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Figure 1 : Le dogme central de la biologie moléculaire. Les gènes présents sur l’ADN sont transcrits en pré-ARNm. Le pré-ARNm 
est composé d'exons (bleu) et d'introns (rouge). Au cours de la maturation les introns sont éliminés par épissage et les 
extrémités 5' et 3' sont protégées contre la digestion par les exonucléases par l’ajout d’une coiffe 7-méthylguanosine 
triphosphate et d’une queue poly-adénines respectivement. Ces molécules d'ARNm matures sont exportées vers le cytoplasme 
où les ribosomes le traduisent en une chaîne polypeptidique qui se replie en une protéine.  
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Chaque cellule d'organismes uni ou pluricellulaires possède un ensemble de 

caractéristiques issues de l’expression de son génome. Ainsi, de manière simpliste, les 

gènes sont transcrits en ARN messagers avant d’être traduits en protéines (Figure 1). 

En 2018, l’équipe de Grant W. Brown indiquait la présence de 42 millions de protéines 

par cellule eucaryote [1]. Ces données soulignent l’importance pour la cellule de la 

traduction des ARNm en protéines. Ce processus cellulaire est au cœur de mon sujet 

de thèse qui porte sur le rôle des modifications d’ARN dans la fidélité de la traduction 

eucaryote. Je vais débuter mon manuscrit par une description de la traduction 

eucaryote, d’une part via les différents acteurs qui interviennent, puis via les différentes 

étapes qui la composent. Je continuerai avec un chapitre portant sur la fidélité de la 

traduction, tant sur les mécanismes cellulaires de maintien de cette fidélité, que sur les 

erreurs et les dérives de traduction qu’il est possible de rencontrer. Pour finir, 

j’aborderai dans cette introduction l’importance des modifications d’ARN dans la 

fidélité de la traduction mais également de l’importance de leur étude pour le 

traitement de pathologies humaines.   

I. La traduction chez les eucaryotes 
 La traduction est un processus cellulaire indispensable à l’expression génique. 

Au cours de la traduction, le ribosome décode l’ARN messager (ARNm) et permet ainsi 

de produire de la protéine à partir des ARN de transfert (ARNt) et du code génétique. 

Les différents acteurs ainsi que les étapes de la traduction sont décrits dans ce chapitre.  

1. Les acteurs de la traduction 

 Avant d’entrer dans les détails mécanistiques de la traduction, je vais 

commencer par présenter ses acteurs moléculaires principaux : le ribosome, l’ARNm, 

l’ARNt. Je finirai par la description des règles de décodage qui la régissent : le code 

génétique.  

A. Le ribosome 

 C’est au milieu des années 1950 que George Palade, prix nobel en 1974, décrit 

pour la première fois la présence d’un « petit composant particulaire » dans le 

cytoplasme [2]. En effet, il observe par microscopie électronique la présence de 

« granulés » associés au réticulum endoplasmique qu’il nomma microsomes. Quelques 

années après, ces microsomes, composés d’ARN et protéines, sont décrits comme 

étant le site cellulaire de la synthèse protéique. Ils sont alors nommés ribosomes par la 

communauté scientifique. Il faudra attendre le début des années 2000 pour avoir une 

première structure complète du ribosome procaryote [3], et 2011 pour avoir celle du 

ribosome eucaryote [4]. Le ribosome est composé de deux sous unités, la petite sous 

unité 30S et la grande sous unité 50S (procaryotes), la petite sous unité 40S et la grande 

sous unité 60S (eucaryotes) pour leur coefficient de sédimentation (unités Svedberg), 

formant le ribosome 70S et 80S respectivement une fois assemblées.   
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Figure 2 : Comparaison de la composition et de la structure des ribosomes procaryotes et eucaryotes. Les ribosomes bactériens 
et eucaryotes partagent un noyau conservé composé d'ARN (bleu clair) et de protéines (rouge clair). Ils contiennent également 
des protéines ou extensions protéiques (rouge foncé), et des extensions de l'ARNr (bleu foncé) qui leur sont propres. Les ARNr 
5.8S et 25S-28S eucaryotes sont tous deux homologues de l'ARNr 23S procaryote. Les lignes pointillées autour du noyau 
commun indiquent les positions des tiges flexibles des ribosomes. La structure présentée du 80S des eucaryotes dits supérieurs 
est en fait une copie de celles des eucaryotes dits inférieurs, avec des lignes pointillées indiquant les positions des segments 
d'expansion de l’ARNr spécifique de l'Homme. Issue de [5]. 

 

Figure 3 : Voies schématiques de la production des sous unités ribosomiques dans le modèle humain. L’ARN 47S est transcrit 
par l’ARN polymérase I avant d’être clivé en trois ARNr : 5.8S, 18S et 28S. Le 5S est transcrit par l’ARN polymérase III. Le 18S 
est ensuite assemblé à 33 protéines ribosomales pour former la petite sous unité 40S. Les ARNr 5S, 5.8S et 28S sont assemblés 
à 47 protéines ribosomales pour former la grande sous unité 60S.  
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Chacune de ces sous unités est un assemblage complexe d’ARN et protéines qui leur 

confèrent des sites d’activité qui leur sont propres. 

a. Les protéines ribosomiques 

 Le ribosome eucaryote, décrit la première fois chez la levure S. cerevisiae [4], est 

constitué d’environ 80 protéines (Figure 2), ce nombre étant relativement stable, même 

s’il existe des variations selon les organismes [6]. Des études ont mis en évidence la 

conservation de 34 protéines ribosomiques (15 dans la petite sous unité et 19 dans la 

grande sous unité) entre les ribosomes procaryotes et eucaryotes. En revanche, le 

ribosome eucaryote possède 46 protéines qui lui sont propres, 18 dans la sous unité 

40S et 28 dans la sous unité 60S. De nombreuses protéines ribosomiques ont été 

associées à des fonctions extra-ribosomiques, notamment dans la tumorigenèse et la 

signalisation immunitaire [7].   

 Au sein du ribosome, les protéines ont un rôle dans la protection de l’ARNr, 

l’assemblage du ribosome (P1/P2), la structure du centre peptidyl transférase (uL3) et 

du centre de décodage (uL11 - uS12), l’appariement de ligands (uL29) et dans la sortie 

de l’ARNm (uL1) [8–12]. Cependant jusqu’à présent elles ne semblent pas participer à 

l’activité catalytique du ribosome, rôle endossé par l’ARN ribosomique (ARNr) 

exclusivement. 

b. Les ARN ribosomiques 

 Les ARN ribosomiques représentent environ 80% de l’ARN total eucaryote [13]. 

Le ribosome eucaryote est composé de 4 ARN, le 18S (40S) et les 5S, 5.8S et 28S (60S) 

(Figure 3). Le 18S, 5.8S et 28S sont issus du clivage d’un même ARN, le 47S, transcrit 

par la polymérase I ; le 5S est transcrit par la polymérase III. Les ARN ribosomiques sont 

maturés au cours d’un long processus de clivages, repliement, modifications chimiques, 

avant d’être assemblés aux protéines ribosomiques. Une fois maturés, ils sont de tailles 

comparables entre la levure et l’humain, sauf pour le 28S (Homme) 1,5 fois plus long 

que le 25S (levure)[14].  

c. Les centres d’activité ribosomiques 

 En 2009, Ramakrishnan, Steitz et Yonath recevaient le prix Nobel de chimie pour 

leurs travaux de cristallographie aux rayons X qui ont permis de déterminer la structure 

du ribosome procaryote à l’échelle atomique ; il faudra finalement attendre 2011 pour 

avoir enfin celle du ribosome eucaryote [4,15]. Le ribosome est donc composé d’une 

petite et d’une grande sous unités (Figure 4). Trois sites sont présents à l’interface entre 

les deux sous-unités dans lesquels ARNm, ARNt et peptide en cours de synthèse 

interagissent : les sites A, P et E. Le site Aminoacyl-(A) est le site d’entrée de l’ARNt 

aminoacylé. Le site Peptidyl (P) est le site de liaison entre l’acide aminé chargé sur 

l’ARNt et le peptide en cours de synthèse. Pour finir, le site Exit (E) est le site dans lequel 

est présent l’ARNt désacétylé avant sa sortie du ribosome.  
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Figure 4 : Analyse structurelle du ribosome cytosolique 80S humain. (A,B) Aperçu de la structure des sous-unités ribosomales 
40S et 60S du ribosome humain (modèle atomique dérivé de la structure cryo-EM du ribosome humain 80S. (C) Sites 
fonctionnels typiques sur le ribosome, qui sont directement pertinents pour la liaison des inhibiteurs. Adapté de [16] 

 

Figure 5 : Structure schématique d’un ARNm. L’ARNm mature comprend : une coiffe à l’extrémité 5’, une région non-codante 
en 5’ (5’UTR), une région codante commençant par un codon d’initiation et se finissant au premier codon de terminaison 
rencontré, une région non-codante en 3’ (3’UTR) et enfin une queue poly(A).  
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De façon individuelle, la petite sous unité 40S est structuralement composée 

d’une tête, d’une plateforme et d’un corps (Figure 4). La tête possède un bec et le corps 

une épaule. L’interface entre la tête et le corps compose un sillon dans lequel se loge 

l’ARN messager en cours de traduction[17–19]. Le sillon entre le bec et l’épaule 

comporte quant à lui les protéines à activité hélicase permettant l'ouverture des 

éventuelles structures secondaires présentent sur l’ARNm[20,21].   

 La grande sous unité 60S contient quant à elle le tunnel de sortie du peptide en 

cours de synthèse ainsi que le centre peptidyl-transférase [4,22,23] (Figure 4). Le centre 

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

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

poussées par rayons X du centre peptidyl-transférase ont permis de révéler qu’il est 

exclusivement constitué d’ARNr [17], suggérant que le ribosome soit en réalité un 

« ribosyme » qui serait issu d’un monde purement ARN [22,24].  

 Le ribosome ainsi structuré permet de traduire les ARNm en protéines. Les 

ARNm sont ainsi les deuxièmes acteurs de la traduction dont je vais discuter ici. 

B. L’ARNm 

 L’ARNm est un ARN dit codant, c’est-à-dire qu’il est transcrit par l’ARN 

polymérase II avant d’être traduit afin de produire la protéine correspondante. Il est 

estimé que le génome humain compte 22 000 gènes codants. Ces gènes sont transcrits 

en 140 000 ARN différents [25]. Ensuite, environ 65% de ces ARN sont réellement 

traduits en protéines. Avec une moyenne finale de 4 transcrits traduits par gène codant 

la transcription et la maturation des ARNm permettent de contribuer à la diversité des 

protéines cellulaires. 

 Les ARNm sont maturés tout au long de la transcription afin d’obtenir un ARNm 

stable et fonctionnel (Figure 5). La maturation est une succession d’étapes qui débute 

par l’ajout d’une coiffe 7-méthylguanosine triphosphate (m7G) en 5’. Cette coiffe 

permet de protéger l’ARNm de la dégradation, mais également de recruter le ribosome 

lors de l’initiation traductionnelle. Le gène en cours de transcription comporte des 

séquences non codantes, les introns, qui sont excisées de l’ARNm tandis que les 

régions codantes, les exons, sont réunis par ligation : il s’agit de l’épissage. Le génome 

humain contient en moyenne 8,8 exons et 7,8 introns par gène, avec une taille moyenne 

respective de 170 et 5419 nucléotides [26]. Ainsi, les introns représentent plus de 90% 

de la taille totale d’un ARNm avant épissage. En fin de transcription, c’est l’extrémité 3’ 

de l’ARN qui est modifiée par l’ajout d’une queue poly-adénines (poly(A)). La 

poly(A)dénylation est réalisée en deux étapes [27]. Elle débute par le clivage de l’ARN, 

dont le site est principalement défini par le motif consensus hexamérique AAUAAA. 

Chez l'homme ce motif est présent sur la grande majorité des sites poly(A) et est 

positionné à environ 21 nucléotides en amont du site de clivage [28].  
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Figure 6 : Structure secondaire et tertiaire de l'ARNt (a) Diagramme de la structure secondaire d’un ARNt schématiquement 
représentée en forme de trèfle. Les bases universellement conservées sont indiquées par le numéro de leur position. (b) 
Structure tridimensionnelle en forme de L adoptée par l’ARNt lorsque la tige D se replie sur la tige TΨC. Adapté de la thèse 
d’O. Bugaud.  
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Le complexe Cleavage and Poly(A)denylation Factor (CPSF) Poly(A) effectue le clivage 

endonucléotidique avant l’ajout de la queue poly(A) sur le fragment 5’ par la poly(A) 

polymérase. La protéine poly(A) binding protein nuclear 1 (PABPN1) se lie à la queue 

poly(A) en cours de synthèse et perturbe l'interaction entre CPSF et la poly(A) 

polymérase lorsque la queue est d'environ 250 nucléotides, permettant ainsi de 

contrôler la taille finale de la queue poly(A). Cette étape finale est nécessaire à l’export 

de l’ARNm mature du noyau vers le cytoplasme et participe à la stabilité de l’ARN ainsi 

qu’à l’efficacité de traduction [29].   

 Pour conclure, l’ARNm mature est donc composé de 5’ à 3’ d’une coiffe m7G, 

d’une séquence non codante appelée 5’UTR, de la région codante (CDS) qui débute au 

codon initiateur et termine au codon stop, d’une séquence non codante appelée 3’UTR 

et de la queue poly(A). Il se trouve que la frontière entre codant et non codant est fine 

et que de la traduction peut avoir lieu en 5’ et 3’ UTRs, ce qui sera abordé dans le 

prochain chapitre. Afin d’être traduit en protéine, l’ARNm doit être lu par le 

ribosome qui teste l’appariement entre les codons (triplets de nucléotides) du transcrit 

et les anticodons des ARNt correspondants. Ainsi les ARNt sont les prochains acteurs 

de la traduction mis en lumière ci-dessous.  

C. L’ARNt 

 L’ARNt est la seconde classe d’ARN les plus présents dans les cellules eucaryotes 

en représentant 15% de l’ARN total [13]. Ce n’est pas moins de 500 gènes dans le 

génome humain qui sont transcrits par l’ARN polymérase III afin de produire les ARNt 

cellulaires[30].  Décrits pour la première fois en 1965 par R. Holley [31,32], ce sont des 

ARN porteurs d’un acide aminé qui est ajouté à l’extrêmité 3’ par des aminoacyl-ARNt 

synthases hautement spécifiques. Ainsi, ils ont pour fonction d’être les adaptateurs 

entre les codons et les acides aminés.  

 La majorité des ARNt cytosoliques font entre 75 et 95 nucléotides dont la 

structure 3D forme un L inversé [33] (Figure 6). La représentation 2D de cette structure 

s’apparente à un trèfle dont les trois feuilles sont des tiges boucles (boucle D, boucle 

anticodon et boucle TΨC) et la tige d’appariement entre les séquences 5’ et 3’ de l’ARNt 

(bras accepteur). D’un point de vue fonctionnel, la boucle D, nommée ainsi pour la 

présence de la base modifiée dihydrouridine, est impliquée dans la reconnaissance de 

l’ARNt par l’aminoacyl-ARNt  synthase [34]. La boucle anticodon contient les trois 

nucléotides (36, 35, 34) concernés dans l’appariement et la reconnaissance du codon 

de l’ARNm [35]. La boucle TΨC (pour la présence de thymidine, pseudouridine et 

cytidine) est documentée pour son rôle dans la reconnaissance par le ribosome ainsi 

que dans le repliement 3D de l’ARNt [36]. Le bras accepteur, formé par l’appariement 

des extrémités 5’ et 3’ de l’ARNt additionné d’un triplet de nucléotides CCA non 

appariés en 3’, est le groupement impliqué dans le chargement de l’acide aminé [37].  
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Figure 7 : Représentation énergétique du code génétique standard et du code génétique alternatif. Chaque base est 
numérotée en fonction de sa position sur le codon. Les codons sont classés dans trois groupes « fort », « intermédiaire » et « 
faible » en fonction de leur énergie de Turner. Des lignes rouges épaisses séparent les trois principales régions. Les acides 
aminés du code génétique standard sont indiqués dans le dernier cercle. Les acides aminés réassignés rapportés de codes 
génétiques alternatifs sont indiqués en dehors du cercle et classés par couleur en fonction de l’origine de la réassignation.  
Vert : mutation de la séquence d’ARNt et erreur de chargement par l’aminoacyl-ARNt synthase. Jaune : mutation d’une enzyme 
de modification de l’anticodon de l’ARNt. Rose : mutation de la séquence d’ARNt et mutation d’un facteur de terminaison. 
Adapté à partir de [38] et [39]. 
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Chaque ARNt possède également une boucle variable de 3 à 21 nucléotides qui 

favorise la reconnaissance par l’aminoacyl-ARNt synthase mais également la stabilité 

de l’ARN [36] .  

 Chaque ARNt est nommé en fonction de l’acide aminé qu’il porte. 

L’aminoacylation est l’étape clé de l’identification de l’ARNt, notamment qu’elle est 

irréversible. Alors que plus de 260 ARNt cytosoliques constituent le pool d'ARNt, 

seulement 21 acides aminés sont connus pour être chargés sur les ARNt humains [40]. 

Ainsi, chaque acide aminé peut être porté par un grand nombre d'ARNt différents qui 

sont classés soit comme isoaccepteurs (même acide aminé mais séquences différentes) 

ou isodécodeurs (même acide aminé avec le même anticodon)[41]. Malgré cette 

abondance d’ARNt par rapport au nombre d’acide aminés, 15 codons dans le 

transcriptome humain ne possèdent pas d'ARNt avec un anticodon complémentaire 

[42]. La complexité de la reconnaissance codon-anticodon, ou bien code génétique, est 

ainsi le quatrième facteur clé de la traduction. 

D. Le code génétique 

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

Cytosine) sont lues sous forme de triplets (codons) par le ribosome. Chaque codon 

correspond à l’anticodon d’un ARNt et donc à un acide aminé spécifique : c’est le code 

génétique (Figure 7). Mis en lumière par Francis Crick et ses collaborateurs en 1961 

[43], et complété par Nirenberg en 1965 [44], le code génétique regroupe l’ensemble 

des règles de correspondance entre codon et acide aminé : chaque ARNm est lu à partir 

d’un point de départ spécifique dit « codon initiateur », généralement un codon AUG ; 

les codons ne se chevauchent pas sans pour autant être distingués par des 

séparateurs ; le code génétique est « dégénéré », c’est-à-dire que plusieurs codons 

codent pour le même acide aminé, avec 64 codons correspondant aux 20 acides aminés 

standards. Cette dernière règle exclu les trois codons stop (ou non-sens) UAA (ocre), 

UAG (ambre) et UGA (opale) qui ne correspondent à aucun acide aminé, indiquant ainsi 

la terminaison de la traduction. Ceci n’est cependant pas universel et nous verrons par 

la suite que les codons stop peuvent être réassignés à un acide aminé chez certains 

organismes, voir organites comme la mitochondrie. Il existe également deux acides 

aminés, la pyrrolysine et la sélénocystéine, dont les ARNt possèdent un anticodon 

complémentaire respectivement aux codons UAG et UGA, et qui sont connus pour être 

incorporés en fonction de la présence de séquences précises au niveau du codon stop. 

Nous aborderons leur cas dans le chapitre suivant.  
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 Malgré la dégénérescence du code génétique, 15 codons, pourtant traduits en 

acides aminés, ne possèdent pas d’anticodon complémentaire [42]. On parle alors de 

la flexibilité du code génétique : un mis-appariement entre la base 34 de l’ARNt et donc 

de la position 3 du codon peut être toléré et entrainer l’incorporation d’un acide aminé 

au niveau du codon en question[45]. Il s’agit de la position « wobble » des ARNt. Les 

ARNt sont alors classés selon le nombre d’appariements que leur anticodon effectue 

avec le codon : un ARNt cognat effectue 3 appariements sur 3, un ARNt proche-cognat 

effectue 2 appariements sur 3, et un ARNt non-cognat effectue moins de 2 

appariements sur 3.  

 Longtemps considéré comme universel, le code génétique a ensuite été 

reconsidéré avec la découverte d’un code génétique alternatif [46] (Figure 7). En effet, 

au sein même de la cellule les mitochondries utilisent un code génétique alternatif, 

dans lequel certains codons sont réassignés [47]. On retrouve également une dérive du 

code génétique cytoplasmique chez certaines espèces [46]. On peut prendre comme 

exemples les espèces du genre Candida, dont le codon CUG, correspond à la Sérine au 

lieu de la Leucine classique ; chez les ciliés, le codon UGA classiquement non-sens est 

réassigné en Cystéine (espèce Euplotes) ou en Tryptophane (espèce 

Blepharisma) tandis que les codons UAA et UAG sont réassignés en Glutamine (espèces 

Paramecium et Tetrahymena).  

La conservation du code génétique et l’apparition du code génétique alternatif 

seraient la conséquence d’une différence dans les forces d’interaction entre les bases 

du codon et de l’anticodon [38]. En effet, les réassignations de codons les plus 

fréquentes correspondent aux codons les plus riches en A/U, qui sont les bases avec la 

plus faible force d’appariement (force de Turner). Au contraire, les bases G/C, qui sont 

celles avec la plus grande force d’appariement, sont très peu concernées par la 

réassignation : peu d’exemples de codons commençant par un C1 sont connus pour 

être réassignés, et aucun exemple de codon réassigné commençant par un G1 a été 

mis en évidence. Les principales causes de réassignations sont la mutation de la 

séquence de l’ARNt, la mutation de l’aminoacyl-ARNt synthase, la mutation d’une 

enzyme de modifications de l’ARNt et la mutation d’un facteur de terminaison. 

2. Les étapes de la traduction 

 La traduction est un processus qui se déroule en quatre étapes principales : 

l’initiation, l’élongation, la terminaison et le recyclage du ribosome. Nous allons ainsi 

retracer d’un point de vue moléculaire l’ensemble de ces étapes clés de la production 

protéique en débutant par l’initiation. 
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Figure 8 : La voie générale d'initiation de la traduction chez les eucaryotes. La voie de recrutement de l'ARNt initiateur au 
codon AUG de l'ARNm dans le contexte d'un ribosome 80S (en bas à droite) est représentée comme une série d'étapes 
majeures, étiquetées en bleu, reliées par des flèches noires. Les complexes et facteurs d’initiation sont étiquetés avec du texte 
noir et les réactions d'hydrolyse des nucléotides/libération du phosphate inorganique sont représentées par des flèches bleues. 
La large flèche verte indique la direction du scanning vers le codon AUG. Les réactions de régulation conduisant à l'inhibition 
de eIF2 et eIF4E sont représentées par des flèches rouges et prunes. Adapté de [48]. 
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A. L’initiation 

 L’initiation est la première étape de la traduction, qui est par ailleurs la plus 

régulée des quatre. Les cellules eucaryotes ont mis en place un système complexe 

faisant intervenir de nombreux facteurs afin de recruter le ribosome précisément au 

niveau du codon initiateur, première garantie du maintien du cadre de lecture de 

l’ARNm. Cette initiation, généralement dépendante de la coiffe m7G, peut présenter 

différentes variantes allant jusqu’à l’absence d’utilisation d’une coiffe m7G remplacée 

par le recrutement du ribosome via un site d’entrée interne : l’Internal Ribosome Entry 

Site (IRES).  

a. L’initiation dépendante de la coiffe m7G 

 Afin de garantir la fixation de la petite sous unité sur la coiffe m7G, l’initiation 

débute par la formation d’un complexe ternaire (TC) composé de l’ARNt-Met initiateur 

et d’eIF2 associé à un GTP (Figure 8). La protéine G eIF2 tient son affinité à l’ARNtMet de 

la présence du GTP [49]. La sous unité 40S libre est alors liée aux facteurs eIF1, 1A, 3 et 

5, et le TC : le complexe 43S de pré-initiation (PIC) est formé. De nos jours, deux voies 

d’assemblage du PIC sont connues : eIF1, 1A et 3 peuvent être issus du recyclage d’un 

80S et s’associer au 40S avec de recruter eIF5 et le TC [50]; il est également possible 

que le TC et eIF1, 3 et 5 forment un complexe indépendant (MFC) avant de se lier à la 

40S et recruter eIF1A [51,52]. La présence d’eIF1 et 1A, au niveau des sites P et A 

respectivement, permet d’ouvrir la sous unité 40S entre la « tête » et le « corps » afin 

de faciliter le passage de l’ARNm et ainsi le scanning : la petite sous unité est en 

conformation « ouverte ».  

 En parallèle de la formation du PIC libre, la coiffe m7G de l’ARNm est reconnue 

par le complexe eIF4F. Ce dernier est composé d’eIF4E 4G et4A. eIF4E est impliqué dans 

la fixation sur l’ARNm d’eIF4F. eIF4G a pour rôle d’interagir avec les protéines PABP 

liées à la queue poly(A), ce qui permet d’obtenir une boucle « fermée » de l’ARNm par 

rapprochement du 5’ avec le 3’ [53,54]. Un des rôles associés à cette boucle serait de 

favoriser la liaison avec le PIC [55,56]. Le dernier rôle de ce complexe eIF4F est 

l’ouverture des structures secondaires de l’ARNm par l’ARN hélicase eIF4A, permettant 

ainsi la fixation du PIC sur l’ARNm. Ce dernier se fixe alors sur la coiffe m7G, formant 

ainsi le 48S, et le scanning peut débuter. Une étude récente chez l’Homme a permis de 

mettre en évidence que le PIC reste associé à la coiffe m7G durant la phase de scanning 

[57]. Cela a pour conséquence que l’initiation, contrairement à l’élongation, ne peut 

être réalisée que par un seul ribosome à la fois sur un même transcrit, ce qui implique 

que la longueur du 5′ UTR soit un facteur limitant de l'efficacité d’initiation de la 

traduction.  
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 Le PIC comportant l’ARN-Met initiateur va être capable d’identifier le codon 

initiateur AUG lorsqu’il est présent au niveau du site P de la sous unité 40S. Il est 

également connu que cette reconnaissance dépend d’autres facteurs liés à l’ARNm : la 

présence d’une séquence consensus au niveau du codon AUG (5′ -(A/G)NNAUGG-3’) 

et l’absence de structures secondaires à proximité. La reconnaissance du codon AUG 

provoque l’hydrolyse du GTP associé à eIF2 par eIF5. Cela entraine la dissociation d’eIF1 

et ainsi le passage de la conformation « ouverte » à « fermée » du PIC. Le PIC est ainsi 

stabilisé sur l’ARNm et eIF2-GDP et eIF5 se dissocient du complexe, le scanning est 

terminé [58]. En parallèle le complexe protéique SBDS-efl1 dissocie le facteur eIF6 de 

la 60S qui l’empêchait de s’associer à la sous unité 40S [59,60]. eIF5B, associé à la sous 

unité 60S, collabore alors avec eIF1A afin de former le ribosome 80S. Une fois les deux 

sous unités assemblées, eIF4A est relargué, permettant au ribosome de débuter la 

phase d’élongation. 

 Alors que le groupe N7-méthyle de la coiffe joue un rôle majeur dans l’initiation 

de la traduction, de nouvelles études mettent en évidence une diversité de 

compositions dans les coiffes m7G cellulaires [61]. Les coiffes m7G sont soumises à 

d'autres modifications chimiques réalisées par des méthyltransférases. Les 

méthylations sont déposées en position 2’-O des nucléotides présents en position +1 

ou +2 de la coiffe m7G, conduisant respectivement aux formes « coiffe 1 » et « coiffe 

2 ». Lorsque le nucléotide initiateur de la transcription est une adénosine, sa position 

N6 est couramment modifiée par l’ajout supplémentaire d’un méthyl. Bien qu’il s’agisse 

d’une thématique émergente, plusieurs études mettent déjà en avant que l’identité du 

premier nucléotide de transcription ainsi que son taux de méthylation ont un impact 

entre autres sur la stabilité et la traduction du transcrit [62–64].  

 En plus de l’initiation dépendante de la coiffe m7G canonique décrite ci-dessus, 

il existe chez les eucaryotes une initiation dépendante de la coiffe m7G non canonique. 

On la retrouve notamment dans le cas d’ARNm ayant un court 5’UTR. Il est estimé que 

cette initiation concerne environ 4% des transcrits chez les mammifères [65], des 

transcrits notamment dits de « ménage », à qui elle confère une résistance à l'inhibition 

globale de la traduction en réponse à un stress énergétique et une réponse particulière 

aux rythmes circadiens et alimentaires [66,67]. Elle dépend de la présence de la 

séquence consensus TISU (SAASAUGGCGGC) présente au niveau de l’extrémité 5’ de 

l’ARNm. Malgré la dépendance vis-à-vis de la présence d’une coiffe m7G, cette 

initiation non canonique se fait indépendamment de l’étape de scanning [68]. Alors 

que les mécanismes sont encore méconnus, il est acquis que la formation du complexe 

48S serait immédiatement suivie du positionnement de la sous unité 60S sur ce 

complexe au niveau du codon AUG et du détachement de eIF4F de la coiffe [69].  
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Figure 9 : Régulation traductionnelle médiée par les cadres de lecture ouverts en amont de l’AUG (uORF). Les trois scénarios 
possibles sont présentés : (i) Le PIC ne parvient pas à reconnaître le codon de départ de l'uORF et continue à chercher le codon 
de départ suivant ("leaky scanning"). Dans ce cas, la traduction de la séquence codante en aval (CDS) n'est pas affectée. (ii) 
Le PIC reconnaît avec succès le codon de départ de l'uORF et s'assemble en un ribosome complet pour la traduction. Après la 
terminaison au codon stop de l'uORF, la sous-unité 40S reste liée à l'ARNm et réinitialise la traduction au codon de départ du 
CDS ("réinitiation"). La traduction de l'uORF va interférer avec les autres ribosomes de balayage, ce qui entraîne une réduction 
de la traduction du CDS. (iii) Lors de la fin de la traduction au codon stop de l'uORF, le ribosome peut bloquer et déclencher 
une digestion de l’ARNm médiée par la voie NMD ("blocage"), ou se dissocier de l'ARNm ("dissociation") sans traduire la CDS. 
Adapté de [70]. 
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Cela permettrait au codon AUG d’être correctement positionné au site P du ribosome 

et ainsi de débuter l’élongation. 

Alors que l’initiation permet généralement de débuter la traduction au niveau 

du codon initiateur de la CDS, il est possible que le ribosome débute l’élongation en 

amont, avec la traduction d’une séquence dans le 5’UTR appelée « upstream Open 

Reading Frame (uORF) »[55] (Figure 9). Chez les mammifères, il a été démontré que 

plus de 45% des ARNm contiennent au moins une uORF, qu’elles sont généralement 

courtes (<30 nucléotides), fréquemment traduites, et impliquées dans la répression de 

l’expression de la CDS [71–74]. La quasi-totalité des uORFs présentes dans les ARNm 

mammifères semble être permissive à la réinitiation, ce qui suggère que ces processus 

n’impliquent pas de séquences spécifiques. Le mécanisme de réinitiation est encore 

mal connu, mais des travaux ont mis en évidence l’implication du complexe eIF4F et du 

complexe stable eIF4G-eIF3-40S [75]. Il a été démontré également que les eIF restent 

associés au ribosome 80S en début d’élongation, ce qui permettrait d’expliquer la 

réinitiation facilitée suite à une uORF courte [57]. La présence d’une uORF peut réguler 

l’expression de la CDS par un mécanisme appelé « leaky scanning », qui se produit 

lorsque plusieurs codons d'initiation AUG sont présents sur l’ARNm et que le premier 

AUG se trouve dans un contexte de séquence d’initiation de force intermédiaire. Il 

dépend de plusieurs facteurs trans tels que les niveaux cellulaires des facteurs 

d’initiation eIF1 et eIF5 [76–79]. Au cours du leaky scanning, soit les ribosomes initient 

alors sur le premier AUG de l’uORF, soit parfois le dépassent pour initier sur l’AUG de 

la CDS en aval [80–82]. Si les deux codons AUG sont dans le même cadre l'un par 

rapport à l'autre, cela conduit à la traduction de deux isoformes de la même protéine, 

l'une avec une extension N-terminale. Si les deux codons AUG font partie de deux ORFs 

qui se chevauchent cela conduit à l'expression de deux protéines différentes à partir 

du même ARNm. La fréquence du leaky scanning affecte ainsi les quantités relatives 

des isoformes de protéines courtes et longues ou des deux protéines fabriquées. Chez 

l’Homme, la protéine CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) est un très bon 

exemple de leaky scanning [83]. Dans les cellules saines, une production équilibrée de 

deux isoformes de 30et 42kDa est maintenue par leaky scanning. L'isoforme de 30 kDa, 

contrairement à l'isoforme 42 kDa, n'inhibe pas la prolifération cellulaire [84]. Dans les 

cellules cancéreuses un déséquilibre entre les deux isoformes a été retrouvé avec une 

augmentation du leaky scanning, conférant ainsi un avantage à ces cellules [85].  

 Même si l’initiation dépendante de la coiffe m7G est l’initiation la plus courante 

in vivo, de nombreuses études portent sur la capacité des cellules eucaryotes à utiliser 

une autre initiation indépendante de la présence de coiffe m7G : l’initiation dépendante 

d’IRES.  
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Figure 10 : Les quatre groupes d'IRES virales. Les IRES virales peuvent être classées en quatre groupes en fonction de leur 
structure et de l'exigence des ITAF et des IF. En général, les IRES à structure plus compacte nécessitent moins de facteurs 
protéiques auxiliaires. Issu de [86]. 

 

Figure 11 : Mécanismes d'initiation de la traduction piloté par les IRES cellulaires. (A) IRES cellulaire de type I. (B) IRES cellulaire 
de type II. Les IRES cellulaires de type II contiennent les éléments cis courts qui peuvent s'apparier à l'ARNr 18S. Par conséquent, 
ces IRES cellulaires peuvent interagir directement avec la sous-unité ribosomique 40S et recruter la sous-unité ribosomique 
60S pour commencer la traduction. Adapté de [86]. 



 

19 | P a g e  

 

b. L’initiation dépendante d’IRES 

 Découverte en 1988 par Pelletier et Sonenberg [87], l’IRES est par définition un 

élément ARN qui permet le recrutement du ribosome dans la région interne de l’ARNm 

et cela de manière indépendante de la coiffe m7G. Les premières découvertes 

d’initiations dépendantes d’IRES concernent de nombreux virus, avec des séquences 

IRES très différentes mais des structures secondaires parfois très similaires [88] (Figure 

10). Elles font intervenir différents facteurs, les IRES-Transacting Factor (ITAF) qui sont 

propres à l’initiation dépendante d’IRES et les Initiation Factors (IF) qui interviennent 

également dans l’initiation dépendante de la coiffe m7G [89,90]. Les initiations virales 

dépendantes d’IRES ont alors été classées en 4 classes différentes, en fonction des 

structures secondaires des IRES et des facteurs ITAF et IF qu’elles nécessitent [91]. Les 

IRES du groupe I peuvent initier la traduction à partir d'un codon initiateur non-AUG, 

sans ITAF et sans le TC eIF2-GTP/ARNtMet. Elles ont une structure secondaire compacte 

qui comprend trois pseudo-noeuds nommés PKI, PKII et PKIII, et de multiples tiges 

boucles. Elles peuvent interagir directement avec la sous unité 40S de manière efficace 

et sont connues pour avoir une forte activité [92–94]. Les IRES du groupe II nécessitent 

généralement l'aide de plusieurs IF, notamment le TC et eIF3, mais n’ont pas besoin 

d’intervention d’ITAF pour se lier au 40S [95–97]. Contrairement aux groupes I et II, les 

deux derniers ont besoin d’ITAF et de nombreux IF pour se lier à la petite sous unité 

(eIF2, eIF3, eIF4A, eIF4B et eIF4G) [98–100]. Le groupe III nécessite l’intervention des 

ITAF PTB (Pyrimidine Tract Binding protein) et ITAF45, alors que ce sont les ITAF PTB et 

PCBP 1 et 2 (Poly(rC)-Binding Protein) qui interviennent dans le groupe IV. La principale 

différence entre le groupe III et IV est l’étape de scanning : comme les groupes I et II, 

le groupe III initie généralement sans scanning [98], contrairement au groupe IV [101]. 

Cette différence reste parfois contestée avec des IRES du groupe IV qui sont capables 

de recruter directement la sous unité 40S [102].  

 Alors que les IRES virales ont constitué le point de départ des recherches dans 

le domaine, il est maintenant acquis que dans des conditions de stress cellulaire avec 

une diminution de l'initiation dépendante de la coiffe m7G, des ARNm cellulaires 

continuent à être exprimés via l’initiation dépendante d’IRES [103] (Figure 11). Les IRES 

cellulaires sont classées en deux groupes. Les IRES de type I interagissent avec les 

ribosomes par le biais d'ITAF [104,105] tandis que les IRES de type II contiennent un 

court élément cis semblable aux séquences Shine-Dalgarno procaryotes, qui s'apparie 

avec l'ARNr 18S pour recruter des ribosomes [106]. Alors que l’étude des IRES 

cellulaires est plus compliquée que celle des IRES virales à cause de leur faible niveau 

d’activité, il a été estimé récemment qu’environ 10% des ARNm de mammifères 

pourraient initier de manière dépendante d’IRES [107].  
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Figure 12 : La phase d'élongation de la traduction eucaryote. Dans ce modèle, la grande sous-unité ribosomique est rendue 
transparente pour visualiser les ARNt, les facteurs et les ARNm se liant au centre de décodage à l'interface entre la grande et 
la petite sous-unité et les ARNt interagissant avec le centre de la peptidyl transférase dans la grande sous-unité. Le GTP est 
représenté par une boule verte et le GDP par une boule rouge. Adapté de [108]. 
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Une fois le ribosome assemblé au niveau du codon initiateur, l’initiation s’achève et 

laisse place à l’élongation, deuxième étape de la traduction que nous allons à présent 

aborder.  

