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Abréviations 

 
 

82-FIP  : 82kDa-FMRP Interacting Protein 
AA  : acide aminé 
Actine G : Actine Globulaire 
Actine F : Actine Fibrillaire 
aDMA  : asymetrical DiMethyl Arginine (arginine diméthylée asymétriquement) 
Amp  : ampicilline 
AMPA  : α-Amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazole Propionic Acid 
APP   : Amyeloid Precursor Protein 
APRA  : Antibody-Positionned RNA Amplification 
Arc  : Activity-regulated cytoskeleton associated protein 
ASK-1  : Apoptosis Signal-regulating Kinase-1 
BC1  : Brain Cytoplasmic RNA 1 
BC200  : Brain Cytoplasmic RNA 200-nt 
BSA  : Bovine Serum Albumine 
CaMKII : Calcium-calmodulinedependent Kinase II 
CB  : Cajal Body 
CBC  : Cap Binding Complex (complexe de fixation à la coiffe) 
CBP  : Cap Binding Protein (protéine de fixation à la coiffe) 
CIP  : Calf Intestine Phosphatase 
CMCT  : 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl) carbodiimide métha-p-toluène 
CPEB  : Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein 
CRM1  : Chromosome Maintenance Region-1 
CYFIP1/2 : CYtoplasmic FMRP Interacting Protein 
DMEM  : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMS  : diméthyl sulfate 
DMSO  : diméthyl sulfoxyde 
db/sb  : double brin/simple brin 
DTT  : dithiothréitol 
EBNA  : Epstein-Barr nuclear antigen 2 
EDTA  : éthylène diamine tétraacétate 
EF-1A  : Elongation Factor-1A 
eIF  : eukaryotic translation Initiation Factor  
ESE  : Exonic Splicing Enhancer (séquence activatrice d’épissage) 
ESS  : Exonic Splicing Silencer (séquence inhibitrice d’épissage) 
ex7  : exon 7 
FBP  : Fuse Binding Protein 
FBS  : Fetal Bovine Serum 
FGF-2  : Fibroblast Growth Factor 2 
Fig.  : Figure 
FMR1   : Fragile X Mental Retardation 1, gène humain 
Fmr1  : Fragile X Mental Retardation 1, gène murin 
FMRP  : Fragile X Mental Retardation Protein (protéine impliquée dans le syndrome 
de l’X fragile)  
FRAXA : FRAgile chromosome X site A 
FXR1/2 : Fragile X Related gene 1,2 
FXR1/2P : Fragile X Related Protein 1,2 
Gems  : Gemini of coiled bodies 



Abréviations 

 
 

GFP  : Green Fluorescent Protein 
GST  : Gluthatione S-Transférase 
hnRNP  : heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein 
Hyg.  : hygromycine 
IGC  : Interchromatine Granule Cluster 
IMP1  : Insulin-like Growth Factor II mRNA binding protein 1 
Iso1  : isoforme 1 de FMRP codée par l’ensemble des 12 exons 
Iso7  : isoforme 7 de FMRP dépourvue de l’exon 12 
JBP1  : Janus kinase Binding Protein 1 
kb  : kilobase 
kD  : kilodalton 
Ke  : kéthoxal 
KH  : K Homology 
KSRP   : KH type Splicing Regulatry Protein 
LB/ LBA : Luria Broth/ Luria Broth supplémenté en ampicilline 
LDP  : Long Term Depression 
LTP  : Long Term Potentiation 
m2,2,7G  : 2, 2, 7-triméthyl guanosine 
m7G  : 7-méthyl guanosine 
MAP1B : Microtubules Associated Protein 1B 
mGlu-R : metabotropic Glutamate Receptor 
MSP58 : MicroSPhérule 58 
NAIP  : Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein 
NDF  : N-terminal Domain of FMRP 
NES  : Nuclear Export Signal 
NFAR-2 : Nuclear Factor Associated with dsRNA 
NLS  : Nuclear Localisation Signal 
NMDA : N-Methyl-D-Aspartate 
NoLS  : Nucleolar Localisation Signal 
NPC  : Nuclear Pore Complex (complexe de pore nucléaire) 
nt  : nucléotides 
NUFIP  : NUclear FMRP Interacting Protein 
NXF   : Nuclear eXport Factor 
OH  : groupement hydroxyle 
OMIM  : Online Mendelian Inheritance in Man 
ORF  : Open Reading Frame (phase ouverte de lecture) 
ORI  : origine de réplication 
PABP  : PolyA Binding Protein 
pb  : paire de bases 
PBS  : Phosphate Buffer Saline (tampon phosphate) 
PCR  : Polymerase Chain Reaction (réaction de polymérisation en chaîne) 
PEG  : polyéthylène glycol 
PFNI/II : Profiline I,II 
PHAX  : Phosphorylated adaptator of RNA export 
PNK  : PolyNucléotide Kinase 
PPP4   : Protein Phosphatase 4 
PRMT5 : Protein Arginine MethylTransferase 5 



Abréviations 

 
 

PSD-95 : Post-Synaptic Density 95 Protein 
Purα, β  : Purine-rich element-binding protein α, β  
Rac 1  : Ras-related C3 botulinium toxine substrate 
RER  : Réticulum Endoplasmique Rugueux 
RFP  : Red Fluorescent Protein 
RGG  : Boîte riche en arginines et glycines 
Rho GTPase : Ras homolog Guanosine Triphosphatase 
RISC  : RNA-Induced Silencing Complex 
RRM   : RNA recognition motif 
RNase  : ribonucléase 
RNasin : inhibiteur de ribonucléases 
RNG 10S  : RNA granule 10S 
RNP  : RiboNucléoParticule/complexe ribonucléoprotéique 
RT  : transcriptase inverse (Reverse Transcriptase) 
scaRNA : Small Cajal body-specific RNA (petit ARN spécifique des Corps de Cajal) 
sDMA  : symetrical DiMethyl Arginine (arginines diméthylées symétriquement) 
SDS  : sodium dodécylsulfate 
SELEX : Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment 
SF-1   : Steroidogenic Factor-1 
SIP-1  : SMN Interacting protein-1 
SMA  : Spinal Muscular Atrophy (amyotrophie spinale) 
SMN  : Survival of Motor Neuron (survie des motoneurones) 
SMN  : Gène humain de survie des Motoneurones 
Smn  : Gène murin de survie des Motoneurones 
snoRNA : Small nucleolar RNA (petit ARN nucléolaire) 
SRP  : Signal Recognition Particule (particule de reconnaissance du signal) 
TBE  : Tampon Tris-borate-EDTA 
TE  : Tampon Tris-EDTA 
TGS1   : TriméthylGuanosine Synthase 1 
TRE  : Tetracycline Response Element (élément de réponse à la tétracycline) 
Tris  : tris (hydroxyméthyl) aminométhane 
UNR   : Upstream of N-Ras 
UsnRNA : U rich small nuclear RNA (petit ARN nucléaire riche en U) 
UsnRNP : U rich Small Ribonucleoprotein Particle (petite particule ribonucléoprotéique 
nucléaire) 
UTR  : Unstranslated Region 
UV  : Ultra-Violet 
YB1/P50 : Y-box-binding protein 1 
ZBP1/2 : Zing code Binding Protein 1, 2 
ZPR1   : Zinc finger Protein1 
 
Ne sont pas incluses dans ce tableau (a) les abréviations internationales utilisées pour 
désigner les acides aminés (nomenclature à 3 lettres ou à une lettre), ni (b) les abréviations 
internationales des unités de mesure (ml, mg, s, h, etc.) ni (c) celles de certains 
composants de la substance vivante (ATP, RNA, DNA, mRNA, etc.) pour lesquels 
l’abréviation internationalement acceptée a été gardée. Pour certaines substances (facteurs de 
croissance, cytokine, etc.), l'abréviation anglaise internationalement utilisée a été retenue. 
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Avant-propos 
 

 

Pendant de nombreuses années, les ARN ont été considérés comme de simples 

intermédiaires entre l’ADN qui contient les gènes et les protéines. On sait maintenant que les 

ARN possèdent de nombreuses autres fonctions et interviennent à différent niveaux de la 

régulation de l’expression génique. Ces fonctions dépendent de l’établissement d’interactions 

ARN/protéines, qui gouvernent la formation des complexes ribonucléoprotéiques (complexes 

RNP). Ces complexes très dynamiques jouent un rôle majeur dans la transcription, dans les 

mécanismes de régulation post-transcriptionnelle tels que l’épissage, la stabilité des ARN, le 

routage et la compartimentation des ARN. Ils interviendraient également lors de la traduction. 

En outre, la mise en évidence de différentes classes de petits ARN tels que les UsnRNA 

(small nuclear RNA), les ARNnc (no codant RNA), les snoRNA (small nucleolar RNA), les 

microARN, plus récemment les rasiRNA (repeat associated small interfering RNA), etc, 

ouvre la possibilité de nouvelles fonctions encore insoupçonnées des ARN.  

 

L’intérêt pour la localisation des ARN, la compréhension de leurs modes 

d’action et l’évolution biologique de ces molécules ne cessent de croître. La localisation 

d’ARN spécifiques est un mécanisme largement utilisé lors du développement embryonnaire 

pour générer une distribution asymétrique des protéines dans l’embryon. Dans le système 

nerveux, la localisation des ARN joue un rôle très important à la fois durant le développement 

et dans l’organisme adulte. Les neurones sont le siège d’une intense circulation et les 

mécanismes de transport y sont particulièrement importants du fait de leur anatomie adaptée à 

l’échange d’informations à longue distance, ce qui leur confère des dimensions sans 

équivalent dans le monde cellulaire. Aujourd’hui, de plus en plus d’études suggèrent, 

d’ailleurs, que des défauts de trafic pourraient jouer un rôle important dans l’apparition de 

désordres neurologiques et notamment, le syndrome de l’X fragile, une des formes 

héréditaires les plus communes de retard mental et l’amyotrophie spinale, une maladie 

génétique responsable de mortalité infantile. Ces deux pathologies seront justement abordées 

dans cette présentation bibliographique en lien avec mon travail de thèse.  
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Introduction 
 

 

Chapitre I : L’amyotrophie spinale et le complexe SMN 

 

 

I/ L’amyotrophie spinale  

 

1/ Les amyotrophies spinales : caractéristiques cliniques et pathologiques 

 

Chez l’homme, un déficit en protéine SMN conduit à une pathologie grave : 

l’amyotrophie spinale (ou SMA, Spinal Muscular Atrophy) (Lefebvre et al, 1995 ; Lefebvre et 

al, 1997). Les amyotrophies spinales progressives sont les maladies génétiques les plus graves 

du nouveau-né et du jeune enfant, puisqu’elles constituent l’une des causes de mortalité 

infantile la plus fréquente. Elles touchent indifféremment filles ou garçons dans toutes les 

régions du monde (Hausmanowa-Petrusewicz et al, 1968). On estime leur prévalence à 1 

naissance sur environ 6.000 à 10.000 (Pearn, 1978 ; Pearn, 1980) et à environ 1 porteur sur 35 

à 50 (McAndrew et al, 1997 ; Feldkotter et al, 2002 ; Cusin et al, 2003). Les amyotrophies 

spinales constituent un groupe de maladies neuromusculaires à transmission autosomique 

récessive. Elles sont caractérisées par une dégénérescence des motoneurones de la corne 

antérieure de la moelle épinière entraînant une atrophie musculaire et conduisant finalement à 

la paralysie (pour revue, Nicole et al, 2002). La plupart des patients souffrant d’amyotrophie 

spinale présentent des signes cliniques de la maladie dès l’enfance. Il existe une forte 

corrélation entre l’âge d’apparition des symptômes et la sévérité de l’atteinte, de sorte que, 

plus la maladie commence précocement et moins le pronostic vital est favorable. C’est selon 

ce critère que les SMA infantiles ont été classées en 3 types (Pearn, 1978 ; Pearn, 1980 ; 

Munsat et al, 1990 ; Munsat & Davies, 1992 et pour revue, Wirth et al, 2006a).  
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(1) Le type I : maladie de Werdnig-Hoffmann ou amyotrophie spinale 
infantile sévère (OMIM #253300) (pour revues, Hirtz et al, 2005 ; Bach et al, 2003 ; 
Bach, 2007 ; Bach, 2007).  

Ce type représente environ 35% de la totalité des amyotrophies spinales. Les 

effets de l’amyotrophie spinale de type I sont constatés pendant les 6 premiers mois de la vie 

et affectent souvent les enfant avant même la naissance. Les mères ont pu remarquer une 

diminution des mouvement du fœtus en fin de grossesse. Après quelques semaines ou mois de 

vie, on observe une grande faiblesse musculaire de l’enfant (hypotonie). Il ne peut pas tenir sa 

tête, rouler sur lui-même et s’asseoir seul. Les muscles qui permettent de téter et d’avaler 

peuvent être affectés d’où les difficultés de déglutition et d’alimentation. Leur intelligence est 

parfaitement normale. Leur sensibilité n’est pas atteinte. L’atteinte musculaire commence par 

la racine des membres (hanches et épaules) pour remonter jusqu’aux extrémités (pieds et 

mains). Le plus dangereux est l’atteinte des muscles du système respiratoire. La toux est 

faible et inefficace et la capacité à se défendre contre les affections respiratoires est réduite. 

Les difficultés respiratoires sont généralement la cause majeure du décès de ces enfant. La 

plupart des praticiens informent les parents au moment du diagnostic que les enfants atteints 

d’amyotrophie spinale de type I ne vivent pas plus de deux ans. Il y a pourtant de part le 

monde des enfants plus âgés, et même des adultes atteints d’amyotrophie spinale de type I. 

Les atteintes sont en effet très variables suivant les individus, et cette diversité rend toute 

certitude impossible quant à la durée de vie réelle d’un enfant atteint. 

 

(2) Le type II : amyotrophie spinale infantile intermédiaire (OMIM #253550) (pour 
revue, Hirtz et al, 2005). 

Ce type représente environ 45% de la totalité des amyotrophies spinales, c’est 

le plus courant. Les effets de l’amyotrophie spinale de type II sont généralement constatés 

entre l’âge de 6 mois et l’âge de 3 ans. On observe chez l’enfant une faiblesse et une atrophie 

de la masse musculaire. Le degré d’atteinte est très variable selon les individus. L’évolution 

de la maladie est lente et progresse par paliers. La faiblesse musculaire touche surtout les 

muscles des jambes et du tronc. La prédisposition aux affections respiratoires dépend de la 

manière dont les muscles respiratoires sont touchés. Généralement, il n’y a pas de difficultés 

ni pour avaler ni pour téter. Les enfants peuvent généralement s’asseoir et tenir leur tête. Ils 
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peuvent aussi se tenir debout. Mais ces capacités se réduisent au fur et à mesure qu’ils 

prennent du poids. Cependant, une bonne prise en charge orthopédique permet de réduire 

voire éviter les déformations de la colonne vertébrale et les rétractions tendineuses. 

L’espérance de vie d’un enfant atteint d’amyotrophie spinale de type II n’est pas réellement 

évaluable et dépend de l’atteinte musculaire et respiratoire. Le plus grand danger vient des 

affections respiratoires, pneumonie ou autres, contre lesquelles l’enfant combat difficilement. 

 

(3) Le type III : maladie de Kugelberg-Welander ou amyotrophie spinale juvénile 
(OMIM #253400) (pour revue, Hirtz et al, 2005).  

Ce type représente environ 8% de la totalité des amyotrophies spinales. Les 

effets de l’amyotrophie spinale de type III sont constatés vers l’âge de 3 ou 4 ans, parfois plus 

tard. On observe un affaiblissement musculaire entraînant une démarche dandinante plus ou 

moins gênante. Le réflexe rotulien (du genou) est absent. Les enfants peuvent s’asseoir, 

marcher et se tenir debout, mais ces capacités diminuent avec la prise de poids. La sensibilité 

et les fonctions mentales ne sont pas atteintes. Il peut y avoir des déformations de la colonne 

vertébrale conduisant à une scoliose plus ou moins prononcée. Une bonne prise en charge 

orthopédique permet de réduire voire d’éviter ces déformations pouvant avoir une influence 

sur les fonctions respiratoires. L’espérance de vie d’un enfant n’est généralement pas affectée 

par une amyotrophie spinale de type III, car, dans la plupart des cas, il n’y a pas d’atteinte 

respiratoire. 

Chez certains patients, les signes cliniques apparaissent plus tardivement et 

sont de moindre intensité, on parle alors d’amyotrophie spinale adulte de type IV (OMIM 

#271150) (pour revue, Sumner, 2006). Dans ce cas, on observe une paralysie progressive des 

muscles des membres inférieurs et en conséquence une atrophie de ces muscles. Les muscles 

des cuisses et des avant-bras s'affaiblissent. Dans certains cas, il peut y avoir une atteinte 

respiratoire. Généralement, la progression de la maladie est assez rapide après le début des 

symptômes, mais l’espérance de vie n’est pas mise en cause.  
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Aujourd’hui cette classification est toujours utilisée, mais elle n’est pas 

toujours adaptée à la réalité de la maladie. Au sein d’un même groupe, il faut savoir que le 

profil évolutif est très variable d’un individu à l’autre. 

 

2/ Les bases génétiques des SMA 

 

2.1/ Le locus SMA 
 

En 1990, des expériences de clonage positionnel du gène impliqué dans les 

SMA ont permis d'identifier une région chromosomique associée à cette maladie. Cette région 

est située sur le bras long du chromosome 5, dans la région q11.2-13.3 (Figure 1) 

(Brzustowicz et al, 1990 ; Gilliam et al, 1990 ; Melki et al, 1990b ; Melki et al, 1990a). Chez 

l’homme, le locus SMA est situé dans une région génomique très complexe qui contient des 

séquences répétitives, des pseudogènes et des séquences analogues à des transposons. Ces 

observations suggèrent qu’il s’agit d’une région très instable (Francis et al, 1993 ; Kleyn & 

Gilliam, 1993 ; Kleyn et al, 1993 ; Melki et al, 1994). Une caractérisation plus poussée a mis 

en évidence une région chromosomique particulière constituée d’une duplication inversée 

d'environ 500 kb dont chaque élément contient 4 gènes. Le gène SMN (Survie des 

MotoNeurones) (Lefebvre et al, 1995), le gène codant la protéine NAIP (Neuronal Apoptosis 

Inhibitory Protein) (Roy et al, 1995), le gène codant la protéine p44, qui est une sous-unité du 

facteur de transcription TFIIH, et enfin le gène H4F5, dont la fonction est inconnue (Burglen 

et al, 1997 ; Scharf et al, 1998). Pour chacun de ces gènes une copie télomérique et une copie 

centromérique sont présentes (Figure 1). Chez l’homme, il existe donc deux gènes codant la 

protéine SMN : SMN1 (OMIM #600354) et SMN2 (OMIM #601627). La duplication est 

également retrouvée chez les primates (Rochette et al, 2001), cependant la copie SMN2 est 

propre à l’homme. Par contre, chez toutes les autres espèces, un seul gène code la protéine 

SMN (pour revue, Paushkin et al, 2002).  

Les plus petites délétions caractérisées chez les patients atteints de SMA ont 

permis d’identifier le gène SMN comme le gène dont la mutation entraîne la SMA (Lefebvre 

et al, 1995). Il se compose de 27 kb réparties en 9 exons qui sont retrouvés dans un ARNm de
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Figure 1 : Structure du locus SMA,  
 
Le locus SMA est situé à l’extrémité centromérique du bras long du chromosome 5 en position 5q11.2-13.3. 
Le locus SMA contient les gènes SMN1 et 2 dans une région dupliquée centromérique et télomérique. Cette 
région contient également trois autres gènes : p44, NAIP et H4F5. D’après Lefebvre et al, 1995. 
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1,7 kb (Burglen et al, 1996). Le codon stop est situé juste après l’exon 7, ainsi l’exon 8 est 

non codant. La copie télomérique du gène SMN appelée SMN1 ou SMNt est absente chez 95% 

des patients atteints de SMA et elle présente des mutations faux-sens, non-sens ou encore des 

décalages du cadre de lecture chez les 5% restants (Lefebvre et al, 1995). La copie 

centromérique du gène SMN, homologue à 99 % à la copie télomérique est appelée SMN2 ou 

SMNc (Lefebvre et al, 1995). Les 2 gènes sont transcrits. L'analyse de leurs promoteurs a 

montré que ces éléments sont quasiment identiques tant au niveau de leur séquence qu’au 

niveau de leur activité (Echaniz-Laguna et al, 1999 ; Monani et al, 1999). Le gène SMN2 est 

présent chez tous les patients, alors qu'il est absent chez 5 % des individus non atteints 

(Lefebvre et al, 1995), sans aucune conséquence clinique, ce qui indique qu’il n’est pas 

indispensable à la survie des motoneurones. C'est à partir de ces observations que le gène 

SMN1 et non le gène SMN2 a été reconnu comme le gène lié à la maladie (Lefebvre et al, 

1995). 

 

2.2/ Les gènes SMN1 et SMN2 
 
Le gène SMN1 se distingue du gène SMN2 uniquement par 5 paires de bases (1 

dans l'intron 6, 1 dans l'exon 7, 2 dans l'intron 7 et 1 dans l'exon 8) (Figure 2). Ces 

différences n'ont aucun effet sur la séquence en acides aminés de la protéine car elles sont 

silencieuses (Lefebvre et al, 1995 ; Burglen et al, 1996 et pour revues, Wirth, 2000 ; Wirth et 

al, 2006a). Les ARNm obtenus à partir des 2 gènes sont identiques à l’exception de 2 

nucléotides situés dans les exons 7 et 8. Plus précisément, une transition en position +6 de 

l'exon 7 est responsable de l’épissage alternatif de l’ARN pré-messager du gène SMN2. 

Quand le nucléotide est une cytosine (C) comme dans le gène SMN1, l’exon 7 est reconnu et 

inclus dans la protéine. Si c’est une thymine (T), comme dans le gène SMN2, l’exon 7 est 

exclu de la majorité des ARNm (Figure 2). Les mécanismes gouvernant l’épissage alternatif 

de l’ARN pré-messager du gène SMN2 restent encore peu clairs. Deux hypothèses ont été 

proposées pour l’expliquer (Figure 3) (pour revues, Wirth et al, 2006a ; Singh, 2007). Au 

moins trois éléments activateurs d’épissage (exonic splicing enhancer [ESE]) sont contenus 

dans l’exon 7. La transition pourrait soit interrompre un élément activateur de l'épissage de 

l'exon 7 liant le facteur d’activation de l’épissage ASF/SF2. Cet événement causerait alors le 

saut de l’exon 7 (Cartegni & Krainer, 2002 ; Cartegni et al, 2006). Soit la
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Figure 2 : Différences de séquence primaire et d’épissage entre les transcrits SMN1 et 
SMN2 
 
Le gène SMN2 diffère en 5 positions par rapport au gène SMN1. La substitution d’une cytosine (C) en 
thymine (T) dans l’exon 7 du transcrit du gène SMN2 (voir flèche) entraîne un épissage alternatif de l’exon 
7. Les traits pleins représentent les séquences de l’ARN pré-messager majoritairement épissées. Les traits 
en pointillés représentent les séquences minoritairement épissées. Pour revue, Wirth et al, 2006a. 

