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Résumé 

 Le ribosome, qui traduit le code génétique en protéines, est une machinerie moléculaire 

essentielle au fonctionnement optimal des cellules. La formation, ou biogenèse, de ces ribosomes 

est un processus très complexe, qui doit être finement contrôlé et régulé pour produire 

rapidement des sous-unités ribosomiques matures et fonctionnelles. Des mutations dans des 

composants de cet appareil cellulaire essentiel sont à l’origine de diverses maladies, comme des 

anémies, des retards de croissance mais aussi certains cancers. Dans ce contexte, la 

caractérisation précise de l’ensemble des mécanismes d’assemblage et de fonctionnement des 

ribosomes en conditions normales et pathologiques devient un enjeu primordial. Ces questions 

scientifiques ont récemment connu des avancées majeures, notamment grâce à l’utilisation de la 

cryo-microscopie électronique (cryo-EM). En effet, couplée à des analyses fonctionnelles, la 

résolution de différents états structuraux du ribosome a permis la description de nombreux 

mécanismes moléculaires responsables de la biogenèse des ribosomes, ainsi que de différentes 

étapes de la traduction. Mon projet de thèse s’inscrit pleinement dans ces analyses 

structure/fonction de l’assemblage et du fonctionnement des ribosomes.  

 Mon premier projet de thèse s’est focalisé sur les étapes finales de la maturation de la 

petite sous-unité ribosomique humaine, aussi appelée sous-unité 40S. Pour cela, en me basant sur 

des analyses structurales par cryo-EM, j’ai mené des études fonctionnelles sur des particules pré-

40S purifiées à une étape tardive de leur maturation, grâce à la forme catalytiquement inactive de 

l’ATPase RIO1. Ce travail m’a permis de mettre en évidence les rôles combinés de RIO1 et de la 

protéine ribosomique RPS26 dans le déclenchement du clivage du pré-ARNr 18S-E par 

l’endonucléase NOB1, entrainant la maturation finale de l’ARNr 18S. 

 Mon second projet de thèse visait à comprendre les effets d’une mutation ponctuelle de la 

protéine ribosomique RPS15 (mutation RPS15-P131S) sur les mécanismes de traduction. Des 

mutations ponctuelles dans le domaine C-terminal de cette protéine de la petite sous-unité 

ribosomique sont en effet retrouvées dans de nombreux cas de leucémies et de tumeurs solides. 

Pour cela, j’ai entamé une analyse structure/fonction de ces ribosomes mutants. J’ai purifié et 

déterminé par cryo-EM les structures 3D de ribosomes en cours de traduction. J’ai comparé les 

structures de ribosomes « sauvages » à leurs homologues mutants, portant la mutation RPS15-

P131S. Mes résultats montrent que la mutation provoque la déstabilisation structurale du 

domaine C-terminal de RPS15, ce qui entraînerait un ralentissement de l’étape d’élongation de la 

traduction. Une hypothèse pour expliquer ce phénomène serait que la déstructuration du 

domaine C-ter de RPS15 empêche l’accommodation correcte des ARNt amino-acylés dans le site 

A du ribosome.  
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Abstract 

The ribosome, which translates the genetic code into proteins, is an essential molecular 

machinery for the optimal functioning of cells. The formation, or biogenesis, of these ribosomes is 

a very complex process, which must be finely tuned to rapidly produce mature and functional 

ribosomal subunits. Mutations in components of this essential cellular apparatus are at the origin 

of various diseases, such as anemia, growth retardation but also some cancers. In this context, the 

precise characterization of the assembly and functioning mechanisms of ribosomes in normal and 

pathological conditions becomes crucial. This topic has recently seen major advances, notably 

thanks to the use of cryo-electron microscopy (cryo-EM). Indeed, coupled with functional 

analyses, the resolution of different structural states of ribosomes or precursors of ribosomal 

subunits has allowed to describe many molecular mechanisms responsible for ribosome 

biogenesis, as well as different steps of translation. My thesis project is fully in line with these 

structure/function analyses of ribosome assembly and function.  

 My first thesis project focused on the final maturation steps of the human small ribosomal 

subunit, also called 40S subunit. For this purpose, based on structural analysis by cryo-EM, I 

conducted functional studies on pre-40S particles purified at a late stage of their maturation, 

thanks to a tagged and catalytically inactive form of the ATPase RIO1. This work allowed to 

demonstrate the combined action of both RIO1 with the ribosomal protein RPS26 in triggering 

the cleavage of the pre-rRNA 18S-E by the NOB1 endonuclease, leading to the final maturation of 

18S rRNA. 

 My second thesis project aimed at understanding the effects of a point mutation in the 

ribosomal protein RPS15 (S15-P131S mutation) on translation mechanisms. Point mutations in 

the C-terminal domain of this protein of the small ribosomal subunit are indeed found in many 

cases of leukemia and solid tumors. For this purpose, I initiated a structure/function analysis of 

these mutant ribosomes. I purified and determined the cryo-EM 3D structures of translating 

ribosomes. I compared the structures of wild type ribosomes to their mutant counterparts, 

carrying the S15-P131S mutation. My results show that the mutation causes structural 

destabilization of the C-terminal domain of RPS15, which results in a slowing down of the 

elongation step of translation. One hypothesis to explain this phenomenon would be that the 

destructuring of the C-terminal domain of RPS15 prevents the proper accommodation of 

aminoacylated tRNAs in the A-site of the ribosome.  
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I. Le ribosome 

 Le ribosome est un complexe macromole culaire forme  de deux sous-unite s et compose  

d’ARN ribosomiques (ARNr) et de prote ines ribosomiques (RP). Il est pre sent dans tous les 

domaines du vivant et est responsable de la traduction de l’information ge ne tique contenu dans 

l’ARN messager (ARNm), pour cela il a pour ro le de de coder l’ARNm puis de synthe tiser les 

prote ines.   

1. Historique 

 C’est en 1955 que Georges E. Palade de couvrit pour la premie re fois les ribosomes par 

observation de cellules de rats par microscopie e lectronique en transmission. Il les de crivit comme 

des petites particules granulaires d’environ 20 nanome tres entourant le re ticulum 

endoplasmique, qu’il appela initialement microsome (Palade, 1955). Cette de couverte lui a 

d’ailleurs valu le prix Nobel de me decine en 1974. Par la suite, plusieurs e tudes biochimiques et 

fonctionnelles ont e te  mene es et ont permis d’identifier que ces microsomes e taient des 

complexes ribonucle o-prote iques (RNP). C’est dans ce contexte que Richard B. Roberts renomma 

ces particules des ribosomes, lors du congre s « Microsomal Particles and Protein Synthesis » en 

1958. Durant les anne es 60, ces e tudes ont aussi pu mettre en e vidence le ro le des ribosomes dans 

la synthe se prote ique (Kirsch et al., 1960; McQuillen et al., 1959; Palade, 1975). 

La de termination de la structure tridimensionnelle des ribosomes a e te  essentielle dans la 

compre hension des me canismes entourant le de codage de l’information ge ne tique porte  par 

l’ARNm et la synthe se des chaî nes d’acides amine s. Les toutes premie res observations des sous-

unite s ribosomiques ont e te  re alise es en microscopie e lectronique par coloration ne gative. Ces 

observations ont permis de donner un premier aperçu de la morphologie du ribosome en ge ne rant 

les tous premiers mode les 3D « fait a  la main » (Lake, 1976; Vasil’ev, 1974). Les ribosomes e tant 

des complexes de tre s grosse taille, ils ont e te  tre s largement utilise s en tant « qu’outil » afin de 

de velopper les techniques structurales, cet aspect sera plus largement de crit par la suite. Dans les 

anne es 1980-90, gra ce aux avance es technologiques des me thodes de cristallographies aux rayons 

X ainsi que de cryo-microscopie e lectronique (Cryo-EM) (Dubochet et al., 1981) la recherche des 

premie res structures de ribosomes a pu rapidement progresser. En effet, a  la fin des anne es 1990, 

la cristallographie aux rayons X a permis l’e lucidation de plusieurs structures de sous-unite s 

ribosomiques procaryotes, ame liorant a  chaque fois leur re solution. L’exemple de la de termination 

de structures de la grande sous-unite  ribosomique de l’arche e Haloarcula marismortui permet 

d’illustrer cette rapide e volution, passant d’une structure basse re solution (9 A ) (Ban et al., 1998), 

a  moyenne re solution (5 A ) (Ban et al., 1999) jusqu’a  atteindre une structure haute re solution de 
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3,5 A  en 2000 (Ban et al., 2000). Et c’est au de but des anne es 2000, par cristallographie aux rayons 

X, que les premie res structures a  l’e chelle atomique de ribosomes entiers procaryotes ont e te  

re solues. En 2001, Noller et ses collaborateurs ont rapporte  la structure cristalline du ribosome 

entier de Thermus thermophilus a  une re solution de 5,5 A  (Yusupov et al., 2001), mais la toute 

premie re structure haute re solution (3,5 A ) d’un ribosome entier a e te  obtenue par Cate et ses 

collaborateurs pour un ribosome vide d'Escherichia coli (Schuwirth et al., 2005). L’ensemble de 

ces travaux a e te  essentiel dans la compre hension des me canismes de la synthe se prote ique ainsi 

que dans la mise en e vidence de la complexite  structurale du ribosome. La de termination de ces 

mode les a permis une de couverte majeure, en montrant que le centre de peptidyl-transfe rase, ou  

la formation des liaisons peptidiques est catalyse e, est forme  exclusivement d’ARNr, aucune chaî ne 

peptidique n’e tant visible a  moins de 18 A  de ce centre catalytique (Ban et al., 2000; Muth et al., 

2000; Nissen et al., 2000). Il a donc e te  possible de de montrer que le ribosome est en fait un 

ribozyme, c'est-a -dire une enzyme tirant son pouvoir catalytique de l'ARN et non des prote ines. 

2. Composition et structure des ribosomes 

 Les ribosomes sont des complexes ribonucle o-prote iques (RNP) compose s de deux sous-

unite s asyme triques appele es grande et petite sous-unite . Ces sous-unite s sont de finies par leur 

coefficient de se dimentation, chez les eucaryotes la grande sous-unite  est la 60S (Svedberg) (50S 

chez les procaryotes) et la petite sous-unite  est la 40S (30S chez les procaryotes). Lorsque ces deux 

sous-unite s s’assemblent, elles forment le ribosome mature aussi appele  80S (70S chez les 

procaryotes). Cette particule 80S est compose e de quatre ARNr, formant le squelette du ribosome 

et qui repre sente 60 % de la masse totale de ce dernier, ainsi que 80 prote ines ribosomiques 

(Tableau 1).  

 

Chez les eucaryotes, la grande sous-unite  ribosomique 60S est compose e de trois ARNr qui 

sont les ARNr 5S, 5.8S et 25S/28S ainsi que 47 prote ines (RPL). Quant a  la petite sous-unite  

ribosomique 40S, elle comprend un seul ARNr le 18S associe  a  33 prote ines (RPS). 
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Tableau 1 : Récapitulatif de la composition des ribosomes dans les 3 domaines du vivant. 

 

Ces deux sous-unite s ont des activite s distinctes dans la traduction de l’information 

ge ne tique des ARNm en prote ine. En effet, la petite sous-unite  est essentielle au de codage de 

l’ARNm en permettant l’appariement correct des ARN de transfert (ARNt) sur l’ARNm. Cette sous-

unite  est donc implique e dans la fide lite  de la traduction. Elle se caracte rise par sa forme allonge e 

et ses cinq domaines structuraux : la te te avec le bec, le corps, la plateforme et les pieds droit et 

gauche (Figure 1A). Dans la petite sous-unite  se trouve e galement le sillon d’entre e de l’ARNm a  

de coder localise  entre la te te et le corps de la particule (Figure 2 A, B). 

La grande sous-unite , est de forme globulaire et se compose d’un domaine central ainsi que trois 

protube rances qui sont la protube rance centrale, les tiges P et L1 (Figure 1B). Elle posse de un 

centre peptidyl-transfe rase (PTC), qui permet de catalyser la formation des liaisons 

polypeptidiques entre les acides amine s. Cette activite  est donc essentielle a  l’e longation de la 

chaî ne polypeptidique, aboutissant a  la synthe se des prote ines. A  proximite  du PTC, et traversant 

toute la grande sous-unite , se trouve aussi le tunnel de sortie des prote ines ne o-synthe tise es 

(Figure 2 B, C). 

Bactérie Archée Levure Mammifère

E. coli H. marismortui S. cerevisiae H. sapiens

Coefficient 

Sédimentation

Masse (MDa) 2,4 2,6 3,3 4,3

Nb protéines 54 57 79 80

ARNr 3 ARNr: 4566 nt 3 ARNr: 4517 nt 4 ARNr: 5472 nt 4 ARNr: 7223 nt

Coefficient 
Sédimentation

Nb protéines 33 33 46 47

23S: 2904 nt 23S: 2923 nt 25S: 3396 nt 28S: 5076 nt

5S: 120 nt 5S: 122 nt 5S: 118 nt 5S: 121 nt

5,8S: 158 nt 5,8S: 157 nt

Coefficient 
Sédimentation

Nb protéines 21 24 33 33

ARNr 16S: 1542 nt 16S: 1472 nt 18S: 1800 nt 18S: 1869 nt

Petite sous-
unité

30S 40S

Procayrotes Eucaryotes

Ribosome 
mature

70S 80S

Espèce

Grande sous-
unité

50S 60S

ARNr

-
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Figure 1 : Structures des sous-unités ribosomiques ainsi que du ribosome mature humain. 
A) La petite sous-unite  ribosomique 40S avec les prote ines ribosomiques repre sente es en bleu et 
l’ARNr en gris. Les domaines caracte ristiques sont annote s : la te te, le bec, la plateforme, le corps 
et les pieds. B) La grande sous-unite  ribosomique 60S avec les prote ines ribosomiques 
repre sente es en orange et l’ARNr en gris. Les domaines caracte ristiques sont annote s : la 
protube rance centrale, les tiges P et L1. C) Le ribosome 80S avec la petite sous-unite  en bleu et la 
grande sous-unite  en orange sur lequel sont indique s le sillon d’entre e de l’ARNm et le tunnel de 
sortie du peptide. (Re alise  a  partir du fichier PDB : 4UG0)   
 

 

Une fois assemble es en ribosome, a  l’interface des deux sous-unite s se trouvent les trois 

sites de liaisons des ARNt portant les acides amine s qui serviront a  la synthe se prote ique durant 

la traduction. Lors des e tapes de la traduction, le site A (pour Aminoacyl-ARNt) est occupe  par un 

ARNt portant l’acide amine  qui doit e tre incorpore  a  la chaî ne polypeptidique, ensuite, c’est dans 

le site P (pour Peptidyl-ARNt) que vient se loger l’ARNt portant la chaî ne polypeptidique en cours 

de synthe se, enfin, le site E (pour Exit-ARNt) comprend un ARNt de acyle  pre t a  se dissocier de 

l’ARNm et du ribosome (Figure 2).   
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Figure 2 : Emplacement des sites de liaisons des ARNt, ainsi que des centres d’activités de 
traduction des deux sous-unités ribosomiques. A) Repre sentation de la petite sous-unite  
ribosomique en vue d’interface avec les sites de liaisons A, P et E ainsi que le centre d’activite  de 
la traduction. B) Structure basse re solution du ribosome, avec la petite sous-unite  repre sente e en 
bleu et la grande sous-unite  en orange. Le sillon d’entre e de l’ARNm et le tunnel de sortie du 
peptide sont indique s ainsi que les principaux acteurs de la traduction. C) Repre sentation de la 
grande sous-unite  ribosomique en vue d’interface avec les sites de liaisons A, P et E ainsi que le 
centre d’activite  de la traduction. (Adapte  de Melnikov et al., 2012) 
 
 

Bien que les aspects fondamentaux de la synthe se des prote ines soient pre serve s dans tous 

les domaines du vivant, les ribosomes eucaryotes sont plus complexes et sont en moyenne 40 % 

plus gros que leurs homologues procaryotes. En effet, la masse du ribosome bacte rien 70S est 

d’environ 2,5 MDa contre 3,2 MDa pour le ribosome 80S des eucaryotes unicellulaires et jusqu’a  

4,3 MDa pour celui des eucaryotes supe rieurs (Tableau 1). L’ensemble de ces ribosomes 

partagent un noyau structurel commun, conserve  au cours de l’e volution, abritant les principaux 

centres fonctionnels des ribosomes, tels que le site de de codage, le centre de peptidyl transfe rase 

et les sites de liaison a  l'ARNt. Mais la diffe rence de taille s’explique par la pre sence de prote ines 

ribosomiques supple mentaires, ainsi que d’addition de domaines sur des prote ines conserve es et 

de par la pre sence de segments d’extensions sur les ARNr (Anger et al., 2013; Klinge et al., 2012). 

Ces domaines additionnels spe cifiques des eucaryotes forment des couches externes autour du 

noyau commun du ribosome (Figure 3).   
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Figure 3 : Comparaison des sous-unités ribosomiques bactériennes (A), eucaryotes (B), 
eucaryotes supérieures (C). A), B), C) Repre sentation mole culaire et sche matique des deux 
sous-unite s ribosomiques. En A) du ribosome bacte rien 70S de Thermus thermophilus, en B) du 
ribosome 80S de Saccharomyces cerevisiae et en C) du ribosome 80S d’Homo sapiens. En gris est 
repre sente  le cœur conserve  du ribosome bacte rien, en bleu les e le ments prote iques et 
nucle otidiques supple mentaires chez la levure, en rouge et orange la couche supple mentaire chez 
les eucaryotes supe rieurs. (Adapte  d’Anger et al., 2013)   
 

 

Il a de ja  e te  montre  que si tous les composants du ribosome bacte rien e taient me lange s 

ensemble dans un ordre pre cis, celui-ci pouvait s’auto-assembler in vitro (Nomura, 1970). Ceci ne 

s’applique pas pour le ribosome eucaryote. En effet, la synthe se (biogene se) des ribosomes 

eucaryotes requiert plus de 200 facteurs d’assemblage et de maturation, qui ont e te  caracte rise s 

progressivement par diffe rentes approches me thodologiques (Henras et al., 2008).   

Du fait de la complexite  des ribosomes eucaryotes, l’e lucidation de leur structure a demande  plus 

de temps. La premie re structure a  haute re solution (4,15 A ) du ribosome de levure a e te  obtenue 

en 2010 par cristallographie aux rayons X (Ben-Shem et al., 2010). Puis, un an plus tard, cette 

me me e quipe a re ussi a  obtenir une deuxie me structure du ribosome de S. cerevisiae cette fois-ci 

a  3 A  de re solution, permettant ainsi d’acque rir de nouveaux de tails structuraux afin de 

positionner l’ensemble des prote ines ribosomiques eucaryotes (Ben-Shem et al., 2011). 
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La cryo-microscopie e lectronique (cryo-EM), a quant a  elle permis une avance e majeure 

sur la de termination des structures de ribosomes eucaryotes et en particulier celle des ribosomes 

humains (Figure 4). En effet, les premie res structures hautes re solutions de ribosomes humains 

ont e te  obtenues par cryo-EM. En 2013, une premie re structure a e te  e lucide e a  moyenne 

re solution (~5,4 – 6 A ) (Anger et al., 2013), et c’est en 2015 que la premie re structure a  l’e chelle 

atomique du ribosome 80S humain a pu e tre re solue a  3 A  de re solution (Khatter et al., 2015). 

La de termination de ces structures hautes re solution a e te  possible gra ce a  plusieurs avance es 

technologiques re centes de la microscopie e lectronique et de l’analyse d’images. La technique de 

cryo-microscopie e lectronique a e te  mise au point il y a environ 40 ans par Jacques Dubochet et 

ses collaborateurs (Dubochet et al., 1981). Cette me thode a pour principe de congeler 

instantane ment l’e chantillon biologique dans une glace vitreuse. Cette technique permet donc 

d’observer des particules dans un e tat hydrate  proche de leur e tat natif, ce qui n’e tait jusqu’a  

pre sent pas le cas, que ce soit lors de l’observation de particules apre s coloration ne gative 

(coloration par des sels de me taux lourds) ou lors de la de termination de structures par 

cristallographie au rayons X. Cette technique de pre paration des e chantillons associe e a  l’analyse 

des images par la me thode des particules isole es (SPA) a donc e te  essentielle dans la 

de termination des premie res structures de complexes macromole culaires tels que les ribosomes 

par cryo-EM.   

 

Les toutes premie res reconstructions 3D de ribosomes e lucide es par cryo-EM ont e te  

obtenues dans les anne es 90, avec, tout d’abord, le ribosome d’E. coli re solue a  40 A  (Frank et al., 

1991). Par la suite deux autres structures de ce me me ribosome ont pu e tre e lucide es tout en 

ame liorant a  chaque fois leur re solution, avec, en 1995, un mode le 3D obtenu a  23 A  de re solution 

(Stark et al., 1995), puis cinq ans plus tard, une structure atteignant 11 A  de re solution (Gabashvili 

et al., 2000).  Il aura ensuite fallu attendre jusqu’en 2012, avec l’apparition d’un nouveau type de 

came ra, les de tecteurs directs d’e lectrons, pour que les structures e lucide es en cryo-EM puisse 

atteindre des re solutions comparables a  celles obtenues par cristallographie aux rayons X. Ces 

de tecteurs directs d’e lectrons, contrairement aux came ras CCD, ne ne cessitent plus la conversion 

des e lectrons en photons. Les images acquises sont ainsi de meilleures qualite  gra ce a  

l’augmentation de leur rapport signal sur bruit. De plus, ce nouveau type de came ra permet 

l’acquisition des images en mode « movie » ce qui signifie qu’a  la place de ne prendre qu’une seule 

image avec un temps d'exposition long, un film compose  de plusieurs images rapides d’un me me 

champ va e tre acquis. Cette nouvelle me thode d’acquisition permet apre s l’alignement et la somme 

des images du film, de corriger les mouvements de l’e chantillon cause s par son exposition au 

faisceau. Finalement ces de tecteurs directs d’e lectrons permettent d’obtenir des images de plus 
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haute re solution dans lesquels le contraste et le rapport signal sur bruit sont augmente s (Brilot et 

al., 2012; Campbell et al., 2012). 

Cette avance e technologique, couple e au de veloppement de nouveaux programmes 

d’analyse d’images, a contribue  a  l’obtention des premie res reconstructions 3D haute re solution 

par cryo-EM. En effet, un des proble mes majeurs limitant l’acce s a  la haute re solution vient du fait 

que la plupart des complexes biologiques posse dent une certaine he te roge ne ite  compositionnelle 

et conformationnelle. Cela se traduit par le fait qu’au sein d’un me me e chantillon, plusieurs e tats 

structuraux de l’objet sont pre sents. Ce phe nome ne a pour conse quence la perte d’informations 

au niveau de ces domaines he te roge nes. En effet, sans tri de cette he te roge ne ite  structurale, les 

domaines he te roge nes ne pourront pas s’aligner, ils formeront alors des « blobs » de basses 

re solutions qui ne permettent aucune interpre tation, l’information de cette zone e tant perdue. 

Pour pallier ce proble me, de nouveaux algorithmes ont e te  de veloppe s sur la base des statistiques 

baye siennes et sur le principe de maximum de vraisemblance. Il est depuis possible de trier 

l’he te roge ne ite  structurale des complexes biologiques par le biais d’une classification 3D non 

supervise e, ce qui a permis l’ame lioration conside rable de la re solution des reconstructions 3D 

(Scheres, 2012).     

L'he te roge ne ite  structurale de l'e chantillon, qui e tait initialement une limite, est finalement 

devenue la puissance de la cryo-EM car, contrairement a  la cristallographie, il est maintenant 

possible d’obtenir des reconstructions 3D repre sentant plusieurs e tats structuraux d’un complexe 

pre sents au sein d’un me me e chantillon. De ce fait, l’e tude structurale de ribosomes par cryo-EM 

permet de visualiser leur dynamique mole culaire, et ainsi mieux comprendre certains 

me canismes tels que leur assemblage ou encore leur mode de fonctionnement dans la traduction 

(Brown and Shao, 2018). 

Lors de ma the se je me suis inte resse e aux me canismes entourant le ribosome, en partant 

de sa biogene se a  son ro le fonctionnel dans la synthe se prote ique. La cryo-EM combine e a  des 

e tudes fonctionnelles est maintenant devenue une technique de choix dans la compre hension des 

me canismes. En effet, on peut donner l’exemple des articles de (Ameismeier et al., 2020, 2018) et 

(Ma et al., 2017) qui ont pu de crire certaines des e tapes de maturation de la petite et de la grande 

sous-unite  ribosomique eucaryote, respectivement, gra ce a  la de termination de plusieurs 

structures de pre -ribosomes dans lesquelles des co-facteurs de maturation s’associent et se 

dissocient. De la me me manie re plusieurs e tapes de l’e longation de la traduction ont pu e tre mises 

en e vidence gra ce a  l’identification de diffe rents interme diaires de la traduction par l’e tude des 

polysomes (Behrmann et al., 2015). 

Finalement, l’ensemble de ces avance es a entraî ne  une re volution en terme de re solution. 

Par exemple, si l’on prend le cas du ribosome d’E. coli, ces progre s ont permis de passer d’une 

structure a  basse re solution (40 A  : Frank et al., 1991) a  des reconstructions 3D de tre s hautes 
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re solutions (2 A  : Watson et al., 2020). De plus, la de termination de la premie re structure d’un 

ribosome 80S humain a aussi e te  rendue possible par la cryo-EM, avec, en 2013, une premie re 

structure obtenue a  une re solution moyenne (6 A ) (Anger et al., 2013). Puis deux ans plus tard, la 

premie re structure d’un ribosome humain a  l’e chelle quasi-atomique a e te  de termine e avec une 

re solution finale de 3,6 A . Cela a permis de proposer un mode le atomique de la particule 80S 

humaine, gra ce aux informations obtenues sur l’ARNr, sur les chaî nes late rales des prote ines 

ribosomiques ainsi que sur la localisation des sites de liaison des ARNt a  l’interface entre les deux 

sous-unite s (Khatter et al., 2015) (Figure 4). 

 
Figure 4 : Aperçu des avancées majeures de la microscopie électronique et de l’évolution 
de la résolution au fil des années, illustre es par les structures cryo-EM des ribosomes d’E. coli 
(en vert) ainsi que d’H. sapiens (en orange). 
 

 

L’ensemble de ces structures obtenues par cristallographie aux rayons X ainsi que par 

cryo-microscopie e lectronique a aussi une importance d’un point de vue me dical, elles peuvent 

aider a  comprendre le me canisme d’action de certains antibiotiques et leur me canisme de 

re sistance mais peuvent aussi e tre utiles dans le de veloppement de nouveaux traitements pour 

des maladies lie es aux ribosomes, telles que les ribosomopathies et certains cancers qui seront 

aborde s par la suite (Garreau de Loubresse et al., 2014; Gilles et al., 2020). En effet, le ribosome 

joue un ro le central dans le fonctionnement normal d’une cellule, et des de fauts de son assemblage 

et/ou de sa fonction dans la synthe se prote ique peuvent entraî ner une de re gulation de divers 

me canismes cellulaires et contribuer a  l’apparition de ces pathologies. Dans ce contexte, il est donc 

primordial d’avoir une connaissance pre cise des me canismes mole culaires fondamentaux 

entourant l’assemblage et le fonctionnement des ribosomes, en conditions normales et 
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pathologiques. C’est dans ce cadre que s’inscrit ma the se. J’ai en effet e te  amene e a  e tudier les deux 

processus fondamentaux du ribosome a  savoir sa biogene se et son ro le dans la traduction, par des 

approches structures/fonctions. Au cours de mon premier projet, je me suis inte resse e a  

comprendre les me canismes mole culaires qui sous-tendent les toutes dernie res e tapes de la 

maturation de la petite sous-unite  ribosomique 40S chez l’humain. Le deuxie me projet visait a  

caracte riser les conse quences de mutations de prote ines ribosomiques, a  l’origine de cancers, 

dans les processus de traduction.   

 

 

Par la suite, je m’attacherai donc a  de crire de manie re plus de taille e les me canismes 

s’inscrivant dans mon projet de the se. Une premie re partie est donc consacre e a  la description de 

la biogene se du ribosome et plus particulie rement a  la maturation de la petite sous-unite  

ribosomique 40S, avec un focus sur les toutes dernie res e tapes se de roulant dans le cytoplasme. 

Puis dans la deuxie me partie sera de taille  le processus de traduction, et plus particulie rement le 

me canisme de l’e longation du ribosome en traduction, base  sur les dernie res avance es d’un point 

de vue structural et fonctionnel permettant ainsi la compre hension des me canismes mole culaires 

entourant ce processus. Enfin une dernie re partie sera consacre e a  la description des maladies 

cause es par des de fauts pre sents dans l’un des processus associe s au ribosome a  savoir sa 

biogene se ou son ro le fonctionnel dans la traduction.  

  



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 

23 
 

II. La biogenèse des ribosomes eucaryotes 

1. Généralités 

Comme pre sente  pre ce demment, le ribosome eucaryote est un complexe de tre s grande 

taille compose  d’environ 80 prote ines et de 4 ARN ribosomiques. Il est primordial que ces 

constituants s’assemblent de manie re pre cise et contro le e afin de former un ribosome mature 

fonctionnel pour la synthe se prote ique. La biogene se des ribosomes est donc un processus 

complexe, qui fait intervenir plus de 200 facteurs de maturation aussi appele s facteurs 

d’assemblage. Ces facteurs de maturation peuvent e tre des prote ines ou bien des complexes 

snoARN/prote ines (appele s snoRNPs). Lors de la biogene se des ribosomes, ces facteurs de 

maturation s’associent aux pre -ribosomes a  diverses e tapes de leur maturation, puis se dissocient 

une fois leur ta che accomplie, ils ne sont donc pas retrouve s dans les sous-unite s ribosomiques 

matures. 

 

La biogene se des ribosomes eucaryotes a e te  principalement e tudie e chez la levure et plus 

particulie rement chez S. cerevisiae. Ce mode le est tre s utilise  car il peut e tre facilement manipule  

en terme de ge ne tique. Dans les anne es 1970, la mise en place de protocoles de purification 

associe s a  des analyses biochimiques a permis l’identification des prote ines ribosomiques (Gould 

et al., 1972; Traugh and Traut, 1973). De plus, le marquage et l’analyse des ARNr sur gel 

d’e lectrophore se ou par centrifugation ont aide  a  mettre en e vidence les principaux 

interme diaires de maturation du pre -ARNr (Weinberg et al., 1967; Weinberg and Penman, 1970). 

Par la suite, plusieurs e tudes mene es ont permis l’identification de nombreux facteurs de 

maturation avec la caracte risation de leur ro le fonctionnel dans l’assemblage et l’export des sous-

unite s pre -ribosomiques ainsi que dans la maturation des pre -ARNr. Les premiers ont e te  isole s 

gra ce en particulier a  des criblages ge ne tiques, puis la plupart d’entre eux ont e te  identifie s gra ce 

a  la mise en place de protocoles de purification des pre -particules par chromatographie d’affinite  

en tandem suivie d’analyse par spectrome trie de masse (Johnson et al., 2002; Kressler et al., 1999; 

Venema and Tollervey, 1999). Plus re cemment, des criblages pange nomiques par perte de fonction 

(gra ce a  des siARN) ont permis d’e tablir une longue liste de prote ines (plus de 300) implique es 

directement ou indirectement dans la synthe se de la petite sous-unite  ribosomique (Badertscher 

et al., 2015; Tafforeau et al., 2013; Wild et al., 2010). 

La mise au point des protocoles de purification par affinite  des particules pre -ribosomiques a 

permis par la suite de les caracte riser que ce soit d’un point de vue fonctionnel ou structural 

(Kressler et al., 2008; Wyler et al., 2011). En effet, des particules pre -ribosomiques purifie es ont 

pu e tre analyse es par cryo-EM afin d’obtenir leur structure, tout d’abord a  moyenne re solution 
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(Johnson et al., 2017; Larburu et al., 2016; Sengupta et al., 2010; Strunk et al., 2011). Ensuite, 

gra ces aux diffe rents progre s de la cryo-EM (de taille s pre ce demment ; Figure 4), des structures 

de ces particules pre -ribosomiques ont pu e tre de termine es a  des re solutions atomiques 

(Ameismeier et al., 2020, 2018; Cheng et al., 2020; Mitterer et al., 2019; Sanghai et al., 2018; 

Shayan et al., 2020). Les e tudes structures/fonctions mene es ont fourni des images spatio-

temporelles de taille es des interme diaires pre -ribosomiques et de leur composition, gra ce 

notamment a  la visualisation de l’architecture de ces pre -ribosomes ainsi que la pre sence de 

nombreux facteurs de maturation.  

 

La formation des ribosomes chez les eucaryotes est un processus compartimente , 

commençant dans le noyau et se terminant dans le cytoplasme. Sche matiquement, la biogene se 

des ribosomes de bute dans le nucle ole avec la transcription par l’ARN polyme rase I de l’ADN 

ribosomique en un long pre curseur polycistronique : le pre -ARNr (appele  35S chez la levure et 

47S chez l’Homme). Ce pre -ARNr primaire posse de l’ensemble des se quences des ARNr formant 

le ribosome (18S, 25/28S, 5,8S) excepte  l’ARNr 5S. Ce dernier est, quant a  lui, transcrit par l’ARN 

polyme rase III. Paralle lement, les ARNm codant pour les prote ines ribosomiques ainsi que les 

facteurs de maturations sont eux transcrits par l’ARN polyme rase II. Une fois ces ARNm transcrits, 

ils sont traduits dans le cytoplasme, afin de synthe tiser les prote ines ribosomiques et les facteurs 

de maturations qui seront ensuite, pour une grande partie, transporte s dans le nucle ole. Certaines 

des prote ines ribosomiques vont e tre prises en charge par des prote ines chaperons de leur 

synthe se a  leur incorporation dans les pre -particules ribosomiques.  C’est par exemple le cas de la 

prote ine Rps3, qui est chaperonne e chez la levure par Yar1 (Koch et al., 2012). Ces prote ines 

chaperons empe chent l’agre gation des prote ines (leur e vitant ainsi d’e tre de grade es) et e vitent 

leur interaction pre mature e et non spe cifique avec des ARN, elles peuvent aussi prendre part a  

leur transport vers le noyau (pour revue : Pillet et al., 2017). 

Chez la levure, les e tapes pre coces de la maturation du ribosome se de roulent dans le 

nucle ole de manie re co-transcriptionnelle. Le pre -ARNr primaire en cours de transcription 

s’associe donc a  une grande partie des prote ines ribosomiques ainsi que plusieurs facteurs de 

maturations et de snoRNP formant ainsi une particule 90S aussi appele e SSU processome. C’est 

dans cette particule 90S, que le pre -ARNr se replie correctement et est mature  par l’ajout de 

modifications me die  par des snoRNP ou des enzymes. Par ailleurs, diffe rents clivages sont re alise s 

par des endo- et exo-ribonucle ases, ce qui aboutit a  la se paration des deux pre curseurs des sous-

unite s (Aubert et al., 2018). Les pre curseurs de la petite sous-unite  (pre -40S) ainsi que la grande 

sous-unite  (pre -60S) suivent alors deux voies de maturation distinctes du nucle ole vers le 

cytoplasme. Apre s l’export des deux particules pre -ribosomiques a  travers le complexe de pore 

nucle aire, leur maturation est finalise e dans le cytoplasme (Henras et al., 2015, 2008). Chez la 
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levure, une particule pseudo-80S est forme e par l'assemblage d'une particule pre -40S et d'une 

particule 60S pour les dernie res e tapes de maturation de la sous-unite  40S. Ceci n’a pas e te  montre  

chez l’Homme pour l’heure (Lebaron et al., 2012; Strunk et al., 2012) (Figure 5).  

 

 
Figure 5 : Schéma général de la biogenèse des ribosomes chez la levure. En bleu sont 
repre sente s les e tapes de maturation ainsi que les composants de la grande sous-unite  
ribosomique 60S et en vert les e tapes de maturation et les composants de la petite sous-unite  
ribosomique 40S. En nuance de jaune, ou autre couleurs sont sche matise s les facteurs de 
maturations, ainsi que les complexes snoRNP implique s dans la maturation. Dans le cas de la 
levure, le clivage entre pre curseurs de la petite et de la grande sous-unite  intervient 
majoritairement pendant la transcription (Adapte  de Kressler et al., 2017).  

 

 

Par la suite, je m’attacherai a  de crire les acteurs et la chronologie des e tapes de la 

maturation de la petite sous-unite  ribosomique 40S.  

 

2. Les acteurs de la maturation de la petite sous-unité ribosomique  

a. L’ARNr 18S 

Les deux sous-unite s ribosomiques se composent d’ARNr portant l’activite  du ribosome ; 

dans la petite sous-unite  ribosomique 40S est retrouve  l’ARNr 18S. La biogene se des ribosomes 

de bute avec la transcription, par l’ARN polyme rase I, du pre -ARNr primaire appele  47S chez 

l’Homme et 35S chez la levure. Dans ce long transcrit primaire se trouve (dans l’ordre 5’-3’) les 
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se quences des ARNr 18S, 5.8S et 28S. Ces ARNr sont se pare s les uns des autres par des se quences 

transcrites qui devront e tre e limine es au cours de la maturation pour pouvoir obtenir des ARNr 

matures. Concernant l’ARNr 18S, il est entoure  de la se quence flanquante en 5’ : 5’-ETS et en 3’ de 

l’espaceur : ITS1 (Figure 6A). 

Chez les eucaryotes, la maturation de l’ARNr 18S peut e tre de crite en trois grandes e tapes : (i) la 

maturation de l’extre mite  5’ avec l’e limination progressive de la se quence 5’-ETS, (ii) le clivage 

endonucle olytique dans l’ITS1 conduisant a  la se paration avec le pre curseur des ARNr de la sous-

unite  60S (iii) l'e limination de ITS1 restant pour former l’extre mite  3’ mature de l’ARNr 18S. 

 

o Divergence levure vs humain 
 

Me me si les grandes e tapes de la maturation de l’ARNr 18S sont communes et relativement 

conserve es entre la levure et l’Homme, il existe tout de me me certaines divergences. Tout d’abord, 

la taille et la se quence des espaceurs varient d’une espe ce a  une autre, et me me si les sites de 

clivage se trouvent localise s au niveau de structures secondaires similaires, ceci peut avoir pour 

conse quences la complexification des e tapes de maturation chez l’Homme (Henras et al., 2015; 

Mullineux and Lafontaine, 2012). En effet, il a e te  montre  que chez la levure, l’e limination de ces 

se quences se fait exclusivement gra ce a  l’intervention d’endoribonucle ases, alors que chez 

l’Homme, la maturation de l’ARNr 18S fait intervenir a  la fois des endoribonucle ases et des 

exoribonucle ases 3’-5’ (Carron et al., 2011; Montellese et al., 2017; Preti et al., 2013; Sloan et al., 

2013; Tafforeau et al., 2013). De plus, chez la levure les grandes e tapes de la maturation de l’ARNr 

18S pre sente s ci-dessus sont re alise s dans un ordre hie rarchique bien de fini alors que chez 

l’Homme certaines des e tapes semblent intervenir inde pendamment les unes des autres, donnant 

lieu a  plusieurs voies de maturation diffe rentes (Figure 8). 

 

Chez la levure, il a e te  montre  que les e tapes pre coces de la maturation de l’ARNr se 

de roulent co-transcriptionnellement. En effet, une e tude a montre  qu’en phase exponentielle de 

croissance chez S. cerevisiae, 70 % des transcrits primaires sont clive s de manie re co-

transcriptionnelle dans l’ITS1 (Kos and Tollervey, 2010). Ce processus a pu e tre observe  par 

microscopie e lectronique a  transmission par e talement des ge nes ribosomiques en transcription 

permettant la visualisation « d’arbres de Miller » (Miller and Brown, 1969; Osheim et al., 2004) 

(Figure 6B). Ces observations ont aussi permis de montrer que le pre -ARNr 18S se retrouve 

compacte  en une grosse particule (appele e particule 90S ou SSU processome) pendant sa 

transcription pour ensuite e tre libe re  de manie re co-transcriptionnelle apre s clivage dans l’ITS1. 
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Figure 6 : L’ARNr 47S polycistronique. A) Transcrit primaire de l’ADN ribosomique chez 
l’humain avec les diffe rents sites de clivages indique s (Adapte  de Mullineux et Lafontaine, 2012). 
B) Observation de l’ARNr en cours de transcription par microscopie e lectronique par e talement 
de ge nes ribosomiques en cours de transcription (arbre de Miller ou « Christmas Tree ») et la 
repre sentation sche matique de l’ARNr en cours de transcription. 

 

 

L’assemblage de cette particule 90S ou SSU processome fait intervenir de nombreuses 

prote ines ribosomiques, ainsi que des facteurs de maturation. La transcription s'effectuant de 

l’extre mite  5’ vers 3’, l'e mergence du 5’-ETS entraine le recrutement de plusieurs complexes de 

prote ines appele s UTP (pour U Three Proteins) parmi lesquels UTP-A et UTP-B, ainsi que le 

snoRNP U3 (Figure 7). La formation de ce complexe permet a  la fois le repliement correct de 

l’ARNr 18S, ainsi que les premie res e tapes de la maturation jusqu’au clivage dans l’ITS1 qui ge ne re 

la se paration des deux sous-unite s (Barandun et al., 2017). En paralle le de ces diffe rents clivages, 

l’ARNr va aussi subir diffe rentes modifications me die es par des snoRNP ainsi que des enzymes 

(ces modifications de l’ARNr seront aborde es par la suite). 

Tout comme chez la levure, la maturation de l’ARNr chez l’Homme comprend les e tapes de 

repliement, de clivage et d’ajout de modifications. Il existe aussi la particule 90S ou SSU 

processome chez l’Homme jouant un ro le similaire a  celui retrouve  chez la levure. De re centes 

structures cryo-EM de ce complexe SSU processome humain ont d’ailleurs permis de de tailler 
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certains de ces me canismes (Singh et al., 2021).  Il n’est pas encore clair si ces e tapes, comme chez 

la levure, se font de manie re co-transcriptionnelle et plus particulie rement le clivage de l’ITS1. 

Ne anmoins, une e tude a montre  que chez la souris le clivage dans le 5’ETS se faisait co-

transcriptionnellement, laissant penser que cela pourrait aussi arriver sous certaines conditions 

dans des cellules humaines (Lazdins et al., 1997). 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7 : Modèle de la formation de la particule 90S et les réarrangements à l’origine de la 
formation de la particule pré-40S. Les facteurs de maturations sont repre sente s en jaune, les 
e le ments de la sous-unite  ribosomique 40S sont quant a  eux colore s en vert. L’ordre des 
re arrangements sont indique s par des nume ros. (Adapte  de Kressler et al., 2017).   

 

 

Par la suite je vais me consacrer a  de crire les e tapes de la maturation de l’ARNr 18S chez 

l’Homme, qui est l’organisme e tudie  dans mes travaux de the se. Des revues sont disponibles qui 

de taillent ces e tapes chez la levure (Cerezo et al., 2019; Henras et al., 2015). 

 

o La maturation de l’ARNr 18S chez l’Homme 
 

Dans les cellules humaines, la maturation de l’ARNr 18S de bute, une fois le long pre curseur 

primaire 47S transcrit, par les clivages aux sites A’ et 02 situe s dans le 5’-ETS et 3’-ETS, 

respectivement, donnant ainsi naissance a  un pre -ARNr 45S. Le site A’, e galement appele  01, se 

situe a  environ 400 nucle otides de l'extre mite  5' du pre -ARNr, proche d’une re gion tre s conserve e 

connue pour avoir des sites de liaisons avec le snoARN U3 (Borovjagin and Gerbi, 2004). L’enzyme 

catalysant ce clivage n’est, a  ce jour, pas connue mais pourrait tre s certainement faire partie du 

SSU processome. Par la suite, comme indique  pre ce demment, la maturation se divise en deux voies 

alternatives selon l’ordre des clivages suivants (Figure 8). 
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Figure 8 : Les étapes de maturation de l’ARNr 18S chez l’Homme. Les diffe rents clivages endo- 
et exo-ribonucle olytiques sont repre sente s, avec les deux voies alternatives possibles. (Adapte  de 
Cerezo et al., 2019) 

 

 

La premie re voie de crite est conside re e comme la voie de maturation principale car les 

pre curseurs des ARNr de cette voie sont ceux qui sont les plus retrouve s parmi l’ensemble des 

pre -ARNr. A  cette e tape, le pre -ARNr 45S est clive  au site 2 dans l'ITS1 permettant ainsi de manie re 

tre s pre coce de se parer l’ARNr 18S des ARNr de la grande sous-unite  a  savoir le 5,8S et le 28S. Ce 
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clivage est re alise  par la RNase MRP (pour Mitochondrial RNA Processing) ou RMRP (Goldfarb and 

Cech, 2017). Le pre -ARNr 30S ainsi forme  ne cessite ensuite l’e limination du reste de la se quence 

5’-ETS ainsi que l’ITS1. La se quence 5’-ETS est e limine e gra ce a  un premier clivage au niveau du 

site A0 du pre -ARNr 30S, donnant naissance au pre -ARNr 26S. Ce dernier sera ensuite clive  au site 

1 afin de ge ne rer l’extre mite  5’ mature de l’ARNr 18S. Ces clivages aux sites A0 et 1 sont 

coordonne s entre eux, ceci est indique  par le fait que le pre curseur 26S est retrouve  en faible 

abondance compare  aux autres pre -ARNr. L’enzyme responsable du clivage au site 1 a e te  

re cemment identifie e, il s’agit d’un composant du SSU processome : l’endoribonucle ase hUTP24 

qui posse de un domaine PIN. hUTP24 est aussi implique e dans le clivage au site E (Tomecki et al., 

2015; Wells et al., 2016). Cette enzyme serait aussi requise pour le clivage au site A0, me me si son 

activite  catalytique n’est pas ne cessaire a  cette e tape. L'endoribonucle ase qui clive le site A0 n'a 

pas encore e te  identifie e. La prote ine hUTP23, qui posse de un domaine PIN spe cifique des 

endoribonucle ases, est implique e dans le clivage au site A0. Ne anmoins, ce domaine PIN est 

de ge ne re , et il n'est pour l'instant pas prouve  que hUTP23 est l’enzyme qui effectue directement 

le clivage, elle pourrait tout aussi bien e tre un cofacteur ne cessaire au clivage (Wells et al., 2017). 

 La voie alternative, quant a  elle, de bute par l’e limination du 5’-ETS gra ce aux clivages 

conse cutifs aux sites A0 et 1 donnant naissance au pre -ARNr 41S qui sera ensuite clive  au site 2 

afin d’e tre se pare  des pre -ARNr de la grande sous-unite  ribosomique. 

 Finalement les deux voies convergent vers la production du pre -ARNr 21S dont l'extre mite  

5' correspond a  celle de l'ARNr 18S, mais qui posse de toujours un morceau d’ITS1 a  e liminer en 3’.   

 

 Les e tapes qui suivent, permettent de ge ne rer une extre mite  3’ mature de l’ARNr 18S en 

e liminant l’ITS1, et font intervenir a  la fois des endoribonucle ases mais aussi des exo-

ribonucle ases, ce qui n’est pas le cas pour la levure. 

Une fois le clivage au site 2 re alise , l’extre mite  3’ du pre -ARNr 21S est « grignote e », permettant de 

ge ne rer le 21S-C (Preti et al., 2013; Sloan et al., 2013). Il a e te  propose  que l'exo-ribonucle ase 

RRP6, qui appartient au complexe de l’exosome, pourrait participer a  ce processus sur la base 

d'expe rience de perte de fonction, mais son implication a  plusieurs e tapes de la maturation des 

ribosomes et dans le me tabolisme des ARN nucle aires rend l'analyse difficile. La progression de 

l'exoribonucle ase semble e tre stoppe e par un domaine hautement conserve  pre sent dans les 

se quences de l’ITS1 des mammife res, qui peut adopter un repliement particulier et/ou se lier a  

des facteurs de maturation, bloquant ainsi son activite  (Preti et al., 2013). Par la suite, le pre -ARNr 

21S-C est clive  au site E par l’endoribonucle ase hUTP24, ge ne rant le pre curseur 18S-E. Ce site E a 

pu e tre localise  gra ce a  des techniques de 3’ RACE et extension d’amorces aux nucle otides 78 et 

81 (Preti et al., 2013; Sloan et al., 2013). A  cette e tape, le pre -ARNr 18S-E posse de encore une 

extension en 3’ d’environ 80 nucle otides, cette extension va e tre en partie grignote e gra ce a  
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l’activite  exoribonucle otide de PARN (pour Poly-A RiboNucle ase) (Montellese et al., 2017). Ces 

particules pre -40S compose es du pre -ARNr 18S-E sont ensuite exporte es vers le cytoplasme ou  

les dernie res e tapes de maturation pourront avoir lieu. L’e tape catalyse e par PARN n’est pas 

strictement ne cessaire a  l’export de la pre -40S dans le cytoplasme, mais elle faciliterait tout de 

me me le transport de la particule (Montellese et al., 2017). Une fois que PARN s’est dissocie e et la 

pre -40S exporte e dans le cytoplasme, les toutes dernie res e tapes de la maturation de l’extre mite  

3’ peuvent avoir lieu. La de gradation par une exoribonucle ase 3'-5' se poursuit dans le cytoplasme, 

ce qui est potentiellement couple  avec l'ajout d'uridines en 3' par une terminal uridyl transfe rase 

(TUTase). L'exoribonucle ase responsable du grignotage de ce pre -ARNr 18S-E oligo uridyle  en 3’ 

n'a pas encore e te  identifie e (Montellese et al., 2017; Preti et al., 2013).  

Enfin, la dernie re e tape de maturation du pre -ARNr 18S-E consiste en son clivage au site 3 par le 

domaine PIN de l’endoribonucle ase NOB1, formant ainsi un ARNr 18S mature (Preti et al., 2013; 

Sloan et al., 2013). L’activite  catalytique de NOB1 a e te  montre e in vitro chez la levure (Pertschy et 

al., 2009) et chez l’humain son activite  in vitro semble potentialise e en pre sence du facteur de 

maturation hCINAP (Bai et al., 2016).  

 

o Les modifications de l’ARNr 

  

 Lors de leur maturation, les ARNr subissent des modifications, les plus abondantes sont la 

2’-O me thylation et la pseudo-uridylation. Chez l’Homme, environ 100 modifications de chaque 

type ont e te  de crites (Krogh et al., 2016; Lestrade and Weber, 2006; Piekna-Przybylska et al., 

2007). 

 Les 2’-O me thylations et les pseudo-uridylations sont pour la majeure partie apporte es par 

des snoRNP, nomme es snoRNP a  boite C/D et a  boite H/ACA respectivement (Ganot et al., 1997; 

Kiss-La szlo  et al., 1996; Ni et al., 1997; Watkins and Bohnsack, 2012). Ces snoRNP sont des 

complexes ribonucle oprote iques dans lesquels se trouvent des snoARN qui ont pour ro le de guider 

le complexe vers le nucle otide a  modifier, en s’appariant sur le pre -ARNr. Les autres composants 

de ces complexes sont des prote ines qui portent pour la plupart des fonctions structurales en 

stabilisant le snoARN ainsi que le complexe sur le nucle otide a  modifier. Pour chaque type de 

snoRNP se trouve aussi une enzyme qui catalyse la re action de modification. Concernant les 

snoRNP a  boite C/D, la fibrillarine ou Nop1 est la me thyltransfe rase qui permet l’ajout d’un 

groupement me thyle sur l’oxyge ne du carbone 2 d’un ribose (Tollervey et al., 1993). Quant aux 

snoRNP a  boite H/ACA, l’enzyme responsable de l’isome risation d’une uridine en pseudo-uridine 

est la pseudo-uridine synthe tase appele e dyske rine ou Cbf5p (Lafontaine et al., 1998). 