B. L’élongation 

 L’élongation est la deuxième étape de la traduction. Le ribosome est présent au 

niveau du codon initiateur avec l’ARNtMet au site P du ribosome, et les facteurs 

d’initiation ont été relargué. Le ribosome 80S débute alors l’élongation permettant la 

synthèse de la protéine (Figure 12). L’élongation, contrairement à l’initiation, fait 

intervenir peu de facteurs appelés eukaryotic Elongation Factors (eEF). Elle repose sur 

deux étapes principales : la discrimination de l’ARNt correct et le transfert de l’acide 

aminé de l’ARNt au peptide. Ainsi nous allons commencer par la description de la 

reconnaissance et l’accommodation de l’ARNt dans le ribosome. 

a. Reconnaissance et accommodation de l’ARNt 

 L’ARNm doit être lu codon par codon, du codon initiateur jusqu’au codon stop, 

c’est-à-dire l’ensemble de la CDS sans que le ribosome change de cadre de lecture 

(Figure 12). A la fin de l’initiation l’ARNtMet initiateur est présent au niveau du site P du 

ribosome, apparié avec le codon AUG. Les sites A et E du ribosome sont libres. Le 

second codon de la CDS se situe alors dans le site A du ribosome. L’élongation débute 

ainsi par l’entrée de l’ARNt aminoacylé correspondant à ce second codon. Cet ARNt 

est associée au facteur d'élongation eEF1A-GTP. Lorsque l’ARNt est cognat du codon, 

les interactions d'appariement des bases entre le codon et l’anticodon présents dans 

le site A déclenchent l'hydrolyse du GTP par eEF1A : c’est la reconnaissance de l’ARNt. 

L’hydrolyse du GTP provoque la libération d’eEF1A-GDP et l’accommodation de l’ARNt 

dans le site A. Par définition, l’accommodation est un changement de conformation du 

de l’ARNt lui permettant de passer du site A au site P après sa sélection.  La 

reconnaissance et l’accommodation de l’ARNt au sein du site A ont été fortement 

étudiées afin de déterminer l’origine des règles de décodage par le ribosome. Ces 

règles reposent sur l’encombrement stérique et la géométrie globale de l’appariement 

codon-anticodon, et font intervenir des changements de conformation du ribosome 

qui seront discutés dans le chapitre portant sur le maintien de la fidélité de la 

traduction. Une fois l’ARNt accommodé au site A, il y a formation de la liaison 

peptidique entre l’acide aminé entrant et le peptide en cours de synthèse. 

b. Formation de la liaison peptidique et translocation 

 Cette étape se produit au niveau du centre peptidyl-transférase de la sous unité 

60S, rapidement après la reconnaissance et l’accommodation de l’ARNt aminoacylé 

(Figure 12). Le facteur eIF5A, présent au niveau du site E, interagit avec le bras accepteur 

de l'ARNt peptidyl présent au niveau du site P du ribosome.  
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 eIF5A est supposé promouvoir la formation de la liaison peptidique en induisant 

un positionnement favorable des ARNt du site P et A [109–112]. Le facteur eIF5A est 

notamment indispensable afin que le ribosome n’effectue pas une pause en présence 

de proline, glycine ou d’acides aminés chargés au niveau du centre peptidyl transferase 

ou à l’entrée du tunnel de sortie [113]. La formation de la liaison peptidique provoque 

le transfert du néopeptide sur l’acide aminé de l’ARNt présent au niveau du site A. Cette 

étape conduit à la translocation de l’ensemble des ARNt d’un site ribosomique à un 

autre, déterminée structuralement par trois phases de rotation des ARNt présents 

[114]. Après la formation de la liaison peptidique, le ribosome se situe alors dans la 

première phase de rotation : l'ARNt peptidyl nouvellement formé se trouve dans le site 

A et l'ARNt désacylé dans un état hybride entre les sites P et E, son anticodon toujours 

apparié à l'ARNm dans le site P et le bras accepteur dans le site E. Vient ensuite l'état 

de rotation 2, dans lequel l'ARNt désacylé est toujours dans l'état hybride P/E, alors 

que l'ARNt peptidyl est repositionné dans un état hybride entre le site A et P, son 

anticodon apparié dans le site A et le peptide attaché au bras accepteur dans le site P 

[115,116]. La translocation de l’ARNm et des ARNt vers les sites E (ARNt désacylé) et P 

(ARNt peptidyl) est favorisée par le facteur d'élongation eEF2, dont le rôle, déduit par 

similarité avec son orthologue bactérien eFG, serait de défaire l'interaction entre l'hélice 

h44 de l’ARNr 18S et le duplex codon-anticodon dans le site A [117,118]. Après la 

translocation, un ARNt désacylé occupe alors le site E, l'ARNt peptidyl est dans le site 

P et le site A est libre. La libération de l’ARNt désacylé du site E du ribosome reste 

encore un processus mal compris chez les eucaryotes, avec de premières pistes chez la 

levure indiquant que ce serait le facteur eEF3 qui faciliterait les étapes tardives de la 

translocation en stabilisant un état de « non-rotation » du ribosome, et en induisant 

une conformation ouverte de la tige L1 permettant la libération de l'ARNt du site E 

[119]. La translocation laisse place à un nouveau codon dans le site A du ribosome, les 

phases d’élongation vont alors se succéder, le peptide en cours de synthèse sortant via 

le tunnel de sortie. Ce tunnel a une longueur d'environ 10 nm et permet le repliement 

de la chaîne peptidique naissante en structures secondaires dans un environnement 

protégé [120,121]. A la sortie de la grande sous-unité, l'extrémité N-terminale de la 

protéine partiellement repliée rencontre divers facteurs de maturation tels que des 

chaperonnes de repliement, des protéines de reconnaissance du signal d’adressage et 

des enzymes de modifications co-traductionnelle [122]. L’élongation continue ainsi 

jusqu’à l’arrivée du codon stop dans le site A du ribosome. 

C. La terminaison  

 La terminaison est la dernière étape de la traduction qui implique le décodage 

d’un codon. Elle est réalisée par un complexe de facteurs de terminaison appelés 

eukaryotic Release Factors (eRF). Nous allons à présent débuter par les mécanismes 

impliqués dans la reconnaissance du codon stop. 
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Figure 13 : Terminaison de la traduction chez les eucaryotes. Représentations en ruban de (A) l'eRF1 humain (banque de 

données sur les protéines [PDB] : 1DT9), avec les atomes Cα du motif GGQ dans le domaine M et le motif NIKS dans le domaine 

N montrés dans des modèles CPK et bâton, respectivement, et (B) l'eRF3 de Schizosaccharomyces pombe (acides aminés 215-
662, et donc sans le domaine amino-terminal non conservé) (PDB : 1R5B), avec le GMPPNP lié montré dans un modèle bâton. 
Adapté de  [123]. 

 

 

Figure 14 : Les différentes étapes de la terminaison eucaryote et leurs cinétiques respectives. Le peptide est représenté en bleu 
clair. Le facteur de terminaison eRF3 est représenté en bleu foncé. Le facteur de terminaison eRF1 est représenté en vert avant 
(rond) et après (carré) accommodation dans le ribosome 80S. Les temps sont indiqués en secondes. Adapté de [124]. 
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a. Reconnaissance du codon stop 

 La terminaison a lieu lorsqu’un codon stop est présent au niveau du site A du 

ribosome. Elle est assurée par un complexe ternaire eRF1-eRF3-GTP [125] (Figure 13). 

eRF1, le facteur de terminaison de classe I, possède notamment un domaine terminal 

aminé (N) qui mime le bras anticodon de l’ARNt et est capable de reconnaitre les trois 

codons stop UAA, UAG et UGA via son motif NIKS (Asn61, Ile62, Lys63, Ser64) formant une 

boucle entre les deux hélices à l’extrémité du domaine [126]. Le facteur eRF1 possède 

également un domaine central (M), qui présente des analogies structurales avec le bras 

accepteur d’un ARNt et possède un motif GGQ permettant la libération du peptide 

[127]. eRF3 est un facteur de terminaison de classe II, une GTPase permettant de 

stimuler l’activité d’eRF1. eRF1  inhibe la dissociation du GTP d’eRF3 ce qui permet de 

stabiliser le complexe eRF1-eRF3-GTP [128]. 

 Une étude récente en molécule unique a permis d’obtenir de nouvelles données 

sur le déroulement de la terminaison de la traduction [124] (Figure 14). Il a été 

démontré que, bien que les facteurs de terminaison eRF3 et eRF1 sont capables de se 

lier individuellement au ribosome, eRF3 agirait comme une chaperonne du facteur 

eRF1, et c’est sous forme de complexe qu’ils se lieraient de manière optimale au 

ribosome. Ainsi, la stimulation de l’activité d’eRF1 par eRF3 passerait par son rôle de 

chaperonne, avec eRF3 qui bloquerait eRF1 dans la conformation la plus appropriée 

pour se lier au ribosome. Lorsque le complexe de terminaison entre dans le ribosome, 

le domaine M d’eRF1 est bloqué contre eRF3-GTP, cette conformation inhibant la lyse 

instantanée du peptide en cours de synthèse [129–131]. En effet, des données 

structurales indiquent que le motif catalytique GGQ est séquestré à plus de 80Å de la 

liaison ester de l’ARNt peptidyl. Le domaine N d’eRF1 se situe quant à lui dans le site 

A du ribosome et s’apparie au codon stop. eRF3 lui se lie au centre de liaison aux 

GTPases (GAC), entre la boucle sarcine-ricine (SRL) de la sous-unité 60S et les hélices 

h5 et h14 de l'ARN 18S de la sous-unité 40S. Le modèle de reconnaissance du codon 

stop par eRF1 a été décrit en deux étapes [132]. La première étape consiste en la liaison 

d'eRF1 au codon stop situé dans le centre de décodage du ribosome. eRF1 reconnait 

alors les deux premiers nucléotides du codon stop (UA ou UG), les troisièmes (A et G) 

étant décodés sur des sites différents d’eRF1. Durant la deuxième étape, eRF1 effectue 

une rotation différente en fonction de la nature du second nucléotide ce qui permet la 

reconnaissance du second et troisième nucléotide (AG, AA ou GA). La reconnaissance 

du codon stop par eRF1 va alors provoquer la lyse de la liaison peptidique de l’ARNt 

peptidyl.  

b. La libération de la protéine néosynthétisée 

La reconnaissance du codon stop par eRF1 a été décrite comme favorisant 

l’hydrolyse du GTP par eRF3. Bien que non essentielle, cette hydrolyse permet de 

stimuler l’accommodation d’eRF1 dans le site A du ribosome [125].  
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Figure 15 : Le recyclage des ribosomes chez les eucaryotes. Post-TC : complexe post-terminaison. Adapté de [123]. 
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Elle provoque également la libération d’eRF3-GDP du ribosome qui est remplacé par 

le facteur ATP Binding Cassette subfamily E (ABCE1). eRF1 adopte alors une 

conformation relâchée qui permet au motif GGQ catalytique de se loger dans le centre 

peptidyl-transférase. L’accommodation du facteur eRF1 en conformation active a été 

décrite comme étant l’étape la plus longue du processus de terminaison, avec une 

durée de 3 secondes sur les 4 nécessaires à l’ensemble du processus [124]. Le motif 

GGQ se situe alors à proximité de l'extrémité CCA de l’ARNt-peptidyl, avec notamment 

Q135 adjacent à la liaison ester reliant l'ARNt au néopeptide. Selon les conformations 

similaires entre eRF1 et les facteurs de libérations bactériens RF1/RF2, il a été déduit 

que son mode de lyse était analogue à ces derniers préalablement caractérisés. Chez 

les procaryotes, le placement du motif GGQ dans le centre peptidyl-transférase induit 

des changements de conformation qui exposent la liaison ester de l’ARNt peptidyl à 

une attaque nucléophile par une molécule d'eau. Le groupement amide de la chaîne 

principale de G185 forme une liaison hydrogène avec le 3’-OH du dernier A du motif 

CCA en 3’ de l’ARNt[133,134], permettant la libération du peptide synthétisé, ce qui 

entraîne une rotation entre les deux sous unités ribosomales et le mouvement de 

l’ARNt désacylé présent au site P en un état hybride P/E [124]. ABCE1 et eRF1 forment 

alors le complexe de post-terminaison et le recyclage du ribosome débute.  

D. Le recyclage 

 Le recyclage du ribosome est la quatrième et dernière étape de la traduction. Il 

s’agit d’un point clé de régulation de la traduction par la cellule, qui est orchestrée par 

le complexe de post-terminaison eRF1-ABCE1 chez les eucaryotes. Ce mécanisme se 

décompose en deux étapes : la dissociation des sous unités ribosomiques, puis le 

recyclage des différents ARN.  

a. La dissociation des sous unités ribosomiques 

 ABCE1 est une protéine à cœur Fe-S, dont les changements structuraux 

s'effectuent en fonction de la liaison à l’ATP. En effet, une liaison à l’ATP lui confère un 

état « fermé », tandis que l’hydrolyse de l’ATP en ADP conduit à un état « ouvert ». Ces 

changements conformationnels sont capables d’induire des changements structuraux 

dans les macromolécules associées, notamment eRF1 et le ribosome, ce qui pourrait 

conduire à la dissociation du ribosome [135] (Figure 15). Alors que de récentes études 

in vitro commencent à préciser ce mécanisme et semblent impliquer principalement le 

domaine Fe-S d’ABCE1 [136–139], un schéma complet de ces changements 

conformationnels et structuraux qui ont lieu avant et après l’hydrolyse de l’ATP lié à 

ABCE1 est toujours manquant. Il existe par ailleurs plusieurs avis divergents sur le 

modèle à établir pour la dissociation des sous unités ribosomiques.  
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Figure 16 : La libération de l'ARNt désacylé et de l'ARNm de la sous unités 40S recyclée. Trois voies principales sont 
représentées avec l’intervention des facteurs eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF3j (haut), d’eIF2D (bas) ou de DENR et MCT1 les 
homologues d’eIF2D (bas).  Adapté de [123].  
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Certaines études tendent à montrer que l’hydrolyse de l’ATP par ABCE1 est nécessaire 

pour la dissociation ribosomique [136,140–142], tandis que d’autres suggèrent que la 

présence d’ATP est nécessaire pour la dissociation mais que son hydrolyse n’intervient 

que pour la libération d’ABCE1 de la sous unité 40S [143]. Dernièrement, une nouvelle 

étude révèle que le maintien d’ABCE1 sur la petite sous unité favoriserait le recrutement 

des eIFs et ainsi d’amorcer un nouveau cycle de traduction[139]. Bien qu’il reste encore 

à être élucidé, ce mécanisme provoque la dissociation des sous unités ribosomiques 

avec la libération de la sous unité 60S, d’eRF1 et potentiellement ABCE1-ADP. La sous 

unité 40S reste associée à l’ARNm, ainsi que l’ARNt désacylé présent au niveau du site 

P. Le recyclage entre alors dans la phase de libération des différents ARN. 

b. Recyclage des différents ARN 

 L’éjection de l’ARNt désacylé est indispensable pour le recyclage de l’ARNm et 

de la sous unité 40S, et peut se faire par différents mécanismes moléculaires (Figure 

16). Le premier se fait grâce à l’intervention des facteurs d’initiation eIF1, eIF1a, eIF3 et 

eiF3j [50,140]. eIF1 et eIF1a se placent respectivement dans les sites P et A, mimant un 

début d’initiation de la traduction. eIF3 est présent du côté solvant de la sous unité 

40S, interagissant avec eIF3J au niveau du site d’entrée de l’ARNm et avec eIF1 au 

niveau du site de sortie de l’ARNm [21]. eIF1 ayant pour rôle de discriminer les ARNt 

non initiateurs présents dans le site P, il déstabilise la liaison de l’ARNt désacylé ce qui 

provoque la libération de ce dernier [144]. Les facteurs eIF1a et plus particulièrement 

eIF3 permettent de stimuler cette libération [140]. Alors qu’eIF3 provoque la rétention 

partielle de l’ARNm, eIF3j stimule la libération de l’ARNm, terminant ainsi l'étape de 

recyclage. Deux autres voies de recyclage des ARN peuvent remplacer cette première. 

Elles concernent soit la ligatine eIF2D, soit ses homologues MCT-1 (Multiple Copies in 

T-cell lymphoma-1) et DENR (DENsity-Regulated protein) qui travaillent de concert 

[145]. La présence du domaine WHD (Winged-Helix Domain) d'eIF2D, ou de MCT1, à 

l’interface de la sous unité 40S serait incompatible avec la liaison du facteur eIF3. Au 

niveau du site P, le domaine SUI1/eIF1 de eIF2 ou de DENR aurait pour rôle de 

déstabiliser la liaison de la boucle anticodon de l'ARNt au site P et ainsi de provoquer 

l’éjection de l’ARNt désacétylé [146,147]. Alors que dans la première voie décrite eIF3 

provoque la rétention partielle de l’ARNm après le départ de l’ARNt, son absence dans 

cette seconde voie provoque la libération immédiate de l’ARNm suite à celle de l’ARNt.  

 A la fin de la traduction, l’ensemble des facteurs impliqués (sous unités 

ribosomiques, ARNm et ARNt) sont ainsi recyclés et vont pouvoir entrer dans un 

nouveau cycle de traduction. La traduction est donc un processus en 4 étapes. Chacune 

de ces étapes peut induire des erreurs au cours de la synthèse protéique et des 

mécanismes ont été mis en place par la cellule pour limiter l’apparition de ces erreurs. 

Nous allons ainsi aborder dans ce nouveau chapitre la fidélité de la traduction 

eucaryote. 
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Figure 17 : Régulation de la stabilité des ARNm par la queue poly(A). Chez la levure, la deadénylase (deA) Pan2 taille les queues 
poly(A) nucléaires à leur longueur adéquate dans le noyau. Une fois dans le cytoplasme la suppression de la queue poly(A) de 
l'ARNm par les deadénylases (deA) provoquent la digestion de l'ARNm et/ou la répression de la traduction, tandis que la 
réadénylation peut activer la traduction de certains ARNm. Adapté de [148]. 
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II. La fidélité de la traduction chez les eucaryotes 
 Il est nécessaire de maintenir une fidélité de la traduction optimale afin de 

garantir une expression fiable des gènes. Pour cela différents acteurs entrent en jeu 

afin de garantir un contrôle qualité de la traduction, soit par l’intervention de voies de 

surveillance dédiées, soit par le ribosome lui-même. La traduction possède également 

un taux d’erreurs de 10-3 à 10-4 conservé chez l’ensemble du vivant [149], et différentes 

erreurs peuvent survenir que nous décrirons également dans ce chapitre. 

1. Les mécanismes de contrôle-qualité de la traduction chez les 

eucaryotes 

 La dégradation de l’ARNm est importante pour maintenir le contrôle sur 

l’expression génique. Chez les mammifères, le temps de demi-vie des ARNm varie de 

15 minutes à 24 heures ce qui reflète une régulation de ce processus par la cellule 

[150]. Alors que la dégradation des ARNm permet de réguler le niveau d’expression 

des gènes, nous allons voir qu’elle permet également d’éliminer les ARNm présentant 

des défauts de traduction reconnus par différentes voies de surveillance. 

A. Dégradation cytoplasmique des ARNm  

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

Ils sont des cibles privilégiées pour de nombreuses ribonucléases qui clivent ses liaisons 

phosphodiesters. Comme je l'ai présenté précédemment la stabilité de l’ARNm repose 

principalement sur la coiffe m7G et la queue poly(A) ajoutées durant sa synthèse. Ils 

permettent la fixation de protéines cytoplasmiques spécifiques : les Cap-Binding 

Protein (CBP) et Poly(A)-binding protein (PABP). Ces facteurs ont pour rôle de protéger 

les extrémités de l’ARNm contre les exonucléases. Par ailleurs, l’ARNm est également 

associé à d’autres protéines et aux ribosomes au sein de larges particules 

ribonucléoprotéiques (mRNP) qui le protègent des endonucléases. En modulant la 

présence de ces facteurs, la cellule peut alors initier la dégradation de l’ARNm.  

 Chez les eucaryotes, la majorité des ARNm cytoplasmiques sont dégradés suite 

à une déadénylation, c’est-à-dire un raccourcissement de la queue poly(A) [151] (Figure 

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

soit par le complexe Ccr4/Not [152]. La déadénylation a la particularité d’être 

réversible : si l’ARNm contient des signaux intacts et une séquence Cytoplasmic 

Poly(A)denylation Element (CPE), une queue poly(A) peut être remise en place par des 

protéines de la famille des Cytoplasmic Poly(A)denylation Elements Binding proteins 

(CPEB)Poly(A). Ce processus est connu pour moduler l’expression génique dans des 

contextes comme la gamétogenèse, le cancer, la plasticité synaptique et 

l’apprentissage/mémoire cellulaire [153].  
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Figure 18 : Déclenchement de la voie Nonsense-mediated Decay (NMD) pour la dégradation d’un ARNm avec un codon stop 
prématuré (PTC). L'épissage du pré-ARNm dans le noyau donne lieu à un transcrit ARNm mature lié à des complexes exon-
jonction (EJC) ainsi qu'à d'autres composants clés tels que les protéines Upf3 (dans le noyau) et Upf2 (dans le cytoplasme). 
Une fois transporté dans le cytoplasme, l'ARNm subit un premier cycle de traduction : la voix de gauche se produit en absence 
de PTC et la voie de droite (NMD) en présence d’un PTC. Adapté de [154]. 
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Cependant, chez les mammifères, si moins de 30 à 60 adénines sont présentes après la 

déadénylation, le processus de dégradation s’engage rapidement de manière 

irréversible. En effet, après raccourcissement de la queue poly(A) la PABP ne peut plus 

se fixer sur l’ARNm pour le protéger de la dégradation. Si le complexe Dcp1/Dcp2 clive 

de manière irréversible la coiffe m7G, le transcrit est alors dégradé par 

l’exoribonucléase Xrn1 dans le sens 5’ vers 3’. Sinon, l’ARNm peut être dégradé dans le 

sens 3’ vers 5’ par l’exosome, un complexe d’exonucléases.  

 Il est possible de réguler l'expression génique par dégradation des transcrits de 

manières dépendantes de protéines ou d’ARN. Les protéines concernées sont capables 

de se fixer sur des séquences spécifiques situées dans les régions non codantes 5’ UTR 

et 3’ UTR, ainsi que dans la région codante de l’ARNm. Dans les cas les plus documentés 

on retrouve par exemple les protéines Puf (Pumilio RNA-binding protein family) [155] 

et les protéines Adenylate-Uridylate-rich elements Binding Proteins (AUBP) [156]. Ces 

protéines présentent différents modes d’action, elles peuvent induire la dégradation 

des ARNm notamment en accélérant le processus de déadénylation, en favorisant le 

blocage des ribosomes ou en facilitant le recrutement des micro-ARN (miRNA). Ces 

miRNA entrent dans la dégradation dépendante d’ARN appelée dégradation par ARN 

interférence (RNAi). De nombreux RNAi ont été découverts ces dernières années, et les 

plus connus sont les petits ARN interférants (siRNA) et les miRNA. Ces RNAi, 

complémentaires à leur ARNm cible, peuvent réguler son expression soit par 

recrutement du complexe de dégradation RNA-Induced Silencing Complex (RISC), soit 

en réprimant la fixation du ribosome en formant un duplex ARN-ARN, soit en 

accélérant le processus dépoly(A)dénylation. 

B. Les voies de surveillance de la traduction  

 La voie Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) est connue pour être la voie 

de dégradation des ARNm contenant un codon stop prématuré (PTC) dans leur 

séquence (Figure 18). Il a été également démontré qu’elle régule la dégradation 

d’ARNm possédant une uORF, un intron en 3’UTR, ou une erreur issue de l’épissage 

alternatif [157,158]. Ces caractéristiques présentes sur les ARNm miment une 

terminaison prématurée et provoquent la dégradation par la voie NMD d’environ 10% 

des ARNm eucaryotes. La NMD est un processus nécessitant différents facteurs Up-

Frameshift (UPF) et Suppressors with Morphogenetic effects on Genitalia (SMG) . UPF1, 

liée à eRF3 au niveau du codon de terminaison, est activée par UPF2 et/ou UPF3 [159–

161]. L'activation de UPF1 implique également sa phosphorylation par SMG1, dont 

l'activité kinase est contrôlée par SMG8 et SMG9 [162–165]. UPF1 phosphorylée recrute 

alors l'endonucléase SMG6 qui clive l'ARNm à proximité du PTC [166,167], et 

l'hétérodimère SMG5/SMG7 qui stimule la dégradation de l'ARNm en recrutant le 

complexe exonucléase CCR4/NOT [168]. Deux voies d’activation de la NMD ont été 

décrites.  
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Figure 19 : Le système de détection et de déclenchement des voies de surveillance No-Stop (NSD) ou No-Go (NGD). Haut : le 
ribosome bloqué en interne de l’ARNm, cas de la NGD. La voie de déclenchement est identique à celle du cas n’°2 de la NSD 
pour laquelle le ribosome serait bloqué dans la queue polyA. Bas : le ribosome est bloqué à l’extrémité de l’ARNm, cas n°1 de 
la NSD. Adapté de [169]. 
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La première est l’activation par la présence de complexes de jonction d’exon (Exon 

junction complex, EJC). L’EJC, composé des protéines eIF4A3, Cancer Susceptibility 

Candidate 3 (CASC3), RNA-Binding Motif protein 8A (RBM8A)  et MAGO-nashi 

Homolog (MAGOH), est déposé à 20-24 nucléotides en amont des jonctions exons-

exons durant l’épissage [170,171]. Les EJC sont détachés de l’ARNm au cours de la 

traduction. La présence d’un PTC provoque la conservation des EJC en aval. Ainsi, un 

codon stop présent à plus de 50 nucléotides d’un EJC est considéré comme prématuré 

ce qui déclenche la NMD par interaction de l’EJC avec UPF3 ou UPF2 [172]. La deuxième 

voie d’activation de la NMD décrite est indépendante de la présence d’EJC. Elle se base 

sur l’interaction entre eRF3 et une protéine de liaison à la queue poly(A) de l’ARNm : 

Poly(A) Binding Protein Cytoplasmic 1 (PABPC1). Lorsque le codon stop est 

suffisamment proche de la queue poly(A), PABPC1 se lie à eRF3, empêchant la liaison 

d’UPF1 et favorisant alors la terminaison classique à l’activation de la voie NMD 

[161,173–175]. Dans le cas d’un PTC, la distance accrue avec la queue poly(A) serait le 

facteur inhibant l’interaction eRF3-PABPC1, favorisant ainsi la liaison eRF3-UPF1 et 

donc le déclenchement de la voie NMD. La présence de PTC peut avoir des 

conséquences pathologiques dans le cadre de maladies à mutation non-sens. 

L’inhibition de la NMD peut alors présenter de grands intérêts dans la démarche 

thérapeutique de réexpression protéique que nous aborderons dans le paragraphe sur 

la translecture.  

 Deux voies de reconnaissances des ribosomes bloqués sur l’ARNm co-existent 

chez les eucaryotes : la Non-Stop Decay (NSD) et la No-Go Decay (NGD). La NSD est 

la voie de surveillance déclenchée par l’absence de codon stop dans l’ARNm [176,177]. 

Deux cas différents de NSD sont rapportés dans la littérature (Figure 19) : (1) le 

ribosome ne rencontre pas de codon stop alors qu’il est arrivé à l’extrêmité 3’ du 

transcrit et son site A est vide (2) aucun codon de terminaison n’est reconnu au cours 

de la traduction et le ribosome se retrouve dans la queue poly(A), provoquant 

l’apparition d’une chaine poly-lysines [169]. Il a été démontré que 10 lysines à la suite 

seraient suffisantes pour bloquer la traduction, d’une part par l’abondance faible 

d’ARNtLys dans la cellule, mais également par les liaisons électrostatiques que cela 

engendre dans le tunnel de sortie chargé négativement du ribosome [178,179]. La voie 

de surveillance NGD concerne les ARNm avec des ribosomes bloqués en cours 

d’élongation dans un état hybride (Figure 19). Le blocage du ribosome peut avoir 

plusieurs origines :  une accumulation d’acides aminés chargés positivement dans le 

tunnel de sortie du ribosome, la présence de structures secondaires telles que des 

pseudonoeuds, la présence de codons rares, la présence de lésions sur l'ARNm ou 

encore la présence de codons difficilement décodés (proline). Le cas (2) de la NSD et 

la NGD semblent faire intervenir les mêmes facteurs, la frontière entre les deux 

s’amincissant au cours des années.  



 

36 | P a g e  

 

 

Figure 20 : Le système de surveillance Ribosome-associated protein Quality Control (RQC) dans la levure. Rqc2 et NEMF sont 
des homologues levure et mammifères respectivement. Le mode de liaison au ribosome de la sous-unité Rqc1 (TCF25 chez les 
mammifères) du complexe RQC et sa fonction exacte restent inconnus. Vms1 et ANKZF1 sont des homologues levure et 
mammifère respectivement. Les peptide extrait peut rester associé au complexe RQC sous la forme d'un complexe « RQC 
léger » avant la dégradation par le protéasome. Adapté de [169]. 
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Pour commencer, le même senseur est retrouvé pour les deux voies chez les 

mammifères. En effet, le blocage d’un ribosome à l’intérieur de l’ARNm provoque une 

collision avec celui qui le suit et ainsi l’apparition de disomes, qui sont reconnus par la 

protéine E3 ligase ZNF598 [180] (Figure 19). La protéine ZNF598 ubiquitine les 

protéines ribosomales eS10, uS10 et eS3. Il y a alors intervention du complexe Pelota-

Hbs1 avec un clivage endonucléolytique de l’ARNm en 5’ du ribosome [181,182]. Les 

ribosomes bloqués en extrémité 3’ du transcrit (cas (1) de la NSD) seraient reconnus 

directement par le complexe Pelota/Hbs1 (Figure 19) [169]. Après le clivage en 5’ du 

ribosome, il y a recrutement du complexe SKI (composé des facteurs Ski2, 3 et 8) au 

niveau du ribosome sur la partie 3’ de l’ARNm [183]. Ces derniers permettent de 

mobiliser l’exosome et ainsi de dégrader l’ARNm.  

 Lorsqu’un ribosome est ciblé par un des mécanismes décrits ci-dessus, la sous 

unité 40S est libérée et prête à effectuer un nouveau cycle de traduction. Ce n’est pas 

le cas de la sous unité 60S qui contient le peptide tronqué bloqué dans son tunnel de 

sortie. C’est à ce moment-là que le système de surveillance Ribosome-associated 

protein Quality Control (RQC) intervient (Figure 20). Le système RQC débute par la 

liaison spécifique de Rqc2 à la grande sous unité qui expose un ARNt peptidyl, suite au 

départ de la petite sous unité [184,185]. La liaison de Rqc2 à la sous unité 60S et à 

l’ARNt prévient la réassociation avec la sous unité 40S et facilite la liaison de l’ubiquitine 

ligase Ltn1 (E3 ubiquitin-protein ligase listerin). Ltn1 possède une structure 

hyperhélicoïdale lui permettant de contourner la sous unité 60S, jusqu’au placement 

de sa partie C-terminale au niveau de la sortie du tunnel de sortie. C’est ainsi qu’elle 

entre en contact avec les protéines ribosomales eL22 et eL31 qui induisent 

l’ubiquitination du néopeptide par Ltn1 et E2, l’enzyme associée à l’ubiquitine. Cette 

ubiquitination est suffisante pour permettre le recrutement de l’endonucléase AZKF1 

qui clive la liaison phosphodiester présente au niveau de la tige acceptrice de l’ARNt 

peptidyl, permettant la libération de l’ARNt du site P.  Ensuite, le complexe p97 permet 

l’extraction du peptide de la sous unité 60S ainsi que de son adressage au protéasome 

[186].   

2. Le rôle du ribosome dans le maintien de la fidélité 

 Depuis une vingtaine d’années il a été proposé que le ribosome est un « filtre » 

de la traduction [187] et qu’il existe en réalité des sous populations spécialisées de 

ribosomes entre chaque tissu de l’organisme, voir au sein même de la cellule, 

permettant de réguler la traduction. Ainsi, nous allons à présent nous concentrer sur le 

ribosome et nous intéresser au rôle de sa composition et de sa structure dans le 

maintien de la fidélité chez les eucaryotes.      
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A. Composition variable du ribosome eucaryote 

 Ces dernières années le ribosome est apparu comme un acteur à part entière 

dans la régulation de la traduction. Le modèle de ribosomes spécialisés repose sur la 

présence de populations de ribosomes présentant une composition variable en ARNr, 

en protéines ribosomales ou en facteurs associés au ribosome, et présentant des 

capacités de traduction différentes.  

 Nous avons vu plus haut que le ribosome tient son activité catalytique de l’ARNr. 

Différentes études ont été faites sur l’impact de la composition en ARNr sur l’activité 

du ribosome. Il a par exemple  été mis en évidence que chez le Zebrafish les embryons 

expriment des sous-types distincts (maternel et somatique) d'ARNr 5.8S, 18S et 28S 

pendant l'embryogenèse [188]. Des approches in silico ont indiqué que les régions 

5′UTR des ARNm maternels pourraient se lier de manière préférentielle à certaines 

régions présentes dans le sous-type d'ARNr 18S maternel, mais pas dans le sous-type 

somatique. La composition du ribosome vis-à-vis de l’ARNr peut également être 

modulée en fonction des modifications chimiques présentes sur l’ARNr, notamment la 

2’-O-methylation et la pseudouridine. Présentes sur une 100ne de nucléotides de 

l’ARNr, nous rentrerons en détails sur les effets de ces modifications dans le chapitre 

associé au rôle des modifications d’ARN dans la fidélité de la traduction. Il est tout de 

même intéressant de noter ici qu’une variation dans le nombre de sites 2’-O-méthylés 

ou pseudourydinés ont été associé à une modulation de la fidélité de la traduction ainsi 

que de l’initiation dépendante d’IRES [189–192]. Ces variations dans le pattern de 

modification peuvent être dû à un changement d’expression de la protéine 

responsable de la modification, ou bien des ARN guides site- spécifiques, et de 

nombreuses données dans ce domaine tendent à prouver l’existence de ribosomes 

spécialisés tissus-spécifiques.   

La composition du ribosome peut également varier en fonction des protéines 

ribosomiques. Certaines d’entre elles ne sont pas indispensables au fonctionnement 

du ribosome, mais leur absence module sa fidélité. C’est notamment le cas de Rpl38 

dont la présence est nécessaire à la traduction de certains ARNm Hox [193]. Ces 

transcrits possèdent un élément inhibiteur de la traduction dépendante de la coiffe 

m7G dans leur 3’UTR, et leur expression dépend d’une IRES nécessitant Rpl38 [194].  

L'absence de Rpl38 entraine le développement d'une vertèbre thoracique à la place 

d’une lombaire, provoquant un phénotype de queue courte chez la souris. Comme 

l’ARNr, les protéines ribosomiques sont sujettes à des modifications chimiques, comme 

l’ajout d’ubiquitine, qui peuvent participer à une hétérogénéité dans les populations 

de ribosomes.  Chez la levure, les niveaux d'ubiquitination de Rpl28 varient pendant le 

cycle cellulaire et les ribosomes avec Rpl28 polyubiquitiné ont un taux de traduction 

plus élevé in vitro par rapport aux ribosomes avec Rpl28 monoubiquitiné [195].  
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Figure 21 : Les résidus du site de décodage de l'ARNr 16S d'E. coli et des ARNr 18S de S. cerevisiae et H. sapiens. (A) Structures 
secondaires des ARNr qui contribuent au site de décodage. Portions des hélices 18 et 44 de l'ARNr 16S d'E. coli (en haut). La 
portion de l'hélice 18 contenant le résidu G530 est représentée à gauche. Les résidus de la tige de décodage centrale dans 
l'hélice 44 sont encadrés à droite. Les bases protégées de la modification DMS par la paromomycine sont encerclées. Les 
flèches indiquent les résidus du site de décodage G530, A1492, et A1493. Bas : les portions des hélices 18 et 44 dans les ARNr 
18S de S. cerevisiae et H. sapiens. Les résidus correspondant à la tige de décodage centrale de l'hélice 44 d'E. coli sont entourés 
de la grande boîte. Les croix allongées marquent les deux bases du site de décodage non conservées entre procaryotes et 
eucaryotes. Les petites cases indiquent les résidus mutés dans l’étude de l’article. (B) Comparaison des sites de décodage 
procaryotes et eucaryotes. Les structures des fragments d'ARN contenant les sites de décodage de E. coli (à gauche) ou de S. 
cerevisiae et H. sapiens (à droite) sont présentées. Les deux résidus non conservés (A1408 et G1491 dans E. coli ; G1645 et 
A1754 dans S. cerevisiae) sont mis en évidence. Les adénines conservées (A1492 et A1493 chez E. coli ; A1755 et A1756 chez 
S. cerevisiae) sont remplies et représentées dans la conformation retournée. Adapté de [196]. 
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Dans les cellules de mammifères, il a été également démontré que le taux 

d'ubiquitination de RPS10, RPS20 et RPS3A est important dans les mécanismes de 

contrôle de la qualité de la cellule par rapport aux ribosomes présents sur la queue 

poly(A) du transcrit [197].  

 Il existe d’autres études suggérant l'existence de ribosomes spécialisés, certaines 

explorant également d’autres pistes telles que la nature des paralogues présents dans 

le ribosome, la stœchiométrie de certaines protéines, ainsi que les facteurs associés au 

ribosome, leurs résultats restent encore très contestés à cause d’effets cellulaires non-

spécifiques au ribosome qui ne peuvent être écartés.  

B. Données structurales sur le site de décodage 

 Le centre de décodage du ribosome est présent dans la petite sous unité au 

niveau de l’ARN 18S eucaryote ou 16S procaryote. Il est situé dans le site A du ribosome 

où il permet la sélection de l’ARNt aminoacylé. Le centre de décodage eucaryote 

partage une homologie significative avec celui des procaryotes, ce qui suggère que les 

fonctions essentielles du processus de décodage seraient fortement conservées (Figure 

21).  