Exons 1, 2a, 2b, 3 ,4 ,5 et 6 Intron 6 Exon 7 Intron 7 Exon 8
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Figure 3 : Modèle de régulation de l’épissage de l’exon 7 
 
L’exon 7 de SMN1 contient une séquence heptamérique (ESE1) à son extrémité 5’ reconnue par la protéine 
SR : ASF/SF2. Dans SMN2, la transition de C vers T empêcherait la fixation de ASF/SF2, ce qui 
entraînerait le saut de l’exon 7. De plus, la transition de C vers T favoriserait l’effet inhibiteur de hnRNP-
A1 et faciliterait l’exclusion de l’exon 7. Les gènes SMN1 et SMN2 contiennent tous deux un ESE dans la 
partie centrale de l’exon 7 (ESE2) qui est reconnu par Htra2-β1 et ses partenaires d’interaction hnRNP-G 
et SRp30c. Ensemble, ils facilitent l’inclusion de l’exon 7 dans les gènes SMN1 et SMN2. Les transcrits 
pleine longueur (PL) de SMN seraient produits seulement lorsque le domaine ESE2 est intact. De plus, l’exon 
7 contient à son extrémité 3’ un site ESE3, un autre élément activateur de l'épissage de l'exon. Dans 
l’intron 7, un site ISS (ISS-N1) pourrait exercer ses fonctions inhibitrices sur l’inclusion de l’exon 7. ESE : 
exonic splicing enhancer. ISS : intonic splicing silencer. Pour revue Wirth et al, 2006a. 
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transition dans l’exon 7 crée un élément inhibiteur de l’épissage (exonic splicing silencer 

[ESS]) permettant la fixation d’un répresseur de l’épissage, hnRNP-A1. La liaison du 

répresseur sur l’exon 7 du gène SMN2 réprimerait alors son inclusion (Kashima & Manley, 

2003 ; Kashima et al, 2007). Ces deux modèles ne sont pas mutuellement exclusifs et il est 

possible que les deux mécanismes co-existent (Figure 3). Les ARNm complets sont donc 

presque exclusivement produits par le gène SMN1 alors que la forme prédominante codée par 

le gène SMN2 (90 % environ) est dépourvue de l'exon 7 (Lefebvre et al, 1995 ; Gennarelli et 

al, 1995) (Figure 3). L’ARNm tronqué SMNΔexon7 code une protéine raccourcie de 16 

résidus du côté carboxy-terminal, qui est instable in vivo (Vitte et al, 2007).  

 

 

2.3/ La SMA : un défaut de protéine SMN 
 
Il existe une étroite corrélation inverse entre la sévérité clinique de la maladie 

et la quantité de protéine intacte codée par le gène SMN2 (Coovert et al, 1997 ; Lefebvre et al, 

1997). En effet, en raison de la nature instable de la région contenant le locus SMA, les 

patients présentent, majoritairement, une délétion du gène SMN1 et peuvent porter un nombre 

variable de copies du gène SMN2 influençant la sévérité de la maladie (Wirth et al, 1997 ; 

Campbell et al, 1997 ; Parsons et al, 1998 ; Wirth et al, 1999 ; Feldkotter et al, 2002 ; 

Mailman et al, 2002) (Figure 4). Ainsi, la plupart des patients atteints de SMA de type I ont 

une ou deux copies du gène SMN2, la plupart des patient de type II en ont trois et la plupart 

des patient atteint de SMA de type III en possèdent trois ou quatre. Quelques patients peuvent 

avoir cinq ou 6 copies (Wirth et al, 2006b et pour revue, Prior et al, 2004). La présence d'une 

seule copie semble être très rare; elle est associée à un phénotype très sévère de SMA (Brahe, 

2000) et la présence d'au moins 2 copies du gène SMN2 est requise pour que les patients 

atteints de SMA de type I survivent quelques mois. L’effet bénéfique des gènes SMN2 

supplémentaires fait donc de ce gène une cible moléculaire privilégiée dans les stratégies 

thérapeutiques (cf. chapitre I, paragraphe I. 4/ Stratégies thérapeutiques). Toutefois, certains patients 

ayant le même nombre de copies présentent des degrés différents dans la sévérité de la 

maladie. D’autres facteurs que le nombre de copies du gène SMN2 semblent donc jouer un 

rôle dans la variabilité phénotypique de la maladie (Parano et al, 1996). Par ailleurs, environ 

5% des patients atteints de SMA ne présentent pas de délétion du gène 
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Figure 4 : Génotypes observés chez la plupart des patients atteints de SMA 
 
Chez les individus atteints d’amyotrophie spinale (SMA), le gène SMN1 est muté, délété ou converti en gène 
SMN2. Le facteur majeur influençant la sévérité de la maladie est le nombre de copies du gène SMN2. La 
plupart des patients SMA de type I ont une ou deux copies du gène SMN2, la plupart des patients de type 
II en ont trois et la plupart des patients SMA de type III en possèdent trois ou quatre voire plus. Comme 
chaque copies du gène SMN2 produit environ 10% de protéine SMN entière et fonctionnelle, une 
augmentation du nombre de copies du gène SMN2 est bénéfique pour les patients atteints de SMA. Pour 
revue Wirth et al, 2006a. 
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SMN1 mais des mutations dans ce gène (Tableau I). A l’heure actuelle, 40 mutations ont déjà 

été identifiées, parmi lesquelles des mutations non-sens et faux-sens, des décalages du cadre 

de lecture, des délétions, des inversions et des mutations dans un site d'épissage. La plupart 

des mutations faux-sens sont localisées dans une région très conservée des exons 6 et 7 

(Y272C, T274I, G275S et G279C/V) et nous verrons que ces mutations perturbent les 

fonctions de la protéine SMN (Talbot et al, 1997 ; Hahnen et al, 1997 ; Lorson et al, 1998 ; 

Sun et al, 2005). La mutation E134K est une autre mutation fréquemment retrouvée (Tableau 

I) qui abolirait l’interaction de la protéine SMN avec certains de ces partenaires protéiques 

tels que les protéines Sm (cf. chapitre I, paragraphe II. 1.2.1/ Le complexe SMN interagit à la fois avec les 

protéines Sm et les UsnRNA) (Buhler et al, 1999). 

 

 

 

3/ Modèles animaux d’amyotrophie spinale 

 

Avec la connaissance accrue des gènes et les techniques de création de 

modèles animaux, de nombreux modèles ont été créés et apportent des informations 

considérables dans l’étude de la physiopathologie liée à la SMA et l’évaluation de nouvelles 

thérapeutiques et leurs mécanismes d’action (Tableau II).  

 

3.1/ Les modèles murins (Mus musculus) 
 
L’homme est le seul à posséder une copie SMN2 du gène contrairement à la 

souris qui n’en possède qu’une seule située sur le chromosome 13 équivalente au gène SMN1 

(DiDonato et al, 1997 ; Viollet et al, 1997). Plusieurs modèles murins de SMA ont été générés 

ces dix dernières années. Ainsi, des souris déficientes au niveau du gène Smn (Smn - / -) ont été 

obtenues par recombinaison homologue (Schrank et al, 1997). L’embryon se développe, 

d’abord normalement mais présente, ensuite, des altérations morphologiques et des 

dégénérescences qui conduisent à la mort, indiquant que le gène SMN est essentiel au 

développement embryonnaire et à la survie chez la souris. Pour contourner cette létalité 

embryonnaire, plusieurs stratégies ont permis de produire des modèles mimant le phénotype 

des  patients  atteints  de   SMA.   Monani  et  al.  (2000)  ont   obtenu  un  modèle   présentant 
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Nomenclature standard de 
changement de nucléotides 

Changement 
d’un seul 

acide aminé 

Autre nomenclature 
utilisée dans la 

littérature 

Site de 
mutation Type de mutation Type de 

SMA 

5C>G (Parsons et al, 1998) A2G 38C>G Faux sens II, III 
22_23insA (ou 22dupA) (Tsai et al, 
2001)   Décalage du cadre 

de lecture I ou II 

43C>T (Wirth et al, 1999) Q15X 78C>T Non sens I, III 
81_81+1insG (ou 81dupG) (Skordis et 
al, 2001)  Q27insG 

Exon 1 

Décalage du cadre 
de lecture II 

91_92insT (ou 91dupT) (Wirth et al, 
1999)  124insT Exon 2a Décalage du cadre 

de lecture I 

208_209insGTGT (Wirth et al, 1999)  241-242in4 Exon 2b Décalage du cadre 
de lecture III 

275G>C (Kotani et al, 2007) W92S  Faux sens I 
305G>A (Sossi et al, 2001) W102X  Non sens II, III 
(Cusco et al, 2004) I116F  Faux sens I 
399_402delAGAG (Bussaglia et al, 
1995 ; Cusco et al, 2003 ; Martin et al, 
2002) 

 430del4 Décalage du cadre 
de lecture I, II, III 

400G>A (Sossi et al, 2001 ; Wirth, 2000) E134K 433G>A Faux sens I 
(Cusco et al, 2004) Q136E  Faux sens I 
439_443delGAAGT (Brahe et al, 1996 ; 
Sossi et al, 2001)  425del5, 472del5 

Exon 3 

Décalage du cadre 
de lecture I 

509_510delGT (Parsons et al, 1998)  542delGT Décalage du cadre 
de lecture I, II, III 

558delA (Wirth et al, 1999)  591delA Décalage du cadre 
de lecture II 

585_586insT (ou 585dupT) (Wirth, 
2000)  618insT 

Exon 4 

Décalage du cadre 
de lecture I 

683T>A (Tsai et al, 2001) L228X  Exon 5 Non sens I ou II 
734C>T (Rochette et al, 1997) P245L 767C>T Faux sens III 
740_74insC (ou 472dupC) Martin et al, 
2002)  773insC Décalage du cadre 

de lecture III 

768_778dupTGCTGATGCTT (ou 
770_780duoCTGATGCTTTG) 
(Parsons et al, 1996 ; Parsons et al, 1998 ; 
Martin et al, 2002 ; Wirth, 2000) 

 813ins/dup11, 
800ins11 

Décalage du cadre 
de lecture I, II 

785G>T (Hahnen et al, 1997 ; McAndrew 
et al, 1997)  S262I 818G>T Faux sens III 

815A>G (Lefebvre et al, 1995 ; Rochette 
et al, 1997 ; Wirth et al, 1999 ; Wirth, 2000) Y272C 848A>G Faux sens I, II, III 

821C>T (Wirth et al, 1999 ; Wirth, 2000) T274I 854C>T Faux sens  II, III 
823G>A (Skordis et al, 2001) G275S  

Exon 6 

Faux sens  III 
834+2T>G (ou IVS6+2T>G) (Martin et 
al, 2002)  c.867+2T>G Site d’épissage  I 

IVS6-18_IVS6-12edlCCTTTAT 
(Lefebvre et al, 1995 ; Wirth, 2000)  c.868-11del7 Site d’épissage I 

IVS6-2A>G (Eggermann et al, 2008)  c.868-2A>G 

Intron 6 

Site d’épissage I 
835G>T (Wang et al, 1997) G279C 868G>T Faux sens II, III 
836G>T (Talbot et al, 1997) G279V 869G>T Exon 7  Faux sens I 
IVS7+4_IVS7+7delAGTC (Lefebvre et 
al, 1995 ; Wirth, 2000)  c.922+3del4 Site d’épissage II 

IVS7+6T>G (Wirth et al, 1999)  c.922+6T>G 
Intron 7 

Site d’épissage III 
EX8del (Gambardella et al, 1998)   Exon 8 Délétion II, III 

 
Tableau I : Principales mutations du gène SMN1 décrites chez les patients atteints 
d’amyotrophie spinale  
Ins : insertion, Del : délétion Dup : duplication 
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Organismes  Type de manipulation Caractéristiques phénotypiques de la maladie 

S. pombe 
(Talbot et al, 1997 ; 
Paushkin et al, 
2000) 
 
 
 
 
 
C. elegans 
(Talbot et al, 1997 ; 
Miguel-Aliaga et 
al, 1999) 
 
 
 
D. melanogaster 
(Chan et al, 2003 ; 
Rajendra et al, 
2007) 
 
D. rerio 
(McWhorter et al, 
2003) 
 
M. musculus 
(Schrank et al, 
1997 ; Monani et 
al, 2000b ; Monani 
et al, 2003 ; Frugier 
et al, 2000 ; Vitte 
et al, 2004 ; 
Cifuentes-Diaz et 
al, 2001 ; 
Cifuentes-Diaz et 
al, 2002 ; Nicole et 
al, 2003 ; Ferri et 
al, 2004 ; Le et al, 
2005 ; Butchbach 
et al, 2007 et pour 
revue, Monani et 
al, 2000a) 

Délétion 
 
Surexpression des allèles 
sauvages 
 
Surexpression des allèles délétés 
 
 
 
Extinction des allèles sauvages 
par RNA interférence  
 
 
Surexpression 
 
 
Mutations non-sens produites 
spontanément (hypomorphiques) 
 
 
 
Extinction de smn  par l’emploi 
de morpholinos anti-sens 
 
 
Suppression homozygote de smn 
 
Complémentation chez les souris 
Smn knockout en variant le 
nombres de copies de transgènes 
SMN2 humains et SMN mutant 
 
 
 
 
 
 
 
Délétion de smn dans les 
neurones en utilisant le système 
Cre-loxP 
 
Délétion de smn dans le muscle 
en utilisant le système Cre-loxP 
 
 
 
Délétion de smn dans le foie en 
utilisant le système Cre-loxP 
 

Cellules non viables. 
 
Augmentation du taux de croissance, viabilité non compromise. 
 
 
Phénotype dominant négatif; croissance et viabilité compromises,
les mutations non-sens causent la disparition de la protéine SMN
du cytoplasme. 
 
Phénotype variable dans la progéniture allant de la létalité au
stade embryonnaire à de multiples et sévères défauts dans le
développement précoce. 
 
Viabilité embryonnaire de la progéniture compromise. 
 
 
Létalité larvaire tardive, mutant larvaire montrant une perte de
mobilité et une désorganisation neuromusculaire sévère 
 
 
 
Létalité embryonnaire entre la fin de la gastrulation et le début de
la somitogenèse, défauts dans la croissance et le devenir des
motoneurones. 
 
Smn - / - : létalité embryonnaire avant implantation 
 
1 à 2 copies de SMN2 ; souris Smn - / - : souris SMA de type I,
mort dans les 1 à 8 jours 
 
souris SMN2+/+ ; Δ7+/+ ; Smn - / - : souris SMA de type II, mort dans
les 10 à 16 jours 
 
souris SMN2+/- ; SMNA2G+/- ; Smn - / - : souris SMA de type III,
survie possible de plus d’un an 
 
8 à 16 copies SMN2; Smn - / - : complète délivrance phénotypique 
 
Smn Δ7/ F7 ; NSE-Cre : perte des axones moteurs mais pas du corps
cellulaire, atrophie du muscle et mort dans les 4 semaines 
 
 
Smn Δ7/ F7 ; HSA-Cre : dystrophie musculaire, mort à 33 jours pour
les mutants «sévères», pathologie similaire pour les mutants
«moyens» mais augmentation de la survie avec mort dans les 8
mois. 
 
Smn Δ7/ F7 ; Alfp-Cre : létalité embryonnaire tardive, atrophie,
dysfonctionnement et perte de la capacité de régénération du foie 
 

 
Tableau II : Organismes manipulés afin de reproduire la pathologie SMA de l’homme 
Pour revues, Monani, 2005  et Schmid & DiDonato, 2007. 



Chapitre I : L’amyotrophie spinale et le complexe SMN                             Introduction  

- 16 - 

des symptômes identiques à ceux des malades atteints de SMA de type I, par introduction du 

gène SMN2 humain entier dans des souris Smn - / - (Monani et al, 2000a). Le gène SMN2 est 

donc capable de compenser le phénotype de létalité embryonnaire de ces souris. De plus, chez 

la souris, comme chez l’homme une augmentation du nombre de copies du gène SMN2 

diminue la sévérité de la maladie (Tableau II, page 15). Ainsi, l’introduction de 8 copies du 

gène SMN2 empêche le développement de la maladie (Monani et al, 2000a). Les souris qui 

présentent une forme sévère de SMA (souris avec 1 ou 2 copie(s) du gène SMN2) ont le 

même nombre de motoneurones un jour après la naissance que les souris sauvages. Par contre, 

5 jour après la naissance, elles perdent environ 40% des motoneurones de la moelle épinière 

(Monani et al, 2000a). Les mêmes observations ont été faites chez les patients atteints de 

SMA (Bromberg & Swoboda, 2002) et chez le poisson zèbre déficient pour le gène SMN 

(McWhorter et al, 2003). Cette observation indique que la perte des motoneurones serait un 

évènement tardif dans la progression de la maladie. Récemment, il a été observé un défaut 

d’excitabilité des motoneurones des souris SMA due à une intégration réduite des canaux 

dépendant du calcium dans les cônes de croissance, pouvant conduire à un défaut de 

fonctionnement des synapses (Jablonka et al, 2007). 

 

Un autre modèle murin de SMA a été obtenu par délétion conditionnelle de 

l’exon 7 du gène Smn murin en utilisant le système de recombinaison Cre-loxP du 

bactériophage P1 (Frugier et al, 2000). Le gène de la recombinase Cre, exprimé sous le 

contrôle d’un promoteur spécifique du cerveau, permet d’induire la délétion de l’exon 7 du 

gène SMN spécifiquement dans les neurones. Bien que ces souris soient normales à la 

naissance, elles développent des déficits moteurs, des tremblements et une paralysie après 

quelques semaines et meurent 3 à 5 semaines après leur naissance. Ces souris présentent une 

désorganisation des jonctions neuromusculaires et un taux d’axones moteurs réduit. La 

dégénérescence des motoneurones apparaît dès le 20ème jour après la naissance (Ferri et al, 

2004).  

Le même système Cre/lox a aussi été utilisé pour cibler, spécifiquement, le 

muscle (Cifuentes-Diaz et al, 2001). Ainsi, les souris mutantes présentent une délétion de 

l’exon 7 du gène SMN au niveau du muscle squelettique. Elles présentent une paralysie 

musculaire qui commence après 3 semaines de vie, une nécrose des muscles et évoluent 
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rapidement vers la mort. Dans un autre modèle, la délétion de l’exon 7 du gène SMN est 

réalisée soit dans les cellules satellites (qui sont des cellules souches embryonnaires) et les 

myotubes, soit uniquement dans les myotubes qui se différencieront, ensuite, en cellules 

musculaires. Quand l’expression du gène SMNΔExon7 a lieu à la fois dans les myotubes et 

dans les cellules satellites, les souris développent une myopathie sévère et présentent une 

diminution de la régénération musculaire. Par contre, quand les cellules satellites restent 

intactes et bien que les souris développent aussi une myopathie, le phénotype est moins grave. 

Ces résultats montrent que les cellules satellites intactes augmentent la survie et les 

performances motrices des souris mutantes (Nicole et al, 2003). Ces observations, ainsi que 

les travaux réalisés chez la drosophile, suggèrent que les muscles puissent jouer un rôle dans 

la pathologie SMA. 

 

 

3.2/ La drosophile (Drosophila melanogaster) 
 
Deux modèles de drosophile présentant des mutations ponctuelles différentes 

existent (Smn73Ao et SmnB ou G202S et S201F respectivement) (Chan et al, 2003). Ces 

mutations correspondent à des mutations identifiées dans le gène SMN1 de nombreux patients 

atteints de SMA (Y272C, T274I et G275S) (Tableau I, page 14) et responsables d’un défaut 

de dimérisation de la protéine SMN (Lorson et al, 1998). Les embryons survivent jusqu'au 

stade larvaire mais présentent des défauts de mobilité (Chan et al, 2003). Un troisième modèle 

de drosophile a été généré à partir de mutations hypomorphiques du gène Smn qui réduisent le 

taux de protéines dSMN et entraînent des défauts dans le vol et une désorganisation 

neuromusculaire sévère (Rajendra et al, 2007). Chez la drosophile, l’activité du gène Smn 

serait donc requise à la fois dans les neurones et les muscles squelettiques. 

 

 

3.3/ Le poisson zèbre (Danario rerio) 
 
Le poisson zèbre, qui peut être facilement manipulé génétiquement, possède 

une fécondation externe, un développement rapide de l’embryon et reste transparent durant les 

premiers jours de sa vie (pour revue, Grunwald & Eisen, 2002). De ce fait, il est beaucoup 

utilisé comme modèle pour l’étude des processus liés au développement. De plus, les 
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connaissances acquises sur son système neuromusculaire en font un modèle exceptionnel 

d’observation, in vivo, du développement des motoneurones et des prolongements axonaux 

(pour revues, Schmid & DiDonato, 2007 ; Beattie et al, 2007). Ce modèle a donc été utilisé 

afin d’élucider le rôle de la protéine SMN dans le développement embryonnaire des 

motoneurones principalement par la technique d’ARN interférent basée sur l’emploi des 

morpholinos (McWhorter et al, 2003 et pour revue, Beattie et al, 2007). Cette méthode permet 

de diminuer le taux de protéine SMN au début du développement comme c’est le cas pour les 

patients atteints de SMA (McWhorter et al, 2003). Cette diminution cause d’important défauts 

dans la croissance et le devenir des motoneurones. En effet, les axones moteurs sont plus 

petits et présentent un nombre excessif d’embranchements. Par contre, la diminution du taux 

de protéine SMN ne semble n’avoir aucun effet sur les muscles, contrairement à ce qui a été 

observé chez la drosophile. Bien qu’ils soient anormaux, les axones moteurs du poisson zèbre, 

où le taux de protéine SMN est réduit, sont capables, uniquement dans les premiers stades du 

développement, d’établir des connexions avec les muscles, comme c’est le cas pour les 

patients atteints de SMA (Jablonka et al, 2004 ; Rossoll et al, 2003 ; Carrel et al, 2006). 

