDH: loading control. (G) Validation of snoRNA profiling. Log2(FC) 

values of snoRNAs between H3122-XR and -S were validated by RTqPCR for 7 snoRNAs. A 

significant and strong correlation of absolute values is observed, validating the snoRNA 

profiling. (H) snoRNA profiling in H3122-S and X356-resistant cells. Differential expression of 

snoRNAs between H3122 sensitive (S) and resistant to X356 (XR), an ALK inhibitor, was 

performed using GSE49508 dataset. A global significant decrease in snoRNA expression was 

observed in H3122-XR compared to -S cells. Blue: significant down-regulated expression level. 
(I) Comparison of snoRNA differential expression. snoRNAs whose expression level is 

significantly altered in H3122 resistant compared to sensitive cells, were compared depending 

on the nature of the ALK inhibitor, i.e., Crizotinib (orange) and X356 (yellow). Expression of 2 

snoRNAs was commonly decreased in ALK inhibitors resistant cells. Blue: significant down-

regulated expression level. (J-K) Pyrosequencing of SNORD104 locus. Seven CpG island 

regions in the vicinity of SNORD104 locus (J) were analyzed by pyrosequencing (K). No 

significant change was observed, although a slight increase in DNA methylation was observed 

in H3122-CR compared to H3122-S.  

 

Supplementary Figure 4. Maintenance and reversion of SNORD104 knocking-down and 
decreased 28S_Cm1327 2’Ome level in response to Antisense LNA Gapmer treatment. 
(A-B) Dynamic of SNORD104 levels in response to LNA treatment. In H3122-S, expression 

levels of SNORD104 were analyzed by RT-qPCR in response to short (A) or long (B) term 

LNA treatment. Compared to LNA-ctrl, LNA-SNORD104 significantly decreases by 50% 

SNORD104 levels from 24 hrs until time of LNA removal, which results in a time-dependent 

increase in SNORD104 levels, 10 days being required to return back to a basal SNORD104 

level. Each dot represents a biological replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-
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significant; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001. (C-D) Dynamic of 2’Ome levels at the 

associated 28S_Cm1327 rRNA site in response to LNA treatment. In H3122-S, rRNA 2’Ome 

levels were quantified by RiboMethSeq in response to short (C) or long (D) term LNA 

treatment. Compared to LNA-ctrl, LNA-SNORD104 abolishes 2’Ome at the associated 

28S_Cm1327 rRNA site from 48 hrs. Like SNORD104 expression, absence of 2’Ome at the 

28S_Cm1327 site is maintained until time of LNA removal, which results in a time-dependent 

increase in 2’Ome levels, 10 days being required to return back to a basal 2’Ome level at 

28S_Cm1327. 

 

Supplementary Figure 5. Comparison of cap-independent translation using luciferase 
reporter assay. In H3122-S cell lines expressing a bicistronic luciferase reporter assay 

composed of the two coding sequences of Renilla and Firefly luciferase separated by the 

5’UTR of IGF1R mRNA, activities (A) and mRNA levels (B) of Renilla and Firefly were analyzed 

by luminescence absorption and RT-qPCR, respectively. Knocking-down SNORD104 levels 

decreases cap-dependent translation in basal condition but not in response to Crizotinib 

exposure, while it decreases cap-independent translation in both untreated and Crizotinib 

treated conditions (A). Such effect on Renilla and Firefly activities does not result from change 

in their transcript levels (B).   

 

Supplementary Figure 6. Cell proliferation in LUAD cells sensitive to Crizotinib in 
response to SNORD104 knocking-down. (A) Cell viability. In response to SNORD104 

knock-down and increasing concentration of Crizotinib, viability of H3122 sensitive cells was 

analyzed by MTS assay. A slight but reproducible increase in Crizotinib IC50 was observed in 

response to knocking-down SNORD104. A representative graph is shown based on X 

technical replicates over X biological replicates. (B-C) Expression levels of SNORD104 and its 

host gene SHNG25. Expression levels of SNORD104 (B) and its host gene SNHG25 (C) were 

analyzed by RT-qPCR in response to Crizotinib exposure for 13 days in LNA-ctrl and LNA-