 Des études ont mis en évidence trois nucléotides universellement conservés 

dans le site de décodage (E. coli : G530 de l’hélice 18, et A1492 et A1493 de l’hélice 44 

/ mammifères : G626, A1824 et A1825 respectivement), qui interagissent avec l'hélice 

codon-anticodon pour contrôler la précision de l'appariement des bases et stabilisent 

la liaison ARNt du site A par liaison hydrogène [3,198–201]. Il a été démontré que la 

liaison d’un ARNt cognat ou proche cognat au ribosome 70S induit des réarrangements 

identiques de (i) la petite sous unité (déplacement de 2 à 3 Å de l’épaule ribosomique) 

et (ii) du centre de décodage [202]. Des données structurales ont révélé que 

l’encombrement stérique provoqué par l’appariement codon-anticodon prévalait sur 

le nombre de liaisons hydrogène de cet appariement pour l’acceptation de l’ARNt, en 

raison de la structure 3D de l’ARNt et de l’enveloppe rigide formée par le site de 

décodage [203].   

Une analyse structurale de l’hélice 44 humaine a révélé que les résidus 

correspondant à A1824 et A1825 ont le potentiel d’effectuer une rotation comme leurs 

homologues bactériens [204]. Par ailleurs, il a été proposé que l'interaction de G626 

(G530 chez les bactéries) puisse remplir une fonction plus cruciale en tant que 

nucléotide de « verrouillage », qui fixe l'hélice codon-anticodon dans le centre de 

décodage du ribosome[201].  
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Trois modèles principaux existent alors sur le rôle de l’ARN 16S dans la sélection 

de l’ARNt. Le premier propose que les deux premiers appariements de l’hélice codon-

anticodon sont étroitement vérifiés par les bases A1492 et A1493 du ribosome pour 

discriminer entre des appariements de type Watson-Crick et des mésappariements, 

alors que l’environnement de la troisième position (position « wobble ») semble adapté 

pour accepter d’autres géométries d’appariements [199]. Le deuxième modèle a été 

proposé suite à l'analyse des données structurales complètes du ribosome, et non 

uniquement sur celles de la petite sous unité 30S [205]. Les appariements U-G en 

première ou deuxième position du codon seraient possibles en formant un duplex de 

type Watson-Crick avec une interaction avec les bases A1492, A1493 et G530 identique 

aux appariements canoniques Watson-Crick. De plus, le mouvement des bases A1492 

et A1493 formerait une partie statique du centre de décodage, définissant ses 

propriétés spatiales et chimiques et créant des contraintes : les distorsions induites par 

les mésappariements se propageraient dans toute la structure de l’ARNt, ce qui le 

déstabiliserait et faciliterait son rejet hors du ribosome. Dans le troisième modèle, , 

l’hélice 69 de la grande sous unité joue un rôle crucial [203]. Cette hélice forme un pont 

entre les deux sous unités. La sélection de l’ARNt débute par la liaison de l'ARNt au site 

A libre où le résidu A1493 est en position pour interagir avec le duplex 

codon/anticodon. Le résidu A1492 est positionné sur le résidu A1913 de l’hélice 69 de 

l’ARNr 23S. L’entrée d’un ARNt cognat ou non cognat provoque alors deux 

réarrangements majeurs. Tout d’abord, lors de la fixation de l’ARNt, la boucle 

anticodon entre en contact avec l’hélice 69 et casserai l’interaction A1492- A1913. Ceci 

provoquerait le repositionnement de la base A1492 qui interagirait alors avec le codon 

en deuxième position. Le second réarrangement correspond au rapprochement du 

résidu G530 au niveau de la seconde position du codon et finalise la formation du 

centre de décodage. L’ARNt est alors bloqué, de telle sorte que la complémentarité du 

duplex codon-anticodon soit testée en fonction de la force d’appariement entre leurs 

bases. Un ARNt serait alors efficacement incorporé en raison de sa capacité à former 

un appariement Watson Crick stable sur les deux premières positions du codon. A 

contrario, la plupart des ARNt proche-cognat seront éjectés en raison de 

l'encombrement stérique au niveau de l’appariement codon-anticodon ou du coût 

énergétique nécessaire pour que l’anticodon de l’ARNt soit correctement positionné 

dans le centre de décodage. Toutefois, certains ARNt proche-cognat échapperaient à 

cette discrimination du fait de leur capacité à former une interaction Watson-Crick via 

une forme tautomère rare de leurs bases.  

 Aux abords du centre de décodage, d’autres hélices de l’ARNr de la petite sous 

unité semblent être importantes dans le maintien de la fidélité : les hélices 8, 14, 27 et 

34 [206–209].  
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Des protéines ribosomiques ont aussi été impliquées dans le maintien de la fidélité. La 

protéine eS12 (sous-unité 30S) se situe à proximité du centre de décodage et interagit 

avec l’ARNr 16S. Une approche par mutagenèse dirigée réalisée chez E. coli a montré 

que deux hélices très conservées de cette protéine ont un rôle dans la sélection de 

l’ARNt au site A. Les mutants obtenus présentent une augmentation de la fidélité de la 

traduction [210]. Des mutants dans les protéines RPS2 et RPS9, appelés RAM 

(Ribosome Ambiguity Mutants), sont responsables d’une diminution de la fidélité 

incluant le passage de codon stop, l’incorporation de mauvais acides aminés et des 

décalages de phase de lecture [211]. 

3. Le recodage 

 Malgré l’ensemble des mécanismes mis en place pour garantir la fidélité de la 

traduction, cette étape reste la moins fidèle de l’expression génétique avec un taux 

d’erreurs d’environ 10-4 [212]. Il existe par exemple l’erreur de chargement des ARNt 

par les aminoacyl ARNt-synthases. In vitro,  les taux d'erreurs de ces enzymes  sont de 

10-4 à 10-5 dans la sélection des acides aminés, et de 10-6 dans celle des ARNt [213]. 

Alors que l’identité de l’acide aminé chargé sur l’ARNt n’est pas vérifiée par le ribosome, 

seulement la moitié des aminoacyl-ARNt synthases seraient strictement fidèles. Ces 

erreurs de chargements des ARNt participent à l’existence du code génétique alternatif 

(Figure 7), et auraient des rôles cellulaires tels que la réponse au stress oxydatif [214].Ce 

taux d’erreurs, conservé dans l’ensemble du vivant a été sélectionné par la présence de 

signaux dans certains ARNm, qui altèrent la lecture du code génétique en modifiant 

les règles de décodage et qui ont pour conséquence la synthèse d’une protéine 

différente. Ces erreurs programmées de la traduction sont regroupées sous le terme « 

recodage » et sont en compétition avec les règles classiques de la traduction. Ce 

processus découvert initialement chez les virus a par la suite été mis en évidence chez 

tous les organismes dans lesquels il a été recherché. Deux types d’événements de 

recodage peuvent se produire au cours de la traduction : le décalage du cadre de 

lecture et le passage du codon stop. 

A.  Le décalage du cadre de lecture 

 Le décalage du cadre de lecture, appelé « Frameshift », correspond au décalage 

du ribosome en cours d’élongation d’un nucléotide en 5’ (Frameshift -1) ou en 3’ 

(Frameshift +1). L’élongation continue alors dans une phase de lecture différente de 

celle de départ, définie par le codon AUG. Tous les événements de frameshift 

programmés nécessitent à la fois une séquence glissante qui favorise le glissement des 

ARNt et un élément stimulateur qui augmente l’efficacité du glissement en induisant 

une pause du ribosome. En absence d’éléments stimulateurs, la fréquence de cet 

événement est relativement faible, environ 3.10-5 par codon. 
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Figure 22 : Modèle cinétique de frameshift -1 en traduction procaryote. Le changement de phase de lecture se produit au cours 
de la translocation des deux ARNt liés à la séquence glissante (ARNt-Leu et du ARNt-Lys peptidyl). Etape 1 : recrutement de 
EF-G sur le complexe de pré-translocation (PRE). Etape 2 : mouvement rapide de l’ARNt dans un état chimérique de post-
translocation (POST1). Puis, l’ARNt-Leu poursuit son mouvement résultant en un décalage du cadre de lecture -1 (bas) ou non 
(haut). Tout d'abord, l’ARNt-Leu se déplace sur la sous-unité 50S dans un état POST2 sans que sa distance à la sous-unité 30S 
ne change (étapes 3 et 6 respectivement en phase 0 et -1). Deuxièmement, l’ARNt-Leu et la sous-unité 30S s’écartent (étapes 
4 et 7) dans un état de POST3. Les étapes 3 et 4 sont particulièrement lentes pour l'ARNt qui reste dans en phase 0, ce qui 
limite le taux de fixation de l’ARNt-Phe (étape 5). En revanche, le mouvement de l’ARNt-Leu sur les ribosomes qui se sont 
décalés en phase -1, est plus rapide (étape 6). Ce mouvement est suivi de la dissociation de l’ARNt-Leu de la sous-unité 30S, 
puis de la rotation de la du domaine tête de la sous-unité 30S, de la dissociation de EF-G (étape 7) et enfin de la liaison de 
l’ARNt-Val (étape 8). Adapté de [215]. 
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 Le frameshift -1, dont le mécanisme est le mieux compris, est un événement 

durant lequel le ribosome recule d’une base en 5’ sur l’ARNm (Figure 22). Le ribosome 

a besoin d’au minimum deux signaux pour avoir une efficacité de décalage significative: 

une séquence glissante et une structure secondaire située immédiatement en 3’. La 

séquence glissante correspond à la région sur laquelle le ribosome va effectuer une 

pause et se décaler d’un nucléotide en 5’. Cette séquence est généralement 

heptamérique et de consensus X XXY YYZ, où X=N, Y=A ou U et Z≠G. L’élément 

stimulateur peut être une structure secondaire de type pseudonœud ou tige-boucle 

située en 3’ de la séquence de glissement. La présence de cet élément permet 

d’augmenter de 10 à 30 fois l’efficacité de décalage de la séquence glissante. Chez les 

eucaryotes, la distance optimale entre ces 2 signaux varie entre 6 et 8 nucléotides et 

permettrait au ribosome d’exercer son activité hélicase au niveau de la structure 

secondaire. Les données issues de la structure cryo-EM d’un ribosome de mammifère 

au cours d’un événement de frameshift -1 ont montré que le pseudo-nœud bloquait 

le ribosome à une étape intermédiaire de la translocation, provoquant un repliement 

de l’ARNt au site A et contraignant le ribosome à se décaler d’un nucléotide en 5’. De 

plus, ces résultats ont mis en évidence l’interaction directe du facteur d’élongation eEF2 

avec l’ARNt au site P. Bien qu’il s’agisse d’un mécanisme essentiellement viral, il existe 

plusieurs gènes mammifères connus pour être régulés par frameshift -1. On retrouve 

notamment PEG10 (Human Paternal Expression Gene 10) [216], 

PNMA3 and PNMA5 (ParaNeoplastic Mammalian Antigen-like genes) [217] et Mar3 

(Mammalian Retrotransposon-derived 3) [218].  

 Le frameshift +1 est un événement durant lequel le ribosome avance d’une base 

en 3’ sur l’ARNm. Le décalage de cadre de lecture se produit sur une séquence 

minimale tétramérique XXX X. Dans la plupart des cas, le codon adjacent stimule le 

décalage et la séquence forme alors un heptamère XXX XXX X. Contrairement au 

frameshift -1, il n’y a pas de séquence consensus [219], mais les codons favorisant le 

glissement ont été identifiés [220]. Deux mécanismes peuvent expliquer un événement 

de décalage du cadre de lecture en +1 : soit l’ARNt au site P se décale d’un nucléotide 

en 3’, soit l’ARNt rentrant au site A s’apparie directement dans la phase +1 [221]. La 

différence réside dans l’affinité de l’ARNt au site P pour son codon et dans sa capacité 

à glisser. Quel que soit le mécanisme impliqué, le frameshift +1 nécessite une 

reconnaissance lente du codon présent au site A ainsi qu’un décodage efficace du 

codon situé en phase +1. Celle-ci peut être déclenchée par la présence d’un codon 

rare, par un codon stop peu efficace ou par une structure secondaire de type tige 

boucle ou pseudonoeud. Plusieurs gènes cellulaires sont régulés par frameshift +1 chez 

les eucaryotes : c’est le cas de l’antizyme OAZ1 qui régule la concentration en 

polyamines, des molécules indispensables au bon fonctionnement de nombreux 

processus cellulaires et à la croissance [222].  
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Figure 23 : La translecture d’un codon stop chez les eucaryotes. (1) Terminaison de la traduction : le complexe de terminaison 
eRF1-eRF3 est incorporé au niveau du codon stop ce qui déclenche la terminaison de la traduction. (2) Translecture du codon 
stop : un ARNt cognat (ARNt Sélénocystéine) ou proche cognat (ARNt suppresseur) est incorporé au niveau du codon stop. La 
traduction continue jusqu’au prochain codon stop provoquant la production d’une extension peptidique au niveau de la partie 
C-terminale.  

 

Figure 24 : Synthèse et incorporation de la sélénocystéine chez les eucaryotes La synthèse de la sélénocystéine a lieu sur son 
ARNt-Sec spécifique 22. L’interaction de l’ARN-tSec avec les facteurs de traduction Sec-spécifiques EFSec et SBP2, en présence 
de SECp43 (2, 3), permet son recrutement au site A du ribosome. Lorsque le résidu sélénocystéine est incorporé dans la 
séquence du peptide en réponse au codon reprogrammé UGA, la traduction reprend jusqu’au prochain codon stop (5). Adapté 
de [223]. 
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Chez la levure, les gènes YFS1, EST3 et ABP140 et le rétrotransposon Ty1 sont aussi 

régulés par ce mécanisme [219–221]. Pour ces deux gènes, le frameshift +1 est 

nécessaire à l’expression du gène et à la synthèse de la protéine active. 

B. La translecture 

 Les facteurs de terminaison sont capables de reconnaître les codons stop très 

efficacement, ce qui permet la synthèse de protéines complètes et fonctionnelles. 

Toutefois, plusieurs événements modifient le décodage du codon stop en permettant 

au ribosome de lire ces codons et d’y incorporer un ARNt cognat ou proche cognat, 

on parle de translecture. Le ribosome continue alors sa traduction en phase jusqu’au 

prochain codon stop (Figure 23). 

a. Incorporation d’un ARNt cognat : cas de l’ARNt Sélénocystéine  

 En plus des 20 acides aminés standards, il existe deux autres acides aminés 

incorporés uniquement par translecture : la pyrrolysine et la sélénocystéine. Alors que 

le premier n’est présent que chez certaines archées et bactéries, le second est 

également retrouvé chez les eucaryotes. Afin de traiter un exemple d’incorporation 

d’un ARNt cognat par translecture chez les eucaryotes, nous allons à présent nous 

intéresser à la sélénocystéine.  

Le sélénium, découvert par le chimiste Berzelius en 1817, a été considéré comme 

un élément toxique pour les mammifères pendant près de 150 ans  [224]. Il s’agit 

pourtant du seul sel minéral ayant pour particularité d’être incorporé directement dans 

les protéines en tant que 21ème acide aminé naturel du code génétique, la 

sélénocystéine (Sec). Une déficience en sélénocystéine est ainsi associée à des 

pathologies telles que des maladies cardiovasculaires et myodégénératives, de 

l’infertilité et de l’ostéochondropathie [225]. Le séléno-protéome comprend 25 

membres chez l’humain, impliqués notamment dans la protection contre le stress 

oxydatif.    

 La production d’ARNt[Ser]Sec nécessite quatre enzymes, contre une seule pour 

les autres ARNt eucaryotes (Figure 24) [226]. Ainsi, la protéine Seryl-tRNA synthetase 

(SerRs) permet de charger une Sérine (Ser) sur l’ARNt, puis la protéine PhosphoSeryl-

tRNA[Ser]Sec Kinase (PSTK) phosphoryle la Sérine. L’acide aminé est ensuite converti 

en Sélénocysteine par la protéine O-Phosphoserine tRNASec tRNA Synthase (SepSecS). 

Pour finir, l’activation du sélénium est réalisée par SPS1/SPS2.  

 L’ARNt[Ser]Sec possède l’anticodon UCA, cognat du codon stop UGA (Figure 24). 

Il est donc impératif qu'il ne soit pas lié par le facteur d’élongation eEF1A et incorporé 

au niveau de tous les codons stop UGA, ce qui fait de son incorporation la plus régulée 

des ARNt. Ainsi, à la place d’eEF1A, c’est le facteur d’élongation eEFSec qui se fixe 

spécifiquement sur l’ARNt[Ser]Sec [227].  
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Grâce au facteur SECIS Binding Brotein 2 (SBP2), il permet l’incorporation de 

l’ARNt[Ser]Sec au niveau des codons stop UGA de transcrits possédant une séquence 

structurale Sec Insertion Sequence (SECIS) dans le 3’UTR [228]. 

b. Incorporation d’un ARNt proche cognat  

 Chez les eucaryotes, les acides aminés incorporés par translecture ont tout 

d’abord été identifiés chez la levure S. cerevisiae : le tryptophane (Trp), la Cystéine (Cys) 

et l’Arginine (Arg) sont retrouvés au niveau du codon UGA ; la Tyrosine (Tyr), la 

Glutamine (Gln) et la Lysine (Lys) sont retrouvés au niveau des codons UAA et UAG 

[229]. Ces résultats mettent en avant la possibilité d’un appariement U-G en première 

position avec l’incorporation d’Arginine au niveau du codon UGA et de Glutamine au 

niveau des codons UAG et UAA ; et celle d’appariements G-A, G-G et C-A lorsqu’ils sont 

en troisième position sur la base wobble, avec l’incorporation de Cystéine et 

deTryptophane au niveau du codon UGA. Une étude récente réalisée en cellules 

humaines a permis de montrer l’incorporation d’un nouvel acide aminé au niveau du 

codon UGA, la Leucine (Leu), première preuve d’incorporation d’un ARNt avec un mis-

appariement central [230]. 

 La translecture a initialement été identifiée chez les virus pour qui elle est 

indispensable et permet la production des polymérases et protéines 

d'enveloppe[231,232]. Chez les eucaryotes il existe des gènes qui sont également 

naturellement régulés par ce mécanisme, pour qui l’extension C-terminale induirait des 

défauts d’activité, une relocalisation cellulaire, une agrégation, voir une dégradation 

protéique [233–235]. Plusieurs exemples existent chez l’Homme, avec par exemple le 

gène OPRL1, codant le récepteur aux opiacés, et ayant un taux naturel de translecture 

estimé entre 17 et 31% [236–238]. Pour les autres gènes, on considère que le taux de 

translecture de base se situe généralement entre 0,01% et 0,1% chez les mammifères 

et 0,3% chez la levure [239]. Cette fréquence variable est connue pour être influencée 

par des éléments en cis : 

- La nature du codon stop 

il est clairement établi que les trois codons stop présentent une efficacité de 

terminaison différente avec UAA > UAG > UGA [236,240,241]. En effet, les trois codons 

stop ne sont pas reconnus par les facteurs de terminaison avec la même efficacité 

[242,243]. Ces efficacités de terminaison différentes s’expliqueraient également par le 

nombre d’ARNt naturels suppresseurs proches cognats présents dans la cellule et par 

leur potentiel à être incorporés au niveau du codon stop malgré leur mis-appariement.  

- Le contexte nucléotidique entourant le codon stop  

De nombreuses études ont mis en évidence l’importance du contexte nucléotidique 

entourant le codon stop dans l’efficacité de terminaison [244]. Par exemple, lorsque le 

codon terminateur est dans un contexte « naturel », il est estimé que son efficacité de 

terminaison est de 0.001–0.1%, contre 0.01–1% pour un codon stop prématuré apparu 

suite à une mutation non-sens [240,245,246].  
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Un des éléments les plus importants connu est le contexte 3’, notamment la base qui 

suit immédiatement le codon stop (position +4). Il a d’ailleurs été proposé que le signal 

de terminaison est en fait un tétranucléotide [247]. Chez les eucaryotes, des études 

structurales du complexe ribosomal contenant le facteur de terminaison eRF1 ont 

permis d’expliquer ces observations : lorsqu'un codon stop est placé dans le site A du 

ribosome, la base en position +4 est tirée par eRF1 dans le site A, où elle est stabilisée 

contre G626 de l'ARNr 18S [4,248,249]. L'empilement de G626 est moins stable pour 

les pyrimidines, ce qui contribue à expliquer que les bases cytosine et uracile en 

position +4 permettent un meilleur taux de translecture. En parallèle, il a été démontré 

que la base +5 interagit avec la base C1698 de l’ARNr 18S et qu’une purine à cette 

position permettait de faciliter l’incorporation d’un ARNt proche cognat [200]. La base 

+8 a aussi été clairement identifiée comme pouvant influencer l’efficacité de 

translecture dans le cas d’un codon UGA [250]. Dans certaines études, le contexte 3’ 

influençant l’efficacité de terminaison du codon stop s'étend jusqu’à la position +9, 

avec l’identification de la séquence la plus favorable chez la levure : CARNBA (où 

R=A/C, N=A/T/G/C, B=C/G/T) [239,251]. En ce qui concerne la séquence en 5’ du codon 

stop, les positions -2 et -1 influencent l’efficacité de terminaison. Il a été notamment 

démontré que deux adénines à ces positions permettaient d’augmenter le taux de 

translecture, et cela serait la conséquence du contact direct de ces bases avec l’hélice 

44 de l’ARNr 18S [252,253]. 

- Les structures secondaires  

Dans certains cas, la présence de structures secondaires en 3’ du codon stop peut 

moduler l’efficacité de translecture. Ces structures de type pseudo-nœud sont souvent 

utilisées comme élément stimulateur dans les événements de recodage, en particulier 

dans les cas de frameshift. Il a été proposé que cette structure, en contraignant la 

flexibilité de l’ARNm, favoriserait l’incorporation d’un ARNt au détriment du facteur de 

terminaison [254]. 

- Les modifications d’ARN 

Lors de la traduction, trois ARN jouent un rôle majeur : l’ARNr, l’ARNm et l’ARNt. Depuis 

1951, il est acquis que ces ARN sont sujets à des modifications chimiques regroupées 

globalement sous l’appellation « épitranscriptome » [255]. Depuis leur découverte, ce 

n’est pas moins de 150 modifications qui ont été mises en évidence chez l’Homme 

[256,257]. Leur étude a permis de mettre en évidence différents rôles de 

l’épitranscriptome dans la cellule, dont l’un est de moduler la fidélité d’incorporation 

des acides aminés durant la traduction. De nombreuses modifications sont ainsi 

concernées, modifications auxquelles je consacre mon prochain chapitre.  

  



 

52 | P a g e  

 

III. Les modifications d’ARN dans la fidélité de la traduction 
 Alors que l’épigénétique et les modifications post-traductionnelles ont 

longtemps été mises en avant dans la modulation de l’expression génique, 

l’épitranscriptomique est de plus en plus étudiée pour ses différents rôles cellulaires. 

Les modifications d’ARN possèdent deux casquettes dans la fidélité de la traduction : 

certaines participent à son maintien tandis que d’autres favorisent l’apparition d’erreurs 

au cours de la traduction. Afin de débuter ce chapitre, je me permets de vous renvoyer 

à la revue « The Importance of the Epi-Transcriptome in Translation Fidelity » que j’ai 

écrite, et qui reprend l’ensemble des modifications d’ARN de transfert, ribosomiques 

et messagers connues pour avoir un impact sur la fidélité de l’incorporation des acides 

aminés chez les eucaryotes [258]. Je vais ensuite revenir en détails sur les modifications 

que j’ai étudiées durant mon doctorat, les modifications Galactosyl-queuosine-34 

(GalQ34) et Pseudouridine-35 (Ψ35) de l’ARNtTyr, et la 2’-O-méthylation de l’ARNr, en 

réalisant l’état de l’art des connaissances à leur sujet ainsi que de l’intérêt thérapeutique 

de leur étude. 

1. Rôle des modifications d’ARN dans la fidélité d’incorporation des 

acides aminés 
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Abstract: RNA modifications play an essential role in determining RNA fate. Recent studies have revealed the 

effects of such modifications on all steps of RNA metabolism. These modifications range from the addition of 

simple groups, such as methyl groups, to the addition of highly complex structures, such as sugars. Their 

consequences for translation fidelity are not always well documented. Unlike the well-known m6A 

modification, they are thought to have direct effects on either the folding of the molecule or the ability of 

tRNAs to bind their codons. Here we describe how modifications found in tRNAs anticodon-loop, rRNA, and 

mRNA can affect translation fidelity, and how approaches based on direct manipulations of the level of RNA 

modification could potentially be used to modulate translation for the treatment of human genetic diseases. 

Keywords: RNA modifications; ribosomes; tRNA; translation fidelity; m6A; PSI; Inosine; 2’-O-methylation 

 

Introduction 

All types of RNA are subject to post-transcriptional modification. Since the discovery of RNA 

modifications in 1951, more than 150 RNA modifications have been found in coding and non-coding 

RNAs ranging from the addition of simple groups to the addition of highly complex structures 

(Figure 1) [1–3]. 
Their biological consequences are largely unknown, but the discovery that RNAs undergo 

dynamic, reversible chemical modifications marked the birth of the era of epitranscriptomics. All 

aspects of RNA metabolism can be affected by RNA modifications [4], either directly, through 

changes to RNA folding or stability, or indirectly, through the action of “reader” proteins [5–7]. 

Several excellent reviews have already described in detail the role of RNA modifications in cancers 

and in cell-fate determination [8–12]. In this review, we mainly focus on the importance of RNA 

modifications in the two most abundant noncoding RNA families (transfer RNAs and ribosomal 

RNAs) and their consequences for translation fidelity. Translation proceeds via four steps: initiation, 

elongation, termination and recycling [13]. Generally, it begins with the fixation of the 43S 

ribosomal complex to the cap-binding protein eIF4F with the help of numerous translation initiation 

factors (eIFs) [14,15], followed by scanning of the pre-initiation complex (PIC) to the start codon 

[16]. The two ribosomal subunits are assembled when the PIC is present at the initiation codon by 

the universally conserved GTPase eIF5B [17,18]. Elongation begins with the delivery of a tRNA to 

the ribosomal A-site by elongation factors [19] and continues codon-by-codon until the ribosome 

reaches a stop codon. When a stop codon enters the ribosome, it is recognized by the termination 

complex eRF1/eRF3, causing the release of the peptide [20,21]. RLI1/ABCE1 splits the ribosome into 

its two subunits [22,23], which are then available for a new translation cycle [24]. Translation is not 

perfectly accurate, as it has a median error rate of 0.01% in humans [25,26]. There are 30 codons 

in the human code that depend on the incorporation of a near-cognate tRNA (pairing of two of the 

three bases). Codon-anticodon pairing is known to be flexible at the third position of the codon, 

but it is clear that RNA modifications alter 

non-coding   
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translation accuracy [27]. The incorporation of a near-cognate tRNA can occur during elongation or termination, 

in which case it is known as readthrough [28]. 

 

Figure 1. Structure of different RNA modifications discussed in this review. In black: basic structure of the base or ribose 

concerned. Red: chemical modification. m6A: N6-methyladenosine. I: inosine. ms2t6A: 2-methylthio-

N6threonylcarbamoyladenosine. I6A: N6-isopentenyladenosine. mcm5U: 5-methoxycarbonylmethyluridine. mcm5s2U: 5-
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methoxycarbonylmethyl-2-thiouridine. Ψ: pseudo-uridine. m5C: 5-methylcytosine. Q: queuosine. ManQ: 

mannosylqueuosine. GalQ: galactosyl-queuosine. Nm: 2’-O-methylation. 

In this review we will describe modifications affecting two abundant types of noncoding RNAs—tRNAs and 

rRNAs—and will consider how such modifications fine-tune translational accuracy. We will also discuss the 

importance of certain mRNA modifications affecting ribosome fidelity. There is a striking difference in the mode 

of action of modifications between coding and non-coding RNAs, in that modifications to rRNAs and tRNAs act 

directly on the folding and activity of the molecule, whereas most of the modifications to mRNAs act via reader 

proteins. This simplified presentation needs to be modulated because some tRNA modifications are required for 

the proper action of aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) [29]. 

A. Control of Translation Fidelity by Modifications to Cytosolic tRNAs 
The type of RNA most frequently modified in cells is tRNA, in which about 17% of nucleotides are modified 

[30]. Modifications have been found in all five domains of tRNA (i.e., acceptor stem, D-loop, T-loop, V-loop and 

anticodon loop) (Figure 2). 

 

Figure 2. Overview of human cytosolic tRNAS anticodon loop modifications known to shape translation fidelity. AC loop: 

anticodon loop. Ψ: pseudo-uridine. I: inosine. m1I: N1-methylinosine. mcm5U: 5-methoxycarbonylmethyluridine. mcm5s2U: 5-

methoxycarbonylmethyl-2-thiouridine. Q: queuosine. GalQ: galactosyl-queuosine. ManQ: mannosyl-queuosine. ms2t6A: 2-

methylthioN6-threonylcarbamoyladenosine. m5C: 5-methylcytosine. i6A: N6-isopentenyladenosine. 32–39: anticodon loop 

positions. 

Exceptions exist, but most of the modifications to the D- and T-loops affect the stability or folding of the 

molecule, whereas those in the anticodon region can affect either the recognition by aaRS or the fidelity of genetic 

code translation. The anticodon region occupies positions 34-35-36 (Figure 2) that directly base pair to the mRNA 

codon but are also recognized (together with the acceptor stem) by some aaRS [29]. Some modifications found in 

the anticodon loop specifically alter the reading frame maintenance. This is the case at position 37, which has 

been reported to affect the maintenance of the reading frame with the wybutosine yW modification [31]. 

Interestingly, in humans, no modification has yet been found at position 36, which pairs with the first position in 

the codon, whereas position 34 of tRNAs, which pairs with the third nucleotide of each codon, is one of the 

positions at which the various chemical modifications are most numerous [3,32,33]. The reasons for these 
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differences remain unclear, but may reflect the importance of strict base-pairing at certain positions to prevent 

incorrect amino-acid incorporation, whereas flexibility may be more acceptable at other positions, at which it may 

not necessarily cause a change of amino acid, thanks to the redundancy of the genetic code. For a long time tRNA 

modifications have been considered irreversible. However, in 2016, the work of Fange et al. demonstrated that 

ALKBH1 can remove the methyl group from m1A58 in tRNAs [34], opening the possibility that tRNA modifications 

would be more dynamic than anticipated. Below, we review modifications of the anticodon loop known to affect 

the translation of the genetic code by affecting the efficacity of cognate or near-cognate tRNA incorporation. 

mcm5U34 modifications 

The modifications observed at the U34 position of tRNA are 5-methoxycarbon ylmethyluridine (mcm5U), 5-

methoxycarbonylmethyl-2-thiouridine (mcm5s2U) and their derivatives. Catalysis begins with the addition of 5-

methoxycarbonylmethyl (cm5) to uridine by the elongator complex [35,36]. The cm5U is then further modified by 

the addition of a methyl group by a heterodimeric complex, Trm9-Trm112 (ALKBH8 in mammals) [37]. Finally, the 

oxygen atom attached to the C2 atom of the uracil ring may undergo thiolation in a subset of tRNAs, catalyzed by 

the Ncs2-Ncs6 complex and resulting in a final mcm5s2U modification [38]. Ultimately, the U34 position is modified 

in most eukaryotic tRNAs. 
The roles of mcm5U and mcm5s2U in codon–anticodon recognition have been studied in depth in yeast [39–41]. 

The rate of amino-acid misincorporation has been assessed by dual-luciferase reporter assays in a S. cerevisiae 

TRM9 mutant (absence of mcm5U and mcm5s2U) [40]. The Trm9 deletion decreases the fidelity of translation 

specifically for the Arg, Gln, Glu and Lys tRNAs. U34 modifications, thus promoting discrimination between some 

cognate and near-cognate codons. A second study in S. cerevisiae used mass spectrometry to specify amino-acid 

misincorporation during readthrough, in the presence or absence of U34 modifications. A similar phenotype was 

observed for tRNAArg under TRM9 gene deletion. However, the results obtained clearly differed from those for 

tRNAGln, for which U34 modifications of Gln enhance misincorporation. The impact of ALKBH8 protein deficiency 

has been investigated in mammals [37], through the generation of Alkbh8−/− mice. This mouse line has no mcm5U, 

mcm5s2U, or mcm5Um modifications to tRNAs, these modifications being replaced by the corresponding 

acid/amide forms: cm5U and/or ncm5U/ncm5s2U. Hypomodification of the selenocysteine tRNA (tRNASec) impairs 

its ability to decode the UGA stop codon in vitro. U34 modifications therefore play a role in codon–anticodon 

recognition in mammals, as in the yeast model. Despite the availability of this mammalian model, studies of the 

impact of U34 modifications on other tRNAs have yet to be published. 

The physiological importance of U34 modifications has been demonstrated for mcm5s2U. This is especially 

well illustrated by the finding that loss of U34 modifications can lead to ribosome pausing, promotes proteotoxic 

stress and protein aggregation [42]. Indeed, the presence of the sulfur atom provides an extended chemical group, 

which stabilizes A-U or G-U pairing [43]. In conclusion, the weak interaction between A-U is strengthened by U34 

modification, favoring translation fidelity, whereas stabilization of the unconventional G-U base-pairing favors the 

incorporation of near-cognate tRNAs. 

I34/37 

Inosine (I) results from deamination of the C6 of adenine [44]. Its editing is catalyzed by adenosine 

deaminases, which act directly on tRNA (ADATs) [45]. Inosine is present at tRNA positions 34 (8 tRNAs) and 37 

(tRNAAla) in eukaryotes [45–47]. I34 is catalyzed by the heterodimeric enzyme ADAT (hetADAT), consisting of ADAT2 

and ADAT3. I37 is deaminated by ADAT1 and further modified by methylation (m1I37) catalyzed by the tRNA 

methyltransferase TRM3 [48]. A deficiency of I34 has been reported to affect human health, 

with patients presenting bi-allelic ADAT3 mutations displaying intellectual disability [49]. 
I34 has been shown to enable tRNAs to pair with U, A and C nucleotides at the wobble position [27]. The 

chemical origin of the I34 base-pairing effect is the replacement of the hydrogen-donating amino group in the C6 

position by a hydrogen-accepting oxygen [44]. 
Inosine contributes to the extension of the genetic code [50]. 

Presence of inosine in humans has been linked to a deviation of codon usage between prokaryotes and 

eukaryotes [51]. Indeed, bioinformatic analysis has shown that TAPSLIVR amino-acid stretches are more efficiently 
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expressed with I34-tRNAs. This has resulted in a greater abundance (eight-fold) and length of such proteins in 

eukaryotic proteomes than in prokaryotic proteomes, which have only one I34-tRNA. 

Q34 and Its Derivatives 

Queuosine (Q), or 7-deazaguanosine, is a modified analog of guanosine incorporated at G34 of GUN anticodon 

tRNAs [52]. In mammals, Q34 is hypermodified at the Tyr and Asn anticodons, by the addition of a sugar (a galactose 

(GalQ) and a mannose (ManQ), respectively) to the C4 hydroxy group of the cyclo-pentenediol (Figure 1) [53–55]. 

Eukaryotes cannot synthesize Q de novo, and must therefore obtain it (or its derivative, queuine) as a 

micronutrient from the gut microbiota or through dietary intake [56–58]. Human cells must, therefore, take up 

queuine, to replace guanosine by queuosine. Interestingly, queuosine levels change during development [59,60]. 

It remains unclear whether these changes reflect differences in the need for translation fidelity during 

development or whether they simply reflect the availability of queuine in the diet and/or the possibility of its 

synthesis by the microbiota. Queuosine has also been associated with cell differentiation, the symptoms of poly-

phenyl-ketonurea disease, cancer progression and microbiote diversity. Mannosyltransferase responsible for the 

generation of ManQ has been isolated from rat liver, but no galactosyltransferase has been identified yet for GalQ 

[61]. It remains unclear whether these sugar-modified tRNAs are involved in translation (i.e., are they still able to 

enter the ribosome?) or whether they act as regulatory RNAs, as reported for tRNA-derived fragments [62]. 
Despite its key position in the anticodon, the role of Q in translation fidelity has been little studied. The 

impact of Q on codon–anticodon pairing has been physically measured; the C-G pairing is slightly more stable than 

Q-G, and the Q-U pairing is more than twice as stable as C-U [63]. However, it remains unclear how Q is 

distinguished from G in front of C or U [64]. Q has been shown to modulate translation accuracy in E. coli [65]. 