 

3.4/ Les autres modèles 
 
La levure Schizosaccharomyces pombe, a été le premier modèle unicellulaire 

utilisé pour étudier la génétique chez les eucaryotes (pour revue, Hedges, 2002). La levure S. 

pombe possède un gène SMN : ySMN (Talbot et al, 1997 ; Owen et al, 2000) essentiel à sa 

viabilité (Paushkin et al, 2000). La surexpression de ySMN est délétère pour S. pombe, mais 

pas létale et conduit à des retards de croissance contrairement à la surexpression de hSMN 

chez S. pombe qui est létale (Paushkin et al, 2000). 

Caenorhabitis elegans est un modèle d’étude qui combine les avantages des 

organismes complexes (pluricellulaires) à des caractéristiques physiologiques qui en font un 

organisme particulièrement bien adapté à la neurobiologie. En effet, C. elegans possède un 

système nerveux simple avec moins de 100 motoneurones chez l’adulte (Sulston, 1983). Il 

possède également un gène SMN : CeSMN essentiel à la viabilité embryonnaire (Talbot et al, 

1997). L’extinction de CeSMN, par la technique d’ARN interférence, conduit à de nombreux 

défauts neuronaux, des mouvements non coordonnés et à la stérilité (Miguel-Aliaga et al, 
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1999). Sa surexpression conduit à la stérilité et à la létalité embryonnaire (Miguel-Aliaga et 

al, 1999 et pour revue, Culetto & Sattelle, 2000).  

 

 

 

4/ Stratégies thérapeutiques  
 

Actuellement, en dépit des avancées thérapeutiques, les personnes atteintes 

d’amyotrophie spinale ne bénéficient d’aucun traitement curatif permettant une guérison. Bien 

que le mécanisme moléculaire responsable de la pathologie SMA n’ait pas encore été 

précisément défini, les connaissances accumulées ces dernières années ont permis 

l’émergence de différentes approches thérapeutiques. Plusieurs stratégies, en cours d’étude, 

consistent à augmenter le taux de protéine SMN pleine longueur. Elles visent l’activation de 

l’expression du gène SMN2, l’augmentation du taux d’inclusion de l’exon 7 dans le transcrit 

SMN2 ou la stabilisation de la protéine SMN. D’autres stratégies impliquent l’identification 

de molécules ayant un rôle protecteur des motoneurones présentant des taux faibles de 

protéine SMN, le remplacement du gène SMN1 par thérapie génique et l’introduction de 

motoneurones ou des cellules musculaires par l’emploi de cellules souches embryonnaires 

(Figure 5) (pour revues, Wirth et al, 2006a ; Sumner, 2006 et Sumner, 2007). 

 

 

4.1/ Activation du gène SMN2 : les inhibiteurs d’histones déacétylases et les 
autres composés chimiques 

 
Plusieurs études ont montré que des composés capables d’inhiber les histones 

déacétylases (HDAC), des enzymes impliquées dans la modulation de l’expression des gènes 

(pour revue, Minucci & Pelicci, 2006) pouvaient augmenter la synthèse de la protéine SMN. 

Certains de ces inhibiteurs sont capables d’activer le promoteur du gène SMN2 et donc de 

moduler son expression, très certainement par modification du taux d’acétylation des histones 

du promoteur (Kernochan et al, 2005). C’est le cas de l’acide valproïque (Brichta et al, 2003 ; 

Sumner et al, 2003 ; Tsai et al, 2006 ; van Bergeijk et al, 2006 ; Weihl et al, 2006), du 

butyrate de sodium (Chang et al, 2001), du phénylbutyrate (Andreassi
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Figure 5 : Cibles potentielles pour la thérapie de la pathologie SMA  

Différentes approches thérapeutiques ont été envisagées ces dernières années. Plusieurs stratégies, en 
cours d’étude, consistent à augmenter le taux de protéine SMN pleine longueur. D’autres stratégies 
impliquent l’identification de molécules ayant un rôle protecteur des motoneurones présentant des taux 
faibles de protéines SMN, le remplacement du gène SMN1 par thérapie génique et le remplacement des 
motoneurones ou des cellules musculaires. Pour revues, Sumner, 2006 et Sumner, 2007. 
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et al, 2004 ; Mercuri et al, 2004 ; Brahe et al, 2005), du benzamide M344 (Riessland et al, 

2006), de la trichostatine (Avila et al, 2007) et du SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) 

(Hahnen et al, 2006). Ces composés sont, en effet, capables d’augmenter le taux d’ARNm et 

de protéine SMN, dans des lignées dérivant de cellules de patients atteints de SMA, en 

activant le promoteur du gène et dans certains cas en favorisant l’inclusion de l’exon 7 dans le 

transcrit du gène SMN2. L’acide valproïque atténuerait la mort des motoneurones et 

augmenterait les fonctions motrices des souris SMA (Tsai et al, 2006). Dans des lignées 

cellulaires en culture, ce composé pourrait également avoir un effet positif sur la croissance 

des neurites indépendamment de son effet sur le gène SMN2 (van Bergeijk et al, 2006). La 

trichostatine A est un inhibiteur des HDAC plus puissant et plus spécifique que les autres 

composés utilisés jusqu’alors. Elle permettrait une augmentation de la survie des souris, une 

diminution de la perte de poids, de meilleurs réflexes de redressement et une meilleure 

capacité à se mouvoir (Avila et al, 2007). L’acide valproïque (USA) (Weihl et al, 2006) et le 

phénylbutyrate (Italie) (Mercuri et al, 2007) sont actuellement en phase d’étude clinique chez 

l’homme. Une augmentation de la force musculaire a été décrite chez des patients atteints de 

SMA de types III et IV traités avec l’acide valproïque (Weihl et al, 2006). Le phénylbutyrate 

semble bien toléré par les patients mais ne montre pas d’efficacité (Mercuri et al, 2007). 

 

D’autres molécules, différentes des HDAC, auraient la capacité d’activer 

l’expression du gène SMN2. L’hydroxyurée augmente le taux d’expression du transcrit SMN2, 

de la protéine SMN et des Gems dans des cultures de cellules provenant de patients atteints de 

SMA. Cette augmentation varie en fonction de la concentration d’hydroxyurée et du temps de 

traitement des cellules. D’autre part, l’hydroxyurée est connue pour sa bonne tolérance chez 

les enfants et sa facilité d’administration par voie orale (Grzeschik et al, 2005). A l’heure 

actuelle, des essais thérapeutiques de phases II/III de l’hydroxyurée, randomisés, en double 

aveugle, contre placebo sont en cours au Japon (Liang et al, 2008) et aux USA. Cependant, les 

premiers résultats n’ont pas mis en évidence d’effets cliniques bénéfiques de ce médicament, 

des essais cliniques à plus grande échelle avec l’hydroxyurée sont envisagés (Liang et al, 

2008). Deux composés : quinazoline et indole augmenteraient également le taux de protéine 

SMN et le nombre de Gems dans des cellules provenant de patients atteints de SMA. De plus, 

il semble que les effets de ces deux molécules s’additionnent lorsqu’elles sont utilisées 
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conjointement (Jarecki et al, 2005). Des études sur des composés dérivés de la quinazoline, 

qui pourraient être plus efficaces, sont actuellement en cours (Thurmond et al, 2008). 

 

 

4.2/ Inclusion de l’exon 7 dans le transcrit issu du gène SMN2  
 
Une augmentation du taux de protéines entières peut également être obtenue 

par l’utilisation de molécules induisant l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN2. 

L’aclarubicine favoriserait l’inclusion de l’exon 7 dans des fibroblastes de patients atteints de 

SMA ou du modèle de souris SMA (Andreassi et al, 2001 ; Ting et al, 2007). Cependant la 

toxicité élevée de cette molécule ne permet pas de l’envisager comme traitement. Récemment, 

le salbutamol (albuterol) a permis une augmentation rapide et significative des transcrits 

SMN2 pleines longueurs dans des fibroblastes de patients atteints de SMA, en favorisant 

l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN2 (Angelozzi et al, 2008). Au cours d’un essai 

pilote, le salbutamol avait déjà montré des effets bénéfiques chez des patients atteints de SMA 

sans causer trop d’effets indésirables (Kinali et al, 2002) ; cette molécule pourrait donc être 

adaptée à un traitement clinique. D’autres composés présentent des effets similaires : le 5-(N-

ethyl-N-isopropyl)-amiloride (EIPA) (Yuo et al, 2008) et certains polyphénols (Sakla & 

Lorson, 2008). 

 

De nombreuses stratégies non pharmacologiques, utilisant des oligonucléotides 

et des oligoribonucléotides antisens, ont également été mises au point pour favoriser 

l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN2 (Figure 6) :  

- L’utilisation d’oligonucléotides antisens réduisant la reconnaissance du site 3’ 

d’épissage de l’exon 8 augmente l’incorporation de l’exon 7 dans les transcrits SMN2 

(Figure 6 A/) (Lim & Hertel, 2001). 

- L’utilisation d’oligonucléotides antisens contenant des groupement 2’-O-methyl 

phosphorotioate ou des petits ARN U7 modifiés portant des séquences anti-sens 

spécifiques à l’ARNm SMN2, dans des réactions d’épissage in vitro ou introduits dans 

des cellules en culture, bloque l’accès à la jonction intron7-exon8 et conduisent à une
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Figure 6 : Inclusion de l’exon 7 par stratégies non pharmacologiques  
 
Plusieurs stratégies non pharmacologiques ont été développées ces dernières années pour essayer de 
favoriser l’inclusion de l’exon 7 dans les transcrits SMN2. D’après Lim & Hertel, 2001 ; Madocsai et al, 2005 
; Skordis et al, 2003 ; Cartegni & Krainer, 2003 et la revue, Wood et al, 2007. 
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      augmentation de l’inclusion de l’exon 7 (Figure 6 B/) (Madocsai et al, 2005).  

- L’inclusion de l’exon 7 peut également être augmentée par l’utilisation 

d’oligonucléotides antisens dirigés contre des éléments silencieux d’épissage (ISS) 

(Miyajima et al, 2002 ; Singh et al, 2006 ; Hua et al, 2008). 

- Des oligonucléotides antisens hybrides sont également à l’étude. Ces oligonucléotides, 

complémentaires à l’exon 7, contiennent des éléments reconnus par des facteurs 

activateurs de l'épissage de l'exon (ESE) (Figure 6 C/). Ces oligonucléotides 

restaurent l’incorporation de l’exon 7 dans les transcrits SMN2 dans des fibroblastes 

dérivés de patients atteints de SMA (Skordis et al, 2003). Des vecteurs viraux sont 

actuellement en cours de développement afin de délivrer ces oligonucléotides chez des 

patients atteints de SMA (Baughan et al, 2006). 

- Des oligonucléotides, complémentaires à l’exon 7, ont également été couplés à des 

effecteurs synthétiques mimant les fonctions des protéines SR, activatrices d’épissage 

(Figure 6 D/). Ces molécules, nommées ESSENCE (Exon-Specific Splicing 

Enhancement by Chimeric Effectors), sont capables de stimuler l’inclusion de l’exon 7 

dans les transcrits SMN2 au cours de réactions d’épissage in vitro et dans des 

fibroblastes dérivés de patients SMA (Cartegni & Krainer, 2003 ; Hua et al, 2007). 

- Récemment, une nouvelle approche thérapeutique a été développée et repose sur 

l’épissage en trans (pour revue, Wood et al, 2007). L’épissage en trans est un 

processus naturel mais rare chez les mammifères, qui implique un épissage entre deux 

transcrits produits séparément. L’utilisation de ce procédé offre la possibilité de 

corriger une mutation dans l’ARN pré-messager et de produire un ARNm sauvage. En 

effet, un ARN en trans contenant une région antisens à l’ARN pré-messager, des sites 

d’épissage et les exons nécessaires à la réparation de l’ARN pré-messager permet par 

remplacement des exons, l’élimination de la région mutée de l’ARN pré-messager 

défectueux et la production d’un ARNm sauvage. Cette nouvelle technique est 

maintenant développée dans le cadre de la pathologie SMA. Elle permet l’épissage en 

trans du transcrit SMN2 dans des fibroblastes issus de patients grâce à des ARN 

produits à partir de vecteurs viraux dérivés des adénovirus (Figure 6 E/) (Coady et al, 

2007). 
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4.3/ Stabilisation de la protéine SMN et augmentation de sa traduction à 
partir du gène SMN2 

 
L’indoprofen est un composé qui permet l’augmentation de la production de la 

protéine SMN à partir du gène SMN2 mais pas à partir du gène SMN1. Ce composé n’agirait 

pas au stade transcriptionnel mais augmenterait plutôt l’efficacité de la traduction des 

transcrits SMN2 (Lunn et al, 2004). Les aminoglycosides auraient également la capacité 

d’augmenter le taux de protéine SMN et de Gems dans des fibroblastes dérivés de patients 

atteints de SMA (Wolstencroft et al, 2005 ; Mattis et al, 2006). Ces composés, habituellement 

utilisés comme antibiotiques, seraient capables d’induire le franchissement des codons stop 

par les ribosomes et donc de permettre la synthèse d’une protéine entière. Ici, les 

aminoglycosides permettraient de franchir le codon stop de l’exon 8 et d’ajouter quelques 

acides aminés à la protéine tronquée qui se substitueraient alors à la partie correspondant à 

l’exon 7 manquant et conduiraient à la stabilisation de la forme partiellement active de la 

protéine tronquée (Wolstencroft et al, 2005). Malheureusement, l’indoprofen comme les 

aminoglycosides ont une faible capacité de pénétration dans le système nerveux central, les 

rendant pour l’instant inutilisables pour traiter des patients atteints de SMA. 

 

 

4.4/ Neuroprotection 
 
Pour protéger les motoneurones, des substances pharmacologiques ont été 

sélectionnées pour leur effet connu dans des maladies neuro-dégénératives ou à partir de 

criblages de molécules augmentant la survie des motoneurones en culture ou stabilisant la 

pathologie sur un modèle animal. Actuellement deux substances neurotrophiques sont à 

l’essai, chez l’homme : le riluzole et le TRO19622. Une expérimentation menée sur des souris 

SMA a révélé un faible bénéfice du riluzole sur la survie des souris et sur une protection de la 

jonction neuromusculaire (Haddad et al, 2003). De plus, il semble bien toléré chez des 

patients atteints de SMA de type I (Russman et al, 2003). A l’heure actuelle, le riluzole est en 

essai clinique de phase II/III afin d’évaluer son efficacité et sa tolérance sur la fonction 

motrice chez des enfants et de jeunes adultes atteints de SMA de type II ou III. Une autre 

étude avec la cardiotrophine-1, une drogue neuroprotectrice, a montré une amélioration de la 
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survie des souris SMA et un retard dans l’apparition des défauts moteurs (Lesbordes et al, 

2003).  

 

4.5/ Thérapie génique et remplacement cellulaire 
 
Une étude récente chez la souris apporte des résultats prometteurs en ouvrant 

la voie à la possibilité d’une thérapie génique pour les patients souffrant d’amyotrophie 

spinale. En effet, après l’injection de vecteurs lentiviraux (virus EIAV) portant le gène SMN1 

dans le muscle d’une souris SMA, le gène a été transporté et exprimé dans les motoneurones 

de la moelle épinière. Cette injection a permis d’obtenir une expression durable du transgène 

et de prolonger la survie de l’animal (Azzouz et al, 2004). Une autre stratégie qui fait l’objet 

de recherche concerne le « remplacement » de motoneurones grâce à la thérapie cellulaire 

(pour revue, Nayak et al, 2006). En l’occurrence, des cellules souches embryonnaires, 

différenciées en motoneurones ont été transplantées dans la moelle épinière de rats présentant 

une dégénérescence des motoneurones. Ces cellules ont survécu et ont produit des axones 

(Harper et al, 2004). 

 

 

 

II/ Le complexe SMN et sa localisation cellulaire 

 

1/ Présentation de la protéine SMN  

 

La protéine SMN (Survival of Motor Neurons ou Survie des MotoNeurones) 

est une protéine ubiquitaire nécessaire à la survie cellulaire, comme mentionné ci-dessus. Elle 

est présente chez tous les eucaryotes supérieurs, elle a également été caractérisée chez la 

levure Schizosaccharomyces  pombe, mais elle est absente chez Saccharomyces cerevisiae 

(pour revue, Paushkin et al, 2002). La protéine SMN est une protéine de 294 acides aminés 

qui présente une masse moléculaire de 36 kD. Sa séquence n’est homologue à aucune des 

protéines répertoriées dans les banques de données actuelles, mais la protéine SMN possède 

plusieurs séquences conservées (Figure 7).  
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Figure 7 : Séquence et domaines fonctionnels de la protéine SMN 
 
A/ Alignement des séquences des protéines SMN de divers organismes. Les régions codées par les 
différents exons sont indiquées et les tirets représentent l’absence de l’acide aminé. Les acides aminés en 
rouge sont conservés. D’après la revue, (Paushkin et al, 2002). B/ Représentation schématique des domaines 
fonctionnels de la protéine SMN avec la nature et les positions des mutations ponctuelles, trouvées dans le 
gène SMN1 des patients atteints de SMA. En vert, sont indiquées les mutations non-sens et en rouge les 
mutations faux-sens. D’après Wirth, 2000 ; Ogino & Wilson, 2002 ; Ogino & Wilson, 2004. 
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1.1/ Les domaines fonctionnels de la protéine SMN  

 
La protéine SMN est composée de plusieurs domaines distincts : une région de 

liaison aux acides nucléiques (Lorson & Androphy, 1998), un domaine Tudor (Talbot et al, 

1998 ; Selenko et al, 2001 et pour revue Ponting, 1997), une région riche en prolines 

(Lefebvre et al, 1995 ; DiDonato et al, 1997) et des domaines d’oligomérisation (Lorson et al, 

1998 ; Young et al, 2000) (Figure 7). La région codée par l’exon 2b, le domaine Tudor et la 

boîte Y/G sont les régions les plus conservées de la protéine SMN (pour revue, Paushkin et al, 

2002). 

Le domaine de liaison aux acides nucléiques de la protéine SMN est codée par 

l’exon 2b (Lorson & Androphy, 1998). Il est nécessaire et suffisant pour permettre une liaison 

non-spécifique de la protéine SMN à l’ARN ou à l’ADN. Par ailleurs, la protéine SMN 

interagit préférentiellement avec des séquences poly(G), par rapport aux séquences poly(A), 

poly(C) et poly(U) (Bertrandy et al, 1999).  

Dans sa région centrale se trouve un domaine Tudor, phylogénétiquement très 

conservé et rencontré dans de nombreuses protéines eucaryotes, en particulier dans les 

protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine. Cette séquence a été initialement 

décrite pour la protéine Tudor de la drosophile (pour revues, Ponting, 1997 ; Maurer-Stroh et 

al, 2003). Le domaine Tudor est codé par l’exon 3 de la protéine SMN (acides aminés 91 à 

158) et serait important pour l’interaction de la protéine SMN avec des protéines contenant 

des motifs riches en arginines-glycines (RG) (Buhler et al, 1999 ; Sprangers et al, 2003 ; Cote 

& Richard, 2005). Plusieurs mutations ponctuelles, dont la mutation E134K fréquemment 

trouvée chez les patients atteints de SMA, se situent à l’intérieur de ce domaine (Tableau I et 

figure 7 B/).  

La protéine SMN possède un domaine riche en prolines bien conservé entre 

l’homme et la souris et à moindre degré chez Xenopus Laevis (Lefebvre et al, 1995 ; 

DiDonato et al, 1997). Par contre, ce domaine est absent de la protéine SMN de C. elegans et 

S. pombe (Figure 7). 

La protéine SMN a la capacité d’oligomériser grâce à une interaction entre ses 

domaines N et C terminaux (Figure 8) (Lorson et al, 1998 ;Young et al, 2000). Un triple 

motif peptidique riche en glycines et tyrosines (Y-X-X-G) dans l’exon 6 (acides aminés 266 à 

279) appelé boîte Y/G, constitue le domaine majeur d’oligomérisation de la protéine.
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Figure 8 : Modèle schématique de l’architecture de la protéine SMN sous forme dimérisée 
(A) et oligomérisée (B) 
 
A/ Chacun des sites d’auto-association codés par les exons 2b et 6 est impliqué dans la dimérisation de la 
protéine SMN. La région protéique d’oligomérisation intramoléculaire codée par l’exon 4 servirait de 
plateforme en s’associant aux exons 2a et 2b. B/ Dans le modèle d’oligomérisation proposé, l’exon 6 code un 
site d’auto-association assurant une dimérisation initiale et l’exon 2b code un site qui, par la suite, 
permettrait l’oligomérisation. Les interactions entre les fragment SMN sont schématisées par des barres 
noires épaisses. D’après Young et al, 2000. 
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La séquence de la boîte Y/G a été hautement conservée durant l’évolution. Un grand nombre 

de mutations ponctuelles, dont la mutation faux-sens Y272C, fréquemment trouvée chez les 

patients atteints de SMA, se situent à l’intérieur ou à proximité de cette boîte (Tableau I et 

figure 7B/) (Talbot et al, 1997 ; Lorson et al, 1998). De plus, l’oligomérisation médiée par ce 

domaine est essentielle au maintien de nombreuses activités du complexe SMN que nous 

détaillerons dans un prochain chapitre. Le second domaine d’oligomérisation à l’extrémité N-

terminale est codé par l’exon 2b dont la séquence correspond à un motif de 9 acides aminés : 

PAKKNKSQK (Young et al, 2000 ; Ogawa et al, 2007 ; Morse et al, 2007) (Figure 8).  

 

 

1.2/ Localisation et expression de la protéine SMN  
 
La protéine SMN a une localisation diffuse dans le cytoplasme. Elle est 

également présente dans le noyau, où elle est concentrée dans des corps nucléaires appelés 

«Gems» (pour gemini of coiled bodies) (Figure 9). Les Gems ont été identifiés pour la 

première fois dans des cellules HeLa (souche PV) et sont des structures nucléaires qui 

contiennent des concentrations élevées et localisées de protéine SMN (Liu & Dreyfuss, 1996). 

Les Gems sont souvent associés aux Corps de Cajal (Cajal Bodies ou CB), des structures 

similaires en taille et en nombre, et qui sont impliquées dans l’assemblage et la maturation de 

particules ribonucléoprotéiques (RNP). Plus précisément, les Gems coïncident avec les Cajal 

Bodies dans la plupart des lignées cellulaires et des tissus adultes mais sont séparés des Cajal 

Bodies dans les tissus fœtaux (Carvalho et al, 1999 ; Young et al, 2001).  