Ces modifications sont principalement pre sentes dans des zones fonctionnelles du ribosome, tels 

que les sites de liaisons aux ARNt, le centre de de codage, le centre de peptidyltransfe rase ainsi 
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qu’a  l’interface entre les sous-unite s (Figure 9) (Decatur and Fournier, 2002; Natchiar et al., 

2017). Des e tudes re centes ont montre  l’existence d’une couche supple mentaire de modifications 

additionnelles de l’ARNr spe cifiques a  l’humain (Natchiar et al., 2017; Taoka et al., 2018). 

La disposition de ces modifications dans le ribosome sugge re tre s fortement qu’elles ont un ro le 

dans la fonction du ribosome. En effet, certaines modifications ont e te  montre es importantes pour 

maintenir la fide lite  de la traduction (Baudin-Baillieu et al., 2009; Baxter-Roshek et al., 2007), ainsi 

que re guler la traduction de certains ARNm par initiation IRES-de pendante. En cas de 

de re gulation cela pourra donner lieu a  l’apparition de ribosomopathies en augmentant la 

traduction d’oncoge nes et en diminuant celle de ge nes codant pour des facteurs suppresseurs de 

tumeurs (ce point sera aborde  plus en de tail dans la partie IV de l’introduction) (Basu et al., 2011; 

Yoon et al., 2006). Ces modifications permettraient de stabiliser les structures secondaires et 

tertiaires de l’ARNr (Decatur et al., 2002), elles seraient donc aussi ne cessaires au repliement 

correct du pre -ARNr et joueraient aussi un ro le dans l’assemblage des ribosomes (King et al., 2003; 

Natchiar et al., 2017).  

Il existe d’autres modifications qui sont ajoute es au pre -ARNr par des enzymes 

inde pendamment de l’intervention des snoRNP. Ainsi, il a e te  montre  chez la levure, que la 

me thyltransfe rase Dim1 permettait la dime thylation du pre -ARNr 20S dans le cytoplasme 

(Lafontaine et al., 1995, 1998). Chez l’Homme, DIM1, l’orthologue de Dim1, est quant a  elle 

responsable de la dime thylation du pre -ARNr dans le noyau. Contrairement a  la levure, elle n’est 

pas retrouve e dans les particules pre -ribosomiques cytoplasmiques (Zorbas et al., 2015). Il est 

inte ressant de pre ciser que ces facteurs de maturations sont aussi implique s dans le bon 

de roulement des e tapes de maturation du pre -ARNr, inde pendamment de leur activite  catalytique.  

 

Figure 9 : Visualisation des modifications des ARNr chez l’Homme. A) Modifications 
pre sentes sur l’ARNr 18S de la petite sous-unite  ribosomique 40S. B) Modifications apporte es sur 
l’ARNr 28S de la grande sous-unite  ribosomique 60S. En violet sont repre sente s les sites conserve s 
entre la bacte rie E. coli et l’humain ; en bleu clair, les sites pre dits et observe s dans la structure ; 
en bleu fonce  les sites de me thylation non pre dits mais observe s et en rouge les autres sites de 
modifications de nucle otides non pre dits mais observe s. (Adapte  de Natchiar et al., 2017). 
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b. Les prote ines ribosomiques  

 Les prote ines ribosomiques sont produites dans le cytoplasme une fois leur ARNm 

transcrits dans le noyau par l’ARN polyme rase II. La grande majorite  de ces prote ines 

ribosomiques doivent e tre transporte es vers le noyau, au travers du complexe de pore nucle aire, 

afin de s’assembler aux pre -ARNr a  diffe rents stades de maturation et former ainsi des particules 

pre -ribosomiques.  

Lors de la synthe se des RP dans le cytoplasme, certaines d’entre elles vont directement 

e tre prises en charge par des prote ines chaperons, afin d’e tre prote ge es de l’agre gation et/ou de 

la de gradation. Par exemple, la prote ine Rps3 chez la levure s’associe au cours de sa synthe se, avec 

la prote ine chaperon Yar1 (Mitterer et al., 2016; Pausch et al., 2015). Il a e te  montre  que Yar1 

prote ge Rps3 de l’agre gation (Koch et al., 2012). Ce complexe ainsi forme  sera ensuite pris en 

charge par des importines, dont la plus repre sente e est la caryophe rine β, Kap 123, afin de 

traverser le complexe de pore nucle aire. De manie re ge ne rale, une fois le transport vers le noyau 

assure , l’association de Ran-GTP avec l’importine β entrera en compe tition avec le complexe 

transporte  provoquant sa libe ration dans le noyau. Concernant Rps3, sa prote ine chaperon Yar1 

pourra ensuite l’emmener jusqu’a  la particule pre -40S pour y permettre son inte gration (Koch et 

al., 2012; Mitterer et al., 2016).  

Chez la levure, il a e te  montre  que la prote ine chaperon Tsr2, de manie re diffe rente a  Yar1, prenait 

en charge la prote ine ribosomique Rps26 apre s son importation dans le noyau, et non de s sa 

traduction dans le cytoplasme. Elle permettrait la dissociation de Rps26 avec l’importine qui l’a 

transporte e, sans l’intervention de Ran-GTP (Schu tz et al., 2014). Tsr2 aiderait ensuite le transfert 

de Rps26 vers les particules pre -ribosomiques et empe cherait sa de gradation (Pen a et al., 2016; 

Schu tz et al., 2018). 

Pour l’heure les donne es obtenues chez l’Homme n’ont pas permis l’identification d’un homologue 

humain de Yar1. En revanche des essais de double hybride ont montre  que hTSR2, l’orthologue 

humain de Tsr2 interagirait avec RPS26 (Rual et al., 2005). Ceci pourrait sugge rer qu’elle joue un 

ro le de chaperone aussi chez l’humain. Mais a  ce jour, aucune prote ine chaperon implique e dans 

la protection de prote ine ribosomique de la petite sous-unite , n’a e te  clairement caracte rise e.  

 

Les donne es in vitro obtenues lors de la reconstruction du ribosome bacte rien ont mis en 

e vidence le caracte re hie rarchique, se quentiel et coope ratif de la biogene se des ribosomes. En 

effet, les RP s’associent les unes apre s les autres, les plus pre coces permettant aux plus tardives 

de pouvoir prendre leur place (Nomura, 1970). Me me si aucune fonction pre cise de ces RP n’a 

encore e te  re ellement montre e a  l’e chelle mole culaire, leur de ple tion induit des proble mes de 

maturation de l’ARNr, elles sont requises pour la maturation et le repliement correct de l’ARNr 
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(O’Donohue et al., 2010). Il a aussi e te  montre  que certaines RP pouvaient e tre requises pour 

l’export des particules pre -ribosomiques vers le cytoplasme (Ferreira-Cerca et al., 2005; Le ger-

Silvestre et al., 2004; Rouquette et al., 2005). Il est inte ressant de noter que lors de mon projet de 

the se j’ai d’ailleurs pu de crire la fonction pre cise de la prote ine ribosomique RPS26 dans la 

maturation de la petite sous-unite  40S (Cf. Re sultat partie I.).  

 

Figure 10 : Localisation des protéines ribosomiques nécessaires pour les étapes précoces 
de maturation du pré-ARNr (iRPs) ou pour des étapes plus tardives (pRPs). A) Structure 
secondaire de l’ARNr 18S formant les domaines caracte ristiques de la sous-unite  40S : la te te, le 
bec (repre sente s en violet), et la plateforme ainsi que le corps (repre sente  en vert). B) Localisation 
des deux cate gories de prote ines ribosomiques : les iRPs (colore es en bleu) et les pRPs (colore es 
en rouge) sur la structure de la sous-unite  40S (PDB : 4V6X). L’ARNr 18S est repre sente  en jaune. 
(Adapte  de Henras et al., 2015)   
 

  

Comme nous l’avons vu, l’assemblage des RP a  l’ARNr lors de la formation des ribosomes 

est un processus hie rarchique et se quentiel. L’ordre d’assemblage des RPS humaines a e te  e tudie  

de manie re syste matique en 2010, en de crivant le ro le des RPS dans la maturation de l’ARNr et 

l’ordre dans lequel ils intervenaient. Ceci a e te  rendu possible gra ce a  la de ple tion, par ARN 

interfe rent (siARN), de chacune des prote ines ribosomiques une a  une, suivie par l’analyse de 

l’ARNr 18S et de ses pre curseurs par Northern Blot, et analyse de l’assemblage des sous-unite s 

ribosomiques par gradients de saccharose (O’Donohue et al., 2010). Les premie res RP a  s’associer, 

16 au total, sont nomme es iRPs (pour initiation RPs) et s’assemblent dans le noyau au domaine 5’ 

de la se quence de l’ARNr 18S, formant ainsi le corps de la particule (Figure 10). La de ple tion de 

ces iRPs entraî nent l’accumulation des pre curseurs 45S et 30S de l’ARNr 18S, signifiant que ces 

iRPs sont requises aux e tapes de maturation pre coces de l’ARNr 18S pre ce dant le clivage au site 2. 
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Parmi les iRPS, RPS9, RPS11 et RPS23 encadrent l’extre mite  5’ de l’ARNr 18S permettant ainsi son 

positionnement correct pour les clivages en A0 et 1.  Vient ensuite la formation de la te te gra ce a  

l’assemblage des pRPs (pour progression RPs) qui se lient au niveau du domaine 3’ majeur de 

l’ARNr 18S dans le nucle oplasme et le cytoplasme (Figure 10). Cette cate gorie peut e tre sous-

divise es en deux, avec d’un co te  les prote ines implique es dans les e tapes interme diaires de clivage, 

pour lesquels leur de ple tion provoque l’accumulation nucle aire du pre -ARNr 21S et donc un 

de faut de clivage au site E. Parmi ces prote ines, RPS15 et RPS17 sont requises a  l’export de la pre -

40S, confirme  par des e tudes re alise es chez la levure et l’humain (Ferreira-Cerca et al., 2007; 

Le ger-Silvestre et al., 2004; Rouquette et al., 2005). De l’autre co te , les RP requises aux e tapes 

tardives cytoplasmiques de la maturation de l’ARNr 18S montre  par l’accumulation du pre curseur 

de l’ARNr 18S-E apre s leur de ple tion indiquant un de faut de clivage au site 3, c’est le cas des 

prote ines ribosomiques RPS10, RPS12 ou encore RPS26 (Figure 11). Des donne es similaires ont 

e te  obtenues chez S. cerevisae (Ferreira-Cerca et al., 2007, 2005).  

 

 
Figure 11 : Ordre d’association des protéines ribosomiques iRPs et pRPs dans la maturation 
de la petite sous-unité ribosomique 40S chez l’Homme. Les iRPs sont repre sente s en rouge et 
les facteurs de maturation en bleu et s’associent avec le pre -ARNr permettant son repliement 
correct et le clivage du 5’-ETS. L’association des pRPs repre sente s en vert entraî nent les clivages 
aux sites A0 et 1 puis le clivage au site E. Les particules pre -40S sont ensuite exporte es dans le 
cytoplasme afin de subir les dernie res e tapes de maturation (Adapte  de O’Donohue et al., 2010).  
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c. Les facteurs de maturations 

 La synthe se des ribosomes ne cessite, en plus des constituants ribosomiques (RP et ARNr) 

et des snoRNP, de nombreux facteurs de maturation. Ces facteurs de maturation permettent le 

repliement et la maturation de l’ARNr, ainsi que l’assemblage des prote ines ribosomiques. Ils 

interagissent de manie re transitoire avec le ribosome tout au long des e tapes de maturation, du 

noyau jusqu’au cytoplasme et ne sont pas retrouve s dans les sous-unite s ribosomiques matures.  

 Chez la levure environ 160 a  200 facteurs d’assemblages ont e te  de crits. Chez l’Homme, 

l’identification des facteurs de maturation des ribosomes a e te  possible gra ce a  plusieurs analyses 

base es sur l’extinction de ge nes (par ARN interfe rent) couple e a  du criblage haut de bit. Ces 

donne es ont permis de montrer a  la fois une certaine conservation entre l’Homme et la levure mais 

aussi quelques divergences (Badertscher et al., 2015; Farley-Barnes et al., 2018; Tafforeau et al., 

2013; Wild et al., 2010). Me me si ces criblages haut-de bit ont aide  a  lister les facteurs de 

maturation implique s dans la maturation du ribosome, leur fonction pour une grande majorite  

d’entre eux reste encore a  e lucider. Une grande partie des facteurs de maturations caracte rise s 

posse dent une activite  enzymatique telle que : GTPase, ATPase, kinase, me thyltransfe rase, he licase 

ou encore nucle ase (Strunk and Karbstein, 2009). D’autres facteurs de maturation ne posse dent 

pas d’activite  enzymatique de crite mais sont tre s souvent des prote ines pre sentant des domaines 

de liaison aux acides nucle iques (Zinc finger, motif de reconnaissance a  l’ARN (ou RRM), domaine 

KH…) ou aux prote ines (HEAT, TPR, HAT).  

 

 Par la suite je m’attacherai a  de crire certaines de ces activite s enzymatiques en m’appuyant 

sur des exemples concrets de facteurs de maturation implique es dans les toutes dernie res e tapes 

de la maturation de la petite sous-unite  ribosomique humaine.  

 

Dans la maturation de la pre -40S, il existe des facteurs de maturation portant une activite  

kinase, c’est le cas chez l’homme des isoformes δ et ε de la case ine kinase 1 (CK1 δ/ε), prote ines 

orthologues d’Hrr25 chez la levure, qui ont pour ro le de phosphoryler les facteurs de maturation 

ENP1 et LTV1 permettant ainsi la dissociation de ce dernier des particules pre -40S. Ce processus 

permet aussi a  RPS3 de prendre sa position finale sur la particule pre -40S menant a  la formation 

du bec mature de la 40S gra ce a  l’association subse quente de la prote ine ribosomique RPS10 

(Ghalei et al., 2015; Scha fer et al., 2006; Zemp et al., 2014).  

 

Parmi les facteurs de maturation ayant des activite s enzymatiques, la famille des prote ines 

RIO est conserve e dans les trois domaines du vivant. Dans cette famille, Rio1 et Rio2 sont 

retrouve es chez les arche es et les eucaryotes, et chez les eucaryotes supe rieurs RIO3 est aussi 
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pre sent. Initialement, la famille des prote ines RIO a e te  classe e comme des kinases atypiques sur 

la base de similarite s a  la fois structurales et de se quences (Esser and Siebers, 2013; LaRonde-

LeBlanc et al., 2005; LaRonde-LeBlanc and Wlodawer, 2005). En effet, ces prote ines partagent 

toutes un domaine catalytique commun, le domaine RIO, structuralement apparente  au domaine 

des prote ines kinases eucaryote (ePK). Tout comme le domaine catalytique des ePKs canoniques, 

le domaine RIO consiste en un domaine N-terminal forme  de 5 feuillets-β antiparalle les (β 1-5) 

avec une he lice-α (αC) entre les feuillets β3 et β4. Ce sous-domaine est connecte  au domaine C-

terminal, constitue  de trois he lices α (αE, αF, αG) et deux brins β en e pingle a  cheveux (β6-7), par 

une re gion charnie re (« hinge region ») (Figure 12A). Mais ce domaine RIO correspond a  une 

forme tronque e du domaine des ePKs : il lui manque certaines caracte ristiques cle s des ePKs 

canoniques, tels que les sous-domaines implique s dans l’activation de l’enzyme et dans la liaison 

au substrat (LaRonde-LeBlanc and Wlodawer, 2005). Dans ce contexte, et gra ce a  des e tudes 

structurales et fonctionnelles supple mentaires sur les prote ines de la famille Rio chez les 

eucaryotes, cette classification a e te  remise en cause, pour classer les prote ines Rio comme des 

ATPases (Ferreira-Cerca et al., 2014, 2012; Knu ppel et al., 2018; Turowski et al., 2014). Tout 

d’abord, le domaine RIO, en plus de son domaine ePK raccourci, posse de aussi des e le ments 

structuraux spe cifiques aux prote ines RIO, comme la boucle flexible et la boucle de liaison au 

phosphate (P-loop) (Figure 12A). Ce domaine RIO est aussi flanque  d’autres e le ments 

supple mentaires spe cifiques a  chacune des sous-familles. Les structures obtenues ont montre  la 

pre sence d’un interme diaire dans lequel se trouvait un ADP et un phospho-Aspartate (P-Asp), une 

caracte ristique partage e par les ATPases de type P (Ferreira-Cerca et al., 2014, 2012; Ku hlbrandt, 

2004) (Figure 12B). De plus, a  ce jour aucune donne e n’a permis d’identifier de substrats 

phosphorylable par des prote ines RIO. Cependant, l’activite  ATPase de Rio1 et Rio2 a pu e tre 

mesure e ainsi que leur activite  d’autophosphorylation in vitro (Ferreira-Cerca et al., 2014, 2012; 

Widmann et al., 2012). Les prote ines RIO1 et RIO2 sont implique es dans les dernie re e tapes 

cytoplasmiques de la maturation de la petite sous-unite  ribosomique eucaryote (Geerlings et al., 

2003; Rouquette et al., 2005; Vanrobays et al., 2003, 2001; Widmann et al., 2012). De plus, des 

expe riences de co-purification de pre -40S par l’utilisation des prote ines RIO1 ou RIO2 comme 

appa t, montrent que les deux prote ines ne sont jamais retrouve es ensemble sur les pre -40S. Ces 

donne es permettent de sugge rer que RIO1 viendrait remplacer RIO2 sur les particules pre -40S 

durant les e tapes de maturation (Widmann et al., 2012; Zemp et al., 2009).  

Concernant RIO1, elle intervient dans les e tapes finales de la maturation de la petite sous-unite  

ribosomique et de la maturation de l’ARNr 18S. Elle s’associe aux particules pre -40S de manie re 

tre s tardive, et est localise e au me me endroit que RIO2 qui intervient dans les e tapes pre ce dentes 

de la maturation de la particule pre -40S (Ameismeier et al., 2020, 2018). Cette association se fait 

de manie re transitoire puisque l’utilisation de RIO1 comme appa t prote ique ne permet de co-
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purifier que tre s peu de particules pre -40S en condition sauvage. Cependant, l’inactivation de son 

activite  ATPase par une mutation dans le site catalytique (D324A) entraî ne la stabilisation de RIO1 

sur les particules pre -40S (Widmann et al., 2012). De plus, la pre sence de cette mutation ou 

l’absence de la prote ine entraî ne un de faut du clivage de l’ARNr 18S au site D/3 et empe che le 

relargage de NOB1 et DIM2 chez la levure et l’humain (Ferreira-Cerca et al., 2014; Turowski et al., 

2014; Widmann et al., 2012). Ces donne es permettent de montrer l’importance de la pre sence de 

RIO1 ainsi que son activite  catalytique dans les e tapes finales de la maturation de la petite sous-

unite  ribosomique. Me me si l’activite  enzymatique de RIO1 est connue, il reste encore a  

de terminer quels sont les me canismes mole culaires qui permettent l’activation re gule e de son 

activite  catalytique. Ceci permettrait de comprendre comment se de clenche le clivage du pre -ARNr 

par NOB1, mais aussi comment RIO1 se dissocie des particules pre -40S.   

 

 
Figure 12 : Structure de RIO1 humaine (hsRIO1) déterminée par cristallographie aux 
rayons X. A) Structure globale de hsRIO1 (re sidus 140-430) avec le domaine RIO conserve  (αR- 
αG) ainsi que deux he lices αH et αI en C-terminal du domaine RIO colore s de bleu (N-Ter) a  rouge 
(C-Ter). B) Vue de taille e du site actif de hsRIO1 avec les interactions avec l’ADP, le Mg2+ et le pAsp 
(pD341). (Adapte  de Ferreira-Cerca et al., 2014) 
 

  

 Enfin, comme de crit pre ce demment, la maturation de l’ARNr 18S chez l'homme engage 

l’action de plusieurs endo- et exo-ribonucléases, essentielles aux diffe rents clivages permettant 

d’obtenir un ARNr 18S mature (pour revue, Aubert et al., 2018). Lorsque la particule pre -40S est 

exporte e dans le cytoplasme elle contient le pre -ARNr 18S-E pour lequel une dernie re e tape de 
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clivage est ne cessaire a  le rendre mature. Cette e tape de maturation est assure e par 

l’endoribonucle ase NOB1 qui clive le pre -ARNr 18S-E au site 3 permettant la formation de 

l’extre mite  3’ mature (Preti et al., 2013; Sloan et al., 2013). NOB1 appartient a  la famille des 

prote ines a  domaines PIN qui contient diffe rents types de nucle ases. C’est ce domaine PIN qui 

porte l’activite  catalytique de l’enzyme (pour revue : (Senissar et al., 2017)). De plus, l’activite  de 

Nob1 est de pendante de la pre sence d’ions divalents (Mn2+), comme les autres endonucle ases 

posse dant un domaine PIN (Pertschy et al., 2009). NOB1 s’associe aux particules pre -40S dans le 

nucle oplasme. Sur les particules pre -40S cytoplasmiques, elle se situe au niveau de la plateforme 

de la particule pre -40S, a  proximite  du site 3 de l’ARNr 18S, son site de clivage. Ne anmoins, celui-

ci est masque  par le facteur de maturation DIM2, aussi appele  PNO1 (pour Partner of NOB1), ce 

qui empe che la maturation pre mature e de l’ARNr 18S-E.  

3. Les étapes de la maturation cytoplasmique de la petite sous-unité 

ribosomique 

La mise en œuvre de diffe rentes techniques biochimiques et structurales, telles que la 

purification par affinite  couple es a  des analyses de spectrome trie de masse et/ou des analyses 

structurales par cryo-EM, ainsi que l’e tude des effets d’extinction de ge nes par ARNi suivi par des 

criblages a  haut de bit ont permis d’apporter des informations sur la composition et la chronologie 

d’association des diffe rents composants des interme diaires des particules pre -40S chez l’Homme. 

Le couplage d’e tudes structurales et fonctionnelles est aussi essentiel a  la compre hension des 

ro les a  la fois des facteurs de maturation mais aussi des RP dans les e tapes de synthe se de la petite 

sous-unite  ribosomique. Enfin, ces donne es ont permis d’identifier les me canismes conserve s 

entre les eucaryotes par comparaison avec ce qui est connu chez la levure (pour revue : (Cerezo et 

al., 2019)).  

 

Les particules pre -40S cytoplasmiques ressemblent a  des sous-unite s 40S matures, le 

corps est quasi-identique. Cependant, la te te et la plateforme pre sentent plus de diffe rences 

structurales avec la sous-unite  40S ; elles sont mature es se quentiellement (d’abord la te te, ensuite 

la plateforme) gra ce a  l’action des facteurs de maturation qui leur sont associe s. Une fois les 

particules pre -40S exporte es dans le cytoplasme, les donne es actuelles montrent qu’elles 

contiennent les facteurs de maturations ENP1, DIM2, TSR1, NOB1, LTV1, RIO2, RRP12 et CK1 δ/ε 

(prote ine orthologue de Hrr25 chez la levure) ainsi que la plupart des RPS excepte es RPS10 et 

RPS26 (Ameismeier et al., 2018). Les facteurs de maturation ENP1 et DIM2 font partie des 

premiers a  s’associer aux pre -40S, directement dans le nucle ole. En effet, ENP1 est pre sent tout au 

long de la maturation nucle aire de la pre -40S et les accompagne jusque dans le cytoplasme ou  il 



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 
 

40 
 

se dissocie (Carron et al., 2011; Miyoshi et al., 2007; Zemp et al., 2009). ENP1 est ne cessaire au 

clivage du pre -ARNr 21S dans l’ITS1 au site E (Carron et al., 2011). Quant a  DIM2, il a aussi e te  

localise  dans le nucle ole (Carron et al., 2012; Singh et al., 2021; Zemp et al., 2009). De plus, son 

absence cause l’accumulation du pre -ARNr 26S dans le nucle ole indiquant qu’il s’incorpore aux 

pre -40S tre s pre cocement, de s le nucle ole (Tafforeau et al., 2013).   

De la me me manie re, TSR1 s’associe aux particules pre -40S dans le noyau. Sa de ple tion 

entraî ne une accumulation des particules pre -ribosomiques dans le nucle oplasme. TSR1 ne 

posse dant pas de se quence d’export nucle aire NES (Nuclear Export Sequence), il est sugge re  que 

cette prote ine aurait pluto t un ro le structural permettant un assemblage et un repliement correct 

de la pre -40S afin qu’elle puisse e tre transporte e de manie re optimale vers le cytoplasme (Carron 

et al., 2011). Les facteurs de maturation NOB1 ainsi que LTV1, quant a  eux, sont localise s 

principalement dans le cytoplasme mais se lient aux pre -40S dans le nucle oplasme (Carron et al., 

2012; Montellese et al., 2017; Zemp et al., 2009).  La prote ine RIO2 fait partie de la famille de 

prote ine RIO, de crite pre ce demment. Elle a e te  caracte rise e comme une ATPase et posse de un ro le 

essentiel au de but de la maturation cytoplasmique de la petite sous-unite  ribosomique. Elle 

s’associe aux particules pre -40S dans le nucle oplasme, et participerait a  l’export des particules 

pre -ribosomiques dans le cytoplasme : elle posse de des se quences NES qui interagiraient avec 

l’exportine CRM1. RIO2 ne serait cependant pas strictement requise pour l’export des particules 

pre -40S vers le cytoplasme. En effet, sa de ple tion n’entraine pas d’accumulation syste matique des 

particules pre -40S dans le noyau (Zemp et al., 2009). Dans le cytoplasme, RIO2 est essentielle a  la 

dissociation d’une grande partie des facteurs de maturation associe s aux particules pre -40S 

(Wyler et al., 2011; Zemp et al., 2009). 

Les particules pre -40S une fois dans le cytoplasme vont subir diffe rents changements 

permettant a  la plupart des facteurs de maturation de se dissocier afin de proce der ensuite a  

l’e tape finale de maturation de l’ARNr 18S, qui est le clivage au site 3 du pre -ARNr 18S-E par NOB1.  

Pour cela, la prote ine CK1 δ/ε associe e de s le noyau aux particules pre -40S, va, une fois 

dans le cytoplasme, phosphoryler ENP1 et LTV1, ce qui est ne cessaire pour de clencher la 

dissociation de LTV1 des pre -40S (Ghalei et al., 2015; Zemp et al., 2014). RIO2 est aussi implique e 

dans le relargage des facteurs de maturation, tout d’abord de ENP1, mais aussi de LTV1, NOB1 et 

DIM2 ; seul le relargage de ces trois derniers facteurs requiert son activite  ATPase (Zemp et al., 

2009). Elle est aussi requise pour la dissociation de RRP12 (Wyler et al., 2011). Gra ce aux 

structures de pre curseurs de la sous-unite  40S obtenues, il a e te  possible d’observer que RRP12 

maintenait plusieurs he lices d’ARNr (h35, h37, h38 et h39) localise e au niveau de la te te de la 

petite sous-unite  ribosomique dans une position non mature. Sa dissociation des particules pre -
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40S permet un re arrangement des he lices h39 et h40 pour atteindre une position proche de leur 

position mature. Ces re arrangements sont aussi accompagne s de l’association de la prote ine 

ribosomique RACK1 (Ameismeier et al., 2018). RACK1 est implique e dans la maturation du pre -

ARNr 18S-E (Larburu et al., 2016), en plus de son ro le de ja  connu dans la re gulation de la 

traduction (Gandin et al., 2013).  

La libe ration de LTV1 et ENP1 entraî ne un re arrangement permettant la maturation du bec de la 

particule pre -40S. En effet, leur dissociation permet non seulement la stabilisation des prote ines 

ribosomiques RPS20, RPS3 ainsi que RPS29 dans leur position mature, mais aussi l’association de 

RPS10 et finalement le mouvement de l’he lice h34 afin d’obtenir un bec mature (Ameismeier et 

al., 2018).  

Une fois ENP1, LTV1, TSR1 et RIO2 dissocie es et le bec mature , il reste encore a  proce der 

au clivage du pre -ARNr 18S-E par NOB1 ainsi que l’association tardive de la dernie re prote ine 

ribosomique RPS26. Ces dernie res e tapes, vont e tre me die es par l’arrive e de RIO1 sur les 

particules pre -40S tardives. Des analyses de la composition des particules pre -40S purifie es avec 

RIO1 comme appa t ont permis d’affirmer que les prote ines RIO1 et RIO2 n’e taient pas pre sentes 

en me me temps sur les particules pre -40S (Widmann et al., 2012). Ceci a pu aussi e tre confirme  

par les structures qui montrent que les deux prote ines sont localise es au me me endroit sur la 

particule pre -40S (Ameismeier et al., 2018). RIO1 est requise pour ces dernie res e tapes de 

maturation, la de ple tion de RIO1 entraî nant une accumulation du pre -ARNr 18S-E dans les 

particules pre -40S. De plus, son activite  ATPase apparaî t ne cessaire au relargage des facteurs de 

maturation NOB1 et DIM2, une fois le processus de maturation de l’ARNr 18S finalise  (Widmann 

et al., 2012).  

L’e tape finale de la maturation de l’ARNr 18S est le clivage au site 3 par l’endoribonucle ase 

NOB1, ce processus est re gule  par la pre sence de DIM2 qui empe che tout au long de la maturation 

un clivage pre mature  par NOB1, de ja  incorpore  dans la particule dans le noyau. Les analyses 

structurales ont permis d’obtenir des informations mole culaires sur les interactions qu’il existe 

entre NOB1, DIM2 et le pre -ARNr 18S-E. Ces donne es ont e te  essentielles dans la compre hension 

du me canisme permettant a  DIM2 de maintenir NOB1 dans une conformation inactive 

(Ameismeier et al., 2018) : la distance entre NOB1 et son substrat, impose e par cette conformation 

empe che la re action de clivage. Plus pre cise ment, deux acides amine s de NOB1 se lient avec les 

derniers nucle otides de l’ARNr 18S, alors que DIM2, interagit avec des re sidus localise  juste apre s, 

c’est-a -dire les nucle otides en 5’ de l’ITS1 ainsi que quelques nucle otides en 3’ de l’ARNr 18S. Cette 

conformation verrouille la poche catalytique de NOB1 a  30 Å du dernier nucle otide de l’ARNr 18S 

soit du site 3 (Figure 13). Ceci correspond a  ce qui a de ja  e te  montre  chez la levure (Heuer et al., 

2017; Scaiola et al., 2018). C’est ensuite gra ce a  la dissociation de DIM2 et un changement de 

conformation de NOB1, que ce dernier pourra atteindre son site de clivage permettant ainsi la 
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maturation finale de l’ARNr 18S, comme postule  pour la levure (Turowski et al., 2014). Mais le 

me canisme permettant a  DIM2 d’e tre relargue  de la pre -40S, de clenchant ainsi la dernie re e tape 

de maturation de l’ARNr 18S, n’avait pas e te  e lucide  au de but de ma the se. Je me suis donc attache e 

a  caracte riser pre cise ment ce processus (cf.  Re sultats partie I.). 

 

 
Figure 13 : Détails moléculaires de l’interaction entre DIM2, NOB1 ainsi que le pré-ARNr 
18S-E. La vue de droite permet de montrer le site actif de NOB1 positionné à une distance de 30Å 
de l’extrémité 3’ de l’ARNr 18S empêchant son clivage. (Adapté de Cerezo et al., 2018 à partir de 
la structure PDB : 6G18) 

 

En paralle le de ce processus, la dernie re prote ine ribosomique RPS26 vient s’associer a  

son tour aux particules pre -40S. Le moment pre cis de l’association de RPS26 dans les particules 

pre -40S est sujet a  de bat. En effet, comme de crit pre ce demment, des e tudes re alise es chez la 

levure ont montre  que Rps26 e tait prise en charge dans le noyau par Tsr2 permettant son 

association aux pre -40S dans les particules 90S localise es dans le noyau (Pen a et al., 2016; Schu tz 

et al., 2018). Cependant, les structures des particules pre -ribosomiques nucle aires obtenues par 

cryo-EM jusqu’a  pre sent, chez la levure comme chez l’Homme, ne permettent pas d’identifier 

Rps26. RPS26 n’a pu e tre de tecte  que dans des particules pre -40S cytoplasmique tardives 

(Ameismeier et al., 2020, 2018). Ces donne es sont corre le es avec des analyses par western blot et 

prote omique n’indiquant pas la pre sence de la prote ine RPS26 dans des pre -40S nucle aires ou 

cytoplasmiques pre coces humaines (Larburu et al., 2016; Wyler et al., 2011). Me me si a  ce jour, 

des preuves de la pre sence de RPS26 dans des pre curseurs pre coces sont manquantes, on ne peut 

pas exclure que l'association de RPS26 aux pre curseurs nucle aires soit labile et ne devienne plus 

stable que pendant les e tapes de maturation ulte rieures.   

 L’ensemble des e tapes de la maturation cytoplasmique de la petite sous-unite  ribosomique 

40S chez l’Homme est pre sente  dans la Figure 14.  
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Figure 14 : Etapes de maturation cytoplasmique de la petite sous-unité ribosomique 40S 
humaine. Les pre -40S sont exporte es dans le cytoplasme via le complexe de pore nucle aire (NPC). 
Les pre -40S cytoplasmiques pre coces/interme diaires (bleu fonce ) sont compose s d’un grand 
nombre de facteurs de maturation, indique s par diffe rentes couleurs. Une grande partie de ces 
facteurs de maturation se dissocient gra ce a  l’activite  de RIO2 et de la phosphorylation de ENP1 
et LTV1 par CK1 δ/ε et RPS26 et RPS10 s’associent pour obtenir la pre -40S tardive (gris). La 
maturation du pre -ARNr 18S-E par NOB1 a lieu ainsi que la dissociation des derniers facteurs de 
maturation gra ce a  l’activite  de RIO1 pour donner une sous-unite  40S mature (PDB : 4UG0).   
 

4. Processus de contrôle qualité  

Il existe diffe rents me canismes permettant aux ribosomes d’e tre contro le s afin qu’ils 

puissent e tre complets et fonctionnels, mais aussi qu’ils n’entrent pas en traduction de manie re 

pre mature e.  

 

Tout d’abord, comme cela a e te  explique  pre ce demment, la maturation est un processus 

coope ratif, c’est-a -dire que l’action d’une prote ine (RP et/ou facteur de maturation) va permettre 

a  une autre de s’associer ou se dissocier du ribosome ou encore de de clencher son activite . L’une 

des raisons possibles de cette coope rativite  est de permettre de ve rifier chacune des e tapes et 

donc contro ler la pre sence et le positionnement correct de chacun des e le ments du ribosome. 

Dans le cas ou  une erreur se produirait, les e tapes suivantes de maturation seront bloque es afin 

d’empe cher la production d’un ribosome de fectueux. Ces me canismes servent de « points de 

contro le », ou  la maturation ne peut pas se poursuivre tant que l'e tape en cours n'est pas 

correctement termine e. C’est le cas par exemple de RIO2, qui permet la dissociation d’un grand 

nombre de facteurs de maturation, en me me temps que sa propre dissociation du ribosome (Zemp 

et al., 2009). RIO2 une fois dissocie e laisse sa place a  RIO1, mais dans le cas ou  cette e tape n’est 

pas re alise e, RIO1 ne pourra pas s’associer, bloquant ainsi les dernie res e tapes de maturation 

(Widmann et al., 2012). Il a aussi e te  montre  que certains facteurs de maturation e taient implique s 

dans l’export nucle aire des particules pre -40S, tout comme certaines prote ines ribosomiques 
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(Le ger-Silvestre et al., 2004; O’Donohue et al., 2010; Rouquette et al., 2005; Zemp et al., 2009). 

Dans le cas ou  un de ces composants serait absent des particules pre -ribosomique, l’export 

nucle aire serait inhibe  bloquant alors les e tapes suivantes de la maturation.  

De plus, il existe des interactions importantes entre les facteurs qui permettent de contro ler le 

processus de maturation, c’est le cas par exemple de NOB1 et DIM2 pre sente s pre ce demment et 

qui interagissent afin d’empe cher une maturation pre mature e du pre -ARNr 18S-E par NOB1 

(Figure 13) (Ameismeier et al., 2018).   

Chez la levure, les dernie res e tapes de maturation de la particule pre -40S se de rouleraient 

dans une particule pseudo-80S (Lebaron et al., 2012; Strunk et al., 2012). Cette particule pseudo-

80S aurait un ro le de contro le qualite  permettant de ve rifier l’assemblage de la pre -40S. En effet, 

ce complexe est forme  de la particule pre -40S qui s’associe transitoirement a  une sous-unite  60S : 

cette e tape permettrait donc de de terminer si la pre -40S est « fonctionnelle », c’est a  dire 

effectivement capable de s’associer avec la sous-unite  60S. Cette association est possible gra ce a  

la GTPase eIF5B (Fun12p), implique e dans la jonction de la sous-unite  60S avec la sous-unite  40S 

mature lors de l’initiation de la traduction (Hinnebusch, 2014). Mais ce complexe pseudo-80S ne 

permet pas de traduction productive car il s'assemble inde pendamment des ARNm et ne contient 

pas d'ARN de transfert (ARNt) (Strunk et al., 2012). Ce complexe pseudo-80S n’a, quant a  lui, 

jamais e te  observe  chez les cellules humaines, a  ce jour (Ameismeier et al., 2020, 2018 ; cette 

the se). Mais chez la levure, la question qui demeure est de savoir si la formation de cette particule 

pseudo-80S est une e tape obligatoire pour permettre les dernie res e tapes de maturation de toutes 

les particules pre -40S, ou si seule une petite population du pool de particules cytoplasmiques pre -

40S est e chantillonne e afin de passer par ce point de contro le qualite . Les donne es montrent que 

l'absence d'eIF5B, qui empe che la formation de particules de type 80S, n'est pas mortelle pour les 

cellules de levure et ne conduit pas a  une inhibition totale de maturation du pre -ARNr 20S en ARNr 

18S (Lebaron et al., 2012; Strunk et al., 2012). Ceci indique que cette e tape ne serait donc pas 

essentielle. De plus, dans des conditions sauvages, seule une minorite  des particules pre -40S se 

trouve dans des particules de type 80S, comme le montrent les analyses de Northern blot re alise s 

apre s des gradients de saccharose ou des purifications par affinite  (Lebaron et al., 2012; Strunk et 

al., 2012, 2011; Turowski et al., 2014). Ces complexes pseudo-80S ont e te  principalement e tudie s 

en conditions mutantes, en inactivant par exemple Nob1 ou Rio1, dont on a vu pre ce demment les 

ro les importants dans le processus de maturation de la petite sous-unite  ribosomique (Scaiola et 

al., 2018; Turowski et al., 2014). Dans de telles conditions, la vitesse de biogene se des ribosomes 

est ralentie et la quantite  de particules pre -40S engage es dans des particules de type 80S est 

augmente e. 
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D’autre part, il existe aussi des me canismes qui permettent aux particules pre -

ribosomiques de ne pas s’engager dans un processus de traduction de manie re pre mature e. Tout 

d’abord, le fait que la biogene se des ribosomes soit un processus compartimentalise  permet 

d’empe cher aux acteurs de la traduction, pre sents dans le cytoplasme, de s’associer de manie re 

pre mature e aux pre -ARNr qui ne seraient pas encore matures. Ceci est surtout vrai pour la grande 

sous-unite  ribosomique 60S pour laquelle la majeure partie des e tapes de maturation a lieu dans 

le noyau.  

Concernant la particule pre -40S, elle va tre s rapidement e tre exporte e vers le cytoplasme pour 

subir les dernie res e tapes de maturation. Dans ce cas, d’autres me canismes entrent en jeu afin 

d’e viter l’interaction pre mature e de facteurs de traduction avec les particules en cours de 

maturation. En effet, certains facteurs de maturation sont connus pour bloquer des sites de liaison 

de composants implique s dans la traduction. C’est le cas par exemple, des facteurs de maturation 

DIM1, RIO2 et TSR1 qui se positionnent a  l’interface entre les deux sous-unite s et e vitent ainsi a  la 

fois l’interaction pre mature e avec la sous-unite  60S, mais aussi avec les e le ments de la traduction, 

comme le facteur d’initiation a  la traduction eIF1A. De plus, sur la base des structures des 

particules pre -40S, il a e te  possible de montrer que ces trois facteurs de maturation empe chaient 

aussi la formation des sites A et P de liaisons aux ARNt en stabilisant l’he lice h44 dans une 

orientation de cale e vers l’exte rieur compare e a  sa position mature (Ameismeier et al., 2018). 

NOB1 et DIM2 se positionnent sur la plateforme de la petite sous-unite  ribosomique et inhibent la 

liaison de certains facteurs d’initiation a  la traduction tel que eIF3, ce qui bloque le processus 

d’initiation a  la traduction. Enfin, LTV1 et ENP1 interagissent directement avec RPS3 au niveau du 

bec de la sous-unite  pre -40S, ce qui va bloquer l’ouverture du sillon de l’ARNm, et ainsi empe cher 

le recrutement pre coce d’un ARNm (Ameismeier et al., 2018). 
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III. La traduction par le ribosome eucaryote 

1. Vue d’ensemble du processus de synthèse protéique 

Le ribosome est responsable de la synthe se des prote ines, son ro le est conserve  a  travers 

les trois domaines du vivant. Il re alise le de codage de l’information ge ne tique contenue dans les 

ARNm ; il assure e galement la synthe se des prote ines correspondant au code ge ne tique de crypte . 

L’ensemble de ces processus est nomme  traduction. 

Les acteurs principaux de la traduction sont le ribosome, l’ARNm portant une coiffe (m7GpppN) en 

5’ et une queue poly-ade nyle e situe e en 3’ ainsi que les ARN de transfert (ARNt). Il existe trois sites 

de liaisons de ces ARNt a  l’interface entre les deux sous-unite s ribosomiques (Figure 2) qui sont : 

• Le site A (pour Aminoacyl-ARNt) dans lequel vient se loger l’ARNt amino-acyle  qui entre 

dans le ribosome. 

• Le site P (pour Peptidyl-ARNt) ou  se positionne ensuite l’ARNt portant la chaî ne 

polypeptidique en cours de synthe se. 

• Le site E (pour Exit-ARNt) ou  se trouve l’ARNt une fois de acyle  qui pourra ensuite se 

dissocier du ribosome. 

La traduction requiert e galement diffe rents facteurs prote iques, qui interviennent au 

cours des trois grandes e tapes du processus : (i) l’initiation, durant laquelle la petite sous-unite  

ribosomique va se lier a  l’ARNm ainsi qu’a  un Met-ARNt (ARNt d’initiation), puis la grande sous-

unite  vient s’assembler pour ensuite passer a  (ii) l’élongation, c’est l’e tape pendant laquelle les 

acides amine s sont additionne s a  la chaî ne polypeptide et enfin (iii) la terminaison est 

caracte rise e par le relargage de la chaî ne polypeptidique. On peut e galement ajouter une dernie re 

e tape, le recyclage, e tape durant laquelle les sous-unite s ribosomiques et l’ARNt se dissocient de 

l’ARNm (Dever et al., 2018; Hellen, 2018; Kapp and Lorsch, 2004; Merrick and Pavitt, 2018; Wilson 

and Cate, 2012) (Figure 15). 
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Figure 15 : Les étapes de la traduction chez les eucaryotes. Chacune des e tapes du cycle de la 
traduction est de crite et nume rote e. Les spe cificite s des cellules eucaryotes sont identifie es en 
rouge. (Adapte  de Melnikov et al., 2012) 

 

 

a. L’initiation de la traduction 

 L’initiation est l’e tape la plus complexe de la traduction, elle fait intervenir les sous-unite s 

ribosomiques 40S et 60S, le Met-ARNt ainsi que 11 facteurs d’initiation (eukaryotic Initiation 

Factors, eIF). 

L’initiation de la traduction de marre avec la formation du complexe de pre -initiation 43S.  Cette 

particule 43S se compose du complexe ternaire forme  d’eIF2 lie  a  du GTP et a  un Met-ARNt qui va 

venir s’associer a  la petite sous-unite  ribosomique 40S gra ce aux facteurs d’initiation eIF1, eIF1A, 
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eIF3 et eIF5. En paralle le, la famille des facteurs eIF4 (comprenant eIF4E, eIF4G et eIF4B) pre pare 

l’ARNm en « l’activant » pour qu’il puisse ensuite s’associer avec le complexe 43S. La forme active e 

de l’ARNm correspond donc a  l’ARNm circularise , gra ce a  eIF4E qui reconnaî t la coiffe de l’ARNm 

en 5’, mais aussi a  PABP (« PolyA Binding Protein ») associe e a  la fois a  la queue poly-(A) en 3’ et a  

eIF4G permettant de relier les deux extre mite s de l’ARNm (Amrani et al., 2008). Le complexe de 

pre -initiation 43S s’associe alors a  l’extre mite  5’ de l’ARNm « active  » gra ce a  l’interaction entre 

eIF4G et eIF3 ou eIF5 pour former le complexe de pre -initiation 48S. Le complexe ainsi forme  peut 

alors scanner le 5’UTR de l’ARNm jusqu’a  reconnaî tre un codon d’initiation AUG. Ce codon AUG 

marque le de but de la se quence codante de l’ARNm et se positionne au niveau du site P de la sous-

unite  40S ou  il sera reconnu par le Met-ARNt. La reconnaissance de ce codon d’initiation doit se 

faire dans un contexte favorable, c’est-a -dire qu’il doit e tre entoure  d’une se quence Kozak : 

GCCACCAUGG (Kozak, 1987). Les nucle otides positionne s en -3 (A) et +4 (G) par rapport au A de 

l’AUG sont importants pour la reconnaissance et leur pre sence caracte rise un site d’initiation 

« fort ». Il a e te  montre  chez la levure que la reconnaissance de cette se quence de Kozak est 

favorise e par la prote ine Rps26, dont j’ai e tudie  le ro le dans le processus de biogene se de la 40S 

humaine (cf. Re sultats partie I.). Rps26 interagirait pre fe rentiellement avec des ade nosines 

positionne es en -2 et -4 de la se quence Kozak, et favoriserait ainsi la traduction d’ARNm contenant 

ces deux A. (Ferretti et al., 2017). 

La reconnaissance de l’AUG par le codon Met-ARNt est accompagne  de l’hydrolyse du GTP par eIF2 

et de la dissociation d’une grande partie des facteurs d’initiation. La grande sous-unite  60S en 

complexe avec la GTPase eIF5B vient ensuite s’associer a  la petite sous-unite  40S. Finalement, la 

dernie re e tape de l’initiation consiste a  l’hydrolyse du GTP par eIF5B entraî nant son relargage du 

ribosome 80S. Celui-ci entre alors en phase d’e longation de la traduction.   

b. L’e longation de la traduction 

 Contrairement a  l’initiation, l’e longation de la traduction est un processus pluto t conserve  

entre les domaines du vivant. L’e longation est un processus cyclique durant lequel le polypeptide 

est synthe tise  par ajout successif des diffe rents acides amine s a  chacun des cycles. Cette e tape 

d’e longation se divise en trois grandes e tapes, qui se re pe tent a  chaque cycle (a  chaque acide 

amine  ajoute ), jusqu’a  rencontrer un codon stop. 

 L’e longation de bute avec l’arrive e d’un ARNt-aminoacyle  (ARNt-aa) dans le site A du 

ribosome. Pour cela, le facteur d’e longation de la traduction (eukaryotic Elongation Factors, eEF) 

eEF1A (EF-Tu chez la bacte rie) va former un complexe ternaire avec une mole cule de GTP ainsi 

que l’ARNt-aminoacyle . Ce complexe vient se loger dans le site A du ribosome ; lorsqu’il y a 

appariement entre les bases de l’anticodon de l’ARNt-aminoacyle  et le codon de l’ARNm pre sent 
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dans le site A, alors l’hydrolyse du GTP par eEF1A est de clenche e. Le complexe eEF1A-GDP est 

ensuite libe re  permettant l’accommodation de l’ARNt-aminoacyle  dans le site A.   

Vient ensuite la deuxie me e tape, durant laquelle la liaison peptidique entre la chaî ne 

polypeptidique naissante porte e par l’ARNt du site P et l’acide amine  porte  par l’ARNt du site A se 

forme. Pour cela, le centre peptidyl-transfe rase (Figure 2) du ribosome (domaine tre s conserve  

entre procaryotes et eucaryotes), forme  exclusivement d’ARN, va permettre de rapprocher les 

groupements actifs des ARNt des sites A et P pour la catalyse. De plus, le facteur eIF5A (orthologue 

de EF-P chez la bacte rie) lie  au site E, interagit avec le bras accepteur de l’ARNt en P et permet la 

formation de la liaison peptidique en induisant un positionnement favorable des substrats. 

La dernie re e tape de l’e longation est la translocation des ARNt dans les sites P et E. Cette troisie me 

e tape fait intervenir le facteur d’e longation eEF2 (EF-G chez la bacte rie) positionne  dans le site A. 

Ce de calage d’un codon exactement (3 nucle otides) libe re le site A, et positionne l’ARNt portant la 

chaî ne polypeptidique en cours de synthe se dans le site P et l’ARNt deacyle  dans le site E. Une fois 

le site E libe re , un nouveau cycle d’e longation peut de buter avec l’appariement d’un nouvel ARNt-

aminoacyle  en A. 

c. La terminaison de la traduction 

 La terminaison de la traduction se de clenche en re ponse a  un codon stop (UAA, UAG ou 

UGA) sur l’ARNm au niveau du site A du ribosome. E tant donne  qu’aucun ARNt ne peut reconnaî tre 

de codon stop, cette dernie re e tape ne cessite le recrutement de deux facteurs qui sont eRF1 et 

eRF3 (eRF pour « Release Factor »). Un complexe se forme entre eRF1, eRF3 et du GTP et vient se 

positionner dans le site A ; a  cette e tape, eRF1 est responsable de la reconnaissance du codon stop. 

Apre s l'hydrolyse du GTP par eRF3, eRF1 de clenche l'hydrolyse du polypeptidyl-ARNt, libe rant 

ainsi le polypeptide ne o-synthe tise . 

  

 A  la fin de ce processus, une dernie re e tape de recyclage des composants est ne cessaire. 

En effet, une fois l’e tape de terminaison accomplie, le ribosome est toujours lie  a  l’ARNm avec un 

ARNt de acyle  dans son site P et eRF1 dans son site A, il doit donc e tre de sassemble  pour libe rer 

l’ARNm et permettre d’autres cycles de traduction. La premie re e tape du recyclage est la 

dissociation de la grande sous-unite  60S me die e par ABCE1 laissant un complexe 40S/ARNt-

de acyle  lie  a  l’ARNm. Finalement la petite sous-unite  ribosomique 40S est dissocie e de l’ARNt et de 

l’ARNm pour qu’elle puisse repartir dans un nouveau cycle de traduction.   
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2. Focus sur l’étape d’élongation de la traduction 

Les e tapes de l’e longation regroupent l’ensemble des me canismes qui permettent la 

formation du peptide par l’ajout successif des acides amine s relie s les uns aux autres par une 

liaison peptidique. Ce processus est tre s conserve  entre les organismes et la plupart des donne es 

ont, tout d’abord, e te  obtenues chez les procaryotes. Mais gra ce, notamment, aux avance es de la 

cryo-EM, il a e te  possible d’acce der aux me canismes d’e longation de la traduction des cellules 

eucaryotes et plus particulie rement de mammife res. En effet, des e tudes structurales ont permis 

de visualiser diffe rents e tats du ribosome dans plusieurs phases de l’e longation et ainsi d'acce der 

a  des de tails mole culaires permettant de comprendre comment se de roule l’e longation de la 

traduction (Behrmann et al., 2015; Bhaskar et al., 2020; Budkevich et al., 2011, 2014; Djumagulov 

et al., 2021; Flis et al., 2018; Shao et al., 2016). De plus, l’utilisation du smFRET (single molecule 

Fo rster Resonnance Energy Transfert) a aussi aide  a  obtenir des informations quant aux 

mouvements des ARNt dans le ribosome durant les diffe rentes phases de l’e longation (Budkevich 

et al., 2011; Ferguson et al., 2015; Flis et al., 2018). Ces e tudes ont permis d’apporter des 

informations afin de comprendre les me canismes de l’e longation de la traduction mais aussi de 

mettre en lumie re les similitudes ainsi que les divergences qu’il existe entre les bacte ries et les 

eucaryotes.   