However, a study in eukaryotes investigated the role of Q in tRNAHis decoding in Xenopus laevis oocytes [66]. GUG 

or QUG—tRNAHis from D. melanogaster was injected into the oocytes, and their ability to decode CAC or CAU 

codons was assessed. The results underline that Q34-tRNAHis decoded CAU more efficiently than the CAC codon, 

contrary to what was found for G34-tRNAHis. Additional studies are required to clarify the role of Q and to 

characterize the role of its hypermodified derivatives, GalQ and ManQ, in translation fidelity. 

m5C34 

5-methylcytosine (m5C) is an additional methyl group on C5 present on the cytosine at the position 34 of 

tRNALeu(CAA). In humans, the methyltransferase hTrm4 is responsible for this methylation position [67], whereas 

its yeast homolog Trm4 also modifies positions 48 and 49 [68]. In S.cereviae, tRNALeu(CAA) is surnamed 

“tRNASUP53” for its abilities to suppress the UAG stop codon. Interestingly, the presence of m5C34 on tRNASUP53 

depends on the integrity of a 32 bases intron in the pre-tRNA. 
The importance of m5C34 in tRNALeu(CAA) mis-incorporation has been assessed in the yeast model [68]. The 

suppressor activity of tRNASUP53 has been tested on medium minus tryptophan, using a trpl-J(Am) marker. The 

results showed that in the absence of m5C34 the cells do not grow on the medium, highlighting a decrease in the 

tRNASUP53 suppressor activity. Thus, m5C34 in tRNALeu(CAA) is considered to act as an enhancer of tRNA 

misincorporation modification. Unfortunately, for now, no replica of these results exists in a human or another 

eucaryotic model. 
The lack of interest in this modification could be due to the low level of leucine incorporation at the UAG 

stop codon which has not been reported in any recent study; moreover, hTrm4 has not been linked to any disease 

in humans.  

ms2t6A37 

2-methylthio-N6-threonylcarbamoyladenosine (ms2t6A) biosynthesis is well known: the N6-threonyl 

carbamoyl adenosine (t6A) is methyl-thiolated to generate the ms2t6A at position 37 of the tRNALys(UUU) which is 

the only tRNA concerned by this modification in humans. The methyl-thiolation is done by Cdkal1 [69]. There is 

some structural evidence that ms2t6A at position 37 inhibits a noncanonical U33-A37 interaction and is likely to be 

needed to compensate for the relatively weak U-turn remodeling properties of mcm5s2U34 [70]. 
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For now, studies of the role of ms2t6A in translation fidelity have been performed only in a bacteria model 

[71]. In B. subtilis, absence of mcm5s2U34 (∆yqeV) revealed that ms2t6A37 in tRNALys(UUU) prevents the misreading 

of its cognate codons AAA and AAG, especially when the rate of translation is high. Unfortunately, ten years after 

this study, these encouraging data have not yet been reproduced in a eukaryotic model. However, in the same 

study, a knock-out of Cdkal1 in mouse has been performed and resulted in reduction of glucose-stimulated 

proinsulin synthesis. Thus, it has been hypothesized that, in the absence of Cdkal1, tRNALys(UUU) misreading 

increases, limiting the generation of mature insulin and C-peptide which relies on Lys 1 and 2 of proinsulin. This 

phenotype could explain the molecular pathogenesis of type 2 diabetes in patients carrying Cdkal1 risk alleles, 

new evidence for the importance of tRNA modifications in human health. 

i6A37 

N6-isopentenyladenosine (i6A37) results in the addition of an isopentenyl group onto N6 of A37 by an 

isopentenyl-transferase (IPTase). The nature of concerned tRNAs varies from one organism to another. In humans, 

i6A37 has been found to be synthetized by TRIT1 in cytosolic tRNASer (UGA, AGA, and CGA) and tRNA[Ser]Sec [72]. The 

last is relatively hypomodified (~40%). As a member of near-wobble modification, I6A37 is proposed to enhance 

A:U stacking by stabilizing the Watson-Crick base pair but the chemical reasons are not yet clear [73]. 
The role of i6A37 on translation fidelity was assessed in a S. cerevisiae model 

(Blanchet 2017). Mod5p enzyme synthetizes the i6A37 in the Tyr and Cys tRNAs. The ability of Tyr and Cys tRNAs to 

readthrough respectively UAA/UAG and UGA stop codons has been assessed in a ∆Mod5p strain by mass 

spectrometry. In this strain, both tRNAs are less efficient at being mis-incorporated, revealing that i6A37 

modification acts as an enhancer of translation plasticity in S. cerevisiae. In another study in S. pombe, the role of 

i6A37 has been assessed using a β-galactosidase codon-swap reporter [74]. This confirms that i6A37 increases the 

incorporation of tRNATyr at a near-cognate codon. Moreover, it shows that the modification enhances the 

incorporation of tRNACys at a cognate codon. Altogether, these data suggest that i6A37 promotes decoding activity 

generally. 

To date, no study has been made in humans about the role of i6A37 in translation fidelity. However, it is clear 

that TRIT1 mutation is associated with severe diseases. Indeed, it has been defined as a tumor suppressor [75]. 

The mutation of this protein is also associated with encephalopathy and myoclonic epilepsy pathology [76]. 

Ψ35/38/39 

Pseudouridine (Ψ) is an isomer of uridine in which uracil binds the ribose via a C1’-C5 rather than a C10-N1 

bond [77]. The pseudouridine synthases responsible for the catalysis of tRNA Ψs belong to the PUS RNA-

independent family. Ψs are mainly found in the anticodon loop of tRNAs, at positions 35, 38 and 39. Catalysis is 

performed by two enzymes: PUS7 and PUS3. The effects of Ψ35, Ψ38 and Ψ39 on translation fidelity probably stems 

from their ability to improve the stacking of double-stranded RNA over that achieved with the uridine isomer [78]. 

More precisely, the presence of Ψ stabilizes the C3’-endo conformation, creating an additional N1 H-bond donor 

[79]. Thanks to these chemical characteristics, Ψs involved in (Ψ35) or next to (Ψ38-Ψ39) the anticodon enhances 

the stability and structure of pairing. 
Studies in yeast (S. cerevisiae) have shown that the deletion of PUS3 triggers an increase in misincorporation 

events relative to the WT strain [39,80]. Even Ψ38 and Ψ39, at the end of the anticodon loop increase miscoding 

frequency. We have also studied the contribution of Ψ35 to the ability of tRNATyr to act as a near-cognate tRNA for 

stop-codon readthrough in a ∆PUS7 strain [39]. Mass spectrometry has shown that tyrosine incorporation is less 

efficient in the absence of the PUS7 gene. This finding highlights the importance of Ψ35 for the ability of tRNATyr to 

read through UAA and UAG codons. Together, these studies demonstrate that Ψ modifications to the anticodon 

loop of tRNAs have a major effect on translation fidelity. The tRNA pseudo-uridine synthases PUS3 and PUS7 have 

both been implicated in human health problems; they cause different diseases, and notably intellectual disability 

[81,82]. 
It is interesting to mention that some modifications away from the anticodon loop seems to play a role in 

translation. For example, absence of ac4C12 and dU20 of Leucine et Serine tRNAs causes a reduction in A-site 

occupancy at the corresponding codons. Widespread changes in the A-site occupancy have been also observed in 



 

 

59 | P a g e  

 

the absence of m2
2G26 [83]. Since these modifications are not in the anticodon loop, they may influence either the 

charging of these tRNAs or their ability to bind stably the ribosomal A-site. Several studies suggest that interactions 

inside the anticodon loop are crucial for a correct modification of the tRNAs. These interconnections between 

modifications create a complex network. For example, in eukaryotes, the yW formation at m1G37 of tRNAPhe is 

greatly stimulated by the presence of Cm32 and Gm34 [84–86]; the presence of i6A37 or t6A37 in tRNASer stimulates 

the formation of m3C32 [87]; m5C38 is stimulated by prior Q34 formation [88]; and I34 editing in tRNAThr(AGU), is 

stimulated by prior C to U editing at position 32 [89]. Future structural studies of tRNA-modification enzymes 

complexes will probably explain such dependencies. 
It is also possible that tRNA modifications act through other processes such as RNA sequestration, or the 

generation of tRNA-derived fragments (tRFs/tiRFs) [90] obtained by the endonuclease cleavage of tRNAs (mainly 

in the D-Loop, TΨC-Loop and anticodon-Loop), either in normal or stressed conditions. Such tRFs/tiRFs are 

involved in various physiological and pathological processes by modulating RNA stability or translation [62]. There 

is a clear link between tRNA modifications and tRFs/tiRFs generation. For example, Dnmt2, which methylates the 

C38 of tRNAAsp [91], protects tRNA from the degradation [92]. It has been also shown that ALKBH3 activity results in 

removal of m1A and m3C modifications, leading to a sensitivity to angiogenin cleavage [93]. 

B. Role of rRNA Modifications in Translation Fidelity 
Ribosomal RNA is the most abundant non-coding RNA in the cytoplasm. It is the main constituent of the 

ribosome. In total, 200 modification sites have been mapped on the human ribosome, in which about 2% of the 

nucleotides are modified [30,94–96]. These modifications can modulate all stages in the life of the rRNA, from 

ribosome biogenesis to translation accuracy [97]. The most frequent modifications observed are pseudo-uridines 

and 2’-O-methylations, although base methylation and acetylation have been reported [30]. We focus here on the 

description of the two main modifications of rRNAs known to affect translation fidelity. 

2’-O-methylation (Nm) 

2’-O-methylation (Nm) is a modification in which a sugar is added to the 2’C hydroxyl group of the nucleotide. 

The chemical impact of Nm on RNA has been investigated by several studies. It has been reported that Nm biases 

the sugar pucker equilibrium in favor of the C3’-endo conformation of pyrimidines [98]. Intra-residue steric 

repulsion occurs between the Nm, the 3’-phosphate, and the 2-carbonyl groups in the C2’-endo conformation, 

favoring the C3’ form. The Nm modification may, therefore, either stabilize or modulate RNA structures. 
In human cells, Nm is mediated by the ribonucleoprotein complex consisting of the methylase fibrillarin (FBL) 

and the guide RNA (C/D box snoRNA) specific to the methylation site [99]. FBL is an essential protein, but it can be 

partially inactivated, leading to a decrease of up to 50% in the number of methylation sites in human cells 

[100,101]. More than 100 2’-O-methylation sites have been mapped on rRNAs, independently of nucleoside 

identity [102,103]. 
The role of Nm in miscoding has been explored in human cancer cells [104]. FBL overexpression, leading to 

hypermethylation of the ribosome, has been shown to trigger an increase in amino-acid incorporation at cognate 

or near-cognate codons. It is difficult to identify the 2’-O-methylation sites responsible for this phenotype, because 

site-specific inactivation experiments have not been performed yet on human cells. As FBL methylates all the sites, 

the only solution would be to inactivate each snoRNA specifically, one-by-one. A study of this type has been 

performed in yeast, in which knockouts of the various guide C/D box snoRNAs have been performed [105]. The 

impact of the loss of each snoRNA was evaluated by measuring stop codon readthrough efficiency. Nm-C1639 was 

identified as the most important of the Nm sites tested. The abolition of Nm at this P-site triggers a slight increase 

in UAG readthrough. This work revealed a role for Nm-C1639 in the maintenance of ribosome fidelity during 

termination. There is now a need to reproduce such systematic analyses of Nm sites in humans. 
The role of rRNA’s Nm extends beyond miscoding events. The downregulation of FBL has been shown to 

alter IRES-dependent initiation and frameshifting. A single deletion of Am398 or Gm3745 in the 28S rRNA or of Am163 

in the 18S rRNA is embryo-lethal in zebrafish [106]. Moreover, FBL overexpression has been reported during the 

differentiation of human stem cells, and in several cancer studies, suggesting a central role in these processes 

[100,104,107,108]. 

Pseudouridine 
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With the exception of position 50 in the 5S rRNA that is catalyzed by the enzyme PUS7, the formation of Ψs in 

rRNA is catalyzed by a ribonucleoprotein complex composed of the pseudo-uridine synthase DKC1 associated with 

H/ACA box snoRNAs [109,110]. In human rRNAs, Ψs are mapped with a Ψ/U ratio of 5–7%, with a total of about 
100 sites [109,111–114]. DKC1 is as an essential protein, and mutations of its gene have been linked to X-linked 

dyskeratosis congenita disease. Patients may display alterations to skin color, nail dystrophy, bone marrow failure, 

and an increase in the risk of developing cancer and pulmonary fibrosis, although it is not clear whether these 

effects are related to the absence of Ψ from rRNA [110]. 
The role of Ψs in miscoding has been investigated in human cells [115]. SNORA24 (ACA24), a H/ACA box snoRNA 

guiding the Ψ609 and Ψ863 on the 18S rRNA, has been downregulated in HCC cells [116]. An analysis of ribosomal 

pre-translocation complex dynamics by sm-FRET indicated changes in tRNA conformation in the A-site in 

ribosomes lacking Ψ609 and Ψ863 relative to wild-type ribosomes, depending on the tRNA entering the ribosome. It 

has also been shown that lower levels of SNORA24 expression increase amino-acid misincorporation by 10%–20% 

and readthrough by 15% at UGA, but not at UAG codons. 
The way in which Ψs in rRNAs decrease the accuracy of translation seems to depend on their abundance in 

the peptidyl transferase and decoding centers of the ribosome [77]. Ψs are known to generate an additional N1 

H-bond donor and to stabilize the C30-endo conformation [79]. This enables Ψs to increase RNA–RNA stability in 

the fidelity centers of the ribosome [117]. A decrease in the number of Ψ sites is, thus, accompanied by ribosome 

destabilization, resulting in a decrease in ribosome fidelity. 

C. mRNA Modifications Influence the Reading of the Genetic Code 
Many studies over the last decade have revealed the importance of mRNA modifications. These modifications 

are highly dynamic, with eraser proteins able to eradicate the modifications from the mRNA. The dynamic aspect 

of the modifications allows integration in a very efficient manner of the RNA metabolism and translation to the 

physiological state of the cell, considering the appearance of possible stresses. 

Inosine 

The formation of inosine on mRNAs is catalyzed by the adenosine deaminases ADAR1 and 2 [118]. The 

inosines of mRNAs, like those of tRNAs, play a major role in expansion of the genetic code, with 5072 identified 

editing sites in human coding sequences [119]. 
One of the best known examples of the importance of A-to-I editing in mRNA is the modification of the 

glutamate receptor subunit B (GluRB) precursor messenger RNA: CAG (Gln) → CIG (Arg) in exon 11. This site is 

modified by ADAR2 and is essential to ensure the impermeability of the glutamate receptor to Ca2+ ions [120]. A 

defect of this inosine site has, notably, been shown to contribute to neuronal death in amyotrophic lateral sclerosis 

[121]. The dysregulation of ADAR1 and 2 has also recently been observed in human hepatocellular carcinoma 

[122]. Patients with an upregulation of ADAR1 and a downregulation of ADAR2 have higher incidences of tumor 

recurrence and liver cirrhosis, and shorter disease-free survival times. These dysregulations are linked to changes 

in the number of inosine sites, with, in particular, hyper-editing of the FLNB mRNA and hypo-editing of the COPA 

mRNA [122]. Finally, ADAR1 seems to act as an oncogene, whereas ADAR2 acts as a tumor suppressor, in 

hepatocellular carcinoma. 
Inosine in mRNAs is known to modulate alternative splicing and stability, but it clearly also plays an essential 

role as an enhancer of near-cognate tRNA incorporation, ensuring the activity of some proteins [118]. On the 

other hand, we did not find any significative difference in ribosome profiling between edited and non-edited 

mRNA in term of translation efficiency in A. Thaliana mitochondria [123]. The conservation of these essential CDS 

sites, rather than the cognate codon with a G, remains to be evaluated.  

Pseudouridine 

Unlike the Ψs found in rRNA, the reaction generating those found in mRNA is catalyzed by pseudo-uridine 

synthases, which are RNA-independent proteins [113,124–126], although the existence of some box H/ACA 

snoRNAs complementary to mRNAs raises the possibility that RNA-dependent pseudo-urylation of mRNAs also 

occurs [127,128]. mRNA Ψs are known to be modulated under cellular stress and during development, but no Ψ 

reader or eraser has yet been described [129]. Within the translated and untranslated regions of mRNAs, pseudo-
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uridine is present with a Ψ/U ratio of 0.2–0.6%, and 1889 sites have been identified by N3-CMC–enriched pseudo-

uridine sequencing [113]. More than 60% of pseudo-uridine residues are located within the coding sequence, 

suggesting a link with translation [130,131]. 
In prokaryotes, several studies have described the ability of Ψ to alter base-pairing and induce 

misincorporation [132–134]. However, far fewer studies have been performed on human cells [131]. Amino-acid 

misincorporation in front of a “U-codon” has been shown to occur at a rate of 1%. The presence of Ψ in mRNA 

induces the substitution of Ser, Ile or Leu for Phe at UUU/C codons; Cys or His substitution for Tyr at UAU/C codons; 

and Pro or Gln substitution for Leu at CUA/U/C/G codons (Figure 3). 

 

Figure 3. Prediction of anticodon substitution in front of codons with pseudo-uridine (Ψ), based on the amino acid 

misincorporated in the study of Eyler et.al. (2019). Nucleotides in green indicate a mismatch in front of Ψ. Nucleotides 

in red indicate a mismatch next to Ψ. N: A, U, C or G base. Possibilities of codon-anticodon pairings with more than one 

mismatch are not represented. 

Given the high frequency of Ψ in mRNA and its role in near-cognate tRNA recognition, Ψ modifications 

probably make a major contribution to translation fidelity. A closer look at codon/anticodon base-pairing in the 

case of the misincorporation of Cys at a Tyr codon reveals a central mismatch between an A and a C. This 

unfavorable interaction is probably compensated for by the strong ability of Ψ to stabilize the codon/anticodon 

structure by stacking interactions. Indeed, Ψ is known to enhance RNA structure stability. Despite its ability to 

form a supplementary N1-hydrogen bond, Ψ has the same Watson-Crick base-pairing properties as U [79]. 

m6A 

The N6-methyladenosine (m6A) modification involves the addition of a methyl group to the N atom linked to 

the C6 of adenosine. Chemical predictions of the impact of m6A on RNA–RNA base-pairing suggest a disruption of 

this interaction due to the methyl group [135]. Indeed, this group must adopt an anti-conformation in the context 

of A–U pairing. This conformation is less energetically favorable than the syn conformation, leading to 

destabilization of the RNA–RNA accommodation. In humans, more than 12000 m6A sites are estimated to be 

present on 7000 mRNAs [136,137]. About 35% of m6A sites are located within the coding region [138]. m6A is a 

dynamic modification that has been reported to interact with several enzymes called readers [139,140]. A 

heterodimeric methylase complex (METTL3-METTL14) is responsible for adding the methyl group. Once modified, 

the site can be recognized by reader proteins, most of which belong to the YTH-domain protein family (YTHDC and 

YTHDF), or eraser proteins, which are demethylases (such as FTO and ALKBH5). 
The impact of m6A at the first or second position of the codon has been measured by quench flow techniques 

[141]. This modification delays tRNA incorporation, by slowing tRNA accommodation at site A of the ribosome. 

However, it has been reported that m6A at the middle position of the codon has a lesser effect on pairing for near-

cognate than for cognate tRNAs [142]. This difference in kinetics suggests that tRNA misincorporation rates are 

likely to be higher in the presence of m6A at the middle position. However, contrary to these findings for 

prokaryotic systems, mass spectrometry assays in eukaryotes (wheat germ and HEK293T) identified no miscoding 

effect of the m6A modification [143,144]. The method used for eukaryote systems may be insufficiently sensitive 

to detect misincorporation in the context of cognate/near-cognate competition. Indeed, the same study found no 
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miscoding effect of Ψ modification, contradicting the findings of another team published in the same year [131]. 

In the face of these conflicting data, further studies are required to clarify the impact of m6A on miscoding events. 
m6A is one of the most commonly studied RNA modifications because of its broad influence on RNA 

maturation and degradation, RNA-protein interactions and translation efficiency, implicating this modification in 

a number of different biological processes [138,145–149]. Focusing on human health, altered m6A levels have 

been implicated in the regulation of the expression of genes relating to cancer pathogenesis and development 

[150]. 

m5C 

5-methylcytosine (m5C) is a cytosine with an additional methyl group on C5. Like m6A, m5C is a dynamic 

modification, with writer, reader and eraser proteins. NSUN2 and the Aly/REF export factor are the principal m5C 

mRNA writer and reader proteins, respectively [151]. m5C has been mapped on several transcriptomes in humans 

[152–155]. Although NSUN2 and NSUN6 are well-known tRNA-modification enzymes, they also appear to modify 

mRNA. The number of m5C sites in mRNA has been estimated at about a thousand by bisulfite RNA sequencing 

[156]. Interestingly, viral RNAs are particularly rich in m5C modifications, suggesting that it could play a role in the 

discrimination of endogenous and exogenous RNAs. 
The question of the impact of m5C on translation has been addressed by ribosome profiling in Hues9 human 

embryonic stem cells with a knockout of NSUN6 gene [157]. No global translational defect was observed, but the 

absence of NSUN6 was found to trigger stop codon enrichment at the P-site of the ribosome, possibly after 

readthrough, and an increase in ribosomes bound to the 30UTR of mRNAs modified by NSUN6. These data suggest 

that m5C sites in the 30UTR of mRNA enhance translation termination efficiency by decreasing the readthrough 

rate. It remains unclear how m5C in the 30UTR affects termination. Another study in HEK293T cells assessed the 

impact of m5C at the three codon positions by mass spectrometry [144]. None of the three positions was found 

to modulate the misincorporation of amino acids. 
m5C is linked to human health. Indeed, NSUN2 mutations are associated with growth retardation, 

neurodevelopmental defects, and have been identified as a possible treatment target for tumors [153,158–161]. 

Moreover, the m5C reader and eraser proteins cited above are known to display altered expression levels in various 

types of cancer [151]. 

D. Manipulation of RNA Modifications to Treat Human Diseases 
The field of RNA modifications is undoubtedly a very promising area in human therapy. Synthetic modified 

mRNAs can be used in diverse therapeutic contexts, including cardiac regeneration, asthma, cystic fibrosis or lung 

diseases [162–165]. The best-known application is probably the current COVID-19 vaccines of Pfizer/BioNtech and 

Moderna. In these mRNA-based vaccines, all the uridine residues are replaced by N1-methyl-

pseudouridines to prevent the recognition of the vaccine mRNA by host RNA sensors and to stimulate translation 

initiation by attenuating eIF2α phosphorylation [166,167]. For those interested in eiF2α stress response and 

translational regulations, please see the following review [168]. It is also possible to target mRNAs directly, through 

the use of artificial snoRNAs to replace a U residue with a Ψ at a specific position [132]. In this example, changing 

the U to a Ψ at the first position of a premature termination codon leads to the incorporation of several amino 

acids rather than a stopping of translation. This could restore production of the full-length protein, thereby 

correcting the genetic defect. 
From another standpoint, RNA modifications affect diverse biological processes, and the correct 

incorporation of many of these modifications, at the correct sites, is required for normal development. Alterations 

to these modifications have been implicated in several diseases, including cancers and resistance to therapy of 

melanoma cells [169]. The role of m6A in cancer is very well documented, and m5C has also emerged as a major 

player in cancer development [170–172]. Given the crucial roles of writer, reader and eraser proteins in cell 

homeostasis, these proteins have naturally emerged as potential treatment targets [173]. Ribosome modifications 

are also of potential interest in this context, and DKC1 and FBL may serve as potential anticancer targets, as shown 

by the changes in their levels of expression in many cancers [104,174]. 
As discussed above, it is possible to target mRNA with an H/ACA snoRNA for the incorporation of a Ψ at a 

specific position. This approach could be used in genetic diseases caused by the presence of a premature 
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termination codon (PTC). Proof-of-concept has been obtained through the demonstration that replacing the U of 

the stop codon with Ψ converts the stop codon into a sense codon [132]. Indeed, serine and threonine were found 

at ΨAA and ΨAG codons, whereas tyrosine and phenylalanine were found at ΨGA codons. In principle, it should 

be possible to change the modification status of tRNAs to modulate translation fidelity. This would be particularly 

useful in diseases linked to the appearance of a premature stop codon, which are treated with readthrough-

inducing molecules. These molecules, such as aminoglycosides, target the ribosome, enabling it to read through 

the stop codon, but it should be possible to improve the incorporation of specific tRNAs by altering their 

modifications [175]. However, in this case, a delicate balance must be found between promoting high levels of 

readthrough without compromising normal tRNA usage. The recent publication describing the stimulation of UGA 

readthrough by inhibiting the Cm34 modification on tRNATrp with 2,6-diaminopurine (DAP) paves the way for the 

development of such therapeutic approaches [176]. We are still at the dawning of the epi-transcriptomic era, 

particularly as concerns human treatments, but this field promises to yield extraordinary advances. 

Conclusions 

With so many unanswered questions both in terms of molecular mechanisms and physiological 

consequences, the field of RNA modifications gains more and more interest. One of the current limitations is the 

difficulty to identify and quantify RNA modifications, especially in highly structured molecules such as tRNAs or 

rRNAs. Mass spectrometry approaches are extremely accurate, but require highly purified molecules and are 

hardly quantitative on a large scale. Deep-sequencing (NGS) approaches require either chemical modification of 

the RNA or immunoprecipitation with a specific antibody, with the associated problems of specificity [177]. Direct 

RNA sequencing (nanopore) holds a lot of promise with the possibility of directly detecting modified positions. 

However, this still requires the development of bioinformatics tools to allow a reliable and quantitative analysis. 

There is no guarantee that all tRNAs will be accessible, although preliminary report exists suggesting that some 

will be [178]. 
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Figure 25 : Les sites de liaison secondaires des aminoglycosides dans le ribosome 80S. (A) Sites de liaison de la gentamicine 
(GENT), du G418, du TC007 et de la paromomycine (PAR) dans le ribosome 80S de S. cerevisiae. Le ribosome est coloré en gris 
clair ; les éléments des poches de liaison des aminoglycosides sont colorés en orange clair ; la gentamicine est colorée en vert 
; le G418 est coloré en jaune ; le TC007 est coloré en magenta ; et la paromomycine est colorée en violet. (B) Liaison de GENT-
7, G418-2, et TC007-3 au tunnel de sortie des peptides du ribosome 80S. Le G418 est coloré en jaune, la gentamicine en vert 
clair, le TC007 en magenta, la grande sous-unité ribosomique en bleu et la protéine eL37 spécifique aux eucaryotes en vert. 
Des fixations similaires sont observées pour G418-2 et GENT-7, mais l'orientation de TC007-3 est différente. Les atomes 
d'oxygène sont colorés en rouge, et les atomes d'azote sont colorés en bleu. (C) Sites de liaison de PAR-2, GENT-2, et G418-3 
dans le site E de la petite sous-unité ribosomale chevauchant la position de l'ARNm. L'ARNm est coloré en rouge ; les éléments 
du ribosome 70S sont omis pour plus de clarté. La sous-unité 40S est colorée en orange ; la paromomycine est colorée en violet 
; la protéine universelle uS11 est colorée en vert ; et les autres codes de couleur sont ceux de A. (D) Interactions de PAR-3 avec 
les éléments de l’interface des sous unités ribosomiques. Les contacts établis entre la paromomycine et G984 de la sous-unité 
40S, A2152 de la sous-unité 60S, et Asp176 de uL2 sont marqués par des lignes pointillées. La sous-unité 40S est colorée en 
rose clair ; la paromomycine est colorée en violet ; la sous-unité 60S est colorée en bleu ; et la protéine universelle L2 (uL2) est 
colorée en bleu. Les atomes d'oxygène sont colorés en rouge, et les atomes d'azote en bleu. (E) GENT-4 et GENT-5 stabilisent 
des conformations particulières de l’interface des deux sous unités. Rose : structure 80S-paromomycine. Les contacts 80S-
gentamicine sont marqués par des lignes pointillées. La sous-unité 40S de la structure 80S-gentamicine est colorée en citron 
vert ; les autres codes de couleur sont les mêmes que dans A-C. (F) GENT-6 cible le pont B4 formé par la protéine universelle 
uS15 et H34 de la grande sous-unité. uS15 est représentée en jaune ; les autres codes de couleur sont ceux de D. La glutamine 
142, qui interagit avec GENT-6, est représentée par des sphères. (G) Interactions de GENT-8 et TC007-4 avec les éléments de 
la tige P ribosomale. Les différentes conformations des hélices 42 et 97 de la tige P sont représentées en bleu pour les structures 
80S-GENT et 80S-TC007 et en cyan pour la structure 80S-apo (code PDB ID 4V88). H42 dans la conformation apo entrerait en 
conflit avec GENT-8. Arg62 dans la protéine uL6 s'approchant de TC007 est représentée par des sphères. Le code de couleur 
est le même que dans A-E. Issu de [259].  
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2. Les modifications de l’anticodon de l’ARNtTyr humain 

 Les modifications de la boucle anticodon de l’ARNt sont donc connues pour leur 

impact sur les règles de décodage [258]. Dans cette nouvelle partie nous allons 

commencer par l’intérêt thérapeutique de leur étude, avant de revenir sur les deux 

modifications auxquelles je me suis intéressée durant ma thèse : le GalQ34 et la Ψ35 de 

l’anticodon de l’ARNtTyr humain.  

A. Intérêt thérapeutique des modifications de la boucle anticodon des ARNt 

dans le cadre des maladies à codon stop prématuré 

 Alors que la translecture des codons stop est un événement rare au niveau des 

codons stop naturels avec un taux estimé à environ 10-4 à 10-3 chez les mammifères, 

elle représente une véritable opportunité thérapeutique [251]. En effet, 11% des 

maladies génétiques sont dues à l'apparition d'un PTC dans la séquence codante [260]. 

Lorsque la translecture se fait au niveau d'un PTC, la traduction se poursuit jusqu'au 

codon stop naturel, permettant la formation d'une protéine complète.  

 Le premier objectif pour restaurer l'expression des protéines est d'induire plus 

de translecture. En 1985, la première preuve qu'une molécule, la gentamicine, est 

capable d'induire la translecture était publiée [261]. Depuis, il a été démontré que par 

exemple dans le cas de la mucoviscidose, la production de 1 à 5 % de protéine CFTR 

fonctionnelle pourrait suffire à réduire la gravité de la maladie, faisant des inducteurs 

de translecture un sujet de recherche majeur pour le traitement des maladies dues à 

des mutations non-sens [262,263]. Après la Gentamicine, d'autres aminoglycosides 

comme la Généticine (G418), la Paromomycine, la Néomycine, la Lividomycine et le 

NB124 ont été décrits comme des inducteurs de translecture [240,264,265]. Les 

aminoglycosides sont des antibiotiques dont la principale caractéristique est d’être des 

molécules chargées positivement capables de se lier à différents types d'ARN, dont les 

ARNr. Une étude récente a analysé la fixation de différents aminoglycosides dans le 

ribosome 80S à une résolution de 3Å afin d’élucider leur mode d’action sur la fidélité 

de la traduction [259] (Figure 25). La structure obtenue indique que les 

aminoglycosides interagissent largement avec l’interface des sous-unités du ribosome. 

Ils ont constaté que les aminoglycosides, composés d'un maximum de trois cycles 

aromatiques ont la capacité de se lier au tunnel de sortie du peptide. Les 

aminoglycosides ont également été retrouvés à proximité du site A et du site E, à la 

base de la tige P du ribosome, et au niveau de la boucle sarcine-ricine. Des molécules 

non aminoglycosidiques ont également été décrites comme inductrices de translecture 

comme l'Ataluren (et ses analogues), la Négamycine, les RTCs, l'Amlexanox, la Clitocine 

et l'Escin [266–274]. Malgré le nombre de candidats potentiels, seuls deux d'entre eux 

(Ataluren et gentamicine) ont été testés dans des essais cliniques.  
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Par la suite, leur utilisation dans le cadre des maladies à mutation non-sens a été 

arrêtée, l’Ataluren ne permettant pas d’obtenir un effet chez les patients testés [275], 

et la gentamicine étant toxique lorsqu’elle est administrée de manière prolongée 

[276,277].   

 Le deuxième objectif est de restaurer l'activité de la protéine.  Pour cela l'identité 

de l'acide aminé incorporé par translecture est primordiale. Chez l'homme, les identités 

des acides aminés incorporés par translecture sont connues mais contrairement à la 

levure, les règles d'incorporation des différents ARNt correspondants ne sont pas 

claires [229,230,278]. Les ARNt suppresseurs naturels des codons UAA et UAG sont les 

mêmes : Tyrosine (Tyr), Glutamine (Gln), Lysine (Lys). En ce qui concerne, le codon stop 

UGA ce sont des ARNt suppresseurs différents : Tryptophane (Trp), Cystéine (Cys), 

Arginine (Arg) et la Leucine (Leu). Contrairement aux autres ARNt suppresseurs cités, 

l’ARNtLeu n’avait pas été retrouvé comme étant un ARNt suppresseur naturel chez la 

levure.  Une meilleure compréhension des mécanismes de reconnaissance des ARNt 

suppresseurs naturels chez l’Homme permettrait de potentialiser les traitements des 

patients atteint de maladies à codon stop prématurés, en favorisant l’incorporation 

d’un acide aminé compatible avec l’activité de la protéine. 

 L’épitranscriptome apparait ainsi comme une voie potentielle d’action dans le 

traitement des maladies à codon stop prématuré. En effet, comme je l'ai présenté en 

début de chapitre, les modifications d’ARN sont capables de moduler la translecture 

d’un point de vue quantitatif mais également qualitatif. On retrouve notamment 

l’exemple récent de la molécule 2,6-diaminopurine (DAP) [279]. En effet, en 2020 une 

équipe a démontré que la DAP, présente dans l’extrait du champignon Lepista inversa, 

était un inducteur de la translecture spécifique du codon UGA. L’augmentation de la 

translecture est induite par une inhibition de la protéine ftsJ homologue 1, qui catalyse 

la méthylation du C34 de l’ARNtTrp. Ainsi, en présence de DAP, l’ARNtTrp hypométhylé 

est incorporé d’avantage par translecture au niveau du codon UGA. L’étude de la DAP 

a également permis de démontrer son efficacité en tant qu’inducteur de translecture 

en cellules humaines et en modèle murin, avec une faible toxicité. Ces résultats seront 

ainsi suivis d’essais cliniques plus avancés de la DAP qui pourrait devenir la première 

molécule affectant l’épitranscriptome utilisée dans la thérapie des maladies à PTC.   

 Les modifications GalQ34 et Ψ35 sont les deux modifications présentes au niveau 

de l’anticodon de l’ARNtTyr, qui est l’ARNt majoritaire suppresseur des codon stop UAA 

et UAG [229,278]. Tout comme le C34 de l’ARNtTrp, ces deux modifications pourraient 

apporter de nouvelles pistes thérapeutiques.  
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Figure 26 : Représentation atomique des bases retrouvées en position 34 de l’anticodon de l’ARNt Tyrosine. De gauche à 
droite : la guanine, la queuosine et le galactosyl-queuosine. Flèches : groupes atomiques impliqués dans l’interaction avec la 
troisième base du codon de l’ARNm.  
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B. Galactosyl-queuosine-34 

 La queuosine (Q), est un analogue modifié de la guanosine (Figure 26). Elle est 

incorporée par l’ARN guanine transglycosylase (TGT) à partir d’une base queuine [280–

282], à la place du G34  des ARNt à anticodon GUN, soit l’Asparagine (Asn), Aspartate 

(Asp), Histidine (His), et Tyrosine (Tyr) [283]. Il s’agit d’un nucléotide conservé dans 

l’ensemble du vivant, mise à part la levure S. cerevisiae qui n’en incorpore pas dans ses 

ARN [284]. Chez les mammifères, la Q34 cytosolique est hypermodifiée pour les ARNt 

Tyr et Asn par l'ajout d'un sucre, un galactose (GalQ) et un mannose (ManQ) 

respectivement, au niveau du groupe hydroxy en C4 du cyclo-pentenediol [285–287] 

(Fig. 27). La mannosyltransférase responsable de la catalyse de ManQ a été isolée chez 

le rat, mais aucune galactosyltransférase n'a encore été identifiée pour GalQ [288]. Une 

étude réalisée en cellules humaines a retrouvé trois formes d’ARNtTyr cytosolique, G34, 

Q34 et GalQ34, alors que l’ARNtAsp a toujours été trouvé sous formes G34 ou ManQ34 

[289]. Cela suggère que l’ARNtAsp est modifié par ajout d’un ManQ, alors que l’ARNtTyr 

serait d’abord modifié par ajout d’un Q puis d’un galactose, une autre hypothèse 

pouvant être la compétition entre l’ajout d’un Q ou d’un GalQ au niveau de l’ARNtTyr. 

Alors que les procaryotes sont capables de synthétiser Q de novo, les eucaryotes 

doivent l'obtenir, et notamment la base queuine, en tant que micronutriment à partir 

du microbiote intestinal ou par l'alimentation [287,290,291].  

 GalQ34 (Figure 26) est donc spécifique de l’ARNtTyr, l’ARNt suppresseur 

majoritaire incorporé au niveau des codons UAA et UAG. Il s’agit d’une modification 

chimique peut étudiée malgré le fait qu’elle soit de taille imposante et présente au 

niveau de la position wobble (Fig. 28). En revanche, le rôle de la modification Q a été 

plus étudié, ce qui a permis d’obtenir des données préliminaires sur son impact sur 

l’incorporation des ARNt.  

  En 1978, les premières règles de décodage d’un ARNt portant un Q étaient 

publiées, avec la mesure physique que l'appariement non canonique Q-U est deux fois 

plus stable que celui du G-U [292]. Ensuite, la première étude in vivo, s’est concentrée 

sur les règles de décodage de l’ARNtHis en fonction de la présence de Q [293]. Des 

ARNtHis avec l’anticodon G/QUG issus de D. melanogaster ont été injectés dans des 

ovocytes de Xénope et évalués pour leur capacité de décodage des codons cognat 

CAC et proche cognat CAU. Il a été constaté que l'ARNtHis G34 décode plus 

favorablement le codon CAC, alors que le Q34 présente une légère préférence pour le 

codon CAU. La présence de Q34 permettrait donc de faciliter l’incorporation de l’ARNt 

proche cognat. Une autre étude plus récente a confirmé ces résultats [294]. Partant du 

principe que le taux de modification Q varie au cours du développement de D. 

melanogaster [295], ils l’ont comparé à celui de l’expression de gènes présentant des 

biais de codons [294].  
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Figure 27 : Structure du nucléoside uridine (U) et de son isomère, la pseudouridine (Ψ). La rotation de la base provoque le 
remplacement de la liaison glycosidique C1-N1 par une liaison C1-C5. La réaction est catalysée par une pseudouridine 
synthase.  

 

Figure 28 : Les ARN cibles de la protéine Pus7 chez l’Homme. (A) Le graphique montre les catégories distinctes d'espèces d'ARN 
liées à Pus7 dans les cellules humaines identifiées par iCLIP-seq. (B) L'analyse de la séquence des produits iCLIP spécifiques à 
PUS7 identifie un nouveau motif putatif de liaison ARN-Pus7. (C) Le graphique montre l'enrichissement des ARNt individuels 
liés à Pus7 identifiés par iCLIP-seq, normalisé à leur abondance dans les cellules déterminée par smRNA-seq. Issu de [296]. 
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Leur analyse a permis de mettre en évidence que le taux de modification Q influe 

directement le niveau d’expression de ces gènes à cause de l’augmentation de 

l’incorporation des ARNt proches cognats. A ce jour, l'impact sur les mécanismes de 

décodage des hyper-modifications ManQ et GalQ n’a toujours pas été étudié. Il est 

pourtant connu que la présence de queuine a un effet sur la production de l’acide 

aminé Tyr. En effet, des souris privées de queuine survivent en conditions classiques, 

jusqu’à ce qu’elles soient également privées de l’apport alimentaire de Tyrosine [297]. 