 

Le domaine Tudor de la protéine SMN jouerait un rôle dans sa localisation 

nucléaire. Il serait également, essentiel, mais pas suffisant pour sa localisation dans les CB ; 

c’est la boîte Y/G et une région codée par l’exon 2b qui la stabiliseraient (Renvoise et al, 2006 

; Morse et al, 2007). Une explication serait que l’oligomérisation de la protéine SMN pourrait 

favoriser l’accumulation de la protéine SMN dans les CB en permettant son interaction avec 

des composant des CB, comme les UsnRNP (Renvoise et al, 2006 ; Morse et al, 2007). Nous 

verrons dans le chapitre suivant que l’import de la protéine SMN dans le noyau et sa 

localisation dans les CB serait dépendant de son interaction avec des protéines telles que 

ZPR1 et la coiline. La localisation cytoplasmique de la protéine SMN 
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Figure 9 : Les Gems : des structures nucléaires liées aux CB 
 
Mise en évidence des Gems par des expériences de double immunofluorescence dans des cellules HeLa 
(souche PV) avec des anticorps dirigés contre la protéine SMN (vert) et la coiline p80 (rouge). La protéine 
SMN présente une localisation diffuse dans le cytoplasme et plus localisée dans le noyau où elle se 
concentre dans les Gems. La coiline p80 est le marqueur moléculaire définissant spécifiquement les Corps de 
Cajal (CB). Les Gems et les CB sont indiqués par des flèches. Le résultat de la superposition apparaît en 
jaune. D’après la revue, Gubitz et al, 2004. 

SMN Coiline Superposition

SMN Coiline Superposition

Gems

CB

SMN Coiline Superposition

SMN Coiline Superposition

Gems

CB
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serait, quant à elle, assurée par le domaine codé par l’exon 7 de la protéine qui contient un 

signal d’adressage cytoplasmique QNQKE. Ainsi, l’ajout d’une telle séquence à la protéine 

SMNΔexon7, qui s’accumule dans le noyau, lui confèrerait la capacité de résider dans le 

cytoplasme (Zhang et al, 2003). Certaines expériences d’immunofluorescence ont permis de 

localiser la protéine SMN dans le nucléole (Francis et al, 1998 ; Young et al, 2001; Wehner et 

al, 2002). Cependant, cette localisation nucléolaire n’a pu être observée qu’avec certains 

anticorps dirigés contre la protéine SMN, c’est pourquoi elle reste controversée. 

 

 

2/ Composition du complexe SMN 

 

In vivo, la protéine SMN est associée à plusieurs protéines, nommées Gemin 2 

à Gemin 8 et unrip pour former un complexe multi-protéique appelé complexe SMN (pour 

revues, Gubitz et al, 2004 et Pellizzoni, 2007).  

 

2.1/ Caractéristiques des protéines du complexe SMN (Tableau III)  
 
La protéine Gemin 2/SIP1 est une protéine de 31,5 kD (Fischer et al, 1997 ; 

Liu et al, 1997) qui s’associe à la région N-terminale de la protéine SMN (Liu et al, 1997 ; 

Wang & Dreyfuss, 2001 ; Young et al, 2000 et pour revue, Paushkin et al, 2002). La protéine 

Gemin 2 a la capacité de s’auto-associer (Ogawa et al, 2007). La mise en place des 

interactions Gemin2/Gemin2 et Gemin2/SMN au sein du complexe SMN stabiliserait 

l’oligomérisation de la protéine SMN (Ogawa et al, 2007). La protéine Gemin 2 semble donc 

nécessaire à la stabilité et à la structuration du complexe SMN (Ogawa et al, 2007 et pour 

revue, Paushkin et al, 2002). 

La protéine Gemin 3/DP103/DDX20 porte un motif DEAD, qui tire son nom 

d’une courte séquence conservée de quatre acides aminés (aspartate-glutamate-alanine-

aspartate), qui est retrouvée dans beaucoup de protéines avec une activité d’ARN hélicase 

(pour revue, Jankowsky & Fairman, 2007). Cette protéine de 103 kD interagit directement 

avec la région C-terminale de la protéine SMN (Charroux et al, 1999 ; Campbell et al, 2000). 
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Gemin 3 pourrait donc avoir une activité d’ARN hélicase au sein du complexe SMN. 

Cependant, une telle activité reste à démontrer. 

La protéine Gemin 4/GIP1 est une protéine de 120 kD qui migre comme une 

protéine de 97 kD. Elle ne présente aucune homologie de séquence avec d’autres protéines 

connues (Charroux et al, 2000) et contient un NLS à son extrémité N-terminale (Lorson et al, 

2008). Bien que sa fonction reste inconnue, son étroite interaction avec la protéine Gemin 3 

laisse suggérer qu’elle puisse jouer un rôle de cofacteur dans l’activité ATPasique et/ou 

hélicase de cette dernière. Les protéines Gemins 3 et 4 sont également associées, chez 

l’homme, aux complexes miRNP comprenant la protéine eIF2C2 (eukaryotic Inititation 

Factor 2C), une protéine de la famille des Argonautes (Ago2) et des miRNA (micro-ARN), 

ceci indépendamment du complexe SMN (Mourelatos et al, 2002 ; Dostie et al, 2003 ; Nelson 

et al, 2004). Les protéines Gemins 3 et 4 pourraient donc jouer un rôle dans la régulation de 

l’expression des gènes par les miRNA (Maniataki & Mourelatos, 2005). 

La protéine Gemin 5/p175 est la plus grande protéine du complexe SMN avec 

une masse moléculaire de 175 kD. Gemin 5 est une protéine à multiples domaines. Elle 

comporte un motif en hélice α coiled coil dans sa partie C-terminale et une répétition de 13 

motifs tryptophane-arginine (WD) dans sa partie N-terminale, suggérant sa capacité à former 

de multiples interactions protéines-protéines (Gubitz et al, 2002). 

Les protéines Gemin 6 et 7 sont les plus petites protéines du complexe SMN (16 et 15 kD 

respectivement) et forment un hétérodimère au sein du complexe SMN (Pellizzoni et al, 

2002a ; Baccon et al, 2002). La protéine Gemin 7 interagit avec la protéine SMN grâce à des 

répétitions de résidus RG présent dans sa partie N-terminale (Baccon et al, 2002). Ces deux 

protéines ne présentent aucune homologie de séquences avec d’autres protéines répertoriées 

dans les banques de données, mais leurs structures révèlent des repliement similaires à ceux 

observés pour les domaines Sm des protéines Sm, que nous détaillerons dans un prochain 

paragraphe (Ma et al, 2005). 

La protéine Gemin 8 est une protéine de 32 kD nécessaire à l’association de 

l’hétérodimère formé par les protéines Gemin 6/7 au complexe SMN. Plusieurs orthologues 

de la protéine Gemin 8 humaine ont été trouvés dans divers organismes (chien, rat, souris, 

taureau, xénope, poisson zèbre et la levure C. elegans). Par contre, aucun orthologue de la 

protéine Gemin 8 n’a été identifié chez la drosophile et la levure S. pombe, alors que ces
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Protéine 
Masse 

moléculaire
 (kD) 

Localisation 
Motifs et 
domaines 

structuraux 
Interaction avec  Références 

SMN 37 

Cytoplasme, 
nucléoplasme, 

Gems et 
nucléole (?) 

Boîte Y/G,  
domaine Tudor 

régions riches en 
prolines  

SMN, Gemin 2 
SmB, D1, D3 

 

(Lefebvre et al, 1995;  
Liu et al, 1997; 

Friesen & Dreyfuss, 
2000;  

Lorson et al, 1998; 
Pellizzoni et al, 1999).

Gemin 2 
(SIP1) 

31,5 
Cytoplasme, 

nucléoplasme, 
Gems 

- SMN (Liu et al, 1997) 

Gemin 3 
(DP103) 103 

Cytoplasme, 
nucléoplasme, 

Gems 

Boîte DEAD, 
composant des 

miRNP 

SMN 
Gemin4 

SmB/B’, D1-3, SmE 

(Charroux et al, 1999; 
Charroux et al, 2000) 

Gemin 4 
(GIP1) 97  (120) 

Cytoplasme, 
nucléoplasme, 
Gems, nucléole 

composant des 
miRNP 

Gemin3 
SmB/B’, D1-3, SmE (Charroux et al, 1999) 

Gemin 5 
(p175) 175 

Cytoplasme, 
nucléoplasme, 

Gems 

Répétitions WD,  
« coiled-coil » 

SMN 
SmB/B’, D1-3, SmE 

(Meister et al, 2001a; 
Gubitz et al, 2002) 

Gemin 6 16 
Cytoplasme, 

nucléoplasme, 
Gems 

- Gemin 7 et 8 
SmD2, E, B, D3 

(Pellizzoni et al, 
2002a; Baccon et al, 

2002) 

Gemin 7 15 
Cytoplasme, 

nucléoplasme, 
Gems 

Répétitions RG 
SMN 

Gemin 6 et 8 
SmE, B, D2, D3 

(Baccon et al, 2002) 

Gemin 8 32 
Cytoplasme, 

nucléoplasme, 
Gems 

- SMN, Gemin 6/7 (Carissimi et al, 2006a)

Unrip  38 Cytoplasme Répétitions WD 

SmB, D2 et D3,  
SmE (plus 
faiblement) 
Gemin6/7 

(Carissimi et al, 2005 ; 
Grimmler et al, 2005) 

 

Tableau III : Caractéristiques des composants du complexe SMN 
 
La protéine SMN appartient à un large complexe macromoléculaire contenant 9 composants protéiques. 
D’après la revue, Gubitz et al, 2004. 
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deux espèces contiennent la protéine SMN et que leurs génomes ont été entièrement 

séquencés (Carissimi et al, 2006a ; Carissimi et al, 2006b). 

La protéine unrip (unr-interacting protein) est une protéine de 38 kD qui 

contient des motifs tryptophane-arginine (WD) comme la protéine Gemin 5 (Carissimi et al, 

2005 ; Grimmler et al, 2005). La protéine unrip a été précédemment décrite comme une 

protéine qui forme un complexe avec UNR (Upstream of N-Ras), un facteur impliqué dans la 

régulation de la traduction indépendante de la coiffe des ARNm (Hunt et al, 1999 ; Mitchell et 

al, 2003). En absence de la protéine unrip, la protéine SMN est accumulée dans les Gems/CB 

suggérant alors un rôle de celle-ci dans la localisation intracellulaire de la protéine SMN 

(Grimmler et al, 2005 ; Petri et al, 2007). 

 
 
 

2.2/ Structure et organisation du complexe SMN  
 

Le complexe SMN est un large complexe qui a un coefficient de sédimentation 

compris entre 40 S et 60 S sur gradient de saccharrose (pour revue, Paushkin et al, 2002). 

Cette hétérogénéité de taille reflète probablement sa capacité d’interaction avec différents 

composés cellulaires. La plupart des protéines interagissant avec la protéine SMN et les 

composés du complexe sont répertoriés dans le tableau IV. Au fur et à mesure de cette 

introduction, j’expliciterai en détails la majorité de ces interactions et leur rôle fonctionnel 

démontré ou hypothétique. Le complexe SMN est également résistant à de fortes 

concentrations en sels et en détergent (Pellizzoni et al, 2002a). La figure 10 donne un schéma 

général du complexe SMN en tenant compte de sa composition et des interactions décrites. La 

stoechiométrie des divers composants reste à ce jour encore inconnue. Au sein du complexe, 

les protéines Gemin 2, 3, 5, 7 et 8 interagissent directement avec la protéine SMN, alors que 

Gemin 4 s’y associe par liaison avec Gemin 3, Gemin 6 s’y associe par liaison avec Gemin 7 

et la protéine unrip s’y associe par liaison à l’hétérodimère formé des protéines Gemin 6 et 7 

(pour revue, Pellizzoni, 2007). De plus, d’autres interactions plus faibles, entre les 

composants du complexe, pourraient le stabiliser (Otter et al, 2007). 

La majorité des protéines du complexe SMN colocalisent avec la protéine 

SMN dans les Gems/CB et dans le cytoplasme (pour revue, Gubitz et al, 2004) à l’exception 

des protéines Gemin 5 et unrip qui en sont absentes dans la plupart des cellules.
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Partenaires de la protéine 
SMN ou du complexe SMN 

Motifs et 
domaines 

Interactions avec 
SMN direct (+) 
ou indirecte (-) 

Fonctions Références 

 
Composant du complexe SMN 
 
Gemin 2 (SIP1) - + (Liu et al, 1997) 

Gemin 3 (DP103) Boîte DEAD  + (Charroux et al, 1999; 
Charroux et al, 2000) 

Gemin 4 (GIP1) Leucine zipper - (Charroux et al, 1999) 

Gemin 5 (p175) Répétitions WD 
« coiled coil » + (Meister et al, 2001a; Gubitz 

et al, 2002) 

Gemin 6 - - (Pellizzoni et al, 2002a; 
Baccon et al, 2002) 

Gemin 7 Répétitions RG + (Baccon et al, 2002) 
Gemin 8 - + (Carissimi et al, 2006a) 

Unrip Répétitions WD - 

Assemblage des UsnRNP 

(Carissimi et al, 2005; 
Grimmler et al, 2005) 

 
Protéines cellulaires 
 

Protéines Sm Motif Sm, 
répétitions RG + 

Protéines des UsnRNPs et 
épissage des ARN pré-

messagers 

(Liu et al, 1997 ; Buhler et al, 
1999 ; Charroux et al, 1999 ; 
Friesen & Dreyfuss, 2000 ; 

Gubitz et al, 2002 ; Pellizzoni 
et al, 2002a ; Pellizzoni et al, 

2002b) 

Lsm4/Lsm6 Motif Sm, 
répétitions RG 

+ 
 

Protéines de la snRNP U6 et 
dégradation des ARN 

(Friesen & Dreyfuss, 2000; 
Brahms et al, 2001) 

Fibrillarine  
Boite RGG, 
domaine de 

méthyltransférase 
+ 

(Jones et al, 2001; Pellizzoni 
et al, 2001a ; Wehner et al, 

2002) 

GAR1 Boite RGG + 

Protéines des snoRNPs 
(Pellizzoni et al, 2001a; 
Whitehead et al, 2002) 

ZPR1 (Zinc finger Protein1) Doigt de zinc  - Assemblage/maturation des 
UsnRNPs ( ?) 

(Gangwani et al, 2001 ; 
Gangwani et al, 2005 ; Doran 

et al, 2006) 

Coiline  Répétitions RG + 
Marqueur des CB, recrutement 

de SMN et UsnRNP dans les CB 
( ?) 

(Hebert et al, 2001 ; Hebert et 
al, 2002; Xu et al, 2005a) 

hnRNP-Q et R RRM, boîte RGG + Transport d’ARN le long des 
axones 

(Rossoll et al, 2002; 
Mourelatos et al, 2001) 

Snurportin-1 et importin-β Domaines IBB et 
TMG + et - Transport des UsnRNPs dans le 

noyau 
(Massenet et al, 2002; 
Narayanan et al, 2002) 

CRM1  ? Facteur d’export nucléaire (Sleeman, 2007) 

KSRP (KH type Splicing 
Regulatry Protein), FBP2, ZBP2 

Domaines KH, RG 
et PGM + 

Régulation de l’épissage, 
transport des ARNm dans les 

neurones 
(Tadesse et al, 2008) 

FBP (Fuse Binding protein)  ? Régulateur de la transcription et 
stabilité des ARN messagers (Williams et al, 2000) 

FMRP (Fragile X Mental 
Retardation Protein) 

Domaines KH1 et 
KH2, boîte RGG + Régulation de la synthèse 

protéique locale  (Piazzon et al, 2008) 

Nucléoline et B23 RRM - 

Contrôle de la croissance et de la 
prolifération de cellules, 

apoptose, transduction de signal 
de surface, différentiation et 

maintenance des tissus neuraux 

(Lefebvre et al, 2002) 

FGF-2 (Fibroblast Growth 
Factor 2)  + Facteur neurotrophique pour les 

motoneurones 
(Claus et al, 2003 ; Claus et 

al, 2004) 
TGS1  
(TriméthylGuanosine Synthase 
1) 

méthylase + Hyperméthylation de la coiffe 
des UsnRNA pol II (Mouaikel et al, 2003a) 

Tim50a  + Phosphatase (Xu et al, 2005b) 
p53  + Apoptose (Young et al, 2002a) 
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FRG1P 
 

 - Biogenèse des ARN ( ?) (van Koningsbruggen et al, 
2007) 

CA150 Domaines PGM, 
WW et FF + Facteurs d’épissage et de la  

transcription (Cheng et al, 2007) 

NFAR-2 (Nuclear Factor 
Associated with dsRNA) 

Motifs de fication 
aux ARN double 

brins, région 
d’homologie avec 

eIF2α 

? Métabolisme des ARNm (Saunders et al, 2001) 

ARN hélicase A Boîte DEAD, boîte 
RGG, dsRBD + (Pellizzoni et al, 2001b) 

ARN polymérase II (CTD) Boite DEAH, 
hélicase ARN - 

Transcription 
(Pellizzoni et al, 2001b) 

mSin3A Domaines PAH ? Régulation transcriptionnelle (Zou et al, 2004) 
EWS (Ewing Sarcoma)  +  (Young et al, 2003) 
BRUNOL3 (CELF2, ETR-3, 
CUG-BP2)  ? Régulation de la traduction et de 

la stabilité des ARNm (Anderson et al, 2004) 

Profiline   + Contrôle de la dynamique de 
l’actine 

(Giesemann et al, 1999; 
Sharma et al, 2005; 

Bowerman et al, 2007) 
 
Protéines virales 
 
Papilloma virus E2  + Régualtion de la transcription et 

de la réplication du virus (Strasswimmer et al, 1999) 

Virus minute NS1 et NS2  ? Réplication virale et activateur 
transcriptionnel 

(Young et al, 2002b; Young 
et al, 2002c) 

Antigène nuclaire du virus 
d’Epstein-Barr 
EBNA2 et EBNA3C 

 ? Régulation transcriptionnelle (Barth et al, 2003; Krauer et 
al, 2004) 

 
 
 

    

Partenaires du complexe 
SMN 

Motifs et 
domaines Intéractions avec Fonctions Références 

PPM1G/PP2Cγ  SMN,  
Gemin 3 Déphosphorylation (Petri et al, 2007) 

eIF4E  Facteur d’initiation de la 
traduction (Fierro-Monti et al, 2006) 

ASK-1 (Apoptosis Signal-
regulating Kinase-1)  

 
Gemin 5 

 Apoptose, différentiation 
cellulaire (Kim et al, 2007) 

Galectine 1 et 3  Gemin 4 Epissage (Park et al, 2001) 

METS   
Facteur de transcription 

(régulation de la prolifération et 
de la différentiation) 

(Klappacher et al, 2002) 

SF-1 (Steroidogenic Factor-1)  
Facteur de transcription 
(régulation des fonctions 

endocrines et de reproduction) 

(Ou et al, 2001; Lee et al, 
2005) 

Egr 1, 2 , 3 et 4 Doigts de zinc (3) 

 
Gemin 3 

 

Facteurs de transcription (Gillian & Svaren, 2004) 
eIF2C2 (eukaryotic Initiation 
Factor 2C) 

Domaines PAZ et 
PIWI Gemin 3, 4 Contrôle de l’expression des 

gènes 
(Mourelatos et al, 2002; 

Nelson et al, 2004) 

PPP4 (Protein Phosphatase 4)  Gemin 3, 4 Déphosphorylation des résidus 
sérine et thréonine (Carnegie et al, 2003) 

HIV1-IN (HIV-1 integrase)  Gemin 2  Infectivité du virus HIV (Hamamoto et al, 2006) 

UNR (Upstream of N-Ras) 
Domaines CSD 

(cold shock 
domain) 

Unrip Régulation de la traduction (Hunt et al, 1999; Mitchell et 
al, 2003) 

 
Tableau IV : Les protéines du complexe SMN interagissent avec un grand nombre de 
partenaires transitoires 
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Figure 10 : Représentation schématique du complexe SMN 
 
Le complexe SMN est constitué d’au moins neuf protéines nommées SMN, Gemin 2 à Gemin 8 et unrip. La 
protéine SMN se lie aux protéines Gemin 2, 3, 5, 7 et 8, tandis que les protéines Gemin 4 et Gemin 6 
s’associent au complexe SMN par leurs interactions respectives avec la protéine Gemin 3 ou la protéine 
Gemin 7. La protéine Gemin 8 serait nécessaire à l’association des protéines Gemin 6 et Gemin 7 au 
complexe SMN, lesquelles s’associent à la protéine unrip. Par souci de simplicité, ce complexe est présenté 
sous une forme simplifiée, car il forme, probablement, des oligomères d’ordre supérieur in vivo. D’après la 
revue, Pellizzoni, 2007. 
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Les protéines Gemin 5 et unrip sont principalement localisées dans le 

cytoplasme sous forme non-associées à la protéine SMN (Carissimi et al, 2005 ; Grimmler et 

al, 2005 ; Hao le et al, 2007 ; Battle et al, 2007). Par conséquent, seule une faible proportion 

de ces protéines semble faire partie du complexe SMN et ceci uniquement dans le 

cytoplasme. Plusieurs études ont d’ailleurs révélé l’existence de sous-complexes stables 

indépendant du complexe SMN. Ainsi des analyses par sédimentation en gradient de 

saccharose et par immunosélection ont montré que les protéines Gemin 6/7 et unrip forment 

un complexe stable dans les cellules et que leur association au complexe SMN requiert la 

présence de la protéine Gemin 8 (Carissimi et al, 2006b ;  Battle et al, 2007). De même, un 

complexe formé des protéines Gemin 3, Gemin 4 et Gemin 5 existe sans la protéine SMN 

(Battle et al, 2007). Enfin, comme indiqué précédemment, les protéines Gemin 3 et 4 

pourraient être associées aux miRNP (Mourelatos et al, 2002 ; Dostie et al, 2003 ; Nelson et 

al, 2004). En résumé, il est possible que certaines protéines Gemin jouent des rôles autres que 

ceux qu’elles occupent au sein du complexe SMN dans les cellules. 