L’ensemble des donne es structurales et fonctionnelles a permis de mettre en e vidence 

différents états structuraux, dans lesquels sont observe s plusieurs re arrangements du ribosome 

(Figure 16). L’e longation de bute avec le de codage du codon de l’ARNm au site A par le complexe 

eEF1A/ARNt-aa (e tat de décodage) (Behrmann et al., 2015; Budkevich et al., 2014; Shao et al., 

2016). Une fois l’ARNt-aa se lectionne  et l’e tape de de codage re ussie, le facteur d'e longation se 

dissocie et l'ARNt vient s’accommoder dans le site A de la grande sous-unite . Ceci de clenche alors 

la formation de l'e tat de pre -translocation classique (classique-PRE) dans lequel les ARNt sont 

en conformation dite « classique », c’est-a -dire loge s dans les sites A et P de la petite et de la grande 

sous-unite  ribosomique respectivement (A/A et P/P). Dans cette conformation, la chaî ne 

naissante est transfe re e vers l'ARNt du site A (Behrmann et al., 2015; Bhaskar et al., 2020; 

Budkevich et al., 2011, 2014). Par la suite, le ribosome atteint une conformation dans laquelle la 

petite sous-unite  40S subit une rotation par rapport a  la 60S (hybride-PRE), ce qui ge ne re un 

positionnement hybride des ARNt, qui sont en A et P de la petite sous-unite , mais en P et E de la 

grande sous-unite , respectivement. Ce positionnement hybride est e galement note  (A/P et P/E) 

(Behrmann et al., 2015; Bhaskar et al., 2020; Budkevich et al., 2011). Ceci est suivi par la liaison 

d’eEF2, qui stabilise le complexe, empe che l'ARNt du site P de changer de cadre et aide a  stabiliser 

et terminer la rotation de la sous-unite  40S, permettant ainsi la translocation de la petite sous-

unite  (e tat TI). La translocation est e galement permise par un mouvement de pivot de la te te de la 
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petite sous-unite  ribosomique par rapport a  son corps (« swivelling ») (Anger et al., 2013; 

Djumagulov et al., 2021; Flis et al., 2018; Pellegrino et al., 2018; Spahn et al., 2004; Taylor et al., 

2007). Apre s la translocation, eEF2 se dissocie du ribosome, conduisant a  la formation de l'e tat 

post-translocation (e tat POST) avec un site A vide et les ARNt des sites P et E dans une 

conformation classique, pre t pour le prochain cycle de de codage (Behrmann et al., 2015; Bhaskar 

et al., 2020). La sous-unite  40S retourne quant a  elle dans une conformation « classique » (par un 

pivot de la te te et une rotation du corps inverses, voir Figure 16).  

 
Figure 16 : Cycle de l’élongation de la traduction chez les eucaryotes. Les e tapes de 
l’e longation sont de crites, avec les re arrangements structuraux annote s en bleu. L’ARNt-de acyle  
est repre sente  en orange, l’ARNt-peptidyl en vert et l’ARNt-aa en rose, le positionnement des ARNt 
est aussi indique  selon le me me code couleur. Les facteurs d’e longation sont repre sente s en rouge 
(Adapte  de Behrmann et al., 2015).  
 
  

a. Reconnaissance du codon 

 La premie re e tape de l’e longation correspond a  l’entre e d’un ARNt-aa au niveau du site A 

du ribosome, permettant le de codage de l’ARNm, gra ce a  l’appariement du codon de l’ARNm avec 

l’anticodon porte  par l’ARNt-aa au niveau de sa tige boucle anticodon (Anticodon Stem Loop, ASL) 

(Figure 17A). Pour cela l’ARNm entre dans le ribosome dans le sillon de l’ARNm et va e tre guide  
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jusqu’au centre de de codage par l’interme diaire d’interactions avec diffe rentes prote ines 

ribosomiques. Ainsi les prote ines ribosomiques RPS14, RPS26, RPS28 et RPS30, de par leur 

proximite  physique avec les sites A, P et E auraient un ro le fonctionnel dans l’accompagnement de 

l’ARNm a  travers la sous-unite  40S (Behrmann et al., 2015) (Figure 17B).  

 

 

Figure 17 : Représentation des ARNt et de l’ARNm impliqués dans l’élongation de la 
traduction. A) Structure secondaire et tertiaire d’un ARNt, les domaines caracte ristiques sont 
indique s, avec un code couleur identique entre les structures secondaires et tertiaires (Adapte  de 
McKenney et al., 2017). B) Contacts de l’ARNm avec les diffe rentes prote ines ribosomiques au 
niveau du centre de de codage, avec les ARNt en E/E (orange) et en P/P (vert) (Adapte  de 
Budkevich et al., 2014).  

 

 

 Cette premie re e tape est me die e par le facteur d’e longation eEF1A, une GTPase 

orthologue a  EF-Tu chez la bacte rie. Cette GTPase est forme e de trois domaines, le domaine G (ou 

1) portant l’activite  catalytique de l’enzyme, ainsi que les domaines 2 et 3. Le domaine G de la 

prote ine contient des motifs importants pour son activite  catalytique : les motifs Switch 1, Switch 

2 ainsi que la boucle P (Crepin et al., 2014). Des analyses cryo-EM ont permis d’acce der a  la 

structure du ribosome pendant le de codage de l’ARNm, c’est-a -dire lie  au complexe ternaire ARNt-

aa.eEF1A.GTP. Afin de pouvoir stabiliser ce complexe, les auteurs de ces articles ont utilise  soit un 

analogue non hydrolysable de GTP (GMP-PNP) ou bien un antibiotique, la Didemnin B (Budkevich 

et al., 2014; Shao et al., 2016). Cet inhibiteur de la traduction se lie entre le domaine G et le domaine 

3 d’eEF1A ce qui empe cherait le changement conformationnel essentiel a  sa dissociation du 

ribosome. De manie re inte ressante, une structure cryo-EM du ribosome pendant le de codage, lie  

au complexe ternaire a aussi pu e tre re solue sans l’utilisation de drogues permettant de bloquer 

le complexe ternaire sur les ribosomes (Behrmann et al., 2015). L’ensemble de ces structures 

permet donc d’avoir une vision globale des diffe rents e tats du ribosome en « de codage ». En effet, 

les structures obtenues avec l’analogue de GTP correspondent aux premie res e tapes de 
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l’appariement de l’ARNt-aa avant l’hydrolyse du GTP, alors que les structures avec Didemnin B ou 

non lie es correspondent, elles, aux e tats du ribosome apre s l’hydrolyse du GTP juste avant ou 

pendant la dissociation du facteur eEF1A, respectivement (Behrmann et al., 2015; Budkevich et 

al., 2014; Shao et al., 2016). Ces e tudes, mene es dans des cellules de mammife res, ont donc permis 

de comprendre les me canismes de de codage de l’ARNm des eucaryotes, et de les comparer avec 

ceux de ja  bien caracte rise s chez la bacte rie.  

 

 La phase d’e longation de la traduction est globalement bien conserve e entre eucaryotes et 

procaryotes, mais il existe quelques diffe rences. Par exemple, il est inte ressant de noter que chez 

la bacte rie, le complexe ternaire forme  de l’ARNt-aa, d’EF-Tu et de GTP se lie au ribosome par 

l’interme diaire de la prote ine multime rique L7/L12, spe cifique aux bacte ries. Cette prote ine 

forme des sortes de bras qui viennent rapprocher le complexe ternaire vers le ribosome (Diaconu 

et al., 2005; Rodnina et al., 1996). Chez les eucaryotes, un autre me canisme est donc mis en jeu 

pour permettre l’association du complexe ARNt-aa.eEF1A.GTP avec le ribosome (Figure 18). La 

GTPase eEF1A posse de une courte insertion d’environ 14 re sidus supple mentaires compare  a  EF-

Tu de bacte rie. Cette insertion est localise e juste avant le domaine switch 1 formant une he lice α 

annote e α2. L’association d’eEF1A avec le ribosome semblerait se faire en partie par 

l’interme diaire de cette he lice α2 spe cifique aux eucaryotes. En effet, l’he lice α2 entre en contact 

a  la fois avec la prote ine RPL23 mais aussi avec la boucle conserve e de la grande sous-unite  

ribosomique SRL (pour Sarcin-Ricin Loop) et l’he lice 14 de l’ARNr 18S (Budkevich et al., 2014; 

Shao et al., 2016) (Figure 18B). Une fois le complexe ternaire associe  au ribosome, il permet 

l’inte gration de l’ARNt-aa dans le PTC afin de sonder l’ARNm. Pour cela, l’ARNt-aa se trouve dans 

une position de pre -accommodation : la tige boucle de l’anticodon (ASL) est localise e dans le site 

A, alors que les boucles P et acceptrices se trouvent elles en dehors, au niveau du domaine G 

d’eEF1A, on parle alors de position en A/T de l’ARNt-aa (Shao et al., 2016). Il est aussi possible 

d’observer une interaction entre l’extre mite  3’-CCA de l’ARNt et l’e paule de la sous-unite  40S par 

l’interme diaire du domaine 2 d’eEF1A (Figure 18C). Cette interaction est conserve e entre 

procaryotes et eucaryotes (Budkevich et al., 2014). L’ensemble de ces interactions va entraî ner 

une distorsion de l’ARNt-aa correspondant a  une conformation de haute e nergie. Il a e te  de crit 

chez la bacte rie que cette distorsion permettrait d’aider au choix de l’ARNt-aa en plus de 

l’appariement codon-anticodon. En effet, des expe riences ont montre  que la se quence du corps 

des ARNt serait propre a  chaque ARNt portant un acide amine  pre cis (Olejniczak and Uhlenbeck, 

2006). Chaque ARNt, au sein d'une espe ce donne e, utilise donc probablement une strate gie unique 

pour lier le ribosome, qui doit e quilibrer l'e nergie gagne e gra ce aux interactions avec le centre de 

de codage avec celle perdue en stabilisant la conformation A/T de forme e permettant ainsi un 

de codage pre cis (Voorhees and Ramakrishnan, 2013). 
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Figure 18 : Interaction du facteur eEF1A avec le ribosome et l’ARNt-aa lors de l’étape de 
décodage de l’ARNm. A) Vue d'ensemble du complexe d'e longation comprenant la grande (60S) 
et la petite (40S) sous-unite  ribosomique, les ARNt du site P (en vert) et du site E (en or), l'ARNm 
est colore  en gris, l’ARNt-aa a  l'e tat A/T est repre sente  en violet, et eEF1A en rouge. B) Interactions 
entre la boucle switch 1 avec l’he lice α2 d’eEF1A (rouge) avec l'ARNr et les prote ines de la grande 
(bleu) et de la petite (jaune) sous-unite . C) Interactions entre l'extre mite  3' de l’ARNt-aa (violet) 
et le domaine 2 (orange) et le domaine G (rouge) de eEF1A. (Adapte  de Shao et al., 2016, a  partir 
du PDB : 5LZS) 
 
  

Le de codage de l’ARNm me die  par l’appariement des bases entre l’anticodon de l’ARNt-aa 

dit « cognate » (terme anglais signifiant que c’est l’ARNt-aa qui posse de un anticodon 

correspondant au codon de l’ARNm) et le codon de l’ARNm est un me canisme globalement 

conserve  entre bacte ries et eucaryotes. Il fait intervenir les nucle otides A1824 et A1825 chez les 

mammife res (A1492 et A1493 chez la bacte rie) qui ressortent de l’he lice 44 (h44) de l’ARNr 18S 

ainsi que G626 (G530 chez la bacte rie). Ces nucle otides interagissent avec le petit sillon de l'he lice 

codon-anticodon et stabilisent la liaison de l'ARNt du site A par liaison hydroge ne (Loveland et al., 

2017; Ogle et al., 2001; Shao et al., 2016). Les re sidus A1824 et A1825 interagissent avec les deux 

premiers nucle otides du codon dans le duplex codon-anticodon (+1 et +2), permettant une 
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certaine tole rance pour la position en +3 qui peut prendre une position dite « bancale » (wobble) 

(Figure 19A).  

En plus de ces nucle otides, d’autres facteurs entrent en jeu afin de proce der a  la 

reconnaissance du codon. En effet, il a e te  montre  que la prote ine RPS23, comme son homologue 

bacte rien, posse de une boucle qui vient se loger dans le centre de de codage. L’acide amine  

Glutamine 61 (Gln61) situe  au sommet de la boucle va venir former des liaisons hydroge nes avec 

A1824 ainsi que le nucle otide en +2 sur le codon. De plus la Proline 62 (Pro62), permet quant a  

elle la formation d’une liaison hydroge ne avec le nucle otide place  en +3 du codon par 

l’interme diaire d’une mole cule d’eau ou d’un ion (Figure 19B) (Ogle et al., 2001; Shao et al., 2016). 

De la me me manie re, l’extre mite  C-terminale de la prote ine RPS15, spe cifique des eucaryotes, 

interagit avec le squelette phosphate de l’ARNt du site P et peut aussi former une interaction 

e lectrostatique avec l’ARNt du site A. Cela a aussi e te  observe  chez la bacte rie avec la prote ine 

Rps13 (RPS18 chez les eucaryotes) (Figure 19C) (Jenner et al., 2010; Shao et al., 2016).  

De manie re diffe rente, il existe aussi des interactions spe cifiques aux eucaryotes, c’est le 

cas avec la prote ine RPS30, retrouve e exclusivement chez les eucaryotes, et qui serait implique e 

dans la stabilisation d’une interaction codon-anticodon correcte. En effet, l’extre mite  N-terminale 

de RPS30, en pre sence d’un ARNt-aa « cognate » deviendrait ordonne e. Ce phe nome ne permet a  

l’histidine 76 d’atteindre le sillon forme  entre le nucle otide en position +1 de l’anticodon et les 

bases A1824 et A1825 sorties de leur he lice 44, ce qui stabiliserait cette conformation. Il est 

inte ressant de pre ciser que ce contact ne peut se faire que lorsque qu’il y a appariement des bases 

avec un ARN-aa « cognate », car il de pend de la formation du sillon qui ne se cre e que si les bases 

A1824 et A1825 ressortent de h44. Cette interaction permettrait donc de stabiliser 

pre fe rentiellement les ARNt « cognate » afin d’ame liorer la discrimination (Figure 19A) (Shao et 

al., 2016).  Ainsi, les contacts forme s par RPS30, qui de pendent de la pre sence d'un ARNt-aa 

« cognate », et e galement par RPS15, pourraient augmenter la stabilite  des ARNt-aa lors de la 

se lection initiale et de l'accommodation, permettant ainsi d’ame liorer la pre cision du choix des 

ARNt-aa et d'augmenter la fide lite  de la traduction par rapport aux bacte ries (Kramer et al., 2010).  
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Figure 19 : Interactions mises en jeu dans le centre de décodage lors de la reconnaissance 
du codon par l’ARNt-aa, représenté en violet. A) Les nucle otides de l’ARNr 18S implique s dans 
le de codage sont repre sente s en jaune ainsi qu’une partie de RPS30 en vert, l’ARNm et les 
nucle otides du codon en A sont colore s en gris et nume rote s. B) Interactions dans le centre de 
de codage entre la prote ine RPS23 (orange), l’ARNr 18S (jaune), et les nucle otides du codon au site 
A dans l’ARNm (gris et nume rote s). C) Les extre mite s C-Ter de RPS15 (mammife re) et RPS19 
(T.Thermophilus) ainsi que RPS18 (mammife re) et RPS13 (T.Thermophilus) sont repre sente s en 
nuances de marron dans le centre de de codage du ribosome 80S compare es aux prote ines 
orthologues dans un complexe d'e longation bacte rien 70S (gris, PDB: 4V51), montrant les 
interactions potentielles du domaine C-Ter de RPS15 chez les mammife res ou RPS13 chez les 
bacte ries avec les tiges-boucles anticodon de l'ARNt-aa en A/T (violet) et de l'ARNt du site P (vert). 
(Adapte  de Shao et al., 2016, a  partir du PDB : 5LZS)  
 

 

Une fois la se lection de l’ARNt-aa « cognate » re alise e, gra ce aux bases A1824 et A1825 qui 

ont permis de ve rifier la ge ome trie de l’he lice codon-anticodon, l’e tape suivante est l’hydrolyse du 

GTP par eEF1A afin qu’il puisse se dissocier du ribosome et ainsi laisser l’ARNt-aa s’accommoder 

comple tement dans le site A. Chez la bacte rie, lors de la reconnaissance d’un ARNt-aa « cognate » 

dans le centre de de codage, la petite sous-unite  30S va changer de conformation pour passer dans 

une configuration dite « ferme e ». Ceci va permettre a  EF-Tu de s’approcher de la boucle SRL de la 

sous-unite  50S, activant alors le centre catalytique d’EF-Tu responsable de l’hydrolyse du GTP pour 

qu’il puisse finalement se dissocier du ribosome (Ogle et al., 2002, 2001). Chez les mammife res, 

un changement de conformation du me me type a pu e tre observe . En effet, l’e paule de la 40S vient 

tourner vers l’interface entre les sous-unite s permettant a  l’ARNr 18S d’entrer en contact avec 

eEF1A. De plus, ce changement de conformation permet aussi a  eEF1A d’interagir avec la SRL par 

l’interme diaire des domaines catalytiques (switch 1, 2 et la boucle P). Plus pre cise ment, ces 

interactions entre les domaines catalytiques et la boucle SRL permettraient le positionnement de 

l’histidine catalytique His95 pour favoriser l’hydrolyse du GTP par eEF1A afin qu’il puisse ensuite 

se dissocier du ribosome (Figure 20) (Budkevich et al., 2014; Shao et al., 2016).   

 Finalement, la possibilite  d’observer des structures de ribosome lie  au complexe ternaire 

sans bloquer l’hydrolyse du GTP montre que la dissociation d’eEF1A ne se fait pas imme diatement 

apre s l’hydrolyse. Ceci est en ade quation avec des e tudes de cine tiques qui ont montre , chez la 
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bacte rie, que contrairement a  l’hydrolyse du GTP, la dissociation d’EF-Tu e tait un processus lent 

(Behrmann et al., 2015; Pape et al., 1998). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 20 : Complexe d'élongation (coloré) (PDB : 5LZS) superposé à un ribosome avec un 
site A vide (petite sous-unité grise). Mise en e vidence du mouvement correspondant a  la 
fermeture de domaine (illustre  par la fle che) avec l'e paule de la petite sous-unite  se de plaçant vers 
la grande sous-unite , permettant les contacts entre le ribosome et le centre GTPase d’eEF1A. 
(Adapte  de Shao et al., 2016) 
 
 

b. Accommodation de l’ARNt-aa dans le site A et formation de la liaison 

peptidique 

Une fois eEF1A de croche  du ribosome, l’ARNt-aa va venir s’accommoder entie rement dans 

le site A du ribosome, permettant une transition de la conformation A/T vers un e tat classique 

A/A. Pour cela, l’extre mite  3’ de l’ARNt va devoir se loger dans le PTC de la grande sous-unite . Chez 

les eucaryotes, ce me canisme met en jeu un re arrangement de la petite sous-unite  qui diffe re des 

bacte ries (Voorhees and Ramakrishnan, 2013). En effet, il a e te  observe  chez les eucaryotes un 

e tat du ribosome appele  classique-PRE dans lequel la petite sous-unite  ribosome est dans un e tat 

dit « enroule  » (« subunit rolling » en anglais). Ce re arrangement peut e tre de crit comme une 

rotation de la petite sous-unite  d’environ 6° vers la tige L1 de la sous-unite  60S. Cette rotation se 

fait le long de l’axe de la petite sous-unite  correspondant a  l’he lice 44. Dans cet e tat classique-PRE 

l’ARNt-aa est de ja  positionne  dans le site A, mais un e tat interme diaire a aussi pu e tre observe  dans 

lequel la petite sous-unite  40S n’e tait « enroule e » que de1 a  2° (Behrmann et al., 2015; Budkevich 

et al., 2014). Le mouvement d’enroulement de la petite sous-unite  40S pourrait e tre implique  dans 

l’accommodation de l’ARNt en A. En effet, dans cet e tat, la petite sous-unite  modifie l’ouverture de 

l’espace inter sous-unite , compare  a  l’e tat POST, ce qui va entraî ner a  la fois la fermeture du site A 

et l’ouverture du site E. Ainsi, le re arrangement de la petite sous-unite  pourrait e tre a  l’origine du 
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repositionnement de l’extre mite  3’ de ARNt-aa dans le site A (Figure 21A) (Budkevich et al., 

2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Accommodation de l’ARNt-aa dans le site A après reconnaissance de l’anticodon 
par l’ARNm. A) Superposition de la petite sous-unite  ribosomique 40S dans l’e tat classique-PRE 
(PDB : 4CXC) avec l’e tat POST, base  sur l’alignement de la sous-unite  60S, ce qui permet d’observer 
un enroulement de 6° de la sous-unite  40S vers la sous-unite  60S, indique  par les fle ches. La figure 
de gauche repre sente la sous-unite  40S de l’e tat classique PRE en jaune et de l’e tat POST en orange 
(Adapte  de Budkevich et al., 2014). A  droite, la superposition est colore e en fonction des 
changements de distance entre les deux mode les (Adapte  de Behrmann et al., 2015). B) Structure 
du ribosome humain actif dans la conformation classique-PRE (PDB : 6Y0G), avec la grande (60S, 
mauve) et la petite sous-unite  (40S, jaune) ; sont aussi indique s les prote ines ribosomiques RPS18 
en violet et RPS15 en vert ainsi que l’ARNm en marron, l’ARNt du site A en orange et celui du site 
P en beige. Un zoom est re alise  sur le zone de de codage ou  est repre sente e l’extre mite  C-Terminale 
de RPS15 entre les ARNt des sites A et P (Adapte  de Bhaskar et al., 2020). 
 

 

Re cemment, une e tude a aussi pu mettre en e vidence l’implication de la prote ine RPS15 

dans l’accommodation de l’ARNt-aa dans le site A. En effet, ses auteurs ont montre  que l’extre mite  

C-terminale de la prote ine, spe cifique des eucaryotes, pourrait e tre implique e dans plusieurs 

re arrangements du ribosome durant l’e longation en se plaçant entre les ARNt positionne s en A et 

en P. Dans l’e tat classique-PRE du ribosome la partie C-terminale de la prote ine RPS15 interagit a  

la fois avec l’ARNt en A et l’ARNm au niveau du centre de de codage, et est bien ordonne e. Ces 

donne es mettent en e vidence l’importance des re sidus de l’extre mite  C-terminale de RPS15 qui 
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fonctionnent comme une sorte de point d’ancrage pour l’ARNt-aa positionne  en A, l’aidant a  

verrouiller son ASL, pendant l’enroulement de la sous-unite  40S permettant a  son extre mite  3’ de 

venir s’accommoder dans le PTC. Ce me canisme mole culaire permettrait donc d’e viter un de calage 

de cadre de lecture aidant ainsi a  maintenir la fide lite  de la traduction (Figure 21B) (Bhaskar et 

al., 2020). 

 
Une fois l’accommodation de l’ARNt-aa dans le site A termine e, la formation de la liaison 

peptidique avec l’ARNt-peptidyl dans le site P se produit tre s rapidement. Ce processus se de roule 

dans le PTC localise  dans la grande sous-unite  ribosomique 60S. Comme cela a e te  pre ce demment 

indique , ce domaine est compose  d’ARNr qui catalysent la re action, et ces ARNr sont tre s conserve s 

dans les trois domaines du vivant. Ce me canisme serait donc conserve  a  travers les diffe rents 

organismes. Lors de la formation de la liaison peptidique, le PTC permet le positionnement des 

ARNt-peptidyl et –aa pour la catalyse. Chez la bacte rie, ce processus fait intervenir le facteur 

d’e longation EF-P, et chez les eucaryotes c’est son orthologue, le facteur eIF5A qui entre en jeu. Ce 

facteur eIF5A se lie au site E et interagit avec le bras accepteur de l’ARNt-peptidyl, ce qui 

maintiendrait, comme pour EF-P bacte rien, dans une position favorable a  la formation de la liaison 

peptidique. Lors de ce processus, le peptide naissant est transfe re  de l’ARNt-peptidyl du site P vers 

l’ARNt-aa au site A afin de permettre le rallongement de l’ARNt-peptidyl (Doerfel et al., 2015; 

Gutierrez et al., 2013; Melnikov et al., 2016; Schmidt et al., 2016; Shin et al., 2017).   

 Ce me canisme de formation de la liaison peptidique est accompagne  d’un 

repositionnement des ARNt dans des e tats hybrides ainsi que du re arrangement de la petite sous-

unite  ribosomique (Moazed and Noller, 1989; Voorhees and Ramakrishnan, 2013). Cette 

conformation nomme e hybride-PRE correspondrait a  un e tat transitoire avant l’e tape de 

translocation me die e par le facteur d’e longation eEF2. Dans la litte rature, trois e tats du ribosome 

dans cette configuration hybride-PRE, aussi nomme e rotation-PRE ont pu e tre de crits (Behrmann 

et al., 2015; Budkevich et al., 2011). Chacun de ces e tats, comme leur nom l’indique posse de une 

sous-unite  40S tourne e. Lors de cette rotation, le corps et la plateforme de la sous-unite  40S vont 

tourner par rapport a  la sous-unite  60S. Premie rement, pour l’e tat rotation-PRE*, la sous-unite  

40S est tourne e d’environ 8° et posse de des ARNt en A, P et E dans des configurations classiques 

(Figure 22) (Behrmann et al., 2015). Les auteurs de crivent cet e tat comme un e tat tre s transitoire 

mais pour lequel l’interpre tation est difficile du  a  la basse re solution des ARNt et du centre de 

de codage (Behrmann et al., 2015). La question se pose alors de savoir si cet e tat ne correspondrait 

pas a  l’e tat pendant lequel la liaison peptidique se forme gra ce a  l’action du facteur eIF5A. En effet, 

ce facteur, qui ressemble a  un ARNt, se place dans le site E et a de ja  e te  observe  dans un ribosome 

ayant une configuration tourne e (Melnikov et al., 2016). De plus, les e tats suivants du ribosome en 

rotation ne contiennent plus d’ARNt en E et sa dissociation est ne cessaire et pourrait e tre me die e 
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par ce facteur et/ou par la rotation du corps de la sous-unite  40S. Les conformations suivantes, 

hybrid-PRE-1 et hybrid-PRE-2 posse dent une sous-unite  40S tourne e de 10° et 11° 

respectivement. Dans le complexe hybrid-PRE-1, l’ARNt-peptidyl se trouve dans le site A alors que 

l’ARNt-de acyle  adopte une position hybride dans laquelle l’anticodon est apparie  a  l’ARNm dans le 

site P et le bras accepteur de l’ARNt est lui dans le site E (Figure 22). Cette conformation e volue 

ensuite vers l’e tat hybride-PRE-2, dans lequel l’ARNt-de acyle  se trouve toujours en position 

hybride P/E et l’ARNt-peptidyl est cette fois ci repositionne  dans une configuration hydride A/P 

avec l’anticodon apparie  a  l’ARNm dans le site A et le peptide attache  au bras accepteur dans le site 

P (Figure 22) (Behrmann et al., 2015; Budkevich et al., 2011). 

 

 

 
 
Figure 22 : Etats hybride-PRE/Rotation-PRE du ribosome lors du repositionnement des 
ARNt. Les e tats Rotation-PRE*, Hybride-PRE-1 et Hybride-PRE-2 sont repre sente s avec la petite 
(jaune) et la grande (bleue) sous-unite  ribosomique ainsi que l’ARNt-peptidyl en rose et l’ARNt-
de acyle  en vert. Le facteur en orange peut e tre l’ARNt-de acyle  avant formation de la liaison 
peptidique ou bien eIF5A. La rotation du corps/plateforme de la sous-unite  40S est aussi montre  
gra ce a  sa structure colore e en fonction des changements de distance entre le mode le indique  et 
le mode le POST (PDB : 5AJ0). (Adapte  de Behrmann et al., 2015)   
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c. Translocation de l’ARNt et de l’ARNm  

 L’e tape de translocation est primordiale, elle permet le de calage d’un codon de l’ARNm afin 

de pouvoir passer au cycle suivant d’e longation. Lors de cette e tape, les ARNt-peptidyl et -de acyle  

vont se repositionner afin de passer d’une position hydride A/P et P/E, retrouve s dans les e tats 

hybride-PRE de crits pre ce demment, vers des configurations classiques P/P et E/E 

respectivement. Ce processus fait intervenir le facteur d’e longation eEF2, orthologue d’EF-G chez 

les bacte ries et est possible gra ce a  deux re arrangements structuraux principaux de la petite sous-

unite  ribosomique permettant le repositionnement des ARNt et de l’ARNm. Tout d’abord, comme 

cela a e te  montre  pre ce demment, le corps/plateforme de la sous-unite  40S va tourner 

relativement a  la sous-unite  60S, c’est ce qui est observe  sur les e tats hybrides-PRE (Figure 22). 

Puis un deuxie me re arrangement va avoir lieu, qui correspond au pivotement de la te te de la sous-

unite  40S (« swivelling »). C’est le pivotement de la te te accompagne  du retour a  l’e tat d’origine du 

corps/plateforme de la sous-unite  40S, c’est-a -dire avant rotation (vers l’e tat POST), qui 

permettrait le positionnement des ARNt dans des configurations classiques P/P et E/E.  

  

 A  ce jour, plusieurs e tats du ribosome en translocation ont pu e tre de crits. Ces structures 

ont permis d’obtenir des informations de taille es sur les mouvements et les interactions mis en jeu 

lors du me canisme de la translocation. La premie re e tape de la translocation correspond a  

l’arrive e d’eEF2 au niveau du site A du ribosome (Figure 23A). Le facteur eEF2 va venir s’ancrer 

a  la grande sous-unite  via ses domaines I et V. Les domaines II et III vont eux interagir avec l’ARNr 

18S de la sous-unite  40S. Ces dernie res interactions ne sont visibles qu’au de but de la 

translocation, car la rotation de la sous-unite  40S par rapport a  la sous-unite  60S est maximale a  

cet e tat-la . De plus, l’enzyme va venir se loger dans le centre de de codage du ribosome. Le domaine 

III d’eEF2 vient s’attacher a  la prote ine RPS23 situe e au niveau de l’e paule de la sous-unite  40S 

permettant au domaine IV de l’enzyme d’atteindre l’interface corps/plateforme et te te de la sous-

unite  40S via son association a  RPS30, qui est proche de RPS23, afin d’inte grer finalement le centre 

de de codage (Figure 23B). Dans le centre de de codage, eEF2 va interagir spe cifiquement avec le 

duplex codon-anticodon, afin de le stabiliser. Cette interaction est me die e notamment par la 

diphthamide, une modification post-traductionnelle porte e par l’Histidine conserve e His715 

(chez l’Homme) qui viendrait entrer en contact avec l’he lice h44 de la sous-unite  40S au niveau du 

site P. L’interaction d’eEF2 avec le duplex codon-anticodon permettrait la stabilisation de ce 

dernier, d’une manie re similaire a  la stabilisation me die e par les nucle otides A1824, A1825 et 

G626 de l’ARNr 18S lors de l’e tape de de codage (Figure 23C) (Abeyrathne et al., 2016; Anger et 

al., 2013; Djumagulov et al., 2021; Flis et al., 2018; Murray et al., 2016.; Spahn et al., 2004; Taylor 

et al., 2007).    
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L’association d’eEF2 au ribosome va avoir une double conse quence, en effet, elle 

permettrait a  la fois de de clencher le pivotement de la te te de la sous-unite  40S, mais viendrait 

aussi pousser, via son domaine IV, l’ARNt situe  dans le site A/P. Les ARNt vont alors se positionner 

dans des e tats transitoires. Concernant le positionnement de l’ARNt-peptidyl du site A, sa tige-

boucle de l’anticodon (ASL) est retrouve e a  moitie  transloque e entre les sites A et P de la petite 

sous-unite , et son extre mite  acceptrice se trouve en contact avec le centre PTC, dans le site P de la 

grande sous-unite , formant un e tat chime rique appele  ap/P. De la me me manie re, l’ARNt-de acyle  

va lui prendre une position pe/E (Figure 24A) (Djumagulov et al., 2021; Flis et al., 2018).  

 

 

 
Figure 23 : Association d’eEF2 au niveau du site A du ribosome. A) Structure du ribosome 
dans l’e tat TI (PDB : 7OSM) avec la petite sous-unite  en bleu, la grande sous-unite  en violet et gris. 
Les ARNt-de acyle  (jaune) et –peptidyl (vert) sont dans une conformation pe/E et ap/P 
respectivement. Le facteur eEF2 est repre sente  en rouge, et l’ARNm en orange. Les degre s de 
rotation de la te te et du corps sont indique s (relativement a  un e tat non tourne ) (Adapte  de 
Djumagulov et al., 2021). B) Interaction d’eEF2 avec la sous-unite  40S, chaque domaine est annote  
et colore  diffe remment. Les he lices de l’ARNr 18S ainsi que les prote ines ribosomiques 
interagissant avec eEF2 sont indique es (Adapte  de Anger et al., 2013 ; a  partir du PDB : 4V6X). C) 
Zoom sur le site P du ribosome associe  a  eEF2, dans lequel la diphthamide (rouge) stabilise le 
duplex codon-anticodon (rose-vert) lors de la translocation (Adapte  de Flis et al., 2018 ; a  partir 
du PDB : 6GZ3).  
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A  ce stade, les ARNt-peptidyl et –de acyle  doivent encore e tre repositionne s afin que leur 

ASL puisse s’inte grer aux site P et E de la petite sous-unite , respectivement, les tiges acceptrices 

e tant de ja  positionne es dans leur e tat presque final du co te  de la grande sous-unite  (Figure 24A). 

Ceci va e tre possible a  la fois gra ce a  eEF2, comme indique  pre ce demment, mais aussi gra ce aux 

re arrangements structuraux (Voorhees and Ramakrishnan, 2013). Les structures de quatre e tats 

principaux de translocation ont pu e tre re solus, appele s TI, TI-POST-1, TI-POST-2 et TI-POST-3, le 

premier e tant obtenu par cristallographie aux rayons X et les trois autres par cryo-EM (Figure 

24B) (Djumagulov et al., 2021; Flis et al., 2018). Ces structures ont permis la visualisation des 

re arrangements structuraux, aidant ainsi a  la de termination de la chronologie des e ve nements, a  

l’origine de la translocation du duplex ARNt-ARNm. Les diffe rents re arrangements structuraux 

permettant la translocation vont e tre de crits par la suite, mais la vide o (movie 1) de l’article 

(Djumagulov et al., 2021) permet de visualiser comment se de roulent ces changements 

conformationnels a  l’origine du mouvement des ARNt dans le ribosome.  

Tout d’abord, dans l’e tat TI, le corps/plateforme de la 40S est tourne e d’environ 9°, 

correspondant a  une rotation maximale de la petite sous-unite  par rapport a  la sous-unite  60S. De 

plus, dans ce premier e tat, la te te a pivote  de presque 14°, sous l'effet de l’association d’eEF2 

(Figure 23A) (Djumagulov et al., 2021). Ces domaines vont ensuite revenir a  leurs positions de 

pre translocation (avant rotation). Ce processus va se faire en deux temps, d’abord, c’est le 

corps/plateforme qui va se retourner afin de reprendre sa position initiale. Puis, dans un second 

temps, la te te re-pivotera dans le sens inverse afin d’atteindre l’e tat POST. Ceci a pu e tre montre  

gra ce aux structures des diffe rents e tats interme diaires de la translocation. En effet, dans les e tats 

TI-POST-1 et TI-POST-2, le corps de la sous-unite  40S n’est plus que partiellement tourne  avec des 

angles de rotation de 4° et 0,7° respectivement, alors que la te te de la sous-unite  40S est elle encore 

pivote e (Figure 24B) (Flis et al., 2018). Le fait que la te te de la sous-unite  40S ne revienne pas a  

sa position initiale en me me temps que le corps peut e tre explique  par son interaction avec les 

ARNt qui l’en empe che. Finalement lorsque le corps de la 40S aura repris sa position initiale, cela 

cre era probablement une tension dans la re gion du cou de la sous-unite  40S ce qui forcera la te te 

a  se de lier des ARNt et a  revenir en arrie re. Ainsi, les dernie res e tapes de la translocation sont 

re alise es par un re -ajustement de la te te vers un e tat non tourne  permettant aux ARNt d’e tre 

repositionne s dans une configuration classique P/P, E/E, ce qui cre e alors une nouvelle liaison de 

l'ARNt-ARNm (un codon plus bas) au niveau du centre de de codage de la petite sous-unite  (Figure 

24) (Anger et al., 2013; Djumagulov et al., 2021; Flis et al., 2018; Taylor et al., 2007).  
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Figure 24 : Réarrangements structuraux de la 40S à l’origine de la translocation du duplex 
ARNt-ARNm. A) Positions des ARNt du ribosome dans l’e tat TI (PDB : 7OSM) par rapport aux 
ARNt dans les e tats classiques A, P et E (gris, PDB : 4V6F). Le panel de gauche repre sente les ARNt 
aligne s sur le corps de la sous-unite  40S. Le panel de droite montre les ARNt aligne s sur la sous-
unite  60S, les distances indique es sont en Å (Adapte  de Djumagulov et al., 2021). B) Structures de 
la petite sous-unite  ribosomique lors des e tapes de translocation, avec le TI-POST-1 (PDB : 6GZ3), 
TI-POST-2 (PDB : 6GZ4) et le TI-POST-3 (PDB : 6GZ5). Les structures des sous-unite  40S sont 
colore es en fonction des changements de distance entre le mode le indique  et le mode le POST (non 
tourne ) (PDB : 5AJ0). Les degre s de rotation des domaines sont indique s et correspondent a  des 
rotation antihoraires (Adapte  de Flis et al., 2018). 
 

 

Ces re arrangements structuraux vont donc permettre au duplex ARNt-ARNm de se 

de placer suffisamment pour qu’un nouveau codon de l’ARNm se retrouve dans le site A pre t a  

accueillir un nouvel ARNt-aa. Pendant le mouvement de la sous-unite  40S il est primordial de 

stabiliser et maintenir ce duplex ARNt-ARNm afin qu’il ne bouge pas en me me temps que la sous-

unite  40S et pour e viter un de calage du cadre de lecture. C’est le facteur eEF2 qui va permettre le 

maintien du duplex codon-anticodon via son domaine IV, comme pre cise  pre ce demment. De plus, 

dans les e tats TI-POST-1 et TI-POST-2, au vu de la rotation arrie re du corps de la sous-unite  40S, 

les domaines II et III d’eEF2 interagissent moins avec la sous-unite  40S, et le facteur se retrouve 
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plus ancre  a  la sous-unite  60S. Dans cette conformation, eEF2 permet le maintien des ARNt dans 

les sites P et E de la sous-unite  60S, tout en interrompant l’interaction entre le centre de de codage 

de la sous-unite  40S et le duplex ARNt-ARNm. Ainsi, les domaines de la sous-unite  40S vont 

pouvoir revenir a  leur position de pre -translocation (avant rotation), sans ramener l'ARNt et 

l'ARNm avec eux, e vitant par la me me occasion un de calage du cadre de lecture. De plus, le 

re arrangement du corps de la sous-unite  40S va entraî ner un mouvement de RPS23, qui interagit 

avec le domaine III d’eEF2, ainsi la propagation de ce mouvement vers le domaine switch II d’eEF2 

de clencherait l’hydrolyse de GTP par l’enzyme lors des dernie res e tapes de la translocation 

(Figure 25). L’hydrolyse de GTP va conduire a  un changement de conformation d’eEF2, a  l’origine 

de sa dissociation du duplex ARNm-ARNt. Cela va empe cher le retour du duplex codon-anticodon 

vers le site A. Finalement, eEF2 va pouvoir se dissocier du ribosome (Djumagulov et al., 2021; Flis 

et al., 2018).     

 

 
 
Figure 25 : Déclenchement de l’hydrolyse du GTP par l’interactions entre eEF2 et la 
protéine RPS23 de l'épaule de la sous-unité 40S lors de la rotation inverse du corps de la 
sous-unité 40S. Le panel de gauche repre sente une vue de l’interaction d’eEF2 (rouge) avec les 
prote ines ribosomiques RPS30 (jaune) et RPS23 (vert) au niveau de l’e paule de la sous-unite  40S 
(PDB : 7OSM). Le panel de droite est un zoom de l’interaction entre RPS23 et eEF2 durant la 
rotation du corps de la sous-unite  40S. Le mouvement de RPS23 lors de la rotation arrie re du corps 
de la sous-unite  40S est repre sente  par la fle che 1, ce mouvement se propage jusqu’au domaine 
switch II via le domaine III (fle che 2) ce qui va de clencher l’hydrolyse du GTP. Les re gions de RPS23 
adjacentes a  eEF2 sont affiche es et colore es de vert fonce  a  vert clair en fonction de l'e tat de 
rotation ou  le vert fonce  est l'e tat le plus tourne  (TI ; 7OSM) et les verts moyens (TI-POST-1 ; 6GZ3) 
et clairs (TI-POST-3 ; 6GZ5) repre sentent les e tats les moins tourne s. L'alignement a e te  fait en 
utilisant eEF2 (Adapte  de Djumagulov et al., 2021). 
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Enfin, la rotation inverse de la te te de la sous-unite  40S dans son e tat initial permettra 

alors le positionnement des ARNt dans une configuration classique en P/P et E/E, comme observe  

dans l’e tat TI-POST-3 pour lequel le corps est comple tement revenu a  sa position initiale et la te te 

n’est plus qu’a  1° de la position retrouve e dans l’e tat POST (Figure 26) (Flis et al., 2018).  

 
 

 
 
Figure 26 : Vue d’ensemble des réarrangements impliqués dans l’étape de translocation. 
Les e tats hybride-PRE, TI, TI-POST et POST sont sche matise s avec la sous-unite  60S en jaune, et la 
sous-unite  40S en nuance de bleu dont le corps repre sente  en cyan et la te te en bleu fonce . L’ARNt-
de acyle  est colore  en orange et l’ARNt-peptidyl en vert, le facteur d’e longation eEF2 en rouge. Les 
e tapes permettant la translocation sont indique es avec les fle ches repre sentant le sens de rotation 
(horaire ou antihoraire). (Adapte  de Djumagulov et al., 2021) 

 

 
Une fois que la te te de la sous-unite  40S a comple tement repris sa position initiale, le 

ribosome se retrouve dans un e tat appele  POST. Mais, afin d’obtenir cet e tat POST, un dernier 

re arrangement doit avoir lieu, c’est le de senroulement de la sous-unite  40S (rotation inverse 

d’environ -6°). Pour rappel, l’enroulement de la petite sous-unite  a eu lieu lors de l’accommodation 

de l’ARNt dans le site A du ribosome. Lorsque ce dernier re arrangement structural est termine , le 

ribosome se trouve dans la configuration POST qui lui permet d’accueillir un nouvel ARNt-aa dans 

son site A, et est donc pre t a  repartir dans un nouveau cycle d’e longation (Behrmann et al., 2015).  

 

De manie re inte ressante, chez les eucaryotes, contrairement aux bacte ries, dans l’e tat 

POST, le site E du ribosome est occupe  par un ARNt-de acyle . Chez les bacte ries, la libe ration de 

l’ARNt du site E se ferait soit juste apre s la translocation, avant la venue d’un nouvel ARNt en A, 

soit lors de l’arrive e de l’ARNt-aa dans le site A : le moment de la dissociation est encore de battu 
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(Wilson and Nierhaus, 2006). Chez les eucaryotes, seul l’e tat hybride-PRE ne contient pas d’ARNt 

en E. Il est propose  que la dissociation de cet ARNt du site E pourrait se faire lors de la rotation du 

corps de la sous-unite  40S qui de stabiliserait l’interaction entre l’ARNt vide et le ribosome et 

permettrait ainsi sa dissociation du ribosome (Anger et al., 2013; Behrmann et al., 2015; Ferguson 

et al., 2015).    

 

Finalement, ces e tapes d’e longation peuvent e tre bloque es par l’utilisation d’antibiotique 

(Pellegrino et al., 2021) pour revue). Lors de l’e tude des ribosomes, de leur biogene se ou encore 

de leur fonctionnement dans la cellule il est tre s fre quent d’utiliser le cycloheximide (CHX), car il 

est connu pour bloquer la synthe se prote ique. Des e tudes structurales ont permis de de crire son 

mode d’action. En effet, le CHX va venir se loger au niveau du site E du ribosome dans la 60S, la  ou  

vient normalement se placer l’extre mite  3’-CCA de l’ARNt. En se plaçant ainsi, l’e tape de 

translocation durant laquelle les ARNt se repositionnent dans les sites P/P et E/E va e tre bloque e. 

De plus, cet antibiotique est aussi responsable du de logement des ARNt place s dans les sites E du 

ribosome durant le cycle d’e longation (Garreau de Loubresse et al., 2014; Myasnikov et al., 2016).   

 

  

 
 

 

 

 L’ensemble des processus présentés précédemment impliquant le ribosome, de leur 

biogenèse jusqu’à leur fonctionnement dans la synthèse protéique, sont des mécanismes qui 

doivent être finement contrôlés et régulés afin d’obtenir des ribosomes fonctionnels traduisant 

correctement les ARNm. Par exemple, lors des précédentes parties, les protéines ribosomiques 

RPS14, RPS15, RPS26 ou encore RPS28 ont été mentionnées pour leurs rôles importants, que ce 

soit dans la biogenèse des ribosomes mais aussi dans le mécanisme de synthèse protéique par le 

ribosome. Ainsi, la mutation de l’une de ces protéines ribosomiques peut avoir de graves impacts 

sur les fonctions de la cellule et entraîner des pathologies qui sont nommées ribosomopathies. En 

effet, ces protéines ribosomiques ainsi que d’autres composants du ribosome ont été identifiés 

portant des mutations dans différents cas de ribosomopathies. Ces mutations peuvent aussi être 

à l’origine de l’apparition de cancers.  
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IV. Les maladies associées à des défauts du ribosome 

 Les ribosomopathies correspondent à des maladies causées par des défauts d’éléments 

impliqués dans l’assemblage ou le fonctionnement des ribosomes. Ces défauts sont causés par des 

mutations qui peuvent toucher les protéines ribosomiques, ainsi que les facteurs de maturation 

de l’ARNr ou de l’assemblage des sous-unités ribosomiques. Ces mutations peuvent être 

congénitales, c’est-à-dire héritées et présentes dès la naissance ou somatiques, acquises et qui 

apparaissent plus tardivement. Les ribosomopathies sont d’abord caractérisées par un phénotype 

d’hypo-prolifération cellulaire (anémie, insuffisance de la moelle osseuse...) qui peut évoluer vers 

un état d’hyper-prolifération cellulaire entraînant l’apparition de cancers. 

Elles sont à l’origine de défauts impactant l’assemblage des ribosomes, mais aussi la traduction ou 

encore les fonctions extra-ribosomiques des RP. Par la suite je m’attacherai à présenter les 

conséquences des défauts de ces trois mécanismes et les maladies qui en résultent.   

1. Manifestations des défauts de la biogenèse des ribosomes 

 La biogenèse des ribosomes est étroitement liée à la croissance et à la prolifération 

cellulaires et est considérée comme l'un des processus les plus énergivores dans la prolifération 

des cellules. En effet, chez la levure, il a été estimé que 2000 ribosomes sont assemblés et contrôlés 

chaque minute (Warner, 1999). Des mutations dans des gènes codant pour des protéines 

impliquées dans l’assemblage des ribosomes ont pour conséquence une diminution de la 

production de ribosomes matures, entraînant par la même occasion une baisse globale du niveau 

de synthèse des protéines traduites. Dans ce contexte, les maladies associées à ce genre de défaut 

se caractérisent en général par un phénotype d’hypo-prolifération cellulaire. Ce phénotype est à 

l’origine de différents symptômes tels que l’anémie, une insuffisance de la moelle osseuse (avec 

des difficultés à produire suffisamment de globules rouges), ou encore une dysostose 

(malformation de certains os). Paradoxalement, les patients atteints de ces ribosomopathies ont 

un risque élevé de développer ensuite un cancer, en progressant vers un état d’hyper-prolifération 

cellulaire.  

a. Cas des ribosomopathies dues a  une haplo-insuffisance 

 Chacune des anomalies génétiques impacte une étape spécifique de la biogenèse des 

ribosomes et cause différentes maladies, ici les ribosomopathies les plus étudiées seront abordées 

(Figure 27). 
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 Tout d’abord, il existe des formes de ribosomopathies liées à des défauts de transcription 

et/ou de maturation de l’ARNr.  

C’est le cas du Syndrome de Treacher Collins (TCS), il se traduit par diverses 

malformations cranio-faciales. Ce syndrome est provoqué par des mutations ou délétion 

congénitales qui apparaissent sur les gènes TCOF1, POLR1C et POLR1D. Ces anomalies vont 

impacter la transcription et la méthylation des pré-ARNr à cause notamment d’une perte de 

l’activité des ARN polymérases I et III. Ceci va avoir pour conséquence une diminution du niveau 

de ribosome mature et un déclenchement de l’apoptose des cellules impliquées dans le 

développement des tissus et des os du visage expliquant ainsi les symptômes associés à ce 

syndrome (Dauwerse et al., 2011). 

 Une autre forme de ribosomopathie est, quant à elle, liée plus spécifiquement à des défauts 

des modifications de l’ARNr. Il s’agit de la dyskeratose congénitale (DC) qui est caractérisée par 

une insuffisance de la moelle osseuse généralement associée à une hyperpigmentation de la peau, 

une dystrophie des ongles, une leucoplasie des muqueuses et une fibrose pulmonaire. Elle est 

causée par une délétion partielle ou des mutations faux-sens du gène DKC1 qui code pour la 

dyskérine (Heiss et al., 1998; Knight et al., 1999). Cette enzyme est responsable de la pseudo-

uridylation de l’ARNr par l’intermédiaire de snoARN à boite H/ACA ainsi que de trois autres 

protéines : NOP10, NHP2 et GAR1. NOP10 et NHP2 ont par ailleurs aussi été identifiés mutés dans 

des cas de DC (Vulliamy and Dokal, 2008; Walne et al., 2007). Il est intéressant de souligner que 

la dyskérine, GAR1, NOP10 et NHP2 font aussi parties du complexe de la télomérase responsable 

de la maintenance des séquences protectives à la fin des chaque chromosome : les télomères 

(Wang and Meier, 2004). De plus, il a été montré que les télomères des patients atteints de DC 

sont très courts (Vulliamy et al., 2001). Au vu de ces informations il serait suggéré que la DC soit 

dû à des défauts de maintenance des télomères. 

Enfin « l’hypoplasie cartilage-cheveux » (CHH pour Cartilage Hair Hypoplasia) se 

manifeste par les symptômes suivants : petite taille, insuffisance de la moelle osseuse, hypoplasie 

des cheveux et du cartilage et immunodéficience. Cette maladie est provoquée par des mutations 

du gène RMRP (RNA Component of Mitochondrial RNA Processing Endoribonuclease), transcrit 

en un long ARN non codant faisant partie du complexe RNase MRP. Ce complexe est impliqué dans 

la maturation du pré-ARNr donnant naissance aux ARNr 18S et 5,8S matures. Ces mutations de 

RMRP affectent donc la maturation du pré-ARNr en inhibant le clivage de l’ITS1 induisant une 

diminution des ARNr 18S et 5,8S matures (Ridanpää et al., 2001; Welting et al., 2004). 