SNORD104 H3122-S treated cells. Compared to LNA-ctrl, LNA-SNORD104 maintains a 

significant reduction of SNORD104 but not of SNHG25 levels over time. Each dot represents 

a biological replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-significant; *: p < 0.05; ***: 

p < 0.001 ; ****: p < 0.0001. (D) Expression levels of stem and cell cycle markers. In response 

to SNORD104 knock-down and exposure to Crizotinib for 13 days, RNA levels of genes 

involved in stem cell and cell cycle were quantified by medium-throughput RT-qPCR. No 

significant difference was observed between LNA-crtl and LNA-SNORD104 H3122 sensitive 

cells. (E-F) Cell cycle. In response to SNORD104 knock-down, cell cycle was analyzed by flow 
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cytometry in response to 72 hrs of Crizotinib exposure in LNA-ctrl (E) or LNA-SNORD104 (F) 

treated H3122 sensitive cells. No difference in cell cycle was observed between the different 

conditions.   

 

Supplementary Figure 7. Characterization of over-expressing SNORD104 Crizotinib-
resistant LUAD cells. (A-B) Specific over-expression of SNORD104. Expression levels of 

SNORD104 (A) and its host gene SNHG25 (B) were analyzed by RT-qPCR in H3122-CR-

Empty or -SNORD104 cell lines in response to 72 hrs of increasing concentration of 

doxycycline. A dose-dependent increase in SNORD104, but not SNHG25, levels was 

observed in H3122-CR-SNORD104 cell lines that is not observed in H3122-CR-Empty cell 

lines. Each dot represents a biological replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-

significant; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001 ; ****: p < 0.0001. (C-D) 2’Ome level in 

H3122-CR-Empty cell line. In response to 72 hrs of 0.5 μg/ml doxycycline treatment, rRNA 

2’Ome level in H3122-CR-Empty cell line was determined by RiboMethSeq. Upper panel: 

absolute C-score (i.e., rRNA 2’Ome level); grey: untreated H3122-CR-Empty cells; yellow: 

doxycycline treated H3122-CR-Empty cells; lower panel: ∆mean C-score: C-score(untreated) 

- C-score (doxycycline treated). (D-E) Cell viability. In response to 0.5 (D) or 1 (E) μg/ml 

doxycycline and increasing concentration of Crizotinib, viability of H3122 Crizotinib-resistant 

cells expressing Empty or SNORD104 was analyzed by MTS assay. An increased cell viability 

was observed in H3122-CR-Empty, but not in -SNORD104, in response to doxycycline, 

indicating that first, 1 μg/ml doxycycline treatment increase cell viability, and second, that this 

effect is impaired by SNORD104 overexpression. A representative graph is shown based on 

X technical replicates over X biological replicates. 

 

Supplementary Figure 8. snoRNA expression in additional LUAD tyrosine kinase 
inhibitors-resistant cells.  (A-B) snoRNA expression. Expression levels of several snoRNAs 

were analyzed by RT-qPCR in the pairs of H3122 sensitive and Lorlatinib-resistant (LR, ALK 

inhibitor) cells (A) and of H1975 sensitive and Osimertinib-resistant (OR, EGFR inhibitor) cells 

(B). As observed in H3122-S and Crizotinib-resistant cells, a significant decrease in snoRNA 

expression was observed in resistant cells compared to sensitive ones. (C-D) Specific 

knocking-down of SNORD104. In H3122-S (C) and H1975-S (D), expression levels of 

SNORD104 were analyzed by RT-qPCR in response to 72 hrs of LNA treatment. Each dot 

represents a biological replicate. Statistical t-test has been performed. Ns: non-significant; *: p 

< 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001 ; ****: p < 0.0001. 
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3. Rapport d’activité : 5ème Symposium International du Centre de 

Recherche en Cancérologie de Lyon (CRCL) 

Ce manuscrit dont je suis autrice en 8ème position a été publié en 2023 dans le journal 

Bulletin du Cancer. Le manuscrit est inclus à la suite de cette introduction et correspond à un 

compte-rendu du Symposium International organisé tous les 2 ans par le CRCL. 