Ces souris peuvent être sauvées par l’apport de queuine dans leur alimentation.  Il a 

été démontré par la suite que cela découle de l’oxydation accrue de la 

tétrahydrobioptérine en absence de queuine, qui compromet alors la production de 

Tyrosine par la cellule [298]. Ce phénotype peut être annulé par l’apport de Tyrosine 

dans le milieu cellulaire. 

C. Pseudouridine-35 de l’ARNtTyr 

 La pseudouridine (Ψ), isoforme de U ou « cinquième nucléoside », est la 

première des modifications chimiques de l’ARN à avoir été découverte [255], la plus 

abondante du répertoire épitranscriptomique, et présente dans les trois domaines du 

vivant [257,299]. Elle est le résultat de l'isomérisation de l’uridine : la liaison 

glycosidique C1-N1 qui relie la base au ribose est remplacée par une liaison C1-C5 [6,7] 

(Figure 27). Cette isomérisation a pour conséquence de libérer N1, ce qui augmente les 

possibilités d'appariements Hoogsteen et facilite alors le repliement de l’ARN, la 

formation de structures secondaires, la formation de liaisons ARN-ARN ou ARN-

protéine [300–302]. Les pseudouridines peuvent être catalysées par des 

pseudouridines synthases dépendantes d’ARN guides appelés snoRNAs à boite H/ACA 

dans le cas des ARNr, ou bien par des pseudouridines synthases indépendantes, dans 

le cas de la majorité des sites Ψs. Ces dernières ciblent leurs sites de manière séquence 

et/ou structure spécifique [303].  

 Tout comme GalQ34, la Ψ35 est présente au niveau de l’anticodon de l’ARNtTyr 

cytoplasmique. Chez les eucaryotes, elle est connue pour être catalysée par l’enzyme 

Pus7 [304]. Il a été démontré chez l’Homme que Pus7 était responsable de la présence 

de Ψ dans différentes populations d’ARNt, mais également dans d’autres populations 

d’ARN comme les ARNm, snoRNA, lincRNA et snRNA [296] (Figure 28). Cette étude a 

permis d’attribuer notamment un nouveau rôle à Pus7, qui active par pseudourylation 

un nouveau réseau de petits fragments dérivés de l'ARNt (tRF), ciblant le complexe 

d'initiation de la traduction. Ainsi, l'inactivation de Pus7 dans les cellules souches 

embryonnaires affecte la régulation de la traduction médiée par les tRF, ce qui entraîne 

une augmentation de la synthèse des protéines. 
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Figure 29 : iCLIP-seq de l’ARN-Tyr (GTA) lié à Pus7 dans les cellules humaines. Une séquence génique indique la séquence 
génomique linéaire de l'ARN-Tyr-GTA-5-1 (axe des x, milieu) ainsi que le nombre de lectures iCLIP spécifiques de Pus7 par 
million (axe des y, bas). En haut, la séquence génomique met en évidence la position des motifs Pus7 Ψ-consensus (UGUAG) 
et de liaison (GTTCGA). Issu de [296]. 

 

  

Figure 30 : Structure chimique d’une base portant une modification 2’-O’méthylation. A) Représentation plane d’un nucléoside 
portant une 2’-O-me. B) Induction d’une conformation C3’-endo du sucre du nucléoside par la présence de la 2’-O-me.  Issu de  
[305]. 
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 La modification Ψ35, étant présente également chez la levure, elle a déjà été 

étudiée au laboratoire pour son rôle dans l’incorporation de l’ARNtTyr par translecture 

[306] . Des analyses par spectrométrie de masse ont permis de mettre en évidence que 

dans des conditions sauvages chez S. cerevisiae, l’ARNtTyr est l’ARNt suppresseur 

majoritaire des codons stop UAA et UAG, alors que la délétion du gène PUS7 provoque 

la chute de l’incorporation de l’ARNtTyr au niveau des deux codons stop. En revanche, 

un ribosome profiling n’a pas permis de retrouver des modulations de l’incorporation 

de l’ARNtTyr au niveau des codons sens tyrosine. Chez la levure Ψ35 ne semble donc pas 

jouer de rôle dans l’incorporation proche cognat de l’ARNtTyr au codon UAU alors 

qu’elle est importante pour l’incorporation au niveau des codons UAA et UAG. Ψ35 a 

également été étudié dans le modèle procaryote, pour l’ARNtTyr d’E. coli qui est très 

proche de l’humain avec un anticodon Q34Ψ35A36 et GalQ34Ψ35A36 respectivement [307]. 

Une délétion de la pseudouridine synthase responsable, rluF, a été réalisé et la capacité 

d’incorporation de l’ARNtTyr a été évalué au niveau des codons sens Tyrosine. Les 

résultats ont permis de mettre en évidence qu’en absence de rluF, une séquence de 10 

codons Tyrosine était suffisante pour diminuer la traduction par rapport à la souche 

WT. Il est connu que les modifications d’ARNt agissent comme un véritable réseau, 

avec des connections possibles entre elles. Une étude de la protéine Pus7 réalisée en 

cellules humaines a déjà mis en avant par iCLIP-seq que la protéine Pus7 se lie 

également à l’ARNtTyr humain, et que la délétion du gène PUS7 ne provoque pas de 

différences significatives dans la fréquence des différents isoaccepteurs d'ARNtTyr 

matures [296] (Figure 29). Une autre étude, toujours en cellules humaines, a démontré 

que l’absence d’expression de la protéine Pus7 engendrait l’absence de Ψ35 de l’ARNtTyr 

[308]. Il reste en revanche encore à déterminer si, chez l'Homme avec la présence de 

GalQ34, Ψ35 conserve son rôle dans l’incorporation de Tyrosine par translecture ou au 

niveau des codons sens.  

3. 2’-O-méthylation de l’ARNr humain 

 La 2’-O-méthylation (2’-O-me) a été décrite par de nombreuses études chez les 

deux ARN majoritaires de la cellule, l’ARNt et l’ARNr, avant d’être aussi retrouvée dans 

l’ARNm [309]. Alors que nous avons vu que son rôle dans la fidélité de l’incorporation 

des acides aminés a été récemment établi [258], nous allons revenir en détails sur cette 

modification dans le cadre de l’ARNr, et de l’intérêt thérapeutique de son étude dans 

le cadre de la cancérologie. 

A. 2’-O-méthylation de l’ARNr : structure, fonctions et formation 

 La 2’-O-méthylation (2’-O-me) consiste en l’ajout d’un groupe méthyle sur le 

groupement hydroxyle du second carbone du ribose du nucléotide, à partir du 

métabolite SAM (S-Adénosyl-Méthionine) (Figure 30). Elle est retrouvée sur les 3 ARNr 

dérivant du même précurseur, l’ARNr 47S, (i.e., 5.8S, 18S et 28S) [310].  
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Figure 31 : Structure du complexe snoRNP de la boîte C/D. Deux régions d'ARNr cibles sont représentées en gras et sont liées 
à des régions complémentaires du snoRNA guide à boite C/D. Les nucléosides méthylés se trouvent à 5 nucléotides en amont 
d'une boîte D ou D′ et sont indiqués (-CH3). Les boîtes C et C′ sont surlignées en rouge et les boîtes D et D′ sont surlignées en 
bleu. Les protéines associées sont indiquées en couleur. A partir de [311]. 
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 La présence de 2’-O-me crée une répulsion stérique intra-résidu entre le 3'-

phosphate et les groupes 2-carbonyle quand ils sont dans la conformation C2'-endo, 

favorisant ainsi la conformation C3' (Figure 30) [305]. Cette modification chimique peut 

affecter les ARN de multiples façons [312], en augmentant leur hydrophobie, en les 

protégeant des attaques des nucléases [313,314], en stabilisant les structures 

hélicoïdales, et en affectant leurs interactions avec les protéines ou d'autres ARN [315–

317]. D’un point de vue du ribosome, on retiendra notamment que la 2’-O-me 

augmente la stabilité thermodynamique des paires de bases ARN:ARN [318–321], peut 

perturber les structures tertiaires de l'ARN [322], et inhiber les interactions ARN-

protéine par des effets stériques [323,324] ou par un impact sur la liaison hydrogène 

[325,326]. 

 La 2′-O-me est catalysée par un complexe de méthylation appelé snoRNP, 

contenant quatre protéines différentes et un petit ARN nucléolaire non codant 

(snoRNA) (Figure 31) [310,327,328]. Bien qu’elle soit indépendante de la nature du 

nucléotide, l'ajout de 2′-O-me se produit à des sites spécifiques le long de l’ARNr. Un 

site de méthylation est spécifié par le snoRNA correspondant, qui sert de guide pour 

l’ensemble du complexe snoRNP. Ces snoRNA, appelés SNORD, présentent des motifs 

appelés boîtes C/D[327,329], qui interagissent directement avec l’ARNr par homologie 

de séquence.  Les interactions entre les SNORD et l’ARNr dépendent de la structure 

particulière du complexe de méthylation fourni par NOP58, NOP56 et NHP2L1 chez 

l'Homme. La méthyltransférase du complexe, la Fibrillarin (FBL), catalyse la 2’-O-me du 

cinquième nucléotide en aval de la boite D. Il existe des méthylations d’ARNr 

indépendantes de ce système, réalisées par des méthyltransférases individuelles 

spécifiques du site à méthyler [309]. Ces méthyltransférases site-spécifiques, ainsi que 

leurs sites 2′-O-me associés, sont conservés chez les bactéries, où quatre sites uniques 

de 2′-O-me ont été décrits [330]. On retrouve notamment 16S-Cm1402, 23S-Gm2251, 

23S-Cm2498, et 23S-Um2552, catalysées respectivement par RsmI (YraL), RlmB (YfjH), 

RlmM (YgdE), et RlmE (Ftsj) [309].  

 Les niveaux de modification de 2’-O-me à des sites distincts peuvent changer 

de façon dynamique en réponse à des voies de signalisation et représentent une source 

considérable d'hétérogénéité du ribosome dans les cellules humaines [192]. Il a été 

démontré que la suppression d’un seul site de méthylation important pouvait entraîner 

une modulation du niveau d’expression traductionnel de certains ARNm, avec ainsi 

l’émergence de ribosomes ayant une fonction spécialisée.  
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Figure 32 : Propriétés structurelles des sites de 2’-O-méthylation stables et variables de l'ARNr. (A) Parmi les 106 sites 2_O-
méthylés de l'ARNr chez les humains, 68 sont spécifiques aux humains (humains), 35 sont présents chez les eucaryotes 
(eucaryotes) et 3 sont conservés des bactéries aux humains (universels) (panneau de gauche). La proportion de sites stables 
et variables parmi ces trois groupes est représentée par des diagrammes circulaires (panneau de droite). (B et C) Cartographie 
des deux classes de sites 2’-O-me d'ARNr sur le ribosome humain (B) et au niveau du centre peptidyl transferase (C). Seules les 
positions d'ARNr 2’-O-me directement impliquées dans les domaines de fonction ou dans l'interaction avec les composants de 
la machinerie traductionnelle ont été annotées. (D-F) Environnement structurel des sites variables de 2’-O-me de l'ARNr 
significativement associés aux caractéristiques du cancer du sein. Rouge : sites stables ; bleu : sites variables ; cercles pointillés 
: sites d'intérêt ; DC : centre de décodage ; PTC : centre peptidyl-transférase ; PET : tunnel de sortie du peptide.  Issu de [331]. 
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 La protéine FBL est une protéine  essentielle, son knock-out ayant été associé à 

la létalité dans des modèles de levure, poisson zèbre et souris [332,333]. En effet, il a 

été démontré qu’elle est requise dans le développement précoce [334], et qu’elle est 

d’ailleurs fortement exprimée dans les cellules souches pluripotentes embryonnaires 

dans lesquelles elle module la différenciation [335]. En plus de son rôle de 2’-O-me 

transférase, FBL est connue pour participer au clivage des pré-ARNr [336], et à la 

régulation de l'activité de l'ARN Pol I sur les promoteurs des gènes ribosomiques en 

méthylant un résidu glutamine de l'histone H2A [337]. De récentes études montrent 

l’importance de la 2’-O-me transférase dans le bon fonctionnement cellulaire avec la 

mise en évidence d’une augmentation du niveau de FBL dans différents types de 

cancers [338,339], la surexpression étant accompagnée d’une diminution du taux de 

survie chez les patients concernés.  

B. Variabilité dans le cadre de cancers 

 Depuis quelques années, le taux de méthylation des ARNr est devenu un sujet 

d’études dans le domaine de la cancérologie. Les premières évidences de variation du 

taux de 2’-O-me ribosomique ont été trouvées par RTL-PCR (Reverse Transcription Low 

dNTPs–PCR) dans des cas de patients atteints de leucémie myéloïde aiguë (LMA), en 

fonction de l’oncogène associé [340]. Une augmentation de 2’-O-me a été retrouvée 

au niveau de deux sites de l’ARNr 18S chez 3 des 5 patients analysés atteints de LMA 

associée à ETO1, tandis qu’une baisse de 2’-O-me a été retrouvée au niveau de 4 sites 

de l’ARNr 28S chez 14 dans 16 patients analysés atteints de LMA associée à NPM1c+. 

Avec l’avancée de la technologie et notamment l’apparition du RiboMeth-Seq, de 

nouvelles études de plus grandes envergures ont permis de confirmer ces premières 

observations. Une étude a établi le profil de 2′-O-me pour 110 sites de l'ARNr de 17 

échantillons de patients atteints de lymphome diffus à grandes cellules-B et de trois 

donneurs sains [341]. Alors que certains échantillons de patients malades présentaient 

une augmentation significative du taux de méthylation pour 12 sites, la majorité des 

différences correspondait à une diminution de la 2′-O-me pour 65 sites. Une seconde 

étude la même année a été réalisée sur des tumeurs du cancer du sein chez plus de 

200 patientes (Figure 32) [331]. Elle a également permis de mettre en évidence des 

altérations spécifiques du taux de 2’-O-me, avec notamment une diminution 

significative pour le site Am576 de l’ARNr 18S dans une série de 10 tumeurs 

mammaires malignes par rapport à 8 tumeurs bénignes, première mise en lumière 

d’une variation de la méthylation en fonction du degré pathologique de l’échantillon. 

Cette étude souligne également que même si les sites de méthylation varient 

naturellement d’un patient à un autre, 40% des sites présentent une forte variation 

alors que 60% varient très faiblement.  
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De manière intéressante, les sites de 2′-O-me "stables" correspondent à des sites 

conservés tout au long de l'évolution et sont concentrés directement dans les 

principaux domaines fonctionnels du ribosome alors que les sites "variables" 

apparaissent au cours de l'évolution et se localisent à la fois dans la deuxième couche 

des nucléotides formant les domaines fonctionnels principaux du ribosome et à des 

positions d'interaction directe avec les protéines ribosomiques ou les facteurs de 

traduction centraux. Différentes hypothèses permettent d'expliquer ces variations du 

taux de 2’-O-me de l'ARNr. Premièrement, la diminution ou l’augmentation de 

l'expression de SNORD induirait une variation du taux de méthylation à certains sites 

spécifiques [340–343]. Deuxièmement, la conservation de certains sites spécifiques 

pourrait être la conséquence du caractère indispensable de ces sites de méthylation 

pour l’intégrité du ribosome, ce qui provoquerait la perte des ribosomes hypométhylés 

au niveau de ces sites. Une troisième hypothèse plus indirecte, est basée sur l’hyper-

prolifération des cellules cancéreuses : la synthèse de l'ARNr est hyperactivée dans les 

cellules cancéreuses [344,345], alors que l'expression des facteurs impliqués dans le 

dépôt de 2’-O-me est limitée, provoquant une diminution globale du taux de 

méthylation [341,346]. Une dernière hypothèse repose sur le taux d’expression de la 

méthyltransférase FBL. 

 Le lien entre FBL et le cancer a été renforcé par l’étude de Marcel et al. en 2013, 

qui met en évidence que la surexpression de FBL favorise la prolifération cellulaire et 

la résistance à la chimiothérapie des cellules de cancer du sein MCF-7 [338]. Ils ont 

notamment retrouvé que p53 réprime l'expression de FBL en se liant directement au 

gène FBL. Dans le cas du cancer du sein, la suppression de l'expression de p53 dans les 

cellules épithéliales mammaires s'accompagne alors d’une augmentation du taux de 

2’-O-me de l’ARNr. Ce phénotype s’accompagne d'une altération de la fidélité de la 

traduction et d'une augmentation de la traduction dépendante de l'IRES de gènes clés 

liés au cancer, tels que IGF-1R, C-MYC, VEGF-A et FGF1/2. Il a été également mis en 

avant que l’oncogène C-MYC favorise l’expression de FBL en se liant dans son 5’UTR 

[347–349].  Afin de mieux comprendre les altérations que subit le ribosome en fonction 

de l’expression de FBL, l’équipe de JJ. Diaz en 2017 publiait la première analyse globale 

comparative du profil de 2’-O-me dans des cellules humaines sous-exprimant la 

protéine FBL [350]. Ce travail a mis en évidence qu’une diminution de l’expression de 

FBL d’un facteur de 5 à 10, inhibe la maturation de l'ARNr 18S mais pas celui des ARNr 

5.8S et 28S, et n’a pas d’impact sur la stœchiométrie finale des protéines ribosomiques. 

Dans ces conditions la biogenèse des ribosomes est suffisante pour maintenir la 

production de ribosomes à ∼80% par rapport à la lignée témoin. Tout comme les 

analyses réalisées sur les tumeurs de patients, la diminution de la méthylation était très 

variable selon les sites, allant de 0,2 à 57%.  
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Les sites hypométhylés sont présents dans toute la structure du ribosome, y compris 

dans la région la plus conservée par rapport aux ribosomes bactériens (ce qui est 

contraire aux résultats issus des tissus tumoraux [331]), et au niveau de sites clés pour 

la traduction proches des sites A et P, des ponts inter-sous unités et du tunnel de sortie 

des peptides. En revanche, les sites les moins affectés par la sous expression de FBL 

sont présents au niveau du PTC et du centre de décodage de l'ARNr 18S.  

 L’hyper ou hypo-méthylation de l’ARNr semble être un facteur décisif dans le 

caractère tumoral des cellules humaines, induisant une modulation de la fidélité de la 

traduction. Alors que la composition en ARN et protéines du ribosome ne semble pas 

être affectée par le taux de méthylation de l’ARNr [350], la récente structure du 

ribosome humain à 2.5 Å implique la 2’-O-me dans la stabilisation locale et globale de 

la structure de l'ARNr [351]. La manière dont le niveau de méthylation du ribosome 

module la fidélité de la traduction reste encore toutefois à être élucidée.  
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IV. Projets et objectifs de thèse 
 Mes travaux de thèse ont porté sur deux projets centrés sur l’impact des 

modifications de l’ARN dans la fidélité de la traduction eucaryote. L’objectif est 

d’apporter une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans 

les évènements de recodage et de contribuer au développement et à l’amélioration 

des stratégies thérapeutiques dans le traitement des maladies à codon stop ou des 

cancers. 

 Mon premier projet consiste à étudier le rôle des modifications de la boucle 

anticodon des ARNt, lorsqu'ils sont utilisés en tant qu'ARNt proche cognat. Le modèle 

mécanistique le plus adapté pour cette étude est la translecture, qui ne met pas en 

compétition cette incorporation avec celle d’un ARNt cognat. Alors qu’une étude a déjà 

été réalisée par mon laboratoire chez la levure [306], la transposition au modèle humain 

a été compliquée par le manque d’informations sur les modifications concernées, le 

caractère essentiel de protéines impliquées dans ces modifications et les limites 

d’approches génétiques réalisables dans ce modèle. C’est pour ces raisons que le projet 

s’est focalisé sur les deux modifications de l’anticodon de l’ARNtTyr, l’ARNt suppresseur 

naturel le plus incorporé au niveau de UAA et UAG [229]. Ces deux modifications sont 

GalQ34, une modification absente de la levure et dépendante de la présence de queuine 

dans le milieu cellulaire, et Ψ35, une modification également présente chez la levure et 

publiée chez les eucaryotes pour être produite par l’enzyme Pus7 qui est non 

essentielle. Afin d’étudier le rôle de ces deux modifications dans les règles 

d’incorporation de l’ARNtTyr par translecture, j’ai mis au point les conditions de culture 

en concentration de queuine adaptées à mon étude, et j’ai réalisé un knock-out du 

gène PUS7 par le système CRISPR/Cas9. J’ai également réalisé un knock-out du gène 

PUS7L, dont la protéine Pus7L est publiée comme orthologue de Pus7 chez l’Homme, 

et pour qui aucune caractérisation fonctionnelle n’avait été réalisée. J’ai mis en 

évidence la présence/absence des modifications et des protéines concernées dans mes 

lignées par différentes méthodes avant de réaliser des études plus globales sur leur 

impact traductionnel global. Afin de mener à bien mon objectif j’ai réalisé une 

caractérisation quantitative et qualitative de la translecture en présence ou absence 

des modifications, par des mesures du taux de translecture ainsi que du niveau 

d’incorporation des différents acides aminés incorporés au niveau des codons stop 

UAA, UAG et UGA par spectrométrie de masse. Ces résultats permettent d’apporter 

une meilleure compréhension des mécanismes d’appariements codon-anticodon chez 

l’Homme, et représentent également une nouvelle avancée dans le traitement des 

patients atteints de maladies génétiques à codon stop prématuré. 
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 Le deuxième projet a été réalisé sous la co-direction de Karen Perronet (Optique 

et microtechnologies appliquées au vivant, Laboratoire Lumière, Matière et Interfaces). 

Ce projet concerne la mise au point d’un système de traduction in vitro permettant de 

suivre la traduction eucaryote en molécule unique. Comme je l'ai présenté 

précédemment, le taux de 2’-O-me affecte la traduction des ARN à initiation 

dépendante d’IRES sans moduler la composition en protéines/ARN du ribosome. Mon 

objectif a donc été de déterminer si la capacité de reconnaissance des IRES en fonction 

du taux de méthylation pouvait s’expliquer via une modulation de la cinétique du 

ribosome. Pour cela j’ai eu pour but d’adapter le système d’étude de la cinétique du 

ribosome in vitro mis au point par nos deux laboratoires [352], à l’analyse individuelle 

de ribosomes humains hypométhylés, afin d’obtenir des données de cinétique 

spécifiques en fonction du taux de méthylation du ribosome. Dans cet objectif, j’ai tenté 

de purifier des ribosomes fonctionnels issus de cellules Hela dans lesquelles FBL est 

sous-exprimée. En parallèle, j’ai analysé la cinétique de traduction d’ARNm dont 

l’initiation est dépendante de l’IRES EMCV, IRES qui n’avait pas été étudié avec notre 

système jusque-là. Ainsi, j’ai analysé la vitesse de traduction de ribosomes de lapin, et 

les premières étapes d’élongation de la traduction spécifique d’une initiation 

dépendante de l’IRES EMCV, que j’ai pu comparer aux données issues de l’analyse 

cinétique des initiation dépendantes des IRES HCV et CrPV obtenues avec le même 

système. Bien que je n’aie pu obtenir que des données préliminaires, il représente un 

véritable challenge dans la compréhension de l’impact des 2’-O-me de l’ARNr sur 

l’activité ribosomale. Il pourrait ainsi contribuer à mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans la dérégulation globale observée dans les cellules cancéreuses.   
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V. Résultats 
Le premier axe de mon projet de thèse porte sur l’impact des modifications de 

la boucle anticodon des ARNt humains sur la fidélité de la traduction. Dans ce chapitre, 

je débuterai par la présentation d’un article (non soumis) sur les résultats obtenus au 

cours de mon doctorat. Ensuite je reprendrai l’ensemble des données supplémentaires 

obtenues mais ne rentrant pas dans le cadre de l’article en cours d’écriture. 

1. Les modifications de la boucle anticodon des ARNt  

Résumé de l’article “Stop codon readthrough in human: natural suppressors and 

impact of tRNA anticodon loop modifications” 

La fidélité de la traduction est assurée par la reconnaissance des ARNt par des 

aminoacyl-ARNt synthétases spécifiques et par l'appariement spécifique des ARNt avec 

les codons correspondants. Elle est essentielle afin d’éviter l'incorporation erronée 

d'acides aminés et une terminaison prématurée. Cependant, 15 codons n'ont pas 

d'anticodon complémentaire dans le génome humain [42]. On parle alors de 

dégénérescence du code génétique, avec la tolérance d’un mésappariement entre la 

base 34 de l'ARNt et la position 3 du codon, conduisant à l'incorporation d'un acide 

aminé par un ARNt proche cognat. Il est acquis à présent que la discrimination par le 

ribosome entre les ARNt cognats, proches cognats et non-cognats n’est pas conférée 

uniquement par la stabilité du complexe codon-anticodon, et que le ribosome joue lui-

même un rôle actif dans l'incorporation des ARNt proches cognats. En effet, les 

appariements U-G en première ou deuxième position du codon sont tolérés car ils 

interagissent avec les bases A1492, A1493 et G530 de l’hélice 44 du ribosome comme 

des appariements canoniques Watson-Crick. De plus, l'hélice 44 ne vérifierait avec 

précision que l'appariement des bases 1 et 2 du codon lors de l'accommodation de 

l'ARNt, tolérant un mauvais appariement à la troisième position du codon tant qu’il n’y 

a pas d'encombrement stérique. Plus de 100 modifications d'ARN sont connues chez 

l'Homme, avec un taux moyen de 13 modifications par ARNt. Les modifications des 

ARNt peuvent avoir deux fonctions principales : (1) la stabilisation de l'ARNt; (2) le 

décodage de l'ARNm. Les modifications connues pour jouer un rôle actif dans la fidélité 

de la traduction sont principalement présentes au sein de la boucle de l'anticodon, en 

particulier en position 34, la position "wobble", et 37, située immédiatement 3′ de 

l'anticodon (positions 34-35-36). Ces modifications ont un impact direct sur le 

décodage des ARNm par les ARNt, en augmentant la spécificité de la reconnaissance 

codon-anticodon, ou inversement en favorisant l’incorporation d’ARNt proches 

cognats. Certaines de ces modifications ont été bien caractérisées chez les bactéries et 

différents eucaryotes comme S. cerevisiae ou D. melanogaster. Cependant, les données 

ne sont pas facilement transposables d'un organisme à l'autre car il existe des 

différences notables dans les stratégies de décodage d'organismes très éloignés dans 
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l'évolution. De nombreuses connaissances sont encore manquantes chez l'Homme en 

raison de la complexité de l'analyse dans ce modèle. Durant ma thèse j’ai utilisé la 

translecture des codons stop comme outil pour étudier l'impact de ces modifications 

sur la fidélité de la traduction sans entrer en compétition avec des ARNt cognats. J’ai 

commencé par caractériser de manière qualitative et quantitative la translecture du 

codon stop situé dans le gène OPRL1, que j’ai par la suite utilisée comme séquence 

modèle pour tester l’incorporation des ARNt sur les trois codons stop. Je me suis 

ensuite concentrée sur le tRNATyr, suppresseur naturel des codons UAA et UAG. Chez 

l'Homme, cet ARNt présente deux modifications au niveau de l’anticodon : GalQ34, une 

modification spécifique des animaux qui dépend de l'apport en queuine par le 

microbiote intestinal et l'alimentation, et qui n'a encore jamais été étudiée pour son 

rôle dans la reconnaissance des codons ; et Ψ35, une pseudouridine catalysée par 

l'enzyme non essentielle Pus7, et connue pour augmenter l'incorporation proche 

cognat de l’ARNtTyr S. cerevisiae. Ainsi, l’apport de queuine dans le milieu de culture de 

cellules humaines Expi293F a été contrôlé afin d’étudier le rôle de la modification 

GalQ34 et une lignée de cellules Expi293F avec knockout du gène PUS7 a été réalisée 

par CRISPR/Cas9 pour étudier le rôle de Ψ35. Dans un premier temps, les lignées 

cellulaires ont été caractérisées par différentes techniques, dont le Northern Blot acide, 

le séquençage global des ARNt, le profil des polysomes et le séquençage de ribosomes. 

Dans un second temps, j’ai étudié l'impact des deux modifications de l’anticodon de 

l’ARNtTyr sur le taux de translecture et le taux d’incorporation de la Tyrosine au niveau 

des codons stop UAA et UAG. Les résultats de cette étude ont notamment permis de 

mettre en évidence que la modification GalQ34 permet de maintenir la fidélité de la 

traduction en diminuant l’incorporation de l’ARNtTyr par translecture, alors que la 

modification Ψ35 est importante pour la reconnaissance de l’ARNt proche cognat. La 

double délétion des deux modifications a démontré un effet épistatique de la délétion 

de Ψ35 sur celle de GalQ34. Dans l'ensemble, ces résultats fournissent de nouvelles 

informations sur l'appariement codon-anticodon chez l'Homme, avec une meilleure 

compréhension des règles régissant le décodage. 
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Abstract 

The entry of a stop codon into the ribosomal A-site usually signals the end of 

translation and the release of the synthesized peptide. However, it is possible that a 

tRNA is incorporated at the stop codon, allowing the ribosome to continue translation 

in the same phase until the next stop codon. This is called stop codon readthrough. 

During this particular situation it is not a cognate tRNA that is incorporated at the stop 

codon, but a near-cognate tRNA making only 2 of 3 pairings with the codon. Stop 

codon readthrough may be favorized by either nucleotides surrounding the stop 

codon, drugs, or by RNAs modifications. While the identity of the tRNAs used during 

stop codon readthrough is now well known in the yeast S. cerevisiae, their identification 

in humans remains poorly studied. Moreover, there is only sparse evidence for the role 

of tRNA anticodon loop modifications on the incorporation efficiency of near-cognate 

tRNAs in human cells. In this study, using quantitative mass spectrometry we revealed 

that Cys, Trp, Arg and Ser are found at UGA, whereas Gln and Tyr are found at UAA and 

UAG codons. Then, we investigated the role of two modifications, galQ34 and Ψ35, found 

in the anticodon loop of the Tyrosine tRNA. Our findings revealed the importance of 

anticodon modifications in the incorporation of the Tyrosine tRNA by readthrough of 

UAA and UAG stop codons, enhancing our knowledges about the flexibility of the 

genetic code. 

Introduction 

Translation is the decoding of a mRNA by the ribosome which uses tRNAs to 

incorporate specific amino acids in front the corresponding codons. Thus, that is 

safeguarded by the recognition of tRNA by specific aminoacyl-tRNA synthetases and 

the codon-anticodon pairing by cognate tRNA. Translation fidelity is essential in all 

domains of life to prevent the misincorporation of amino acids and premature 

termination. However, 15 codons, translated into amino acids, do not have a 

complementary anticodon in human genome [42]. Thanks to the flexibility of the 

genetic code, a mismatch between base 34 of the tRNA and the position 3 of the codon 

can be tolerated and leads to the incorporation of an amino acid by a near-cognate 

tRNA. It was long thought that ribosome discrimination between cognate, near-

cognate and non-cognate tRNAs was conferred by the stability of the codon–

anticodon complex. However, numerous studies have proved that the ribosome plays 

itself an active role in the incorporation of near-cognate tRNAs by forcing mismatched 
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base pairs to adopt a Watson–Crick geometry [203]. Indeed, the proofreading activity 

of the ribosome allows U-G pairing at the first or second codon positions because they 

interact with bases A1492, A1493 and G530 of helix 44 as canonical Watson-Crick 

pairings. In addition, helix 44 would accurately check the pairing of codon bases 1 and 

2 during tRNA accommodation, tolerating a mismatch at the third position of the 

codon if it does not trigger steric hindrance.  

More than 100 modifications of RNAs are known in human cells, with an average 

rate of 13 modifications per tRNA. Modifications of tRNAs can serve two main 

functions: (1) stabilization of the tRNA and its overall L-shaped structure [353]; (2) 

mRNA decoding and fine-tuning of the translation process [306]. The modifications 

known to play an active role in translation fidelity are mainly present within the 

anticodon loop, in particular at positions 34, the “wobble” position, and 37, located 

immediately 3′ to the anticodon. These modifications have a direct impact on the 

decoding of mRNA by the tRNAs, either by increasing the specificity for codon-

anticodon recognition or by promoting the incorporation of near-cognate tRNAs. 

Some of these modifications have been well characterized in bacteria and in different 

eucaryotes such as S. cerevisiae or D. melanogaster [293,306]. However, data are not 

easily transposable from one organism to another because notable differences exist in 

the decoding strategies of distantly evolutionary related organisms and a lot of 

knowledges are still missing in human. Here, we used the readthrough of stop codons 

as a tool to study the impact of these modifications on translation fidelity without being 

hindered by cognate tRNAs. We selected the stop codon found in OPRL1 gene because 

this stop codon has been described to undergo a high level of natural readthrough in 

mammals. We first measured the basal readthrough efficiency of the three stop codons 

in the OPRL1 context using a dual reporter system. Then we used quantitative mass-

spectrometry to identify and quantify the proportion of each amino acids inserted at 

the stop codon location. Among the various amino acids found, we focused on the 

incorporation of tyrosine because there is only one possible tRNA that can incorporate 

tyrosine at both UAA and UAG, tRNATyr (GUA). In human, the anticodon loop of this 

tRNA carries two specific modifications: galQ34, a modification specific of animals that 

depends on the intake of queuine from gut microbiota and diet and Ψ35, a 

pseudouridine catalyzed by the non-essential Pus7 enzyme and found also in S. 

cerevisiae. Our results showed that while galQ34 prevents the incorporation of tRNATyr 

at stop codons, Ψ35 plays an essential role for stabilizing the tRNATyr at the stop codons. 

Altogether, our results highlight the specificity of the decoding process in the human 

cells and provide new information about codon–anticodon pairing in human cells, with 

a better understanding of the rules governing decoding. 
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Materials and Methods 

Cell Lines and media.  

All the cell lines used in this study were derived from the Expi293F cells (Gibco), which 

are human cells derived from HEK293 cultivated in suspension. This cell line is referred 

as the WT cell line. ∆PUS7 cell line has been obtained from WT cells using a 

CrisPR/CAS9 strategy from Origene KN403902 (GFP-P2A-Puro cassette). Cells were 

cultivated in a synthetic medium (Expi293™ Expression Medium, Thermofisher) in the 

absence of queuine (CAS 69565-92-0, Santa Cruz), or with its addition directly in the 

media with a final concentration of 200nM. Cells were transfected using ExpiFectamine 

(Thermofisher), and with the addition of enhancers 1 and 2 (Thermofisher) 18h post 

transfection.  

Knockout of PUS7 gene by CrisPR/CAS9 

WT cells were transfected with the GFP-P2A-Puro cassette and the RNA guide 1 from 

the kit KN403902 (Origene). Cells were grown for 2 weeks in the synthetic medium, 

before the selection of the cells expressing GFP by FACS cell sorter. Then, GFP positive 

cells were grown on plate to isolate clones with Puromycin at 10µg/ml in the medium. 

The expression of the protein Pus7 has been tested in each clone by western blot 

(Abcam ab226257 antibody) before DNA extraction and sequencing of the mutated 

region. Finally, the ∆PUS7 cell line selected for the study is a monoclonal population 

with alleles carrying either a deletion of 8 bases (+43 from the AUG) or an insertion of 

the cassette GFP-P2A-Puro, without any expression of the Pus7 protein.  

Plasmids 

Readthrough proteins were produced from pCDNA3.4-GST. This vector was 

constructed by adapting codon frequencies from the GST gene from pYX24-GST to 

human, and by the addition of a linker sequence of 171nt (H4) [354] at the AfeI 

immediately downstream the start codon. Stop codon readthrough was quantified with 

the dual LacZ/F-Luc reporter system from pAC18. This vector was constructed from 

pAC99 plasmid [355] by the addition of two F2A cleavage sequences in each side of 

the readthrough cassette. The three stop codons in the OPRL1 context (-6nt and +6nt) 

have been inserted either in the GST or the dual LacZ/F-Luc reporters, using the AfeI 

or MscI sites respectively. PUS7 rescue expression was done by transient expression of 

pCDNA3.4-PUS7. This vector was constructed by the insertion of PUS7 cDNA 

downstream the CMV promoter of pCDNA3.4 plasmid.  

 

Quantification of readthrough efficiency 

Quantification of readthrough efficiency has been done using the pAC18 reporter 

system. Luciferase and β-galactosidase activities were assayed 42 hours post 
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transfection, in the same cell extract as previously described [251]. Values are reported 

as box plots, with median values for five independent measurements. The significance 

of differences was evaluated using Man-Whitney nonparametric statistical test. 

Purification of readthrough proteins 

Expi293F cells were transfected by pCDNA3.4-GST to express a readthrough GST 

protein. Cells’ extract was done 42 hours post transfection and GST purified on a 1 ml 

GSTrap HP column (GE Healthcare) with an AKTA purifier 10 FPLC system as previously 

described [229]. The product of purification was then migrated on SDS-PAGE, allowing 

the isolation of S. japonicum GST from endogenous GST for mass spectrometry 

analyses.  