 

D’autres ribosomopathies sont causées par des défauts impactant les étapes d’assemblage 

des sous-unités ribosomiques. 
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Une des ribosomopathies les plus étudiées est l’anémie de Blackfan-Diamond (DBA 

pour Diamond Blackfan Anemia). Les patients atteints de DBA souffrent d’aplasie érythroïde 

(anémie) associée à plusieurs anomalies congénitales, parmi lesquelles, des malformations 

craniofaciales, des malformations des mains, des défauts de développement génito-urinaires et 

cardiaques, ainsi qu'une susceptibilité accrue à développer notamment des leucémies ou des 

tumeurs solides (Goudarzi and Lindström, 2016). En 1999, les mutations du gène de la protéine 

ribosomique RPS19 ont été les premières anomalies génétiques décrites causant la DBA 

(Draptchinskaia et al., 1999). À ce jour, un total de 20 gènes mutés a été identifié, parmi lesquels 

RPS19, RPL5, RPS26 et RPL11 sont retrouvés mutés dans 25 %, 7 %, 6,6 % et 5 % respectivement 

(Da Costa et al., 2018; Ulirsch et al., 2018). Il a été montré que les mutations de RPS19 et RPS26 

altèrent la maturation de l’ARNr 18S, entraînant une accumulation de certains précurseurs de 

l’ARNr 18S, tels que les pré-ARNr 21S ou 18S-E et une diminution de la production de la petite 

sous-unité ribosomique 40S. Ceci va avoir pour conséquence finale de diminuer la quantité de 

ribosome 80S mature (Doherty et al., 2010; Idol et al., 2007). 

D’autres gènes ne codant pas pour des protéines ribosomiques ont aussi été identifiés causant des 

cas de DBA. C’est le cas de deux protéines chaperons, des mutations sur les gènes codant pour 

TSR2 et HEATR3 ont, en effet, été décrites. TSR2 est la protéine chaperon de RPS26 et est 

impliquée dans la biogenèse des ribosomes (Gripp et al., 2014). Quant à HEATR3 c’est la protéine 

chaperon de RPL5 et RPL11, homologue de Syo1 chez la levure (travaux en cours de publication). 

Par ailleurs, il a été montré que des mutations sur le facteur de transcription GATA-1 était aussi 

lié à l’apparition de formes de DBA. GATA-1 est un facteur de transcription essentiel impliqué dans 

la différenciation érythroïde (Sankaran et al., 2012).  

Il existe aussi le syndrome 5q- qui induit des défauts de différenciation érythroïde, et est 

une forme particulière de myélodysplasie (production insuffisante de cellules sanguines matures 

saines par la moelle osseuse). Elle se caractérise par la déplétion d’une région entière du 

chromosome 5q. Cette délétion implique la région 5q32 et entraîne une haplo-insuffisance de 

RPS14 impactant la maturation de l’ARNr 18S, et diminuant donc la proportion de sous-unité 40S 

dans la cellule (Ebert et al., 2008; Schneider et al., 2016). 

Enfin le Syndrome de Shwachman-Diamond (SDS) se traduit par une insuffisance de la 

moelle osseuse et également par de multiples anomalies du développement, telles qu'une 

dysfonction pancréatique et une altération du développement osseux. 90 % des patients atteints 

de SDS portent des mutations sur le gène Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome (SBDS), codant 

pour le facteur de maturation des ribosomes SBDS. Cette protéine est impliquée dans les dernières 

étapes cytoplasmiques de la maturation de la grande sous-unité ribosomique 60S. Elle permet la 

dissociation du facteur d’initiation eIF6 des pré-60S. eIF6, a pour rôle de maintenir la pré-60S 

dans un état fonctionnel inactif durant les dernières étapes de la maturation de la grande sous-
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unité avant l’association avec la petite sous-unité 40S. eIF6 doit ensuite être dissociée afin de 

permettre les dernières étapes de maturation de la pré-60S et son association avec la petite sous-

unité ribosomique 40S pour former un ribosome 80S mature (Weis et al., 2015). Ces mutations 

sur le gène SBDS provoquent la perte de l’expression de la protéine SBDS, eIF6 ne pourra donc pas 

être dissociée de la pré-60S bloquant ainsi les dernières étapes de la maturation de la 60S (Finch 

et al., 2011).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27 : Aperçu des ribosomopathies associées aux différentes étapes de la maturation 
des ribosomes. Dans le nucléole, les maladies associées à des défauts de la transcription et/ou 
de la maturation des ARNr : TCS (Treacher Collins Syndrome), DC (Dyskeratosis Congenita) et 
CHH (Cartilage Hair Hypoplasia). Dans le nucléoplasme et le cytoplasme, les maladies associées à 
des défauts de l’assemblage des sous-unités ribosomiques : DBA (Diamond Blackfan Anemia), 5q-
Syndrome (5q deletion syndrome) et SDS (Shwachman Diamond Syndrome). (Adapté de Sulima 
et al., 2019) 
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b. Haplo-insuffisance de RPS20, un cas particulier de ribosomopathie 

Finalement, il est aussi possible que des mutations impliquant le processus de biogenèse 

des ribosomes n’entraîne pas systématiquement des ribosomopathies, mais puissent aussi 

induire des formes de cancers. En effet, en 2014 il a été montré qu’une mutation congénitale dans 

le gène codant pour la protéine RPS20 était liée à une forme familiale (héréditaire) de cancer du 

côlon (Nieminen et al., 2014). Cette mutation provoque un décalage de cadre de lecture entraînant 

la production d’une protéine tronquée non fonctionnelle. Les cellules de patients montrent des 

signes de défauts de biogenèse des ribosomes tels que l’accumulation de précurseurs de l’ARNr 

18S et des modifications de la proportion des sous-unités ribosomiques produites. Étonnamment, 

ces défauts sont des signes distinctifs des mutations retrouvées typiquement chez les patients 

atteints de ribosomopathies, mais sans les symptômes d’haplo-insuffisance associés. Par ailleurs, 

un variant de RPS20 a récemment été lié à l'anémie de Diamond-Blackfan (Bhar et al., 2020). 

Au vu des données présentées ici, la question demeure de savoir comment les mutations 

d’une protéine donnée peuvent-elles déclencher des manifestations cliniques si différentes, à 

savoir des symptômes associés aux ribosomopathies ou aux cancers ?  

Une étude très récente réalisée sur des variants du gène RPL9 a permis de mettre en 

lumière la manière dont des mutations congénitales de gènes codants pour des RP pourraient 

conduire directement au cancer (Lezzerini et al., 2020). Dans cette étude, il a été démontré qu'un 

premier individu diagnostiqué avec le DBA était porteur d'une mutation dans la région 5'UTR du 

gène RPL9, tandis que deux autres individus issus d'une famille présentant de multiples 

incidences de cancer étaient porteurs d'une mutation faux-sens du gène RPL9. 

L'analyse des cellules de ces patients a révélé que même si tous les variants présentaient des 

défauts de maturation du pré-ARNr et une réduction des ribosomes 80S, les effets en aval étaient 

remarquablement différents. Il a été démontré que les cellules portant la mutation dans la région 

5'UTR stabilisent P53 et altèrent la croissance et la différenciation des cellules érythroïdes. En 

revanche, les ribosomes incorporant la mutation faux-sens lisent de manière erronée les codons 

stop UAG et UGA des ARNm. Ces résultats indiquent que des mutations héréditaires dans le même 

gène RP peuvent déclencher des défauts similaires de la biogénèse des ribosomes, mais avoir des 

conséquences et des manifestations cliniques très différentes, qui pourraient dépendre de 

l'incorporation de la RP mutante dans des ribosomes fonctionnels pour la traduction.  
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2. Mutations ribosomiques impliquant des défauts de traduction 

La traduction est un processus rapide et très précis. Le ribosome est capable de 

synthétiser une protéine à une vitesse de 15 à 20 acides aminés par seconde avec un taux d’erreur 

de 10-3-10-4 /codon (Zaher and Green, 2009). La vitesse et la fidélité de la traduction sont des 

caractéristiques importantes qui doivent être contrôlées afin de maintenir un état normal de 

prolifération des cellules. Certaines protéines ribosomiques portant des mutations (le plus 

souvent ponctuelles) ne vont pas être systématiquement dégradées mais vont pouvoir s’associer 

au ribosome en cours de maturation donnant lieu à des ribosomes défectueux. Certaines 

mutations vont donc influer directement sur la qualité du processus de traduction en impactant 

la vitesse et/ou fidélité de la synthèse protéique (Kampen et al., 2020). 

D’autre part, ces défauts peuvent aussi conduire à la formation de ribosomes dits « spécialisés ». 

En effet, il a été montré que la composition des ribosomes pouvait modifier leur fonction et les 

mener à traduire préférentiellement certains ARNm. Dans ce contexte, il a été montré que 

certaines mutations sont à l’origine de la formation de ribosomes hétérogènes ayant des 

préférences pour certains ARNm particuliers.  

Le translatome qui résulte de ces ribosomes portant des RP mutées peut se déplacer vers des 

signatures d'expression de protéines oncogènes, favorisant ainsi la croissance cellulaire, à 

l’origine de l’apparition de cancers. 

Différents exemples illustrant ces défauts de traduction vont être abordés. 

a. Mutations impactant la fide lite  de la traduction 

Tout d’abord, dans le cas de mutations (le plus souvent ponctuelles) sur des protéines 

ribosomiques, il est possible qu’elles ne soient pas systématiquement dégradées mais puissent 

s’intégrer au ribosome en cours de maturation. La formation de ces ribosomes défectueux va avoir 

des conséquences sur la qualité du processus de synthèse protéique. Dans ce contexte, une étude 

a montré que la mutation du gène RPS23 codant pour la protéine RPS23 était liée à une forme de 

ribosomopathie provoquant microcéphalies, pertes de l’audition ainsi que dysmorphie. Cette 

mutation altère la fidélité de la traduction dû à un mauvais décodage de l’ARNm par le ribosome 

contenant la protéine mutée. Cette étude a aussi montré un défaut de biogenèse des ribosomes, 

avec une accumulation du pré-ARNr 18S-E, altérant ainsi la maturation de la petite sous-unité 40S, 

mais sans modifier ni la prolifération cellulaire ni le taux de synthèse protéique (Paolini et al., 

2017). 

De manière similaire, certains cas de leucémie lymphoblastique aigüe (T-ALL) sont liés à 

la mutation somatique R98S portée par la protéine RPL10. Ce résidu se situe à la base d'une boucle 

flexible essentielle dans RPL10, qui est localisée proche du PTC au niveau du centre catalytique 
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du ribosome. Cette protéine est connue pour avoir un rôle à la fois dans la fonction du ribosome 

en permettant la rotation de la grande sous-unité ribosomique 60S durant les étapes d’élongation, 

mais aussi dans les étapes tardives de la maturation de la sous-unité 60S en permettant aux 

derniers facteurs de maturation de se dissocier pour pouvoir finalement déclencher l’assemblage 

avec la sous-unité 40S (Bussiere et al., 2012; Sulima et al., 2014). Il a été montré que les cellules 

exprimant la protéine mutée présentent des défauts de biogenèse des ribosomes (Keersmaecker 

et al., 2013). De plus, chez la levure une étude a mis en évidence les effets de la mutation sur la 

synthèse protéique en induisant des défauts de fidélité de la traduction ainsi qu’en altérant la 

reconnaissance des codons stop (Sulima et al., 2014). 

 De plus, il a été montré que le gène RPS15 était muté dans environ 20% des cas de rechute 

de leucémies lymphocytaires chroniques (CLL) (Ljungström et al., 2016). Ce gène code pour la 

protéine RPS15 et les mutations décrites sont majoritairement présentes sur la partie C-terminale 

de la protéine, dont certains résidus spécifiques, tels que Pro131, His137 et Ser138 sont soumis à 

des taux de mutation très élevés. Le domaine C-terminal de RPS15 est positionné proche du sillon 

de l’ARNm et du site de décodage par les ARNt. Ce domaine est spécifique aux eucaryotes et 

participerait au processus de décodage (Bhaskar et al., 2020; Khairulina et al., 2010) (cf. 

Introduction partie III.). De manière intéressante, les mutations présentes sur RPS15 peuvent 

avoir un double effet. Premièrement, elles peuvent induire la dégradation de la protéine mutée et 

donc entrainer une baisse de la production de ribosomes menant vers une haplo-insuffisance. 

Mais RPS15 mutée peut aussi réussir à s’associer aux ribosomes, altérant ainsi leur fonction dans 

la synthèse protéique. Il a d’ailleurs été montré dans des cellules sur-exprimant une forme mutée 

de RPS15 que des défauts de traduction apparaissaient. En effet, une étude a pu décrire que les 

mutations portées par RPS15 impactaient à la fois l’initiation de la traduction en augmentant la 

traduction d’ARNm sans coiffe, mais aussi l’élongation en induisant la mauvaise incorporation 

d’acides aminés et enfin la terminaison, en passant outre les codons stop (Bretones et al., 2018). 

En revanche, les conséquences des mutations de RPS15 sur la biogenèse des ribosomes n’ont pas 

encore été étudiés, même s’il a déjà été montré que la déplétion de RPS15 bloquait l’export 

nucléaire de la petite sous-unité ribosomique 40S ainsi que la maturation de l’ARNr 18S, ce qui 

perturbe la synthèse de la petite sous-unité ribosomique (O’Donohue et al., 2010; Rouquette et al., 

2005). Il sera donc aussi intéressant d’analyser l’impact de ces mutations ponctuelles de RPS15 

sur la biogenèse des ribosomes.  

b. Mutations entraî nant la traduction spe cialise e de certains ARNm 

Il peut aussi arriver que certaines mutations soient à l’origine de la formation de 

ribosomes dits « spécialisés » ayant plus d’affinité pour certains ARNm ou pour des éléments 
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régulateurs de la traduction. Par exemple, certains ribosomes mutants peuvent spécifiquement 

traduire des ARNm contenants des séquences IRES (pour « Internal Ribosomal Entry Site »). Les 

séquences IRES permettent de recruter des ribosomes indépendamment de l’initiation de la 

traduction médiée par la coiffe, décrite précédemment. Cet élément est particulièrement retrouvé 

dans les ARNm codant pour des facteurs de réponses au stress : cette initiation alternative permet 

une activation plus rapide de la traduction en condition de stress cellulaire.   

 Par exemple, la mutation R98S de RPL10 présentée précédemment, impliquée dans les T-

ALL, peut aussi favoriser la traduction IRES-dépendante d’un ARNm codant pour le facteur anti-

apoptotique BCL2 induisant ainsi sa surexpression. Ceci va permettre aux cellules leucémiques de 

survivre à la chimiothérapie et à un fort stress oxydatif (Kampen et al., 2020). 

 Dans certains cas de DBA, les mutations présentes sur les gènes RPS19 et RPL11 sont à 

l’origine de la réduction de la traduction IRES-dépendante des facteurs de différenciation 

érythroïdes BAG1 et CSDE1 pouvant expliquer certains des symptômes associés tels que l’anémie 

(Horos et al., 2012). De la même manière, comme vu précédemment, des formes mutées de RPS26 

sont retrouvées dans plus de 6% des cas de DBA. Une étude réalisée sur des levures déplétées de 

RPS26 a montré qu’elles traduisaient préférentiellement certains ARNm codants pour des 

facteurs de réponse au stress en favorisant la traduction IRES-dépendante. Ceci peut être expliqué 

par le fait qu’en conditions normales, chez la levure, Rps26 favorise l'initiation de la traduction 

classique en interagissant avec les résidus de la séquence Kozak en amont du codon d’initiation 

de l’ARNm (Ferretti et al., 2017). 

De plus, il a été montré dans des cellules DBA que l’expression réduite des protéines ribosomiques 

RPS19, RPL5, RPL11 ou RPS24 pouvait conduire à une diminution de la traduction du facteur de 

transcription GATA-1. GATA-1 est un facteur de transcription essentiel au développement 

érythroïde et son ARNm possède une séquence 5’UTR courte et très peu structuré. La nature de 

l’ARNm de GATA-1 pourrait alors, le rendre plus sensible à un défaut d’assemblage des ribosomes. 

Les ribosomes produits en quantité insuffisante limiteraient donc la traduction de ces ARNm 

(Khajuria et al., 2018; Ludwig et al., 2014). Pour rappel, des mutations de GATA-1 ont aussi été 

décrites dans des formes de DBA (Sankaran et al., 2012).  

  

 Au sein du ribosome, les défauts portés par des RP ne sont pas les seuls à pouvoir causer 

des pathologies, des problèmes au niveau des ARNr peuvent aussi provoquer des 

dysfonctionnements dans la cellule. Les ARNr subissent des modifications au cours de leur 

maturation. Les modifications majeures apportées sont la 2’-O méthylation et la pseudo-

uridylation catalysées par des snoRNP ainsi que des enzymes. Des défauts sur ces modifications 

de l’ARNr peuvent influencer la traduction IRES-dépendante des ARNm. En effet, une étude a 

montré que p53 était capable de réguler les modifications post-transcriptionnelles de l’ARNr en 
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contrôlant le niveau d’expression du gène FBL qui code pour la fibrillarine : la méthyl-transférase 

impliquée dans l’ajout de la modification 2’-O méthylation. En cas d’expression élevé de FBL, le 

schéma de méthylation de l’ARNr va être modifié, ceci va avoir pour conséquence l’altération de 

la fidélité de la traduction ainsi que l’augmentation de la traduction d’ARNm par initiation IRES-

dépendante de gènes clés du cancer. p53 étant inactivé dans certaines cellules cancéreuses, il ne 

pourra plus réguler le gène FBL induisant ainsi sa surexpression, ce qui contribue à l’expression 

de gènes oncogènes (Marcel et al., 2013).   

De plus, comme discuté précédemment, la dyskeratose congénitale (DC) est provoquée 

par des mutations du gène DKC1 codant pour la dyskérine, une enzyme responsable de la pseudo-

uridylation des ARNr. Des défauts sur cette enzyme peuvent modifier la préférence du ribosome 

produit pour certains ARNm contenant des séquences IRES. En effet, il a été montré que ces 

mutations inhibent la traduction des gènes codants pour les facteurs suppresseurs de tumeurs 

TP53 et CDKN1B, ainsi que ceux codants pour les facteurs anti-apoptotiques BCL2L1 et XIAP (Yoon 

et al., 2006). Elles peuvent aussi stimuler la traduction d’autres ARNm par initiation IRES-

dépendante, tel que l’ARNm codant pour le facteur angiogénique VEGF (Rocchi et al., 2013). Cet 

exemple met en lumière une des causes permettant d’expliquer la progression des 

ribosomopathies en cancer, grâce à la production de ribosomes dysfonctionnels qui traduisent 

spécifiquement certains ARNm contenant des séquences IRES, favorisant ainsi l’expression de 

protéines pro-oncogénique ou inhibant la production de facteurs suppresseurs de tumeurs. 

3. Altération des fonctions extra-ribosomiques de protéines ribosomiques 

défectueuses 

Certaines RP peuvent porter d’autres fonctions que celles directement liées à l‘assemblage 

des ribosomes ou à la traduction. Elles peuvent, par exemple, réguler des protéines pro-

oncongéniques ou suppresseurs de tumeur indépendamment de la traduction. La dérégulation 

des fonctions extra-ribosomique de ces RP, sous l’effet de mutations par exemple, peut être à 

l’origine de la transformation des cellules en cellules cancéreuses (Molavi et al., 2019). 

 

Tout d’abord, les protéines RPL5 et RPL11 sont connues pour réguler la protéine 

suppresseur de tumeur p53 en condition de stress. p53 est un facteur de transcription, qui, en 

réponse à des conditions de stress cellulaire, a pour rôle de réguler l’expression de centaines de 

gènes, afin d’empêcher une croissance incomplète des cellules ou une division non préparée. Dans 

des conditions normales, p53 est exprimé à un taux relativement faible. Dès sa synthèse, elle est 

directement prise en charge par MDM2 qui est une E3 ubiquitine ligase. MDM2 ubiquitine donc 
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p53, entraînant ainsi son export vers le cytoplasme où il sera finalement dégradé par le 

protéasome (Hock and Vousden, 2014) (Figure 28).  

Les deux protéines ribosomiques RPL5 et RPL11 s’associent à l’ARNr 5S pour former la 

particule 5S, qui en condition normale, viendra s’associer aux particules pré-60S lors de la 

formation de la grande sous-unité. Mais en condition de stress cellulaire, la biogenèse des 

ribosomes est directement perturbée induisant une diminution de la production de ribosomes 

fonctionnels et donc une augmentation des protéines ribosomiques libres dans la cellule. Ainsi, la 

particule 5S se retrouvera libre et son association avec MDM2 sera favorisée empêchant la 

formation du complexe MDM2-p53 et donc la dégradation de p53 (Bhat et al., 2004; Dai and Lu, 

2004; Horn and Vousden, 2008). En effet, des études ont été réalisées en induisant un stress 

cellulaire par traitement des cellules à l’actinomycine D pour inhiber l’ARN polymérase I et 

perturber ainsi la biogenèse des ribosomes, ce qui va donc entraîner une stabilisation de p53. Ces 

études ont effectivement montré qu’en absence de RPL5 et/ou RPL11, cette stabilisation de p53 

causée par l’actinomycine D était inhibée. Par ailleurs, d’autres protéines ribosomiques sont aussi 

connues pour stabiliser p53, telles que par exemple RPL23, RPS7 et RPL26 (Chen et al., 2007; Dai 

and Lu, 2004; Zhang et al., 2010). Lorsque ces autres protéines ribosomiques sont déplétées, ce 

phénomène observé, en présence d’actinomycine D, pour RPL5 et RPL11 n’est cependant pas 

observé (Bursać et al., 2012; Fumagalli et al., 2012). Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en cas de 

stress cellulaire, les RP qui continuent à être synthétisées mais qui ne peuvent plus s’associer aux 

ribosomes se retrouvent libres, elles sont donc plus vulnérables à la dégradation par le 

protéasome (Bursać et al., 2012; Lam et al., 2007; Warner, 1977). Contrairement aux protéines 

ribosomiques RPL5 et RPL11 qui lorsqu’elles ne sont pas associées au ribosome, font partie du 

complexe 5S RNP ce qui va les protéger de la dégradation par le protéaosome et favoriser leur 

interaction avec MDM2 (Donati et al., 2013). 

Des études ont permis de montrer que RPS15 pouvait aussi être impliquée dans la 

régulation de p53 en interagissant avec MDM2 ce qui inhiberait son activité d’ubiquitinylation 

stabilisant ainsi p53 (Daftuar et al., 2013). Certaines des mutations de RPS15, présentées 

précédemment, pourraient empêcher l’interaction avec MDM2 et donc être à l’origine de la 

déstabilisation de p53 en induisant sa dégradation (Ljungström et al., 2016). 
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Figure 28 : Régulation du complexe MDM2-p53 par l’intermédiaire de protéines 
ribosomiques (RP).  Dans les cellules dont la biogenèse des ribosomes n'est pas perturbée (à 
gauche), les sous-unités ribosomiques 40S et 60S sont assemblées dans le nucléole et se rejoignent 
dans le cytoplasme où elles s'assemblent sur des ARNm. Dans les cellules normales, p53 est 
maintenu à des niveaux très bas grâce à l'ubiquitinylation médiée par MDM2 et sa dégradation 
par le protéasome. Des défauts dans la biogenèse des ribosomes dus à une altération de la 
synthèse ou de la maturation de l'ARNr ou à une déficience en protéines ribosomique (à droite), 
provoquent une diminution des ribosomes 80S matures. La biogenèse perturbée des ribosomes 
entraîne une augmentation du pool de certaines RP libres et non liées aux ribosomes, qui peuvent 
se lier à MDM2 et inhiber sa régulation négative de p53, entraînant à son tour la stabilisation de 
la protéine p53 et ainsi l’activation transcriptionnelle des gènes de la voie d'arrêt du cycle 
cellulaire et de la mort cellulaire. 
 

 

Une autre des fonctions extra-ribosomique connues de certaines protéines ribosomiques 

est le rétro-contrôle négatif du facteur de transcription c-MYC. Ce facteur favorise la synthèse des 

ribosomes en induisant la transcription des ARNr et des protéines ribosomiques menant à une 

prolifération cellulaire. Certaines RP régulent ensuite ce facteur par rétrocontrôle négatif et 

inhibent ainsi le niveau et la fonction de c-MYC. Parmi ces RP, RPL5 et RPL11 se lient ensemble à 

l’ARNm codant pour c-MYC et le mène vers le complexe RISC (« RNA-induced silencing complex ») 

pour permettre sa dégradation (Liao et al., 2014). La protéine ribosomique RPS14 réprime 

également l’expression et la fonction de c-MYC (Zhou et al., 2013). 

Mais dans le cas où l’une de ces RP se retrouve mutée ou en quantité insuffisante, c-MYC ne sera 

plus régulée induisant son activation et donc une hyper-prolifération cellulaire pouvant mener à 
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la transformation des cellules en cellules cancéreuses. En effet, il a été montré que les délétions 

de RPL11 et RPL22 induisaient la stimulation de c-MYC dans des modèles de lymphomes de souris 

(Morgado-Palacin et al., 2015; Rao et al., 2012). 

4. L’énigme de Dameshek ou comment la cellule est capable de passer d’un 

état d’hypo-prolifération à un état d’hyper-prolifération ? 

Il a été montré que les patients souffrant de ribosomopathies ont de 2,5 à 8,5 fois plus de 

risque de développer un cancer au cours de leur vie (Alter et al., 2018; Sulima et al., 2019; Vlachos 

et al., 2018). Les ribosomopathies entraînent, comme présenté précédemment, un phénotype 

d’hypo-prolifération, qui était autrefois mortel pour les patients atteints de ces maladies et ne 

permettait donc pas un suivi de l’évolution de la maladie. Mais la mise en place de traitements 

permet désormais aux patients de survivre à cette phase initiale de la maladie. L'amélioration de 

la durée de vie de ces patients, a mis en lumière une deuxième phase paradoxale de la maladie. En 

effet, les personnes atteintes de ribosomopathies ont un risque élevé de progresser vers un état 

cellulaire hyper-prolifératif provoquant finalement un cancer plus tard dans leur vie. Une 

hypothèse a été émise permettant d’expliquer ce paradoxe (Dameshek, 1967; De Keersmaecker 

et al., 2015).  

Ceci peut être expliqué par le fait que des défauts de biogenèse du ribosome et de sa 

fonction induisent, comme expliqués précédemment, à la fois une activation de p53 en réponse au 

stress nucléolaire, mais entraînent également une traduction sélective de certains ARNm 

particuliers impliqués dans la régulation du métabolisme cellulaire. La dérégulation du 

métabolisme va causer un stress oxydatif pour la cellule qui va alors produire de manière 

excessive des ROS (Reactive Oxygen Species). Ces stress nucléolaires et métaboliques sont à 

l’origine des réponses hypo-prolifératives, qui se traduisent par l’arrêt du cycle cellulaire, une 

sénescence ou une apoptose menant aux signes cliniques associés à un état d’hypo-prolifération 

cellulaire (anémie, etc.). La dérégulation chronique de la biogenèse des ribosomes et du 

métabolisme cellulaire favorise l’instabilité génomique et l’apparition de mutations secondaires 

notamment à cause de la quantité élevée de ROS dans la cellule qui provoquent des dommages de 

l’ADN. Au fil du temps, l’acquisition de nouvelles mutations coopératives va permettre de corriger 

le phénotype en inhibant la production de ROS dans la cellule. Tout ceci va finalement aboutir à 

une transition de la cellule qui va passer vers un état d’hyper-prolifération en augmentant son 

métabolisme tout en permettant aussi la surexpression de facteurs oncogènes et/ou la diminution 

de l’expression de facteurs anti-tumoraux. Cette transition d’un état d’hypo-prolifération à hyper-

prolifération cellulaire permet d’expliquer l’origine des cancers chez des patients atteints de 

ribosomopathies (Figure 29).   
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Figure 29 :  Modèle de la transition cellulaire d’un état hypo-prolifératif vers un état hyper-
prolifératif. Les de fauts ribosomiques alte rent la traduction ce qui va favoriser l’expression 
d’oncoge nes et de favoriser l’expression de facteurs suppresseurs de tumeurs. Des de fauts dans 
l'assemblage et/ou la fonction des ribosomes entraî nent e galement une augmentation du stress 
cellulaire et la production de de rive s re actifs de l'oxyge ne (ROS), qui inhibent la prolife ration 
cellulaire et favorisent les dommages a  l'ADN et une mutagene se plus e leve e. Apre s un certain 
temps, ces dommages e leve s a  l'ADN entraî nent l'acquisition de mutations coope ratives qui 
inhibent la production de ROS, supprimant ainsi le blocage de la prolife ration cellulaire. A  ce stade, 
la phase d'expansion commence, marquant la transition de l’e tat d’hypo-prolife ration vers un e tat 
d’hyper-prolife ration cellulaire. (Adapte  de Sulima et al., 2019)  
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V. Problématiques et objectifs de thèse 

Comme on l’a vu dans cette introduction, le ribosome joue un ro le cle  pour le 

fonctionnement optimal de la cellule. Tout d’abord, le processus d‘assemblage des ribosomes, qui 

est extre mement complexe, va permettre, s’il est correctement re alise , de former des ribosomes 

fonctionnels. Ceux-ci entreront ensuite dans le processus de traduction, et permettront la synthe se 

correcte de prote ines (et assureront ainsi l’home ostasie cellulaire). La compre hension de ces 

me canismes d’assemblage ribosomique et de traduction en conditions normales et pathologiques 

est donc primordiale. En effet des de fauts ribosomiques peuvent entraî ner l’apparition de 

ribosomopathies et de cancers. Il est donc crucial de caracte riser avec pre cision les me canismes 

structuraux et fonctionnels entourant le ribosome humain, de sa synthe se jusqu’a  son ro le dans la 

traduction.  

Les connaissances sur l’assemblage des ribosomes et le processus de traduction chez les 

mammife res ont fortement progresse  ces dernie res anne es, notamment gra ce aux avance es de la 

cryo-EM couple e a  l’analyse d’images. Les analyses structurales en cryo-EM ont en effet permis 

d’obtenir des « snapshots » du ribosome en cours de maturation ainsi qu’en traduction. En 

combinant ces e tudes structurales a  des analyses fonctionnelles, il a e te  possible d’acce der a  des 

informations essentielles a  la compre hension de ces processus fondamentaux entourant le 

ribosome. En effet, concernant la biogene se des ribosomes, ces e tudes ont e te  ne cessaires a  la 

de termination du ro le et de la position des diffe rents facteurs maturation et prote ines 

ribosomiques dans la biogene se des sous-unite  ribosomiques. Ceci a contribue , notamment, a  

comprendre la chronologie des e tapes d’assemblage du ribosome. Du point de vue de la traduction 

ces analyses structure/fonction ont e te  essentielles dans la compre hension du ro le des facteurs 

de traduction et des prote ines ribosomiques dans le processus de synthe se des prote ines ainsi que 

dans la fide lite  de la traduction. De plus, elles ont permis la visualisation et la compre hension des 

mouvements des sous-unite s ribosomiques essentielles a  ce processus. C’est dans ce contexte que 

s’inscrit ma the se. 

 

Lors de mon premier projet, j’ai mene  une e tude structure/fonction visant a  caracte riser 

les dernie res e tapes de la maturation de la petite sous-unite  ribosomique (40S) humaine. La 

purification d’affinite  de particules pre -40S, via le facteur de maturation e tiquete  et 

catalytiquement inactif RIO1(kd), permet d’accumuler des particules pre -40S bloque es a  un stade 

tardif de leur maturation. Plusieurs structures par cryo-EM de ces particules ont e te  obtenues dans 

l’e quipe par Ramtin Shayan lors de son doctorat. Je me suis base e sur ces structures et ai mis au 

point et re alise  des expe riences fonctionnelles et biochimiques en vue de caracte riser la transition 

entre les diffe rents e tats structuraux observe s. Finalement, la combinaison des structures par 
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cryo-EM et de mes donne es fonctionnelles a permis de comprendre comment RIO1, avec l’aide de 

la prote ine RPS26, permet tout d’abord de de clencher le clivage du pre -ARNr 18S-E par 

l’endonucle ase NOB1, puis de dissocier les derniers facteurs de maturation de la particule pre -40S 

afin d’obtenir une sous-unite  40S mature.  

 

Le deuxie me projet est quant a  lui plus exploratoire et a pour but de caracte riser les effets 

de la mutation de RPS15 sur le ribosome en cours de traduction. En effet, des mutations 

ponctuelles du domaine C-terminal de RPS15 sont fre quemment retrouve es dans diffe rents types 

de cancers (cf. Introduction partie IV.). Comme pour le projet pre ce dent, je me suis servie d’une 

approche structure/fonction. Des ribosomes en cours d’e longation de la traduction ont d’abord 

e te  e tudie s afin de de terminer l’impact de la mutation sur cette fonction du ribosome. Pour cela, 

j’ai purifie  des polysomes a  partir de ligne es lymphoî des murines (cellules Ba/F3) sauvages ou 

portant la mutation ponctuelle P131S sur RPS15. Gra ce a  la cryo-EM et a  l’analyse de particules 

isole es, j’ai re solu des structures 3D de ces ribosomes en cours de traduction. L’analyse de ces 

structures re ve le une forte de sorganisation du domaine C-terminal de RPS15 en condition 

mutante. Elle sugge re e galement une dynamique de traduction diffe rente entre les deux types de 

ribosomes. Finalement, j’ai initie  des e tudes fonctionnelles afin d’e valuer l’impact de cette 

mutation de RPS15 sur les processus de biogene se du ribosome. 
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I. Purification et analyses des particules pré-40S humaines  

1. Culture cellulaire et traitement avec siARN 

Des cellules HEK293 ont e te  utilise es pour l’ensemble des expe riences de crites par la suite. 

Elles sont mises en culture dans du milieu Eagle modifie  par Dulbecco (DMEM) supple mente  de 

10 % de se rum de veau fœtal et 1mM de pyruvate de sodium. Afin de purifier des particules pre -

40S, nous avons utilise  des ligne es cellulaires stables (HEK293 FlpIn TRex), exprimant de manie re 

inductible par te tracycline diffe rents facteurs de maturation portant un tag St-HA pour la 

purification. Ces ligne es ont e te  ge ne re es pre ce demment et de crites dans (Wyler et al., 2011). 

Dans notre cas, nous nous sommes servis des ligne es exprimant les facteurs : HASt-DIM2, HASt-

LTV1, RIO1(wt)-StHA et RIO1(kd)-StHA (un mutant catalytique de RIO1 (D324A)). 

 En paralle le, nous avons aussi fait des expe riences dans lesquelles RPS26 ou EIF1AD ont 

e te  de ple te es, afin de voir l’effet de ces de ple tions sur la maturation des particules pre -40S. Pour 

cela, les cellules ont e te  transfecte es avec un siARN dirige  contre l’ARNm de RPS26 (5’ -

GGACAAGGCCAUUAAGAAA dTdT-3’) ou EIF1AD (5’ -ACCGCAGACAGUAUCAUGAGA-3’) a  une 

concentration finale de 500nM dans 100µL de cellules (50x106 cellules/mL dilue es dans du 

tampon Na phosphate pH 7.25, contenant 250 mM saccharose et 1 mM MgCl2). Une fois les cellules 

transfecte es a  240V, elles sont ensemence es puis collecte es 48h apre s. Les cellules contro les sont 

transfecte es avec un siARN scramble. L’efficacite  de la de ple tion est ve rifie e par RT-qPCR en 

utilisant HPRT1 comme contro le interne, ainsi que par Western Blot. 

2. Purification par affinité des particules pré-40S humaines 

 Les particules pre -40S ont e te  purifie es en se basant sur le protocole e tabli par Ulrike 

Kutay (Wyler et al., 2011) qui a e te  adapte  comme suit. L’expression des prote ines appa ts tague es 

StHA en N- ou C-Terminal dans des ligne es stables HEK 293 a e te  induite par te tracycline 

(0,5mg/mL) 24h avant de re colter les cellules. Les cellules sont ensuite re colte es en utilisant du 

PBS contenant 0,5mM EDTA et lyse es dans du tampon de lyse (10 mM Tris–HCl, pH 7.6, 100 mM 

KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% NP-40, supple mente  en inhibiteur de prote ase et phosphatase) 

a  l’aide d’un dounce. Une fois lyse es, les cellules sont centrifuge es (4500 g, 12 min) et le lysat est 

incube  sur des billes EZview Red Anti-HA Affinity Gel (Sigma-Aldrich) pendant 2h a  4°C sous 

agitation. Les billes sont ensuite lave es trois fois avec du tampon de lavage (20 mM Tris–HCl, pH 

7.6, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT). 
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a. Analyse des prote ines 

Pour l’analyse des prote ines par Western Blot ou spectrome trie de masse, l’e lution se fait 

directement sur les billes par ajout de tampon de charge 2X, puis chauffage 10 min a  70°C. 

Dans le cas du Western Blot, environ 6 a  10µL d’e lution sont de pose s sur un gel SDS-PAGE 4-12 %. 

Puis le gel est transfe re  sur une membrane de nitrocellulose a  l’aide d’un TransBlot (Biorad). La 

membrane est ensuite sature e dans du Lait 5 % pre pare  dans du PBST 1X. La composition des pre -

40S est ensuite analyse e par incubation de diffe rents anticorps (Tableau 2). 

Anticorps Source Dilution 

α-DIM2 Zemp et al., 2009 1:2000 

α-ENP1 Zemp et al., 2009 1:5000 

α-HA-HRP Sigma-Aldrich 
Applied Science 

1:1000 

α-NOB1 Zemp et al., 2009 1:5000 

α-RIO2 Zemp et al., 2009 1:5000 

α-RPS26 Genetex 1:1000 

α-RPS19 Equipe U. Kutay 1:5000 

α-EIF1AD ProteinTech 1:2000 

 
Tableau 2 : Anticorps utilisés pour les Western Blot.  

La membrane est incube e avec chacun des anticorps primaires 2h a  tempe rature ambiante dans 

du lait 5 % PBST1X, puis 1h avec l’anticorps secondaire α-HRP (dilution : 1/5000). Apre s trois 

lavages successifs de la membrane au PBST 1X, la membrane est re ve le e par chemiluminescence 

apre s utilisation d’un kit ECL (Clarity Max Western ECL Substrate, Biorad). 

Dans le cas de la spectrome trie de masse, pour l’analyse de la composition des particules pre -40S 

RIO1(kd), 100 µL de particules pre-40S purifie es avec RIO1, correspondant a  3,5 mg de prote ine, 

ont e te  re duites par incubation pendant 5 min a  95 ̊C avec 5 µL de tampon Laemmli contenant 

30mM de DTT, puis alkyle es avec 90 mM d'iodoace tamide pendant 30 min a  tempe rature ambiante 

dans l'obscurite . 

L'e chantillon re duit/alkyle  a ensuite e te  charge  sur un gel SDS-PAGE (4-12% d’acrylamide). Pour 

une analyse unique de l'ensemble de l’e chantillon, aucun fractionnement n'a e te  effectue , et la 

migration a e te  arre te e de s que l'e chantillon est entre  dans le gel, formant ainsi qu’une seule 

bande. Les prote ines sont ensuite re ve le es avec l’« Instant Blue » (Expedeon) pendant 20 min, et 

la bande contenant l'ensemble de l'e chantillon a e te  coupe e et lave e. La bande de gel est ensuite 
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emmene e jusqu’a  la plateforme de spectrome trie de masse de l’IPBS a  Julien Marcoux pour la 

digestion et l’analyse des prote ines. 

Pour l’analyse par spectrome trie de masse des particules pre -40S RIO1(kd) de ple te es de RPS26, 

la pre paration des e chantillons a e te  modifie e. Chaque e chantillon de prote ine correspondant aux 

particules pre -40S RIO1(kd)-StHA purifie es a  partir de cellules de ple te es de RPS26 et de cellules 

te moins (64 et 94 µg de prote ines dans 300 µL de Tris-HCl 40 mM, 4% SDS, respectivement) a e te  

re duit avec 6 µL de DTT 1 M (20 mM final) pendant 10 min a  95 ̊C sous agitation, puis refroidie a  

tempe rature ambiante, et alkyle e avec 19 µL d'iodoace tamide 1 M (60 mM final) pendant 30 min 

dans l'obscurite . Les e chantillons une fois pre ts sont envoye s sur la plateforme de prote omique de 

l’IPBS afin d’y e tre dige re s puis analyse s. 

b. Analyse des ARN 

 Pour l’analyse des ARN, une fois les lavages successifs des billes re alise s lors de la 

purification, l’extraction des ARN s’effectue ensuite directement sur les billes. Pour cela, apre s 

avoir e limine  le maximum de surnageant, les ARN sont purifie s par extraction au Tri Reagent et 

pre cipitation a  l’e thanol. 

 Pour les essais de digestion par la RNase H, 250 ng d'ARN purifie s pre -40S ont e te  

de nature s a  95 ̊C pendant 6 min avec une sonde inverse ARN/ADN/ARN s'hybridant sur 

l'extre mite  3’ de l'ARNr 18S (sonde RNaseH_3_Hyb1 : 5’- UGUUACGACUUUUACTTCCUCUAGA 

UAGUCAAGUUC-3’ ; 0,5 µL a  100 mM). L’hybridation de la sonde se fait ensuite en plaçant 

l’e chantillon a  tempe rature ambiante pendant 20 min. Puis, la RNase H est ajoute e a  l’e chantillon 

pour atteindre 30 µL final, avec un me lange re actionnel contenant un tampon de re action RNase 

H 1X, 25 mM de DTT, 0,5 U/l de RNasin (Promega) et 50 U de RNase H (New England Biolabs). Ce 

me lange re actionnel est incube  a  37 ̊C pendant 30 min. La re action a ensuite e te  bloque e par l'ajout 

d'ace tate de sodium 0,3 M, pH 5,2 et d'EDTA 0,2 mM, et les ARN ont e te  re cupe re s apre s extraction 

au phe nol-chloroforme-isoamylalcool (25:24:1) et pre cipitation a  l'e thanol. 

Les ARN ont ensuite e te  se pare s sur un gel de polyacrylamide a  12 % (19:1) dans un tampon TBE 

1X contenant 7 M d'ure e. Puis les ARN sont transfe re s sur une membrane en nylon Hybond N + 

(GE-Healthcare, Orsay, France) et fixe s sous lumie re UV. La pre -hybridation de la membrane a e te  

re alise e a  45 ̊C dans du SSC (citrate de sodium salin) 6X, de la solution de Denhardt 5X, du SDS 

0,5 % et de l'ARNt 0,9 mg/mL. La sonde oligonucle otidique 3’ 18S (5’-GATCCTTCCGCAG 

GTTCACCTACG-3’) radiomarque e a e te  ajoute e apre s 1 h de pre -hybridation et incube e pendant la 

nuit a  45 ̊C. Les membranes ont e te  lave es deux fois pendant 10 min dans du SSC 2X et SDS 0,1 % 
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et une fois dans du SSC 1X et SDS 0,1 %, puis expose es. Les signaux ont e te  acquis avec un 

PhosphorImager Typhoon Trio et quantifie s a  l'aide du logiciel ImageLab. 

L'e chelle d'ARN correspond a  une se quence de 131 nucle otides comprenant la sonde 3'18S et la 

se quence du promoteur T7. La matrice d'ADN, pour l'e chelle d'ARN, a e te  produite par PCR en 

utilisant les oligonucle otides Lad_S et Lad_AS (Respectivement : 5’-TAATACGACTCACTATAGGC 

GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGGAGCCCGGAGGGCGAGGGATGAAGATGATGAGCTCGGCA

GGTCCTGAGGAGTGATGA-3’ et 5’ - AAGGTGAATCAGCACTCAAGATCCTCATCACTCCTCAGGACC-3’). 

Ensuite, l'ARN a e te  synthe tise  par transcription in vitro des produits de la PCR en utilisant l'ARN 

polyme rase T7 (kit Promega). Puis, une hydrolyse alcaline a e te  re alise e sur 500 ng de l'ARN 

synthe tise  en les incubant dans 50mM de carbonate de sodium, pH 10,3, 1 mM d'EDTA pendant 5 

min a  95 ̊C. 

3. Surexpression et purification de la protéine hRPS26-His 

 La construction hRPS26-HisTag a e te  clone e dans le vecteur pET29b en utilisant les sites 

de restrictions NdeI/KpnI (GenScript). Apre s addition de 0,5 mM d'IPTG, la souche Escherichia 

coli BL21-CodonPlus (DE3) portant le vecteur pET29b-hRPS26-HisTag est incube e toute la nuit a  

20°C pour permettre l’induction de l’expression de la prote ine recombinante hRPS26. Puis, les 

cellules ont e te  culotte es et lyse es par sonication dans 20 mM HEPES, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 

10% de glyce rol, 20 mM Imidazole, et un inhibiteur de prote ase (cOmpleteTM, Roche). Afin 

d’e liminer les ARN d’E. coli lie s a  la prote ine RPS26, l'extrait a e te  traite  avec 750 U de Benzonase 

pendant 30 min a  tempe rature ambiante sous agitation, puis clarifie  par centrifugation et filtration 

(0,22 µm). La prote ine recombinante a ensuite e te  purifie e a  partir des fractions solubles en 

utilisant la FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography, A kta-Basic, GE-Healthcare), sur une 

colonne de nickel HiTrap (HisTrap 1 mL, GE-Healthcare) avec un gradient line aire de 20-500 mM 

d'imidazole. Les fractions e lue es contenant les prote ines marque es par le tag Histidine ont e te  

regroupe es, dialyse es et concentre es sur des Amicon 10 kDa MWCO (Sartorius) avec un tampon 

de dialyse (50 mM Tris-HCl [pH 7,5], 0,1% Triton, 1 mM DTT, 10% glyce rol, 5 mM MgCl 2). La 

purete  de la prote ine a finalement e te  ve rifie e sur gel SDS-PAGE 4-12 % suivie d'une coloration au 

bleu de Coomassie ou d’un Western Blot. 

4. Expérience de clivage in vitro 

 La me thode de purification des particules pre -40S de crite ci-dessus a e te  suivie, mais a  la 

place d’e luer les prote ines, les billes ont e te  lave es trois fois avec 1 mL de tampon TAP. La plus 

grande partie du surnageant a e te  jete e et 50 µL de tampon X (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 

NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1% Triton et 10% glyce rol) ont e te  ajoute s aux billes (en suspension 



CHAPITRE 2 : MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 

89 
 

dans environ 20 µL de tampon TAP restant) pour atteindre un volume final de 70 µL. Des 

nucle otides (ATP ou AMP-PNP) a  une concentration finale de 1 mM et/ou 2 µg de hRPS26 ont e te  

ajoute s si ne cessaire. Les re actions ont e te  incube es a  37 ̊C pendant 1 heure, et les ARN ont ensuite 

e te  imme diatement extraits avec le Tri Reagent. 

5. Immunoprécipitation avec l’anticorps α-EIF1AD 

 La ligne e cellulaire HEK 293 exprimant RIO1(kd)-StHA a e te  utilise e pour ces expe riences. 

L’expression de la prote ine tague e a e te  ou non induite par ajout de 0,5mg/ml de te tracycline. Une 

fois les cellules de colle es a  l’aide de PBS supple mente  de 0,5mM EDTA, le culot cellulaire obtenu 

est alors lyse  dans du tampon de lyse (10 mM Tris–HCl, pH 7.6, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM 

DTT, 0.5% NP-40, supple mente  en inhibiteur de prote ase et phosphatase) a  l’aide d’un dounce. 

L’extrait cellulaire est finalement obtenu par centrifugation (4500 g, 12 min). 5µg d’anticorps 

EIF1AD (ProteinTech :20528-1-AP) sont ensuite incube s avec l’extrait cellulaire a  une 

concentration en prote ines totale d’environ 8mg/mL (dose  au test de Bradford) sous agitation a  

4°C sur la nuit. Apre s e quilibration des billes (Sera-Mag SpeedBeads Protein A/G Magnetic 

Particles) avec du tampon de lavage (20mM Tris-HCl pH 7,6, 150mM KCl, 2mM MgCl2, 0,5 % NP40, 

1mM DTT), celles-ci sont incube es avec le me lange anticorps et extrait cellulaire pendant 3h a  4°C 

sous agitation. Les billes sont ensuite lave es trois fois dans du tampon de lavage et les prote ines 

sont finalement e lue es directement sur les billes avec du tampon de charge 1X. 

L’analyse des prote ines se fait ensuite par Western Blot. Afin d’e viter de voir les chaî nes lourdes 

et le ge res de l’anticorps α-EIF1AD utilise  lors de l’immunopre cipitation, de la prote ine A-HRP 

(1/250) est utilise  pour la re ve lation du Western Blot. 
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II. Purification et analyse de polysomes à partir de cellules Ba/F3 WT 

ou mutantes  

1. Culture cellulaire des cellules Ba/F3 

 Des cellules lymphoî des de souris Ba/F3 WT ou portant une mutation sur la prote ine 

ribosomiqueRP S15 (P131S) ont e te  utilise es pour la purification des polysomes. Elles sont mises 

en culture dans du milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) supple mente  de 10 % de se rum 

de veau fœtal et de 1,25ng/mL d’interleukine-3 recombinante de souris. En routine, elles sont 

cultive es dans des flasques de 75cm2 avec 30mL de milieu sans jamais de passer une concentration 

d’environ 1,7x106 cellules par mL de milieu. Pour la purification des polysomes, les cellules sont 

re colte es lorsque l’on a atteint environ 60x106 cellules, pour former un culot cellulaire. Le milieu 

est change  1h avant la re colte des cellules. 

2. Purification des polysomes sur gradient de saccharose 10-50 % 

Le culot cellulaire est ensuite remis en suspension dans 2mL de Tampon cyto (10mM 

HEPES pH 7,6 ; 1,5mM MgCl2 ; 10mM KCl), puis les cellules sont lyse es a  l’aide d’un dounce. Les 

de bris cellulaires sont ensuite e limine s par centrifugation pendant 20min a  1200g a  4°C suivie de 

deux autres centrifugations de 10min a  10 000g a  4°C, ou  le surnageant est a  chaque fois garde . 

Pour le gradient de saccharose, des solutions de saccharose 10 % et 50 % (M/M) sont pre pare es 

dans 20mM HEPES pH 7,5, 150mM NaCl, 10mM MgCl2 et 1mM DTT (Tampon A gradient). 5,5mL 

de chaque solution sont de pose es dans un tube de gradient, en commençant par la solution de 

saccharose 50 % puis 10 %, un gradient line aire est ensuite forme  gra ce a  un formeur de gradient 

(Teledyne ISCO). 

A  partir de l’extrait cytoplasmique pre ce demment obtenu, les prote ines sont dose es, a  l’aide d’un 

test de Bradford et de 0,8 a  1,5mg/mL de prote ines sont de pose es sur le gradient de saccharose 

10-50 %, puis centrifuge  pendant 3h20 a  38 000rpm a  4°C dans un rotor SW41 (Beckman 

Coulter). Les fractions sont ensuite collecte es (Foxy R1 UA-6 TELEDYNE ISCO), et le profil de 

se dimentation est trace . A  partir du profil de se dimentation obtenu, les fractions correspondant 

aux polysomes sont se lectionne es. Ces fractions sont rassemble es, puis de sucre es par 3 bains 

successifs de dialyse dans du tampon A gradient (Slide-A-Lyzer™ MINI Dialysis Device, 3.5K 

MWCO, 2 mL). Apre s dialyse, les fractions sont concentre es sur Vivacon2 100 kDa MWCO 

(Sartorius), pour finalement obtenir un volume d’environ 50-100µL a  une concentration en ARN 

d’environ 300 a  500ng/µL (dosage nanodrop). 
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3. Purification des polysomes avec traitement au cycloheximide 

Les e tapes de purification de crites pre ce demment sont identiques, mais du cycloheximide 

est ajoute  a  chacune des e tapes de purification. Le traitement au cycloheximide de bute par un 

traitement des cellules Ba/F3 durant 20min a  une concentration finale de 1µg/mL. Par la suite, les 

e tapes de pre paration de l’extrait cytoplasmique sont suivies comme indique es pre ce demment 

mais dans chacun des tampons utilise s, 1µg/mL de cycloheximide sont ajoute s, jusqu’au de po t des 

e chantillons sur le gradient de saccharose. Ce dernier e tant pre pare  dans les me mes conditions 

que pre cise es pre ce demment.  
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III. Le microscope électronique à transmission (MET) 

1. Principes généraux 

Contrairement au microscope optique qui utilise les photons comme source de 

rayonnement, dans les anne es 1920, Ernst Ruska fut le premier a  utiliser les e lectrons comme 

source de rayonnement primaire. Et c’est en 1931 que le premier prototype de microscope 

e lectronique en transmission (MET ou TEM en anglais) a e te  mis au point par Max Knoll et Ernst 

Ruska. Cette invention a d’ailleurs permis a  ce dernier de recevoir le prix Nobel de physique en 

1986. La re solution maximale atteignable de pendant presque exclusivement de la longueur 

d’onde de la source lumineuse utilise e, dans le cas de la MET, l’utilisation des e lectrons comme 

source de rayonnement primaire a permis une nette ame lioration de la re solution. En effet, pour 

exemple, la longueur d’onde d’un faisceau d’e lectrons acce le re s, dans une colonne sous vide, a  200 

kV, va e tre de 0,025 A , permettant ainsi d’atteindre une re solution the orique maximale de 

quelques centie mes d’Angstro m. En MET, il est possible d’atteindre une re solution re elle pluto t de 

l’ordre de l’Angstro m, la limite de re solution n’est donc pas cause e par la longueur d’onde de la 

source de rayonnement mais pluto t par les aberrations des lentilles du microscope. 