 

 

 

 

III/ Rôles ubiquitaires du complexe SMN  

 

1/ Rôle du complexe SMN dans l’assemblage des UsnRNP 

 
1.1/ Biogenèse des pré-UsnRNP  

 
1.1.1/ La réaction d’épissage (pour revues, Moore et al, 1993 ; Shao & Kent, 1997) 
 

Les produits de transcription primaire des gènes des eucaryotes contiennent 

des séquences excédentaires (les introns) et des séquences qui sont réunies entre elles au sein 

de l’ARN pré-messager (les exons). Après leur synthèse par l’ARN polymérase II, les ARN 

pré-messagers sont soumis à différentes étapes de maturation afin d’être convertis en ARN 

messagers (ARNm) fonctionnels. L’étape d’épissage, qui consiste à éliminer les introns, est 

conditionnée par l’existence de séquences consensus situées aux bornes et à l’intérieur de
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Figure 11 : Représentation schématique du cycle d'épissage par le spliceosome  

Les complexes snRNPs spliceosomaux (U1, U2, U4, U5 et U6) s’associent avec l’ARN pré-messager dans un 
ordre séquentiel précis pour former le spliceosome. Ce large complexe ribonucléoprotéique catalyse deux 
réactions de transestérification permettant l’épissage des exons (rectangles violets) et l’excision de l’intron 
(ligne verte). L’hydrolyse de l’ATP n’est pas requise pour les réactions de transestérification mais est 
nécessaire aux réarrangements structuraux du spliceosome qui s’effectuent au cours du cycle. Les étapes 
"ATP" dépendantes sont indiquées par un ATP encerclé. 5'SD et 3'SA représentent, respectivement, les 
sites 5' et 3' d'épissage. PB est le point de branchement. Pour revue, Moore et al, 1993. 
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l’intron. L'intron contient en plus une séquence interne, appelée boîte de branchement (Figure 

11). Cette boîte de branchement comporte un résidu adénosine qui joue un rôle central dans le 

processus d'épissage. La réaction d'épissage comporte deux étapes, avec tout d'abord, une 

attaque nucléophile du 2'-OH du ribose du résidu adénosine de la boîte de branchement sur le 

phosphate de la jonction exon-intron en 5' de l’intron. Le 3'-OH de l’exon libéré attaque 

ensuite le phosphate de la jonction intron-exon en aval de l’intron. Les produits de cette 

réaction sont d'une part les deux exons liés de manière covalente et d'autre part, l'intron libre 

sous forme de lasso (ou : lariat). La structure en lasso est finalement ouverte par une enzyme 

dite de débranchement afin de pouvoir être hydrolysée ce qui déplace l’équilibre vers un 

épissage total.  

 

L’épissage de l’ARN pré-messager est catalysé par un large complexe 

ribonucléoprotéique de 60 S appelé le spliceosome. Ce complexe s’assemble autour de 

l’intron et des bordures exoniques. Le spliceosome renferme un très grand nombre de 

protéines et les particules UsnRNP. Chaque UsnRNP est composée d’un (U1, U2, U5) ou de 

deux petits ARN (U4/U6) contenant moins de 200 nucléotides appelés UsnRNA (U rich small 

nuclear RNA). Les snRNA U1, U2, U4 et U5 contiennent une séquence en simple brin riche 

en uridines (U rich), entourée de 2 structures en épingle à cheveux qui forment le site de 

fixation des protéines Sm dont la séquence codante conservée est PuAU4-6GPu (Branlant et 

al, 1982) (Figure 12). Les UsnRNA s’associent aux 7 protéines Sm (B/B’, D1, D2, D3, E, F 

et G) pour former des complexes appelés pré-UsnRNP (Figure 13) (Kambach et al, 1999).  

 

Le snRNA U6, quant à lui, ne s’associe pas aux protéines Sm. Il contient une 

séquence courte et riche en résidus uridines à son extrémité 3’ (Rinke et al, 1985 ; Kunkel et 

al, 1986) (Figure 12). Cette séquence forme un site de fixation d’une structure heptamérique 

en anneau composée de protéines Lsm (Sm-like) similaire à celui formé par les protéines Sm 

(Achsel et al, 1999).  
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Figure 12 : Séquences et structures secondaires des UsnRNA humains majeurs 
 
Ces structures secondaires ont été établies à partir de celles déterminées expérimentalement chez le rat 
(Branlant et al, 1980 ; Mount & Steitz, 1981) pour le snRNA U1, (Branlant et al, 1982) pour le snRNA U2, 
(Krol et al, 1981) pour le snRNA U4 et (Branlant et al, 1983) pour le snRNA U5. La structure secondaire du 
snRNA U6 humain a été établie par Mougin et al, 2002. Enfin, la structure secondaire du duplex U4/U6 a 
été établie par Brow & Guthrie, 1988 et Mougin et al, 2002. Le site Sm permettant la fixation des protéines 
Sm (Branlant et al, 1982) ou Lsm (Achsel et al, 1999) est encadré en rouge dans les différents UsnRNA.  
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Figure 13 : Organisation structurale du complexe formé par les protéines Sm  
 
A/ Modèle d’assemblage des particules UsnRNP établi à partir d’expériences in vitro. Deux complexes 
stables sont formés entre les protéines Sm D1 et D2 (Lehmeier et al, 1994), d’une part, et entre les 
protéines Sm E, F et G (Raker et al, 1996), d’autre part. Ces deux sous-complexes s’associent aux UsnRNA 
pour former un pré-complexe, puis les protéines Sm B/B’ et D3 viennent compléter l’assemblage des 
UsnRNP (Hermann et al, 1995). B/ Structure en anneau de l'heptamère formé par les 7 protéines Sm (B/B', 
D1, D2, D3, E, F, G). Cette organisation a été proposée par Kambach et al. (1999) à partir des structures 3D 
des complexes D1/D2 et D3/B établies par radiocristallographie (Kambach et al, 1999) et des interactions 
entre protéines Sm définies par des analyses biochimiques et génétiques (Camasses et al, 1998 ; Raker et 
al, 1996 ; Fury et al, 1997).  
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1.1.2/ Transcription et export des UsnRNA néo-synthétisés 

 
La biogenèse des snRNP U1, U2, U4 et U5 matures et fonctionnelles est un 

processus complexe qui se déroule, chez les eucaryotes supérieurs, à la fois dans le noyau et 

dans le cytoplasme (pour revue, Will & Luhrmann, 2001) (Figure 14). Les snRNA U1, U2, 

U4 et U5 sont transcrits par l’ARN polymérase II dans le noyau et portent une coiffe 

monométhylée (m7G) en 5’ et des nucléotides additionnels à leur extrémité 3’. Les UsnRNA 

sont ensuite exportés dans le cytoplasme. Pour cela, leur coiffe est reconnue par le complexe 

CBC (Cap Binding Complex), un complexe hétérodimérique composé de deux sous-unités, 

CBP20 et CBP80 (Cap Binding Protein 20 and 80) (Izaurralde et al, 1994 ; Kataoka et al, 

1994 ; Izaurralde et al, 1995 ; Kataoka et al, 1995). La protéine PHAX (Phosphorylated 

adaptator of RNA export) s’associe ensuite à la fois au complexe CBC et au UsnRNA (Ohno 

et al, 2000). Dès lors, la phosphorylation de PHAX permet à l’ensemble de ce complexe de 

recruter et d’interagir avec le facteur d’export CRM1-RanGTP (Chromosome Maintenance 

Region-1). Celui-ci reconnaît le signal NES (Nuclear Export Signal) porté par la protéine 

PHAX (Ohno et al, 2000). Une fois le transport effectué vers le cytoplasme par le pore 

nucléaire, le complexe d’export est dissocié suite à l’hydrolyse de RanGTP en RanGDP et la 

déphosphorylation de PHAX (Ohno et al, 2000). 

 

 
1.1.3/ Assemblage et ré-import dans le noyau des complexes pré-UsnRNP  

 
Après l’export des UsnRNA dans le cytoplasme, les protéines Sm sont 

assemblées autour du site Sm des UsnRNA pour former les pré-UsnRNP. L’assemblage 

correct des protéines Sm est primordial au recrutement de l’hyperméthylase TGS1, qui 

catalyse la transformation de la coiffe m7G en 2, 2, 7-triméthylguanosine (m3G) et à la 

maturation de l’extrémité 3’ de l’ARN. Les pré-UsnRNP sont, ensuite, réimportées dans le 

noyau. La coiffe et le domaine Sm de chacun des UsnRNA forment un signal de localisation 

nucléaire bipartite (Fischer & Luhrmann, 1990 ; Fischer et al, 1994 ; Marshallsay & 

Luhrmann, 1994). Ce signal bipartite est spécifiquement reconnu par la snurportin-1 qui 

interagit avec le facteur d’import nucléaire : importin-β (Huber et al, 1998). Les pré-UsnRNP 

s’accumulent ensuite de manière transitoire dans les CB. Dans ces corpuscules, les snRNA
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Figure 14 : Biogenèse des UsnRNP  
 
Les snRNA U1, U2, U4 et U5 sont transcrits par l'ARN polymérase II et contiennent des nucléotides 
supplémentaires à leur extrémité 3', ainsi qu'une structure coiffe monométhylée (m7G) à leur extrémité 5'. 
Leur structure coiffe est reconnue par le complexe nucléaire de liaison à la coiffe (CBC ou Cap Binding 
Complex), composé de CBP20 et CBP80. La protéine adaptatrice PHAX (Phosphorylated adaptator of RNA 
export) se lie à CBC et aux snRNA U1, U2, U4 et U5, permettant alors l'interaction avec le récepteur 
d'export CRM1/Exportin1. CRM1 associé à RanGTP permettent l’export des UsnRNA nouvellement 
synthétisés dans le cytoplasme. Après l'hydrolyse du GTP de Ran et la déphosphorylation de PHAX, les 
protéines Sm viennent se lier au site Sm des UsnRNA, générant alors des particules pré-UsnRNP. Cette 
étape est requise pour l'hyperméthylation de la coiffe et la maturation de l'extrémité 3' des UsnRNA. La 
structure coiffe triméthylée lie la snurportin-1, qui interagit ensuite avec le récepteur d'import (importin-
β) et avec un autre récepteur d'import qui reconnait les protéines Sm. Les pré-UsnRNP seraient alors 
importées dans le noyau. Le snRNA U6 est transcrit par l'ARN polymérase III. Il contient à son extrémité 
3' une séquence riche en U, nécessaire à l'interaction avec la protéine La et une coiffe γ-méthylée à 
l’extrémité 5'. La protéine La s'associe au snRNA U6 dès sa transcription et est ensuite remplacée par les 
protéines Lsm, dont on ne connaît pas encore bien le mode d'assemblage. Ces protéines Lsm formeraient 
également un anneau heptamérique similaire à celui formé par les protéines Sm. L'association des protéines 
Lsm au snRNA U6 est indispensable au transport dans le nucléole des pré-UsnRNP nouvellement formées où 
elles subissent des modifications post-transcriptionnelles. Leur maturation est achevée lors du transit dans 
les CB. Adapté de la revue, Pellizzoni, 2007. 
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U1, U2, U4 et U5 subissent des modifications post-transcriptionnelles dont la plupart, chez les 

vertébrés, serait ciblée par des petits ARN guides spécifiques des CB (scaRNA ou small cajal 

body RNA ) (pour revue, Kiss, 2004). Certaines de ces modifications, principalement des 

pseudouridylations et des 2’-O méthylations seraient importantes pour l’assemblage et/ou le 

fonctionnement du spliceosome (Jady & Kiss, 2001 ; Yu et al, 1998 ; Massenet et al, 1998). 

Enfin, les protéines spécifiques de chaque UsnRNP, concentrées dans les CB, s’associeraient 

pour former des particules UsnRNP matures qui seraient soit, assemblées tout de suite en 

spliceosome, soit accumulées dans des structures de la région interchromatinienne appelées 

IGC ( Interchromatin Granules Cluster) ou «speckles». Ces structures IGC sont généralement 

localisées à proximité des sites actifs de transcription et ont plusieurs fonctions dont le 

stockage/relarguage de facteurs ou protéines impliqués dans les processus de transcription et 

d’épissage. 

 

Chez les vertébrés, le snRNA U6 est transcrit dans le noyau par l’ARN 

polymérase III et acquiert une coiffe γ-monométhylée (Figure 14) (pour revue, Dahlberg & 

Lund, 1987). L’assemblage de cette UsnRNP se déroule exclusivement dans le noyau. La 

première protéine qui s’associe au snRNA U6 après sa transcription est la protéine La. Cette 

protéine interagit avec une séquence courte et riche en résidus uridines de l’extrémité 3’ du 

snRNA U6 (Rinke et al, 1985 ; Kunkel et al, 1986). Ceci permet la stabilisation du UsnRNA 

et facilite l’assemblage de la UsnRNP (pour revue, Wolin & Cedervall, 2002). Après 

conversion de l’extrémité 3’ hydroxyle du snRNA U6 en 2’-3’ phosphate cyclique (Lund & 

Dahlberg, 1992 ; Terns et al, 1992), la protéine La est remplacée par les protéines Lsm : 

Lsm2, Lsm3, Lsm4, Lsm5, Lsm6, Lsm7 et Lsm8 (Seraphin, 1995 ; Pannone et al, 1998 ; 

Mayes et al, 1999 ; Salgado-Garrido et al, 1999 ; Achsel et al, 1999) qui forment un complexe 

heptamérique autour de l’extrémité 3’ du snRNA U6 (Achsel et al, 1999). Contrairement aux 

autres UsnRNA, les modifications post-transcriptionnelles du snRNA U6 sont 

majoritairement réalisées non pas dans les corps de Cajal mais dans le nucléole, grâce à des 

snoRNA guides de modifications.  
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1.2/ Implication du complexe SMN dans ce processus  

 

Bien qu’il soit possible de reconstituer des pré-UsnRNP, in vitro, à partir des 

protéines Sm purifiées et de UsnRNA produits in vitro (Sumpter et al, 1992 ; Raker et al, 

1996 ; Raker et al, 1999), leur biosynthèse, in vivo, est assistée par le complexe SMN. Ce rôle 

a d’abord été formulé par l’équipe de G. Dreyfuss, sur la base de la découverte d’une 

association entre les protéines Sm, les UsnRNA et le complexe SMN, dans des extraits totaux 

de cellules HeLa et dans des oocytes de Xenopus laevis (Liu et al, 1997 ; Fischer et al, 1997). 

Cette hypothèse a ensuite été confortée par des expériences de micro-injection d’anticorps 

monoclonaux dirigés contre la protéine Gemin 2 et contre le domaine Tudor de la protéine 

SMN, dans le cytoplasme d’oocytes de X. laevis, ce qui a permis de montrer un blocage de 

l’assemblage des protéines Sm sur les UsnRNA (Fischer et al, 1997 ; Buhler et al, 1999). Par 

la suite, des travaux réalisés, in vitro, avec des extraits de cellules HeLa, d’oocytes de Xénope 

ou avec le complexe SMN purifié, ont permis de confirmer le rôle essentiel du complexe 

SMN dans l’assemblage des protéines Sm au site Sm des UsnRNA (Meister et al, 2001a ; 

Meister et al, 2001b ; Meister et al, 2002 ; Pellizzoni et al, 2002a ; Pellizzoni et al, 2002b). En 

effet, un extrait dans lequel le complexe SMN a été éliminé n’a plus la capacité d’assembler 

des pré-UsnRNP, bien que cet extrait contienne toujours des protéines Sm. L’addition du 

complexe SMN purifié restaure la capacité de l’extrait à former des pré-UsnRNP. Ainsi, dans 

un extrait cellulaire, seules les protéines Sm associées au complexe SMN sont actives dans 

l’assemblage des pré-UsnRNP. Dans un prochain paragraphe, nous verrons que les autres 

protéines Sm sont séquestrées dans deux autres complexes, le méthylosome et le complexe 6S.  

 

In vivo, il semble que chaque protéine du complexe SMN soit nécessaire à 

l’assemblage des UsnRNP. En effet, plusieurs équipes ont montré un défaut d’assemblage des 

UsnRNP dans des extraits de cellules HeLa ne contenant pas chacune des protéines du 

complexe SMN (Feng et al, 2005 ; Shpargel & Matera, 2005 ; Grimmler et al, 2005 ; 

Carissimi et al, 2005 ;  Carissimi et al, 2006b ; Girard et al, 2006 ; Otter et al, 2007).  
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1.2.1/ Le complexe SMN interagit à la fois avec les protéines Sm et les UsnRNA 
 

Afin de jouer son rôle dans l’assemblage des UsnRNP, le complexe SMN 

s’associe à la fois aux protéines Sm et aux UsnRNA. 

 

  Les bases moléculaires de l’interaction entre le complexe SMN et les protéines Sm 

Chaque protéine du complexe SMN, excepté Gemin 2 et Gemin 8, se lie directement aux 

protéines Sm (Tableau III, page 34) (Baccon et al, 2002 ; Charroux et al, 1999 ; Charroux et 

al, 2000 ; Gubitz et al, 2002 ; Liu et al, 1997 ; Pellizzoni et al, 2002a). L’interaction de la 

protéine SMN avec les protéines Sm B/B’, D1 et D3 a été l’une des plus étudiée. Ces 

protéines Sm contiennent une région riche en enchaînements arginine-glycine (RG) à leur 

extrémité C-terminale (Figure 15), qui est nécessaire à leur interaction avec la protéine SMN 

(Friesen & Dreyfuss, 2000). Cette interaction est très fortement stabilisée par la présence de 

modifications post-traductionnelles dans les protéines Sm B/B’, D1 et D3. En effet, certaines 

arginines de leurs domaines riches en répétitions RG portent des diméthylations symétriques 

(sDMA) spécifiquement reconnues par la protéine SMN (Figure 15) (Brahms et al, 2000 ; 

Brahms et al, 2001 ; Friesen et al, 2001a). Le domaine Tudor correspondant à l’exon 3 de la 

protéine SMN semble essentiel à l’interaction avec les protéines Sm B, D1 et D3 (Buhler et 

al, 1999 ; Brahms et al, 2001). Récemment, il a été montré que les domaines Tudor, en 

général, seraient une plateforme d’interaction avec des protéines contenant des arginines 

méthylées (Cote & Richard, 2005). De manière intéressante, la présence de la mutation 

E134K, dans le domaine Tudor de la protéine SMN, affecte la fixation des protéines Sm 

(Buhler et al, 1999). Cette mutation ne perturbe pas le repliement global du domaine Tudor 

mais altère la distribution des charges au niveau de sa surface (Selenko et al, 2001). 

L’oligomérisation de la protéine SMN semble, également, être importante pour son 

interaction avec les protéines Sm B, D1 et D3. En effet, l’équipe de G. Dreyfuss a montré que 

l’extrémité C-terminale de la protéine SMN comprenant la boîte Y/G et l’exon 7 gènère un 

site de haute affinité pour la fixation des protéines Sm (Liu et al, 1997 ; Fischer et al, 1997 ; 

Mourelatos et al, 2001 ; Wang & Dreyfuss, 2001). La mutation SMNY272C (mutation 

ponctuelle dans la boîte Y/G), retrouvée chez les patients SMA, présente, d’ailleurs, un défaut 

d’association aux protéines Sm (Pellizzoni et al, 1999). Le complexe protéique responsable de 

la méthylation des protéines Sm B/B’, D1 et D3 a été identifié. Ce complexe est appelé le
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Figure 15 : Modifications post-traductionnelles des protéines Sm 

A/ Alignement des protéines Sm. Les enchaînements arginines et glycines (RG) des protéines Sm B, D1 et 
D3 sont représentés par des rectangles rouges. Le domaine Sm commun à toutes les protéines Sm est 
représenté par des carrés noirs. B/ Séquences des régions C-terminales des protéines Sm B, D1 et D3. Les 
enchaînements des arginines symétriquement diméthylées (encart à droite) sont encadrées en jaune sur 
fond rouge. D’après Friesen & Dreyfuss, 2000. 
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méthylosome, il est composé des protéines pICln, de la méthyltransférase IBP72 rebaptisée 

par la suite JBP1/PRMT5 et de MEP50 (Figure 16) (Meister et al, 2001a ; Meister et al, 

2001b ; Friesen et al, 2001a ; Friesen et al, 2002). De plus, il est possible que la 

méthyltransférase PRMT7 joue un rôle dans la méthylation des protéines Sm (Gonsalvez et al, 

2007). 

 

L’interaction des protéines Gemin 6/7 avec les protéines Sm est le second type 

d’interaction particulièrement bien étudié. Alors que les séquences primaires des protéines 

Gemin 6 et 7 ne présentent aucune homologie significative avec d’autres protéines connues 

(Baccon et al, 2002 ; Pellizzoni et al, 2002b), des expériences de cristallographie de sous-

complexes Gemin 6/7 ont, cependant, révélé que Gemin 6 comme Gemin 7 présentent des 

repliements similaires à ceux observés dans les protéines Sm (Figure 17 A/) (Ma et al, 2005). 

Ces résultats apportent d’importantes informations sur le mode de recrutement, possible, des 

protéines Sm sur le complexe SMN. En effet, on peut imaginer que les protéines Sm puissent 

interagir de chaque coté du dimère formé par le complexe Gemin 6/7 pour ensuite 

progressivement s’organiser en anneau, au sein du complexe SMN (Figure 17 B/) (Ma et al, 

2005). Ainsi, les protéines Sm seraient d’abord recrutées grâce à leurs extrémités C-

terminales méthylées, puis les domaines Sm des protéines Sm interagiraient avec le dimère 

formé par les protéines Gemin 6/7 qui les structureraient en vue de leur future association 

avec les UsnRNA et les autres protéines Sm (Leung & Nagai, 2005). L’absence de la protéine 

Gemin 8 dans un extrait cellulaire entraîne la dissociation des protéines Gemin 6/7/unrip du 

complexe SMN et affecte son association avec les protéines Sm (Carissimi et al, 2006b). 

Cette expérience montre donc l’importance cruciale des protéines Gemin 6/7 pour le 

recrutement des protéines Sm sur le complexe SMN. 