 

a. Contexte 

Le 5ème Symposium International du Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon s’est 

tenu du 2 au 4 Novembre 2022 au Centre des Congrès de Lyon. Cet évènement, réunissant plus 

de 600 personnes dont plusieurs Prix Nobel, a mis l’accent sur la complexité du processus 

tumoral, au travers de la régulation de l’expression génique et la dynamique d’interaction des 

cellules tumorales entre elles et avec leur environnement. Cette édition a également permis la 

réflexion sur les approches thérapeutiques combinatoires, en réponse à cette complexité 

tumorale. 

 

b. Résultats principaux 

Ce 5ème Symposium International du Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon a été 

divisé en 4 sessions de conférences. 

La première session traitait de l’expression génique et sa régulation, ainsi que de la 

problématique de résistance aux thérapies permettant le ciblage spécifique de certaines étapes 

de l’expression génique. Dans un premier temps, Michael D. Taylor et Laurent Le Cam ont 

présenté, respectivement, leurs travaux sur les altérations génétiques de CBFA dans le 

médulloblastome et de p53 chez la souris. Stéphan Vagner, Virginie Marcel et Célio Pouponnot 

ont ensuite traité de l’apport de l’épitranscriptomique et de la régulation traductionnelle dans la 

compréhension des mécanismes d’oncogenèse. De plus, différentes perspectives thérapeutiques 

ont été soulevées dans les domaines de la régulation traductionnelle (Célio Pouponnot), de 

l’épigénétique (Mirjam Zeisel) et des récepteurs à dépendance (Patrick Mehlen). Enfin, Jacob 

Househam et Eduard Batle ont apporté leur regard sur l’initiation et la plasticité des cellules 

cancéreuses. 
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La deuxième session portait sur le lien entre système immunitaire et cellules cancéreuses. 

Ewout Landeloos, Julie Caramel et Mathilde Ruggiu ont présentés leurs travaux sur l’effet 

bénéfique des traitements anti-PD-1 sur le microenvironnement des ganglions lymphatiques 

drainant les tumeurs. Par ailleurs, Niels Halama et Anaïs Eberhardt ont abordé le rôle des 

cellules Natural Killer (NK) dans l’immunité anti-tumorale. Enfin, Garry Nolan a présenté les 

apports de l’utilisation de l’imagerie tissulaire multiplexée CODEX associée à des algorithmes 

d’apprentissage pour le développement d’immunothérapies spécifiques pour les cancers dont 

le taux de réponse aux immunothérapies classiques est faible. 

La troisième session de conférence s’est penchée sur les mécanismes de mort cellulaire 

dans les cancers. Les dernières découvertes concernant les mécanismes de l’apoptose, la 

nécroptose et la mort lysosomale ont été présentées respectivement par Lisa Frydman, Ruby 

Alonso Ramirez et Kathrin Weber. Le rôle de la libération de l’ADN mitochondrial dans la 

mort cellulaire indépendante des caspases a été présenté par Stephen Tait et Julien Prudent. Le 

rôle de la mitochondrie a également été souligné dans la pyroptose par Heidi McBride. Enfin, 

l’impact de la mort cellulaire induite par les thérapies dans l’activation du système immunitaire 

a été présenté par Guido Kroemer. 

La quatrième et dernière session portait sur la plasticité et le microenvironnement dans le 

cancer. L’impact des contraintes physiques et de composition de la matrice extracellulaire sur 

le comportement des cellules tumorales ont été soulevé par Jing Yang et Julien Ablain dans 

différents contextes cellulaire. De plus, les rôles du système immunitaire et des cytokines 

circulantes ont été discutés respectivement par Marion Guérin et Julie Pannequin. Enfin, la 

régulation intracellulaire des phénomènes de plasticité a été présentée par Cédric Blanpain 

(plasticité EMT) et Fabrice Lavial (reprogrammation cellulaire). 

 

c. Ma contribution 

J’ai participé à la rédaction de la partie traitant de la quatrième session de présentations. 