Le microscope e lectronique a  transmission est compose  de diffe rents e le ments (Figure 30).  

Figure 30 : Schéma du microscope électronique en transmission (Adapte  de 
https://www.stem.lps.u-psud.fr).  

https://www.stem.lps.u-psud.fr/
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Brie vement, il est e quipe  d’un canon à électron qui e met un faisceau d’e lectron a  haute 

tension. Puis a  l’aide d’un syste me de lentilles électromagnétiques ce faisceau est focalise  sur 

l’e chantillon. Une fois que le faisceau a traverse  l’e chantillon et les atomes qui le constitue, 

diffe rents e ve nements vont se produire ce qui va influer sur le rayonnement incident. Le 

détecteur place  sous l’e chantillon va finalement pouvoir recueillir le signal et former une image 

agrandit de l’e chantillon biologique. 

2. Quels sont les différents éléments composant le microscope 

électronique ? 

Le premier e le ment, en haut de la colonne du microscope, est un canon à électron qui a 

pour but de former un faisceau d’e lectron par extraction et acce le ration de ceux-ci a  partir d’un 

mate riau. Il en existe deux types, les canons a  e mission thermoî oniques et les canons a  e missions 

de champs, plus re cents (Figure 31). 

Concernant les canons a  e mission thermoî oniques, le plus souvent des mate riaux tels que 

le Tungste ne et l’hexaborure de lanthane (LaB6) sont utilise s, car il ne cessite une e nergie faible 

pour extraire les e lectrons de la cathode (Figure 31A). C’est en apportant de l’e nergie thermique 

que l’extraction des e lectrons de la cathode peut avoir lieu. Brie vement, une tension de chauffage 

au niveau de la cathode va permettre de former un flux de courant, ce courant va chauffer le 

filament suffisamment pour permettre la sortie des e lectrons du me tal (par e mission 

thermoî onique). Un nuage d’e lectrons se forme donc ensuite autour de la cathode. Puis, ils sont 

acce le re s par une tension dite acce le ratrice, forme e entre la cathode et l’anode. Une fois l’anode 

passe e, ils se retrouvent dans une colonne sous vide, et vont se de placer avec la me me direction et 

la me me e nergie (cohe rence spatiale et temporelle) pour atteindre l’e chantillon, formant ainsi le 

faisceau d’e lectrons. Dans la pratique, les filaments de Tungste ne sont ge ne ralement chauffe s a  

une tempe rature supe rieure a  2 200°C alors que le monocristal de LaB6 est chauffe  a  une 

tempe rature moins e leve e d’environ 1 500°C. Cette cathode ne cessite un vide plus pousse , mais et 

permet d’obtenir un faisceau d’e lectrons plus cohe rent (longueur d’onde des e lectrons e mis plus 

homoge ne que dans le cas du Tungste ne) (Figure 31B). 

Dans le cas d’un canon a  e mission de champ (FEG), la cathode est forme e d’une pointe de 

Tungste ne cristallin tre s fine (Figure 31A). Le principe est ensuite d’appliquer un fort champ 

magne tique entre le cathode et l’anode pour qu’un flux d’e lectron puisse se former par effet de 

champ. En pratique une tension de l’ordre de 2 a  7 kV est applique  sur la pointe de Tungste ne, 

ainsi les e lectrons sont extraits de la pointe par effet tunnel. Ces e lectrons traversent ensuite une 
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zone d’acce le ration leur permettant d’e tre acce le re s a  une tension de pendante du microscope 

utilise  (Figure 31C).  

L’arrive e de ces canons a  e mission de champs a permis d’ame liorer la cohe rence spatiale et la 

brillance du faisceau d’e lectrons. Dans ce cas, la dispersion en e nergie des e lectrons est moindre, 

ce qui augmente le transfert d’informations aux hautes fre quences spatiale compare s aux canons 

a  e missions thermoî onique. 

 
Figure 31 : Sources et canons à électrons. A) Sources d’e mission thermoî onique et a  effet de 
champ utilise es en Cryo-EM avec de gauche a  droite le filament de tungste ne, le cristal LaB6 
(e mission thermoî onique) et la pointe de tungste ne (effet de champ FEG). B) Canon a  e mission 
thermoî onique : les e lectrons sont extraits gra ce a  la tension de chauffage puis entre dans la 
colonne sous vide pour ensuite e tre acce le re s gra ce a  leur mise sous tension d’acce le ration Ub. C) 
Canon a  e mission de champs (FEG) : V1 correspond a  la tension ne cessaire a  l’extraction des 
e lectrons (2 a  7kV) et V0 correspond a  la tension d’acce le ration (diffe rente selon le microscope) 
(Adapte  de (Henning and Adhikari, 2017). 

 

Une fois les e lectrons extraits, ils vont entrer dans la colonne du microscope qui est 

maintenu sous vide afin que les e lectrons puissent se propager sans interagir avec des mole cules 

re siduelles. En effet, ceci perturberait le trajet et l’e nergie des e lectrons. Le faisceau d’e lectron va 

alors rencontrer plusieurs se ries de lentilles e lectromagne tiques. 

Les lentilles électromagnétiques sont des bobines de cuivre dans lesquelles circule un 

courant e lectrique engendrant un champ magne tique. En modifiant le courant qui circule dans les 

bobines et donc par variation de la valeur du champ magne tique la trajectoire des e lectrons va 

e tre modifie e. 
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En premier le faisceau va rencontrer un syste me de lentilles dit « condenseur ». Les lentilles 

condenseurs ont pour ro le de re gler la taille et l’angle d’incidence du faisceau (spot). 

Le faisceau d’e lectron va ensuite rencontrer une se rie de lentilles e lectromagne tiques dites 

« objectives » qui ont pour but de focaliser le faisceau sur l’e chantillon. Selon l’intensite  du 

courant circulant dans les lentilles, la focale de chaque lentille peut e tre modifie e. Le fait de faire 

varier le focus de la lentille (plus particulie rement de de focaliser) permet d’augmenter le 

contraste de l’image, la lentille objective est donc primordiale pour obtenir des images 

contraste es.   

Finalement, les lentilles de projections vont permettre d’agrandir l’image forme e et la projeter 

sur le de tecteur. 

Le dernier e le ment du microscope e lectronique (en bas de la colonne) est le détecteur 

d’électrons, il sert a  former une image de l’e chantillon. A  l’origine, les images e taient obtenues 

sur des films photographiques, ils avaient pour avantage un large champ visuel et un cou t 

raisonnable. Mais la ne cessite  de devoir les de velopper et les nume riser rendait la collecte de 

donne es longue et peu efficace. Afin de rendre l’acquisition plus rapide et plus efficace, une 

premie re solution a e te  d’obtenir des donne es nume riques directes via la mise en place de came ra 

a  dispositif de couplage de charge (CCD). Les came ras CCD sont des syste mes a  transfert de 

charges. Ces came ras sont couple es a  des e crans scintillateurs dans lesquels la charge des 

e lectrons incidents est convertie en photons. L’image photonique obtenue est ensuite amplifie e 

puis transfe re e vers le capteur CCD via un syste me de fibre optique, qui va finalement encoder 

l’image nume rique. Me me si ces came ras ont permis une grande avance e dans la collecte des 

donne es de microscopie e lectronique elles souffrent tout de me me de certaines limites. En effet, 

le fait de devoir convertir le signal e lectronique en signal photonique entraî ne une perte 

d’informations, ainsi qu’une augmentation du bruit sur l’image (Figure 32A). 

C’est dans ce contexte, qu’un nouveau type de de tecteur a e te  de veloppe , les de tecteurs directs 

d’e lectron (DDE). Leur de veloppement a permis d’ame liorer le rapport signal sur bruit mais aussi 

d’acce le rer la vitesse d’acquisition des images. En effet, ces DDE, contrairement aux capteurs CCD, 

sont capables de convertir les e lectrons directement en signal e lectrique sans passer par la 

conversion en photon. Dans les DDE, le scintillateur couple  au syste me de fibre a  fait place a  une 

fine couche semi conductrice CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor) qui a pour ro le 

de convertir directement la charge des e lectrons en tension (Figure 32B).  
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Figure 32 : Les deux types de capteurs : A) Le capteur CCD ne cessite la conversion des e lectrons 
en signal (photons) gra ce au scintillateur avant d’e tre transfe re  vers le capteur CCD par 
l’interme diaire de la fibre optique. B) Dans le de tecteur direct d’e lectrons le scintillateur et la fibre 
optique ne sont plus ne cessaire gra ce au capteur CMOS qui de tecte les e lectrons directement sans 
les convertir. 

 

3. Comment se forme une image ?   

o Interactions des électrons avec l’échantillon 

Au moment ou  le faisceau d’e lectrons atteint l’e chantillon, les e lectrons vont pourvoir 

interagir avec les atomes de l’e chantillon, permettant ainsi la formation de l’image (Figure 33). 

La nature de l'interaction des e lectrons avec l'e chantillon de pend de l'e nergie des e lectrons mais 

aussi de l’e paisseur et de la composition de l'e chantillon.   

 

 

Figure 33 :  Interactions des électrons avec l’échantillon. La de viation des e lectrons du 
faisceau par le nuage d'e lectrons ne modifie pas l'e nergie de l'e lectron (diffusion e lastique) tandis 
que l’interaction des e lectrons du faisceau avec des e lectrons ou des noyaux atomiques entraî ne 
une perte d'e nergie (diffusion ine lastique).  
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Certains e lectrons traversent l'e chantillon sans aucune interaction, la trajectoire de ces 

e lectrons n’est donc pas de vie e et leur e nergie n’est pas modifie e, on parle alors dans ce cas-la  

d’e lectrons transmis (Figure 33 panel de gauche). 

 D'autres, au contraire interagissent avec l’e chantillon, on dit qu’ils sont diffuse s par 

l’e chantillon. Il existe deux types de diffusion, la diffusion e lastique et la diffusion ine lastique. Dans 

la diffusion e lastique, les e lectrons sont attire s par le noyau de l’atome qu’ils rencontrent. Dans ce 

cas, les e lectrons ne perdent pas d’e nergie mais leur trajectoire est de vie e. La de viation est 

fonction de la taille du noyau de l’atome rencontre , dans le cas d’atomes a  nume ro atomique e leve , 

l’angle de de viation des e lectrons sera grand, allant parfois jusqu’a  la re trodiffusion des e lectrons 

(Figure 33 panel du milieu). 

 Quant aux e lectrons diffuse s ine lastiquement, ils interagissent directement avec les 

e lectrons des atomes de l’e chantillon. Dans ce cas, les e lectrons incidents perdent de l’e nergie et 

la transfe rent (en partie) a  l’e chantillon, ce phe nome ne est a  l’origine des dommages de radiation 

cause s a  l’e chantillon (re arrangement des liaisons chimiques, formation de radicaux libres ou la 

diffusion d'e lectrons secondaires) qui modifient la structure de l'e chantillon et impactent donc la 

qualite  des images obtenues. Dans la colonne du microscope un filtre d’e nergie peut e tre installe  

afin d’e liminer ces e lectrons diffuse s ine lastiquement permettant ainsi d’augmenter le contraste 

(Figure 33 panel de droite). 

Pour un e chantillon de faible e paisseur, les e lectrons diffuse s e lastiquement sont majoritaires par 

rapport aux e lectrons ine lastiques et formeront le contraste de l’image. 

o Les deux types de contraste 

Il existe deux types de contraste qui permettent de former une image : le contraste 

d’amplitude et le contraste de phase (Figure 34).  

Dans un premier temps, le contraste d’amplitude est cause  par une perte d’e lectrons. En 

effet, une partie des e lectrons du faisceau incident est absorbe e par l’e chantillon (diffusion 

ine lastique). Dans le cas des e chantillons biologiques de faible e paisseur, et compose s 

essentiellement d’atomes le gers (C, H, O et N), seule une petite partie des e lectrons est absorbe e, 

rendant ce contraste faible. Le contraste d’amplitude est aussi induit par l’utilisation d’un 

diaphragme place  apre s les lentilles objectives, son ro le est d’arre ter les e lectrons diffuse s et 

transmis avec un grand angle. Enfin le filtre d’e nergie permet d’e liminer les e lectrons diffuse s 

ine lastiquement. Seule une petite fraction d’e lectrons de vie s atteint donc le plan image, 

contrairement aux e lectrons transmis, c’est ce qui cre e  le contraste d’amplitude. Afin d’ame liorer 

le contraste d’amplitude il est possible d’utiliser des solutions contrastantes (tel que l’ace tate 
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d’uranyle en coloration ne gative) pour apporter des atomes lourds qui peuvent absorber une plus 

grande partie des e lectrons (Figure 34A). 

Comme explique  pre ce demment, certains e lectrons sont de vie s lorsqu’ils interagissent 

avec l’e chantillon (diffusion e lastique). Ces e lectrons diffuse s e lastiquement peuvent interfe rer 

avec les e lectrons transmis, dans le cas ou  cette interfe rence est constructive, on parle de 

contraste de phase. Les interfe rences forme es lors du de calage de phase se produisent seulement 

au-dessus ou en-dessous du plan focal, c’est ce qui induit des variations de contraste. Il est donc 

primordial de de focaliser afin de cre er du contraste de phase (Figure 34B).   

 

Figure 34 : Types de contraste permettant la formation d’une image en microscopie 
électronique. A) Le contraste d’amplitude. Le panel du haut correspond a  un objet illumine  par 
un faisceau d’e lectrons paralle le avec formation d’une image re sultant de l'interaction du faisceau 
avec l'e chantillon. Le panel du bas correspond a  une coupe transversale de l'objet de limite  par les 
lignes pointille es. Les fle ches montrent les changements dans le front d'onde apre s interaction 
avec l'e chantillon avec certains rayons qui sont absorbe s dans l'e chantillon. L’Intensite  des rayons 
cre ant l'image dans la re gion de la section transversale. Les points noirs sur l'image correspondent 
aux zones d'absorption du faisceau. B) Le contraste de phase. Le panel du haut correspond a  un 
objet illumine  par un faisceau d’e lectrons paralle le et pour lequel l’image forme e ne montre que 
des caracte ristiques faibles. Le panel du bas correspond a  une coupe transversale de l'objet 
de limite  par des lignes pointille es avec les fle ches montrant les changements dans le front d'onde 
(lignes paralle les) apre s interaction avec l'e chantillon. L'intensite  n'est pas modifie e, mais le front 
d'onde se courbe (Adapte  de (Orlova and Saibil, 2011).  

 

o Formation de l’image 

La formation d’une image en microscopie suit la the orie d’Abbe (1873). Elle est de crite 

brie vement ci-apre s. Si l’on conside re le faisceau d’e lectron incident comme une onde, 

l’e chantillon peut modifier localement la phase et l’amplitude de cette onde. 
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Les e lectrons transmis vont dans un premier temps rencontrer la lentille objective, ils 

convergeront ensuite au niveau du plan focal de la lentille. Au niveau de ce plan focal se forme 

alors un spectre de diffraction caracte ristique de la ge ome trie de l’e chantillon, sur lequel ne sont 

repre sente s que les intensite s, perdant toute information de phase. Ce spectre de diffraction est 

obtenu mathe matiquement par la transforme e de Fourier (TF). 

Ensuite, afin de repasser dans l’espace re el et donc de convertir la figure de diffraction en image 

agrandit de l’e chantillon, la transforme e de Fourier inverse (TF-1) est utilise e (Figure 35).  

 

Figure 35 : Schéma de formation d’une image en microscopie électronique à transmission. 
Avec TF correspondant a  la Transforme e de Fourier et TF-1 correspondant a  la transforme e de 
Fourier inverse.  

 

4. Quelles sont les limites de la résolution ?   

o La diffraction 

La re solution est tout d’abord limite e par le phe nome ne de diffraction. Lorsque la lumie re 

passe a  travers une ouverture circulaire, elle est diffracte e, c’est a  dire que l’image d’un point ne 

sera pas un point mais une ta che de diffusion ou ta che d’Airy. Cette ta che correspond a  un disque 

brillant au centre autour duquel est repre sente  une se rie d'anneaux concentriques d'intensite s 

de croissantes. Le diame tre de ce motif est lie  a  la longueur d'onde (λ) du rayonnement : 𝐷 =
1,22×𝜆

𝑛×𝑠𝑖𝑛𝛼
 

Avec λ la longueur d’onde du faisceau, n l’indice de re fraction du milieu traverse  (dans le vide n 

est environ e gale a  1) et α l’angle d’incidence du faisceau. 

Les images forme es par deux points voisins produisent donc deux ta ches d’Airy, si ces deux ta ches 

se recouvrent il sera impossible de distinguer ces deux points. Plus le diame tre de la ta che d’Airy 
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est petit et plus il sera facile de se parer deux objets proches, le pouvoir de re solution sera donc 

meilleur (Figure 36). Le choix des e lectrons comme source de rayonnement est donc inte ressant. 

Afin d’observer deux ta ches d’Airy se pare es, il faut que la distance entre les deux soit e gale a  la 

moitie  du diame tre du disque, d’ou  la formule de la re solution the orique qui veut que : 

𝑅𝑡ℎ =
0,61×𝜆

𝑛×𝑠𝑖𝑛𝛼
 .     

Cependant, dans un microscope e lectronique, cette re solution est limite e par les imperfections 

des lentilles e lectromagne tiques.  

 

Figure 36 : Limite de résolution et tâche d’Airy. Image de deux points par une fente circulaire 
de diame tre D. La limite de re solution est atteinte lorsque l’angle de se paration des deux points 

est e gal a  1.22 
𝜆

𝐷
  correspondant au crite re de Rayleigh (panel du milieu). (Adapte  de 

http://sites.unice.fr/site/aristidi/optique/coh/cspat/node12.html)  

 

o Les aberrations des lentilles électromagnétiques 

Les lentilles e lectromagne tiques pre sentes les me mes types de de fauts que des lentilles 

optiques. Ces de fauts alte rent les images acquises, rendant la re solution atteignable loin de la 

re solution the orique relative a  la longueur d’onde des e lectrons. Les lentilles e lectromagne tiques 

pre sentes trois types d’imperfections : l’aberration sphe rique, l’aberration chromatique et 

l’astigmatisme (Figure 37).  

http://sites.unice.fr/site/aristidi/optique/coh/cspat/node12.html
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Dans le cas de l’aberration sphérique, les rayons passant par la pe riphe rie de la lentille 

sont re fracte s plus fortement que les rayons passant par le centre. Les e lectrons vont donc 

converger a  des distances focales diffe rentes. Ce phe nome ne entraî ne la distorsion de l’image et 

se traduit par une perte de nettete . Le fait de re duire l’ouverture du diaphragme peut aider a  

re duire ce de faut en limitant la quantite  de rayonnement parasite (Figure 37B). 

L’aberration chromatique, quant a  elle est cause e par le fait que les e lectrons n’ont pas 

tous la me me longueur d’onde quand ils atteignent la lentille. Lorsqu’ils traversent la lentille, les 

e lectrons les moins rapides seront les plus de vie s, de sorte qu'une partie de l'image sera forme e 

dans un plan plus proche de l'objet. Les e lectrons ayant des e nergies diffe rentes ne vont donc pas 

tous converger vers le me me point. Ce phe nome ne entraî ne des halos "colore s" autour des bords 

des images. En MET, ces diffe rences de longueur d’onde sont cause es par trois e ve nements : (i) la 

variation de la tension de la source d'e lectrons, (ii) la dispersion d’e nergie des e lectrons dans le 

faisceau primaire (qui sera diffe rente selon la source, par exemple : les source FEG ont une 

dispersion moindre) et (iii) la perte d'e nergie des e lectrons diffusant de manie re ine lastique dans 

l'e chantillon. Cela a pour conse quence de rendre les de tails fins de l’images flous (Figure 37C). 

Enfin l’astigmatisme est produit par une de viation de la syme trie axiale de la lentille, de 

sorte que la lentille est le ge rement plus forte dans une direction que dans sa direction 

perpendiculaire. Dans le microscope e lectronique l’astigmatisme est provoque  par un champ 

magne tique asyme trique dans les lentilles. Ce phe nome ne entraî ne une de formation de l’image, 

ainsi l’image d’un point ne sera pas circulaire mais elliptique (Figure 37D). 

 

Figure 37 : Représentation schématique des aberrations des lentilles électromagnétiques. 
A) lentille parfaite, B) L’aberration sphe rique, C) L’aberration chromatique, D) L’aberration 
astigmatique. F repre sente le plan focal de la lentille. (Adapte  d’Orlova et Saibil, 2011) 
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Ici, ont e te  pre sente  les trois principaux de fauts des lentilles e lectromagne tiques, mais il en existe 

d’autres. De plus d’autres e le ments peuvent aussi alte rer la re solution d’une image comme les 

dommages cause s par les radiations du faisceau d’e lectrons. 

5. La fonction de transfert de contraste (CTF) 

L’image repre sente une projection de la structure de l’objet module e par un terme 

de pendant des caracte ristiques optiques du microscope. Ce terme appele  la fonction de transfert 

de contraste (CTF) de crit les effets de la qualite  du contraste provenant a  la fois d’effets 

d’amplitudes et d’effets de phases mais varie aussi en fonction de la de focalisation, l’aberration 

sphe rique et l’acce le ration des e lectrons. La CTF repre sente une fonction oscillatoire sinusoî dale 

qui est de finit telle que : 

𝐶𝑇𝐹(𝛥𝑧, 𝑠) = sin(2𝛱[
−(𝑠2𝜆𝛥𝑧)

2
+

(𝜆3𝑠4𝐶𝑠)

4
]) 

Avec 𝛥𝑧 : la de focalisation ; s : la fre quence spatiale ; λ : la longueur d’onde du faisceau d’e lectrons ; 

Cs : les aberrations sphe riques 

La transforme e de Fourier (TF) ou spectre de puissance de la CTF est caracte rise e par de multiples 

cercles concentriques appele s anneaux de Thon. L’analyse de la forme des anneaux donne des 

informations sur la qualite  de l’image et permet d’identifier d’e ventuels de fauts comme 

l’astigmatisme (anneaux pas circulaires mais pluto t elliptiques) ou encore le mouvement de 

l’e chantillon durant l’acquisition de l’image (Figure 38A).   

Sur la CTF, l’amplitude varie positivement et ne gativement entre chaque passage a  ze ro ou  le signal 

est nul et donc ou  aucune information n’est transmise. De plus, a  chaque « ze ro » la phase est 

inverse e (180°). La position de ces « ze ros » sur la CTF de pend du de focus de l’image. Comme 

l’information transmise aux points « ze ro » est perdue, il est primordial d’acque rir de multiples 

images en utilisant une gamme de valeurs de de focalisation afin de couvrir la majorite  des plages 

de fre quences. Dans le cas d’une image acquise proche du focus (donc peu de focalise e), elle 

posse de peu de contraste et a donc un rapport signal sur bruit faible. Cependant, son premier 

« ze ro » est place  vers les hautes fre quences. Cette image permettra donc d’obtenir des de tails a  

haute fre quence, elle sera plus re solue mais avec un contraste plus faible que pour une image plus 

de focalise e. En effet, pour une image tre s de focalise e, le contraste est e leve  mais son premier 

« ze ro » sera positionne  vers les basses fre quences ne permettant pas d’obtenir des donne es a  

haute re solution, mais seulement des informations pour les basses fre quences (Figure 38B). 

De plus, la CTF est e galement affecte e par les aberrations des lentilles e lectromagne tiques ainsi 

que l’instabilite  de la tension d’acce le ration et du faisceau d’e lectrons. Ces facteurs, regroupe s sous 
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le terme fonction d’enveloppe vont moduler la CTF et induire une diminution progressive de 

l’amplitude aux hautes fre quences. Cette diminution de l’intensite  du signal aux hautes fre quences 

devra e tre corrige e. Il sera e galement ne cessaire de corriger la CTF afin d’inverser les amplitudes, 

le contraste sera alors positif ou nul pour l’ensemble des fre quences spatiales.    

Durant l’analyse d’images, le fait d’estimer pre cise ment la CTF de chacune des images obtenues 

puis de la corriger permet de diminuer la perte d’informations. En effet, l’information une fois 

corrige e permettra d’augmenter le signal aux hautes fre quences, ceci ayant aussi pour 

conse quence d’augmenter le bruit par la me me occasion. 

 

Figure 38 : La fonction de transfert de contraste (CTF). A) Images obtenues a  diffe rents 
de focus leurs spectres de puissance associe s, montrant les anneaux de Thon et les courbes CTF 
correspondantes. L'image de gauche a e te  obtenue a  0,5 µm de de focalisation, et l'image du milieu 
a  1 µm de de focalisation. Le panel de droite montre un exemple d'image avec de l’astigmatisme et 
son spectre de puissance. B) Repre sentation des courbes CTF selon diffe rentes valeurs de de focus : 
pour une seule valeur de de focalisation (panel de gauche). Puis superpose es pour deux valeurs de 
de focalisation diffe rentes avec la courbe rouge correspondant a  une image plus proche du focus 
et oscille plus lentement (panel du milieu). Le panel de droite montre les courbes CTF de plusieurs 
valeurs de de focalisation avec les courbes cyan/vert qui correspondent aux images avec la 
de focalisation la plus e leve e, et la courbe rouge avec la valeur de de focus la plus proche de la mise 
au point. (Adapte  d’Orlova et Saibil, 2011) 
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IV. Préparation des échantillons pour la microscopie électronique 

L’e tude structurale des ribosomes en cours de traduction se fait par microscopie 

e lectronique. La premie re e tape consiste a  ve rifier la qualite  des e chantillons (concentration, 

pre sence de saccharose, dispersite  des particules...) par coloration ne gative. Une fois les 

e chantillons valide s, l’e tape suivante est l’analyse par cryo-EM. 

1. Coloration négative 

o Préparation des grilles 

 La coloration ne gative est une technique simple qui permet de visualiser rapidement les 

particules isole es d’un e chantillon au microscope e lectronique. Elle est donc utilise e en routine 

sur les e chantillons purifie s et concentre s, afin de ve rifier leur homoge ne ite  ainsi que leur 

concentration. Les e chantillons biologiques e tant compose s exclusivement d’atomes le gers, il est 

tre s difficile de pouvoir les observer au microscope e lectronique car la trajectoire des e lectrons ne 

va e tre que faiblement de vie e ce qui va entraî ner un contraste trop faible pour pouvoir distinguer 

les particules. Les e chantillons sont e galement hydrate s, et sans protection, l’eau qu’ils 

contiennent serait imme diatement vaporise e a  l’inte rieur de la colonne du microscope, 

endommageant le vide pousse  de celle-ci ainsi que la structure des mole cules d’inte re t. Pour 

pallier ce proble me, le principe de la coloration ne gative est d’enrober l’e chantillon d’une solution 

de me taux lourds, le plus souvent de l’ace tate d’uranyle, qui sont opaques aux e lectrons. Ces sels 

de me taux lourds vont donc former une couche dense enrobant l’e chantillon, permettant ainsi de 

de limiter les contours des particules et donc de les distinguer facilement en cre ant du contraste, 

entre le fond sombre et les particules non colore es.  

Tout d’abord, la grille doit e tre ionise e. Cette e tape est ne cessaire afin de rendre le support 

de la grille hydrophile, et donc permettre aux particules isole es de l’e chantillon de se re partir de 

manie re homoge ne sur la surface de la grille. En effet, le support e tant un film de carbone il est 

hydrophobe et ne permet pas a  la solution aqueuse d’interagir correctement avec la grille. La grille 

est donc place e entre une anode et une cathode dans une cloche sous vide, une tension est alors 

applique e entre l’anode et la cathode, formant un plasma d’ozone par ionisation de gaz a  faible 

pression (l’oxyge ne). Les charges ne gatives ainsi produites se de posent sur le film carbone et le 

rendent hydrophile. Ici, une grille carbone e (QUANTIFOIL® Cu 300 mesh) est utilise e et ionise e a  

l’aide d’un ionisateur Pelco EasiGlow, pour cela la grille est place e sous une atmosphe re de 

0,45mBar, avec un courant d’intensite  de 25mA, applique  durant 30sec.       
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Une fois la grille ionise e, 3,5µL d’e chantillon sont de pose s dessus, puis l’exce dent de 

solution est absorbe  a  l’aide d’un papier filtre (Whatman 4). Ensuite 3,5µL d’ace tate d’uranyle 1 % 

sont de pose s sur la grille contenant l’e chantillon, l’exce dent est a  nouveau e limine  gra ce au papier 

filtre, puis cette e tape est re -ite re  une nouvelle fois, cette fois-ci l’exce s d’ace tate d’uranyle est 

absorbe  apre s 20sec. La grille est finalement se che e a  l’air libre avant d’e tre stocke e, avant 

l’observation au microscope (Figure 39).       

 

Figure 39 : Représentation schématique de la préparation des échantillons en coloration 
négative. (Adapte  d’Orlova et Saibil, 2011) 

 

o Microscope utilisé pour l’observation : 

Le microscope utilise  pour la ve rification des e chantillons en coloration ne gative est un 

MET Jeol JEM 1400 se trouvant sur la plateforme de microscopie e lectronique de Toulouse (METI). 

Il dispose d’un filament en tungste ne comme source d’e lectron, ope rant a  une tension 

d’acce le ration entre 80 et 120kV (le plus souvent a  80kV dans notre cas). Il est e galement e quipe  

d’une came ra CCD Gatan Orius SC1000B 11 Megapixels. L’acquisition des images s’effectuent par 

le biais du logiciel d’acquisition d’images Digital Micrograph (Gatan). 

Une fois l’e chantillon valide  par coloration ne gative, il est ensuite pre pare  pour la cryo-EM, dont 

les images permettront d’obtenir des structures 3D haute re solution (apre s analyse par Single 

Particle Analysis ou SPA). 

2. Cryo-congélation 

o Préparation des grilles :   

La technique de coloration ne gative utilise des me taux lourds pour augmenter le contraste, 

mais ceux-ci peuvent entraî ner des modifications structurales de l’e chantillon. Afin d’e viter cela, 
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la technique de cryo-EM est utilise e. En effet, afin de maintenir l’inte grite  structurale des 

particules, il est important de les garder dans un milieu aqueux proche de leur e tat natif. C’est pour 

cela que le principe de la cryo-EM est de congeler l’e chantillon dans de la glace vitreuse (non 

cristalline), transparente aux e lectrons. Pour ce faire, une conge lation ultra-rapide et a  tre s basse 

tempe rature (-185°C) de l’e chantillon est ne cessaire 

La me thode de conge lation, appele e plunge-freezing, est re alise e gra ce a  l’automate de 

conge lation EM GP (Leica). Cet appareil est compose  d’une chambre dans laquelle la tempe rature 

et le taux d’humidite  sont re gule s. Dans notre cas, la tempe rature est re gle e a  20°C pour un taux 

d’humidite  de 95 % ce qui permet a  l’e chantillon de rester hydrate  tout au long de la manipulation. 

Les grilles utilise es sont des grilles a  trous, recouverte d’une fine couche continue de carbone 

(Quantifoil R2/1 +2nmC) (Figure 40A). Celles-ci sont ionise es extemporane ment gra ce a  

l’EasiGlow Pelco (Parame tres du Glow Discharge programme 2). Ensuite, 3,5µL de suspension des 

particules d’inte re t sont de pose s sur les grilles ionise es, puis la grille est place e dans la chambre. 

Ensuite l’exce dent d’e chantillon est e limine  gra ce a  un papier filtre. Pour cela la grille est mise en 

contact durant 0,9sec avec un papier filtre (Whatman 1). Puis la grille est plonge e dans de l’e thane 

liquide (-185°C) refroidi par de l’azote liquide, entraî nant la vitrification instantane e de l’eau de 

l’e chantillon (Figure 40B).   

Une fois cette e tape cle  re alise e, la difficulte , ensuite, est de ne pas rompre la chaî ne du froid, en 

effet il est primordial pour les grilles une fois congele es d’e tre maintenues a  basse tempe rature 

(en ne remontant jamais au-dessus de -165°C) durant les transferts et l’observation au 

microscope. Pour cela, les grilles, une fois stocke es dans des portes-objets de cryo-EM, sont 

toujours manipule es et conserve es dans de l’azote liquide (-196°C) afin d’e viter la transformation 

irre versible de la glace vitreuse en glace cristalline.    

 

Figure 40 : Préparation des échantillons en cryo-EM. A) Sche ma d’une grille carbone e utilise e 
en microscopie e lectronique a  transmission. B) Etapes de pre paration des e chantillons en cryo-
EM (Adapte  d’Orlova et Saibil, 2011).  
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o Microscope utilisé pour l’observation 

Les grilles de cryo-EM ont principalement e te  observe es sur le Talos Arctica de la 

plateforme METI. Il dispose d’un filament FEG comme source d’e lectron, ope rant a  une tension 

d’acce le ration de 200 kV. Il est e galement e quipe  d’un de tecteur direct d’e lectron (Gatan K2) 

couple  a  un filtre d’e nergie (BioQuantum). L’acquisition automatise e des images est re alise e gra ce 

au logiciel EPU. Les images sont acquises a  un grossissement nominal de 130 000x, qui correspond 

a  une taille de pixel calibre e a  1.01 A . Le mode movie a e te  utilise , il consiste a  acque rir plusieurs 

images (comme un film), du me me champ de particules, durant un temps d'exposition donne . 

Dans cette e tude, il e tait habituel d’acque rir une pile de 35 ou 40 images (aussi appele  stack de 

frames) ayant une dose d’e lectrons d’environ 1 e/A 2/image, soit une dose totale allant d’environ 

35 a  45 e/A 2.  

Les images ont e te  obtenues en utilisant une gamme de de focalisation variant de -800 nm jusqu'a  

-2900 nm. 
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V. Analyse d’images 

1. Principes généraux 

 Lors de la pre paration des grilles de microscopie e lectronique, que ce soit par coloration 

ne gative ou cryo-conge lation, de multiples copies de l’objet d’inte re t se retrouvent sur la grille, 

dans des orientations diffe rentes, dans le meilleur des cas, ale atoire. En microscopie e lectronique 

a  transmission (MET), les images acquises, a  partir de ces grilles, correspondent a  diffe rentes 

projections bidimensionnelles de l’objet d’inte re t tridimensionnel. En combinant assez de 

projections 2D diffe rentes d’un me me objet, et ce de manie re correcte, il est possible de 

reconstruire la structure 3D de cet objet d’inte re t. Pour ce faire, il est d’abord ne cessaire de 

de terminer l’orientation relative de chacune des projections 2D du jeu de donne es. Ensuite, les 

projections 2D correctement oriente es pourront e tre somme es, afin d’obtenir une reconstruction 

3D de l’objet d’inte re t. D’un point de vue mathe matique, le the ore me des sections centrales 

permet d’expliquer comment a  partir de ces projections 2D il est possible d’obtenir une 

reconstruction 3D de l’objet. La transforme e de Fourier de chaque projection 2D d’un objet 3D 

correspond a  une section centrale dans la transforme e de Fourier 3D de cet objet. L’orientation de 

de part de l’objet sous le faisceau d’e lectron de finit l’orientation de la section dans la transforme e 

de Fourier 3D de ce me me objet. De plus, toutes les transforme es de Fourier 2D e tant des sections 

centrales de la transforme e de Fourier 3D de l’objet, toutes les projections 2D d’un me me objet 

ont au moins une ligne en commun, passant par le centre de l’espace de Fourier. La recherche des 

lignes communes est l’une des me thodes permettant de de terminer l’orientation relative des 

projections 2D d’un jeu de donne es. Les transforme es de Fourier des projections 2D d’un objet 

correspondent donc a  des « tranches » centrales de la transforme e de Fourier 3D d’un objet.  Il est 

donc primordial que les particules adoptent suffisamment d’orientations diffe rentes (avoir 

suffisamment de vues d’un me me objet, et donc suffisamment de tranches centrales de sa 

transforme e de Fourier 3D) afin d’obtenir les informations ne cessaires a  une reconstruction 3D la 

plus comple te possible. Finalement la structure 3D de l’objet pourra e tre calcule e par transforme e 

de Fourier inverse.   

La qualite  de la reconstruction 3D obtenue de pend donc a  la fois de l’orientation des particules 

dans la glace mais aussi de la qualite  des images. 
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La reconstruction 3D des structures de ribosomes a e te  possible gra ce au traitement des images 

de cryo-EM dit analyse des particules isole es (Single Particle Analysis ou SPA). Cette me thode 

passe par diffe rentes e tapes qui vont e tre aborde es par la suite et dans notre cas qui ont e te  

re alise es sur le logiciel d’analyse d’images RELION 3.1 (Scheres, 2016; Zivanov et al., 2018). 

 

RELION 3.1 

RELION, pour REgularized LIkelihood OptimizatioN, est une suite de programmes informatiques 

de veloppe e par le groupe de Sjors Scheres au MRC Laboratory of Molecular Biology a  Cambridge. 

Comme explique  ci-dessus, le principe de la technique d’analyse des particules isole es est de 

re ussir a  assigner l’orientation des particules image es, afin de pouvoir reconstruire un mode le 3D 

de l’objet. Pour cela, RELION utilise une approche de statistique baye sienne base e sur le maximum 

de vraisemblance, et calcul la probabilite  maximale d’orientation de chaque particule 

expe rimentale. Ces calculs de probabilite s tiennent compte de la flexibilite  structurale de la 

particule, mais aussi que la variabilite  du rapport signal sur bruit dans le jeu de donne es d’images 

acquises. La force de ce mode le statistique est que de nombreux parame tres sont collecte s 

directement dans les donne es, ce qui permet d'obtenir des re sultats objectifs et de haute qualite  

sans avoir besoin de l'expertise de l'utilisateur. De plus ce programme est capable de trier 

l’he te roge ne ite  structurale de l’e chantillon. RELION utilise aussi la me thode « Gold-standard FSC » 

qui permet d’e viter la surinterpre tation des donne es et les biais de re fe rence. 

2. Étapes de traitement des images 

 

Figure 41 : Workflow utilisé lors de la détermination des structures 3D en cryo-EM.  

 

Chacune des e tapes de la (Figure 41) sera de crite une a  une par la suite. 
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a. Pre -traitement 

Motion Correction 

 Avec l'arrive e des de tecteurs a  e lectrons directs en 2012/2013, il est devenu possible 

d’acque rir des films, ou pile (stack) de plusieurs images, durant l'exposition de l'e chantillon au 

faisceau d'e lectrons. Ceci a permis deux ame liorations qui e taient auparavant inaccessibles : la 

correction du mouvement de l’e chantillon induit par le faisceau d’e lectrons, et la ponde ration de 

la dose reçue par l’e chantillon (qui augmente avec le nombre d’images dans une pile). 

Figure 42 : Représentation schématique de films de micrographes avant et après 
alignement par Motion Correction. 

 

A  partir du jeu de donne es collecte , la premie re e tape du traitement des images est donc 

de re -aligner les images de la pile et les sommer ainsi que de ponde rer la dose d’e lectrons reçue. 

Ici, le logiciel MotionCor2 imple mente  dans RELION 3.1 est utilise  pour le pre -traitement des 

images (Zheng et al., 2017). Le mouvement de l'e chantillon induit par le faisceau peut e tre 

de compose  en deux composantes, le mouvement uniforme de l'ensemble de l'image et les 

mouvements locaux non uniformes qui varient dans l'image. MotionCor2 combine la correction 

du mouvement uniforme de l'image entie re et du mouvement local, et normalise toutes les e tapes 

de pre traitement ne cessaires, notamment la de tection et la correction des mauvais pixels avant de 

poursuivre avec les e tapes suivantes d’analyse d’images (Figure 42).  

Estimation de la CTF 

 Une fois les films re aligne s et somme s pour donner un micrographe, l’e tape suivante est 

d’estimer la CTF de chacune de ces images. Comme pre sente  pre ce demment, sur la CTF, 

l’amplitude du signal peut e tre positive, ne gative ou nulle suivant les fre quences spatiales, ce qui 

permet d’observer les anneaux de Thon sur le spectre de puissance des images. 

Comme vu pre ce demment, la CTF de pend de l’acce le ration du faisceau d’e lectron, des aberrations 

des lentilles et de la de focalisation.  L’acce le ration du faisceau est connue ainsi que le coefficient 

des aberrations sphe riques (fournit par le constructeur). Seule la valeur de de focalisation reste a  

de terminer. Pour cela, le spectre de puissance de chaque image est calcule  et est compare  a  une 

CTF the orique 1D calcule e selon les parame tres connus, de crits pre ce demment (coefficient 
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d’aberration, voltage et contraste d’amplitude). La de focalisation du mode le est modifie e afin de 

trouver la meilleure correspondance entre les deux profils. Ces valeurs de de focalisation obtenues 

sont ensuite affine es en fonction du spectre de puissance 2D de chacune des images. 

Ici, le logiciel Gctf est utilise  pour l’estimation de la CTF (Zhang, 2016). Ce logiciel applique la 

me thode « 1S2R » pour « 1-dimensional search and 2-dimensional refinement » qui correspond a  

ce qui a e te  explique  pre ce demment, et cette me thode combine e a  l’utilisation des GPU acce le re le 

processus d’estimation de la CTF. Une fois l’estimation CTF re alise e, le logiciel fournit un fichier 

texte au format STAR qui sera utilise  par RELION pour les e tapes suivantes d’analyse d’images afin 

de corriger les CTF de chaque image. Dans ce fichier sont retrouve s, les parame tres du microscope 

e lectronique (le voltage, le grandissement) ainsi que les valeurs d’astigmatisme et les valeurs de 

de focus calcule es pour chacune des images. 

La correction de la CTF se fera ensuite sur les e tapes suivantes de l’analyse d’image. Une des e tapes 

de la correction de la CTF est d’inverser l’amplitude pour que le contraste soit positif ou nul. Il est 

aussi ne cessaire de corriger la phase par 180° (Figure 43).  

Figure 43 : Correction de la CTF. A) Courbe CTF d’un jeu de donne es non corrige . B) Courbe CTF 
apre s correction de la phase. C) Superposition de la courbe CTF non corrige e en noire avec la 
courbe CTF apre s correction de la phase (rouge) et apre s correction de la phase et de l’amplitude 
en vert. (Adapte  d’Orlova et Saibil, 2011).  

 

Sélection des particules 

 Cette e tape consiste a  de terminer les coordonne es du centre de chacune des particules 

pre sentes sur une image, ayant un diame tre particulier (d) puis a  les extraire dans une plus petite 

image carre e et qui ne contiendra qu’une seule particule. Celle-ci est aussi appele e boî te, ou box 
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en anglais. Afin de re aliser cette e tape, le programme base  sur le filtre Laplacien apre s convolution 

gaussienne (Laplacian-of-Gaussian, LoG) de RELION 3.1 a principalement e te  utilise . Ce 

programme est plus automatise  que dans la version pre ce dente de RELION (RELION 2), ou  il fallait 

se lectionner plusieurs milliers de particules manuellement sur quelques micrographes, puis 

utiliser ces particules comme re fe rence (apre s une e tape de classification 2D) pour se lectionner 

automatiquement les particules sur l’ensemble du jeu de donne es. 

Le principe du filtre LoG est de crit dans (Zivanov et al., 2018). En re sume , le filtre LoG n’a pas 

besoin de re fe rence, il a seulement besoin de connaî tre le diame tre minimal (dmin) et maximal 

(dmax) de la particule. Le programme appliquera ensuite quatre filtres LoG pour de tecter les zones 

dans le micrographe qui contiennent des particules plus petites que dmin puis quatre filtres LoG 

cette fois-ci qui de tecteront les particules plus grandes que dmax, et enfin trois filtres LoG 

permettant de de tecter les particules ayant la taille spe cifie e par l’utilisateur (dmin, la moyenne de 

dmin et dmax, et dmax). 

Pour qu’une particule soit se lectionne e, il faut qu’apre s avoir re alise  les onze filtres LoG, la valeur 

obtenue (LoGbest) soit supe rieure au seuil spe cifie  par l’utilisateur et que la particule en question 

ait un diame tre compris dans la gamme de taille indique e par l’utilisateur. 

En pratique, le programme LoG est tout d’abord teste  sur quelques micrographes afin de ve rifier 

qu’il se lectionne correctement les particules souhaite es, il est alors possible d’ajuster la valeur de 

seuil spe cifie e afin de se lectionner plus ou moins de particules. Une fois la se lection convenable 

pour l’utilisateur, le filtre LoG est ensuite lance  sur l’ensemble du jeu de donne es. 

L’avantage de ce programme re side dans le fait qu’aucune re fe rence n’est ne cessaire, il n’y a donc 

pas de biais de re fe rence. De plus, le fait de ne pas avoir a  se lectionner manuellement plusieurs 

milliers de particules pour cre er une re fe rence rend cette e tape beaucoup plus rapide. 

Une fois les particules se lectionne es, un fichier texte (au format STAR) est ge ne re  dans lequel se 

trouvent les coordonne es de chacune des particules se lectionne es. Ces particules sont ensuite 

extraites des images dans des boites individuelles qui doivent avoir une taille suffisante pour loger 

la particule en entier mais pas trop grande pour optimiser les calculs suivants de l’analyse d’image. 

Dans le cas des ribosomes, ils sont extraits dans des boites individuelles de 312 x 312 pixels. 

b. Classification 2D 

Une fois les particules extraites, la premie re e tape du traitement est la classification 2D. Le 

plus souvent, cette classification 2D est utilise e comme contro le de la qualite  des donne es mais 

aussi comme e tape de pre traitement avant la reconstruction 3D. Elle a pour but d’aligner et classer 

les particules selon leur orientation ; pour simplifier, on peut dire que toutes les particules 



CHAPITRE 2 : MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 

113 
 

correspondant a  des vues similaires de l’objet seront regroupe es dans un me me classe. Les 

particules une fois aligne es et classe es seront moyenne es, ceci permet d’augmenter le rapport 

signal sur bruit des « vues » de l’objet. 

Dans RELION, la classification 2D (Scheres, 2016) est un programme pour lequel aucune re fe rence 

exte rieure au jeu de donne es n’est ne cessaire. Le programme utilise un algorithme de maximum 

de vraisemblance pour lequel seul le nombre de classe (K) est ne cessaire de spe cifier par 

l’ope rateur. Ce nombre de classe K indique le nombre de classe 2D de « re fe rences » qu’utilisera le 

programme. En effet, le principe est de re partir ale atoirement le jeu de donne es dans le nombre 

de classe K, les images sont moyenne es et forment les « re fe rences » qui seront ensuite utilise es 

pour l’ite ration suivante. Chaque image est alors compare e a  chacune des re fe rences (K) dans 

toutes les orientations possibles. Le programme ne va pas affecter les images a  une classe ou une 

orientation particulie re mais va calculer un score de probabilite  pour chaque possibilite . Les 

moyennes des classes sont ensuite calcule es comme des moyennes ponde re es de toutes les 

affectations possibles et utilise es pour l'ite ration suivante. Lorsque la probabilite  est maximale 

entre une particule et une re fe rence (classe 2D), alors la particule est attribue e a  cette classe 2D. 

Finalement, chacune des particules correspondant a  une me me vue se retrouvera assigne e a  une 

classe 2D de re fe rence correspondant a  une orientation pre cise. Enfin, les particules d’une me me 

classe seront somme es pour augmenter le rapport signal sur bruit. Quant aux particules 

aberrantes, elles ne pourront pas s’aligner et seront donc affecte es a  des classes 2D diffe rentes ; 

apre s avoir moyenne  le signal de celles-ci, les classes somme es correspondront a  des « blobs » de 

basse re solution. A  cette e tape il est possible d’e liminer les classes 2D dans lesquels les images 

d’artefacts sont rassemble es afin de nettoyer le jeu de donne es de ces particules aberrantes pour 

la suite du traitement des images (des exemples de classes 2D sont pre sente s dans les Re sultats 

partie II. Figure 49&50). 

c. Classification 3D 

La se lection des particules se poursuit avec la classification 3D. Lors de cette e tape, 

l’orientation des particules va e tre de termine e, pour permettre la reconstruction de structures 3D 

de l’objet d’inte re t. Cette classification 3D permet donc a  la fois d’e liminer les dernie res particules 

aberrantes qui pourraient persister dans le jeu de donne es, mais aussi de trier les structures 3D 

selon leur he te roge ne ite  structurale et conformationnelle. 

Tout comme pour la classification 2D, la classification 3D est base e sur le principe de maximum 

de vraisemblance. Mais contrairement a  la classification 2D, pour cette e tape l’utilisateur doit 

fournir une re fe rence. Pour la reconstruction des ribosomes, une carte de densite  d’un ribosome 

hybride (cre e  dans Chimera) forme  d’une grande sous-unite  ribosomique 60S de souris (6SWA – 
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EMD-10321) (Kraushar et al., 2021) et d’une petite sous-unite  40S de lapin (6YAN – EMD-10762) 

(Simonetti et al., 2020) a e te  utilise e. 

La premie re e tape du programme est de filtrer a  basse re solution la re fe rence, ceci permet 

de re duire le biais de re fe rence, et donc de ne pas sur-interpre ter les donne es. Puis, lors de la 

premie re ite ration, des projections 2D de la re fe rence 3D sont ge ne re es, selon des orientations 

connues et couvrant tout la ge ome trie de la mole cule d’inte re t. Chaque particule expe rimentale 

est ensuite compare e en translation et rotation aux projections 2D du mode le de re fe rence (c’est 

le principe de « projection matching » (Figure 44) (Estrozi and Navaza, 2008). Lorsque la 

probabilite  de vraisemblance atteint un maximum, l’orientation de la projection 2D est attribue e 

a  la particule. Une fois les orientations de chaque particule de finie, elles sont re parties, de manie re 

ale atoire, dans un nombre de classe K (comme pour la classification 2D, ce nombre est de fini au 

pre alable par l’utilisateur). A  partir des particules de chacune des classes, une structure 3D est 

construite (donc pour K classes, K reconstructions 3D seront ge ne re es). Une nouvelle fois, les n 

projections 2D de chacune des K reconstructions 3D vont e tre ge ne re es. Ce sont ces n x K 

projections qui seront utilise es comme re fe rences pour de terminer l’orientation et l’appartenance 

a  une classe des particules expe rimentales, a  la prochaine ite ration. Au fil des ite rations, 

l’orientation de chaque particule va s’affiner pour finalement obtenir une structure 3D 

reconstruite refle tant les particularite s des particules expe rimentales de chacune des classes. 

 

Figure 44 : Principe du « projection matching ». Les e tapes de la classification 3D a  partir du 
principe du « projection matching » sont indique es (Adapte  d’Orlova et Saibil, 2011). 
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Pour cette classification 3D, l’utilisateur doit fournir une structure de re fe rence. Dans le 

cas ou  la re fe rence initiale est fausse et ne correspond pas a  l’objet pre sent dans l’e chantillon, les 

classes 3D sortantes seront mal re solues et formeront des « blobs », il n’y a pas de risque de 

surinterpre tation des donne es dans le cas ou  la re fe rence serait mal choisie (Figure 45). 