Mass Spectrometry 

Mass spectrometry analysis was performed on Coomassie-stained gel bands 

corresponding to the readthrough GST proteins [229]. Briefly, bands were subjected to 

in-gel LysC digestion as previously described and readthrough peptides were further 

identified and quantified by nanoLC–MSMS using a nanoElute liquid chromatography 

system (Bruker) coupled to a timsTOF Pro mass spectrometer (Bruker). Before MS 

analysis, peptides were cleaned up with ZipTip C18 (millipore), dried under vaccum and 

then resuspended in 0.1% n-octylglucopyranoside (Sigma–Aldrich) to prevent the loss 

of hydrophobic peptides. Additionally, synthetic heavy isotope labeled peptides 

(AQUA, Thermo) were spiked in the mixture of their endogenous counterparts to take 

the relative ionization efficiencies of peptides and matrix effects into account. Peptides 

were loaded with solvant A and separated on an Aurora analytical column (ION OPTIK, 

25 cm × 75 m, C18, 1.6 m) with a gradient of 0–35% of solvent B for 30 minutes. Solvent 

A was 0.1% formic acid and 2% acetonitrile in water and solvent B was acetonitrile with 

0.1% formic acid. MS and MS/MS spectra were recorded from m/z 100 to 1700 with a 

mobility scan range from 0.6 to 1.4 V s/cm2. MS /MS spectra were acquired with the 

PASEF (Parallel Accumulation Serial Fragmentation) ion mobility-based acquisition 

mode using a number of PASEF MS/MS scans set as 10. MS and MSMS raw data were 

processed and converted into mgf files with DataAnalysis software (Bruker). Peptide 

and protein identifications were performed using the MASCOT search engine (Matrix 

Science, London, UK) against a homemade database (the unknown amino acid at stop 

codon is represented by « X » in the readthrough GST sequence) (Figure S1). Database 

searches were performed using LysC cleavage specificity with two possible missed 

cleavages. Carbamidomethylation of cysteines was set as fixed modification and 

oxidation of methionines and tryptophan as variable modifications. Peptide and 

fragment tolerances were set at 10 ppm and 0.05 Da, respectively. Only ions with a 

score higher than the identity threshold and a false-positive discovery rate of less than 

1% (Mascot decoy option) were considered. The XIC-based relative quantification of 
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readthrough peptides was corrected by dividing the XIC peak areas of endogenous 

peptides by their heavy isotope labeled counterparts. 

tRNA-seq 

Total RNA extractions were done in triplicates for each condition. tRNA are extracted 

by gel purification from 5µg of total RNA by triplicate and sequenced by ArrayStar Inc. 

(USA). Bioinformatics analysis has been performed by ArrayStar Inc. by aligning tRNA 

reads onto high confidence tRNA sequences from GtRNAdb. Due the highly redundant 

nature of tRNA sequences, multiple alignments are allowed. Importantly among the 12 

sequences of tRNATyr, with a tRNAscanScore > 60, present in GtRNAdb, 5 tRNAs 

generated from different genomic loci have the same sequence. As they are 

indistinguishable they count for only 1 tRNA. This why we count only 8 different 

Tyrosine tRNA. All raw data will be deposited at GEO database. 

Ribo-seq 

Total RNA was extracted in triplicates for each condition from 6107 cells by triplicate, 

without addition of cycloheximide. Ribosome profiling has been done as previous 

described [356] and analyzed using RiboDoc package [357]. All sequencing data will be 

deposited at GEO database. Ribosome occupancy is calculated as previously described 

[306], with the following adjustments. The first nucleotide in the ribosome A site was 

defined as the +16 position relative to the 5′ end of the 30 nucleotides-long RPF. Based 

on hg38 genome annotation, only reads mapping to coding sequences (CDS) for which 

the nucleotide in the A site was in-frame with the CDS were collected. We then 

calculated codon coverage that was normalized by the database size. The P value was 

calculated using student test with α = 0.05. 

Polysome profile 

Polysome profile was performed as previously described [306]. Analyses were done in 

triplicates from 2.107 cells each. Cells were incubated with 100µg/ml of cycloheximide 

during 15mins before 5min of centrifugation at 300g, 4°C. Pellets were resuspended in 

500µl of buffer (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, K-acetate 50 mM, Mg-acetate 10 mM, DTT 1 

mM, RNasine 200 units/ml) and cells broken with needle before 5min of centrifugation 

at 800g, 4°C. OD260nm was measured with nano-spectrophotometer and 15 OD were 

ultracentrifugated through a gradient of sucrose 7- 47%, at 39000 rpm, 4°C during 

2h30. Fractions were analyzed with ISCO. 

Northern Blotting 

The presence of the galQ34 on the tRNATyr was assessed by Northern Blotting. The 

protocol was based on a previous article [358], with some adjustments. Firstly, the 

Running buffer used was 1× TBE, 0.1 M NaOAc/HOAc, pH 4.8. Secondly, the transfer of 

RNAs from the gel to the membrane has been done by transfer semi-dry with the 
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Trans-Blot SD sem-dry electrophoretic transfer cell (Biorad), using 3mA per cm2, for 45 

mins in 0.5X TBE. Then, RNAs were crosslinking to the membrane by UV-crosslinking 

two times at 254 nm, 120 mJ. Finally, a second hybridization (5S rRNA) was done as a 

control of the concentration of total RNA.  

Probes sequences (5’-biot): 

tRNATyr:  

TCCTTCGAGCCGGASTCGAACCAGCGACCTAAGGATCTACAGTCCTCCGCTCTACCARCTG

AGCTATCGAAGG 

5S rRNA: 

ACCAGGCCCGACCCTGCTTAGCTTCCGAGATCAGACGAGATCGGGCGCGTTCAGGGTGGT

ATGGCCGTAGAC 

Results 

Identification of natural suppressor tRNAs incorporated at the three stop codons 

in the OPRL1 context 

The first step of our study was to characterize the readthrough of the three stop 

codons in the OPRL1 context in the Expi293F cells. OPRL1 is a mammalian gene known 

to have a high rate of stop codon readthrough [236]. We began by measuring the rate 

of readthrough of UAA, UAG and UGA stop codons with the dual reporter system 

(Figure 33.A). We found an average of rate of readthrough of 0.17%, 0.53% and 7.30% 

for UAA, UAG and UGA respectively. Although lower than previously reported [236], 

these values confirm that OPRL1 stop codon undergoes a high level of stop codon 

readthrough. Then, we investigated the identity of natural tRNAs suppressors of each 

stop codon (Figure 33.B). After the purification of readthrough GST proteins, peptides 

obtained were analyzed by LC-MS/MS and systematically normalized with the 

corresponding synthetic peptide. We found that the same two amino acids, Glutamine 

and Tyrosine were inserted at the UAA and UAG codons although at different ratios. In 

parallel, we observed at UGA stop codon the insertion of four amino acids, Tryptophan, 

Cysteine, Arginine, and Serine, although at a very low level (0.3%). 

Interestingly, we observed that while Tyrosine is the main amino-acid 

incorporated at both UAA and UAG (54% and 92% respectively) in yeast [229], Tyrosine 

is significantly less incorporated at these codons in human (13% and 40% respectively). 

We reasoned that this could be due to of the modifications found in tRNATyr in human 

cells. Indeed, the human tRNATyr has two modifications, the Ψ35, shared with S. 

cerevisiae, and GalQ34 which is specific of animals. We decided to explore the role of 

these modifications (Figure 33.C).  
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Figure 33 : Readthrough of UAA, UAG and UGA stop codons in the OPRL1 context. (A) Readthrough efficiency of UAA, UAG 
and UGA stop codons in the OPRL1 context in the Expi293F human cell line. The lines in the center of the boxes indicate the 
median values; the box limits indicate the 25th and 75th percentiles; the whiskers extend to the minimum and maximum 
values (n=9). The y-axis scale is different between the left and the right plots to make the left one readable. (B) Relative 
frequencies of the amino acids incorporated at UAA, UAG and UGA stop codons in the OPRL1 context. Y/Y*: ratio between the 
peptide purified from human cells (Y) and the corresponding AQUA peptide (Y*). n=3 sample points (C) Anticodon 
modifications of human tRNATyr and their chemical representation. Purple circle: modification of the position 34. Red circle: 
modification of the central position of the anticodon, at position 35. The names of the enzymes responsible for the modification 
are indicated in red. GalQ : galactosyl queuosine .Ψ: pseudouridine. 

Queuine starvation affects suppressors tRNAs populations but does not impact 

polysomes 

 Queuine is the precursor of queuosine (Q) that is found in the anticodon of Tyr, 

Asp, His, and Asn tRNAs at position 34 where it replaces guanosine [283]. This Q is 

further modified by the addition of a mannose (ManQ) or a galactose (GalQ) in tRNA 

Asp and Tyr respectively [285,286]. Queuosine starvation is achieved by omitting 
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queuine in the culture medium whereas to ensure full tRNA modification with GalQ34 

queuine is added at a final concentration of 200nM. We checked the presence of GalQ34 

modification in these conditions. We performed an acid northern blotting that has been 

previously shown (ref) to discriminate between tRNATyr with and without GalQ34 

modification (Figure 34.A). As expected, tRNATyr does not migrate at the same position 

depending on the presence of the absence of queuine, whereas the 5S RNA migration 

is identical. The delay of migration observed under 200nM queuine condition confirms 

the presence of GalQ34 which is not present in the 0nM condition. The northern blot 

only shows a single band in each case, confirming the total modification of the tRNATyr 

by GalQ34 in presence of 200nM queuine. It is important to note that in such conditions 

an unmodified G34 and Q34 are indistinguishable.  

Queuine being an essential nutrient we wondered how its absence impacts the tRNA 

population. To answer this question, we performed a tRNA-seq to quantify iso-

decoders expression in presence or absence of queuine (Figure 34.B). The results show 

a high abundance of all the 8 tRNATyr(GUA) (in red), in absence of queuine. More 

surprisingly we noticed that abundance of all tRNAGln (in red) is also increased in 

presence of queuine, regardless the identity of the anticodon. Then we checked if these 

variation in tRNA abundance impact translation efficiency (Figure 34.C). To analyse 

translational status of the cells we performed a polysome profile to analyse the 

distribution of ribosomes and their subunits on mRNAs. The polysome profile does not 

show any difference in presence or absence of queuine, suggesting that queuine 

starvation has no or only a very limited effect on global translation, despite significative 

changes in tRNAs abundance.  
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Figure 34 : Global observations about Expi293F queuine starvation. (A) Acid Norther Blotting of total RNA extracted from 
Expi293F cells cultured without queuine or with 200nM queuine. RNAs of interest were revealed by HRP activity. Blue: 5S rRNA. 
Red: Tyrosine tRNA.  (B) Volcano plot of variations in tRNAs isodecoders pools between Expi293F cells cultured with 0 or 200nM 
queuine. The Volcano plot was performed from the differential expression calculated using DEseq2 using multimapped reads. 
All tRNA isodecoders of Tyrosine and Glutamine are represented by red and green dots respectively. The remaining Q-modified 
tRNAs are indicated in blue and mitochondrial tRNAs are indicated in orange with n=3 samples (C) Polysomes profiles obtained 
for Expi293F cultured with or without queuine. The table resumes the quantification of the various fractions of the polysome 
profiles obtained. n=2 samples.  

GalQ34 prevents UAA and UAG readthrough by tRNATyr 

We assessed the influence of GalQ34 modification on stop codon decoding by 

tRNATyr by comparing stop codon readthrough at UAA and UAG codons in the 

presence or absence of queuine. We used a dual reporter system β-

galactosidase/luciferase to analyze the effect of the absence of GalQ34 on the levels of 

UAA and UAG suppression (Figure 35.A). Stop codon readthrough efficiency increases 

2.6 fold for both stop codons in the absence of GalQ34, which is compatible with the 

increased abundance of both Tyr and Gln tRNAs previously observed. To determine 

whether the presence of GalQ34 impact the ratio between Glutamine and Tyrosine 

found at stop codons, we performed mass spectrometry on the GST generated by a 

readthrough event (Figure 35.B). We quantified the frequency of incorporation of 

Tyrosine and Glutamine at UAA and UAG stop codons in presence or absence of Q. The 

analysis revealed that Tyrosine incorporation is much more efficient in the absence of 

queuine at UAA and UAG with a fold change of 4.3 and 1.8 respectively compared to 

Glutamine, although both tRNA families are more abundant. These results indicate that 

the presence of GalQ34 on tRNATyr limits the incorporation of this tRNA at UAA and 

UAG stop codons. 

Interestingly the anticodon of the tRNATyr is also modified at position 35, where 

the U is replaced by a pseudouridine. Pseudouridines are well-known to increase RNA-

RNA interactions and stacking to stabilize near-cognate tRNA within the ribosome. It 
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was interesting to determine whether these results obtained in yeast, where tRNATyr 

lacks the GalQ34 modification, is also true in human cells. 

  

Figure 35 : Readthrough of UAA and UAG stop codons in Expi293F cells cultured with 200nM or no queuine. (A) Readthrough 
efficiency of UAA and UAG stop codons in Expi293F with or without queuine in the medium. The lines in the center of the boxes 
indicate the median values; the box limits indicate the 25th and 75th percentiles; the whiskers extend to the minimum and 
maximum values. n=11 sample points. p values were obtained by Wilcoxon Test : >0.05 (*) ; > 0.01 (**) ; > 0.001 (***). The y-
axis scale is different between the left and the right plots. (B) Relative frequencies of the readthrough amino acids incorporated 
at UAA and UAG stop codons in the WT cells cultured with 200nM or no queuine. Y/Y*: ratio between the peptide purified 
from human cells (Y) and the corresponding AQUA peptide (Y*). n=3 sample points. p values were obtained by Student Test : 
>0.05 (*) ; > 0.01 (**) ; > 0.001 (***). 
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Construction of a PUS7-knockout cell line  

In human cells Ψ35 is catalysed by PUS7 [296,308], to remove this modification, we 

employed CRISPR/Cas9 to generate a PUS7-Knockout EXPI293F cell line, denoted 

∆PUS7 (Figure S2). The selected clone is totally depleted of the enzyme Pus7p as 

observed by western-blot (Figure S2A). Moreover, sequencing of the PUS7 locus 

indicates an homogeneous 8nt depletion at the position of the guide RNA used during 

the CRISPR/Cas9 (Figure S2B), suggesting the clonal nature of the cells. As previously 

reported [296] the ∆PUS7 cells do not show any difference in cell proliferation. However 

it was reported that the absence of PUS7 can significantly alter the translation of many 

genes in stem cells [296]. So, we decided to analyze translational status of the ∆PUS7 

cell line to identify potential translational defects. 

Pus7 depletion has no impact on tRNAs populations but stimulates global 

translation 

We first assessed the impact of Pus7 deletion on tRNAs populations. A tRNA seq 

was performed with WT and ∆PUS7 cell lines and tRNA populations were compared. 

As observed in Figure S3.A very few tRNA abundance significantly change between 

both cell lines, and none of the tRNATyr isodecoders are affected (red dots) (Figure 

S3.A). Previous works reported that global translation is increased in absence of PUS7 

[296], so we decided to confirm this observation by performing a polysome profile 

(Figure S3.B). We indeed observed different profiles with an increase of the polysomes 

and a decrease of the 80S population in the ∆PUS7 cell line compared to the WT 

comparable to thus previously published [296].  

The presence of Ψ35 is important for the incorporation of tRNATyr at UAA and UAG 

by readthrough 

While Ψ35 is known to increase the ability of stop codon readthrough by tRNATyr 

in S. cerevisiae [306], we assessed its role in human in the presence of its neighboring 

modification, GalQ34. We first ask whether there is an interdependency between the 

modifications at positions 34 and 35 of Tyrosine tRNA. Indeed, it is well-known that 

some modification enzymes require prior modifications at other positions for efficient 

modification [359]. We checked that GalQ34 modification is still present in tRNATyr in 

∆PUS7 cells (Figure 36.A). The migration of RNAs clearly indicates that tRNATyr is still 

fully modified by GalQ34 in absence of Ψ35. We then quantified readthrough efficiency 

in ∆PUS7 cells to analyze the effect of the absence of Ψ35 (Figure 36.B). We observed a 

slight but significant increase of readthrough efficiency at both of stop codons in the 

∆PUS7 cell line compared to the WT. This effect disappears when Pus7 is expressed 

from a cDNA in the ∆PUS7 cells, indicating that the effect is due to the absence of Ψ35. 

Then, we used the GST-readthrough system to quantify the frequency of incorporation 

of Tyrosine and Glutamine at UAA and UAG stop codons in the ∆PUS7 cell line (Figure 
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36.C). The mass spectrometry analysis shows a decrease of the insertion of Tyrosine in 

the ∆PUS7 cells at both terminating codons. This effect is more pronounced for the 

UAG stop codon (40.5% to 14.7%) that has a higher natural rate of Tyrosine 

incorporation than the UAA codon. The level of Tyrosine incorporation is restored in 

the control cell line expressing PUS7 from a cDNA cloned into a plasmid. Our results 

indicates that Ψ35 plays an essential role to allow tRNATyr to decode UAA and UAG stop 

codons.  

 

Figure 36 : Impact of Pus7 deletion on the readthrough of UAA and UAG stop codons (A)Acid Norther Blotting of total RNA 
extracted from ∆PUS7 cells cultured without queuine or with 200nM queuine. RNAs of interest were revealed by HRP activity. 
Blue : 5S rRNA. Red : Tyrosine tRNA. (B) Readthrough efficiency of UAA and UAG stop codons in WT cells, ∆PUS7 cells or ∆PUS7 
cells transfected with the PUS7 cDNA, and cultured with 200nM queuine. The lines in the center of the boxes indicate the 
median values; the box limits indicate the 25th and 75th percentiles; the whiskers extend to the minimum and maximum 
values. n=5 sample points. p values were obtained by Wilcoxon Test : >0.05 (*) ; > 0.01 (**) ; > 0.001 (***). The y-axis scale is 
different between the left and the right plots. (C-D) Relative frequencies of the readthrough amino acids incorporated at UAA  
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and UAG stop codons. Y/Y*: ratio between the peptide purified from human cells (Y) and the corresponding AQUA peptide 
(Y*). n=3 sample points. p values were obtained by Student Test : >0.05 (*) ; > 0.01 (**) ; > 0.001 (***).  (C) Amino acids 
frequencies in WT cells, ∆PUS7 cells or ∆PUS7 cells transfected with the PUS7 cDNA, and cultured with 200nM queuine. (D) 
Amino acids frequencies in ∆PUS7 cells or ∆PUS7 cells transfected with the PUS7 cDNA, and cultured with 200nM or no 
queuine. 

The stabilizing role of Ψ35 is epistatic on GalQ34 within the tRNATyr 

Next, we tested the effect of the loss of GalQ34 and Ψ35 on the decoding of UAA 

and UAG by tRNATyr in the ∆PUS7 cell line cultured without queuine. We directly 

assessed the frequency of incorporation of Tyrosine and Glutamine at UAA and UAG 

stop codons by mass spectrometry with the GST reporter system (Figure 36.D). We 

observe no differences in Tyrosine incorporation in presence or in absence of queuine 

in ∆PUS7 cells for both stop codons. The expression of PUS7 from a cDNA plasmid 

restores the level of Tyrosine incorporation observed in the WT cells in absence of 

queuine (compare with Figure 3.B). These results demonstrate that when Ψ35 is absent, 

the modification status of the position 34 does not influence anymore the efficiency of 

tRNATyr incorporation. In other words, the effect of Ψ35 is epistatic on the effect of 

GalQ34 when tRNATyr is used as a near-cognate tRNA. 

Genome-wide translation in ∆PUS7 cells 

We observe a clear effect of the absence of Ψ35 into the ability of the tRNATyr to 

decode both UAA and UAG stop codons. We wondered if this effect was also true when 

tRNATyr is used as a cognate tRNA to decode Tyrosine codons. To answer this question, 

we performed a ribosome profiling experiment in ∆PUS7 cells to quantify in-vivo 

translation speed through the calculation of the genome-wide ribosome occupancy at 

each codon [360]. We first checked the periodicity of the signal to demonstrate that 

signals obtained correspond to actively translating ribosomes (Figure 37.A). We 

compared for both the WT and the ∆PUS7 cells the density of each codon within the 

A-site of the ribosome (see material and methods)(Figure 37). We observed that 

ribosomes slow down on Tyrosine codons UAU and UAC (log2FC 0.6 p_adj 1.9.10-6 and 

Log2FC 0.5 p_adj 2.6.10-5 respectively), in the ∆PUS7 cells (Figure 37. B). We also 

observed that the CGG codon, decoded by tRNAArg(CCG) which is known to be modified 

by Pus7 at the position 50 [308], showed a decrease of ribosome occupancy (Log2FC -

0.5 padj 2.10-4), suggesting an increase speed of translation of these codons in the 

∆PUS7 cells (Figure 37. C). These results clearly indicates that Ψ35 plays an important 

role in the decoding by tRNATyr whether it is used as a cognate or a near-cognate tRNA. 
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Figure 37 : Impact of Pus7 deletion on global translation observed by Ribo-seq analyses. (A) Metagene periodicities obtained 
for WT and ∆PUS7 cells cultured with 200nM queuine. Each graph shows the coverage of the CDS and UTR regions of the 
metagene for a specific read length (here 30 nucleotides), determined by representing all the reads starting at a specific 
relative position. Each of the three possible reading frames is represented in a different color (blue, green and red). (B-C) Codon 
bias in the ∆PUS7 cell line compared to the WT. (B) In-phase codons with a higher ribosome occupancy in the ∆PUS7 cells 
compared to the WT cells. (C) In-phase codons with a lower ribosome occupancy in the ∆PUS7 cells compared to the WT cells. 



 

 

100 | P a g e  

 

Discussion 

This work represents the first systematic analysis of the amino-acids 

incorporated by stop codon readthrough in human cells (Figure 38). To perform this 

analysis, we used the recoded OPRL1 stop codon that is submitted to a high level of 

readthrough in mammals [236]. Although we found a readthrough efficiency lower 

than previously reported, probably due to the use of different reporter systems, the 

level of readthrough observed is high enough to obtain correct amount of protein to 

perform the mass spectrometry analysis This favorable nucleotide context allowed us 

to unambiguously identify amino acids using the three stop codons. It is important to 

note that replacing the natural UGA codon by UAA or UAG has a profound effect on 

readthrough efficiency as already published (7.3%, 0.17% and 0.53% respectively)[236].  

Mass spectrometry analysis revealed that the same amino acids are inserted at 

the stop codon in human and in yeast, although at different ratio. However, we 

observed the incorporation of a serine at the UGA codon that was not observed in 

yeast. It is highly probable that both the nucleotide context around the stop codon and 

the nature of tRNA modifications play an important role in the selection of the near-

cognate tRNAs during stop codon readthrough. Serine can be delivered at the UGA 

codon by tRNASer(UGA). This tRNA would be incorporated with a central mismatch 

which could explain the low abundance of Serine found in our assay. It has been 

previously published that among the 19 tRNASer isodecoders only half have the ability 

to decode stop codon (once their anticodon has been changed) [361] suggesting that 

in absence of change in the anticodon the situation is probably worst. Alternatively, 

tRNASer(IGA) has the ability to recognize all Ser codons due to the presence of the 

inosine [362] and could be an efficient tRNA suppressor. Our study also highlights a 

change in the ratio of natural suppressors found in the Human compared to the yeast. 

For example, the Tyrosine was systematically the major natural suppressor of both UAA 

and UAG codons in the yeast whereas in human cells we found Glutamine as the major 

one. The presence of different tRNA modifications explain these observations. Indeed, 

the efficacity of the incorporation of Tyrosine by readthrough of UAA and UAG codon 

was similar between the human cells and yeast in the absence of the GalQ34 

modification (which is naturally absent in yeast).  
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Figure 38 : Prediction of anticodons substitution in front of stop codons based on the amino acid mis-incoporated in our study. 
The mismatching base is indicated in blue (wobble position), green (36th position) or red (central position) in the anticodon. 
Codon-anticodon pairings evaluated with more than one mismatch are not represented. The ratio of incorporation found by 
mass spectrometry in WT Expi293F are indicated in parentheses. Ψ: pseudouridine. Q : Galactosyl-queuosine. 

 Here we addressed the role of Ψ35 found in the anticodon of the tRNATyr for the 

accurate decoding of the tRNA. This modification is catalyzed in yeast and in human 

cells by the protein Pus7 [296,308]. Pus7 has been described to modify a large set of 

tRNAs and to be essential for the generation of tRFs during differentiation. Using two 

specific reporter systems we were able to identify the essential role played by Ψ35. 

Actually, this modification is essential to allow the tRNA to establish sufficiently stable 

interactions with the codon to allow the incorporation of the tRNA into the ribosome. 

When the tRNATyr is not efficiently incorporated we observed that it is replaced by the 

tRNAGln. As we observed a slight increase in stop codon readthrough efficiency in this 

situation, we propose that tRNAGln is kinetically more efficient to be accommodated by 

the ribosome than the tRNATyr. Due to the importance of Ψ35 for the incorporation of 

the tRNATyr at stop codons, we asked if it was also the case for Tyrosine codons. To 

answer this question we used ribosome profiling, with high-quality phasing we were 

able to calculate the ribosome A-site occupancy. This revealed that both Tyrosine 

codons (UAU and UAC) are overrepresented in ribosome A-site, indicating that 

ribosomes struggle to decode these two codons. We also observe an 

underrepresentation of the Arg codon within the ribosomal A-site, indicating that this 

codon is read faster in absence of Pus7. The tRNAArg does not carry a pseudouridine 
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within the anticodon loop. However, it is a substrate of Pus7 at the U50 position [308], 

which could impact the ability of the tRNA to decode the CCG codon.  

Our study is also the first one to investigate the role of GalQ34 modification on 

translation fidelity. We observed that GalQ34 modification decreases the incorporation 

of tRNATyr at UAA and UAG codons. The simplest explanation is that the presence of 

GalQ34 destabilizes the codon/anticodon pairing when the tRNATyr is used as a near 

cognate tRNA (i.e in presence of the stop codon). This observation is interesting 

because the queuosine modification alone (without galactosyl) is known to be more 

permissive for wobble mismatches in the drosophila [294]. So the addition of galactose 

has an important effect on the behavior of the tRNATyr and its decoding capacities. We 

next addressed the question of the decoding of sense codons UAU and UAC by tRNATyr 

(GUA). First, we did not notice any growth defect in absence of queuine, indicating that 

Tyrosine codons are decoded whatever is the modification status of the G34. However, 

there is another tRNATyr predicted in human genome, with the anticodon AUA 

(http://gtrnadb.ucsc.edu/). Although this tRNA could be considered as a UAA and UAG 

natural suppressor with an A1:A3 or A1:G3 wobble mismatch respectively, we recently 

demonstrated that this tRNA has no suppression activity [363]. Interestingly, this tRNA 

is only detected by tRNA-seq (uniquely mapped reads) in the WT cell line when queuine 

is present in the medium although it does not carry any queuosine modification. We 

could hypothesize that tRNATyr(AUA) is expressed in the presence of queuine to 

compensate for the reduced efficiency of   the galacosylated tRNATyr(GUA) to act as 

near-cognate tRNA on Tyrosine UAU codons. More studies are needed to better 

understand the role of GalQ34 modification on tRNATyr. Moreover, the increase of stop 

codon readthrough in the absence of queuine could give opportunities of readthrough 

therapy for patients with nonsense mutation, with an adjustment of queuine import in 

their diet. 

Supplementary Data are available on page 183. 

  

http://gtrnadb.ucsc.edu/
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2. Résultats supplémentaires sur les modifications de la boucle 

anticodon des ARNt 

Le projet portant sur les modifications de la boucle anticodon des ARNt a 

nécessité un certain nombre de mise au point tout au long de mon doctorat. Pour 

commencer, j’ai dû mettre au point un système rapporteur de l’incorporation des 

acides aminés en lignées humaines. Concernant la modification GalQ34, il était 

nécessaire de déterminer la concentration optimale de queuine avec laquelle travailler 

afin d’étudier l’impact sur la translecture. Ensuite, j’ai dû obtenir une lignée cellulaire 

n’exprimant plus la protéine Pus7 dans le but d’étudier l’impact de la Ψ35. Il est apparu 

nécessaire également d’étudier l’impact de la délétion du gène PUS7L codant la protéine 

Pus7L, considérée comme paralogue de la protéine Pus7, absente de la levure et 

n’ayant pas été caractérisée pour sa potentielle redondance avec Pus7.  

A. Mise au point de l’analyse des acides aminés incorporés par translecture 

a. La GST 

L’analyse quantitative de l’incorporation des acides aminés par translecture par 

spectrométrie de masse a tout d’abord nécessité la mise au point d’un système 

rapporteur adapté aux cellules humaines. Un système rapporteur exprimant la protéine 

Glutathion S-transferase (GST), issue de l’organisme S. japonicum, dont la traduction 

complète dépend de la translecture d’un codon stop prématuré en début de séquence 

était déjà présent au sein du laboratoire, mais avait été mis au point pour une 

expression chez la levure.  

Ainsi, la séquence du gène codant la GST a été adaptée à l’Homme en modulant la 

fréquence des différents codons, et a été clonée dans le plasmide pCDNA3.4 sous le 

contrôle du promoteur CMV (Error! Reference source not found..A). Le site de 

restriction AfeI était le site d’insertion des séquences de translecture à étudier. Afin de 

déterminer la nature des acides aminés incorporé, j’ai débuté l’expression de la GST 

avec différentes séquences de translecture en cellules humaines Expi293F, des dérivées 

non adhérentes des cellules HEK293, avant de la purifier sur colonne de glutathion 

(Error! Reference source not found..B). Après purification, la fraction contenant la 

GST est déposée sur un gel d'acrylamide. La révélation des protéines avec le bleu de 

Coomassie met en évidence deux bandes distinctes, alors que la révélation par 

anticorps spécifique de la GST en Western Blot permet de confirmer la présence 

spécifique de la protéine d’intérêt dans la bande supérieure.  Les protéines ont ensuite 

été analysées par spectrométrie de masse par David Cornu. L’analyse quantitative du 

taux d’incorporation des différents acides aminés a alors été compromise par une 

dégradation protéolytique de l'extrémité N-terminale de la protéine. Ceci rend 

impossible la quantification des différents peptides. Il a donc été nécessaire de changer 
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de système rapporteur, puisque malgré toutes nos tentatives nous n'avons pas réussi 

à limiter cette dégradation.  

 

Figure 39 : Mise au point du système triple rapporteur de la translecture en cellules humaines. (A) Carte plasmidique du 
système triple rapporteur. Les flèches mScarlet, mNeonGFP et Nluc représentent respectivement les gènes codants pour les 
protéines Scarlet, Néon et NanoLuc. PuroR : gène de résistance à la Puromycine. AmpR : gène de résistance à l’Ampicilline. (B) 
Répartition des cellules humaines Hela en fonction de leur fluorescence en cytométrie de flux. FSC : taille des cellules 
déterminée par la mesure de la lumière diffractée par les cellules en face du rayon laser. Les canaux FL1 et FL2 représentent 
la mesure de l’émission fluorescente par les cellules respectivement à 536 et 590nm après excitation à 488nm. (C) 
Chromatogramme de la purification des trois protéines Scarlet, Néon et NanoLuc par fixation du Strep-Tag en colonne Strep-
Tactin. La courbe bleue représente la mesure de l’absorbance à 280nm (protéines) et la courbe rouge celle à 254nm (acides 
nucléiques). L’encadré vert représente la fenêtre d’élution. 
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Nous avons décidé de construire un système triple rapporteur. 

b. Le système triple rapporteur 

Le but de mon projet étant d’étudier l’impact de différentes modifications de la 

boucle anticodon des ARNt, nous avons pensé à un plasmide unique permettant de 

purifier en une seule étape trois protéines issues d’un évènement de translecture des 

trois codons stop respectifs, dans un contexte nucléotidique identique (Figure 39.A).  

Le choix du contexte nucléotidique s’était porté sur la séquence R213X issue d’une 

mutation du gène p53 chez des patients atteints de cancer, qui présente un des taux 

de translecture le plus élevé de l’ensemble des mutations à codon stop prématuré 

[364]. Les trois protéines issues des évènements de translecture ont donc été choisies 

en fonction de la possibilité de détecter leur expression par simple mesure de leur 

activité. Les gènes rapporteurs choisis ont été ceux codants les protéines Scarlet 

(longueur d’onde d’excitation à 569nm et émission à 594nm), Néon (longueur d’onde 

d’excitation à 506nm et émission 517nm), et NanoLuc (luciférase), interrompus 

respectivement par les codons stop UAA, UGA et UAG. Les trois gènes étaient sous le 

contrôle du même promoteur et ainsi traduits à partir du même ARNm. La traduction 

des deux dernières protéines Néon et NanoLuc est réalisée grâce à l’IRES EMCV. Les 

trois protéines possèdent un tag de purification Strep-Tag II afin de les purifier 

ensemble sur une colonne Strep-Tactin.  

Une fois le plasmide construit, j'ai testé l’expression des différentes protéines par 

transfection transitoire en cellules humaines Hela. Mes premières mesures mettent en 

évidence une luminosité relative moyenne plus de 3000 fois supérieure dans la 

population transfectée. L’activité des protéines Scarlet et Néon a été mesurée en 

cytométrie de flux avec des cellules Hela transfectées ou non avec le triple rapporteur 

(Figure 39.B). Le canal FL1, correspondant à la détection de GFP, permet de mettre en 

évidence les cellules avec de la protéine Néon active et le canal FL2, correspondant à 

la détection de RFP, permet de détecter les cellules exprimant une protéine Scarlet 

active. L’interprétation des résultats a été limitée par le fait que la longueur d’onde 

d’excitation était la même dans les deux canaux et que les longueurs d’ondes 

d’émissions étaient très proches entre les deux protéines. Il n’a donc pas été possible 

d'être certains que le cytomètre distinguait les deux activités protéiques. En revanche, 

la proportion de cellules exprimant une protéine Néon ou Scarlet active étant d’environ 

10% au sein de l’ensemble des populations transfectées, j’ai considéré ce taux comme 

l’efficacité de transfection des cellules Hela avec le triple rapporteur. L’efficacité de 

transfection étant très basse en cellules Hela, j’ai décidé d’utiliser un autre modèle 

cellulaire, les cellules humaines Expi293F.  
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Figure 40 : Le système rapporteur GST avec extension N-terminale. (A) Carte plasmidique du système rapporteur GST avec 
extension N-terminale. (H4)2 linker : extension N-terminale. AfeI : site de clonage des séquences de translecture. (B) 
Chromatogramme de la purification de la GST par fixation sur le glutathion. La courbe bleue représente la mesure de 
l’absorbance à 280nm (protéines) et la courbe rouge celle à 254nm (acides nucléiques). (C) Migration sur gel acrylamide de la 
protéine GST avec extension N-terminale. OPRL1 et S1196X : GST avec insertion de séquences de translecture au niveau du 
site AfeI. PM : échelle de poids moléculaires. Gauche : révélation au bleu de Coomassie. Encadré rouge : bande spécifique de 
la GST issue d’un évènement de translecture d’OPRL1. Droite : Western Blot avec anticorps dirigé contre la GST.  
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Les Expi293F sont issues de la lignée des cellules HEK293 et sont non adhérentes, 

permettant d’exprimer une grande quantité de protéines dans de petits volumes de 

culture ce qui était idéal pour l’expression de protéines issues d’évènements de 

translecture.  

Afin de réaliser les premiers mesures de l’incorporation des acides aminés par 

translecture des trois codons stop, j’ai transfecté le plasmide triple rapporteur dans les 

cellules Expi293F. J’ai ensuite purifié les protéines sur une colonne Strep-Tactin (Figure 

39.C) avant de les faire analyser par spectrométrie de masse par David Cornu. L’analyse 

par spectrométrie de masse met en évidence l’incorporation des acides aminés 

Tyrosine et Glutamine au niveau du codon UAA (Scarlet), des acides aminés Cystéine, 

Tryptophane et Arginine au niveau du codon UGA (Néon), mais aucun peptide issu de 

la NanoLuc n'ait malheureusement détecté.  

c. La GST avec extension N-terminale 

 En parallèle de la mise au point du système triple rapporteur, le système rapporteur 

avec la protéine GST a été finalisé par Sabrina Karri, une autre doctorante de l’équipe. 

Ne pouvant pas mesurer efficacement l’incorporation des acides aminés au niveau des 

trois codons stop avec le système triple rapporteur, j’ai ainsi eu la possibilité d’utiliser 

le système rapporteur GST (Figure 40.A). Il s’agit de la séquence hélicoïdale (H4)2 linker, 

publiée pour favoriser la stabilité des protéines de fusion [354].  La séquence de 

translecture R213X ayant un taux de translecture très bas, nous avons décidé d’étudier 

la translecture des trois codons stop dans un nouveau contexte de translecture nommé 

OPRL1. J’ai cloné les trois codons stop dans le contexte OPRL1 au niveau du site AfeI 

de la GST avec l’extension N-terminale. J’ai purifié les différentes protéines GST sur 

colonnes glutathion (Figure 40.B) avant de les analyser sur gel d'acrylamide (Figure 

40.C). Le western blot présenté en Figure 40.C est un parfait exemple de l’avantage 

d’utiliser un contexte efficace comme OPRL1 contrairement à un contexte avec une 

efficacité plus faible (S1196X). Dans cet exemple, les deux contextes de translecture 

comportent un codon stop UGA et les protéines ont été purifiées à partir des mêmes 

conditions de cultures. La révélation de la GST par western-blot montre une quantité 

de protéine supérieure avec le contexte OPRL1 par rapport au contexte S1196X.  

    À la suite de la mise au point de ce nouveau système rapporteur, j’ai eu 

l’opportunité d’être formée par David Cornu à l’analyse des séquences peptidiques par 

spectrométrie de masse. J’ai ainsi pu effectuer l’ensemble des étapes nécessaires à 

l’analyse quantitative de l’incorporation des acides aminés par translecture pour mon 

projet, de l’expression en cellules humaines à l’analyse par spectrométrie de masse 

dont les résultats ont été présenté précédemment dans l’article de résultats ci-dessus.  