 

 Les bases moléculaires de l’interaction entre le complexe SMN et les UsnRNA 

Des expériences d’injection de UsnRNA dans des oocytes de Xénope, suivies 

d’immunoprécipitation avec des anticorps anti-SMN, ont montré que le complexe SMN est 

associé avec les UsnRNA, in vivo (Yong et al, 2002). L’équipe de G. Dreyfuss a ensuite 

montré, in vitro, qu’un complexe SMN purifié dépourvu de protéines Sm avait la capacité 

d’interagir avec les snRNA U1, U2, U4 et U5 (Yong et al, 2004a). L’interaction entre les 
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Figure 16 : Assemblage des protéines Sm par le complexe SMN-PRMT5 

Les protéines Sm sont retrouvées dans le cytoplasme associées en pré-complexes Sm D1/D2, Sm B/D3 et 
Sm F/Sm E/Sm G. Le méthylosome les recrute par sa sous-unité pICln. La méthyltransférase PRMT5 
diméthyle symétriquement les protéines Sm B, D1 et D3. Le méthylosome transfère ensuite l’ensemble des 
protéines Sm sur le complexe SMN. Ce n’est qu’une fois associé avec les 7 protéines Sm que le complexe 
SMN conduit l’assemblage des protéines Sm sur le site Sm des UsnRNA. Ce processus est facilité par le 
méthylosome. Une fois les protéines Sm associées, le méthylosome se dissocie de la particule. Adaptée de la 
revue, Meister et al, 2002. 
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Figure 17 : Implication des protéines Gemin 6/7 dans le recrutement des protéines Sm au 
complexe SMN 
 
A/ Superposition de la protéine Sm D3 (noir), de la protéine Gemin 6 (vert) et de la protéine Gemin 7 
(orange) et superposition du complexe Gemin 6/7 (vert et orange) avec le complexe Sm B/D3. D’après, Ma 
et al, 2005. B/ Les protéines Gemin 6 et Gemin 7 présentent des repliements similaires à ceux observés 
dans les protéines Sm (Ma et al, 2005). Au sein du complexe SMN, les protéines Sm viendraient interagir 
avec le dimère formé par les protéines Gemin 6/7 qui les structureraient en vue de leur future association 
avec les UsnRNA et les autres protéines Sm (Leung & Nagai, 2005).  
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UsnRNA et le complexe SMN est donc directe et ne se fait pas via des interactions entre les 

UsnRNA et les protéines Sm. De manière intéressante, en absence de complexe SMN, les 

protéines Sm purifiées sont capables de s’associer, in vitro, à d’autres cibles telles que les 

ARN ribosomaux 5S et 5,8S ainsi que les ARNt. En effet, ces protéines reconnaissent le site 

Sm (Branlant et al, 1982) ; qui est présent dans de nombreux ARN. Ces résultats montrent que 

les protéines Sm ont une faible spécificité au regard de leurs substrats (Pellizzoni et al, 

2002b ; Pellizzoni et al, 2002a). Or, la spécificité de fixation des protéines Sm sur les 

UsnRNA a une importance cruciale. En effet, leur fixation sur d’autres ARN cellulaires aurait 

un effet néfaste pour les cellules. Dans ce contexte, le complexe SMN apparaît comme un 

facteur de spécificité permettant la sélection de l’ARN sur lequel doit s’assembler les 

protéines Sm en empêchant leur association illicite sur des ARN autres que les UsnRNA.  

 

Des études ont été menées en vue de définir les domaines des UsnRNA 

nécessaires à leur interaction avec le complexe SMN, mais les données ne sont pas encore très 

claires. Ces domaines contiennent une (dans le cas des snRNA U1 et U5) ou deux (dans le cas 

des snRNA U2 et U4) structures tige-boucle (en violet sur la Figure 18) (Yong et al, 2004a; 

Yong et al, 2002 ). La substitution de trois nucléotides dans la tige-boucle 1 du snRNA U1 

(SL1A3) inhibe son interaction avec le complexe SMN (Yong et al, 2002). L’utilisation de 

UsnRNA mutés a montré que les sites Sm des snRNA U4 et U5 sont nécessaires à 

l’interaction avec le complexe SMN purifié, contrairement aux sites Sm des snRNA U1 et U2. 

Le fait que le complexe SMN interagisse avec tous les UsnRNA, excepté le snRNA U6, 

suggère l’existence possible de caractéristiques communes entre ces ARN. Cependant, les 

domaines, reconnus par le complexe SMN, ne montrent pas de similitudes marquées, ni au 

niveau séquence primaire, ni au niveau structure secondaire. Sur la base d’expériences de 

compétition entre UsnRNA pour la fixation au complexe SMN, il apparaît que le snRNA U1 

entre en compétition avec les snRNA U2 et U5 mais pas avec le snRNA U4 (Yong et al, 

2004a). De même, le snRNA U4 entre en compétition avec les snRNA U2 et U5 et à un plus 

faible degré avec le snRNA U1. Le snRNA U2 entre en compétition avec les snRNA U1 et 

U4 mais seulement à haute concentration. Ces résultats suggèrent donc l’existence d’au moins 

deux sites différents de haute affinité pour la fixation des UsnRNA au complexe SMN, un
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Figure 18 : Régions des snRNA spliceosomaux U1, U2, U4 et U5 nécessaires à leur 
interaction avec le complexe SMN 
 
La séquence permettant la fixation des protéines Sm est encadrée en rouge dans les différents UsnRNA 
(Branlant et al, 1982). Les nucléotides violets, représentent les régions de chaque UsnRNA suffisantes pour 
qu’il y ait une interaction avec le complexe SMN (Yong et al, 2004a ; Yong et al, 2002). Le mutant SL1A3, 
dans l'encart à gauche, correspond au snRNA U1 muté dans sa tige-boucle 1 qui ne fixe plus le complexe 
SMN. 
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pour le snRNA U1 et un autre pour le snRNA U4 et probablement des sites de plus faible 

affinité pour les autres (Yong et al, 2004a). En utilisant des mini-substrats ARN, l’équipe de 

G. Dreyfuss a défini certaines caractéristiques nécessaires à l’association des ARN avec le 

complexe SMN. En effet, le complexe SMN s’associe, in vitro, avec des mini-substrats 

dérivés des UsnRNA contenant un site Sm (AUUUUG) et une tige boucle 3’ terminale 

(Figure 19) (Golembe et al, 2005b). Alors que la séquence de la tige-boucle n’a pas d’impact 

sur la liaison avec le complexe SMN, l’adénosine et les résidus uridine en première et 

troisième position du site Sm semblent critiques (Golembe et al, 2005b). Ce modèle de 

reconnaissance (Figure 19) est valable pour les snRNA U4 et U5, mais pas pour le snRNA 

U1 qui est reconnu par le complexe SMN par l’intermédiaire de sa tige-boucle en 5’ et ceci 

indépendamment de son site Sm (Yong et al, 2004a ; Yong et al, 2002).  

L’équipe de G. Dreyfuss a proposé que la protéine Gemin 5 soit la protéine du 

complexe SMN capable de fixer spécifiquement les UsnRNA. En effet, la protéine Gemin 5 

interagit, in vitro, directement avec tous les UsnRNA (Battle et al, 2006). De plus, un 

complexe SMN déficient en protéine Gemin 5 n’est plus capable de faciliter l’assemblage des 

snRNP U1 et U4 (Feng et al, 2005 ; Battle et al, 2006 ; Otter et al, 2007). Cependant, comme 

plusieurs modes de reconnaissance semblent exister au sein du complexe SMN, la protéine 

Gemin 5 pourrait ne pas être le seul facteur de spécificité assurant la fixation des UsnRNA au 

sein du complexe SMN.  

 

 

 Cycle d’assemblage des UsnRNP médié par le complexe SMN 

La figure 20 présente un modèle d’assemblage des UsnRNP reposant sur les 

données obtenues par plusieurs équipes (pour revues, Paushkin et al, 2002 ; Meister et al, 

2002 ; Yong et al, 2004b ; Gubitz et al, 2004 ; Pellizzoni, 2007 ; Neuenkirchen et al, 2008). 

Dans le cytoplasme, les protéines Sm doivent interagir avec le complexe SMN avant d’être 

assemblées sur les UsnRNA. Ces protéines, synthéthisées dans le cytoplasme, sont 

initialement séquestrées par le méthylosome. La protéine pICln joue certainement un rôle 

important dans la formation de ce complexe puisqu’elle interagit à la fois avec les protéines 

Sm et JBP1 (Pu et al, 1999 ; Friesen et al, 2001a ; Meister et al, 2001b). Une fois recrutées par 

le méthylosome, les résidus arginines des protéines Sm B, D1 et D3 sont
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Figure 19 : Caractéristiques des séquences d’ARN minimales permettant la fixation au 
complexe SMN et l’association aux protéines Sm 
 
A l’exception du snRNA U1, chacune des molécules de UsnRNA possède une région minimale de fixation au 
complexe SMN, constituée du site Sm et d’au moins une des structures en tige-boucle en aval du site Sm, 
indépendamment de sa séquence. De plus, la reconnaissance par le complexe SMN exige une structure en 
tige-boucle de 7 à 12 pb ainsi qu’une distance entre le site Sm et l’extrémité 3’ du UsnRNA de moins de 10 
nt (Yong et al, 2004a ; Yong et al, 2002 ; Golembe et al, 2005a; Golembe et al, 2005b). 
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Figure 20 : Implication du complexe SMN dans la biogenèse des UsnRNP spliceosomales 
 
Voir la partie texte concernant le Cycle d’assemblage des UsnRNP médié par le complexe SMN. Adapté de 
la revue Pellizzoni, 2007. 



Chapitre I : L’amyotrophie spinale et le complexe SMN                             Introduction  

- 58 - 

symétriquement méthylés. La méthylation des protéines Sm est une étape indispensable à 

l’assemblage des pré-UsnRNP (Cote & Richard, 2005 ; Gonsalvez et al, 2007). Il est possible 

que la formation des pré-complexes Sm D1/D2, Sm B/D3 et Sm F/Sm E/Sm G ait lieu au sein 

même du méthylosome (pour revue, Neuenkirchen et al, 2008). Pour pouvoir ensuite être 

assemblée sur les UsnRNA, l’intégralité des protéines Sm doit être chargée sur le complexe 

SMN qui facilite, ensuite, l’assemblage des protéines Sm sur le site Sm des UsnRNA. Une 

fois les protéines Sm associées, le méthylosome se dissocie de la particule (figure 16) (pour 

revue, Meister et al, 2002).  

 

Il est intéressant de remarquer que la protéine Gemin 5 réside, en majorité, 

sous forme libre dans le cytoplasme et est capable de fixer, in vitro, les UsnRNA en dehors du 

complexe SMN (Battle et al, 2007). Une hypothèse serait alors que, dans le cytoplasme, 

Gemin 5 recruterait les UsnRNA en dehors du complexe SMN et les délivrerait de manière 

ATP-dépendante au reste du complexe SMN. Cependant, il est également possible que la 

protéine Gemin 5 fixe les UsnRNA libres et les séquestre en attendant leur assemblage en 

UsnRNP par le complexe SMN (Battle et al, 2007). 

 

La protéine SMN est une phosphoprotéine (Sanchez-Olea et al, 1998 ; La Bella 

et al, 2004 ; Grimmler et al, 2005). La phosphorylation de la protéine SMN joue un rôle 

majeur dans la régulation de son activité. En effet, la phosphorylation de la protéine SMN au 

niveau des résidus sérine en position 28 et 31, à la jonction entre les segment codés par les 

exon 1 et 2a, est dépendante de sa localisation cellulaire. La protéine SMN est sous forme 

phosphorylée dans le cytoplasme et, dans ce cas, le complexe SMN est actif dans 

l’assemblage des protéines Sm alors que la protéine SMN est déphosphorylée dans le noyau 

(Grimmler et al, 2005 ; Petri et al, 2007). 

 

 
1.2.2/ Le complexe SMN pourrait jouer le rôle de chaperon dans la biogenèse des UsnRNP 
 

En plus du rôle qu’il joue dans l’assemblage des protéines Sm, le complexe 

SMN est associé aux UsnRNA tout au long de la biogenèse des UsnRNP. En effet, il interagit 

avec les UsnRNA, dès leur entrée dans le cytoplasme, et reste associé aux pré-UsnRNP, 
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jusqu’à leur retour dans le noyau (Massenet et al, 2002 ; Narayanan et al, 2002). Le complexe 

SMN pourrait donc jouer un rôle de chaperon dans la biogenèse des pré-UsnRNP, 

coordonnant l’assemblage des pré-UsnRNP avec les autres étapes de ce processus et 

contrôlerait la qualité de l’assemblage. Ainsi, l’équipe de R. Bordonné a montré in vitro et in 

vivo l’existence d’une interaction entre la méthylase responsable de l’hyperméthylation de la 

structure coiffe des UsnRNA (TGS1) et la protéine SMN (Mouaikel et al, 2003b). Cette 

interaction suggère la participation du complexe SMN dans le processus d’hyperméthylation 

de la structure coiffe et/ou dans le recrutement de la méthylase (Mouaikel et al, 2003b). Enfin, 

l’import du complexe SMN et celui des UsnRNP dans le noyau seraient couplés (Narayanan 

et al, 2004). En effet, l’import du complexe SMN dans le noyau serait dépendant des pré-

UsnRNP et réciproquement. Les UsnRNP et le complexe SMN s’accumulent, tous les deux, 

dans les CB. Un assemblage actif des UsnRNP et donc la présence de la protéine SMN dans 

les cellules sont nécessaires à la formation des CB (Shpargel & Matera, 2005 ; Girard et al, 

2006 ; Lemm et al, 2006), corpuscules qui jouent un rôle important dans la biogenèse et la 

modification des RNP cellulaires (pour revues, Gall, 2001 ; Matera & Shpargel, 2006). Les 

CB sont caractérisés par la présence de la coiline. Cette protéine en interagissant à la fois avec 

les protéines Sm et SMN pourrait permettre le recrutement des UsnRNP et du complexe SMN 

dans les CB (Hebert et al, 2002 ; Hebert et al, 2001 ; Xu et al, 2005a). L’interaction entre la 

coiline et la protéine SMN est dépendante de la région de la coiline riche en enchaînements 

RG portant des méthylations symétriques (sDMA) (Hebert et al, 2002 ; Hebert et al, 2001). 

ZPR1 est une autre protéine qui semble importante pour la localisation nucléaire du complexe 

SMN (Gangwani et al, 2005 ; Gangwani et al, 2001). Cette protéine serait associée de manière 

indirecte à la protéine SMN in vivo. De plus, l’absence de cette protéine entraîne des défauts 

dans les axones et une neurodégénerescence conduisant à la mort cellulaire (Gangwani et al, 

2005 ; Doran et al, 2006). A noter que la phosphatase Tim50a, une autre protéine qui interagit 

directement avec la protéine SMN, la coiline et les UsnRNP (Tableau IV, pages 36 et 37), est 

localisée dans les speckles. Cette protéine pourrait jouer un rôle dans le relarguage des 

UsnRNP et du complexe SMN des CB (Xu et al, 2005a). 
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2/ Rôle du complexe SMN dans l’assemblage de particules ribonucléoprotéiques 
autres que les UsnRNP 

 
2.1/ Implication du complexe SMN dans l’assemblage d’autres RNP contenant 

les protéines Sm et Lsm  

2.1.1/ Les UsnRNP mineures 
 

Les UsnRNP spliceosomales sont divisées en deux classes distinctes suivant le 

type d’introns (Patel & Steitz, 2003). La grande majorité des introns eucaryotes sont épissés 

par les spliceosomes dits « majeurs » contenant les snRNP U1, U2, U4/U6 et U5 (cf. chapitre II 

paragraphe 1.1.1/ La réaction d’épissage). Moins de 1% des introns sont épissés par les 

spliceosomes dits « mineurs » contenant les snRNP U11, U12, U4atac/U6atac et U5. La 

séquence 5’ des introns mineurs fixant U11 est différente de celle des introns majeurs qui 

fixent U1, ce qui détermine l’engagement soit dans la voie majeure soit dans la voie mineure 

d’épissage des ARN pré-messagers (Patel & Steitz, 2003 ; Wu & Krainer, 1999). Des 

analyses bioinformatiques des séquences introniques à partir de bases de données révèlent la 

présence d’approximativement 700 introns mineurs dans le génome humain (Levine & 

Durbin, 2001 ; Sheth et al, 2006 ; Alioto, 2007). En accord avec la relativement faible 

abondance de ces introns, les UsnRNA mineurs (103 – 104 par cellules) sont moins abondants 

que les UsnRNA majeurs (105 – 106 par cellules). Le snRNA U11 interagit avec le complexe 

SMN purifié (Yong et al, 2004a) et l’assemblage des protéines Sm sur les UsnRNA mineurs, 

comme celle des UsnRNA majeurs, semblent dépendre du complexe SMN (Pellizzoni et al, 

2002b). 

 

2.1.2/ Les HSUR 
 
  Le virus HSV (Herpesvirus saimir) code pour 7 petits ARN de 75 à 143 

nucléotides, appelés HSUR 1 à 7 (HSUR 6 et 7 : Albrecht & Fleckenstein, 1992 ; HSUR 1 à 4 

: Murthy et al, 1986 ; Lee et al, 1988 ; Lee & Steitz, 1990 ; HSUR 5 : Wassarman et al, 1989). 

Les HSUR sont fortement exprimés par les virus (Murthy et al, 1986), toutefois leurs 

fonctions restent inconnues (Murthy et al, 1986 ; Ensser et al, 1999). Les HSUR contiennent 

un site Sm canonique (AUUUUUG) et leurs structures secondaires sont proches de celles des 

UsnRNP d’après des prédictions basées sur leur séquence (Albrecht & Fleckenstein, 1992 ; 
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Lee et al, 1988 ; Lee & Steitz, 1990 ; Wassarman et al, 1989). Comme les UsnRNA, les 

HSUR sont transcrits par l’ARN polymérase II, acquièrent une coiffe triméthylée et 

s’associent avec les protéines Sm (Lee et al, 1988). Le complexe SMN interagit avec les 

HSUR et permet leur association aux protéines Sm (Golembe et al, 2005a). Les régions des 

HSUR nécessaires à leur fixation au complexe SMN incluent le site Sm et la tige boucle 3’ 

terminale (Golembe et al, 2005b). Il a également été montré que les HSUR 1, 3 et 4 entrent en 

compétition avec le snRNA U4, mais pas avec le snRNA U1 pour la fixation au complexe 

SMN (Golembe et al, 2005a).  

 
2.1.3/ La particule U6 

 
Le snRNA U6 contient une courte séquence riche en résidus uridines à son 

extrémité 3’ (Rinke et al, 1985 ; Kunkel et al, 1986) où viennent se fixer les 7 protéines Lsm 

(Lsm2-8) (Achsel et al, 1999). De manière intéressante, la protéine SMN interagit avec au 

moins deux des 7 protéines Lsm qui s’associent au snRNA U6 : Lsm 4 et Lsm 6 (Friesen & 

Dreyfuss, 2000). Le domaine C-terminal riche en arginines et glycines de Lsm 4 porte des 

diméthylations symmétriques nécessaires à sa fixation au domaine Tudor de la protéine SMN 

(Brahms et al, 2001). Ces résultats suggèrent que le complexe SMN pourrait avoir un rôle 

dans l’assemblage et/ou la régénération de la snRNP U6 (Friesen & Dreyfuss, 2000). De plus, 

comme les protéines Lsm 1-7 interviennent dans les processus de dégradation des ARN (pour 

revue, Beggs, 2005), le complexe SMN pourrait donc également intervenir dans ces 

mécanismes. 

 
2.1.4/ La particule U7 
 
  La snRNP U7 est une RNP essentielle à la maturation des extrémités 3’ des 

transcrits des gènes d’histones qui ne sont pas polyadénylés (pour revue, Muller & 

Schumperli, 1997). Un clivage en 3’ est produit après l’appariement avec la particule U7. La 

particule U7 diffère également des snRNP classiques dans sa composition. Elle contient 5 des 

7 protéines Sm entrant dans la composition de toutes les autres UsnRNP. Ce sont les protéines 

Sm B, D3, E, F, G, ainsi que deux protéines Lsm spécifiques à U7, les protéines Lsm 10 et 

Lsm 11 qui remplacent les protéines Sm D1 et D2 (Figure 21) (Pillai et al, 2001 ; Pillai et al, 

2003). Le snRNA U7 comporte environ 57 nucléotides chez les vertébrés. Il présente à son 
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Figure 21 : Modèle schématique représentant l’architecture du complexe Sm/Lsm de la 
snRNP U7 
 
La composition de la snRNP U7 diffère de celle des snRNP classiques. Alors que ces dernières contiennent 
un noyau de sept protéines Sm classiques à savoir B/B’, D1, D2, D3, E, F et G (à droite), la snRNP U7 (à 
gauche) possède deux protéines spécifiques de type Sm-like, Lsm 10 et Lsm 11 qui remplacent les protéines 
Sm D1 et D2. Lsm 11 possède une extension N-terminale (N) et une longue séquence linker (L) entre ses 
deux motifs Sm impliqués dans l’assemblage au snRNA U7. La conversion du motif de fixation aux protéines 
Sm spécifique au snRNA U7 (U7 Sm WT) en motif consensus (U7 Sm OPT) dérivé des motifs de fixation 
aux protéines Sm de U1, U2, U4 et U5 entraîne l’assemblage en une particule classique contenant les 
protéines D1 et D2. L’assemblage de la particule U7 est donc déterminé par la séquence de son site de 
fixation aux protéines Sm et est médié par des complexes SMN distincts contenant soit le dimère D1/D2, 
soit le dimère Lsm 10/Lsm 11. Les extensions représentées sur les protéines B/B’, D1 et D3 correspondent à 
des répétitions du dipeptide Arginine-Glycine qui contiennent des modifications de type diméthyl-arginines 
symétriques introduites par le complexe méthyl-transférase PRMT5. Adapté de Pillai et al, 2003; Pillai et al, 
2001. 
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extrémité 5’ une coiffe tri-méthylée et une séquence s’appariant à l’extrémité 3’ des ARN pré- 

messagers d’histones. Son site de fixation aux protéines Sm est non canonique et il est 

directement impliqué dans l’assemblage de la particule. Enfin, cet ARN possède au niveau de 

son extrémité 3’ une longue structure en tige-boucle probablement requise pour sa stabilité 

(Schumperli & Pillai, 2004). L’assemblage de la snRNP U7 ressemble à celui des UsnRNP 

classiques mais nécessite la présence d’un complexe SMN spécifique associé aux protéines 

Sm B/B’, D3, E, F, G et aux protéines Lsm 10 et 11 (Pillai et al, 2003 ; Azzouz et al, 2005a). 

Avant d’être incorporées au complexe SMN, les protéines Sm B/B’, D1 et D3 sont méthylées 

(Schumperli & Pillai, 2004). Les protéines Lsm 10 et Lsm 11 interagissent quant à elles avec 

le complexe SMN en l’absence de diméthyl-arginine symétrique. Il existerait, donc, au sein 

du complexe SMN, deux sites de fixation distincts pour les protéines Sm/Lsm (Azzouz et al, 

2005b). In vitro, le complexe SMN purifié n’interagit pas avec le snRNA U7 (Battle et al, 

2007). Cependant, il est possible qu’une interaction ait lieu in vivo ou que le complexe SMN 

permette l’assemblage de la particule U7 sans interagir de manière directe avec l’ARN. 