L’utilisateur aura aussi besoin de spe cifier le nombre de classe K qui de pend a  la fois du nombre 

de particules totales du jeu de donne es mais qui doit aussi se rapprocher au mieux du nombre de 

structures diffe rentes de l’objet. Cette information n’e tant en ge ne ral pas connue, cette valeur peut 

e tre module e. Il doit aussi indiquer le nombre d’ite rations (ge ne ralement aux alentours de 25 a  

35), pour cette valeur il est important de suivre la convergence du calcul pour l’adapter aux mieux 

(c’est-a -dire, arriver a  obtenir un calcul qui converge vers un re sultat sans perdre trop de temps 

de calcul).  

Figure 45 : Biais de référence. Le choix de la re fe rence utilise  pour la classification 3D est 
important, mais dans le cas d’un choix errone  de la re fe rence, la classe 3D obtenue ne ressemblera 
pas a  la re fe rence mais formera un « blob ». (Adapte  de (Punjani et al., 2017))  

 

d. Auto-raffinement 3D 

 Une fois la premie re reconstruction 3D obtenue, cette e tape d’auto-raffinement 3D permet 

d’ame liorer (raffiner) la structure 3D obtenue. Elle est utilise e pour affiner les orientations et 

translations des particules de termine es pre ce demment pour chaque classe 3D. Ce programme est 

base  comme pour les classifications sur le principe de maximum de vraisemblance, et utilise aussi 

la comparaison des particules avec les projections 2D d’une structure 3D de re fe rence. Pour ce 

programme, il est donc ne cessaire de lui fournir une re fe rence (qui correspond le plus souvent a  

la reconstruction 3D obtenue lors de la classification 3D). Il n’est par contre pas utile ici de lui 

spe cifier un nombre d’ite rations, le programme va de lui-me me s’arre ter lorsque que le calcul 

arrivera a  convergence et que la re solution n’e voluera plus.    

Lors de la premie re ite ration, le programme filtre a  basse re solution la re fe rence 3D, afin de 

re duire le biais cause  par la re fe rence. Le programme divise e galement ale atoirement le jeu de 
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donne es en deux, et les deux demi-jeux de donne es seront analyse s de manie re inde pendante 

jusqu’a  la fin du processus ite ratif, qui va donc ge ne rer deux structures 3D de manie re 

inde pendante. Ceci permet d’e viter la surinterpre tation des donne es.  

Pour chaque ite ration, deux reconstructions 3D sont calcule es inde pendamment, elles sont 

appele es demi-cartes. Afin de de terminer les orientations et les translations de chacune des 

particules, les transforme es de Fourier des projections de la structure de re fe rence sont 

compare es aux transforme es de Fourier des images expe rimentales. Comme indique  

pre ce demment, ici, le principe de maximum de vraisemblance est aussi utilise . Lors de la 

comparaison des transforme es de Fourier, les particules ne sont pas assigne es a  une orientation 

pre cise, mais un score de probabilite  est pluto t calcule  pour chacune des projections de re fe rence. 

Cette probabilite  est plus ou moins importante et est prise en compte pour la reconstruction 3D. 

En effet, a  la fin de chacune de ite rations, la reconstruction d’une transforme e de Fourier 3D de 

l’objet, base e sur les probabilite s d’assignation des particules pour chaque projection, est obtenue. 

Puis, par transforme e de Fourier inverse une nouvelle structure de chaque demi-jeux de donne es 

est reconstruit. A  chaque ite ration la re solution des reconstructions 3D est calcule e par la me thode 

du « Gold-standard FSC » (voir ci-apre s pour le principe). Cette re solution est alors utilise e comme 

valeur de filtre passe-bas de la structure de re fe rence pour l’ite ration suivante. Chaque probabilite  

de termine e pour chacune des orientations est ensuite recalcule e et mise a  jour. Au fil des ite rations 

de plus en plus d’informations aux moyennes et hautes fre quence s’ajoutent permettant ainsi 

d’ame liorer la qualite  de la reconstruction 3D jusqu’a  ce que finalement le calcul arrive a  

convergence et que la re solution n’e volue plus.    

Lors de la dernie re ite ration, les deux demi-cartes sont fusionne es et la reconstruction obtenue 

est alors filtre e a  la re solution pre ce demment obtenue. Cette e tape permet donc l’augmentation 

du rapport signal sur bruit et l’augmentation de la re solution de la reconstruction finale. 

e. Post-traitement 

Afin d’aider a  ame liorer la re solution de la reconstruction 3D, un programme de post-

traitement est lance . Pour rappel, chaque particule est extraite dans une boite, pour l’e tape d’auto-

raffinement 3D l’ensemble du contenu de la boite est pris en compte, soit la particule ainsi que le 

bruit autour. Le bruit autour de la particule peut causer une sous-estimation de la re solution. 

Pour pallier ce proble me et donc permettre d’ame liorer la re solution, une e tape de post-

traitement est re alise e. Pour cela le programme a besoin d’un masque qui entoure la particule afin 

d’e liminer le bruit autour. La premie re e tape est donc de cre er un masque binaire entourant la 

particule, il doit e tre suffisamment large pour ne pas perdre de signal tout en e tant assez serre  
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autour de la particule pour e liminer un maximum de bruit. Une fois le masque cre e  et fourni au 

programme, il est applique  aux deux reconstructions 3D obtenues lors de la dernie re ite ration de 

l’auto-raffinement 3D. A  partir de ces structures masque es, la me thode de gold-standard FSC est 

une nouvelle fois utilise e pour limiter la surestimation de la re solution et une surinterpre tation 

cause e par l’utilisation du masque binaire (Scheres and Chen, 2012). Pour ce faire, du bruit est 

ajoute  ale atoirement aux deux transforme es de Fourier au niveau des moyennes et hautes 

fre quences. Puis, la re solution des deux reconstructions est calcule e avec la me thode de FSC 

(Scheres and Chen, 2012). La dernie re e tape du programme consiste a  appliquer un filtre passe-

bande sur la reconstruction 3D afin d’atte nuer les basses fre quences mais aussi d’amplifier les 

hautes fre quences (c’est-a -dire amplifier l’information de haute re solution) et ce, jusqu’a  la 

re solution calcule e par le programme. Au-dela  de cette re solution le signal est supprime  pour 

e viter de sur-interpre ter du bruit.    

f. Classification 3D masque e 

 La classification 3D masque e est une e tape indique e lorsque l’on souhaite identifier 

diffe rents e tats structuraux d’une reconstruction 3D. En effet, la classification 3D masque e permet 

de focaliser la classification sur une zone particulie re de la particule, une zone que l’on sait 

variable. Pour cela, un masque est cre e  autour de la zone d’inte re t a  l’aide du logiciel Chimera 

(Pettersen et al., 2004). Une fois ce masque re alise  et fourni a  RELION, une classification 3D, sans 

imposer l’alignement des images, est lance e. Cette e tape permet de subdiviser les particules en K 

classes, et donc de faire apparaî tre des de tails sur la zone d’inte re t qui peuvent e tre masque s dans 

la structure consensus, surtout dans le cas ou  un e tat structural particulier est majoritaire et/ou 

plus stable. 

Une fois la classification faite, chacune des classes est ensuite reconstruite gra ce a  la commande 

de RELION : relion_reconstruct. Puis, les classes une fois reconstruites repassent par les e tapes 

d’auto-raffinement 3D et de post-traitement. 

g. Polishing des particules 

 Dans RELION-3, deux programmes ont e te  ajoute s et permettent une fois qu’une structure 

3D a pu e tre reconstruite d’aider a  ame liorer sa re solution. 

Raffinement de la CTF 

 Comme pre sente  pre ce demment, une des premie res e tapes du pre -traitement des images 

est d’estimer la CTF. Le programme Gctf utilise , adapte les CTF aux anneaux de Thon visibles des 

spectres de puissance des micrographes. 
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Dans RELION-3, un nouveau programme a e te  ajoute , il permet d’affiner les parame tres de la CTF. 

Plus particulie rement, il a pour but de re -estimer la de focalisation et l’astigmatisme en utilisant 

une structure 3D de re fe rence (Zivanov et al., 2020, 2019). Une re fe rence e tant ne cessaire, cette 

e tape est re alise e une fois qu’une reconstruction 3D a pu e tre obtenue, c’est-a -dire a  la fin du 

processus d’analyse d’images. 

Le fait d’utiliser une re fe rence permet d'exploiter a  la fois les phases et les amplitudes des images 

expe rimentales, au lieu de devoir se fier exclusivement a  leurs spectres de puissance. Dans cette 

approche l’estimation des CTF est beaucoup plus fiable en raison de rapports signal sur bruit plus 

e leve s mais aussi car comme les anneaux de Thon ne sont pas utilise s il n’est plus ne cessaire de 

se parer les anneaux de l’intensite  du fond du spectre de puissance. Cette technique permet 

d’estimer pour chaque particule individuellement, leur valeur de de focalisation. 

Bayesian polishing 

 Cette e tape suivante est re alise e afin d’estimer la trajectoire du mouvement des particules 

ainsi que la quantite  de dommages cumule s due au faisceau. Une nouvelle me thode a e te  

imple mente e a  RELION-3 nomme e « Bayesian Polishing » elle est de crite dans (Zivanov et al., 

2019). Brie vement, ce programme permet de lisser les mouvements spatiaux et temporels de 

chacune des particules d’inte re t sans imposer de contrainte. Pour cela la premie re e tape est de 

mode liser le mouvement au sein de l’e chantillon a  l’aide d’un processus de re gression gaussien. 

En pratique, le programme est lance  une premie re fois en mode « entraî nement ». Lors de cette 

e tape, le programme se lectionne ale atoirement plusieurs ensembles de particules sur quelques 

micrographes. Il estime ensuite, sur chaque ensemble de particule, une probabilite  pre alable de 

lissage de la trajectoire des particules. Ce terme ne cessite trois parame tres qui de crivent les 

statistiques du mouvement observe . Une fois ces estimations obtenues, le programme est a  

nouveau exe cute  afin d’ajuster les trajectoires des mouvements de toutes les particules dans 

l’ensemble du jeu de donne es. L’algorithme permet aussi d’estimer la quantite  moyenne de 

dommages cause s par les rayonnements cumule s en fonction de la dose de rayonnement et de la 

fre quence spatiale. 

h. Interpre tation des cartes de densite  e lectronique : construction des 

mode les atomiques 

 Une fois les reconstructions 3D raffine es et post-traite es, obtenues a  des re solutions 

finales aux alentours de 3 A , les mode les atomiques peuvent ensuite e tre ge ne re s. Pour cela, des 

structures PDB de ja  existantes ont e te  utilise es. Les reconstructions 3D appele es aussi cartes de 

densite  e lectroniques sont visualise es dans le logiciel Chimera (Pettersen et al., 2004). La 
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premie re e tape consiste a  ajuster par Rigid Body Docking la structure de re fe rence dans la carte, 

gra ce a  la fonction « fit in map » de Chimera. Le mode le PDB ainsi ajuste  dans la carte est ensuite 

re arrange  pour s’inte grer au mieux dans la carte de densite  e lectronique. Pour cela chaque acide 

amine  de chaque prote ine, et chaque nucle otide de chaque ARN est ve rifie  dans le logiciel Coot 

(Emsley et al., 2010). 
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I. Analyses fonctionnelles des particules pré-40S cytoplasmiques 

tardives humaines 

1. Contexte et objectifs de l’article 

Ce premier projet avait pour but de caractériser les dernières étapes cytoplasmiques de la 

maturation des particules pré-40S humaines. Pour cela nous avons utilisé une approche 

structure/fonction. En effet, après purification de particules pré-40S tardives, celles-ci ont pu être 

caractérisées d’un point de vue structural puis fonctionnel afin de comprendre les étapes de 

maturation finales de la pré-40S.  

Les particules pré-40S ont été purifiées à partir de cellules humaines grâce à une méthode 

mise au point par l’équipe d’Ulrike Kutay, ETH Zürich (Wyler et al., 2011) avec laquelle nous 

collaborons. La méthode de purification d’affinité consiste à utiliser une lignée cellulaire 

exprimant un facteur de maturation étiqueté. Puis, après surexpression, ce facteur est utilisé 

comme appât afin de purifier les pré-40S qui lui sont associées. Dans le cadre de ce projet, nous 

nous sommes servis du mutant catalytiquement inactif de l’ATPase RIO1 comme appât de 

purification. Les particules ainsi purifiées sont nommées pré-40S RIO1(kd)-StHA. Ce facteur de 

maturation est connu pour être impliqué pour les dernières étapes de la maturation des pré-40S. 

En effet, les équipes d’Ulrike Kutay et de Sébastien Ferreira-Cerca ont pu montrer, dans des 

cellules humaines et de levure respectivement, que l’activité catalytique de RIO1 est nécessaire à 

la maturation du pré-ARNr 18S-E /20S ainsi qu’au relargage des derniers facteurs de maturation 

présent sur la sous-unité, à savoir NOB1, DIM2 et lui-même (Ferreira-Cerca et al., 2014; Widmann 

et al., 2012). Cependant, les mécanismes moléculaires précis qui sous-tendent ces dernières 

étapes de maturation restaient à définir.  

Au début de ma thèse, des analyses fonctionnelles ont permis de décrire la chronologie 

d’association/dissociation des facteurs de maturation dans le cytoplasme. La maturation 

cytoplasmique de la petite sous-unité ribosomique peut être divisée en trois grandes étapes : 

précoce, intermédiaire et tardive (Voir Figure 14 Introduction partie II.3.). Ces étapes de 

maturation correspondent à la maturation du corps par l’incorporation des dernières protéines 

ribosomiques, puis la formation du bec et de la plateforme de la sous-unité grâce à la dissociation 

d’un grand nombre de facteurs de maturation. Ensuite, les étapes tardives correspondent à 

l’association du facteur RIO1 et de la dernière protéine ribosomique RPS26 sur les pré-40S ainsi 

qu’à la maturation du pré-ARNr 18S-E par NOB1. Enfin la dissociation des derniers facteurs de 

maturation DIM2, NOB1 et RIO1 doit avoir lieu pour obtenir des sous-unités 40S matures.  

http://www.rapport-gratuit.com/
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D’un point de vue structural, seules les structures des particules pré-40S cytoplasmiques 

précoces et intermédiaires chez l’humain étaient disponibles (Ameismeier et al., 2018) (Figure 

46). En effet, dans cette étude les auteurs ont utilisé le facteur de maturation DIM2 comme appât 

de purification, qui leur a permis de cibler les pré-40S cytoplasmiques avant la maturation du pré-

ARNr 18S-E par NOB1. Cependant, l’utilisation de ce facteur comme appât n’a pas permis aux 

auteurs d’observer de particules pré-40S tardives. Afin d’obtenir ces particules pré-40S tardives, 

ils ont décidé de les reconstituer in vitro. Pour cela ils ont incubé, ensemble, des sous-unité 40S 

matures avec les facteurs de maturation DIM2, RIO1 et NOB1 surexprimés. La reconstitution de 

ces particules pré-40S tardives leur a servi à positionner le facteur de maturation NOB1 et à 

distinguer une partie de RIO1 sur les particules mais sans réussir à le positionner entièrement. 

Ces données structurales ont confirmé le positionnement des facteurs de maturation 

cytoplasmiques déjà connu chez la levure, mis à part RIO1 pour lequel le positionnement reste 

flou. Cette étude structurale menée en 2018 n’a cependant pas permis de comprendre 

l’implication ainsi que la chronologie d’action des différents constituants s’associant tardivement 

à la pré-40S dans ces dernières étapes de maturation (Ameismeier et al., 2018). 

 
Figure 46 : Structure des particules pré-40S humaines à différentes étapes de maturation. 
Les états A à E correspondent à des particules pré-40S natives purifiées avec l’appât DIM2 (PNO1). 
L’état R est une reconstitution de pré-40S tardives à partir de la 40S mature et des facteurs de 
maturation indiqués surexprimés. Les protéines ribosomiques sont représentées en gris, l’ARNr 
en beige, avec l’hélice 44 en vert sur les vues de l’interface (panel du bas). Les différents facteurs 
de maturations sont indiqués par plusieurs couleurs. (Adapté d’Ameismeier et al., 2018) 
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Il était donc nécessaire de déterminer, la structure de particules pré-40S tardives grâce à 

l’utilisation du facteur de maturation RIO1(kd). Cette étude structurale par cryo-EM a été menée 

par Ramtin Shayan durant sa thèse et a permis la résolution de deux états structuraux de ces pré-

40S tardives.  

Par la suite, je me suis basée sur ces structures pour pouvoir ensuite caractériser les 

mécanismes moléculaires impliqués dans les étapes finales de la maturation de la petite sous-

unité 40S par des analyses fonctionnelles. Ces analyses fonctionnelles regroupent notamment, 

l’étude du rôle de RPS26 par des études de perte de fonction (siRPS26) associés à des analyses du 

précurseur 18S-E de l’ARNr 18S par des digestions à la RNAse H, ainsi que des analyses de clivages 

in vitro, qui m’ont permis, en les combinant aux structures des pré-40S tardives, de mettre en 

évidence le rôle conjoint de RPS26 et RIO1 dans les dernières étapes de la maturation de la pré-

40S.  

 

L’ensemble de ces données a donné lieu à la publication d’un article dans le journal eLife (Plassart, 

Shayan, et al. eLife 2021 ; 10 : e61254. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.61254). 

 

 

2. Article: The final step of 40S ribosomal subunit maturation is controlled 

by a dual key lock 

 

https://doi.org/10.7554/eLife.61254
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Abstract Preventing premature interaction of pre-ribosomes with the translation apparatus is

essential for translational accuracy. Hence, the final maturation step releasing functional 40S

ribosomal subunits, namely processing of the 18S ribosomal RNA 30 end, is safeguarded by the

protein DIM2, which both interacts with the endoribonuclease NOB1 and masks the rRNA cleavage

site. To elucidate the control mechanism that unlocks NOB1 activity, we performed cryo-electron

microscopy analysis of late human pre-40S particles purified using a catalytically inactive form of

the ATPase RIO1. These structures, together with in vivo and in vitro functional analyses, support a

model in which ATP-loaded RIO1 cooperates with ribosomal protein RPS26/eS26 to displace DIM2

from the 18S rRNA 30 end, thereby triggering final cleavage by NOB1; release of ADP then leads to

RIO1 dissociation from the 40S subunit. This dual key lock mechanism requiring RIO1 and RPS26

guarantees the precise timing of pre-40S particle conversion into translation-competent ribosomal

subunits.

Introduction
Synthesis of eukaryotic ribosomes relies on a large array of ribosome biogenesis factors (RBFs) that

coordinate the multiple steps of pre-ribosomal RNA (pre-rRNA) modification, cleavage, and folding,

together with ribosomal protein (RP) assembly (Bohnsack and Bohnsack, 2019). Progression

through this process, defined by the timely association or dissociation of RBFs and RPs to pre-ribo-

somal particles and the gradual maturation of pre-rRNAs, is tightly monitored from one stage to the

next. These monitoring mechanisms not only ensure quality control along this intricate biosynthetic

pathway, but also prevent binding of immature ribosomal subunit precursors (pre-ribosomes) to

mRNAs or to components of the translation apparatus. Such interactions would not only interfere

with ribosome biogenesis, but also affect translation accuracy. The recent discovery of congenital

diseases or cancers linked to ribosome biogenesis defects and translation dysregulation underscores

the importance of the control mechanisms that license newly formed ribosomal subunits to enter the

translation-competent pool of ribosomes (Aubert et al., 2018; Bohnsack and Bohnsack, 2019;

Sulima et al., 2017).

After initial assembly in the nucleolus, pre-40S particles are rapidly transported to the cytoplasm

(Rouquette et al., 2005), where translation takes place. Cytoplasmic precursors to the 40S ribo-

somal subunits (pre-40S particles) closely resemble their mature counterparts (Ameismeier et al.,

2018; Larburu et al., 2016), which possess binding sites for numerous components of the

Plassart, Shayan, et al. eLife 2021;10:e61254. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.61254 1 of 24

RESEARCH ARTICLE

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.7554/eLife.61254
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/
https://elifesciences.org/?utm_source=pdf&utm_medium=article-pdf&utm_campaign=PDF_tracking
https://elifesciences.org/?utm_source=pdf&utm_medium=article-pdf&utm_campaign=PDF_tracking
http://en.wikipedia.org/wiki/Open_access
http://en.wikipedia.org/wiki/Open_access


translation machinery including factors of the translation initiation complex, tRNAs and mRNAs.

Thus, pre-40S particles would be especially prone to premature interactions with the translation

apparatus without the presence of several RBFs (Bystin/ENP1, LTV1, RIO2, TSR1, DIM2/PNO1,

NOB1), which occupy the binding sites of translation partners near their ‘head’ and ‘platform’

domains (Larburu et al., 2016; Strunk et al., 2012). These two structural domains undergo several

remodeling steps in the cytoplasm leading to the gradual release of these RBFs (Ameismeier et al.,

2018; Zemp et al., 2014; Zemp et al., 2009). This maturation process ends with the cleavage of the

18S rRNA 30 end and the dissociation of the last RBFs, DIM2, and NOB1, which converts pre-40S

particles into functional subunits. Interfering with this late stage can result in the incorporation of

immature 40S subunits in the translation pool (Belhabich-Baumas et al., 2017; Parker et al., 2019).

Up to this final stage, the 30 end of the 18S rRNA is extended with remnants of the internal tran-

scribed spacer 1 (ITS1). In human cells, this last precursor to the 18S rRNA (called 18S-E pre-rRNA) is

generated in the nucleolus by endonucleolytic cleavage of earlier pre-rRNAs 78 or 81 nucleotides

downstream of the mature 30 end (Preti et al., 2013; Sloan et al., 2013; Tafforeau et al., 2013).

This 30 tail is then gradually trimmed by exonucleases before and after nuclear export, including

PARN in the nucleus (Montellese et al., 2017). However, processing of the 18S rRNA 30 end is final-

ized by endonuclease NOB1, which cleaves at the so-called site 3. NOB1 is already incorporated

into the pre-40S particle in the nucleolus on the platform domain near site 3, but it is restricted from

cleaving the rRNA by DIM2, another RBF, which contacts NOB1 in the particle and masks the cleav-

age site on the RNA (Ameismeier et al., 2018; Larburu et al., 2016). This conformation also main-

tains a large gap between the catalytic site of NOB1 and its substrate. Dissociation of NOB1 and

DIM2 from the pre-40S particles only occurs at the final processing stage, which produces mature

18S rRNA. In addition, NOB1 occupies the mRNA binding cleft and prevents the association of pre-

40S particles with mRNAs until this ultimate maturation step (Parker et al., 2019). Thus, NOB1 and

DIM2 constitute a critical checkpoint controlling the release of nascent 40S subunits into the translat-

ing pool.

The RIO1 ATPase was shown to play a critical function in the last maturation step of the 18S

rRNA (Widmann et al., 2012), but the molecular mechanism driving the accurate activation of rRNA

cleavage by NOB1 remains poorly known. RIO1 associates with pre-40S particles briefly before the

final cleavage step. Like RIO2, another ATPase of the same family that intervenes earlier in pre-40S

particle maturation, RIO1 adopts different conformations depending on its nucleotide binding state

(Ferreira-Cerca et al., 2014). The absence of RIO1 or suppression of its catalytic activity impairs

both rRNA cleavage and release of NOB1 and DIM2 in yeast and human cells (Ferreira-Cerca et al.,

2014; Turowski et al., 2014; Widmann et al., 2012), suggesting that RIO1 association to pre-40S

particles as well as its ATPase activity are both required to yield functional small ribosomal subunits.

Ribosomal protein RPS26/eS26, which is in close contact with the 18S rRNA 30 end on the mature

small ribosomal subunit, was also shown to be necessary for efficient cleavage by NOB1 in yeast and

in human cells (O’Donohue et al., 2010; Peña et al., 2016; Schütz et al., 2018), but its interplay

with RIO1, DIM2, and NOB1 remains unclear. Indeed, the precise timing of association of this ribo-

somal protein to pre-ribosomal particles is a matter of debate. Studies performed in yeast cells sug-

gested that Rps26 is imported into the nucleus and is dissociated from its importin by the RBF Tsr2

in a non-canonical way (Schütz et al., 2014). Tsr2 was proposed to then chaperone the incorpo-

ration of Rps26 into nucleolar pre-ribosomal particles (Peña et al., 2016; Schütz et al., 2018). How-

ever, RPS26 has not been found so far in cryo-electron microscopy (cryo-EM) structures of nucle(ol)ar

small ribosomal subunit precursors in yeast or human, and was only detected in late cytoplasmic

ones (Ameismeier et al., 2020; Ameismeier et al., 2018). Consistently, western blot and proteo-

mics analysis failed to clearly identify RPS26 in nuclear or in early cytoplasmic human pre-40S par-

ticles (Larburu et al., 2016; Wyler et al., 2011). One cannot exclude that association of RPS26 to

nuclear precursors might be highly labile and becomes more stable only during later maturation

steps, but evidence is still lacking to date for the presence of human RPS26 in early precursors.

Here, we have used cryo-EM to solve the structures of human pre-40S particles trapped with a

catalytically inactive form of RIO1 in this final maturation stage. Image analysis revealed two distinct

structural states, prior and after 18S rRNA cleavage. In the pre-cleavage state, DIM2 and NOB1 are

still in place, while the postion of RIO1 is not clearly defined and RPS26 is absent. In contrast, the

post-cleavage state displays RIO1 and RPS26 stably associated with 40S particles, which contain

mature 18S rRNA. In vivo assays confirmed the central role of RPS26 for triggering both processing
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of the 18S-E pre-rRNA and the release of DIM2, NOB1, and RIO1. In vitro, cleavage of the 18S-E

pre-rRNA was partially stimulated by ATP binding to RIO1 in RPS26-depleted pre-40S particles and

was enhanced by adding back purified RPS26. These data suggest a model in which ATP-bound

RIO1 and RPS26 cooperatively displace DIM2 to activate the final cleavage of the 18S rRNA 30 end

by NOB1.

Results

Pre-40S particles purified with a catalytically deficient form of RIO1
display pre- and post-18S rRNA processing structural states
In order to characterize the final cytoplasmic maturation steps undergone by human pre-40S par-

ticles, we purified pre-40S particles from a human cell line overexpressing a tagged version of a

catalytically inactive form of RIO1 mutated on aspartic acid 324 (D324A) (Widmann et al., 2012).

Autophosphorylation of this mutant in the presence of ATP was previously shown to be strongly

impaired (Widmann et al., 2012), and free Pi release activity reduced by at least 50% in its Chaeto-

mium thermophilum D281A ortholog (Ferreira-Cerca et al., 2014). Protein and RNA composition of

the affinity-purified complexes, hereafter called RIO1(kd)-StHA pre-40S particles, were analyzed

using SDS–PAGE, northern blot, and bottom-up proteomics (Figure 1). SDS–PAGE revealed a com-

plex protein pattern with a typical trail of low-molecular-weight bands corresponding to RPs. North-

ern blot showed that the 18S-E pre-rRNA was the only 18S rRNA precursor precipitated by this bait,

while no rRNA of the large ribosomal subunit could be detected (Figure 1—figure supplement 1).

Bottom-up proteomics confirmed that the catalytically dead version of RIO1 associates with the

methylosome, a complex composed of proteins PRMT5 and MEP50 that methylates proteins

involved in gene expression regulation (Guderian et al., 2011), in addition to late pre-40S particles

(Montellese et al., 2017; Widmann et al., 2012). Of note, these purified pre-40S particles contain

all RPs of the small subunit (RPSs), including the late binding RPS10 and RPS26, but only a handful of

ribosome biogenesis factors, namely RIO1 (the bait), DIM2, NOB1, and TSR1 (Figure 1, Figure 1—

figure supplement 2). Other proteins also co-purified with RIO1(kd)-StHA: while some can unambig-

uously be identified as components of the translation apparatus (eIF4A, RPLs, etc.), it is not known

whether others belong to the methylosome or to (pre-)ribosomal particles.

We then performed cryo-EM and single-particle analysis on the particles purified using RIO1(kd)-

StHA as bait. 2D classification assays performed with RELION (Scheres, 2012) yielded class sums

corresponding to pre-40S particles as well as various views of the methylosome (Timm et al., 2018;

Figure 2, Figure 2—figure supplement 1). Pre-40S views were selected for further processing; an

extensive 3D classification scheme resulted in two distinct 3D structures, hereafter called state A and

state B, that likely reflect two successive pre-40S maturation steps (Figure 2, Figure 2—figure sup-

plement 1). Both structures, which represented ~21% (state A) and ~57% (state B) of the pre-40S

particles comprised within the analysis, were refined to overall resolutions of 3.2 and 3.0 Å, respec-

tively, according to RELION’s gold-standard FSC (Figure 2—figure supplements 1 and 2).

State A harbored an rRNA scaffold closely resembling that of the mature 18S rRNA. On the head

region, the three-way junction formed by rRNA helices h34, h35, and h38 is fully formed

(Mohan et al., 2014), while RPS3, RPS10, and RPS12 occupy their final position. Like in many other

pre-40S structures (Ameismeier et al., 2018; Heuer et al., 2017; Mitterer et al., 2019;

Scaiola et al., 2018), the upper part of rRNA h44, located on the intersubunit side, appears

detached from the body (Figure 3a). Low-pass filtering of the cryo-EM map of state A also revealed

the presence of TSR1 in this region (Figure 3—figure supplement 1). Combined with the bottom-

up proteomic analysis that revealed the presence of this RBF among the co-purified proteins, this

suggests that TSR1 might still be loosely and/or flexibly bound to pre-40S particles at this matura-

tion state. Of note, the presence of TSR1 in late pre-40S particles and mature 40S subunits was

recently observed by others (Thoms et al., 2020), reinforcing the idea that TSR1 could stay associ-

ated with small ribosomal subunits until their entry into translation initiation. On the platform region,

the cryo-EM density map allowed to unambiguously position nucleotide A1870, belonging to the

ITS1 after the 30 end of the mature 18S rRNA. In this state, DIM2 protects this region of the 18S-E

pre-rRNA and impedes endonucleolytic cleavage by NOB1, located right next to DIM2 (Figures 2

and 3b). These results suggest that RIO1(kd)-StHA pre-40S particles in structural state A are in an
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immature state in which the rRNA scaffold harbors a quasi-mature conformation, but the remaining

nucleotides of the ITS1 have not yet been cleaved off by NOB1. Furthermore, NOB1 and DIM2 are

the only two RBFs that can clearly be distinguished, while RIO1(kd)-StHA, the protein used as purifi-

cation bait, cannot be clearly positioned on this cryo-EM map. This suggests that RIO1(kd)-StHA is

not structurally stabilized onto state A pre-40S particles. Indeed, while this manuscript was under

revision, a cryo-EM study focusing on similarly late human pre-40S particles revealed that RIO1 can

adopt several positions in maturing pre-40S particles (Ameismeier et al., 2020).

On the contrary, the cryo-EM map corresponding to state B harbored a density located on the

intersubunit side, at the back of the head region, into which the X-ray structure of RIO1 could unam-

biguously be fitted (Ferreira-Cerca et al., 2014). Of note, RIO1 occupies a position strongly overlap-

ping with that of RIO2 in earlier pre-40S maturation states (Ameismeier et al., 2018; Figure 3—

figure supplement 1). This observation explains why both ATPases are not found together in pre-

40S particles and confirms that RIO1 replaces RIO2 at the back of the head (Ameismeier et al.,

2018; Knüppel et al., 2018; Widmann et al., 2012). The C-terminal domain of RIO2 was shown to

be deeply inserted within the body of human pre-40S particles (Ameismeier et al., 2018). In con-

trast, the C-terminal domain of RIO1 is not resolved here; furthermore, the upper part of rRNA helix
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Figure 1. Label-free bottom-up proteomic analysis of RIO1(kd)-StHA co-purified proteins. The most intense proteins (first two logs) with an observed/

observable peptide ratio > 30% are displayed and color coded as indicated on the graph. Three independent experimental replicates were performed.

This plot represents iBAQs (intensity-based absolute quantification) of experimental replicate 1 (iBAQ1) against experimental replicate 2 (iBAQ2). The

iBAQ value is obtained by dividing protein intensities by the number of theoretically observable tryptic peptides (Schwanhäusser et al., 2011). Other

plots are displayed in Figure 1—figure supplement 2. Of note, USP16, which was recently identified as a key player in both ribosome biogenesis and

translation (Montellese et al., 2020), was also identified among RIO1(kd)-StHA proteic partners. It ranked at the 62th position when quantifying

proteins based on their normalized abundances and at the 98th position when quantifying proteins based on their iBAQs (see the PRIDE repository

[Perez-Riverol et al., 2019]; dataset identifier: PXD019270).

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 1:

Figure supplement 1. Purification of RIO1(kd)-StHA-containing particles.

Figure supplement 2. Label-free bottom-up proteomic analyses of RIO1(kd)-StHA co-purified proteins.
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h44 occupies its mature position, which would preclude insertion of the C-terminal domain of RIO1

at the same position as the C-terminal domain of RIO2. Indeed, the strong sequence divergence of

the C-termini of RIO proteins suggests that these domains play a major role in the functional speci-

ficity of these proteins, which is supported by the structural difference observed here.

As previously observed in the structure of wild-type RIO1 solved by X-ray crystallography (Ferre-

ira-Cerca et al., 2014), our cryo-EM map revealed that the catalytic pocket of mutant RIO1 encloses

an ADP together with phospho-aspartate pD341 (Figure 3c, Figure 3—figure supplement 2). Thus,

the D324A RIO1 mutation does not fully prevent ATP hydrolysis, but rather blocks the release of its

reaction products. ATP hydrolysis is thought to be accompanied by a significant conformational

change of RIO1 (Knüppel et al., 2018; Kühlbrandt, 2004), which might be essential for stable asso-

ciation of RIO1 to pre-40S particles. Blocking of RIO1 in this conformation is likely to explain why

this point mutation traps the protein on the particles. Furthermore, the RIO1(kd) catalytic pocket

appears to be closed through a pi-stacking interaction between phenylalanine F328 and 18S rRNA
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Figure 2. Cryo-EM and single-particle analysis reveal two distinct structural states, pre- (state A) and post- (state B) 18S-E rRNA cleavage. Surface views

of cryo-EM maps of RIO1(kd)-StHA pre-40S particles in structural state A (left) and state B (right). Ribosomal proteins, rRNA segments, and RBFs of

interest have been segmented and colored as indicated on the figure. Image processing details are shown in Figure 2—figure supplements 1 and 2.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 2:

Figure supplement 1. Cryo-EM image processing scheme.

Figure supplement 2. Details of the cryo-EM structures/model validation.
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G1639 (Figure 3c). This highly conserved nucleotide plays a crucial role in tRNA translocation, which

puts RIO1 in a good position to probe this mechanism (see Discussion).

In state B, the rRNA scaffold harbors a fully mature conformation. Contrary to what was observed

on the platform in state A, no density corresponding to nucleotides belonging to the ITS1 could be

detected, suggesting that the 18S rRNA 30 end is mature. Furthermore, neither NOB1 nor DIM2

could be found in this area; instead, a cryo-EM density sheathing the 18S rRNA 30 end revealed the

presence of RPS26 (Figure 3d). These observations indicate that state B corresponds to particles

after rRNA cleavage by NOB1. This conclusion was further supported by the analysis of the 30-end of

the 18S rRNA by RNase H digestion assays (Figure 4a). As expected, early and intermediate cyto-

plasmic pre-40S particles purified using tagged forms of LTV1 or DIM2 as baits (Ameismeier et al.,

2018; Wyler et al., 2011) contained a large majority of 18S-E pre-rRNAs. Most of the 18S-E precur-

sors in these particles included 4 to 9 nucleotides of the ITS1 (Figure 4, Figure 4—figure

b
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Figure 3. Structural details of RIO(kd)-StHA pre-40S particles. (a) The upper part of 18S rRNA helix h44 is in an immature position in structural state A.

The cryo-EM density map corresponding to this helix has been segmented (beige density); the atomic model of rRNA h44 in structural state A is

represented in golden; superimposed 18S rRNA h44 as found in structural state B and in the mature 40S subunit (PDB 6EK0 Natchiar et al., 2018) are

in green and blue, respectively. (b) Close-up on the platform domain of structural state A. Segmented cryo-EM density corresponding to 18S-E pre-

rRNA is shown as a grey mesh. The 30-end of the mature 18S rRNA (nucleotides 1865–1869) is shown in black, while A1870 in the ITS1 is in red. The 18S

rRNA is otherwise shown as a gray ribbon. DIM2 is in orange; RPS3a is in turquoise. NOB1 was removed from this representation for the sake of clarity.

(c) The catalytic pocket of RIO1 is in an ‘active’ state within structural state B pre-40S particles, and carries an ADP and a phospho-aspartate (pD341).

The cryo-EM density corresponding to ADP, p-Asp, and magnesium is shown as a green mesh. RIO1 is shown in green; ADP in dark gray, Mg2+ in dark

violet, and 18S rRNA G1639 closing RIO1 catalytic domain by a pi-stacking interaction (yellow dashed line) with RIO1 Phe 328 in light gray. (d) Close-up

on the platform domain of structural state B. Segmented cryo-EM density corresponding to 18S rRNA 30-end is shown as a light gray mesh. 18S rRNA

30-end (nucleotides 1865–1869) is shown in black, while otherwise as gray ribbon. RPS26 is in magenta and RPS3a in turquoise.

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 3:

Figure supplement 1. Details of the structural analysis of hRIO1(kd)-StHA pre-40S particles.

Figure supplement 2. RIO1(kd) carries an hydrolyzed ATP in its catalytic site.
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supplement 1). In stark contrast, this experiment showed that RIO1(kd)-StHA pre-40S particles

mostly contained mature 18S rRNA (Figure 4b,c).

We conclude that states A and B of the pre-40S particles here isolated with RIO1(kd)-StHA corre-

spond to two very late maturation stages, just before and right after cleavage of the 18S rRNA 30

end. These data indicate that rRNA cleavage and release of NOB1 and DIM2 coincide with the asso-

ciation of RIO1 in a stable conformation within the pre-40S particle and the incorporation of RPS26

in its final location. RIO1 enzymatic activity, and more specifically the release of the ATP hydrolysis

products, seems required for its own dissociation from the particle rather than for the 18S-E pre-

rRNA processing by NOB1.

RPS26 is required for efficient rRNA cleavage and release of NOB1 and
DIM2
States A and B of the RIO1(kd)-StHA pre-40S particles harbor two distinct conformations of the plat-

form domain: in state A, the 18S-E pre-rRNA 3’-end is protected by DIM2, which prevents endonu-

cleolytic cleavage by NOB1; in state B, the platform displays a mature conformation, with RPS26

replacing DIM2. Both RPS26 and RIO1 were shown to be necessary for processing of the 18S-E pre-

rRNA to occur in human cells (O’Donohue et al., 2010; Widmann et al., 2012), which argues for

the two proteins being involved in transition from state A to state B. Accommodation of RPS26 in its

mature position requires prior release of DIM2, which occupies the binding site of RPS26.

In order to assess the role of RPS26 binding to pre-40S particles in 18S rRNA maturation as well

as DIM2 and NOB1 release, we analyzed the RNA and protein composition of intermediate and late
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The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 4:

Figure supplement 1. Assessment of the size of the ITS1 in purified pre-40S particles.
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pre-40S particles purified from cells depleted of RPS26 using a specific siRNA (siRPS26). The level of

18S-E pre-rRNA cleavage in pre-40S particles was measured by RNase H analysis in pre-40S particles

isolated using different baits (RIO1(kd)-StHA or RIO1(wt)-StHA, HASt-LTV1) (Figure 5a,b). The

amount of 18S-E pre-rRNA within early cytoplasmic pre-40S particles purified with HASt-LTV1

remained unchanged upon RPS26 depletion (Figure 5a), consistent with the absence of RPS26 in

these particles (Ameismeier et al., 2018; Larburu et al., 2016; Wyler et al., 2011). In contrast, we

observed a strong defect of 18S-E pre-rRNA processing in RIO1(kd)-StHA particles upon knockdown

of RPS26, as evidenced by a ~60% decrease of the 18S/(18S + 18S-E) ratio when compared to the

same particles isolated from cells treated with scramble siRNA. Similar observations were obtained

when purifying pre-40S particles with a wild-type version of RIO1 as bait (RIO1(wt)-StHA pre-40S

particles). These experiments indicate that the absence of RPS26 impedes 18S-E pre-rRNA matura-

tion and that the action of RPS26 in 18S-E pre-rRNA cleavage takes place within RIO1-containing

late cytoplasmic pre-40S particles.

We then used western blot analyses to monitor how RPS26 depletion influences the release of

NOB1 and DIM2 (Figure 5c). As expected from previous studies (Larburu et al., 2016; Wyler et al.,

2011), we did not detect RPS26 in early cytoplasmic HASt-LTV1 pre-40S particles. Consistently,

knockdown of RPS26 did not influence the presence of NOB1 and DIM2 in these early cytoplasmic

pre-40S particles, as attested by measuring the NOB1/RPS19 or DIM2/RPS19 ratios (Figure 5d), nor

did it affect the dissociation of ENP1 and RIO2. In contrast, we observed a strong increase of NOB1

and DIM2 levels relative to RPS19 in RIO1(kd)-StHA pre-40S particles purified from RPS26-depleted

cells when compared to control cells (Figure 5c,d), which suggests that the absence of RPS26 pre-

vents the release of NOB1 and DIM2 and traps the particles in state A. This hypothesis was further

supported when we analyzed pre-40S particles purified using wild-type RIO1 as bait (RIO1(wt)-

StHA). We have previously shown that RIO1(wt)-StHA does not co-purify efficiently with pre-40S par-

ticles when compared to the catalytically inactive version of RIO1 (Montellese et al., 2020;

Widmann et al., 2012), which was confirmed here by the very low amount of both pre-40S RBFs

and RPS19 detected by western blot (Figure 5c). However, upon RPS26 depletion, RIO1(wt)-StHA

co-purified with late cytoplasmic pre-40S particles, as attested by the presence of NOB1 and DIM2

(Figure 5c), as well as that of 18S-E pre-rRNA (Figure 5a). These data indicate that RIO1 association

with late cytoplasmic pre-40S particles is stabilized in the absence of RPS26, while the release of

NOB1 and DIM2 is inhibited.

Comparative proteomics analyses of RIO1(kd)-StHA-associated pre-40S particles in the absence

or presence of RPS26 confirmed that no other RPS was lost upon RPS26 depletion (Figure 5—figure

supplement 1). This experiment also revealed a significant decrease of EIF1AD co-purification with

RIO1(kd)-StHA upon RPS26 depletion (log 2 (fold change) = �2.1, corresponding to a 4.2-fold

decrease; p-value=8.9E-3). EIF1AD was recently shown to be a new RBF present in late pre-40S par-

ticles in direct contact with RIO1 (Ameismeier et al., 2020). But whether RPS26 depletion affects

EIF1AD association to RIO1 within or out of pre-40S particles cannot be distinguished by this experi-

ment. To assess incorporation of EIF1AD in RIO1(kd)-StHA pre-40S particles, we evaluated the ratio

of EIF1AD relative to RPS19 within pre-40S particles by western blot and observed a mild 1.3-fold

reduction upon RPS26 depletion (Figure 5—figure supplement 2). As a comparison, the levels of

NOB1 or DIM2 relative to RPS19 increased by a factor of 1.6 and 2, respectively (Figure 5c,d, Fig-

ure 5—figure supplement 2). These results indicate that loss of RPS26 does not strongly impact the

presence of EIF1AD onto RIO1(kd)-StHA pre-40S particles. The stronger decrease observed by mass

spectrometry may be also related to EIF1AD association with RIO1(kd)-StHA out of the pre-40S par-

ticles and be an indirect effect of RPS26 depletion. Altogether, these data lead us to conclude that

RPS26 intervenes directly in the mechanism triggering rRNA cleavage by NOB1 at site 3 and dissoci-

ation of NOB1, DIM2, and RIO1 from pre-40S particles.

ATP binding by RIO1 and addition of RPS26 stimulate in vitro rRNA
cleavage by NOB1 in RPS26-depleted pre-40S particles
RIO protein kinases have been proposed to act as conformation-sensing ATPases rather than kinases

(Ferreira-Cerca et al., 2014). Previous studies in the yeast Saccharomyces cerevisiae have shown

that rRNA cleavage by Nob1 in cytoplasmic pre-40S particles purified with tagged Rio1 was stimu-

lated in vitro by ATP binding to Rio1 (Turowski et al., 2014). The D324A point mutation introduced

in RIO1(kd)-StHA does not hamper fixation of ATP (Widmann et al., 2012), but the structure of
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Figure 5. RPS26 is required for rRNA cleavage at site 3 as well as NOB1 and DIM2 release. HEK cell lines expressing tagged version of LTV1, the

catalytically inactive RIO1-D324A (RIO1 (kd)) or wild-type RIO1 (RIO1(wt)) were treated with scramble or RPS26 siRNAs for 48 hr. (a) RNase H assays were

conducted as in Figure 4 on rRNAs of pre-40S particles purified with the mentioned StHA-tagged bait, either from RPS26-depleted or from control

cells (scramble siRNA). (b) Signals corresponding to the 18S-E and 18S rRNA detected in (a) were quantified and represented as the 18S/(18S + 18S-E)

Figure 5 continued on next page
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RIO1(kd) in state B shows that the hydrolysis products are trapped in the catalytic site (Figure 3c).

However, this defective catalytic activity does not block maturation of the 30-end of 18S rRNA within

RIO1(kd)-StHA pre-40S particles. This suggests that ATP binding to the human RIO1 catalytic site is

sufficient for 18S-E pre-rRNA cleavage, similar to what was shown in yeast. In order to check whether

ATP binding to RIO1 favors rRNA cleavage by NOB1, we purified RIO1(wt)-StHA and RIO1(kd)-StHA

human pre-40S particles from RPS26 depleted cells to enrich pre-cleavage state A and performed in

vitro cleavage assays.

Based on the conditions established in yeast (Lebaron et al., 2012), we added either ATP or

AMP-PNP (a non-hydrolysable analog of ATP) to purified pre-40S particles and monitored 18S rRNA

30-end maturation using RNase H digestion. As shown in Figure 6 , 18S–E pre-rRNA cleavage was

stimulated both by ATP and AMP-PNP in particles purified with RIO1(wt)-StHA or with RIO1(kd)-

StHA, albeit a bit more efficiently by ATP as previously observed in yeast (Figure 6a,b). This result

reinforces the idea that, like in yeast, ATP binding to RIO1 stimulates 18S-E cleavage at site 3 (Ferre-

ira-Cerca et al., 2014; Turowski et al., 2014). Given the position of RIO1 in the vicinity of DIM2 and

NOB1 revealed by the cryo-EM analysis, RIO1 might favor DIM2 displacement and subsequent activ-

ity of NOB1 through an ATP-driven local conformational change. Indeed, superimposition of state A

and state B atomic models showed steric hindrance between the C-terminal regions of DIM2 and

RIO1 (Figure 6—figure supplement 1); similarly, putative clashes between RIO1 and DIM2 were

also seen by others (Ameismeier et al., 2020). These structural observations support a mechanism

of competition between RIO1 and DIM2.

We next sought to assess the role of RPS26 and produced recombinant human RPS26 (Figure 6—

figure supplement 2). Addition of RPS26 to the pre-40S particles depleted of RPS26 stimulated

cleavage by NOB1 to the same extent as addition of ATP (Figure 6a,c). Importantly, the addition of

RPS26 together with ATP significantly increased the fraction of cleaved 18S rRNA when compared

to single addition of one or the other (Figure 6a,c). These data show that in vitro cleavage by NOB1

in pre-40S particles is stimulated by both RIO1 and RPS26 and support the hypothesis of a coopera-

tive action of RPS26 and RIO1 in triggering the final step of 18S rRNA maturation.

Discussion
A previous cryo-EM analysis of human pre-40S particles purified using DIM2 as bait revealed several

successive structural states, in which the latest one carried NOB1, DIM2, TSR1, as well as a long

alpha-helix attributed to LTV1 (Ameismeier et al., 2018). Here, by purification of a pre-40S particle

via a catalytically inactive form of RIO1, we have uncovered two later structural states in which only

the last RBFs found in pre-40S particles, namely NOB1, DIM2, and RIO1, were clearly detected. In

addition, one of these states is posterior to 18S-E pre-rRNA cleavage at site 3, as indicated by

detection of the mature 30 end of the 18S rRNA, presence of RPS26, and absence of NOB1 and

DIM2. These structures arguably correspond to the ultimate maturation stages of the pre-40S par-

ticles. Our results point towards a coordinated action of RIO1 and RPS26 in triggering the last 18S

rRNA processing step by NOB1, following a sequence represented in Figure 7 and discussed

below.

The cooperative action of RIO1 and RPS26 unlocks 18S-E rRNA
cleavage
Our results show that RIO1 binds to pre-40S particles in the same region as RIO2, which suggests

that recruitment of RIO1 may simply follow the release of RIO2. The absence of a clear density for

Figure 5 continued

ratio for the different pre-40S particles. Error bars, s.d. (n = 3) (c) Cell extracts and purified particles were analyzed by western blot using the indicated

antibodies. (d) Bands corresponding to DIM2 and NOB1 (in the eluates) were quantified, corrected for pre-40S particle loading (using RPS19) and

normalized to the control condition (set to 1). Error bars, s.d. (n = 3).

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 5:

Figure supplement 1. Comparative proteomics of RIO1(kd)-StHA particles composition upon RPS26 depletion.

Figure supplement 2. Western blot analysis of EIF1AD association to pre-40S particles upon depletion of RPS26.
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Figure 6. In vitro cleavage of the 18S-E pre-rRNA within pre-40S particles is stimulated by ATP addition. HEK cell lines expressing tagged versions of

wild-type RIO1 ‘RIO1(wt)’ or of the catalytically inactive ‘RIO1(kd)’ were treated with RPS26 siRNAs for 48 hr to enrich particles in state A. Pre-40S

particles were purified and incubated for 1 hr in buffer alone (mock condition) or in the presence of either 1 mM ATP, 1 mM AMP-PNP, 2 mg of RPS26,

or 2 mg of RPS26 plus 1 mM ATP. (a) RNAse H assays were performed on the RNAs extracted from the particles. (b) The variation of cleavage efficiency

upon addition of ATP or AMP-PNP is indicated by the 18S/(18S + 18S-E) ratio. The data correspond to five independent experiments. Statistical analysis

was performed with a unilateral paired Wilcoxon test (‘sample greater than mock’) indicating p-values of 0.031 for all samples. (c) The variation of

cleavage efficiency upon addition of ATP and/or RPS26 is indicated by the 18S/(18S + 18S-E) ratio. The data correspond to three to six independent

measurements for each point. Statistical analysis was performed with a unilateral unpaired Wilcoxon test (‘sample greater than mock’ or ‘+RPS26+ATP

greater than +RPS26’).

The online version of this article includes the following figure supplement(s) for figure 6:

Figure supplement 1. Superimposition of atomic models of states A and B reveals overlapping distances (gray lines) between atoms of Proline 351
from RIO1 (green) and of Arginine 247 from DIM2 (orange).

Figure supplement 2. Purification of recombinant hRPS26-His.
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RIO1 in pre-cleavage state A suggests that RIO1 is initially flexibly associated, while DIM2 and

NOB1 are stably bound. A recent cryo-EM study performed on human pre-40S particles revealed

significant changes in RIO1 position before 18S-E pre-rRNA cleavage (Ameismeier et al., 2020). We

hypothesize that we could not precisely position RIO1 in the pre-cleavage state A herein described

because our cryo-EM analysis was performed on a significantly smaller scale.