 

 

108 | P a g e  

 

 

Figure 41 : Efficacité de translecture des codons stop UAA et UAG dans le contexte R213X en fonction de la concentration en 
queuine dans le milieu de culture des cellules Expi293F. Les mesures ont été effectuées avec le système double rapporteur β-
Galactosidase / Luciférase. n=5 

 

 

Figure 42 : Obtention de la lignée cellulaire Expi293F ∆PUS7. (A) Principe du knockout du gène PUS7 par le kit KN2.0 non-
homology-mediated CRISPR. Puro : gène de résistance à la Puromycine. P2A : séquence de clivage peptidique. (B) Sélection 
des cellules exprimant la GFP par cytométrie de flux trieuse. Gauche : Population cellulaires en fonction de leur taille (FSC) et 
de la granulométrie (SSC). Droite : Sous-groupe cellulaires issues de la population 2 en fonction de leur fluorescence. Encadré 
rouge : sélection des cellules exprimant la GFP. (C-D) Révélation par Western Blot des protéines Pus7 et actine. PM : échelle 
de poids moléculaires. (C) WT : extrait protéique de cellules WT. 1 – 13 : extrait protéique issu d’un clone cellulaire sélectionné 
pour sa résistance à la Puromycine et l’expression de la GFP. (D) ADNc PUS7 : extraits protéiques de cellules Expi293F∆PUS7 
dans lesquelles l’ADNc de PUS7 a été transfecté depuis 4 (J.4) ou 6 (J.6) jours.  
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B. Impact des concentrations en queuine dans le milieu de culture sur la 

translecture 

La modification GalQ34 de l’ARNtTyr est dépendante de la présence de queuine 

dans le milieu. La concentration de queuine dans le sérum humain est estimée à 1-

10nM [365]. Cependant, selon les articles, les expérimentations sont réalisées en 

présence de queuine allant de 10 à 1000nM dans le milieu de culture pour des cellules 

humaines. Mon objectif était de mesurer le niveau d’incorporation des acides aminés 

par translecture en présence ou en absence de queuine. J’ai mesuré l’efficacité de 

translecture des codons UAA et UAG en fonction de la concentration en queuine dans 

le milieu de culture des cellules Expi293F (Figure 41). Ces cellules sont usuellement 

cultivées dans un milieu synthétique ne comportant pas de queuine, ce qui m’a permis 

de contrôler précisément l’apport de queuine aux cellules. Les résultats montrent que 

l’efficacité de translecture diminue inversement à la concentration en queuine dans le 

milieu de culture, en arrivant à un pallier à 200nM de queuine pour les deux codons 

stop. Ainsi, les deux conditions retenues pour la poursuite de l’étude ont été 0nM et 

200nM de queuine, afin de pouvoir comparer efficacement l’impact de la présence ou 

absence de GalQ34. 

C. Obtention de la lignée ∆PUS7 

 La protéine Pus7 est la pseudouridine synthase responsable de la modification 

Ψ35 de l’ARNtTyr. Pus7 n’étant pas essentielle à la survie cellulaire, j’ai réalisé un 

knockout de son gène PUS7 avec le kit KN2.0 non-homology-mediated CRISPR 

(OriGene). Le principe de ce kit est d’insérer une cassette en début du gène PUS7 grâce 

au système CRISPR/Cas9 et son ARN guide (Figure 42.A). La cassette insérée contient 

le gène codant la GFP et le gène de résistance à la Puromycine pour la sélection de la 

lignée cellulaire. J’ai transfecté ce système en cellules Expi293F WT avant de les trier en 

fonction de l’expression de la GFP en cytométrie de flux (Figure 42.B). Les cellules 

Expi293F non adhérentes ne peuvent pas être cultivées à une faible densité cellulaire, 

j'ai donc mis au point les conditions de culture pour les rendre adhérentes. Ainsi, j’ai 

mis les cellules Expi293F triées pour l’expression de la GFP en culture adhérente en 

présence de Puromycine (10µg/ml). Cette dernière sélection m’a permis d’obtenir 13 

clones pour lesquels j’ai mesuré l’expression de la protéine Pus7 par Western Blot 

(Figure 42.C). J’ai réalisé le Western Blot en présence d’anticorps spécifiques des 

protéines Pus7 ou actine (témoin positif). La protéine Pus7 n'est pas retrouvée dans 

certains clones, notamment le 4 qui présente la plus grande différence d’intensité entre 

les bandes spécifiques de Pus7 et de l’actine. J’ai donc sélectionné le clone 4 et réalisé 

un séquençage génomique du gène PUS7. Ce séquençage a démontré que le clone 4 

était une population monoclonale, avec des copies du gène PUS7 avec une insertion 

de la cassette ou une délétion de 8 bases au niveau de la séquence de l’ARN guide.  
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Figure 43 : Représentation des réseaux génétiques/protéiques mis en évidence avec les protéines hyper-exprimées en cellules   
∆PUS7 par rapport aux WT. Les protéines considérées sont celles présentant un Log2Foldchange > 1,5 d’après l’analyse du 
ribo-seq. Ne sont pas présentées les protéines sans interaction connues, prédites ou autres avec une autre protéine du réseau. 
Les traits représentent les associations protéine-protéine. Compté parmi le réseau : le premier nombre indique combien de 
protéines du réseau sont annotées avec un terme particulier et le second nombre indique combien de protéines ont ce terme 
assigné dans la base de données (indiquée entre parenthèses). Force : Log10(observé/attendu). Significativité : pvalue 
corrigées pour les tests multiples dans chaque catégorie en utilisant la procédure de Benjamini-Hochberg. Données générées 
avec le logiciel STRING 
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J’ai choisi ce clone pour mener l’ensemble de l’étude sur l’impact de la modification 

Ψ35 sur l’incorporation de l’ARNtTyr par translecture. Pour la suite des expérimentations, 

j’ai remis en culture non adhérente la population Expi293F ∆PUS7, après détachement 

des cellules par traitement à la trypsine et mise en culture en erlen dans du milieu 

synthétique. 

 L’étude de l’impact du knockout de PUS7 a ensuite nécessité la mise au point 

du sauvetage de l’expression du gène PUS7. Pour cela, j’ai cloné le gène PUS7 sans 

intron (ADNc) dans le plasmide pCDNA3.4 sous le contrôle du promoteur CMV. J’ai 

transfecté l’ ADNcPUS7 dans les cellules Expi293F ∆PUS7 et contrôlé l’expression de la 

protéine Pus7 par Western Blot sur différents intervalles (Figure 42.D) : J.0 : jour de 

transfection de l’ADNcPUS7 ; J.4 : 4ème jour post-transfection et jour de transfection du 

système rapporteur d’intérêt ; J.6 : 6ème jour post-transfection de l’ADNcPUS7 et jour 

de mesure/purification du système rapporteur d’intérêt. Alors que la protéine actine 

est présente dans l’ensemble des extraits cellulaires testés, la protéine Pus7 n’est pas 

présente à J.0, puis est présente à J.4 et J.6.   

D. Analyse fonctionnelle des gènes différentiellement exprimés en lignée 

∆PUS7 

 Après l’obtention de la lignée ∆PUS7, j’ai réalisé un ribo-seq comparatif entre 

cette lignée et la WT. Un duplicat de la lignée ∆PUS7 et un triplicat de la lignée WT ont 

été réalisé, avec l’obtention d’une profondeur de séquençage, une reproductibilité et 

un phasage adéquates à l’analyse poussée des données. Comme présenté dans l’article 

ci-dessus, j’ai obtenu une expression différentielle de 190 gènes, dont 63 sont hyper-

exprimés (log(FC >1,5) et 127 sous-exprimés (<-1,5). En absence de RNA-seq il n’était 

pas possible de conclure sur le niveau de régulation transcriptionnel ou traductionnel 

de ces gènes. En revanche, j’ai effectué une analyse fonctionnelle des protéines codées 

par ces gènes afin de comprendre le lien entre leur régulation et la protéine Pus7. Pour 

cela, j’ai utilisé le logiciel STRING (https://string-db.org). J’y ai renseigné le nom des 

protéines codées par les gènes hyper ou sous exprimés avant de demander une analyse 

des réseaux protéiques en fonction de différentes bases de données disponible dans 

le logiciel.  

 L’analyse des protéines codées par des gènes présentant un Log(FC) > 1,5 a 

permis de mettre en évidence que les protéines codées par des gènes hyper-exprimés 

en condition ∆PUS7 par rapport aux WT formaient un réseau très dense avec une 

émergence de protéines régulatrices du ribosome (Figure 43). Le logiciel STRING a 

permis de mettre en avant d’autres clusters protéiques qui concernent en grande partie 

des protéines de liaison à l’ARN.  

https://string-db.org/
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Figure 44 : Représentation des réseaux génétiques/protéiques mis en évidence avec les protéines sous-exprimées en cellules   
∆PUS7 par rapport aux WT. Les protéines considérées sont celles présentant un Log2Foldchange < -1,5 d’après l’analyse du 
ribo-seq. Les traits représentent les associations protéine-protéine. Compté parmi le réseau : le premier nombre indique 
combien de protéines du réseau sont annotées avec un terme particulier et le second nombre indique combien de protéines 
ont ce terme assigné dans la base de données (indiquée entre parenthèses). Force : Log10(observé/attendu). Significativité : 
pvalue corrigées pour les tests multiples dans chaque catégorie en utilisant la procédure de Benjamini-Hochberg. Données 
générées avec le logiciel STRING 
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Sachant que la pseudouridine Pus7 n’est pas spécifique des ARNt [296], et que la 

modification Ψ est associée à la structure de l’ARN et aux interactions protéine-ARN 

[300–302], nous pouvons supposer que ces protéines codées par des gènes hyper-

exprimés en absence de la protéine Pus7 ont perdu leur motif de liaison à l’ARN. En 

effet, la perte de la protéine Pus7 provoquerait une baisse du taux de sites Ψ des ARN 

cellulaires, ce qui pourrait altérer la conformation des sites de reconnaissance de 

protéines se liant à l’ARN. La diminution de la liaison de ces protéines à l’ARN 

provoquerait alors une diminution de leur activité et en réponse leur expression serait 

augmentée. Finalement, l’augmentation du nombre de polysomes en lignée ∆PUS7 est 

sûrement le résultat d’un double phénomène entre l’augmentation de l’expression de 

certaines protéines régulatrices du ribosomes et la modulation de l’initiation de la 

traduction par le biais des dérivés d’ARNt tRF [296]. 

 L’analyse des protéines codées par des gènes présentant un Log(FC) < -1,5 a 

permis de mettre en évidence que les protéines codées par des gènes sous-exprimés 

en condition ∆PUS7 par rapport aux WT ne formaient aucun réseau fonctionnel évident 

à partir des bases de données présentes dans STRING (Figure 44). En revanche, la base 

de données COMPARTMENTS a permis de mettre en avant deux clusters hyper-

représentés parmi les 127 protéines codées par des gènes sous exprimés, avec des 

localisations cellulaires au niveau de la membrane plasmique ou alors du milieu 

extracellulaire. Ces données permettent de formuler deux hypothèses principales : 

- L’adressage des protéines à la membrane ou au milieu extracellulaire est facilité 

en absence de la protéine Pus7, augmentant artificiellement l’activité de ces 

protéines et provoquant une baisse globale de l’expression de leur gène. Cette 

hypothèse est envisageable mais ne présente malheureusement aucune piste 

moléculaire dans la littérature actuelle. 

- Les protéines adressées à la membrane et au milieu extracellulaire sont 

spécifiquement traduites par les ribosomes du réticulum endoplasmique. Si 

l’absence de la protéine Pus7 a un impact spécifique sur ces ribosomes, le niveau 

d’expression des gènes codants ces protéines pourraient diminuer fortement. 

Alors que Pus7 est connue pour modifier l’ARNr 5S chez la levure  [366], aucune 

méthode d’analyse actuelle ne pourrait permettre de détecter des différences 

dans les profils de modifications entre l’ARNr des ribosomes cytoplasmiques et 

ceux du réticulum endoplasmique. Cette hypothèse reste toutefois très 

excitante, notamment vis-à-vis de l’émergence des études sur les ribosomes 

spécialisés par la modulation du schéma de modifications de l’ARNr. 
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Figure 45 : La protéine Pus7L, paralogue de Pus7. (A) Alignement de la séquence protéique Pus7L avec celle de Pus7.  Les points 
représentent des acides aminés identiques, les traits des délétions, les lettres rouges des substitutions. (B) Structures 
protéiques prédites sous AlphaFold. Les structures de Pus7 (gauche) et Pus7L (droite) sont colorées selon le niveau de confiance 
par résidu dans la prédiction de structure (pLDDT). 

 

Figure 46 : Obtention des lignées cellulaires Expi293F ∆PUS7L et ∆PUS7∆PUS7L. (A) Principe du knockout du gène PUS7L 
par le kit KN2.0 non-homology-mediated CRISPR. Blast : gène de résistance à la Blasticidine. P2A : séquence de clivage 
peptidique. (B) Sélection des cellules exprimant la RFP par cytométrie de flux trieuse. Les cellules sont représentées en fonction 
de leur fluorescence, avec la détection de la GFP en abscisses et la RFP en ordonnées. Gauche : Expi293F WT mutées avec le 
kit de délétion PUS7L. Encadré rouge : sélection des cellules exprimant la RFP. Droite : Expi293F ∆PUS7 mutées avec le kit de 
délétion PUS7L. Encadré rouge : sélection des cellules exprimant la RFP et la GFP. (C) Révélation par Western Blot des protéines 
Pus7 et actine. PM : échelle de poids moléculaires. (C) WT : extrait protéique de cellules WT. A : Extrait protéique d’un clone 
cellulaire sélectionné pour être ∆PUS7L. 1-7 : Extraits protéiques de clones cellulaires sélectionnés pour être ∆PUS7∆PUS7L. 
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E.  Obtention des lignées ∆PUS7L 

 D'après les bases de données il existe deux protéines Pus7 chez l'homme. La 

protéine Pus7 et la protéine Pus7L. Les homologies de séquences entre les deux 

protéines sont faibles (Figure 45.A), mais les prédictions structurales réalisées sur la 

séquence de la protéine Pus7L prédisent une activité de pseudouridine synthase 

(Figure 45.B). Il y a donc un risque de ne pas observer de phénotype dans une lignée 

∆PUS7 si la protéine Pus7L est capable de complémenter d'un point de vue fonctionnel 

l'absence de la protéine Pus7. J’ai alors construit deux nouvelles lignées cellulaires : 

∆PUS7L et ∆PUS7∆PUS7L. La lignée simple délétante ∆PUS7L permet de déterminer le 

rôle isolé de la protéine Pus7, tandis que la lignée double délétante ∆PUS7∆PUS7L 

permet d'éviter toute redondance fonctionnelle entre les deux protéines. 

 J’ai construit les lignées ∆PUS7L et ∆PUS7∆PUS7L à partir de cellules Expi293F 

WT et Expi293F ∆PUS7 respectivement. J’ai utilisé la même stratégie de délétion que 

décrit précédemment avec le système CRISPR/Cas9. La lignée ∆PUS7 exprimant déjà la 

cassette GFP-Puromycine, j’ai utilisé une nouvelle cassette destinée à être insérée dans 

le gène PUS7L, et permettant l’expression de la protéine RFP et d’un gène de résistance 

à la Blasticidine (Figure 46.A).  J’ai transfecté le système CRISPR/Cas9 en cellules 

Expi293F WT (groupe 1) ou ∆PUS7 (groupe 2) avec de cultiver les cellules de manière 

adhérente afin de les sélectionner pour leur résistance à la Blasticidine (30µg/ml). J’ai 

ensuite trié les cellules en fonction de l’expression de la protéine RFP en cytométrie de 

flux (Figure 46.B). Malgré la sélection préliminaire avec l’antibiotique, très peu de 

cellules exprimaient efficacement la RFP. J’ai remis en culture adhérente les cellules 

issues de ce dernier tri et réalisé des extraits protéiques afin de vérifier l’expression de 

la protéine Pus7L par Western Blot (Figure 46.C). J’ai obtenu un clone pour la lignée 

issue des cellules WT et 7 clones pour la lignée issue des cellules ∆PUS7. Le Western 

Blot a permis de détecter la protéine Pus7L dans l’extrait des cellules WT non 

transfectée et dans l’extrait du clone 7 tandis que l’actine a été révélée dans l’ensemble 

des extraits. L’ADN génomique de deux clones, le clone unique issu de la population 1 

et le clone 6 issu de la population 2, a été séquencé afin de vérifier la mutation des 

copies du gène PUS7L dans lesquelles la cassette ne serait pas insérée. Les deux 

populations présentaient des copies de PUS7L mutées avec un décalage de lecture en 

début de séquences. Ces deux clones n’exprimant plus la protéine Pus7L, je les ai remis 

en culture non adhérente en milieu synthétique et considérés comme les lignées 

∆PUS7L (population 1) et ∆PUS7∆PUS7L (population 2).  
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Figure 47 : Impact de la délétion de la protéine Pus7L sur la translecture des codons UAA et UAG (A) Efficacité de lecture des 
codons stop UAA et UAG dans les cellules WT, les cellules ∆PUS7, les cellules ∆PUS7L ou les cellules ∆PUS7 ∆PUS7L, et cultivées 
avec 200nM de queuine. Les lignes au centre des boîtes indiquent les valeurs médianes ; les limites des boîtes indiquent les 
25e et 75e percentiles ; les moustaches s'étendent jusqu'aux valeurs minimales et maximales. n=5 points d'échantillon. 
L'échelle de l'axe des ordonnées est différente entre les graphiques de gauche et de droite. (B) Fréquences relatives des acides 
aminés incorporés au niveau du codon stop UAG dans les cellules WT, les cellules ∆PUS7, les cellules ∆PUS7L ou les cellules 
∆PUS7 ∆PUS7L, et cultivées avec 200nM de queuine. Y/Y* : rapport entre le peptide purifié à partir de cellules humaines (Y) et 
le peptide AQUA correspondant (Y*). n=3 points d'échantillon.   
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F. Analyse de la translecture dans les lignées ∆PUS7L et ∆PUS7∆PUS7L 

 Dans le but de mettre en évidence une éventuelle redondance d’activité entre 

les protéines Pus7 et Pus7L, j’ai testé le rôle de Pus7L dans la fidélité de la traduction 

dans les lignées ∆PUS7L et ∆PUS7∆PUS7L. Dans un premier temps, j’ai mesuré l’impact 

de la délétion de Pus7L sur l’efficacité de translecture avec le système double 

rapporteur β-Galactosidase / Luciférase (Figure 47.A). Les taux de translecture des 

codons stop UAA et UAG étaient similaires entre les lignées WT et ∆PUS7L, et entre les 

lignées ∆PUS7 et ∆PUS7∆PUS7L. Ensuite, j’ai mesuré la fréquence des acides aminés 

incorporés par translecture du codon UAG avec le système rapporteur GST par 

spectrométrie de masse (Figure 47.B). Comme pour l’efficacité de translecture, la 

fréquence des acides aminés incorporés est la même entre les lignées WT et ∆PUS7L, 

et entre les lignées ∆PUS7 et ∆PUS7∆PUS7L. D'après l’ensemble de ces résultats, le 

knockout de la protéine Pus7L n’a pas d’impact sur l’incorporation de l’ARNtTyr par 

translecture des codons UAA et UAG. J'ai donc conclu qu'il n'y avait pas de redondance 

fonctionnelle entre les protéines PUS7 et PUS7L.  

 Afin de tenter d'identifier les sites de pseudouridinations liés à PUS7L, les ARN 

totaux issus des lignées ∆PUS7 et ∆PUS7∆PUS7L ont été envoyés en Hydro-Ψ-

séquençage sur la plateforme IBSLor (Virginie Marchand). Les résultats sont en cours. 

3. Modification de l’ARNr 

 Comme je l'ai présenté dans l’introduction, les modifications 2'-O-me de l'ARNr 

sont connues pour jouer un rôle important dans la régulation de la traduction en 

particulier dans les cellules cancéreuses. Le taux de 2’-O-me du ribosome affecte 

notamment la traduction des ARN dont l'initiation dépend d’une IRES. En effet, il a été 

observé dans des cellules humaines en culture que la baisse d’expression de la protéine 

Fibrillarine (FBL) est associée à une diminution du taux de traduction des ARNm dont 

l’expression est sous contrôle de l’IRES de type II du virus de l’encéphalomyocardite 

(EMCV). Deux hypothèses peuvent permettre d'expliquer cette observation : (1) une 

diminution du recrutement du ribosome par l’IRES (le ribosome hypométhylé serait 

moins efficacement recruté) ; (2) une baisse de l’efficacité du ribosome à initier la 

traduction (le ribosome hypométhylé serait moins efficace pour quitter l'IRES). Ainsi, le 

but du second axe de ma thèse a été de tester ces hypothèses en caractérisant d’un 

point de vue cinétique l’initiation dépendante d’IRES en présence de ribosomes 

sauvages ou hypométhylés. Pour cela j’ai travaillé en collaboration avec Karen Perronet 

(ENS Paris-Saclay) afin d’adapter le système d’étude de la cinétique du ribosome in 

vitro en molécule unique (sm) par microscopie de fluorescence par réflexion totale 

interne (TIRF) aux ribosomes humains, l'objectif étant d’obtenir des données de 

cinétique en fonction du taux de méthylation du ribosome.  
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Figure 48 : Principe de la reconstitution du système de traduction eucaryote. Haut : fractionnement du système de traduction 
du RRL (Lysat de réticulocytes de lapin). Surnageant 1 : Fraction S140.  Surnageant 2 : Salt Wash. Bas : extraction des 
ribosomes issus de cellules Hela. 
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 Pour réaliser cela, mon objectif était double : 1) arriver à complémenter le 

système de traduction in vitro, déplété en ribosomes de lapin, avec des ribosomes 

fonctionnels issus de cellules Hela dans lesquelles FBL est sous-exprimée ; 2) Analyser 

la cinétique de traduction d’ARNm dont l’initiation est dépendante de l’IRES EMCV, 

IRES qui n’avait pas été étudiée avec notre système en molécule unique.  

A. Reconstitution du système de traduction in vitro 

a. Principe de la reconstitution du système de traduction in vitro 

Une étude de 2016 de Marianna Penzo et.al a publié le protocole nécessaire à la 

reconstitution d’un système de traduction « hybride », combinant l’extrait de 

réticulocytes de lapin (RRL) déplété en ribosome, et des ribosomes issus de cellules 

humaines [367] (Figure 48). Ce protocole présentait deux avantages majeurs pour mon 

étude. Tout d’abord, le RRL est un système de traduction très efficace qui est 

classiquement utilisé dans les analyses TIRF que nous menons au laboratoire. Ensuite, 

il fallait pouvoir obtenir des ribosomes hypométhylés. Le seul moyen d'y parvenir était 

de les purifier à partir de cellules humaines sous exprimant la protéine fibrillarine. Ainsi 

le protocole publié était parfaitement adapté à nos besoins.  

 Le principe de reconstitution du système de traduction in vitro reposait donc sur 

trois étapes principales :  

1. Le fractionnement du RRL, avec la séparation des ribosomes du reste du système de 

traduction 

Pour fractionner le RRL, les ribosomes de lapin sont d'abord éliminés par 

centrifugation, ce qui permet d'obtenir un surnageant post-ribosomique (S140) à 

utiliser comme source de facteurs impliqués dans le contrôle de la traduction. Ensuite, 

les facteurs non-ribosomaux liés aux ribosomes sont détachés par une procédure en 

deux étapes : les ribosomes de lapin sont remis en suspension dans un tampon à faible 

force ionique, puis lavés dans une solution à haute force ionique. Le surnageant 

résultant (surnageant 2) est composé principalement des facteurs fortement associés 

aux ribosomes alors que le culot contient les ribosomes.  

2. La sédimentation des ribosomes de cellules humaines Hela 

Les extraits de cellules sont passés à travers deux phases de saccharose par 

centrifugation. La phase supérieure est très concentrée en sels afin de favoriser la 

rupture des liaisons ioniques, tandis que la phase inférieure, peu concentrée en sels, 

permet le lavage des ribosomes en favorisant la rupture des liaisons hydrogène, des 

forces hydrophobes et de Van der Waals. Le culot contient alors les ribosomes 

cellulaires, dépourvus de contaminants tels que les facteurs d'initiation et d'élongation, 

les protéines régulatrices, ainsi que les acides nucléiques (ARNm et ARNt).  
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3. La traduction d’ARNm in vitro en présence des ribosomes humains dans le RRL  

La traduction est réalisée par addition du surnageant S140, du surnageant 2, et des 

ribosomes issus des cellules humaines, à l’ARNm dans un tampon appelé Master Mix, 

permettant notamment l’apport de sels et des acides aminés nécessaires à la 

traduction.  

b. Expérimentation de la reconstitution du système de traduction in 

vitro 

La première étape reposait sur le fractionnement des différents éléments du RRL. 

La première difficulté rencontrée a été la quantité de RRL à disposition. Le protocole 

publié était basé sur l’utilisation de 10ml de RRL préparés directement à partir de sang 

prélevé sur des lapins. N’ayant pas de lapins à disposition, j’étais dans l’obligation de 

l’acheter directement chez Proméga. Avec un prix supérieur à 200 euros pour 1ml de 

RRL commercial, nous avons décidé de partir de 8,5 ml de RRL pour optimiser nos 

chances de sédimenter correctement les différentes molécules tout en diminuant les 

frais d’achat du RRL. Suite à l’obtention du surnageant S140, la concentration en 

ribosomes resuspendus mesurée au spectrophotomètre à 260nM était de 12mg/ml (le 

protocole publié indiquait l’obtention d’une concentration en ribosomes 20mg/ml). 

Cette donnée m’a permis d’adapter la quantité de surnageant 2 utilisée dans l’essai de 

traduction in vitro en considérant que la quantité des facteurs retenus avec les 

ribosomes après l’obtention du surnageant S140 variait proportionnellement à la 

concentration en ribosomes. J’ai également conservé les ribosomes présents dans le 

culot après obtention du surnageant 2 afin de les utiliser comme contrôle dans mes 

expériences de traduction. Afin de les conserver, j’ai utilisé la méthodologie indiquée 

pour les ribosomes cellulaires, en les resuspendant dans la solution « ribosome » et en 

les conservant à 3,5pmol/µl.  

La deuxième étape consistait à sédimenter des ribosomes issus de cultures de 

cellules Hela. Afin de débuter les essais, j’ai utilisé une lignée sauvage Hela disponible 

au laboratoire. La resuspension du culot contenant les ribosomes m’a permis d’obtenir 

une concentration en ribosomes mesurée au spectrophotomètre à 260nM de 

0,0865pmol/µl, (le protocole préconisait une conservation par aliquots à 5pmol/µl). 

Cette solution étant destinée à être diluée au 1/80 dans le protocole initial 

(0,0625pmol/µl), j’ai décidé de continuer mes essais avec cette préparation de 

ribosomes cellulaires. Cependant, la conservation à plus faible concentration pouvant 

diminuer l’activité des ribosomes, j’ai décidé d’adapter la quantité de ribosomes 

cellulaires dans le mix de traduction en ne les diluant pas. Finalement j’allais utiliser 

dans le mix de traduction 2µl à 0,0865pmol/µl, soit 0,173pmol de ribosomes issus des 

cellules Hela. 
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J’ai réalisé les tests de traduction in vitro en effectuant différents mix de traduction, 

tout en utilisant un ARNm codant la Firefly luciférase comme système rapporteur.   

Test 1 (Tableau 1) : Incubation 1h à 30°C. Lecture de l’activité de la luciférase contenue 

dans les 20µl de produit de traduction avec 100µl de tampon luci.  

 

Tableau 1 : Plan d’expérimentation et résultats de l’activité luciférase du premier test de traduction avec le système de 
traduction reconstitué et ses contrôles. dRRL : RRL délété en ribosomes. 

Lors de ce premier test, mes résultats présentent un bon niveau de traduction avec 

les ribosomes Hela (1) malgré la conservation à plus faible concentration des 

ribosomes. Malheureusement, les contrôles positifs ne fonctionnent pas, je n’obtiens 

aucune traduction avec les ribosomes issus du RRL (2) ou avec le RRL commercial (3). 

Ce résultat un peu surprenant nécessite alors d'être confirmé. Pour cela j’ai décidé de 

tester si l’augmentation de la quantité de ribosomes ou d’ARNm dans le mix de 

traduction avec les ribosomes Hela permettait d’obtenir plus de traduction.  

        RLU 

1 

dRRL + ribosomes 
Hela 

Master Mix 5X 4,4µl 

1445 

ARNm Fluc S140 8,8µl 

  Surnageant 2 1,5µl  

  ARNm Fluc 300ng 

  Ribosomes 0,173 pmol 

  H2O Qsp 20µl 

2 

dRRL + ribosomes 
RRL 

Master Mix 4,4µl 

20 

ARNm Fluc S140 8,8µl 

  Surnageant 2 1,5µl  

  ARNm Fluc 300ng 

  Ribosomes 0,173 pmol 

  H2O Qsp 20µl 

3 
RRL Mix RRL 

20µl du mix : 200µl 
RRL promega 
untreated + 6µl AA 
(-Cys, -Leu) + 40µl 
H2O 

6 

ARNm Fluc ARNm Fluc 300ng 

4 
RRL Mix RRL 

20µl du mix : 200µl 
RRL promega 
untreated + 6µl AA 
(-Cys, -Leu) + 40µl 
H2O 

9 

H2O H2O 0,3µl 

blanc tampon luci 12,5 
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Test 2 (Tableau 2) : Incubation 1h à 30°C. Lecture de l’activité de la luciférase 

contenue dans les 20µl de produit de traduction avec 100µl de tampon luci. 

 

Tableau 2 : Plan d’expérimentation et résultats de l’activité luciférase du deuxième test de traduction avec le système de 
traduction reconstitué et ses contrôles. dRRL : RRL délété en ribosomes. 
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 Au cours de cette deuxième expérimentation, l’activité luciférase obtenue avec 

le mix de traduction reconstitué est deux fois supérieur à celle obtenue lors de la 

première (2), ce qui peut être expliqué par des variabilités de pipetage ou de mesure. 

Lors de ce test, je tente d’obtenir davantage de traduction avec le système reconstitué. 

La traduction obtenue avec le système de traduction recomposé en doublant (1) ou 

non (2) la quantité d’ARNm est la même, ce qui indique que l’ARNm n’était pas limitant 

dans nos conditions de traduction. J’observe également des niveaux d’activité 

luciférase plus de 20 fois inférieurs en doublant la quantité de ribosomes (3), ce qui 

résulte surement d’un trop grand apport en sels dans le mix de traduction. 

Contrairement au premier test, j’ai obtenu ici de l’activité luciférase en présence des 

ribosomes issus du fractionnement du RRL (4), bien qu’elle soit 20 fois inférieure à celle 

observée avec les ribosomes de cellules Hela. Ce niveau de traduction peut refléter une 

perte d’activité des ribosomes issus du RRL. En raison de l’absence d’activité dans le 

premier test, j’ai apporté dans le deuxième une plus grande concentration en 

ribosomes (4 fois supérieure) sans savoir que le mix de traduction pouvait être 

également sensible à un trop grand apport de ribosomes purifiés (3), ce qui peut 

également expliquer la faible activité des ribosomes issus du RRL fractionné. Pour finir, 

la traduction réalisée avec le mix de RRL commercial classique permet d’obtenir dans 

ce nouveau test une activité luciférase 360 fois supérieure à celle réalisée avec le 

système reconstitué (5). Son contrôle négatif sans ARNm ne présentant pas d’activité 

luciférase, l’augmentation de l’activité luciférase observée en RRL commercial ne peut 

être que le résultat d’une plus forte activité de traduction qu’en système reconstitué. 

J’ai alors décidé de mener un troisième test afin d’identifier un potentiel élément du 

système reconstitué qui pourrait être à l’origine de la faible activité du système 

reconstitué par rapport au système commercial. Pour cela, j’ai conduit plusieurs 

traductions in vitro avec soustraction de chaque élément du mix de traduction.  
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Test 3 (Tableau 3) : Utilisation uniquement de ribosomes Hela. Incubation 1h à 30°C. 

Lecture de l’activité de la luciférase contenue dans les 20µl de produit de traduction 

avec 100µl de tampon luci. 

 

Tableau 3 : Plan d’expérimentation et résultats de l’activité luciférase du troisième test de traduction avec le système de 
traduction reconstitué. 

 Dans ce nouveau test, j’observe à nouveau une variabilité dans l’activité 

luciférase obtenue avec le système reconstitué, 3 fois inférieure à celle du test 

précédent (1), encore le résultat de variabilités expérimentales. Je teste l’impact de la 

suppression de chaque élément du mix de traduction du système reconstitué sur le 

taux d’activité luciférase obtenu. Ça me permet de mettre en évidence que 

contrairement à la suppression du mix de traduction des ribosomes, de la fraction S140, 

de l’ARNm ou du Master Mix qui engendre une absence totale de traduction (2, 4, 5, 

6), la suppression de la fraction salt wash n’a aucune incidence sur l’activité luciférase 

obtenue (3). Ces résultats montrent que la fraction salt wash issue du fractionnement 

du RRL n’est pas fonctionnelle et donc que les facteurs associés aux ribosomes ne sont 

soit pas fonctionnels, soit absents de la fraction en question.  Ce résultat est très 

promoteur sur la possibilité d’obtenir un taux de traduction plus important avec le 

système de traduction reconstitué, mais cela impose de recommencer un nouveau 

fractionnement du RRL.  

Finalement, ces tests ont permis de mettre en évidence que le système de 

traduction in vitro que j’ai reconstitué à partir de ribosomes issus de cellules Hela et du 

RRL fractionné est bien fonctionnel. Malheureusement le taux de traduction est trop 

faible pour permettre une analyse de la cinétique de la traduction en smTIRF. Ces tests 

de traduction in vitro ont également indiqué qu’augmenter la concentration d’ARNm 

Ribosomes S140
Salt wash

fraction

ARNm 

Fluc

Master 

Mix 5 X
H2O RLU

1 0,173 pmol 8,8µl 1,5µl 300ng 4,4µl 1107

2 0 8,8µl 1,5µl 300ng 4,4µl 5

3 0,173 pmol 0 1,5µl 300ng 4,4µl 8

4 0,173 pmol 8,8µl 0 300ng 4,4µl 1137

5 0,173 pmol 8,8µl 1,5µl 0 4,4µl 6

6 0,173 pmol 8,8µl 1,5µl 300ng 0 6

Blanc 5,33
tampon luci

Qsp 20µl
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ou de ribosomes dans le mix de traduction ne permettait pas d’augmenter ou bien 

inhibait le taux de traduction, ce qui semble indiquer que ces deux éléments n’étaient 

pas en quantité limitante. En revanche, même si la quantité de ribosomes n’était pas 

limitante, leur activité pouvait avoir été affectée au cours de l’extraction, de la 

sédimentation ou de la conservation. Il faut également souligner que l’absence de la 

fraction salt wash dans le mix de traduction n’avait aucun impact sur l’efficacité de 

traduction, ce qui peut indiquer que les facteurs de traduction censés être présents 

dans cette fraction ont perdu leur activité. Ce projet était réalisé en collaboration avec 

le laboratoire de Jean Jacques Diaz (CRCL, Lyon), qui a eu l’occasion d’obtenir un poste 

d’ingénieur d’études au moment de mes derniers résultats. Ce poste était dédié à 

l’optimisation de la technique de reconstitution du système de traduction in vitro, et 

nos collaborateurs avaient accès à de grandes quantités de RRL pour effectuer des 

mises au point de protocole. Nous avons donc décidé d’un commun accord que 

j’arrêtais ces expérimentations en attendant que leur équipe produise un protocole 

permettant d’obtenir une meilleure efficacité de traduction. Finalement, ces 

optimisations n’ont pas été obtenues durant ma thèse, laissant cette partie du projet à 

l’état de résultats préliminaires.  

 En parallèle de la mise au point de la reconstitution du système de traduction in 

vitro, j’ai débuté avec Karen Perronet l’analyse par microscopie TIRF de la cinétique de 

traduction d’un ARNm possédant l'IRES EMCV. 
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Figure 49 : Principes de la mesure de la cinétique du ribosome eucaryote en molécule unique par TIRF. (A) Principe de la mesure 
de fluorescence par TIRF. La microscopie TIRF implique la création d’une onde évanescente par le faisceau laser. Le fluorophore 
est excité (rouge) lorsqu’il est présent dans l’onde évanescente et donc visible via un objectif à grande ouverture numérique. 
Lorsque le fluorophore sort de l’onde évanescente, il n’est plus excité (noir) et n’est donc pas visible. (B) Modèle molécula ire 
de la mesure de la cinétique de ribosome en molécule unique par TIRF. Chaque ARNm est maintenu dans l’onde évanescente 
par couplage à un ARN biotinylé permettant sa fixation à la lamelle du microscope. Deux sondes couplées à un fluorophore 
spécifique sont hybridées à l’ARNm à des sites définis selon leur distance en codons du codon initiateur de l’IRES. (C) Images 
réalisées à partir du système de traduction en TIRF. Chaque point correspond à un ARN hybridé à une sonde couplée au 
fluorophore excité. L’image a été filtrée pour supprimer le bruit de fond. Rouge : sonde avec ATTO647N excité à 640nm ; vert 
: sonde avec ATTO565 excité à 532nm ; jaune : co-localisation sur le même ARN de deux sondes, visible par superposition de 
deux images prise en excitation à 640 et 532nm (Merge). 

 

  

640nm 532nm 
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B. Analyse cinétique de l’IRES EMCV par smTIRF 

La traduction est un processus dynamique qui a nécessité la mise au point de 

différentes méthodes d’analyses par molécule unique. L’approche par molécule unique 

permet d’étudier des processus asynchrones et de mesurer des événements rares sans 

en moyenner le comportement individuel. Depuis plus de 10 ans, mon laboratoire a 

participé au développement d’une analyse de la cinétique de traduction par smTIRF 

avec l’équipe de Karen Perronet (Figure 49) [352]. Cette méthode permet d’étudier la 

cinétique d’initiation et d’élongation de la traduction eucaryote en molécule unique 

avec une machinerie traductionnelle de mammifère non modifiée, sans nécessité de la 

présence d’épitopes répétés.  

c. Principe de la mesure de la cinétique de traduction par TIRF 

La microscopie TIRF est une microscopie à fluorescence impliquant la création 

d’une onde évanescente par la réflexion totale d’un faisceau laser (Figure 49.A). Le 

faisceau entrant dans la chambre microfluidique excite les fluorophores spécifiques de 

sa longueur d’onde, à condition qu’ils soient présents dans l’onde évanescente.  L’onde 

évanescente de notre système est confinée sur typiquement 100nm, afin de 

correspondre à l’échelle du ribosome, tout en limitant le bruit de fond généré par les 

fluorophores non attachés au support. Une chimie de surface a été développée pour 

fixer spécifiquement les ARNm étudiés sur la lamelle, afin de les maintenir dans l’onde 

évanescente (Figure 49.B). Cette chimie est constituée d’une couche de polyéthylène 

glycol (PEG), électriquement neutre, qui permet de passiver la surface. Les PEG sont 

couplés à une biotine, sur laquelle se fixe avec une haute affinité la NeutrAvidin. Cette 

protéine possède 4 sites d’interactions avec les biotines, ce qui permet d’y accrocher 

une sonde ARN biotinylée (ARN-RNOB), elle-même appariée à l’extrémité 5’ de l’ARNm 

(Figure 49.B). L’ARNm contient une IRES dans sa région 5’UTR, permettant aux 

ribosomes d’initier la traduction. Deux oligonucléotides de 21 nucléotides couplés 

chacun à un fluorophore différent (ATTO647N et ATTO565) sont hybridés à l’ARNm (18 

nucléotides appariés et 3 A supplémentaires afin d’éloigner le fluorophore et ne pas 

gêner la formation du complexe double brin). La présence des sondes dans l’onde 

évanescente est suivie par la prise d’images successives après excitation par les deux 

lasers correspondants allumés en alternance (Figure 49.C). La machinerie 

traductionnelle contenue dans le RRL est injectée dans la chambre microfluidique. Les 

ribosomes initient alors la traduction grâce à l’IRES, puis leur activité hélicase permet 

de décrocher la première sonde (UP) puis la deuxième sonde (DOWN) après un nombre 

défini de cycles d’élongation. Lorsqu’une sonde est détachée par le ribosome, elle sort 

de l’onde évanescente et son fluorophore n’est donc plus excité, ce qui permet de 

déterminer la cinétique du ribosome.  
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Tableau 4 : Tableau récapitulatif des données de cinétique de traduction in vitro obtenues en microscopie TIRF. 