Ainsi, j’ai participé, en collaboration avec mes co-auteurs, à la prise de note et la rédaction des 

différentes versions de cette partie du manuscrit. 

 

d. Manuscrit 
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II. Liste des communications orales et posters 

1. Poster : “A single ribosomal protein is sufficient to trigger EMT” 

Ce poster scientifique dont je suis première autrice a été présenté lors de deux congrès : 

5ème Symposium International du Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon (CRCL) 

(Rapport d’activité) et 20ème anniversaire du Cancéropôle Auvergne-Rhône-Alpes (CLARA). 

Le poster est inclus à la suite de cette introduction et correspond à l’Contexte présenté dans la 

partie « Résultats ». 

 

a. Contexte 

L’EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition, ou transition épithélio-mésenchymateuse) 

est un processus physio-pathologique impliquant la transdifférenciation d’une cellule 

épithéliale, très adhésive, en une cellule mésenchymateuse, douée de mobilité. Ce mécanisme 

est indispensable à la vie d’un organisme puisqu’il intervient de façon physiologique lors de 

l’embryogenèse (EMT type I ; e.g., formation de la crête neurale, formation des organes, etc.) 

et de la cicatrisation (EMT type II ; e.g., cicatrisation, menstruations féminines, etc.). Or, son 

activation chronique et/ou sa réactivation abouti.ssen.t à des phénotypes pathologiques tels que 

la fibrose (EMT type II) et la formation/dissémination des métastases cancéreuses (EMT type 

III). A ce jour, les mécanismes moléculaires de l’EMT les plus étudiés, et ce depuis des 

décennies, restent la transcription et l’épigénétique. 

Or, plusieurs publications démontrent individuellement que la dérégulation 

traductionnelle de marqueurs mésenchymateux (e.g., lamine) ou de facteurs canoniques de la 

traduction (e.g., eIF3E, eIF4E) permettent l’initiation de l’EMT dans des cellules épithéliales. 

De plus, l’acteur majeur de la traduction, qu’est le ribosome, n’a jamais été étudié dans le 

contexte de l’EMT, que ce soit sa composition ou son activité. Nous proposons donc dans ce 

poster d’évaluer l’hétérogénéité de composition du ribosome au niveau protéique et son 

implication dans la promotion et l’établissement de l’EMT. 

 

b. Résultats principaux 

Ce poster présente en premier lieu la mise en évidence de l’hétérogénéité de composition 

du ribosome entre les cellules épithéliales hMEC et les cellules mésenchymateuses hMEC-
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ZEB1. On observe par différentes approches que les cellules mésenchymateuses possèdent plus 

de ribosomes contenant la protéine RPL36A que les cellules épithéliales, sans différence de la 

quantité totale de ribosomes (panel 1). Ensuite, il s’avère que la surexpression de RPL36A 

induite par infection lentivirale dans les cellules épithéliales MCF10A promeut la mise en place 

de l’EMT. En effet, les principaux marqueurs épithéliaux sont diminués, alors que les 

marqueurs mésenchymateux sont augmentés, à la fois au niveau ARN et protéique (panel 2). 

La mise en place de cette EMT dépendante de RPL36A dans les cellules MCF10A s’effectue 

en moins de 11 jours après l’infection, avec un phénotype stabilisé au bout de 18 jours (panel 

3). Enfin, nous observons que les cellules MCF10A surexprimant RPL36A montrent également 

une discordance entre l’expression de SNAI1/SNAI2 au niveau ARN (diminution) et au niveau 

protéique (SNAIL/SLUG ; augmentation ou stabilisation), pouvant évoquer une dérégulation 

traductionnelle des ARNm SNAI1/SNAI2 en réponse à la surexpression de RPL36A (panel 4). 

Plusieurs mécanismes distincts ont été documentés concernant la régulation traductionnelle de 

SNAIL/SLUG, mais le mécanisme impliqué dans notre contexte n’est pas connu à l’heure 

actuelle. 