In contrast, state B shows RIO1 in a stable conformation, while DIM2 and NOB1 are absent in this

post-cleavage particle. Despite its overall impaired ATPase activity, the catalytic pocket of the RIO1-

D324A mutant is occupied by ADP+pAsp341 (Figure 3c, Figure 3—figure supplement 2). This sug-

gests that transition of pre-40S particles to state B involves ATP binding as well as the ATP hydroly-

sis activity of RIO-D324A, while trapping of ADP in the catalytic site prevents release from the

matured particle. The structure of RIO1 was shown to switch to a so-called ‘active’ form when com-

plexed either with ATP or with its hydrolysis products ADP/pAsp (Ferreira-Cerca et al., 2014). ATP

fixation in the catalytic pocket of RIO1 might trigger its stabilization on the head of the pre-40S par-

ticle and bring RIO1 to contact DIM2. Furthermore, our data reveal a possible steric clash between

the C-terminal domains of RIO1 and DIM2 (Figure 6—figure supplement 1). This suggests that

RIO1 stabilization on pre-40S particles initiates DIM2 dislodging to uncover site 3 and allows rRNA

cleavage by NOB1. Accordingly, our in vitro assays show that binding of ATP or AMP-PNP to RIO1

stimulates cleavage by NOB1 in human pre-40S particles (Figure 6), as concluded before in yeast

(Ferreira-Cerca et al., 2014). Also supporting this scenario, recent in vitro studies in yeast have
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shown that Rio1 forms a trimeric complex with Dim2 and Nob1 in the presence of AMP-PNP and not

ADP (Parker et al., 2019). In addition, overexpression of Rio1 in yeast is sufficient to displace a

catalytically inactive form of Nob1 from pre-40S particles (Parker et al., 2019). The recent study by

Ameismeier et al., 2020 reached similar conclusions regarding the role of RIO1. It also uncovered

the role of EIF1AD as a new ribosome biogenesis factor. The structures published in this study sug-

gest that both factors may functionally interact upstream of RPS26 incorporation.

Nevertheless, the action of RIO1 is not sufficient to efficiently trigger 18S-E pre-rRNA cleavage

together with DIM2 and NOB1 dissociation from pre-40S particles, as shown by the blocking of

RIO1-StHA pre-40S particles in the pre-cleavage state upon RPS26 knockdown. RPS26 is the only

component of the mature small ribosomal subunit missing in state A. Its binding site overlaps with

that of DIM2, and its final positioning on the 40S subunits is thus directly dependent on the release

of DIM2. Importantly, addition of RPS26 was sufficient to stimulate in vitro cleavage of the 18S-E

pre-rRNA in RPS26 depleted pre-40S particles, and it increased cleavage efficiency in the presence

of ATP. While establishment of the full interaction of RIO1 with the head domain may provide a driv-

ing force to displace DIM2, RPS26 may potentiate its activity by competing with DIM2 binding. We

propose a model in which displacement of DIM2 upon RIO1 binding in its final position (correspond-

ing to state B) triggers the recruitment of RPS26 to the pre-40S particle, which in turn further displa-

ces DIM2 from cleavage site 3. This cooperative action of RIO1 and RPS26 would then lead to a

putative, probably short-lived cleavage-competent state (Figure 7), in which NOB1 can reach its

substrate and process the 30-end of the 18S rRNA. The status of ATP hydrolysis within RIO1 in this

state is not known, and thus marked as ‘ATP*’ in Figure 7. The release of ADP and dephosphoryla-

tion of phospho-aspartate pAsp341 would then trigger a conformational change within RIO1 allow-

ing its dissociation from pre-40S particles, as proposed for yeast Rio1 as well as other RIO kinases

family members (Ferreira-Cerca et al., 2014; Ferreira-Cerca et al., 2012; Knüppel et al., 2018;

Turowski et al., 2014). Along this view, RIO1 and RPS26 function as the two keys of a dual key lock

that ensures a strict control of the ultimate steps of 40S subunit maturation before entry in

translation.

Human 40S subunit precursors do not form 80S-like particles
In yeast, expression of the Rio1-D244A mutant (equivalent to human RIO1-D324A) was shown to

promote the accumulation of 80S-like particles, with which it co-purifies. In these 80S-like particles,

pre-40S particles containing unprocessed 20S pre-rRNA, the last precursor to the 18S rRNA in yeast,

are associated with large ribosomal subunits (Ferreira-Cerca et al., 2014; Turowski et al., 2014).

Such particles were also observed with a number of other mutations targeting late-acting small ribo-

somal subunit biogenesis factors (Lebaron et al., 2012; Parker et al., 2019; Scaiola et al., 2018;

Strunk et al., 2012) and were proposed to host the cleavage of the 20S pre-rRNA. Association of

late pre-40S particles with large ribosomal subunits might serve as a checkpoint to verify that they

are translation-competent after their final maturation (Lebaron et al., 2012; Strunk et al., 2012;

Turowski et al., 2014). In addition, yeast 80S-like particles containing 20S pre-rRNA have been

shown to be able to associate with polysomes and thus enter into the translating pool of ribosomes

(Belhabich-Baumas et al., 2017; Parker et al., 2019; Soudet et al., 2010), suggesting some permis-

siveness between final pre-40S maturation and translation initiation events. In stark contrast, we

found little evidence that human RIO1(kd)-StHA pre-ribosomal particles strongly associate with 60S

subunits, neither by proteomics and northern blot, nor by cryo-EM single-particle analysis. Our

results rather suggest that final rRNA maturation can occur within free pre-40S particles. Though

ribosome biogenesis appears globally conserved within eukaryotic species, substantial differences in

the pre-rRNA processing pathways, as well as in the dynamics of RBF association with pre-ribosomes

in mammals and yeast, have been demonstrated (for review, Cerezo et al., 2019; Henras et al.,

2015). The absence of 80S-like particles in late human pre-40S particles might constitute a signifi-

cant difference in the maturation pathway of human pre-ribosomal particles compared to yeast.

RIO1 probes tRNA translocation capacities of pre-40S particles
The function of RIO1 in the release of DIM2 and NOB1 echoes the roles that other NTPases play in

pre-ribosomal particle remodeling along the maturation pathway. Their nucleotide-hydrolyzing activ-

ity was shown to power the release of other RBFs, as well as their own release, contributing to the
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unidirectionality of the maturation (Hedges et al., 2005; Kargas et al., 2019; Knüppel et al., 2018;

Micic et al., 2020; Mitterer et al., 2019; Weis et al., 2015; Zemp et al., 2009). NTPases might also

have additional roles than conformational switches and probe the correct conformation of functional

sites. For example, proper formation of the peptidyl-transferase center (PTC) in the large subunit

may be checked by Nog2 and adjacent GTPases Nog1 and Nug1, which binds at or adjacent to the

PTC (discussed by Klinge and Woolford, 2019). RIO1 binds to the same place as RIO2, which pre-

vents premature engagement of pre-40S particles in translation by physically obstructing the mRNA

groove and tRNA interaction sites (Ameismeier et al., 2018; Heuer et al., 2017; Larburu et al.,

2016; Scaiola et al., 2018; Strunk et al., 2012). Furthermore, in the post-cleavage state B herein

described, 18S rRNA G1639 appears to lock the RIO1(kd) catalytic pocket in its ‘active’ conformation

(Ferreira-Cerca et al., 2014) through a pi-stacking interaction with phenylalanine F328 (Figure 3c).

Such an interaction does not seem to be established with RIO2, whose catalytic pocket is more dis-

tant from this guanosine (Ameismeier et al., 2018). The N7-methylated G1639 is universally con-

served and is involved in the correct positioning of tRNA in the P-site as well as its transfer to the

E-site thanks to a switch mechanism (Malygin et al., 2013; Selmer et al., 2006). Through its cycle of

association, ATPase hydrolysis, and subsequent dissociation from pre-40S particles, RIO1 might thus

act as a conformational and functional probe that assesses the tRNA translocation capacities of the

small subunit and couples triggering of the last maturation step to functional proofreading of the

ribosome.

Materials and methods

Key resources table

Reagent type
(species) or
resource Designation

Source or
reference Identifiers

Additional
information

Cell line
(Homo sapiens)

HEK293 FlpIn
T-REx HASt-
DIM2

(Wyler et al., 2011)
DOI: 10.1261/rna.2325911

Cell line
(Homo sapiens)

HEK293 FlpIn
T-REx HASt-
LTV1

(Wyler et al., 2011)
DOI: 10.1261/rna.2325911

Cell line
(Homo sapiens)

HEK293 FlpIn
T-REx RIOK1-
StHA

(Widmann et al., 2012)
DOI: 10.1091/mbc.E11-07-0639

Cell line
(Homo sapiens)

HEK293 FlpIn
T-REx RIOK1
(D324A)-StHA

(Widmann et al., 2012)
DOI: 10.1091/mbc.
E11-07-0639

Transfected
construct
(human)

si-RPS26 Eurogentec 50-GGACAAGGCCA
UUAAGAAA dTdT-30

Transfected
construct
(human)

si-EIF1AD Eurogentec 50-ACCGCAGAC
AGUAUCAUGAGA-30

Transfected
construct
(human)

si-control Eurogentec SR-CL000-005

Antibody Anti-DIM2 (rabbit polyclonal) (Zemp et al., 2009)
DOI: 10.1083/jcb.
200904048

WB(1:2000)

Antibody Anti-ENP1 (rabbit polyclonal) (Zemp et al., 2009)
DOI: 10.1083/jcb.
200904048

WB(1:5000)

Antibody Anti-HA-HRP (rabbit polyclonal) Sigma-Roche
Applied Science

Cat# MMS-101P
RRID:AB_2314672

WB(1:1000)

Continued on next page
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Continued

Reagent type
(species) or
resource Designation

Source or
reference Identifiers

Additional
information

Antibody Anti-NOB1 (rabbit polyclonal) (Zemp et al., 2009)
DOI: 10.1083/jcb.
200904048

WB(1:5000)

Antibody Anti-RIOK2 (rabbit polyclonal) (Zemp et al., 2009)
DOI: 10.1083/jcb.
200904048

WB(1:5000)

Antibody Anti-RPS26 (rabbit polyclonal) Genetex GTX131193-S WB(1:1000)

Antibody Anti-RPS19 (rabbit polyclonal) (This article) WB(1:5000)

Antibody Anti-EIF1AD (rabbit polyclonal) Proteintech 20528–1-AP WB(1:2000)

Sequence-
based
reagent

3018S probe (Larburu et al., 2016)
DOI: 10.1093/nar/gkw714

Northern blot probe,
50-GATCCTTCCG
CAGGTTCACCTACG-30

Sequence-
based
reagent

RNase H_3_Hyb1 (RNA/
DNA/RNA)

Eurogentec 50-UGUUACGAC
UUUUACTTCCUCU
AGAUAGUCAAGUUC-30

Sequence-
based
reagent

Lad_S oligo Eurogentec 50-TAATACGACTCA
CTATAGGCGTAGG
TGAACCTGCGGAA
GGATCATTAACGG
AGCCCGGAGGGCG
AGGGATGAAGATG
ATGAGCTCGGCAG
GTCCTGAGGAGTGATGA-30

Sequence-
based
reagent

Lad_AS oligo Eurogentec 50- AAGGTGAATCA
GCACTCAAGATCCT
CATCACTCCTCAGGACC-30

Sequence-
based
reagent

Ladder sequence This article 50-UAAUACGACUCAC
UAUAGGCGUAGG
UGAACCUGCGGA
AGGAUCAUUAACG
GAGCCCGGAGGGC
GAGGGAUGAAGAUG
AUGAGCUCGGCAGG
UCCUGAGGAGUGAU
GAGGAUCUUGAGUG
CUGAUUCACCUU-30

Cell culture and treatment with siRNA duplexes
HEK293 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal

bovine serum and 1 mM sodium pyruvate. HEK293 FlpIn TRex cell lines (Invitrogen, RRID:CVCL_

U427) and expressing HASt-DIM2, HASt-LTV1, RIO1(wt)-StHA, and RIO1(D324A)-StHA have been

described previously (Wyler et al., 2011). Cell lines used in this study were not further authenticated

after obtaining them from the indicated source. All cell lines were tested negative for mycoplasma

using MycoAlert test (Lonza). None of the cell lines used in this study were included in the list of

commonly misidentified cell lines maintained by International Cell Line Authentication Committee.

To knockdown expression of the corresponding human protein genes, siRNA duplex of RPS26

(50-GGACAAGGCCAUUAAGAAAdTdT-30) or EIF1AD (50-ACCGCAGACAGUAUCAUGAGA-30) (Euro-

gentec) was added at a final concentration of 500 nM to 100 mL of cell suspension (50 � 106 cells/

mL diluted in Na phosphate buffer, pH 7.25, containing 250 mM sucrose and 1 mM MgCl2). After

electrotransformation at 240 V, cells were plated and collected 48 hr later. Control cells were elec-

tro-transformed with a scramble siRNA. Knockdown efficiency of siRNAs was assessed by quantita-

tive PCR, using HPRT1 as an internal control.
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TAP purification of human pre-40S particles
To purify pre-ribosomal particles, the protocol described in Wyler et al., 2011 was adapted as fol-

lows: expression of N-terminally HASt-tagged or C-terminally StHA-tagged bait proteins in stable

HEK293 cells was induced with tetracycline (0.5 mg/mL) 24 hr prior to harvest. Cells were detached

with PBS containing 0.5 mM EDTA and lysed in lysis buffer (10 mM Tris–HCl, pH 7.6, 100 mM KCl, 2

mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% NP-40, supplemented with protease and phosphatase inhibitors) using

a dounce homogenizer. Lysed cells were centrifuged (4500 g, 12 min), and the lysate was incubated

with EZview Red Anti-HA Affinity Gel (Sigma-Aldrich) for 2 hr in an overhead shaker. For electron

microscopy studies, beads were washed six times with TAP buffer (20 mM Tris–HCl, pH 7.6, 100 mM

KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT) and eluted by incubation in TAP buffer supplemented with 0.2 mg/

mL HA peptide (Sigma-Aldrich). Eluates were washed and concentrated by Vivacon 2, 100 kDa

MWCO centrifugal devices (Sartorius). For subsequent analyses by silver staining, western

blotting, and mass spectrometry, beads were washed three times with TAP buffer and bound mate-

rial was eluted with SDS sample buffer.

Protein digestion and nano-LC–MS/MS analysis
Analysis of RIO1(kd)-StHA particles composition
Following TAP purification, 100 mL of concentrated RIO1 pre-40S particles, corresponding to 3.5 mg

of protein, was reduced by incubation for 5 min at 95˚C with 5 mL of Laemmli buffer containing 30

mM DTT and then alkylated with 90 mM iodoacetamide for 30 min at room temperature in the dark.

The reduced/alkylated sample was then loaded onto SDS–PAGE gel (stacking 4% and separating

12% acrylamide). For one-shot analysis of the entire mixture, no fractionation was performed, and

the electrophoretic migration was stopped as soon as the protein sample entered the separating gel

as one single band. The proteins, revealed with Instant Blue (Expedeon) for 20 min, were found in

one blue band of around 5 mm width. Single slice containing the whole sample was cut and washed

before the in-gel digestion of the proteins overnight at 37˚C with a solution of modified trypsin

(sequence grade, Promega, Charbonnières, France). The resulting peptides were extracted from the

gel by one round of incubation (15 min, 37˚C) in 1% formic acid–acetonitrile (40%) and two rounds of

incubation (15 min each, 37˚C) in 1% formic acid–acetonitrile (1:1). The extracted fractions were air-

dried. Tryptic peptides were resuspended in 14 mL of 2% acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid

(TFA). Nano-LC-MS/MS analysis was performed in duplicate injections using an Ultimate 3000

nanoRS system (Dionex, Amsterdam, The Netherlands) coupled with an LTQ-Orbitrap Velos mass

spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) operating in positive mode. Five microli-

ters of each sample was loaded onto a C18-pre-column (300 mm inner diameter � 5 mm) at 20 mL/

min in 2% ACN, 0.05% TFA. After 5 min of desalting, the pre-column was switched online with the

analytical C18 nanocolumn (75 mm inner diameter � 15 cm, packed in-house) equilibrated in 95%

solvent A (5% ACN, 0.2% FA) and 5% solvent B (80% ACN, 0.2% FA). Peptides were eluted by using

a 5–50% gradient of solvent B for 105 min, at a flow rate of 300 nL/min. The LTQ-Orbitrap Velos was

operated in data-dependent acquisition mode with the XCalibur software. Survey scans MS were

acquired in the Orbitrap, on the 300–2000 m/z (mass to charge ratio) range, with the resolution set

to a value of 60,000 at m/z 400. Up to 20 of the most intense multiply charged ions (>2+) per survey

scan were selected for CID (collision-induced dissociation) fragmentation, and the resulting frag-

ments were analyzed in the linear ion trap (LTQ). Dynamic exclusion was used within 60 s to prevent

repetitive selection of the same peptide.

Analysis of RIO1(kd)-StHA particles composition upon RPS26 depletion
Each protein sample corresponding to RIO1(kd)-StHA pre-40S particles purified from RPS26

depleted cells and control cells (64 and 94 mg of proteins in 300 mL of 40 mM Tris–HCl, 4% SDS,

respectively) was reduced with 6 mL of 1 M DTT (20 mM final) during 10 min at 95˚C under agitation,

cooled to room temperature, and alkylated with 19 mL of 1 M iodoacetamide (60 mM final) during

30 min in the dark. Then, each sample was digested with trypsin using the S-Trap Micro spin column

protocol (Protifi, Huntington, NY) according to the manufacturer’s instructions (HaileMariam et al.,

2018). The pooled digested peptide extracts were dried down and resuspended with 0.05% TFA in

2% ACN at a concentration of 3.8 mg/mL, vortexed, and sonicated for 10 min before injection. Pepti-

des samples were analyzed in triplicate injections using an UltiMate 3000 RSLCnano LC system
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(ThermoScientific, Dionex) coupled with an Orbitrap Fusion Tribrid mass spectrometer (Thermo Sci-

entific, Bremen, Germany) operating in positive mode. Five microliters of each sample were loaded

onto a 300 mm ID � 5 mm PepMap C18 pre-column (Thermo Scientific, Dionex) at 20 mL/min in 2%

ACN, 0.05% TFA. After 5 min of desalting, peptides were on-line separated on a 75 mm ID � 50 cm

C18 column (in-house packed with Reprosil C18-AQ Pur 3 mm resin, Dr. Maisch; Proxeon Biosystems,

Odense, Denmark) equilibrated in 95% of buffer A (0.2% formic acid [FA]), with a gradient of 5% to

25% of buffer B (80% ACN, 0.2% FA) for 75 min and then 25–50% for 30 min at a flow rate of 300

nl/min. The instrument was operated in data-dependent acquisition mode using a top-speed

approach (cycle time of 3 s). Survey scans MS were acquired in the Orbitrap over 400–2000 m/z with

a resolution of 120,000 (at 200 m/z), an automatic gain control (AGC) target value of 4e5, and a max-

imum injection time of 50 ms. Most intense multiply charged ions (2 + to 7+) per survey scan were

selected at 1.6 m/z with quadrupole and fragmented by higher energy collisional dissociation (HCD).

The monoisotopic precursor selection was turned on, the intensity threshold for fragmentation was

set to 50,000, and the normalized collision energy was set to 35%. The resulting fragments were ana-

lyzed in the Orbitrap with a resolution of 30,000 (at 200 m/z), an AGC target value of 5e4, and a

maximum injection time of 60 ms. Dynamic exclusion was used within 60 s with a 10 ppm tolerance,

to prevent repetitive selection of the same peptide. For internal calibration the 445.120025 ion was

used as lock mass.

Bioinformatic MS data analysis
Mascot (Mascot server v2.6.1; http://www.matrixscience.com) database search engine was used for

peptide and protein identification using automatic decoy database search to calculate a false discov-

ery rate (FDR). MS/MS spectra were compared to the SwissProt H. sapiens database (supplemented

with the sequence of the D324A RIO1 mutant). MS mass tolerance was set at 5 ppm and MS/MS

mass tolerance was set at 0.8 Da and 0.02 Da for data acquired on LTQ-Orbitrap Velos and Orbitrap

Fusion Tribrid mass spectrometers, respectively. The enzyme selectivity was set to full trypsin with

two missed cleavages allowed. Protein modifications were fixed carbamidomethylation of cysteines,

variable phosphorylation of serine, threonine and tyrosine, variable oxidation of methionine, variable

acetylation of protein N-terminus. Proline software (Bouyssié et al., 2020) was used for the valida-

tion and the label-free quantification of identified proteins in each sample. Mascot identification

results were imported into Proline. Search results were validated with a peptide rank = 1 and at 1%

FDR both at PSM level (on adjusted e-value criterion) and protein set level (on modified Mudpit

score criterion). Label-free quantification was performed for all proteins identified: peptides were

quantified by extraction of MS signals in the corresponding raw files, and post-processing steps

were applied to filter, normalize, and compute protein intensities. For analysis of RIO1(kd)-StHA pre-

40S particles composition, protein abundances were summarized in iBAQ values by dividing the pro-

tein intensities by the number of observable peptides (Schwanhäusser et al., 2011). Proteins with a

ratio of observed peptide sequences over observable peptide sequences inferior to 30% were fil-

tered out. Additionally, only the two most intense iBAQ logs (1E6 to 1E8) were represented in Fig-

ure 1, Figure 1—figure supplement 2. For analysis of RIO1(kd)-StHA pre-40S particle composition

upon RPS26 depletion, after log2-transformation of the data, an unpaired two-tailed Student’s t-test

was performed and proteins were considered significantly enriched when their absolute log2-trans-

formed fold change was higher than two and their p-value lower than 0.01. A volcano plot was

drawn to visualize significant protein abundance variations between the two compared conditions

and represents �log10 (p-value) according to the log2 ratio (Figure 5—figure supplement 1).

Grid preparation and cryo-EM images acquisition
Cryo-EM grids were prepared and systematically checked at METI, Toulouse. Immediately after glow

discharge, 3.5 mL of purified hRIO1(kd)-StHA particles (with RNA concentrations of ~60 ng/mL as esti-

mated by Nanodrop measurement) was deposited onto QUANTIFOIL holey carbon grids (R2/1, 300

mesh with a 2 nm continuous layer of carbon on top). Grids were plunge-frozen using a Leica EM-GP

automat; temperature and humidity level of the loading chamber were maintained at 20˚C and 95%,

respectively. Excess solution was blotted with a Whatman filter paper no. 1 for 1.7–1.9 s, and grids

were immediately plunged into liquid ethane (�183˚C).
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Images were recorded on a Titan Krios electron microscope (FEI, ThermoFisher Scientific) located

at EMBL, Heidelberg, Germany. The cryo-electron microscope was operating at 300 kV and was

equipped with a Gatan K2 summit direct electron detector using counting mode. Automatic image

acquisition was performed with SerialEM, at a magnification corresponding to a calibrated pixel size

of 1.04 Å and a total electron dose of 29.88 e-/Å2 over 28 frames. Nominal defocus values ranged

from �0.8 mm to �2.8 mm.

Single-particle analysis
Nine thousand four hundred and ninety-four stacks of frames were collected at EMBL. Frame stacks

were aligned to correct for beam-induced motion using MotionCor2 (Zheng et al., 2017). Contrast

transfer function (CTF) and defocus estimation were performed on the realigned stacks using

CTFFIND4 (Rohou and Grigorieff, 2015). After selection upon CTF estimation quality, maximum

resolution on their power spectra, and visual checking, ‘good’ micrographs were retained for further

analysis. The 2,126,610 particles were automatically picked and then extracted in boxes of 384 �

384 pixels, using the RELION 3.0 Autopick option. All subsequent image analysis was performed

using RELION 3.0 (Zivanov et al., 2018; Figure 2—figure supplement 1). A first 2D classification

was performed (on particles images binned by a factor of 8) to sort out ill-picked and methylosome

particles. The 1,287,445 remaining particles were binned by a factor of 4 and subjected to a 3D clas-

sification in five classes, using the 40S subunit atomic model derived from the human ribosomal 3D

structure (PDB-ID 6EK0) (Natchiar et al., 2018) low-pass filtered to 60 Å, as initial reference. One

class harbored full 40S morphology and good level of details. The 484,429 particles from this class

were re-extracted without imposing any binning factor, and a consensus 3D structure was obtained

using RELION’s 3D auto-refine option, with an overall resolution of 2.9 Å for FSC = 0.143 according

to gold-standard FSC procedure. Particles were then submitted to focused 3D classifications with

signal subtraction around the platform domain, to remove information coming from the body and

head of the pre-40S particles, according to Scheres, 2016. Two of the five 3D classes yielded recon-

structions with clear features. The first one, hereafter named state A, contained 104,844 particles

and was further auto-refined to 3.1 Å resolution according to gold-standard FSC procedure; the sec-

ond one (state B) comprised 276,012 particles and was auto-refined to 2.9 Å resolution. Subse-

quently, particles corresponding to the states A and B ‘platform only’ classes were retrieved from

the dataset without signal subtraction and submitted to auto-refinement, yielding maps of ‘full’

states A and B particles solved to 3.22 and 2.96 Å, respectively (Figure 2—figure supplement 1b,

c). Because significant motion of the head and platform regions compared to the body was

observed, multi-body refinement (Nakane et al., 2018) was performed for both states by dividing

pre-40S particles in three main domains: body, head, and platform. Multi-body refinement of state A

gave rise to body, head, and platform domains solved to 3.14, 3.17, and 3.30 Å, respectively, after

post-processing, while that of state B yielded resolutions of 2.98, 2.96, and 2.98 Å for the body,

head, and platform regions, respectively (Figure 2—figure supplement 1c). Local resolution of all

cryo-EM maps was estimated using the ResMap software (Kucukelbir et al., 2014; Figure 2—figure

supplement 2).

Interpretation of cryo-EM maps
Atomic models of pre-40S particle (PDB-ID 6G51) (Ameismeier et al., 2018) or the mature 40S sub-

unit (PDB-ID 6EK0) (Natchiar et al., 2018) were first fitted in the cryo-EM maps of interest as rigid

body using the ‘fit’ command in UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Body, head, and platforms

domains were modeled separately in the post-processed multi-body ‘bodies’ maps and then

adapted to the composite full maps to generate whole atomic models using UCSF Chimera and

Coot (Emsley et al., 2010).

Final atomic models of states A (pre-cleavage) and B (post-cleavage) pre-40S particles were

refined using REFMAC5 (Murshudov et al., 2011) and Phenix_RealSpace_Refine (Adams et al.,

2010), with secondary structure restraints for proteins and RNA generated by ProSMART

(Nicholls et al., 2014) and LIBG (Brown et al., 2015). Final model evaluation was done with MolPro-

bity (Chen et al., 2010). Overfitting statistics were calculated by a random displacement of atoms in

the model, followed by a refinement against one of the half-maps in REFMAC5, and Fourier shell
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correlation curves were calculated between the volume from the atomic model and each of the half-

maps in REFMAC5 (Supplementary file 1).

Maps and models visualization was done with Coot and UCSF Chimera; figures were created

using UCSF Chimera and ChimeraX (Goddard et al., 2018).

RNase H digestion assay and RNA analysis
For RNase H digestion assays, 250 ng of pre-40S purified RNAs were denatured at 95˚C for 6 min

with a RNA/DNA/RNA reverse probe hybridizing in the 30-end of 18S rRNA (probe RNaseH_3_Hyb1:

50-UGUUACGACUUUUACTTCCUCUAGAUAGUCAAGUUC-30; 0.5 mL at 100 mM). After annealing by

cooling down to room temperature for 20 min, the reaction mixture was diluted to 30 mL with a reac-

tion mix containing 1X RNase H reaction buffer, 25 mM DTT, 0.5 U/l RNasin (Promega), and 50 U

RNase H (New England Biolabs), and incubated at 37˚C for 30 min. The reaction was then blocked

by addition of 0.3 M sodium acetate, pH 5.2 and 0.2 mM EDTA, and the RNAs were recovered by

ethanol precipitation after phenol–chloroform–isoamylalcohol (25:24:1) extraction.

RNAs were then separated on a 12% polyacrylamide gel (19:1) in 1X TBE buffer containing 7 M

urea. RNAs were transferred to Hybond N + nylon membrane (GE-Healthcare, Orsay, France) and

crosslinked under UV light. Membrane pre-hybridization was performed at 45˚C in 6X SSC (saline-

sodium citrate), 5X Denhardt’s solution, 0.5% SDS, and 0.9 mg/mL tRNA. The 50-radiolabeled oligo-

nucleotide probe 3018S (50-GATCCTTCCGCAGGTTCACCTACG-30) was added after 1 hr and incu-

bated overnight at 45˚C. Membranes were washed twice for 10 min in 2X SSC and 0.1% SDS and

once in 1X SSC and 0.1% SDS, and then exposed. Signals were acquired with a Typhoon Trio Phos-

phorImager and quantified using the ImageLab software.

The RNA ladder corresponds to a 131 nucleotides sequence comprising the 3’18S probe and the

T7 promoter sequence (Supplementary file 1). Using the oligonucleotides Lad_S and Lad_AS

(Supplementary file 1), the DNA template for the RNA ladder was produced by PCR. Then, RNA

was synthesized by in vitro transcription of the PCR products using the T7 RNA polymerase (Prom-

ega kit). Then, alkaline hydrolysis was performed on 500 ng of the synthesized RNA incubated in 50

mM sodium carbonate, pH 10.3, 1 mM EDTA for 5 min at 95˚C.

Overexpression and purification of hRPS26-His
hRPS26-HisTag construct was cloned into pET29b vector using NdeI/KpnI (GenScript). Escherichia

coli BL21-CodonPlus (DE3) strain carrying pET29b-hRPS26-HisTag was induced by addition of 0.5

mM IPTG and incubated O.N at 20˚C. Cells were pelleted and lysed by sonication in 20 mM HEPES,

50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% glycerol, 20 mM Imidazole, and (EDTA)-free protease inhibitor

(cOmpleteTM, Roche). The extract was treated with 750 U of Benzonase 30 min at room tempera-

ture under agitation and then clarified by centrifugation and filtration (0.22 mm). The recombinant

protein was purified from the soluble fractions using FPLC (fast protein liquid chromatography,

Äkta-Basic, GE-Healthcare), by a nickel-attached HiTrap chelating column (HisTrap 1 mL, GE-Health-

care) with a linear gradient of 20–500 mM imidazole. The eluted fractions containing His-tagged pro-

teins were pooled, dialyzed, and concentrated on Amicon 10 kDa MWCO centrifugal

devices (Sartorius) with dialysis buffer (50 mM Tris–HCl [pH 7.5], 0.1% Triton, 1 mM DTT, 10% glyc-

erol, 5 mM MgCl2). The purity of the protein was finally checked by SDS–PAGE 12% followed either

by Coomassie blue staining or by western blot (Figure 6—figure supplement 2).

In vitro pre-ribosome maturation assay
The method of pre-40S particle purification described above was followed, and instead of elution,

beads were then washed three times with 1 mL of TAP buffer. Most of the supernatant was dis-

carded, and 50 mL of buffer X (50 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1%

Triton, and 10% glycerol) added to the beads (suspended in approx. 20 mL of remaining TAP buffer)

to reach a final volume of 70 mL. Nucleotides at a final concentration of 1 mM and/or 2 mg of

hRPS26 were added when required. Reactions were incubated at 37˚C for 1 hr, and RNAs were then

immediately extracted with Tri Reagent.
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Figure 1. Label-free bottom-up proteomic analysis of RIO1(kd)-StHA co-purified proteins. The most intense proteins (first two logs) with an observed/

observable peptide ratio > 30% are displayed and color coded as indicated on the graph. Three independent experimental replicates were performed.

This plot represents iBAQs (intensity-based absolute quantification) of experimental replicate 1 (iBAQ1) against experimental replicate 2 (iBAQ2). The

iBAQ value is obtained by dividing protein intensities by the number of theoretically observable tryptic peptides (Schwanhäusser et al., 2011). Other

plots are displayed in Figure 1—figure supplement 2. Of note, USP16, which was recently identified as a key player in both ribosome biogenesis and

translation (Montellese et al., 2020), was also identified among RIO1(kd)-StHA proteic partners. It ranked at the 62th position when quantifying

proteins based on their normalized abundances and at the 98th position when quantifying proteins based on their iBAQs (see the PRIDE repository

[Perez-Riverol et al., 2019]; dataset identifier: PXD019270).
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Figure 1—figure supplement 1. Purification of RIO1(kd)-StHA-containing particles. (a) RIO1(kd)-StHA purification products analyzed by SDS–PAGE

followed by silver staining. (b) Northern blot analysis of the RNA content of the RIO1(kd)-StHA pre-40S particles (right lanes) compared to fibroblast

total RNA (left lanes), revealed with 5’ITS1, ITS1-5.8S, ITS2, and 18S + 28S probes (0.2 mg/lane).
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Figure 1—figure supplement 2. Label-free bottom-up proteomic analyses of RIO1(kd)-StHA co-purified proteins. All plotted proteins harbor an

observed/observable peptide ratio > 30%; names of proteins with the 75 highest ratios are displayed, with color codes as indicated on Figure 1. (a)

Figure 1—figure supplement 2 continued on next page
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Figure 1—figure supplement 2 continued

iBAQs of experimental replicate 1 (iBAQ1) against experimental replicate 3 (iBAQ3). (b) iBAQs of experimental replicate 2 (iBAQ2) against experimental

replicate 3 (iBAQ3).
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Figure 2. Cryo-EM and single-particle analysis reveal two distinct structural states, pre- (state A) and post- (state B) 18S-E rRNA cleavage. Surface views

of cryo-EM maps of RIO1(kd)-StHA pre-40S particles in structural state A (left) and state B (right). Ribosomal proteins, rRNA segments, and RBFs of

interest have been segmented and colored as indicated on the figure. Image processing details are shown in Figure 2—figure supplements 1 and 2.
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Figure 2—figure supplement 1. Cryo-EM image processing scheme. (a) Single-particle analysis strategy applied for obtaining the states A and B RIO1

(kd)-StHA structures. (b) States A (left) and B (right) cryo-EM maps and Euler angle distribution as seen along the interface side. (c) Gold-standard FSC

curves for the various cryo-EM maps obtained for states A (left) and B (right).
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Figure 2—figure supplement 2. Details of the cryo-EM structures/model validation. (a) Composite post-processed maps of state A (left) and state B

(right) colored according to local resolution estimations calculated by the Resmap program (Kucukelbir et al., 2014). (b) Validation of the atomic

Figure 2—figure supplement 2 continued on next page

Plassart, Shayan, et al. eLife 2021;10:e61254. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.61254 9 of 24

Research article Chromosomes and Gene Expression Structural Biology and Molecular Biophysics

https://doi.org/10.7554/eLife.61254


Figure 2—figure supplement 2 continued

models derived from the cryo-EM maps of hRIO1(kd)-StHA pre-40S particles: model to map Fourier Shell Correlation estimation calculated by

Molprobity for state A (left) and state B cryo-EM data. (c, d) Details of the atomic models of state A (left) and state B pre-40S particles showing 18S

rRNA helix 27 (c) and N-terminal domain of RPS23 (d); cryo-EM map density is represented by a gray mesh.
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Figure 3. Structural details of RIO(kd)-StHA pre-40S particles. (a) The upper part of 18S rRNA helix h44 is in an immature position in structural state A.

The cryo-EM density map corresponding to this helix has been segmented (beige density); the atomic model of rRNA h44 in structural state A is

represented in golden; superimposed 18S rRNA h44 as found in structural state B and in the mature 40S subunit (PDB 6EK0 Natchiar et al., 2018) are

in green and blue, respectively. (b) Close-up on the platform domain of structural state A. Segmented cryo-EM density corresponding to 18S-E pre-

rRNA is shown as a grey mesh. The 30-end of the mature 18S rRNA (nucleotides 1865–1869) is shown in black, while A1870 in the ITS1 is in red. The 18S

rRNA is otherwise shown as a gray ribbon. DIM2 is in orange; RPS3a is in turquoise. NOB1 was removed from this representation for the sake of clarity.

(c) The catalytic pocket of RIO1 is in an ‘active’ state within structural state B pre-40S particles, and carries an ADP and a phospho-aspartate (pD341).

The cryo-EM density corresponding to ADP, p-Asp, and magnesium is shown as a green mesh. RIO1 is shown in green; ADP in dark gray, Mg2+ in dark

violet, and 18S rRNA G1639 closing RIO1 catalytic domain by a pi-stacking interaction (yellow dashed line) with RIO1 Phe 328 in light gray. (d) Close-up

on the platform domain of structural state B. Segmented cryo-EM density corresponding to 18S rRNA 30-end is shown as a light gray mesh. 18S rRNA

30-end (nucleotides 1865–1869) is shown in black, while otherwise as gray ribbon. RPS26 is in magenta and RPS3a in turquoise.
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Figure 3—figure supplement 1. Details of the structural analysis of hRIO1(kd)-StHA pre-40S particles. (a) Low-pass filtered cryo-EM map of state A

reveals a density on the intersubunit side under the beak (colored in magenta), which can unambiguously accommodate the atomic structure of TSR1

(ribbons colored in magenta; atomic model from Ameismeier et al., 2018, PDB-ID 6G18). (b) RIO1 replaces RIO2 on the back of the head of pre-40S

particles. (Left) Atomic model of intermediate cytoplasmic pre-40S particle (state C of Ameismeier et al., 2018, PDB-ID 6G18) featuring RIO2,

displayed in dark green. The upper part of rRNA helix h44 is lifted from the rest of the body, allowing the C-terminal domain of RIO2 as well as a

domain of LTV1 (yellow) to be deeply inserted within the pre-40S particle. (Middle) Atomic model of state B of hRIO1(kd)-StHA pre-40S particles. RIO1

is shown in light green. The upper part of rRNA helix h44 is close to the rest of the particle, preventing the C-terminal domain of RIO1 to occupy this

region. (Right) Superimposition of RIO2 (dark green) and RIO1 as found on the two pre-40S particles herein presented.
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Figure 3—figure supplement 2. RIO1(kd) carries an hydrolyzed ATP in its catalytic site. (a) Cryo-EM density map (blue-gray mesh) of the catalytic site

of RIO1 (green) fitted with an ATP molecule (gray/orange). The arrowhead shows the y-phosphate moiety sticking out of the EM density. (b) Same area

of the cryo-EM map, this time fitted with an ADP (gray/orange) and a phospho-aspartate (p-Asp 341) carried by RIO1.
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Figure 4. Late RIO1(kd)StHA pre-40S particles contain a high proportion of mature 18S rRNA. (a) Diagram representing steps of the pre-40S rRNA

digestion by RNase H. (b) RNase H assays were performed on RNAs extracted from pre-40S particles purified with the mentioned StHA-tagged bait

and separated on a 12% polyacrylamide gel. The 18S rRNA and its precursors were revealed by the 3018S radiolabeled probe. Bands are separated with

single nucleotide resolution, as shown in Figure 4—figure supplement 1. (c) Signals corresponding to the 18S-E and 18S rRNAs were quantified by

phosphorimaging and represented by the 18S/(18S + 18S-E) ratio for the different purified pre-40S particles. The average of three independent

experiments is shown, with the standard deviation indicated on top of the histogram.
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Figure 4—figure supplement 1. Assessment of the size of the ITS1 in purified pre-40S particles. Comparison of

RNAse H digestion and alkaline hydrolysis assays shows nucleotide resolution between bands. (Left) RNase H

digestion of rRNAs from pre-40S particles purified using a HASt-tagged version of LTV1 as bait (HASt-LTV1).

Figure 4—figure supplement 1 continued on next page
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Figure 4—figure supplement 1 continued

(Right) Alkaline hydrolysis (OH� ladder) of an RNA molecule containing the 18S-ITS1 sequence recognized by the

3018S probe at its 50 end (see Supplementary file 1). The samples were fractionated on a 12% polyacrylamide gel,

and northern blot was probed with the 3018S probe.
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Figure 5. RPS26 is required for rRNA cleavage at site 3 as well as NOB1 and DIM2 release. HEK cell lines expressing tagged version of LTV1, the

catalytically inactive RIO1-D324A (RIO1 (kd)) or wild-type RIO1 (RIO1(wt)) were treated with scramble or RPS26 siRNAs for 48 hr. (a) RNase H assays were

Figure 5 continued on next page
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Figure 5 continued

conducted as in Figure 4 on rRNAs of pre-40S particles purified with the mentioned StHA-tagged bait, either from RPS26-depleted or from control

cells (scramble siRNA). (b) Signals corresponding to the 18S-E and 18S rRNA detected in (a) were quantified and represented as the 18S/(18S + 18S-E)

ratio for the different pre-40S particles. Error bars, s.d. (n = 3) (c) Cell extracts and purified particles were analyzed by western blot using the indicated

antibodies. (d) Bands corresponding to DIM2 and NOB1 (in the eluates) were quantified, corrected for pre-40S particle loading (using RPS19) and

normalized to the control condition (set to 1). Error bars, s.d. (n = 3).
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Figure 5—figure supplement 1. Comparative proteomics of RIO1(kd)-StHA particles composition upon RPS26 depletion. The Volcano plot shows in

abscissa the fold change of protein abundance (siRPS26/control pre-40S particles), and in ordinate the statistical significance of the differential

expression of a given protein (p-value of a t-test). The diameters of the dots are proportional to the mean IBAQ value calculated for each protein.

Upper left (blue lining) and right (magenta lining) quadrants of the plots reveal proteins that are significantly up- or down-regulated within RIO1(kd)-

StHA purified particles upon RPS26 depletion, respectively.
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Figure 5—figure supplement 2. Western blot analysis of EIF1AD association to pre-40S particles upon depletion of RPS26. (a) Cell extracts and

purified particles were analyzed by western blot using the indicated antibodies. (b) Bands corresponding to NOB1, DIM2, and EIF1AD (in the eluates)

were quantified, corrected for pre-40S particle loading (using RPS19), and normalized to the control condition (set to 1). Error bars, s.d. (n = 3).
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Figure 6. In vitro cleavage of the 18S-E pre-rRNA within pre-40S particles is stimulated by ATP addition. HEK cell lines expressing tagged versions of

wild-type RIO1 ‘RIO1(wt)’ or of the catalytically inactive ‘RIO1(kd)’ were treated with RPS26 siRNAs for 48 hr to enrich particles in state A. Pre-40S

particles were purified and incubated for 1 hr in buffer alone (mock condition) or in the presence of either 1 mM ATP, 1 mM AMP-PNP, 2 mg of RPS26,

or 2 mg of RPS26 plus 1 mM ATP. (a) RNAse H assays were performed on the RNAs extracted from the particles. (b) The variation of cleavage efficiency

upon addition of ATP or AMP-PNP is indicated by the 18S/(18S + 18S-E) ratio. The data correspond to five independent experiments. Statistical analysis

was performed with a unilateral paired Wilcoxon test (‘sample greater than mock’) indicating p-values of 0.031 for all samples. (c) The variation of

cleavage efficiency upon addition of ATP and/or RPS26 is indicated by the 18S/(18S + 18S-E) ratio. The data correspond to three to six independent

measurements for each point. Statistical analysis was performed with a unilateral unpaired Wilcoxon test (‘sample greater than mock’ or ‘+RPS26+ATP

greater than +RPS26’).
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Figure 6—figure supplement 1. Superimposition of atomic models of states A and B reveals overlapping

distances (gray lines) between atoms of Proline 351 from RIO1 (green) and of Arginine 247 from DIM2 (orange).

RPS5, which seems to be repositioned upon association of RIO1/dissociation of DIM2 from the pre-40S particle, is

shown in violet (state A) or white (state B).
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Figure 6—figure supplement 2. Purification of recombinant hRPS26-His. hRPS26-His purification analyzed by

SDS–PAGE followed by Coomassie blue staining or western blot.
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3. Bilan et Perspectives 

Cette analyse structure/fonction nous a permis de caractériser avec précision les 

mécanismes moléculaires impliqués dans le déclenchement de la dernière étape de maturation de 

l’ARNr 18S par NOB1. Le rôle de la protéine ribosomique RPS26 et sa coopération avec l’ATPase 

RIO1 a pu être décrit. Mon travail m’a permis de mettre en place et réaliser l’ensemble des 

expériences fonctionnelles présentées dans cet article. Parmi ces données fonctionnelles, j’ai 

d’ailleurs pu, pour la première fois, mettre au point des expériences de clivage in vitro sur des 

particules pré-ribosomiques humaines. Ces expériences de clivage in vitro nous ont permis 

d’accéder à des informations clés sur le rôle de l’ATPase RIO1 et de RPS26 durant la maturation 

de l’ARNr 18S.    

L’analyse structurale de particules pré-ribosomiques par cryo-EM est un champ de 

recherches très récent, et en plein essor. Les premières structures 3D haute résolution de 

particules pré-ribosomiques ont été publiées il y a environ 5 ans (Heuer et al., 2017; Kater et al., 

2017; Scaiola et al., 2018; Wu et al., 2016).  Du fait de la nouveauté de la technique et du sujet, les 

mécanismes proposés dans ces publications se basaient principalement sur les structures 

obtenues, et n’étaient que peu étayés par des analyses fonctionnelles. Dans notre cas, il nous a 

paru essentiel d’approfondir nos données structurales par des données fonctionnelles, afin de 

pouvoir proposer un modèle au plus proche de ce qui peut se passer dans la cellule. Ceci préfigure 

peut-être que la « simple » détermination de structure 3D par cryo-EM ne suffira plus pour publier 

dans des revues à fort impact. 

Après la publication de cet article, j’ai tenté de compléter les données fonctionnelles 

concernant le facteur EIF1AD. Pour rappel, EIF1AD est retrouvé dans nos analyses de 

spectrométrie de masse après purification des particules pré-40S avec RIO1(kd), mais nous 

n’avons jamais pu voir ce facteur dans nos structures 3D. Une étude structurale très similaire à la 

nôtre, mais menée sur un nombre de particules bien plus élevé, a permis de visualiser la position 

d’EIF1AD sur des particules pré-40S tardives purifiées via RIO1(kd). Des analyses 

d’immunofluorescence dans des conditions de pertes de fonction suggèrent qu’EIF1AD serait un 

facteur de maturation de la petite sous-unité ribosomique, jamais identifié jusqu’alors 

(Ameismeier et al., 2020). Pour aller plus loin sur le rôle putatif d’EIF1AD dans la biogenèse de la 

petite sous-unité 40S nous avons voulu déterminer si EIF1AD était associé aux particules pré-40S 

tardives, ou plus spécifiquement à RIO1. Pour cela, j’ai réalisé, en complément des expériences 

réalisées dans l’article, des immunoprécipitations (IP) en utilisant l’anticorps α-EIF1AD. Les 

analyses en western blot montrent que seul RIO1 est immunoprécipité avec eIF1AD, et qu’aucune 
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des protéines ribosomiques testées n’est immunoprécipitée. L’interaction d’EIF1AD se ferait donc 

plus spécifiquement avec RIO1, et non directement avec la particule pré-40S. Ce résultat pose la 

question de savoir si EIF1AD a réellement un rôle dans la maturation de la petite sous-unité 

ribosome en tant que facteur de maturation ou est retrouvé dans ce processus via son interaction 

avec RIO1. RIO1 est connu pour appartenir à plusieurs complexes macromoléculaires dont le 

méthylosome (Widmann et al., 2012), une interaction forte entre RIO1 et eIF1AD influant sur 

l’association de RIO1 aux particules pré-ribosomiques n’est donc pas à exclure.  

En perspective de ce projet, il serait intéressant de pouvoir décrire les mécanismes 

moléculaires qui permettent à RIO1 de venir s’associer aux pré-40S. En effet, on a vu dans cette 

étude, grâce aux structures cryo-EM, que RIO1 était positionnée à la même place que RIO2 sur la 

particule pré-40S. On peut alors se demander comment l’échange entre les deux protéines se fait, 

est-ce que RIO2 se dissocie des pré-40S ce qui laisse ensuite la place à RIO1. Ou faut-il une 

coopération entre RIO2 et RIO1 qui permettrait de déclencher le relargage de RIO2 et l’association 

consécutive de RIO1 ?  
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II. Caractérisation structurale et fonctionnelle de ribosomes mutants 

RPS15-P131S, “oncoribosomes”  

Comme indiqué en introduction, de nombreuses mutations somatiques de protéines 

ribosomiques ont récemment été identifiées comme responsables de l’apparition de cancers 

(pour revue, (Sulima et al., 2017)). Par exemple, le gène codant pour la protéine ribosomique 

RPS15 est muté dans de nombreux cas de formes agressives de leucémies lymphoïdes chroniques 

(CLL). De manière intéressante, ces mutations sont retrouvées sur la partie C-terminale de RPS15, 

cette extrémité C-ter est spécifique des eucaryotes. Au sein de ce domaine, les résidus Proline 131 

(Pro131), Histidine 137 (His137) et Sérine 138 (Ser138) sont ceux qui sont le plus hautement 

mutés dans les cas de CLL (Bretones et al., 2018). Les auteurs de cet article ont également étudié 

l’effet de la surexpression de cette protéine mutée sur des cellules humaines. D’une part, la 

mutation réduirait la stabilité de la protéine, ce qui pourrait impacter sa disponibilité pour 

s’incorporer dans des ribosomes fonctionnels. D’autre part, la fraction de RPS15 mutées inclue 

dans les ribosomes fonctionnels diminuerait la fidélité de la traduction, et altère globalement le 

protéome cellulaire. Ces observations sont étayées par une étude structurale récente, qui a 

montré le positionnement de l’extrémité C-terminale de la protéine RPS15 dans le site de 

décodage, et souligné son rôle dans l’élongation de la traduction (Bhaskar et al., 2020). Dans cet 

article il est proposé que la partie C-Ter de RPS15 permette le maintien de l’ARNt-aa « cognate » 

sur le codon de l’ARNm durant son accommodation dans le site A du ribosome. L’extrémité C-

terminale de RPS15 interviendrait dans le maintien du cadre de lecture et donc dans le maintien 

de la fidélité de la traduction. 

De plus, la protéine RPS15 est aussi nécessaire à l’export de la petite sous-unité pré-40S 

durant la biogenèse des ribosomes (Léger-Silvestre et al., 2004; O’Donohue et al., 2010; Rouquette 

et al., 2005).  

La deuxième partie de ma thèse s’inscrit pleinement dans ce contexte. J’ai débuté ce projet, 

qui est également nouveau pour l’équipe, il y a environ un an. Mon but est de comprendre l’impact 

de mutations présentes sur RPS15 sur la synthèse protéique par les ribosomes, mais également 

sur les processus de biogenèse du ribosome dans ces conditions mutantes et oncogéniques. Je me 

suis intéressée plus particulièrement à l’étude de l’effet de la mutation ponctuelle P131S, car elle 

est l’une des plus répandues dans les cas de CLL (Bretones et al., 2018). Pour cela nous avons 

entamé une étude structure/fonction de ces « oncoribosomes ». Dans le cadre de ce projet, nous 

collaborons avec l’équipe du Pr Kim de Keersmaecker (KU Leuven), qui a utilisé des approches de 

Crispr-Cas9 afin de générer des lignées cellulaires lymphoïdes de souris (Ba/F3) n’exprimant que 

la protéine RPS15 mutée sur P131S. Nous disposons donc de lignées cellulaires Ba/F3 exprimant 
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RPS15 sauvage (WT) ou mutée (RPS15-P131S). Au cours de ma dernière année de thèse, j’ai 

procédé à la purification et à l’analyse structurale, par cryo-EM, de polysomes WT et mutants, afin 

de pouvoir observer l’effet de la mutation sur des ribosomes en cours de traduction.  

1. Préparation et caractérisation des polysomes de Ba/F3 

a. Pre paration des polysomes 

Tout d’abord, afin de pouvoir observer l’impact que peut avoir la mutation P131S de 

RPS15 sur la traduction, il m’a fallu spécifiquement purifier des ribosomes en cours de traduction. 

C’est le cas des polysomes, qui sont formés de ribosomes actifs en cours de traduction et seraient 

donc constitués d’un mélange de plusieurs états du ribosome au cours de l’élongation. La première 

étape a donc été la purification des polysomes en conditions sauvage (WT) et mutante (RPS15-

P131S) à partir des cellules Ba/F3. Le processus de préparation des polysomes est schématisé 

dans la Figure 47. Pour cela, une fois une quantité de cellules Ba/F3 suffisante atteinte (~60x106 

cellules), elles sont lysées. Après clarification, l’extrait cytoplasmique obtenu est déposé sur un 

gradient de saccharose 10-50%, qui sera ensuite ultracentrifugé. Par la suite, le gradient est 

collecté et un profil de sédimentation est obtenu. Les fractions correspondant aux polysomes sont 

sélectionnées, elles vont ensuite passer par trois bains de dialyse successifs afin d’éliminer le 

sucre des fractions. L’échantillon de polysomes une fois dialysé devra être concentré afin d’obtenir 

un échantillon de polysomes ayant une concentration finale en ARN d’environ 500ng/µL. Cet 

échantillon de polysomes concentré sera finalement utilisé pour préparer des grilles de cryo-EM.  