 

  

UP DOWN UP DOWN UP DOWN

CrPV 11% 8% 20 (±4)  19 (±7) 0,3 (±0,3) 0,2 (±0,1)

HCV 30% 28% 33 (±9)  29 (±5) 0,3 (±0,2) 0,5 (±0,1)

EMCV 38% 31% 11,4 (±2,3) 8,8 (±1,1) 0,1 0,1

ARN traduits (%) Tlong (s) Tel (s)
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d. Modèle mathématique de la cinétique du ribosome 

Le modèle mathématique repose sur la mesure indépendante du temps de départ 

de chaque sonde de l’onde évanescente à partir du moment T(0) correspondant à 

l’injection du RRL dans la chambre microfluidique. Des images sont réalisées toutes les 

2,5 secondes dans chaque longueur d’onde. Chaque point lumineux isolé correspond 

à une seule molécule d’ARN. Un point lumineux est considéré comme étant réellement 

un ARNm à partir du moment qu’il co-localise exactement dans les deux longueurs 

d’onde d’excitation. Le temps du ribosome à effectuer un cycle d’élongation (Tel) est 

déterminé par le nombre d’images entre la fin de l’initiation et la disparition du point, 

multiplié par le temps passé par image. Le modèle considère que l’activité hélicase 

permet le détachement d’une sonde à partir du détachement de 15 nucléotides (sur 21 

que contient la sonde). Ainsi, les sondes en position +15 et +24 du codon initiateur de 

l’IRES sont détachées par le ribosome après 15 et 24 cycles d’élongation 

respectivement. Le modèle mathématique permet également de calculer la proportion 

d’ARNm traduits sur l’ensemble des ARNm marqués (nommée A). Il est évalué 

individuellement pour chaque sonde fluorescente et caractérise l’efficacité de 

reconnaissance de l’ARNm par le ribosome et son efficacité de traduction, deux 

évènements indiscernables par la méthode utilisée. Le modèle mathématique prend 

aussi en compte le photoblanchiment (perte de fluorescence suite à une excitation) des 

fluorophores et le départ spontané des sondes fluorescentes non spécifique du 

passage du ribosome. Pour cela, les valeurs de disparition d’un fluorophore dans des 

conditions de traduction sont rapportées à celles obtenues avec le témoin négatif, un 

ARNm ne contenant pas d’IRES (∆IRES) ne pouvant donc pas être traduit par un 

ribosome. Après ajustement des valeurs obtenues avec le témoin négatif, on obtient la 

probabilité de départ d’une sonde à moment donné (D(trad)). 

Des mesures ont été réalisées et publiées avant mon arrivée au laboratoire à partir 

de deux IRES différentes, CrPV et HCV (Tableau 4). Le modèle mathématique obtenu à 

partir de ces données de traduction a permis de mettre en évidence la mesure d’un 

temps long (Tlong) et d’un temps court, qui correspondent respectivement au 

mouvement du ribosome en train de quitter l'IRES (mais en y étant toujours associé) et 

à la phase d'élongation jusqu’au détachement de la sonde fluorescente de l’ARNm. Le 

temps long dépend de la nature de l’IRES alors que le temps court dépend de la 

position de la sonde sur l’ARNm. 

  



 

 

130 | P a g e  

 

 

Figure 50 : Probabilité de départ des sondes UP (ATTO 565) ou DOWN (ATTO647N) à un moment donné (courbe avec barres 

d’erreurs). Courbe continue : courbe avec les valeurs ajustées à l’aide de la fonction :𝐷𝑓𝑖𝑡(𝑡) =
𝐴

𝑡0−𝑡1
(𝑒−(𝑡−𝑡0) − 𝑒−(𝑡−𝑡1)) 
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e. Mesure de la cinétique de la traduction avec une initiation 

dépendante de l’IRES EMCV 

A mon arrivée au laboratoire j'ai construit un ARNm possédant l'IRES EMCV (ARNm-

EMCV), afin de pouvoir étudier le comportement des ribosomes hypométhylés sur 

cette IRES. Nous avons effectué le même nombre de mesures de cinétique de 

traduction en présence de l’ARNm-EMCV ou en présence de l’ARNm témoin ∆IRES par 

smTIRF. Le logiciel de traitement d’images nous a permis d’exploiter environ 3000 

points dans le canal d’excitation à 532nm, et 5500 points dans le canal d’excitation à 

640nm avec chaque ARNm. Les données ont été traitées à partir du modèle 

mathématique afin d’obtenir les temps d’initiation et le temps par cycle d’élongation, 

ainsi que le pourcentage d’ARNm traduits sur l’ensemble des ARNm marqués (Figure 

50). Ces résultats mettent en évidence que l’initiation dépendante de l’IRES EMCV est 

plus efficace d'un point de vue cinétique que celles des IRES CrPV et HCV (Tableau 4). 

En effet, le Tlong calculé est d’environ 10 secondes alors qu’il est deux à trois fois plus 

long avec les IRES CrPV et HCV. Avec une vitesse d’initiation aussi rapide, le système 

de prises d’images est devenu très limitant. En effet, avec une image prise toutes les 

2,5 secondes, l’initiation dépendante d’EMCV est trop rapide pour obtenir des données 

fiables sur les temps d’élongation avec une estimation finale autour de 0,1 

secondes/cycle, un Tel équivalent à ceux observés avec les autres ARNm. Afin de 

corriger ce problème, deux solutions sont possibles : éloigner les sondes fluorescentes 

de l’IRES EMCV, ou diminuer le temps entre chaque image. Nous avons retenu la 

deuxième solution qui présente l'avantage de ne pas avoir à modifier notre système 

biologique. Nous avons ainsi débuté des tests de cinétiques en réduisant le temps 

entre chaque image de 2,5 à 1,4 secondes. Malheureusement, l'augmentation de 

l'excitation des fluorophores a provoqué une forte augmentation de leur 

photoblanchiment ne permettant plus une exploitation fiable des données.  

Au cours de cette phase de mise au point, nous avons dû faire face à différents 

problèmes qui ne nous ont pas permis de continuer les expérimentations. Il y a tout 

d’abord eu la fermeture prolongée du laboratoire de microscopie lors du confinement 

lié à la COVID19 en 2020, qui a été suivie par le déménagement de ce même laboratoire 

sur un nouveau site de recherche. A cela se sont additionnés de nombreux soucis 

techniques qui ont nécessité le rachat de l’objectif de microscope et des deux lasers. 

Les données de cinétiques de traduction avec un ARNm-EMCV obtenues durant ma 

thèse sont ainsi restées des données préliminaires. Elles ont toutefois permis de mettre 

en évidence différents points : 

- L’initiation dépendante de l’IRES EMCV est plus efficace que celle dépendante 

des IRES HCV ou CrPV, avec un pourcentage d’ARNm traduits plus importants 

et une cinétique d’initiation plus rapide. 
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- La technique d’analyse de la cinétique de traduction par TIRF permet de calculer 

des temps d’initiation très rapides. 

- Le photoblanchiment induit des limites de détection temporelle, et il est 

nécessaire d’adapter la puissance des lasers à des cinétiques de traduction 

rapides. 

 

Afin de continuer les mesures de cinétique de la traduction dépendante de l’IRES 

EMCV, il faut donc mettre au point le système optique nécessaire à la prise d’images 

plus fréquentes afin de ne plus être limités par le photoblanchiment. D’un point de vue 

biologique, il serait très intéressant de comprendre les mécanismes moléculaires à 

l’origine d’une initiation plus efficace en présence de l’IRES EMCV que des IRES HCV et 

CrPV. L'IRES EMCV est connue pour recruter différents facteurs de traduction tel que le 

facteur d’initiation eIF4A [368]. Une possibilité serait donc que le recrutement d’eIF4A 

permet d’augmenter l’efficacité et notamment la vitesse d’initiation au niveau de l’IRES 

EMCV. Afin de tester cette hypothèse, il serait possible de mesurer la cinétique 

d’initiation en présence de la molécule Hippuristanol, une molécule antivirale issue du 

corail Isis hippuris et inhibitrice du facteur eIF4A [369].  

 

Au cours de ma thèse j’ai ainsi obtenu un ensemble de données préliminaires pour 

le projet portant sur le rôle des modifications 2’-O-me de l’ARNr dans la cinétique de 

traduction eucaryote. Il est encore indispensable à l’heure actuelle de mettre au point 

le protocole de reconstitution du système de traduction in vitro afin de pouvoir tester 

la cinétique des ribosomes humains en fonction de leur taux de méthylation en smTIRF. 

Il faut également obtenir des données de cinétique de traduction de l’ARNm-EMCV 

plus fiables en augmentant la fenêtre de détection temporelle. La 2’-O-me de l’ARNr 

est aujourd’hui au cœur de nombreuses études dans le cadre de cancers. L’étude de 

l’impact l’hypométhylation du ribosome sur la cinétique de traduction permettrait de 

mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le développement des cancers. Je 

pense notamment qu’à plus long terme, l’étude de l’impact de sites de 2’-O-me 

spécifiques par ciblage de leur snoRNA pourrait permettre de mettre en avant de 

nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement des cancers. Cette hypothèse est 

notamment soutenue par une toute nouvelle étude de Martin D. Jansson et.al qui a 

utilisé la méthode de RiboMeth-seq pour démontrer que la variation du niveau de 2′-

O-me de l'ARNr représente une source considérable d'hétérogénéité des ribosomes 

dans les cellules humaines [192]. Ils ont notamment mis en évidence que les niveaux 

de modification à des sites spécifiques peuvent changer dynamiquement en réponse à 

des voies de signalisation en amont et que la perte d'un seul site de 2’-O-me pouvait 

entraîner une modulation de l’expression traductionnelle de certains ARNm. Ceci 

constitue une nouvelle preuve de l’importance des modifications de l'ARNr dans la 

régulation de la traduction et de l’importance de comprendre leur mécanisme dans le 

cadre, par exemple, du cancer. 
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VI. Discussion générale 
 Au cours de ma thèse je me suis intéressée aux modifications des ARNt et ARNr 

et à leurs rôles dans la fidélité de la traduction.  

 Mon travail sur les modifications d’ARNt s’est concentré sur deux modifications 

de l’anticodon de l’ARNTyr, suppresseur naturel des codons stop UAA et UAG. J’ai pu 

mettre en évidence que la modification GalQ34 améliore la fidélité de la traduction en 

diminuant la capacité de l’ARNtTyr à être incorporé par translecture des codons stop 

UAA et UAG. Ces résultats soulèvent de nombreuses interrogations, d’autant plus qu’il 

s’agit de la seule modification cellulaire avec le ManQ34 de l’ARNtAsp à présenter l’ajout 

d’un sucre sur un ARNt. De nos jours, aucune étude n’a encore révélé la pertinence 

biologique de ces modifications propres au domaine animal. L’ajout d’un sucre est la 

modification post-traductionnelle protéique la plus courante [370], avec 50% de 

protéines modifiées par l’ajout de chaînes polysaccharidiques chez l’Homme. La 

glycosylation des protéines joue différents rôles cellulaires, notamment dans la 

structure protéique et l’adressage à la surface cellulaire [371]. En ce qui concerne la 

glycosylation des ARN, il a été démontré récemment que de petits ARN non codant 

nommés « glycoRNAs » sont modifiés par ajout de glycanes, sont localisés à la surface 

cellulaire et jouent un rôle dans la réponse immunitaire chez les mammifères [372]. 

Alors que mes résultats démontrent une baisse d’incorporation de l’ARNtTyr par 

translecture des codons stop UAA et UAG, il serait intéressant de vérifier la localisation 

cellulaire de cet ARNtTyr(GalQ34). Si l’on regarde l’ensemble des méthodes de 

localisation cellulaire actuelles, la localisation d’un ARNt par sonde nucléique est 

défavorisée par sa structure 3D ; l’immunolocalisation nécessiterait la production d’un 

anticorps spécifique de l’ARNtTyr alors que cela n’a jamais été réalisé ; le marquage puis 

transfection d’un ARNt de levure n’est pas non plus envisageable car les modifications 

GalQ34 et ManQ34 sont spécifiques des ARNt des animaux. Une dernière méthode 

publiée en 2017 pourrait être envisagée avec la production d’un ARNt recombinant. 

Dans cette étude réalisée chez E.coli, un aptamère nommé Spinach a été ajouté dans 

la boucle variable de l’ARNtTyr et permet de localiser l’ARNt par ajout de 3,5-difluoro-

4-hydroxybenzylidene imidazolinone (DFHBI) dans le milieu de culture. Le DFHBI est 

un ligand pouvant traverser la membrane cellulaire et est non toxique, permettant 

d’activer la fluorescence de Spinach similaire à celle de la GFP. Ces premiers résultats 

prometteurs pourraient être transposés aux cellules humaines, d’autant plus qu’une 

étude a déjà utilisé la sur-expression d’ARNtTyr à partir d’un plasmide pour étudier le 

rôle de cet ARNt dans la translecture [363]. En plus de la localisation cellulaire de ces 

ARNt, il serait également intéressant de mener une étude par microscopie cryo-

électronique ou cristallographie par rayons X afin de visualiser l’accommodation d’un 

ARNt glycosylé dans les différents sites du ribosome, sous l’hypothèse qu’il soit 
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toujours dans la capacité d’être adressé puis d’entrer dans le ribosome. Afin de 

déterminer le rôle du GalQ34 de l’ARNtTyr, il serait également nécessaire d’identifier 

l’enzyme Galactosyl transférase. Alors que la mannosyltransférase responsable de la 

catalyse de ManQ a été isolée chez le rat, aucune galactosyltransférase n'a encore été 

identifiée pour GalQ [288]. Une étude réalisée en cellules humaines a retrouvé trois 

formes d’ARNtTyr cytosolique, G34, Q34 et GalQ34, alors que l’ARNtAsp a toujours été 

trouvé sous formes G34 ou ManQ34 [289]. Dans mon étude je me suis focalisée sur la 

présence ou l’absence du groupement total GalQ, générés par modulation de la 

concentration en queuine dans le milieu. En plus des effets non spécifiques générés 

par l’absence de queuine, je n’ai pas pu élucider le rôle spécifique de l’ajout du sucre 

sur la queuosine dans la reconnaissance codon-anticodon. Identifier et cibler l’enzyme 

responsable de l’ajout du galactose semble d’autant plus intéressant qu’une étude a 

démontré que chez la drosophile, la queuosine présente sans sucre sur l’ARNt  

augmente la capacité de mis-incorporation [294], ce qui va dans le sens contraire à 

mes résultats sur GalQ chez l’Homme.  

 Mes travaux se sont également portés sur la Ψ35 de l’ARNTyr. J’ai pu mettre en 

évidence que cette modification augmentait la capacité d’incorporation de l’ARNtTyr au 

niveau des codons stop UAA et UAG, mais également au niveau de ses codons sens. 

L’étude de la délétion de la protéine Pus7 a également permis de mettre en évidence 

par ribosome profiling que le ribosome était beaucoup moins présent sur le codon 

sens CCG de l’ARNtArg (Log2FC -0,5 padj 2.10-4), suggérant une incorporation plus 

efficace cinétiquement de cet ARNt dans le ribosome.  L’ARNtArg est connu pour être 

modifié en position 50, soit dans le bras T, par Pus7 [308].  Les modifications présentes 

dans cette partie de l’ARNt sont généralement impliquées dans un rôle de structure. 

Une plus grande stabilité de l’ARNtArg(CCG) en présence du Ψ50 pourrait provoquer une 

augmentation de la population de cet ARNt et ainsi augmenter la vitesse de traduction 

de son codon sens. Cette hypothèse pourrait être vérifiée par FL-PCR, une méthode 

quantitative de RT-PCR mise au point spécifiquement pour les ARNt [373]. Cette 

modification pourrait également augmenter la capacité d’accommodation de cet ARNt 

dans le ribosome. Pour cela il serait intéressant de comparer l’accommodation d’un 

ARNtArg(CCG) avec ou sans la modification dans le site A du ribosome par cryo-

microscopie électronique ou cristallographie par rayons X. Au cours de mon étude de 

la modification Ψ35, je me suis également intéressée à l’enzyme Pus7L orthologue de 

Pus7, suggérant une activité pseudouridine synthase similaire. Ainsi j’ai généré des 

lignées cellulaires humaines exprimant ou non les protéines Pus7 et Pus7L avant de 

caractériser l’effet de la délétion de leur gène respectif sur la translecture. D’après mes 

résultats, la délétion du gène PUS7L n’a aucun impact sur la translecture des codons 

stop UAA et UAG par l’ARNtTyr, contrairement à la délétion du gène PUS7, suggérant 
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que la protéine Pus7L ne modifie pas l’ARNtTyr au niveau de la position 35. Dans les 

années à venir, cette étude ouvre la porte à une nouvelle série d’expérience afin de 

caractériser le rôle de cette potentielle pseudouridine synthase propre à l’Homme. 

Alors qu’un hydro-Ψ-seq est en cours sur les ARNt et ARNr issues de cellules délétées 

pour le gène PUS7L, ses résultats pourraient mettre en évidence des sites Ψ spécifiques 

de cette enzyme. Il serait alors nécessaire de compléter l’étude par une approche iCLIP 

qui permettrait de confirmer les cibles ARNt/ARNr de cette enzyme, de mettre 

potentiellement en évidence d’autres cibles issues d’autres espèces ARN, mais 

également de trouver le motif de liaison de cette protéine à l’ARN. 

 Mon étude s’est focalisée sur deux modifications de l’anticodon de l’ARNtTyr et 

leur rôle dans la fidélité de la traduction eucaryote. Si l’on s’intéresse à la boucle 

anticodon des ARNt humains, de nombreuses autres modifications pourraient être 

étudiées dans les années à venir telles que les Ψ en position 38 et 39, l’inosine en 

positions 34 et 37, les méthylations de l’uridine en position 34 de type mcm5U et les 

modifications Q et ManQ en position 34. De nombreux obstacles expliquent le manque 

de données à ce jour en cellules humaines : les difficultés de manipulation génétique 

dans les lignées cellulaires humaines, l’identité manquante des enzymes responsables 

de ces modifications ou bien le caractère essentiel de ces enzymes à la survie cellulaire. 

L’étude des modifications d’ARNt chez l’Homme, est rendue difficile par l’absence de 

cartographie complète de l’ensemble des modifications des ARNt humains. Alors que 

ces cartes sont déjà à disposition pour des organismes tels que S. cerevisiae et E. coli, 

aucune n’a encore été réalisée pour les ARNt humains [257]. Heureusement, le 

développement de technologies de type spectrométrie de masse devrait dans les 

prochaines années permettre l’émergence de nouvelles données sur les modifications 

d’ARNt chez l’Homme, permettant de répondre à des problématiques spécifiques 

comme la fidélité de la traduction, mais également plus globales avec l’importance des 

modifications d’ARN dans les maladies génétiques [258]. 

 Le second axe de ma thèse reposait sur l’étude de la 2’-O-me de l’ARNr dans la 

cinétique du ribosome humain. Malgré l’absence de résultats concluants, mon étude a 

permis d’apporter de nouvelles mises au point pour le protocole d’analyse de cinétique 

du ribosome par sm-TIRF. La traduction est un processus dynamique et différents 

laboratoires ont déjà mis au point des méthodes d’analyses par molécule unique afin 

d’étudier des processus asynchrones et de mesurer des événements rares sans en 

moyenner le comportement individuel. Pour la traduction, on peut citer de manière 

non exhaustive l’analyse par Förster Resonance Energy Transfer (FRET), permettant une 

analyse fine de la dynamique des différents facteurs de la traduction, mais nécessitant 

un marquage direct de ces facteurs sans garantie de ne pas alterner le processus étudié 

[374] ; et l’analyse de la cinétique par mesure de la fluorescence de fluorophores 
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couplés à des anticorps qui reconnaissent des épitopes apparaissant ou disparaissant 

au cours de la traduction, comme la méthode d’analyse par apparition des épitopes 

SunTag et MoonTag [375]. L’inconvénient principal de ces méthodes est la limite de 

détection : de multiples épitopes sur un même ARN sont nécessaires afin d’obtenir un 

signal détectable. En dehors de la molécule unique, on retrouve également la mesure 

de la cinétique de traduction par ribo-seq [376–378], permettant de mesurer l’efficacité 

et la vitesse d’initiation et d’élongation dans une population globale de ribosomes. Le 

développement de la technique par sm-TIRF pourrait permettre dans un futur proche 

d’affiner la spécificité de la mesure de la cinétique des ribosomes. D’autre part, 

l’application d’une nouvelle technologie comme la pince magnétique, actuellement 

mise au point pour la mesure de la cinétique de transcription d’ADN accroché à des 

billes magnétiques, à la mesure de la cinétique des ribosomes en cours de traduction 

pourrait permettre d’élucider de nouvelles interrogations, comme l’impact des 

structures d’ARNm dans la cinétique de traduction. Cette technologie serait d’autant 

plus importante dans la suite de mon étude, que mes résultats préliminaires semblent 

mettre en évidence un impact de la nature de l’IRES sur la vitesse et/ou l’efficacité 

d’initiation. Bien que dans l’étude des IRES EMCV, HCV et crPV l’intervention du facteur 

eiF4A dans l’initiation dépendante de l’IRES EMCV pourrait suffire à expliquer une 

initiation plus rapide, ce qui sera testé prochainement par l’utilisation d’hippuristanol 

dans le tampon de traduction, ces IRES diffèrent également de par leurs structures. 

L’étude des IRES virales représente une réelle opportunité d’améliorer nos 

connaissances dans l’infection des cellules humaines par des virus, sujet plus que 

d’actualité depuis le début de la décennie 2020. 
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VII. Protocoles 

1. Transcription in vitro 

Digestion de l’ADN  

Plasmide MU 

Tampon vert 10X 

Enzyme Eco 53KI 

H2O 

10µg 

4µl 

2µl 

Qsp 40µl 

 Le mix de digestion est incubé 2h à 37°C avant d’ajouter 2µl d’enzyme de 

digestion supplémentaires et d’incuber à nouveau 2h à 37°C. 

Transcription de l’ARN 

SP6 Transcription 5X Buffer 

rNTPs (25mM ATP, CTP, GTP, UTP) 

Plasmide digéré 

Enzyme mix SP6 

H2O 

20µl 

20µl 

40µl 

10µl 

10µl 

 Le mix de transcription est incubé 3h à 37°C. Ensuite 10µl de RQ1 RNase Free 

DNase à 1U/µl sont ajoutés avant d’incuber 15min à 37°C.  

 L’ARN est alors passé sur colonnes Microspin G25 pour se débarrasser des 

rNTPS : les colonnes sont resuspendues en centrifugeant rapidement, le bouchon puis 

le bout du bas sont détachés avant de mettre la colonne dans un tube Eppendorf de 

1,5ml. La colonne est centrifugée une première fois 1min 1000 RCF avant d’être placée 

dans un nouveau tube. On charge l’ARN à raison de 500µl/colonne avant de centrifuger 

4min 1000 RCF. L’ARN est dans le tube. 

2. Transfection du système CRISPR Cas9 

Jour 0 

Une culture d’Expi293F est repiquée à 2.106 cellules/ml afin d’être en phase de 

division cellulaire le jour de la transfection. 

Jour 1 

Une culture de 2,5ml de cellules Expi293F est préparée à une concentration de 

1.106 cellules/ml. En parallèle 1µg du vecteur d’ARN guide est dilué dans 150µl 

OPTIMEM et le mélange est vortexé avant d’y ajouter 1µg de vecteur donneur et d’être 
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vortexé à nouveau. On dilue 8µl d’expifectamine dans 150µl OPTIMEM avant de 

vortexer. Les différents mix sont incubés 5min à température ambiante avant d’ajouter 

le mix ADN dans le mix Expifectamine. Ce dernier mélange est incubé 25min à 

température ambiante avant d’être ajouté à la culture cellulaire. Les cellules sont 

cultivées à 37°C, 8%CO2, 120RPM. 

Jour 2 

 Les enhancers de transfection du kit Expifectamine sont ajoutés 11h après 

transfection : 15µl enhancer 1 et 150µl enhancer 2 par erlen. 

3. Transfection des plasmides des systèmes rapporteurs 

Jour 0 

Une culture d’Expi293F est repiquée à 2.106 cellules/ml afin d’être en phase de 

division cellulaire le jour de la transfection. 

Jour 1 

Une culture de 204ml de cellules Expi293F est préparée à une concentration de 

3.106 cellules/ml. En parallèle 240µg du plasmide sont dilués dans 12ml d’Optimem et 

640µl d’Expifectamine sont dilués dans 12ml d’Optimem. Les mélanges sont 

homogénéisés à la pipette avant d’incuber 5 min à température ambiante. Le mix ADN 

est ajouté dans le mix Expifectamine avant une incubation de 25min à température 

ambiante. Le mix de transfection est alors ajouté dans l’erlen de culture Les cellules 

sont cultivées à 37°C, 8%CO2, 120RPM. 

Jour 2 

 Les enhancers de transfection du kit Expifectamine sont ajoutés 11h après 

transfection : 120µl enhancer 1 et 12ml enhancer 2 par erlen. 

4. Purification GST 

Tampons : 

Tampon de cassage 

DTT Triton 100X PBS 1X 
Antiprotéase 25X 

(dernier moment) 

1mM 1% Qsp 500ml 1ml dans 25ml 

Filtration à 0,22µm avant l’ajout de l’antiprotéase, conservation à 4°C. 

Tampon de lavage 

DTT PBS 1X 

1mM Qsp 500ml 

Filtration à 0,22µm, dégazage (ne pas remuer la bouteille), conservation à 4°C. 
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Tampon d’élution 

Gluthation (10mM) Tris HCl pH8 50mM 

0,307g 100ml 

Filtration à 0,22µm, dégazage (ne pas remuer la bouteille), conservation à 4°C. 

Protocole : 

Une culture de 200ml de cellules Expi293F 3 jours post-transfection est 

centrifugée dans 4 tubes de 50ml 5 min à 300 RCF, 4°C. Les culots sont rincés au PBS 

avant d’être repris chacun dans 1ml de tampon de cassage par pipetage. Les cellules 

sont alors réparties dans des tubes de 2ml (sur glace) en présence de billes avant d’être 

vortexées 30min à 4°C. Les cellules sont centrifugées 5 min à 3300 RCF, le surnageant 

est récupéré et centrifugé 30min à vitesse max. Le surnageant est ensuite filtré sur 

0,45µm et le volume final est ajusté afin de correspondre au volume de la boucle de 

l’Akta (10ml). L’extrait est passé sur colonne de glutathion avec les tampons de 

lavage/élution indiqués ci-dessus. 

5. Western Blot 

Jour 1 

Les protéines sont dénaturées par ajout de Laemmli et incubation 3 minutes à 

95°C.  Ensuite, 10µg de protéines dénaturées sont déposées sur un gel de 

polyacrylamide à gradient 4-12% (SDS-PAGE) et migrent à 50V pendant 1h puis 100V 

jusqu’à ce que le bleu soit sorti du gel. Le gel est transféré sur membrane de 

nitrocellulose pendant 1H (30V). La membrane est saturée avec du PBS- lait 5% 1h sous 

agitation. La membrane est incubée avec l’anticorps primaire une nuit à 4°C sous 

agitation.  

Jour 2 

 La membrane est lavée par deux lavages de 10min au PBS, deux lavages de 

10min au PBS-tween 0,1% et un lavage de 15min PBS. Elle est saturée pendant 10min 

dans du PBS lait 5%, avant d’être incubée 1H avec l’anticorps secondaire HRP-

conjugate. La membrane est lavée par un lavage de 15min au PBS, deux lavages de 

15min au PBS-tween 0,1% et deux lavages 15min PBS. La révélation est effectuée grâce 

au kit de détection de chimioluminescence ECL prime (Amersham), à 428 nm. 

6. Extraction d’ARN totaux 

Un culot cellulaire de 10ml de cellules Expi293F à 2.106 cellules/ml est obtenu après 

centrifugation 5 min à 300 RCF. Il est ensuite resuspensu dans 460 µL de solution de 

resuspension (glucose 10%, 12,5 mM Tris pH 7,6, 10 mM EDTA) avant d’ajouter 500µl 

de phénol acide. Les cellules sont vortexées 15 min à 4°C avant d’être centrifugées 10 

min à 13000 rpm à 4°C. La phase aqueuse supérieure est transférée dans un tube 
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eppendorf stérile (sous la hotte chimique). Ensuite, 1 mL de Trizol est ajouté et 

l’ensemble est mélangé précautionneusement à la pipette avant d’incuber 5 min à 

température ambiante. On ajoute 100µL de chloroforme avant de mélanger 

doucement à la pipette et de laisser incuber 5 min à température ambiante. Le tube est 

centrifugé 5 min à 13000 rpm à 4°C. Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube 

eppendorf. On ajoute 200µL de chloroforme avant de mélanger doucement à la pipette 

et de laisser incuber 5 min à température ambiante. Le tube est centrifugé 5 min à 

13000 rpm à 4°C. Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube eppendorf. Il faut 

ensuite ajouter 500 µL d'isopropanol, agiter en inversant le tube, et laisser 15 minutes 

dans la glace (un stockage à -20°C est possible à cette étape). Le tube est ensuite 

centrifugé 15 min à vitesse max à 4°C. Le culot est rincé avec 1 mL d'éthanol à 70% et 

centrifugation 5 min à 13000 rpm à 4°C. On retire alors le surnageant et on laisse sécher 

le culot quelques minutes sur la paillasse à température ambiante avant de le reprendre 

dans minimum 50 µL H2O RNAse free. 

7. Extraction d’ADN génomique 

Un culot cellulaire de 10ml de cellules Expi293F à 2.106 cellules/ml est obtenu après 

centrifugation 5 min à 300 RCF. 200µl du tampon d’extraction (2% Triton X-100, 1% 

SDS, 100 mM NaCl, 100 mM Tris-Cl (pH 8,0), 1 mM Na-EDTA) est ajouté sur le culot 

avant d’ajouter 200µl de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1). Le mix est 

alors vortexé 15 min à 4°C avant d’être centrifugé pendant 5 minutes à vitesse max. La 

couche supérieure contenant l’ADN est alors transférée dans un nouveau tube. 
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Données supplémentaires de l’article de résultats 

 

Figure S1: Identification and relative quantification by mass spectrometry of amino 

acids incorporated at stop codons. Amino acids incorporated at stop codons UAA, UAG 

and UGA were identified by nanoLC-MSMS analyses after LysC proteolysis. 

Fragmentation spectra of readthrough peptides 51-65 are shown (a)-(f). Labeled peaks 

correspond to N- and C-terminal fragments (b and y ions) of the triple charged 

precursor ion. Amino acids incorporated at stop codons (C, W, R, S at UGA and Q, Y at 

UAA and UAG) are surrounded on the sequence displayed on the top by y5-y6 or b9-

b10 fragment ion pairs. Fragmentations tables indicate mass of different fragments. 

Mascot ion scores of the 6 spectra are displayed on top right corner. Two exemples of 

extracted ion chromatograms (XIC) of readthrough peptides from OPRL1-TGA wt and 

OPRL1-TAG wt with their synthetic heavy isotope labeled counterparts (AQUA 

peptides) are shown (g-h). The relative incorporations of amino acids are deduced from 

relative intensities of endogenous peptides corrected by AQUA peptides intensities 

spiked in mixtures. The strictly identical retention times between endogenous and 

synthetic peptides confirm amino acids inserted at stop codons positions. Endogenous 

and AQUA peptides with lysine at stop codon position (51ALEGRESPAK60) are not 

detected (h). 
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Figure S2: Pus7 protein expression in Expi293F cells WT or selected for Pus7 deletion.  

The western blot represents the revealing of the proteins Pus7 and actin. The clones 

were selected by flow cytometry for GFP fluorescence, then by resistance to 

Puromycine antibiotic. A genomic sequencing of clone 4 showed a monoclonal cell 

line, with alleles with an insertion of CRISPR Cas9 cassette or a deletion of 8 bases in 

the beginning of PUS7 gene.  
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Figure S3 : Impact of Pus7 deletion on global translation. (A) Volcano plot of variations 

in tRNAs isodecoders pools between Expi293F cells ∆PUS7 and WT. The Volcano plot 

was performed with the CPM (counts per million reads mapped) values calculating with 

multimapped reads. n=3 samples. (B) Polysomes profiles obtained for WT and ∆PUS7 

cells cultured with 200nM queuine. The table resumes the quantification of the various 

fractions of the polysome profiles obtained. n=2 samples.   

  



 

 

 

 

  

Titre : Rôle des modifications des ARN dans la fidélité de la traduction chez les eucaryotes 

Mots clés : Traduction, ARNt, Ribosomes spécialisés, Molécule Unique, Fidélité, modifications des ARN. 

Résumé :  La traduction possède un taux d’erreurs 

de 10-3 à 10-4 conservé chez l’ensemble du vivant. 

Chez l’Homme, plus de 100 modifications de l’ARN 

ont été décrites, certaines connues pour moduler la 

fidélité de la traduction. Lors de la terminaison de la 

traduction, la reconnaissance du codon stop par les 

facteurs de terminaison est en compétition avec la 

translecture, processus au cours duquel un ARNt 

proche cognat est incorporé au niveau du codon 

stop, le ribosome continuant alors la traduction 

jusqu’au prochain codon stop. La compréhension 

des mécanismes de translecture est d'autant 

importante qu'il s'agit d’un véritable enjeu 

thérapeutique pour les patients atteints de maladies 

génétiques à codon stop prématuré. Le premier axe 

de ma thèse consiste en l’étude de l’impact des 

modifications de la boucle anticodon des ARNt sur 

l’efficacité de translecture chez l’Homme. Au cours 

de ce projet j’ai réalisé la première analyse 

systématique des acides aminés incorporés au 

niveau des trois codons stop dans des cellules 

humaines en culture. Les résultats de spectrométrie 

de masse ont permis d'identifier les acides aminés  

Gln et Tyr au niveau des codons UAA et UAG, et les 

acides aminés Trp, Arg, Cys et Ser au niveau du 

codon UGA. J’ai ensuite étudié le rôle des 

modifications GalQ34 et Ψ35 de l’anticodon de 

l’ARNtTyr. J’ai pu mettre en évidence que ces deux 

modifications jouent deux rôles opposés dans la 

fidélité de la traduction. Alors que la présence de 

GalQ34 diminuait l’efficacité d’incorporation de 

l’ARNtTyr au niveau des codons UAA et UAG, la 

présence de Ψ35 était importante pour permettre 

l'incorporation de l'ARNt. Ces dernières années il 

est apparu que les modifications 2'-O-méthylation 

de l'ARNr jouaient un rôle important dans la 

régulation de la traduction en particulier dans les 

cellules cancéreuses. Le deuxième axe de ma thèse 

portait sur l’impact de la modification 2’-O-

méthylation de l’ARNr dans la cinétique du 

ribosome en molécule unique par microscopie TIRF. 

Durant les étapes de mise au point du protocole, j'ai 

pu mettre en évidence que la cinétique d’initiation, 

à partir de l'IRES de l'EMCV, était bien plus rapide 

qu'à partir d'autres IRES (HCV ou CrPV).    
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Abstract :  Translation has an error rate of 10-3 to 

10-4 that is conserved in all living organisms. In 

humans, more than 100 RNA modifications have 

been described, some of which are known to 

modulate the fidelity of translation. During 

translation termination, recognition of the stop 

codon by termination factors competes with 

readthrough, a process in which a cognate tRNA is 

incorporated at the stop codon and the ribosome 

continues translation to the next stop codon. The 

understanding of readthrough mechanisms is 

important because it is a real therapeutic issue for 

patients with genetic diseases with premature stop 

codon. The first axis of my thesis consists in the 

study of the impact of modifications of the tRNA 

anticodon loop on the efficiency of readthrough in 

humans. During this project I performed the first 

systematic analysis of amino acids incorporated at 

the three stop codons in human cells in culture. The 

mass spectrometry results identified the amino  

acids Gln and Tyr at the UAA and UAG codons, and 

the amino acids Trp, Arg, Cys and Ser at the UGA 

codon. I then investigated the role of the GalQ34 and 

Ψ35 modifications of the tRNATyr anticodon. I was 

able to highlight that these two modifications play 

two opposing roles in translation fidelity. While the 

presence of GalQ34 decreased the efficiency of 

tRNATyr incorporation at the UAA and UAG codons, 

the presence of Ψ35 was important to allow tRNA 

incorporation. In recent years, it appeared that 2'-

O-methylation modifications of rRNA play an 

important role in the regulation of translation, 

especially in cancer cells. The second focus of my 

thesis was on the impact of 2'-O-methylation 

modification of rRNA in single molecule ribosome 

kinetics by TIRF microscopy. During the protocol 

development stages, I was able to demonstrate that 

the initiation kinetics from the EMCV IRES was much 

faster than from other IRES (HCV or CrPV). 