Ce poster met en lumière pour la première fois le rôle majeur d’une protéine ribosomique 

dans l’établissement de l’EMT physiologique : la modification d’expression d’une seule 

protéine ribosomique permet l’induction de l’EMT dans des cellules MCF10A. Il en ressort 

également que RPL36A pourrait induire l’EMT via une dérégulation traductionnelle de 

SNAIL/SLUG, bien que cette hypothèse reste à tester expérimentalement. 

 

c. Ma contribution 

J’ai réalisé toutes les expérimentations in vitro présentées dans ce poster : depuis la 

validation des données de spectrométrie de masse (panel 1), jusqu’aux infections et analyses 

cellulaires et moléculaires (panels 2-4). J’ai également été aidée pour les réplicats biologiques 

et techniques des panels 2 et 4 par Caroline ISAAC, ingénieure d’étude et deuxième autrice de 

ce poster. 

En plus de concevoir le poster, j’ai présenté celui-ci et répondu aux questions des 

différentes personnes venues à mon poster lors des deux congrès. 

 

d. Poster 



A SINGLE RIBOSOMAL PROTEIN IS SUFFICIENT TO TRIGGER EMT
Chloé Morin1, Caroline Isaac1, Flora Nguyen Van Long1, Yohann Couté2, Anne-Pierre Morel1,3, Alain Puisieux1,3,4, 

Caroline Moyret-Lalle1, Jean-Jacques Diaz1, Virginie Marcel1
1 Inserm U1052, CNRS UMR5286, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon, Université de Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, Centre Léon Bérard, F-69373 Lyon Cedex 08, France
2 Université Grenoble Alpes, CEA, INSERM, iRTSV-BGE, Grenoble 38000, France
3 Institut Curie "EMT and Cancer Cell Plasticity", Consortium Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France
4 CNRS UMR3666, Inserm U1143, Cellular and Chemical Biology, Institut Curie, PSL Research University, 75005 Paris, France

Introduction
For several years, the ribosome and its implication as a translational actor has gained interest. The ribosome composition 

appears heterogenous at the level of both ribosomal RNAs (e.g., chemical modifications) and ribosomal proteins (e.g., 
isoforms, post-translational modifications). These different ribosome variants have been shown to specifically translate some 

mRNAs compared to others. 
Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) is a physio-pathological cellular plasticity process corresponding to the 

transdifferentiation of epithelial cells into mesenchymal ones. While EMT transcriptional program has been well studied for 
years, only recent data support the role of translation during EMT, either through translational control of EMT-TFs and 
mesenchymal markers or change in expression of translational canonical factors (e.g., eIFs). However, the role of the 

ribosomal proteins in EMT has never been studied. Thus, our hypothesis is:
Change in ribosomal protein composition may impact translational regulation and promote EMT.Adapted from Morin et al, BBA Rev Can 2022 Co
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Mesenchymal cells contain more ribosomes containing
RPL36A compare to epithelial ones1 RPL36A overexpression induces EMT in MCF10A cells2

Early cinetic of EMT in response to RPL36A
overexpression in MCF10A cells3

Conclusion
Here we investigated whether change in ribosome composition occurs during EMT and contributes in EMT induction and/or maintenance. We identified a 

significant difference in ribosomal protein composition between epithelial hMEC and mesenchymal hMEC-mZeb1 cells, using different experimental 
approaches.  Moreover, we reported that overexpression of this ribosomal protein is sufficient to trigger EMT in MCF10A epithelial cells. Also, the dynamic 

showed a rapid establishment of EMT process (<7 days). Long-term analyses demonstrated a dichotomy between Snail mRNA and protein expression, 
allowing us to ask for a RPL36A-dependent SNAIL translational regulation during the establishment of RPL36A-dependent EMT process.

In this study, we demonstrated that modulation of ribosome composition is a key driver of EMT establishment. These data suggest that change in translation 
induced by ribosome might contribute in EMT induction. Our study reveals a potential novel layer of gene expression involved in cellular plasticity.