 

 

2.2/ Rôle possible du complexe SMN dans l’assemblage des snoRNP 

  Dans les cellules eucaryotes, les snoRNP se répartissent en deux classes selon 

les petits ARN non codants (snoRNA : small nucleolar RNA) qui les composent (Figure 22). 

Ils contiennent également des protéines spécifiques dont certaines interagissent avec la 

protéine SMN (Jones et al, 2001 ; Pellizzoni et al, 2001a ; Whitehead et al, 2002).  
 
 
2.2.1/ Les complexes snoRNP  
 
  Les snoRNA sont des petits ARN non codant, longs de 60 à 300 nucléotides. 

Ces petits ARN sont localisés dans le nucléole et interviennent dans la biogenèse des 

ribosomes et plus particulièrement dans les clivages et les modifications post-

transcriptionnelles des ARN pré-ribosomiques (pour revue, Terns & Terns, 2002). Les 

snoRNA sont divisés en deux familles selon leurs séquences et leurs caractéristiques 

structurales : les snoRNA à boîtes H/ACA et à boîtes C/D (pour revues, Tollervey & Kiss, 

1997 ; Kiss, 2006). 
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Figure 22 : Composition et organisation des complexes snoRNP 

A/ Structure des snoRNA à boîtes C/D et H/ACA. L’ARN cible est indiqué en rouge et les boîtes 
conservées des snoRNA en bleu. Les snoRNA à boîtes C/D guident la réaction de 2’-O-méthylation qui 
nécessite un appariement de bases de 10 à 20 nt en amont des boîtes D et D’ avec l’ARN cible. Le 5ème 
nucléotide apparié en amont des boîtes D et D’ est sélectionné pour être méthylé. Les snoRNA à boîtes 
H/ACA guident l’isomérisation de résidus U (uridine) en résidus ψ (pseudouridine) au sein des ARN cibles 
venant s’apparier au niveau de boucles internes appelées poches de pseudouridylation. Le site de 
pseudouridylation se situe 14 à 16 nt en amont des motifs H et ACA. D’après la revue, Cao et al, 2006. B/ 
Modèle d’assemblage des protéines des snoRNP C/D et des protéines des snoRNP H/ACA. Fib : Fibrillarine 
(2’-O-methyltransférase), Dys : Dyskérine. Adapté de la revue, Matera et al, 2007. 
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  La majorité des snoRNA à boîtes H/ACA sont caractérisés par la présence de 

deux structures en tige-boucle séparées par une séquence en simple brin contenant la boîte H, 

la seconde structure tige-boucle est suivie d’une séquence simple brin terminale contenant la 

boîte ACA (Balakin et al, 1996 ; Ganot et al, 1997a ; Ganot et al, 1997b) (Figure 22). La 

plupart des snoRNA à boîtes H/ACA guide l’isomérisation de résidus U (uridine) en résidus ψ 

(pseudouridine) au sein des ARN. Une ou les deux structures en tige-boucle contiennent des 

boucles internes appelées poches de pseudouridylation où s’apparie l’ARN cible. Chez les 

eucaryotes, les snoRNA à boîtes H/ACA sont associés à un ensemble de quatre protéines 

spécifiques : Cbf5 (centromere binding factor 5) (levure) ou dyskérine (homme), Gar1, 

Nop10 et Nhp2, pour former les complexes snoRNP H/ACA (pour revues, Terns & Terns, 

2002 ; Matera et al, 2007). La protéine dyskérine porte l’activité de pseudouridylation et la 

protéine Gar1 est essentielle à cette activité (pour revue, Terns & Terns, 2002 ; Bachellerie et 

al, 2002).  

Les snoRNA à boîtes C/D sont caractérisés par la présence d’un couple de 

boîtes conservées, les boîtes C (RUGAUGA) et D (CUGA) (Baserga et al, 1991 ; Huang et al, 

1992 ; Caffarelli et al, 1996 ; Watkins et al, 1996) avec parfois un second groupe de boîtes 

similaires appelées C’ et D’ (Figure 22). Les snoRNA à boîtes C/D matures sont également 

associées à 4 protéines : Nop1/Fibrillarine, Nop56, Nop58 et une protéine de 15.5 kD 

(homme) ou Snu13p (levure) (Watkins et al, 2000), pour former les complexes snoRNP C/D 

(pour revues, Terns & Terns, 2002 ; Matera et al, 2007). A l’exception du snoRNA U3 qui 

intervient dans les clivages du précurseur des ARN ribosomiques, les snoRNP à boîtes C/D 

catalysent des réactions de 2’-O-méthylation des ARN ribosomiques. La protéine 

Nop1/Fibrillarine porte l’activité de 2’-O-méthylation (Tycowski et al, 1998 et pour revue, 

Terns & Terns, 2002).  

 

 
2.2.2/ Biogenèse des snoRNP chez les eucaryotes 
 
  Les snoRNP sont, dans un premier temps assemblées sous forme de pré-

complexes inactifs, lors de la transcription des snoRNA. Elles migrent dans les CB où elles 

sont maturées pour former des complexes actifs qui sont alors dirigées vers le nucléole. Les 

études récentes montrent que l’assemblage et le transport des snoRNP sont des mécanimes 
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régulés impliquant de nombreux facteurs dont certains sont aujourd’hui connus (McKeegan et 

al, 2007 ; Boulon et al, 2008 et pour revue, Matera et al, 2007).  

 

 Assemblage co-transcriptionnel des complexes précurseurs (Figure 23) 

  Quand un snoRNA à boîtes H/ACA est transcrit, trois des quatre protéines des 

snoRNP H/ACA (Cbf5, Nop10 et NHP2) et un facteur d’assemblage, appelé Naf1 (Nuclear 

factor-1), s’associe à l’ARN (Darzacq et al, 2006 ; Ballarino et al, 2005 ; Yang et al, 2005 ; 

Richard et al, 2006). La protéine Naf1 interagit avec des composants de la machinerie 

transcriptionnelle de l’ARN polymérase II, incluant l’extrémité C-terminale (CTD) de la 

grande sous-unité de la polymérase. Cette interaction indique l’existence raisonnable d’un 

couplage entre l’assemblage de la snoRNP et la transcription du snoRNA (Yang et al, 2005 ; 

Fatica et al, 2002). La fixation de Naf1 assurerait l’assemblage d’un pré-snoRNP H/ACA 

stable mais sous une forme inactive, jusqu’à son remplacement par la protéine Gar1. Dans le 

noyau, l’échange entre les protéines Gar1 et Naf1 pourrait être une étape clé dans la transition 

entre le pré-complexe RNP H/ACA inactif et la snoRNP H/ACA active.  

En ce qui concerne l’assemblage des snoRNP C/D, notre laboratoire, en 

collaboration avec d’autres équipes, a montré que la protéine 15.5 kD est la première protéine à 

se fixer au snoRNA (Watkins et al, 2000 ; Marmier-Gourrier et al, 2003). Son association initie 

l’assemblage des protéines Nop58, Fibrillarine et finalement Nop56. L’assemblage des 

complexes snoRNP à boîtes C/D semble également couplé à la transcription du snoRNA 

(Hirose & Steitz, 2001 ; Verheggen et al, 2002 ; Morlando et al, 2004) et à l’épissage des pré-

ARNm (Hirose et al, 2003). Un facteur général d’épissage, appelé IBP60, semble faire le lien 

moléculaire entre ces deux mécanismes. Ce facteur s’associerait en amont des snoRNA 

introniques et aurait une activité hélicase putative qui déclencherait probablement l’assemblage 

des snoRNP C/D (Hirose et al, 2006). Cet assemblage fait intervenir un grand nombre de 

protéines non retrouvées dans les snoRNP, dont la protéine NUFIP. La protéine NUFIP 

pourrait jouer un rôle central dans ce processus. Elle interagit avec les 4 protéines des snoRNP 

(Fibrillarine, Nop58, Nop56 et 15.5kD) et avec la protéine Nhp2. Avec l’équipe E. Bertrand, 

notre laboratoire a également mis en évidence l’interaction de NUFIP avec d’autres protéines : 

TRIP3, hsp70, hsp90 et le complexe R2TP composé des protéines TIP49a et TIP49b
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Figure 23 : Assemblage des snoRNP 

A/ Assemblage dépendant de l’épissage des snoRNP C/D. Lorsque le complexe d’épissage C1 est formé, la 
protéine cœur centrale : 15.5 kD est recrutée sur le snoRNA. Fibrillarine (Fib) et la protéine nucléolaire 
Nop58 peuvent alors venir se fixer au snoRNA. Finalement, la protéine Nop56 viendrait s’y associer dans une 
dernière étape. B/ Assemblage co-transcriptionnel des snoRNP H/ACA. Au cours de la transcription, la 
dyskérine (Dys), les protéines Nop10, Nhp2 et le facteur d’assemblage Naf1 (Nuclear assembly factor) 
viennent s’associer au snoRNA H/ACA. La protéine Naf1 est capable de s’associer à des composants de la 
machinerie transcriptionnelle de l’ARN polymérase II, y compris l’extrémité C-terminale (CTD) et 
participerait à la formation de pré-complexes RNP H/ACA stables, jusqu’à son remplacement par la protéine 
Gar1. Pour revue, Richard & Kiss, 2006. 
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(également connues sous le nom de RVB1 et RVB2 ou p50 et p55), Spagh et Nop17. Ces 

complexes interagissent aussi avec certaines protéines des snoRNP et pourraient assurer un 

remodelage de ces protéines lors de leur assemblage au snoRNA en cours de transcription 

(McKeegan et al, 2007 ; Boulon et al, 2008). Une autre protéine, le facteur Bcd1 est essentiel à 

l’accumulation de tous les snoRNA à boîtes C/D (Peng et al, 2003 ; Hiley et al, 2005) et 

interagit aussi avec NUFIP et certaines des protéines des snoRNP matures. Son rôle dans 

l’assemblage est en cours de décryptage. Bcd1 semble également interagir avec la machinerie 

de transcription polII. Nop56, la seule protéine qui n’est pas requise pour l’accumulation des 

snoRNA à boîtes C/D chez les eucaryotes, pourrait être le partenaire d’échange de Bcd1. Les 

récent travaux du laboratoire et d’autres équipes suggèrent qu’un grand nombre de facteurs 

puissent intervenir dans l’assemblage des snoRNP (McKeegan et al, 2007 ; Boulon et al, 

2008).  

 

 Rôle possible du complexe SMN dans la biogenèse des complexes snoRNP 

Des analyses d’interaction in vitro et des expériences de co-immunosélections 

in vivo, dans des cellules humaines, ont montré que le complexe SMN interagit directement 

avec les protéines Gar1 et Fibrillarine, via la protéine SMN (Liu & Dreyfuss, 1996 ; Pellizzoni 

et al, 2001a ; Jones et al, 2001 ; Whitehead et al, 2002). Le domaine Tudor serait nécessaire et 

suffisant pour l’interaction avec les protéines Gar1 et Fibrillarine. De plus, des mutations 

ponctuelles dans ce domaine (E104K, D105K, Q136A, L142A ou E134K) affecteraient 

considérablement son interaction avec les protéines Gar1 et Fibrillarine (Jones et al, 2001 ; 

Whitehead et al, 2002). De même, elle n’a pas lieu lorsque la protéine SMN porte des 

mutations rencontrées chez des patients atteints de SMA, où lorsque la boîte Y/G et la région 

codant l’exon 7 sont délétées (SMN Y272C, SMNΔY/G et SMNΔex7) (Pellizzoni et al, 

2001a). L’interaction de ces deux protéines avec la protéine SMN requiert la présence de leurs 

domaines riches en arginines et glycines. Par contre, à la différence des protéines Sm, la 

méthylation de leurs arginines ne semblent pas être un facteur clé pour leur interaction avec la 

protéine SMN (Whitehead et al, 2002).  
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Les interactions détectées entre la protéine SMN et les protéines Fibrillarine et 

Gar1 suggèrent que le complexe SMN pourrait jouer un rôle dans l’assemblage des snoRNP. Il 

a été observé qu’un taux réduit de protéine SMN dans les cellules HeLa conduit à un défaut de 

stabilité du snoRNA U3 contrairement aux snoRNA U8 et U14 (Watkins et al, 2004). Cette 

diminution du taux de snoRNA U3 pourrait s’expliquer par une mauvaise efficacité 

d’assemblage en snoRNP. En ce qui concerne les snoRNP H/ACA, comme l’arrivée de la 

protéine Gar1 dans l’assemblage des snoRNP H/ACA est tardive, on peut imaginer que le 

complexe SMN en interagissant avec Gar1 intervienne dans une étape tardive d’assemblage 

des snoRNP H/ACA en contrôlant peut-être l’échange entre les protéines Gar1 et Naf1 (Figure 

24).  

De manière générale, le complexe SMN pourrait également participer aux 

dernières étapes d’assemblage des snoRNP C/D et H/ACA. En effet, en plus de son interaction 

avec Fibrillarine et Gar1, il interagit également avec la méthylase TGS1 et la protéine Lsm 4, 

deux protéines qui interviennent respectivement dans l’hyperméthylation et la maturation des 

extrémités 3’ des snoRNA (Liu & Dreyfuss, 1996 ; Jones et al, 2001 ; Pellizzoni et al, 2001a ; 

Friesen & Dreyfuss, 2000 ; Brahms et al, 2001 ; Mouaikel et al, 2003a).  

 

En conclusion, l’ensemble des données actuelles convergent vers un rôle 

possible du complexe SMN dans l’assemblage de nombreuses particules ribonucléoprotéiques 

ubiquitaires. D’autres RNP abondantes dans les cellules, comme la particule de 

reconnaissance du signal (SRP), intervenant dans la sécrétion des protéines au réticulum 

endoplasmique, pourrait, elles aussi, nécessiter l’intervention du complexe SMN pour leur 

assemblage. L’un des objectifs de ma thèse a été d’étudier cette hypothèse. L’ensemble des 

résultats que nous avons obtenus sera discuté dans la partie « Résultats-Perspectives » de ce 

manuscrit.  
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Figure 24 : Ordre d’assemblage des protéines sur les snoRNP H/ACA  

L’assemblage des protéines sur les snoRNA H/ACA semble se dérouler en trois étapes : la protéine NAF1 
s’associerait avec la protéine NAP57 dans le cytoplasme (1). Ce complexe serait recruté au site de 
transcription du snoRNA H/ACA, comme NOP10 et NHP2 (2). GAR1 remplacerait ensuite NAF1 pour former 
une snoRNP mature dans le nucléole et les corps de Cajal (3). Le complexe SMN en interagissant avec GAR1 
pourrait participer à cette dernière étape. Adapté de Darzacq et al, 2006. 
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IV/ Liens entre la fonction du complexe SMN et la pathologie 
SMA 
 

Alors que la pathologie SMA est liée à un défaut des motoneurones, on ne 

comprend toujours pas comment un déficit en protéine SMN, une protéine ubiquitaire, peut 

causer une pathologie restreinte à un type cellulaire. Une première hypothèse serait que les 

motoneurones soient plus sensibles à un défaut d’assemblage des UsnRNP que les autres 

types cellulaires. Ainsi, un défaut d’assemblage des UsnRNP conduirait à un défaut 

d’épissage d’un ou de plusieurs ARNm nécessaires au bon fonctionnement des motoneurones. 

On pourrait imaginer que des ARN pré-messagers tissus spécifiques qui contiendraient des 

sites d’épissage non optimaux pourraient être particulièrement sensibles à une réduction du 

taux de UsnRNP par rapport à d’autres ARN pré-messagers (Figure 25) (Eggert et al, 2006). 

Cette hypothèse pourrait expliquer pourquoi la réduction du taux de protéines impliquées dans 

la biogenèse des UsnRNP, comme observé dans le cas de la SMA, pourrait induire un 

phénotype spécifique, alors que ces protéines sont impliquées dans une fonction cellulaire 

ubiquitaire (Eggert et al, 2006). Nous verrons que les travaux de plusieurs équipes apportent 

des évidences allant dans le sens de cette hypothèse alors que d’autres apportent des contre-

arguments. 

Une autre hypothèse est que la protéine SMN et/ou le complexe SMN joue un 

rôle spécifique dans les motoneurones et qu’un défaut de ce rôle serait à l’origine de la 

pathologie SMA. Aucune donnée expérimentale ne permet, à ce jour, de démontrer cette 

hypothèse. Pourtant, de nombreuses expériences montrent l’existence d’un ou de plusieurs 

rôle(s) de la protéine SMN dans les neurones qui sont indépendants de sa fonction dans 

l’assemblage des UsnRNP. 

 

 

1/ La SMA : un défaut d’assemblage des UsnRNP ? 

 
Des travaux réalisés chez le poisson zèbre Danio rerio ont montré que 

l’extinction de l’expression de la protéine SMN, de même que celle de Gemin 2 ou pICln, 

causée par l’injection de morpholino anti-sens, induit des défauts de croissance et de 
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Figure 25 : Conséquences possibles d’un défaut de UsnRNP dans la pathologie SMA 

La diminution du taux de protéines SMN pourrait conduire à une réduction du taux de UsnRNP 
spliceosomales. En conséquence, l’épissage des pré-ARNm contenant des sites d’épissage non optimaux 
(transcrits tissus-spécifiques) pourraient être compromis par rapport à d’autres ARNm. Ainsi, l’épissage 
inefficace d’ARNm important dans les neurones pourrait être à la base du phénotype spécifique observé 
dans la pathologie SMA. D’après Eggert et al, 2006. 
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branchements des motoneurones (McWhorter et al, 2003 ; Winkler et al, 2005 ; Carrel et al, 

2006). L’équipe de U. Fisher a montré que l’injection de UsnRNP purifiées compense la perte 

de ces protéines, ce qui suggére un lien entre le défaut d’assemblage des UsnRNP et la 

dégénérescence des motoneurones dans la pathologie SMA. Cependant, il a été observé que 

l’injection d’ARNm codant des mutants de la protéine SMN incapables d’oligomérisation ou 

de fixer les protéines Sm et donc non fonctionnels pour l’assemblage des UsnRNP permet de 

restaurer la croissance des axones des motoneurones où l’expression de la protéine SMN avait 

été éteinte (Carrel et al, 2006). Ces travaux indiquent qu’en dépit des observations faites par 

l’équipe de U. Fischer, la dégénérescence des motoneurones observée chez le poisson zèbre 

présentant un taux réduit de protéines SMN, n’est sans doute pas due à un défaut 

d’assemblage des UsnRNP mais à un défaut d’une autre fonction de la protéine SMN. Les 

données d’autres expériences l’ont confirmé. En effet, les défauts de croissance et de 

branchements, provoqués par l’absence de Gemin 2, observés chez le poisson zèbre ne 

semblent par être restreint aux motoneurones (Winkler et al, 2005). Ces défauts seraient, en 

fait, secondaires et dus à un défaut global de la morphogenèse du poisson zèbre. Ainsi, 

contrairement à la protéine SMN, la protéine Gemin 2 ne jouerait pas un rôle spécifique dans 

la croissance des axones des motoneurones (McWhorter et al, 2008). Etant donné que les 

protéines SMN et Gemin 2 font toutes les deux partie du complexe SMN et que c’est le 

complexe SMN, en entier, qui est impliqué dans l’assemblage des UsnRNP, ces données sont 

en faveur d’un rôle spécifique de la protéine SMN. 

Dans l’hypothèse où la pathologie SMA est due à un défaut d’assemblage des 

UsnRNP, une diminution de leur taux, dans des cellules où la protéine SMN est déficiente, 

devrait être mesurable. Pourtant, jusqu’à récemment, aucune équipe n’avait pu mettre en 

évidence une telle réduction quelque soit le type de cellules utilisées (cellules de poulet DT40 

présentant un taux réduit de protéines SMN : (Wan et al, 2005) ; larves de drosophiles 

contenant des mutant SMN : (Rajendra et al, 2007) ; fibroblastes humains issus de patient 

atteint de SMA de type I : (Gabanella et al, 2007). Ces observations suggèrent que le taux de 

protéines SMN dans les cellules est en large excès par rapport au taux nécessaire pour 

permettre un assemblage correct des UsnRNP. Néanmoins, les équipes de L. Pellizzoni et de 

G. Dreyfuss ont pu montré une diminution faible mais significative du taux des UsnRNP 

majeurs et mineurs dans des cellules HeLa où le taux de protéines SMN est réduit, dans la 
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moelle épinière et dans d’autres tissus (cerveau, reins) de souris SMA (Zhang et al, 2008b ; 

Gabanella et al, 2007). Il faut noter que les UsnRNP mineures sont très peu abondantes et sont 

nécessaires à l’épissage de seulement 1% des introns; c’est pourquoi le taux de UsnRNP 

mineurs est probablement plus affecté par une réduction du taux de protéines SMN par 

rapport aux UsnRNP majeurs. De plus, l’épissage des introns mineurs est plus long et moins 

perfomant que celui des introns majeurs. Il a été proposé que l’epissage des introns mineurs 

soit une étape limitante dans l’expression des gènes qui en contiennent (Levine & Durbin, 

2001 ; Patel et al, 2002). Bien qu’aucune démonstration claire n’ait été obtenue dans ce 

domaine, on peut imaginer que la diminution de la concentration en UsnRNP mineures 

conduise vraiment à rendre l’étape d’élimination des introns mineurs limitante. De manière 

intéressante, ces introns ne sont pas distribués au hasard dans le génome mais ils sont plutôt 

enrichis dans quelques familles de gènes (Wu & Krainer, 1999 ; Levine & Durbin, 2001 ; 

Sheth et al, 2006 ; Alioto, 2007). En particulier, les membres de la famille des gènes des 

canaux ioniques à voltage dépendant contiennent une fréquence inhabituellement élevée 

d’introns mineurs. Ces gènes contrôlent de nombreuses activités qui sont critiques dans la 

fonction neuronale et la contraction musculaire, incluant le potentiel d’action, les mécanismes 

de signalisation et de transmission synaptique, dont la déficience est la cause de plusieurs 

désordres neuromusculaires et neurologiques chez l’homme (Flink & Atchison, 2003 ; 

George, 2005 ; Vincent et al, 2006). Les travaux de l’équipe de G. Dreyfuss montrent aussi 

que la réduction du taux de protéines SMN engendrerait préférentiellement des défauts 

d’épissage de transcrits de gènes contenant un grand nombre d’introns, dans des tissus de 

souris SMA (Zhang et al, 2008b). Un défaut d’épissage de ces gènes pourrait contribuer, au 

moins en partie, à la sévérité de la pathologie SMA. 