Figure 47 : Workflow de la préparation des polysomes à partir de cellules de Ba/F3. Le 
profil de sédimentation présenté correspond à un gradient réalisé à partir d’extrait cytoplasmique 
de cellules Ba/F3 WT.  
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b. Caracte risation des polysomes WT et RPS15-P131S 

Lors de la purification des polysomes en condition WT et mutante par gradient de 

saccharose, les profils de sédimentation ainsi obtenus ont été analysés et comparés. L’analyse de 

ces profils de sédimentation nous a permis d’observer des effets de la mutation P131S de RPS15 

sur la traduction (Figure 48). Il est important de préciser que cette expérience a été répétée au 

moins quatre fois, et que les mêmes effets sont à chaque fois observés. 

 

Figure 48 : Analyse des ribosomes sur gradient de saccharose 10-50% en condition WT et 
RPS15-P131S. A) Profils de sédimentation obtenus à partir de gradients de saccharose 10-50% 
réalisés sur des extraits cytoplasmiques de cellules Ba/F3 WT (violet, panel de gauche) et RPS15-
P131S (orange, panel de droite). Les effets de la mutation sur la hauteur des pics sont indiqués 
par des flèches oranges. B) Superposition des profils de sédimentation des conditions WT (violet) 
et RPS15-P131S (orange), le nombre de ribosome par ARNm est indiqué pour chacun des pics de 
polysome. C) Schéma d’interprétation des différences de sédimentation des polysomes selon les 
conditions indiquées, l’ARNm est représenté par une ligne noire, et les ribosomes par une sous-
unité 40S bleue et une sous-unité 60S jaune.  

 

Si l’on compare les profils de sédimentation de particules ribosomiques RPS15-P131S à 

celles de la condition WT, le pic correspondant aux particules 80S (pic de monosomes) augmente, 

tandis que ceux correspondant aux polysomes diminuent (Figure 48A). Ces données indiquent 
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une baisse globale du niveau de traduction en condition mutante. Le pic de monosomes (80S), qui 

comprend des ribosomes vides, des ribosomes en initiation de traduction ainsi que des ribosomes 

seuls en élongation sur de très petits ARNm (Arava et al., 2003), voit une forte augmentation en 

condition mutante. Ceci pourrait s’expliquer notamment par des défauts d’initiation de la 

traduction, qui empêcheraient les ribosomes mutants de passer vers la phase d’élongation. 

D’autre part, lorsque l’on superpose les profils de sédimentation des deux conditions (Figure 

48B), on observe qu’à partir des 3-somes (3 ribosomes sur un ARNm), les pics des polysomes 

mutants sont « en avance » par rapport à ceux des sauvages. Les polysomes formés en condition 

mutante semblent moins denses, et donc migrent moins loin dans le gradient de saccharose par 

rapport à leurs homologues sauvages (Figure 48C). Plusieurs hypothèses, évoquées dans la revue 

de (Mathews et al., 2000), pourraient expliquer ce phénomène de moindre densité, et ne sont pas 

mutuellement exclusives : 1) la vitesse d’élongation est globalement plus lente pour les ribosomes 

mutants ; dans ce cas, le nombre de ribosomes pour un ARNm de longueur donnée serait réduit. 

2) Le nombre de ribosomes qui « ratent un tour » et interrompent prématurément le cycle 

d’élongation (ribosomes abortifs) est augmenté en condition mutante. 3) l’initiation de la 

traduction est fortement ralentie en condition mutante, ce qui diminue la densité des ribosomes 

en élongation par ARNm. Il n’est pas forcément évident de trancher entre ces différentes 

hypothèses ; des analyses de polysome profiling (Ingolia et al., 2019) sont en cours qui pourront 

peut-être en partie répondre à cette question (cf. ci-après). L’utilisation de drogues pouvant 

bloquer spécifiquement l’initiation ou l’élongation de la traduction (Gerashchenko et al., 2021), 

ainsi que de composés permettant de booster ces processus (Polyamines (Dever and Ivanov, 

2018)), pourrait également apporter des éléments de réponse (cf. ci-après). 

L’ensemble de ces observations (augmentation du pic de monosomes, baisse globale du 

nombre de polysomes, ainsi que l’altération de la densité des polysomes mutants) met en évidence 

que la mutation RPS15-P131S diminue l’efficacité et la vitesse de traduction. Ceci renforce l’idée, 

suggérée par Bretones et al. (2018), que les processus de synthèse protéique sont globalement 

altérés pour ces « oncoribosomes ».  

L’analyse des profils de sédimentation en saccharose est également utilisée en routine 

pour mettre en évidence des défauts de biogenèse des sous-unités ribosomiques. Par exemple, 

l’haplo-insuffisance de presque toutes les RPS induite par siRNA, puisqu’elle entraîne la baisse de 

biogenèse de la petite sous-unité ribosomique, induit une baisse drastique (voire la disparition) 

du pic de la sous-unité 40S et une augmentation nette du pic de la sous-unité 60S libre (O’Donohue 

et al., 2010). Dans le cas de la mutation ponctuelle RPS15-131S, les pics de chacune des sous-

unités ribosomiques libres ne semblent que très peu modifiés par rapport aux conditions 

sauvages (Figure 48A, B). Le faible effet observé sur les profils de sédimentation présentés n’est 
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pas reproductible sur l’ensemble des profils de sédimentation réalisé. Ce résultat est en 

adéquation avec des données préliminaires d’analyses des pré-ARNr réalisés par Northern Blot, 

qui ne montrent pas non plus de différences majeures entre les précurseurs des ARNr des 

conditions WT et mutantes. La mutation RPS15 – P131S ne semble donc pas entraîner de défauts 

majeur de la maturation de la petite sous-unité ribosomique. 

2. Analyse structurale des polysomes 

a. Acquisition des images 

Les grilles de cryo-EM préparées à partir des fractions de polysomes sont ensuite 

observées grâce au microscope électronique Talos Arctica de la plateforme METI de notre institut 

(cf. Matériels et Méthodes partie IV.2).  

Au total, j’ai acquis trois jeux de données différents sur ce microscope : tout d’abord un 

premier jeu de 8 275 images de polysomes mutants (RPS15 - P131S). Celui-ci m’a principalement 

servi à mettre en place le processus global d’analyse des images, et notamment de trier 

l’hétérogénéité structurale, c’est-à-dire obtenir des structures 3D de ribosomes à différents états 

de traduction. Cependant, ce jeu a été obtenu à partir de plusieurs grilles de cryo-EM, qui ont été 

obtenues à partir de préparations de polysomes différentes, dont certaines issues de cellules en 

condition de stress, et d’autres congelées et vieilles de plusieurs mois. Les résultats de cette 

analyse ne seront pas présentés ici car l’état variable de l’échantillon ne permet pas d’assurer la 

validité des structures de ribosomes obtenues. Les deux autres jeux de données ont été obtenus à 

partir de grilles de cryo-EM préparées avec des préparations de polysomes « frais », issus de 

cellules en bonnes conditions métaboliques. Un jeu de données de 7 139 images pour les 

polysomes WT et un autre de 7 129 images pour les polysomes RPS15-P131S ont été acquis.  

Sur les images des conditions WT et mutante il est possible d’observer la présence de 

ribosomes seuls, mais aussi de plusieurs ribosomes regroupés en polysomes, et donc 

vraisemblablement en cours de traduction (voir image sur la Figure 50).   

b. Analyse d’images 

Ces deux jeux de données ont ensuite été traités séparément avec le logiciel RELION 3.1, 

mais avec un processus d’analyse identique qui va être décrit par la suite (Figures 49, 50).  
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Figure 49 : Schéma récapitulatif des étapes de traitement des images cryo-EM des 
ribosomes WT. Deux états majoritaires d’élongation de la traduction ont été obtenus, appelés 
Hybride-PRE et POST et ont une résolution finale de 2,8 Å calculée après le polishing des 
particules et le post-processing.   
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Figure 50 : Schéma récapitulatif des étapes de traitement des images cryo-EM des 
ribosomes mutants RPS15-P131S. Deux états d’élongation de la traduction majoritaires ont été 
obtenus :  Hybride-PRE et POST et ont une résolution finale de 3,1 Å calculée après le polishing 
des particules et le post-processing.   
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Une première étape de pré-traitement des images doit tout d’abord être réalisée. Cette 

étape consiste à aligner et sommer les images d’un même champ, puis à estimer leur CTF. Ensuite, 

les particules correspondant à des ribosomes sont sélectionnées sur ces images de manière 

automatisée grâce au programme Laplacian-of-Gaussian (LoG). Puis, afin de faire un premier trie 

dans ces particules sélectionnées, une classification 2D de l’ensemble des particules est lancée. La 

classification 2D permet d’observer les différentes vues de nos particules, mais aussi d’éliminer 

des particules aberrantes qui ne correspondent pas à des ribosomes (bord de carbone, glace, 

autres macromolécules…).    

La classification 2D des polysomes WT génère exclusivement des vues différentes de 

ribosomes, ainsi que des particules aberrantes (voir classes 2D Figure 49).  Mais il est intéressant 

de noter que contrairement à l’échantillon WT, pour les ribosomes mutants, la classification 2D se 

compose à la fois de ribosomes, de particules aberrantes, mais aussi de sous-unités 60S et 40S 

libres (voir classes 2D Figure 50). Ceci pourrait indiquer un potentiel défaut d’association ou une 

plus grande facilité de dissociation des sous-unités ribosomiques. Pour chacun des jeux de 

données, seules les particules correspondant à des vues de ribosomes ont été gardées pour la suite 

du traitement.  

Par la suite, afin d’éliminer d’éventuelles particules aberrantes résiduelles, une étape de 

classification 3D avec alignement a été réalisée sur les particules ribosomiques sélectionnées. 

Chacune des classes 3D obtenues représente des ribosomes entiers et bien définis, et pas de 

structure en blob qui proviendrait de particules aberrantes : cette étape de classification 3D n’a 

donc pas permis d’éliminer de particules supplémentaires pour la suite du traitement, et indique 

que le processus de « nettoyage » des particules a été correctement effectué (voir classification 

3D [A] Figures 49, 50). À partir de l’ensemble de ces particules, une première structure 3D 

« consensus » a été obtenue par auto-raffinement 3D. La résolution de cette carte a été déterminée 

selon le « gold-standard FSC » de RELION (cf. Matériels et Méthodes partie V.2.e). Pour les 

ribosomes WT, l’auto-raffinement 3D de 485 070 particules a généré une structure 3D consensus 

à 3.3 Å de résolution. Pour les ribosomes RPS15-P131, la structure 3D consensus, obtenue à partir 

de 376 521 particules, a atteint une résolution de 3.4 Å. (voir cartes 3D consensus Figures 49, 

50). Ces premières cartes « consensus » correspondent à un mélange des états structuraux des 

ribosomes présents dans chacun des échantillons.  

Après avoir obtenu cette première structure 3D « consensus » du ribosome, basée sur 

l’ensemble des particules, nous avons voulu déterminer s’il existait plusieurs états structuraux du 

ribosome, à différentes étapes de l’élongation de la traduction par exemple. Ces états structuraux 

se différencient principalement par l’occupation des sites A, P et E des deux sous-unités 

ribosomiques par les ARNt (cf. Introduction partie III.2). Pour cela, j’ai lancé des classifications 3D 
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masquées sans imposer d’alignement. Différents masques ont été testés avant de trouver la zone 

du ribosome sur laquelle lancer la classification 3D, qui permettait le mieux de séparer les états 

structuraux. J’ai donc finalement utilisé un masque regroupant les trois ARNt. Ce masque est un 

masque circulaire créé sous Chimera qui correspond aux ARNt présents dans les sites A, P et E. Il 

a été réalisé à partir des modèles PDB 5AJ0 (état POST du ribosome humain dans Behrmann et al., 

2015) et 6Y0G (état classique-PRE du ribosome humain dans Bhaskar et al., 2020) ajustés dans la 

carte consensus obtenue précédemment. En utilisant ce masque, j’ai réalisé une classification 3D 

dite focalisée (masquée et sans imposer d’alignement), et trié les particules en 5 classes 3D. Pour 

les deux types de ribosomes, cette étape a permis la distinction de deux états d’élongation du 

ribosome : les états Hybride-PRE et POST, qui correspondent aux étapes avant et après la 

translocation des ARNt des sites A et P vers les sites P et E, respectivement (cf. Introduction partie 

III.2 et classifications 3D masquées [B] Figures 49, 50). La validation de ces états d’élongation est 

discutée au paragraphe (d.) Interprétation des cartes. Pour chaque type de ribosome, les 

particules correspondant à chacun des états ont été regroupées, puis elles ont été polishées afin 

d’aider à améliorer la résolution de la carte de densité (Zivanov et al., 2019) (cf. Matériels et 

Méthodes partie V.2.g). Pour les ribosomes WT, les structures Hybride-PRE et POST représentent 

226 576 (47%) et 221 320 (46%) particules, respectivement, et leur résolution, après auto-

raffinement 3D et post-processing a été estimée à 2.8 Å. Pour les ribosomes RPS15-P131S, les 

structures Hybride-PRE et POST représentent 134 861 (36%) et 153 881 (42%) particules, 

respectivement, et leur résolution, après auto-raffinement 3D et post-processing a été estimée à 

3.1 Å (voir panel du bas Figures 49, 50).  

c. Mode les atomiques 

À partir de ces cartes de cryo-EM, j’ai pu reconstituer un modèle atomique de ribosome de 

souris pour chacun des états d’élongation obtenus. Pour cela, je me suis basée sur des structures 

atomiques existantes : pour la sous-unité 60S, j’ai utilisé le modèle PDB 6SWA de souris (Kraushar 

et al., 2021). Pour la sous-unité 40S, c’est le modèle PDB 5AJ0 que j’ai employé, il correspond à 

une structure de ribosome humain dans un état POST (Behrmann et al., 2015). À partir de cette 

structure de sous-unité 40S humaine, j’ai modifié les protéines ribosomiques et l’ARNr 18S pour 

qu’ils correspondent aux éléments présents dans la sous-unité 40S de souris. Enfin, pour les ARNt 

je me suis servie de ceux présents dans les modèles atomiques PDB 5AJ0 et 6Y0G, cette dernière 

étant la structure d’un ribosome humain dans l’était Hybride-PRE (Behrmann et al., 2015; Bhaskar 

et al., 2020).   

La qualité des cartes cryo-EM est globalement très bonne et permet de positionner sans 

ambigüité les chaines latérales de la plupart des acides aminés des protéines ribosomiques. 
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L’exemple de la protéine RPS23 de la carte WT/POST est présenté dans la Figure 51A. De plus, 

les cartes de cryo-EM nous ont aussi permis de distinguer clairement la majorité des nucléotides 

des ARNr, avec des densités distinctes pour les phosphates, les bases et les sucres, ainsi que 

certaines modifications de l’ARNr. La Figure 51B montre les modifications clairement identifiées 

pour les nucléotides A1031, C1248, C1842 de l’ARNr 18S. Ces modifications de l’ARNr 18S sont 

visibles à la fois sur les ribosomes WT et mutants. Les modifications des ARNr de souris n’ont, à 

ce jour, pas été déterminées de manière systématique. Certaines modifications des ARNr sont 

altérées dans différents types de cancer (Dalla Venezia et al., 2019; Marcel et al., 2013). Dans le 

cadre de ce projet de recherche, des analyses de RiboMethSeq sont actuellement menées par le 

Dr.  F. Catez, de l’équipe du Dr JJ Diaz (CRC Lyon), afin de déterminer si les mutations affectant la 

protéine ribosomique RPS15 ont également un impact sur les 2’O-methylations des ARNr 

« mutants ». Les structures que j’ai obtenues vont pouvoir être utilisées comme un outil 

supplémentaire afin de valider la présence de certaines modifications dans les ribosomes WT et 

RPS15-P131S quand celles-ci sont visibles en cryo-EM.  

Figure 51 : Détails de la carte de densité électronique (représentée en mesh) et des 
modèles atomiques dérivés. A) Carte cryo-EM du ribosome WT/POST (mesh grisé) et modèle 
atomique d’une partie de la protéine RPS23 (violet). B) Carte cryo-EM (mesh grisé) et modèle 
atomique de segments de l’ARNr 18S (gris). Les modifications de l’ARNr 18S sont indiquées par 
des flèches.    
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d. Interpre tation des cartes  

L’ensemble des cartes de densité des ribosomes WT obtenues ont été analysées et 

comparées entre elles, afin d’identifier et comprendre leurs spécificités et ainsi déterminer les 

différents états structuraux présents dans notre jeu de données (Figure 52).   

Dans un premier temps, nous avons voulu contrôler que les structures 3D obtenues 

correspondaient à des ribosomes fonctionnels. Au vu des différentes étapes de préparation des 

polysomes il était en effet primordial de valider que les ribosomes observés en cryo-EM étaient 

toujours des ribosomes actifs, en cours de traduction. La présence de densités électroniques 

correspondant à une chaine polypeptidique naissante dans chacune des structures obtenues (voir 

Figure 52A, densité annotée CN en gris) confirme que les polysomes purifiés sont toujours 

fonctionnels, et contiennent principalement des ribosomes actifs.  

L’observation des classes 3D obtenues a permis de constater la présence de deux états 

structuraux différents que ce soit pour la condition WT, comme mutante. Les deux états 

structuraux se distinguent l’un de l’autre par la position de la sous-unité 40S par rapport à la sous-

unité 60S. En effet, lorsque l’on aligne les grandes sous-unités ribosomiques de ces deux états 

structuraux, il est possible d’observer la rotation de la sous-unité 40S. Dans la configuration 

« tournée » appelée Hybride-PRE, la petite sous-unité 40S à subit une rotation d’environ 11° 

comparée à la sous-unité 40S de l’état POST (sans rotation) (Figure 52B). De plus, l’analyse de 

ces deux états structuraux a aussi permis de distinguer de la densité électronique correspondant 

à des ARNt. Ces ARNt sont retrouvés dans des configurations différentes selon l’état structural. 

Dans l’état Hybride-PRE, les ARNt adoptent, comme le nom l’indique, des conformations hybrides. 

En effet, le ribosome possède un ARNt-peptidyl entre les sites A et P (A/P), avec l’anticodon 

apparié à l’ARNm dans le site A, du côté de la sous-unité 40S, et le peptide attaché au bras 

accepteur dans le site P, du côté de la sous-unité 60S. Il contient aussi un ARNt-déacylé entre les 

sites P et E (P/E), pour lequel l’anticodon est apparié à l’ARNm dans le site P et le bras accepteur 

de l’ARNt est lui dans le site E (Figure 52A, panel du haut). Il est intéressant de préciser que les 

caractéristiques décrites, quant au degré de rotation de la sous-unité 40S ainsi qu’au 

positionnement des ARNt dans le ribosome, pour cet état Hybride-PRE sont identiques à celles 

retrouvées sur l’état structurale « Hybride-PRE-2/Rotated-2 PRE » de l’article (Behrmann et al., 

2015) (cf. Figure 22 de l’introduction partie III + Figure 52A, panel du haut). L’état POST 

possède quant à lui une sous-unité 40S non tournée ainsi que des ARNt placés dans des 

configurations classiques avec l’ARNt-peptidyl en P/P et l’ARNt-déacylé en E/E (Figure 52A, 

panel du bas). De la même manière, cet état semble identique à l’état POST décrit dans l’article 

de (Behrmann et al., 2015). 
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Figure 52 : Caractéristiques structurales des états Hybride-PRE et POST du ribosome WT. 
A) Cartes de cryo-EM des états Hybride-PRE (panel du haut) et POST (panel du bas). À gauche se 
trouve la carte de densité électronique du ribosome entier avec la petite sous-unité 40S en bleu et 
la grande sous-unité 60S en orange. Au milieu et à droite se trouve les cartes segmentées de la 40S 
et de la 60S respectivement avec l’ARNm représenté en rouge, l’ARNt-peptidyl en rose (A/P : foncé 
et P/P : clair), l’ARNt-déacylé en vert (P/E : foncé et E/E : clair), la chaine peptidique naissante 
(CN) est en gris foncé. B) Comparaison des positions des sous-unités 40S dans l'état Hybride-PRE 
(jaune) et l'état POST (gris) représentées par leur cartes cryo-EM. La comparaison est basée sur 
un alignement commun avec la sous-unité 60S et sont indiqués : la direction et le degré de rotation 
lors de la transition entre les deux états.  
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e. Effet de la mutation RPS15-P131S sur le ribosome en cours de 

traduction 

La détermination des structures de ribosomes en cours de maturation en condition WT et 

mutante nous a permis d’identifier certains effets de la mutation P131S de RPS15 sur le processus 

de traduction.   

 Nous avons tout d’abord comparé les structures des ribosomes WT et mutants des deux 

états structuraux afin de déterminer si la mutation avait un effet sur la structure de RPS15. Dans 

nos cartes de ribosomes WT, le domaine C-ter de RPS15 est clairement visible jusqu’au résidu 

S138 (Figure 53, panel de gauche). Ces données sont tout à fait comparables à celles décrites 

dans (Bhaskar et al., 2020) qui montrent que l’extrémité C-Ter de RPS15 est en partie ordonnée 

pour les états POST et Hybride-PRE. Les auteurs de cette étude arrivent en effet à distinguer de la 

densité électronique jusqu’à l’acide aminé 139 de RPS15. En revanche, pour nos cartes de 

ribosomes mutants RPS15-P131S, la densité correspondant à RPS15 n’est interprétable que 

jusqu’à l’acide aminé 129 (Figure 53, panel de droite). La mutation de la proline 131 en sérine 

n’est donc pas visible, et semble totalement désorganiser le domaine C-terminal de RPS15 dans 

les états d’élongation hybride-PRE et POST.  

Il est important de rappeler que l’extrémité C-ter de RPS15 est spécifique aux eucaryotes ; 

il a été proposé qu’elle soit nécessaire au maintien des ARNt logés dans le site A du ribosome 

durant les changements de conformation de ce dernier. Elle permettrait, lors de l’accommodation 

de l’ARNt-aa cognate pour passer d’une configuration A/T à A/A, le maintien de l’ASL de l’ARNt 

sur le codon de l’ARNm, empêchant ainsi un décalage du cadre de lecture. Cette extrémité C-ter 

serait ainsi essentielle au maintien de la fidélité de la traduction (Bhaskar et al., 2020; Bretones et 

al., 2018).  



CHAPITRE 3 : RÉSULTATS 

189 
 

 

Figure 53 : Effet de la mutation RPS15-P131S sur la structure du ribosome. Sur le panel du 
haut, la structure du ribosome avec la sous-unité 60S en orange et la sous-unité 40S en bleu clair, 
indique l’angle de vue des zooms réalisés sur le panel du bas. Sur les zooms sont représentés les 
éléments du centre de décodage avec les ARNt et l’ARNm ainsi que RPS15 (en bleu) par leur 
densité électronique et leur structure. Les acides aminés des extrémités de RPS15 visibles sur la 
carte de densité ainsi que la proline 131 sont indiqués.   
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D’autre part, pour les deux conditions WT et RPS15-P131S, j’ai calculé la proportion de 

particules appartenant aux états d’élongation Hybride-PRE et POST, ainsi que du reste des 

particules ne donnant lieu à aucune structure interprétable. Ce calcul pourrait en effet refléter la 

cinétique de l’élongation de la traduction en conditions WT et mutantes. Les états les plus peuplés 

représenteraient des minimas locaux dans leur paysage énergétique, et les changements de 

conformations, pour passer au minimum suivant, sont énergétiquement coûteux. La comparaison 

des pourcentages obtenus permet d’observer une différence entre le WT et le mutant. En effet, 

pour les polysomes WT, la proportion de particules composant chacun des deux états structuraux 

résolus est quasiment identique (POST : 46% et Hybride-PRE : 47%) contrairement aux 

polysomes mutants pour lesquels l’état POST (42%) est plus peuplé que l’état Hybride-PRE 

(36%). De plus, les particules mal résolues s’accumulent dans la condition mutante (22%) 

comparé à ces mêmes particules en condition WT (7%) (Tableau 3).  

 

Tableau 3 : Pourcentage de particules retrouvées dans les différents états structuraux 
identifiés, des conditions WT et mutantes (RPS15 –P131S). 

 

L’état POST des polysomes mutants semble ainsi favorisé, ce qui n’est pas observé pour 

les polysomes WT. De plus, il est intéressant de noter que pour les polysomes mutants la 

population de particules dans l’état Hybride-PRE s’appauvrit, alors que celle des particules mal 

résolues est augmentée. Ces observations amènent à penser que les polysomes RPS15-P131S ont 

plus de difficultés à repartir dans un nouveau cycle d’élongation, en favorisant l’état POST, ou en 

déclenchant des mécanismes de dissociation des ribosomes. Pour rappel, après l’état POST le 

ribosome relance un nouveau cycle d’élongation en accommodant un nouvel ARNt-aa dans le site 

A du ribosome, c’est donc cette étape qui pourrait être impactée par la mutation.  
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L’ensemble de ces résultats me permet de proposer une hypothèse afin d’expliquer 

comment, mécanistiquement, la mutation P131S de RPS15 entraîne des défauts de traduction, qui 

pourraient favoriser l’apparition de cancers. Cette mutation semble déstabiliser l’extrémité C-ter 

de RPS15, et empêcher l’accommodation et le maintien optimal des ARNt-aa au site A du 

ribosome. Ceci pourrait alors causer un ralentissement de l’étape d’accommodation, le premier 

événement de l’élongation, des décalages du cadre de lecture et une diminution de la fidélité de 

traduction. À l’échelle de la cellule, cette mutation semble provoquer une baisse globale des 

phénomènes de traduction, qui se traduit par une baisse du nombre de ribosomes en traduction 

et un ralentissement de la croissance cellulaire. Comment ces phénomènes d’hypo-prolifération 

peuvent se transformer en mécanismes cancéreux (par définition plutôt hyper-prolifératifs) reste 

à définir, notamment pour les cas de CLL agressives et réfractaires aux chimiothérapies, où les 

mutations du domaine C-ter de RPS15 sont retrouvées dans plus de 25 % des cas.  

3. Discussion et Perspectives 

L’étude structurale des polysomes que nous avons réalisée ici nous a permis de mettre en 

évidence deux états structuraux différents du ribosome pendant la traduction. Pour les deux 

conditions WT et mutantes, les états Hybride-PRE et POST ont été obtenus. Ces états sont ceux qui 

sont retrouvés en majorité lors d’une analyse structurale de polysomes précédente, effectuée sans 

ajout de drogue bloquant la traduction (POST : 38% et Rotated-2-PRE (équivalent à notre 

Hybride-PRE) : 24%) (Behrmann et al., 2015). Mais les auteurs de cette étude ont également pu 

décrire six autres états structuraux de l’élongation de la traduction. Même si dans cette 

publication, le jeu de données obtenu est cinq fois plus grand que ceux utilisés ici (1 823 338 

particules contre ~400 000 ici), leur processus d’analyse d’images est plus poussé que le nôtre et 

ils utilisent une méthode différente de purification des polysomes. Afin de visualiser plus d’états 

de traduction dans nos jeux de données, nous pensons donc utile d’optimiser à la fois notre 

méthode de préparation d’échantillon, ainsi que nos processus d’analyse d’images. 

Tout d’abord, il serait utile d’approfondir et d’optimiser encore les étapes d’analyses 

d’images qui ont été réalisées sur nos jeux de données. En effet, la classification 3D masquée 

réalisée nous permet d’observer seulement deux états structuraux ainsi qu’une ou deux classes 

mal résolues (Figures 49, 50). Cette classification 3D est obtenue à partir d’un masque 

correspondant aux trois ARNt présents dans les sites A, P et E, mais cette classification n’a jamais 

fait ressortir de structure de ribosomes contenant un ARNt en A/A. Des étapes différentes et/ou 

supplémentaires de traitement des images doivent être testées. Nous avons par exemple très 

récemment testé de nouvelles classifications 3D sur les particules de l’état POST -WT, en les 

classifiant (sans recherche d’orientation) contre une structure de ribosome humain dans l’état 
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Classique-PRE (PDB : 6Y0G). Cette approche « ciblée » a permis de faire ressortir un sous-

ensemble d’environ 20 000 particules ribosomiques effectivement dans un état classique-PRE 

contenant des ARNt dans les sites A/A, P/P et E/E, que nous avons ensuite pu auto-raffiner jusqu’à 

à 3.8 Å de résolution. Cette nouvelle structure 3D doit maintenant être optimisée par une étape 

de polishing des particules. Il est intéressant de noter que cette approche a aussi été utilisée sur 

les particules de la condition mutante et qu’aucune structure correspondant à un état classique-

PRE n’a pu être identifiée. Pour rappel, l’état classique-PRE correspond à l’étape après 

l’accommodation de l’ARNt-aa dans le site A de la sous-unité 60S. De plus, dans cet état classique-

PRE, Bhaskar et al. (2020) ont pu déterminer la structure de la totalité de l’extrémité C-ter de 

RPS15, qui s’étend jusqu’à l’acide aminé 145. Ceci semble aussi être le cas dans notre carte de 

ribosome classique-PRE WT. Cette extrémité apparait plus ordonnée que dans les états Hybride-

PRE et POST, où la densité des cartes cryo-EM n’était interprétables que jusqu’à l’acide aminé 139. 

 

D’autre part, nous avons pour l’instant préparé des polysomes par ultracentrifugation sur 

gradient de saccharose, à partir d’extraits cytoplasmiques « bruts », non traités par des drogues 

bloquant les ribosomes à diverses étapes de la traduction. Il est donc très probable qu’avec ce 

mode de préparation, le taux de run-off (ribosomes qui continuent et terminent la traduction au 

cours de la préparation) et de dissociation de co-facteurs de traduction ne soient pas négligeables, 

et aient un impact sur nos observations. Pour limiter le run-off des polysomes, le traitement de 

cultures cellulaires par le cycloheximide (CHX) est couramment employé pour préparer des 

fractions polysomales (O’Donohue et al., 2010). Pour rappel, le CHX est un antibiotique capable de 

se loger dans le site E du ribosome, ce qui va empêcher à l’ARNt-déacylé de transloquer dans le 

site E du ribosome, bloquant ainsi le cycle d’élongation (Garreau de Loubresse et al., 2014; 

Myasnikov et al., 2016). Dans l’article de Bhaskar et al., (2020) qui étudie le positionnement du 

domaine C-ter de RPS15 dans des ribosomes humains, les auteurs utilisent du cycloheximide 

(CHX) lors de la préparation de leur échantillon. Cela leur a permis de décrire trois états 

structuraux différents : classique-PRE, Hybride-PRE, POST.   

Dans ce contexte, comme nous ne distinguions pas au départ de structure classique-PRE 

dans nos préparations polysomales non traitées, nous avons entamé des études de polysomes 

après traitement des cellules au CHX. Pour cela, les polysomes ont été préparés comme indiqué 

précédemment (Figure 47) c’est-à-dire sur gradient de saccharose 10-50%, mais cette fois-ci 

avec ou sans traitement au CHX. Cette expérience a été répétée au moins quatre fois pour chacune 

des conditions WT/RPS15-P131S et avec/sans CHX. Les profils de sédimentation de ces gradients 

sont présentés dans les Figures 54 et 55.  
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Figure 54 : Analyse des ribosomes sur gradient de saccharose 10-50% en condition WT et 
WT + cycloheximide (CHX). A) Profils de sédimentation obtenus à partir de gradients de 
saccharose 10-50% réalisés sur des extraits cytoplasmiques de cellules Ba/F3 WT en violet et 
après traitement des cellules Ba/F3 WT au CHX en vert. Les effets du traitement au CHX sont 
indiqués par des flèches vertes. B) Superposition des profils de sédimentation, correspondant aux 
pics de ribosomes 80S et polysomes des conditions WT (violet) et WT + CHX (vert), le nombre de 
ribosome par ARNm est indiqué pour chacun des pics de polysome. C) Représentation 
schématique des polysomes selon les conditions indiquées, l’ARNm est représenté par une ligne 
noire, et les ribosomes par une sous-unité 40S bleue et une sous-unité 60S jaune.  

 

La comparaison des profils de sédimentation des cellules WT avec (Figure 54 A et B, 

profils verts) et sans (Figure 54 A et B, profils violets) traitement au CHX permet de montrer, 

comme cela était attendu, une augmentation de la proportion de polysomes dans la cellule, 

observé par l’augmentation des pics de polysomes et une diminution du pic de 80S (Figure 54 A, 

B). Les pics de polysomes semblent avoir migrés au même endroit du gradient, ce suggère que le 

traitement au CHX n’influe pas sur la densité de ribosomes par ARNm en conditions WT (Figure 

54C). 
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J’ai ensuite procédé à l’analyse des profils de sédimentation de ribosomes mutants 

obtenus après traitement de cellules Ba/F3 RPS15-P131S au CHX (Figure 55). Comme pour les 

extraits WT, la comparaison de profils de sédimentation de cellules Ba/F3 RPS15-P131S avec ou 

sans traitement au cycloheximide montre une augmentation des pics de polysomes (données non 

présentées ici).  

 

Figure 55 : Analyse des ribosomes sur gradient de saccharose 10-50% en condition WT et 
mutante (RPS15-P131S) après traitement au cycloheximide (CHX). A) Profils de 
sédimentation obtenus à partir de gradients de saccharose 10-50% réalisé sur des extraits 
cytoplasmiques de cellules Ba/F3 WT traitées au CHX en vert et des cellules Ba/F3 RPS15-P131S 
traitées au CHX en rose. Les effets de la mutation sont indiqués par des flèches roses. B) 
Superposition des profils de sédimentation des conditions WT + CHX (vert) et RPS15-P131S + 
CHX (rose) le nombre de ribosome par ARNm est indiqué pour chacun des pics de polysome.  C) 
Représentation schématique des polysomes selon les conditions indiquées, l’ARNm est représenté 
par une ligne noire, et les ribosomes par une sous-unité 40S bleue et une sous-unité 60S jaune. 

 

Comme dans nos observations précédentes en conditions non traitées, la comparaison des 

profils de sédimentation à partir de cellules WT (Figure 55 A et B, profils verts) et mutantes 

(Figure 55 A et B, profils rose) traitées au CHX montrent que la mutation RPS15-P131S induit 

une augmentation drastique du pic de particules 80S, et une diminution des pics correspondant 

aux polysomes. De manière intéressante, lorsque les cellules Ba/F3 mutantes sont traitées au CHX, 
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la vitesse de migration des polysomes et donc la densité de ribosomes par ARNm semble restaurée 

par rapport aux polysomes WT, contrairement à ce qui a été observé précédemment sans 

traitement (Figure 48B et 55B). Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’en présence de CHX, les 

ribosomes restent bloqués sur l’ARNm, ainsi leur densité pourrait être restaurée grâce à 

l’accumulation des ribosomes sur l’ARNm. Une hypothèse pour expliquer ces observations serait 

que la mutation P131S de RPS15, en changeant l’affinité d’accommodation et la vitesse de 

translocation des ARNt-aa au site A, bloque principalement le tout premier cycle d’élongation et 

induise une augmentation des ribosomes 80S en initiation. De plus, la vitesse de turn-over des 

cycles d’élongation et/ou la fréquence d’événements abortifs seraient également modifiées par la 

mutation, ce qui changerait la densité de ribosomes par ARNm. Le traitement au cycloheximide 

utilisé contrerait (et masquerait) cet effet sur la vitesse d’élongation.  

Dans ce contexte, il sera intéressant de résoudre les structures de ces ribosomes traités au 

CHX en condition WT et mutante. Le CHX, en bloquant les ribosomes sur les ARNm, permettrait 

peut-être de stabiliser l’état structural classique-PRE de la condition mutante, qui n’a pour l’heure 

pas pu être identifié dans notre jeu de données.  

De plus, il pourrait aussi être utile de tester des drogues permettant de booster le 

processus de la traduction telles que les polyamines, comme la spermidine, qui est utilisée en 

routine lors de la préparation des polysomes pour leurs analyses structurales (Behrmann et al., 

2015; Bhaskar et al., 2020; Budkevich et al., 2011, 2014; Djumagulov et al., 2021; Flis et al., 2018; 

Shao et al., 2016). 

  

En parallèle, nous avons aussi remis en question la méthode de préparation d’échantillon 

de polysomes. En effet, nous nous sommes rendus compte que l’étape de dialyse permettant le dé-

sucrage des fractions de gradients correspondant aux polysomes, suivie de leur concentration 

étaient des étapes qui demandaient beaucoup de temps (Figure 47). Dans ces conditions, le laps 

de temps qui s’écoule entre la récolte des cellules Ba/F3 et la préparation des grilles de cryo-EM 

est de plusieurs jours, et pourrait expliquer que l’on perd certains états moins peuplés et moins 

stables durant ces étapes. Afin de pallier ce problème, nous avons cherché des alternatives de 

préparation des polysomes, et pour l’heure deux techniques différentes sont en cours 

d’optimisation.  

La première méthode consiste à réaliser la préparation des polysomes par gradients de 

saccharose, mais une fois les fractions de polysomes sélectionnées au lieu de les dialyser, elles 

sont diluées dans du tampon afin de diluer le saccharose, puis ultracentrifugées. Ceci permet la 

formation d’un culot au fond du tube correspondant aux polysomes. Ce culot de polysomes est 
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ensuite resuspendu dans du tampon afin finalement d’être directement utilisé pour la préparation 

des grilles de cryo-EM. Cette méthode permet d’accélérer le processus de préparation des 

polysomes (45 minutes d’ultra centrifugation contre 24 à 48h de dialyse!) afin d’éviter 

potentiellement la perte d’états structuraux. Des polysomes WT préparés dans ces conditions sont 

en cours d’analyse après observation par cryo-EM. 

La deuxième technique est le Ribo Mega-SEC ; elle consiste à purifier les polysomes sans 

utiliser le gradient de saccharose, mais par chromatographie d’exclusion par la taille. Pour cela, 

l’extrait cytoplasmique préparé comme indiqué pour le gradient est directement injecté dans une 

uHPLC sur une colonne de chromatographie à exclusion de taille (SEC) (Yoshikawa et al., 2018). 

Grâce à cette technique il est possible de séparer les polysomes des sous-unités ribosomiques très 

rapidement. En effet, une fois les fractions correspondant aux polysomes récupérées elles 

peuvent, après concentration, être directement utilisées pour la préparation de grilles de cryo-

EM. Cette technique évite alors le problème de la présence de sucre dans l’échantillon, 

incompatible avec la cryo-EM, et accélère aussi la préparation de l’échantillon. Des études 

préliminaires sont en cours qui permettront d’estimer le rendement et notamment le nombre 

d’injections nécessaires pour obtenir une quantité suffisante de polysomes pour pouvoir analyser 

leur structure par cryo-EM. 

4. Conclusion  

L’étude structurale et fonctionnelle que j’ai initiée au cours de ma dernière année de thèse 

a permis de mettre en évidence les effets de la mutation RPS15-P131S sur les mécanismes de 

traduction. Mes résultats indiquent que la mutation P131S entraîne la déstabilisation de 

l’extrémité C-ter de RPS15. Cette déstabilisation rendrait l’accommodation de l’ARNt-aa cognate 

dans le site A du ribosome plus difficile, en empêchant la stabilisation du duplex codon-anticodon 

par RPS15. Cette mutation serait alors à l’origine de deux conséquences sur le ribosome. La 

première serait la baisse globale du niveau de traduction en limitant l’étape d’accommodation de 

l’ARNt-aa. Ceci est observé à la fois par les données fonctionnelles, avec les profils de 

sédimentation sur lesquels les polysomes mutants sont moins nombreux, et ont une densité 

altérée par rapport à leurs homologues WT. Ceci pourrait être expliqué par plusieurs 

phénomènes, comme un changement de la vitesse d’élongation, un ralentissement de l’entrée en 

élongation, ainsi qu’une augmentation des cycles de traductions abortifs. Cela a aussi été montré 

par mes données structurales, qui montrent une modification de la proportion de ribosome dans 

l’état POST majoritaire par rapport à l’état Hybride-PRE, comme si le ribosome mutant avait des 

difficultés à repartir dans un nouveau cycle d’élongation. La deuxième conséquence serait une 

perte de fidélité de la traduction, de la même manière en empêchant le maintien du duplex codon-
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anticodon entre l’ARNm et l’ARNt logé en A pouvant ainsi causer un décalage du cadre de lecture. 

L’ensemble de ces résultats sont en parfaite adéquation avec les défauts de traduction décrits dans 

les cas de CLL causées par des mutations présentes sur l’extrémité C-Ter de RPS15 (Bretones et 

al., 2018).   

Cette étude structure/fonction fait partie d’un vaste projet visant à caractériser de 

manière globale l’impact de mutations de RPS15 sur le ribosome, pouvant expliquer l’apparition 

de cancers. L’étude menée dans le cadre de cette thèse va donc être complétée par différentes 

approches menées par plusieurs équipes avec lesquelles notre équipe est en collaboration. Il sera 

notamment possible de valider l’hypothèse selon laquelle la densité de ribosomes et la vitesse 

d’élongation sont altérées en conditions mutantes par rapport aux cellules sauvages. Pour cela, 

des études de ribosome footprinting (Ingolia et al., 2019) sont réalisées par l’équipe du Pr Kim de 

Keersmaecker. Elles permettront de déterminer les séquences d’ARNm sur lesquels les ribosomes 

sont positionnés. La comparaison des données en condition WT et mutantes aidera à indiquer si 

les ribosomes mutants traduisent des ARNm différents de leurs homologues WT. Cependant, les 

extraits cytoplasmiques analysés ont tous été traités au cycloheximide ; comme on l’a vu ci-avant 

sur nos profils de gradients, ce traitement devrait malheureusement empêcher d’évaluer 

correctement une éventuelle différence de vitesse d’élongation des ribosomes mutants par 

rapport aux WT. Ces données de NGS seront couplées à des analyses de protéomique cellulaire 

ciblée (whole cell shotgun proteomics), également menées par l’équipe du Pr Kim de 

Keersmaecker. Celles-ci permettront de comparer le protéome de cellules Ba/F3 WT à celui de 

leurs homologues RPS15-P131S, et d’estimer si les protéines produites sont différentes dans les 

deux lignées cellulaires. 

De plus, des analyses par spectrométrie de masse seront nécessaires à l’étude de la 

composition exacte des ribosomes WT et mutants. Ceci permettra alors de déterminer si la 

mutation RPS15-P131S a un impact sur la composition en protéines ribosomique des ribosomes. 

Ces données pourront être corrélées avec les structures de ribosomes obtenues. En outre, les 

structures de ribosomes déterminées lors de cette étude seront aussi utiles pour la corrélation 

des données de Ribo-MethSeq. Cette technique vise à identifier les modifications de l’ARNr, et la 

comparaison de données obtenues en condition WT et mutantes aidera de déterminer si la 

mutation RPS15-P131S est à l’origine de changements dans la composition des ARNr pour la 

modification 2’-O-méthylation. Finalement, les structures obtenues lors de cette étude, et 

l’ensemble de ces données structures fonctions devraient permettre de comprendre comment la 

mutation RPS15-P131S peut induire l’apparition de cancers.  

 



 

198 
 

 
  



 

199 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CHAPITRE 4 : CONCLUSION 

GÉNÉRALE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 

200 
 

 



CHAPITRE 4 : CONCLUSION GÉNÉRALE 
 

201 
 

Durant ma thèse, j’ai réalisé deux projets consécutifs portant sur l’étude de 

(pré)ribosomes, en utilisant la même approche mêlant analyses fonctionnelles et structurales par 

cryo-EM. La complémentarité de ces deux approches permet en effet de caractériser très 

précisément des mécanismes moléculaires complexes. La compréhension des processus assurant 

l’assemblage et le bon fonctionnement des ribosomes sont un réel enjeu, encore plus d’actualité 

avec la découverte des ribosomopathies et de cancers associés à des défauts ribosomiques.  

 La cryo-EM s’est avérée être une technique de choix dans l’étude des ribosomes, 

notamment grâce à la possibilité de pouvoir trier l’hétérogénéité structurale des complexes 

présents au sein d’un même échantillon. La cryo-EM a d’ailleurs été largement utilisée pour 

déterminer des structures de ribosomes en action, en permettant d’obtenir des « snapshots » du 

ribosome en cours de synthèse ou encore en traduction. D’une part, cette méthodologie a 

contribué fortement, ces dernières années, à la compréhension des étapes d’assemblage des sous-

unités ribosomiques humaines. Il a été possible d’accéder à la structure de plusieurs 

intermédiaires de maturation, ce qui a permis de déterminer le positionnement des différents 

facteurs de maturation ainsi que des protéines ribosomiques. Ceci a aidé dans la compréhension 

du rôle de certains facteurs de maturation en étudiant par exemple leurs interactions avec 

différents composants ribosomiques. Ces structures ont aussi été utiles dans la description des 

changements conformationnels que doivent subir les pré-ribosomes afin qu’ils puissent atteindre 

une structure mature et fonctionnelle. Cependant, les analyses structurales donnent des 

informations « statiques » sur les assemblages moléculaires étudiés (positionnement, 

morphogenèse des sous-unités ribosomiques, etc...).  Le rôle précis des facteurs de maturation et 

des composants ribosomiques n’est que suggéré par ces données structurales. Afin d’accéder à 

une description complète et précise des étapes de maturation des sous-unités ribosomiques, il est 

important de pouvoir les combiner à des approches fonctionnelles. 

 Dans ce contexte, les travaux de ma thèse sur les précurseurs de la petite sous-unité 

ribosomique humaine ont permis de mieux caractériser les toutes dernières étapes de sa 

maturation. Les données structurales ont tout d’abord permis pour la première fois de localiser 

de manière précise le facteur de maturation RIO1 sur les particules pré-40S. De plus, basé sur les 

structures obtenues il a été possible de proposer des hypothèses expliquant les dernières étapes 

de maturation de la sous-unité 40S. J’ai donc ensuite validé ce modèle par des analyses 

fonctionnelles. Des expériences de perte de fonction de la protéine ribosomique RPS26 ainsi que 

la mise en place d’expériences de maturation in vitro m’ont permis de décrire les dernières étapes 

de maturation cytoplasmique des particules pré-40S humaines. L’ensemble de ces données a 

contribué à la compréhension du rôle de RPS26 combiné à l’ATPase RIO1 dans le déclenchement 

de la dernière étape de maturation de l’ARNr 18S par NOB1.  
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De manière plus globale et d’un point de vue structural, la maturation cytoplasmique de la 

petite sous-unité 40S chez l’Homme commence à être bien étudiée, notamment grâce à nos 

travaux (Larburu et al., 2016, cet article) et à ceux de l’équipe de R. Beckmann (Ameismeier et al., 

2020, 2018). La structure 3D du SSU processome, qui se forme dans le nucléole lors des toutes 

premières étapes de la maturation de la sous-unité 40S, a également été récemment résolue 

(Singh et al., 2021). À ce jour, du fait de la rapidité des étapes nucléoplasmiques de la maturation 

de la particule pré-40S, les informations structurales concernant celles-ci restent faibles. Il serait 

donc intéressant de pouvoir les caractériser, en utilisant par exemple des mutants bloquant la 

maturation de la petite sous-unité avant son export nucléaire. Dans ce contexte, il reste encore du 

travail afin de pouvoir avoir une vue d’ensemble des différents états structuraux correspondant à 

chacune des étapes de la maturation de la pré-40S chez l’Homme. 

 

La cryo-EM a aussi été largement utilisée pour la compréhension des mécanismes de 

traduction. Ce processus a été initialement étudié chez la bactérie, et même si la traduction semble 

conservée, il existe tout de même des divergences entre procaryotes et eucaryotes qui ont été 

mises en évidence notamment par la cryo-EM. Lors de la synthèse protéique le ribosome subit de 

nombreux changements de conformation nécessaires au déroulement des différentes étapes 

permettant l’ajout des acides aminés pendant la phase d’élongation. L’avantage de la cryo-EM 

dans l’étude de ce processus a été son pouvoir à séparer différents états structuraux présents dans 

une même préparation de polysomes. Ceci a permis la description de mouvements du ribosome 

pendant le processus de traduction. Cette technique a par exemple permis de décrire le 

mouvement d’enroulement de la sous-unité 40S après l’étape d’accommodation de l’ARNt-aa dans 

le ribosome, qui n’avait pas été décrit chez la bactérie et semble donc spécifique aux eucaryotes. 

Les études structurales des ribosomes en cours de traduction sont fréquemment associées à des 

analyses de smFRET qui est une technique utilisant le transfert d’énergie entre deux fluorophores 

pour mesurer des distances entre deux molécules (ici des ARNt par exemple). Les données de 

smFRET permettent ainsi d’observer et donc de confirmer les changements conformationnels 

décrits (Ferguson et al., 2015; Flis et al., 2018).  

 Durant la seconde partie de ma thèse, j’ai participé à l’initiation d’un nouveau projet dans 

l’équipe qui vise à caractériser les effets de mutations de protéines ribosomiques oncogéniques 

sur les processus de traduction. Pour cela, je me suis servie du microscope électronique Talos 

Arctica nouvellement installé sur la plateforme METI du laboratoire, afin de déterminer la 

structure 3D de ribosomes en cours de traduction dans des conditions sauvages et mutantes. Le 

fait de pouvoir utiliser un microscope sur place a permis d’accélérer l’acquisition des images, et 
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donc d’augmenter significativement les résultats obtenus en un temps donné. En effet, j’ai pu en 

moins d’un an acquérir trois jeux de données de plus de 7 000 images. Leur analyse par les 

méthodes de particules isolées a permis d’obtenir des structures 3D résolues à 2.7 – 3.0 Å ce qui 

participe notamment à la validation de l’installation de ce nouveau cryo-microscope. Au-delà de 

cet aspect technique, mes travaux de thèse ont permis de caractériser les structures cryo-EM 

« d’oncoribosomes » portant la mutation RPS15-P131S. Celles-ci renforcent l’idée (initialement 

proposée par (Bhaskar et al., 2020; Bretones et al., 2018)) que les mutations du domaine C-

terminal de RPS15 déstabilisent l’extrémité C-ter de RPS15, ce qui empêcherait l’accommodation 

et le maintien optimal des ARNt-aa dans le site A du ribosome. Ceci pourrait alors avoir pour 

conséquences un ralentissement du passage de la phase d’initiation à celle d’élongation, des 

ratages des cycles d’élongation entrainant à leur tour une baisse globale du taux de traduction, 

ainsi qu’une perte de la fidélité de traduction. Afin de pouvoir décrire l’efficacité du ribosome WT 

et mutant dans le processus de traduction, il serait utile de compléter les données structurales par 

des analyses fonctionnelles. Il pourrait par exemple être intéressant de réaliser des expériences 

de traduction in vitro par des essais de méthionine-puromycine. Cet essai, aussi appelé essai de 

formation de peptide, a pour but de reporter l’activité peptidyl-transférase du ribosome en 

analysant la formation du dipeptide entre la méthionine radiomarquée et la puromycine (Lorsch 

and Herschlag, 1999). Ceci permet d’analyser l’étape d’élongation de la traduction. Ainsi, ces 

données seraient utiles pour déterminer si la mutation impacte l’efficacité du ribosome à former 

des liaisons peptidiques et donc la phase d’élongation de la traduction.   

Finalement, ces données structurales, obtenues durant ma dernière année de thèse, 

représentent une preuve de concept, puisqu’elles pourront également être appliquées à d’autres 

mutations de composés ribosomiques, afin de comprendre leur effet sur les processus de 

traduction. Ainsi, il sera peut-être possible dans un futur proche, grâce à des approches de cryo-

EM/SPA entièrement automatisées, d’obtenir des diagnostics structuraux de ribosomes en cours 

de traduction, afin de caractériser en routine des ribosomes potentiellement pathogènes.  
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