RPL36A overexpression impacts SNAIL translational
regulation in MCF10A cells4
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A. Mass spectrometry results comparing ribosomal proteins from purified ribosomes of
epithelial hMEC and mesenchymal hMEC-mZeb1 cells. B. Representative Western blot
performed on ribosomes from hMEC and hMEC-mZeb1 cells. C. Representative agarose gel
comparing of rRNA quantity between hMEC and hMEC-mZeb1 cells. D. Statistical
representation of 28S rRNA amount in hMEC and hMEC-mZeb1.
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RPL36A (magnification x60, n=1). B. Cinetic of mRNA expression of EMT markers in MCF10A-RPL36A compare to control MCF10A-
empty cells (n=1). C. Cinetic of mRNA expression of EMT-TFs in MCF10A-RPL36A compare to control MCF10A-empty cells (n=1).
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A. mRNA expression of exogenous
RPL36A in 2 different MCF10A-
RPL36A clones (n=3; Welch
parametric t-tests). B. mRNA
expression of EMT markers in 2
different clones of MCF10A-
RPL36A cells (n=3; Welch
parametric t-tests). C.
Representative Western blot
performed on total cell extract
from 2 different MCF10A-RPL36A
clones compare to respective
control MCF10A-empty cells. D.
Statistical representation of
protein expression in 2 different
MCF10A-RPL36A clones (n=3;
Welch parametric t-tests).
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A. Exhaustive examples of published SNAIL translational regulation events.
B. SNAI1 and SNAI2 mRNA expression in 2 clones of MCF10A-RPL36A cells
compare to control MCF10A-empty cells (n=3; Welch parametric t-tests).
C. Representative Western blot and statistical representation of
SNAIL/SLUG protein expression in 2 clones of MCF10A-RPL36A cells
compare to control MCF10A-empty cells (n=3; Welch parametric t-tests).
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2. Présentation : 3ème Symposium snoRibo

Cette présentation a été réalisée en Mars 2023 à l’occasion du 3ème symposium 

SnoRibo Lyon-Sherbrooke, organisé à Lyon. Cette présentation correspond à l’

présenté dans la partie « Résultats ». 

a. Contexte

Du fait de sa spécialité, l’équipe « Ribosome, traduction et cancer » dirigée par Jean-

Jacques Diaz entretient une relation privilégiée avec l’équipe de Michelle Scott (Sherbrooke, 

Canada) spécialiste des approches bio-informatiques dédiées à l’étude de la régulation et des 

activités des snoARNs. Dans le cadre de cette collaboration internationale, l’organisation de 

symposiums a été initiée en 2021 par Virginie Marcel et Michelle Scott. Ces symposiums sont 

l’occasion pour les étudiants, doctorants et chercheurs d’échanger sur leurs sujets de recherche 

et de créer des projets collaboratifs tirant profit de chaque spécialité.

C’est donc dans cet objectif que j’ai présenté mon travail concernant la 2’Ome au cours 

de l’EMT, et ainsi initié un échange autour des analyses bio-informatiques et modélisations 

possibles sur la base des résultats biologiques obtenus.

b. Résultats principaux

Après une introduction rappelant les bases moléculaires et cellulaires de l’EMT, j’ai 

démontré l’hétérogénéité de 2’Ome des ARNr existante entre les cellules épithéliales hMEC et 

mésenchymateuses hMEC-ZEB1, en particulier au site 28S_Um2402. De plus, cette altération 

de la 2’Ome a été associée à la seule altération de l’expression des snoARNs guidant la 

méthylation à ce site (SNORD143 et SNORD144) et non aux protéines composant le complexe 

de 2’Ome ou d’autres snoARNs. 

Suite à cette présentation, il a été proposé à l’équipe de Michelle Scott de collaborer sur 

l’étude de potentielles fonctions non-canoniques de ces deux snoARNs et de s’intéresser aux 

données existantes concernant l’épissage du gène hôte de ces deux snoARNs, SEC31A, afin de 

caractériser l’origine de cette altération d’expression des snoARNs.
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c. Ma contribution 

J’ai réalisé cette présentation sur la base des données que j’ai pu obtenir au cours de ma 

thèse, ainsi que des données préexistantes dans l’équipe (e.g., données de (Marcel et al., 2020)). 

La collaboration suit son cours. 

 

d. Présentation 
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