 

En conclusion, à l’heure actuelle, rien ne permet d’affirmer que la pathologie 

SMA est, uniquement, due à un défaut d’assemblage des UsnRNP et donc à un défaut 

d’épissage de certains ARNm. En outre, dans les neurones, les protéines SMN, Gemin 2, 3, 6, 

7 et unrip ont été localisées à la fois dans le cytoplasme mais également dans les 

prolongements neuritiques (axones et dendrites) contrairement aux protéines Sm (Sharma et 

al, 2005 ; Zhang et al, 2006). L’absence des protéines Sm dans les prolongements neuronaux 

suggère un rôle spécifique de la protéine SMN et/ou du complexe SMN différent de celui 
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dans l’assemblage des UsnRNP. Comme nous allons le voir, de nombreux arguments ont été 

apportés en faveur d’un rôle de la protéine SMN et/ou du complexe SMN dans le transport 

des ARNm dans les neurones. 

 

 

2/ La SMA : une fonction spécifique de la protéine SMN et/ou du complexe SMN ? 
 

2.1/ Un rôle dans le transport des ARNm ?  

2.1.1/ Le transport des ARNm et le mécanisme de traduction localisée (pour revue, Dahm et al, 
2007) 
 

Le transport d’ARNm est un mécanisme largement employé pour générer une 

distribution asymétrique des protéines dans de nombreux systèmes biologiques (pour revues, 

Dahm et al, 2007 ; Dahm & Macchi, 2007). Dans le système nerveux, le transport d’ARNm 

joue un rôle crucial au cours du développement pour permettre aux neurones d’acquérir leur 

architecture allongée et ramifiée, adaptée à leurs fonctions, mais également dans l’organisme 

adulte pour établir, maintenir des connexions synaptiques fonctionnelles et pour la 

régénération axonale après dégradation (pour revue, Lin & Holt, 2007).  

 

 Le transport des ARNm au sein de particules 

Les premières purifications de granules à ARN révèlent la présence de 

nombreuses protéines (Tableau V) (Brendel et al, 2004 ; Villace et al, 2004 ; Kanai et al, 

2004 ; Elvira et al, 2006 ; Jonson et al, 2007). Certaines de ces protéines sont communes à 

tous les granules. Par contre, d’autres sont spécifiques à certains types de granules, ce qui 

indique la présence de différents types de granules à ARN dans les neurones.  

 

Dans les neurones, le processus de localisation d’ARNm spécifiques peut être 

subdivisé en plusieurs étapes (pour revue, Dahm et al, 2007). La première étape a lieu dans le 

noyau où des éléments de séquences des ARNm sont reconnus par des protéines de liaison 

aux ARN. Cette étape est importante pour la localisation cytoplasmique propre à chaque 

ARNm (pour revue, St Johnston, 2005). Pour exemple, la protéine ZBP1 s’associe à l’ARNm 

de la β-actine dès sa transcription dans le noyau et est nécessaire à son transport dans les 

neurites (Ross et al, 1997 ; Eom et al, 2003 ; Oleynikov & Singer, 2003). La protéine
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Kanai et al., 2004 

protéines associées à 
KIF5 

Brendel et al., 2004 
protéines associées à 

Staufen 

Villacé et al., 2004 
protéines associées à 

Staufen 

Elvira et al., 2006 Jonson et al., 2007 
protéines associées à 

IMP1 
hnRNP : 

hnRNP-D    hnRNP-D 
hnRNP-A1     

SYNCRIP/hnRNP-Q   SYNCRIP/hnRNP-Q SYNCRIP/hnRNP-Q 
hnRNP-R    hnRNP-R 

hnRNP-A/B    hnRNP-A/B 
    hnRNP-A2/B1 

hnRNP-U hnRNP-U hnRNP-U  hnRNP-U 
   hnRNP-K  
   hnRNP-C  
   hnRNP-H  
   hnRNP-M  
   hnRNP-L hnRNP-L 

Hélicases à boîte DEAD : 
 

DDX3     
DDX1     

   DEAD box 6  
   DEAD box 9  
   NORP1  
   eIF4A  
   DEAD box BAT-1  
 RHA RHA  RHA 

Autres protéines de liaison aux ARN : 
 

FMRP FMRP FMRP FMRP  
FXR1     
FRX2     

Staufen Staufen Staufen Staufen  
Nucléoline Nucléoline Nucléoline Nucléoline Nucléoline 

   ZBP2/MARTA1/KSRP  
   G3BP2  
   PTB  
 PABP PABP PABP PABP 
   Matrin-3  
   PAI-1 RNA binding  
   Y box-binding protein 

(mYB-1b) 
Y box-binding 

protein (mYB-1b) 
   CYFIP2  
   RACK  

PSF     
TLS     
ALY    ALY 
NonO     

    CBP80 
EF-1α EF-1α    

Protéines moteurs et protéines du cytosquelette :  
 

 kinésine kinésine   
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Kanai et al., 2004 
protéines associées à 

KIF5 

Brendel et al., 2004 
protéines associées à 

Staufen 

Villacé et al., 2004 
protéines associées à 

Staufen 

Elvira et al., 2006 Jonson et al., 2007 
protéines associées à 

IMP1 
Protéines moteurs et protéines du cytosquelette (suite) :  

 
 dynéine dynéine   
  myosine   
 tubulineα tubulineα tubulineα  
 tubulineβ tubulineβ tubulineβ  
  β-actine β-actine  
  Tau   
  internexineα   

Protéines controlant le cytosquelette: 
 

  Rac1   
  Cdc42   
  IQGAP1   

Autres protéines :  
 

Purα   Purα  
Purβ   Purβ  

CGI-99   CGI-99  
HSPC117     

 NFAR    
 protéines 

ribosomales 
protéines 

ribosomales 
protéines ribosomales protéines 

ribosomales 
  Ras GAP   
  ρ-Associated protein 

kinase II 
  

ELAV-like protein :  
 

   ELAV-like2 (Hu-B)  
   ELAV-like3(Hu-C)  
   ELAV-like4 (Hu-D)  
   ETR-R3B  

 

Tableau V: Composition en protéines des différent types de granules à ARN isolés par 
plusieurs équipes 
 
D’après Kanai et al, 2004 ; Brendel et al, 2004 ; Villace et al, 2004 ; Elvira et al, 2006 ; Jonson et al, 2007. 
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ZBP2 se lie également à l’ARNm de la β-actine dans le noyau, ce qui affecte sa localisation 

cytoplasmique (Gu et al, 2002). D’autres protéines jouent des rôles similaires : Staufen-1, 

Staufen-2, hnRNP-A2, … (pour revues, Roegiers & Jan, 2000 ; Carson & Barbarese, 2005 ; 

Miki et al, 2005). Dans une seconde étape, après l’export dans le cytoplasme, de nouveaux 

facteurs s’associent pour former des particules de transport actives ou granules à ARN 

(Figure 26). Ces particules amènent les ARNm à leur destination, qui sont des sites de 

synthèse locale. Ce transport se fait le long des microtubules avec l’aide de molécules 

moteurs de la famille des kynésines et des dynéines (pour revues, Hirokawa, 1998 ; Hirokawa 

& Takemura, 2005). La plupart des composants du cytosquelette et des molécules moteurs 

impliqués dans ces transports ont été identifiés (pour revues, Hirokawa & Takemura, 2005 ; 

St Johnston, 2005 ; Hirokawa, 2006). A ce jour, une seule protéine adaptatrice couplant les 

granules à ARN aux molécules moteurs est connue. Il s’agit de la protéine KIF3C, qui 

interagit avec la protéine FMRP et colocalisent au sein des mêmes granules de transport 

(Davidovic et al, 2007). Par contre, peu d’informations sont disponibles sur les molécules et 

les mécanismes qui permettent à ces RNP d’atteindre leur destination finale. Finalement, dans 

la dernière étape, des stimuli spécifiques induisent la traduction locale des ARNm (pour 

revue, Dahm et al, 2007). Durant le transport, les ARNm sont maintenus dans un état réprimé 

afin d’éviter la synthèse inappropriée des protéines correspondantes. Ce sont des protéines 

telles que CPEB (pour revue, Richter, 2007), ZBP1 (Huttelmaier et al, 2005), FMRP (pour 

revue, Bardoni et al, 2006) et RNG 105 (RNA granule 105), constituants de ces particules, qui 

seraient chargées de bloquer leur traduction (pour revue, Sossin & DesGroseillers, 2006). De 

plus, la protéine hnRNP-A2 réprimerait la traduction de certains ARNm dans les dendrites par 

interaction avec la protéine hnRNP-E1 (Kosturko et al, 2006). Certains granules 

contiendraient, également, des miRNA qui pourraient jouer un rôle essentiel dans le contrôle 

de la traduction dans les neurones (pour revue, Dahm et al, 2007). Enfin, deux petits ARN 

non codants : BC1 chez les rongeurs et son homologue fonctionnel, BC200 chez l’homme, 

pourraient également jouer un rôle dans la régulation de la traduction localisée (pour revues, 

Cao et al, 2006 ; Dahm et al, 2007). Ces deux ARN font partie de mon travail de thèse. Ils 

seront présentés de manière plus détaillée dans la troisième partie de cette introduction. La 

traduction serait arrêtée aux stades d’initiation ou d’élongation selon que les ARNm soient 

associés ou non aux ribosomes (pour revue, Sossin & DesGroseillers, 2006). 
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Figure 26 : Transport des ARNm dans les neurones 

A/ Dans le noyau, les transcrits naissants s’associent avec un premier ensemble de protéines important pour 
leur localisation. Après l’export du noyau, d’autres protéines s’associent aux ARNm pour former une 
particule ou RNP de transport. Avec l’aide de protéines moteurs, telles que les protéines de la famille des 
kynésines et des dynéines, ces particules sont transportées le long des microtubules jusqu’aux dendrites. 
L’encart 1 montre l’ancrage hypothétique des RNP au niveau de sites spécifiques dans les épines 
dendritiques. Puis des stimuli spécifiques induisent la traduction des ARNm (encart 2).  D’après la revue, 
Dahm et al, 2007. B/ Représentation schématique d’une particule de transport des ARNm. D’après Shav-Tal 
& Singer, 2005. 
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Récemment, les évènements de signalisation et les mécanismes moléculaires permettant le 

passage de la forme silencieuse à l’activation de la traduction ont commencé à être élucidés 

(Huttelmaier et al, 2005 et pour revue, Dahm & Kiebler, 2005).  

 

Deux types de transport ont été observés dans les neurones. Un transport du 

corps du neurone vers l’extrémité de l’axone, le transport est alors dit antérograde et de 

l’extrémité vers le corps cellulaire, le transport est alors dit rétrograde. Le transport 

antérograde est assuré par les molécules moteurs de la familles des kynésines, alors que le 

transport rétrograde est assuré par les molécules moteurs de la familles des dynéines (pour 

revue, Goldstein & Yang, 2000). Le transport rétrograde est rapide : 1 à 5µm/sec, alors que la 

vitesse du transport antérograde varie selon le type de molécules transportées. Le transport 

rétrograde permettrait l'élimination des déchets, il permet le retour des molécules 

membranaires vers le corps cellulaire afin qu'elles y soient dégradées, voire recyclées. 

Cependant, l’identité exacte des molécules qui retournent vers le corps cellulaire n‘est pas 

connue (pour revue, Goldstein & Yang, 2000). 

 

 Transport des ARNm et plasticité synaptique  

Dans les neurones matures, l’établissement des contacts synaptiques est 

déterminé par la synthèse de protéines spécifiques qui a lieu au niveau de la membrane 

synaptique (Martin & Zukin, 2006). La première indication qui montre que les dendrites sont 

autonomes en matière de traduction vient de la découverte de complexes polyribosomiques au 

niveau des synapses (pour revues, Steward & Schuman, 2001 ; Steward & Schuman, 2003 ; 

Schuman et al, 2006). Cette présence suggère que chaque synapse est autonome dans le 

contrôle de sa synthèse protéique (pour revue, Sutton & Schuman, 2006). Cette synthèse 

locale est une adaptation du système nerveux pour permettre une régulation rapide (Kiebler & 

DesGroseillers, 2000 ; Steward & Schuman, 2003). En effet, la synthèse protéique locale 

permettrait aux synapses de maintenir des connexions synaptiques fonctionnelles grâce à une 

production rapide de protéines à partir d’ARNm pré-existants. La synthèse protéique locale 

dans les dendrites apparaît comme un mécanisme clé contribuant notamment à la plasticité 

synaptique qui serait à la base des processus d'apprentissage et de mémorisation (pour revues, 

Sutton & Schuman, 2006 ; Pfeiffer & Huber, 2006). La plasticité synaptique repose sur le 
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principe selon lequel l'efficacité de la transmission synaptique entre deux neurones est 

fonction de l’importance des échanges ayant existé entre ces neurones. Les neurones gardent 

ainsi les traces de leurs expériences passées. La plasticité synaptique intervient donc à la fois 

dans le développement et la maturation synaptique. Sa dérégulation pourrait être à la source 

de nombreuses altérations des fonctions cognitives. Il existe deux grandes formes de plasticité 

synaptique, la potentialisation à long terme (LTP) : un mécanisme de stockage de 

l’information et au contraire la dépression à long terme (LTD) : un mécanisme d’oubli (pour 

revue, Sutton & Schuman, 2006). Les mécanismes moléculaires impliqués dans la plasticité 

synaptique sont nombreux, complexes et varient suivant le type cellulaire considéré. Par 

ailleurs, selon le stimulus appliqué, les récepteurs à l’origine de la transduction du signal 

peuvent être différents. Ainsi, le glutamate qui est le principal neurotransmetteur excitateur du 

système nerveux central agit sur deux types de récepteurs, les récepteurs ionotropiques, qui 

sont des canaux ioniques dont l'ouverture est déclenchée par la fixation du ligand, et les 

récepteurs métabotropiques, qui sont couplés à une protéine G et induisent une dépolarisation 

en activant une cascade de messagers secondaires (pour revue, Pfeiffer & Huber, 2006). La 

protéine FMRP aurait également un rôle essentiel dans ces mécanimes. Elle semble, en effet, 

impliquée dans la régulation de la synthèse d’ARNm en réponse à la stimulation des 

récepteurs métabotropiques (pour revue, Grossman et al, 2006). Les caratéristiques 

structurales et fonctionnelles de cette protéine, qui a fait l’objet d’une partie de mon travail de 

thèse, seront détaillées dans le deuxième chapitre de cette introduction. 

 

 Le transport des ARNm au cours du développement 

Un des aspects les plus remarquables du développement du système nerveux 

est sans doute la capacité des axones en croissance à trouver leurs cellules cibles. Cette 

capacité est liée aux propriétés du cône de croissance, une structure située à l’extrémité de 

l’axone qui s’allonge. Le cône de croissance est formé de divers prolongements qui avancent 

et reculent à la recherche de signaux de guidage, un peu comme des doigts qui s’étendent et se 

rétractent pour palper ce qu’il y a aux alentours (Tessier-Lavigne & Goodman, 1996 ; 

Dickson, 2002). C’est donc en interagissant avec son environnement que le cône de 

croissance trouve des signaux qui le guident vers l’endroit où il doit établir des connexions 

avec d'autres neurones. Ces signaux de guidage sont des molécules qui orientent le cône de 
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croissance sur la direction à suivre (pour revues, Chilton, 2006 ; Lin & Holt, 2007). La 

traduction localisée de certaines protéines à l’extrémité de l’axone en croissance est 

nécessaire à ce processus. 

 

 
2.1.2/ Rôle de la protéine SMN et/ou du complexe SMN dans le transport des ARN ? 
 

Le rôle précis de la protéine SMN et/ou du complexe SMN dans les neurones 

et sa fonction possible dans les prolongements neuronaux n’est pas connu. Cependant, de 

nombreux travaux laissent aujourd’hui penser que la protéine SMN et/ou le complexe SMN 

puissent être impliqués dans la localisation et la traduction de certains ARNm dans les cônes 

de croissance (Bechade et al, 1999 ; Pagliardini et al, 2000 ; Jablonka et al, 2001 ; Fan & 

Simard, 2002 ; Rossoll et al, 2003 ; Rossoll et al, 2002 ; Zhang et al, 2003 ; Sharma et al, 

2005 ; Zhang et al, 2006). Plus précisément, la protéine SMN est présente dans des granules 

distribués dans les axones en développement et dans les cônes de croissance (Figure 27) 

(Zhang et al, 2003). La séquence QNQKE contenue dans la région codée par l’exon 7 de 

l’ARNm de SMN serait suffisante pour assurer la localisation cytoplasmique de la protéine 

SMN. En outre, cette séquence, de concert avec un autre domaine de la protéine SMN, encore 

non identifié, assurerait la localisation dans les neurites (Zhang et al, 2003). Ces granules 

contiennent également des ARNr, des ribosomes (Zhang et al, 2003), des ARNm et la PABP 

(Zhang et al, 2007). La présence de ces composants avec la protéine SMN laisse penser que 

les granules contenant la protéine SMN puissent être des granules de transport à mouvements 

rapides, bi-directionnels et dépendant du cytosquelette. Il semble, en effet, que les 

microtubules assurent des mouvements sur de longues distances et que les filaments d’actine 

assurent des mouvements de courtes distances (Zhang et al, 2003).  

Comme précédemment mentionné, la synthèse protéique locale dans les 

axones et les dendrites est cruciale pour la croissance des axones et leur régénération, ainsi 

que pour la formation des synapses et leur plasticité. Des motoneurones déficients en 

protéines SMN ont une croissance axonale ralentie et des malformations synaptiques. 

L’ensemble des ces observations suggère que la protéine SMN puisse avoir un rôle dans 

l’assemblage, la régulation de la traduction et/ou le transport des mRNP dans les neurones.
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Figure 27 : Localisation des protéines SMN et Gemin 2 dans des granules distribués dans 
les axones en développement et dans les cônes de croissance 
 
A/ Détection par double immunofluorescence des protéines SMN (rouge) et Gemin 2 (vert) dans des 
neurones en culture. Les encarts 1 et 2 montrent un agrandissement des deux régions encadrées. La 
colocalisation des deux protéines dans les cônes de croissance (encart 1) et dans les neurites (encart 2) 
apparaît en jaune. Les flèches indiquent les granules contenant à la fois les protéines SMN et Gemin 2. B/ 
Détection par double immunofluorescence des protéines SMN (rouge) et Gemin 2 (vert) dans des cellules 
ES dérivées de motoneurones différentiés. La colocalisation des deux protéines dans les neurites apparaît 
en jaune. Les flèches indiquent les granules contenant à la fois les protéines SMN et Gemin 2. D’après 
Zhang et al, 2006. 
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Cette hypothèse est confortée par le fait qu’une réduction du taux de protéines SMN, dans des 

motoneurones isolés d’un modèle murin d’amyotrophie spinale, induit une réduction du taux 

d’ARNm de la β-actine dans la partie distale des axones et de la β-actine dans les cônes de 

croissance. Les axones seraient en outre plus courts et les cônes de croissance seraient de plus 

petites tailles, suggérant que la protéine SMN puisse être impliquée dans le transport axonal 

de l’ARNm de la β-actine (Rossoll et al, 2003). De plus, la protéine SMN interagit avec la 

protéine hnRNP-Q/R, une protéine retrouvée dans les granules à ARN (Tableau V, pages 76 

et 77) (Rossoll et al, 2002 ; Mourelatos et al, 2001). Bien que le rôle de la protéine hnRNP-

Q/R dans le transport des ARNm n’a pas été caractérisé, une hypothèse est que cette protéine, 

en se liant à la région 3’UTR de l’ARNm de la β-actine, jouerait un rôle dans sa localisation 

dans les neurites (Rossoll et al, 2003 ; Rossoll et al, 2002). La protéine SMN en association 

avec la protéine hnRNP-Q/R faciliterait son interaction avec l’ARNm de la β-actine. 

Comme la protéine SMN, les protéines Gemin 2, 3, 6, 7 et unrip sont localisées 

à la fois dans le cytoplasme au niveau du corps cellulaire des neurones et dans les 

prolongements neuritiques (Jablonka et al, 2001 ; Sharma et al, 2005 ; Zhang et al, 2006). La 

protéine SMN et les protéines Gemin 2 et 3 colocaliseraient, en partie, au sein de granules 

dans les prolongements neuronaux et dans les cônes de croissance de cellules d’hippocampe 

de rat, dans les motoneurones et dans des cellules ES dérivées de motoneurones (40% des 

protéines Gemin 2 et 48% des protéines Gemin 3 colocalisent dans des granules avec la 

protéine SMN) (Zhang et al, 2006). Selon les granules, la protéine SMN peut donc être seule 

ou accompagnée des protéines Gemin 2 ou Gemin 3 (Zhang et al, 2006). De plus, dans un 

même granule de transport une interaction directe pourrait s’établir entre les protéines SMN et 

Gemin 2 (Zhang et al, 2006). L’ensemble de ces résultats indiquent l’existence, dans les 

prolongements neuronaux, de complexes de différentes compositions protéiques contenant la 

protéine SMN.  

Dans le but de mieux comprendre le rôle de la protéine SMN et/ou du 

complexe SMN dans les neurones, plusieurs équipes recherchent, actuellement, de nouveaux 

candidats protéiques qui pourraient coopérer avec la protéine SMN dans ses fonctions 

neuronales. Ainsi, récemment, la protéine KSRP, une protéine impliquée dans de nombreux 

processus tels que l’épissage, la transcription, l’éditing, le transport et la stabilité de certains 

ARNm, a été identifiée comme partenaire de la protéine SMN dans les neurones (Tadesse et 
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al, 2008). La protéine KSRP, également connue sous le nom de FBP2 (Fuse Binding protein 

2), est l’homologue de ZBP2 (Zipcode Binding Protein 2) de poulet et de la protéine MARTA 

1 chez le rat. Ces protéines sont des composants des granules à ARN (Tableau V, pages 76 et 

77) et sont, respectivement, impliquées dans la localisation neuronale de l’ARNm de la β-

actine et de l’ARNm de MAP2 (Microtubule-Associated Protein 2) (Gu et al, 2002 ; Rehbein 

et al, 2002). KSRP interagit directement avec le domaine Tudor de la protéine SMN par ses 

domaines riches en RG. En effet, la présence de mutations dans ce domaine retrouvées chez 

les patients atteints de SMA de type I (E134K, Q136E, I116F et A111G) semble abolir 

l’interaction de SMN avec KSRP in vitro (Tadesse et al, 2008). De plus, l’interaction entre les 

deux protéines est dépendante de la méthylation de KSRP par la protéine CARM1. La 

protéine KSRP, comme la protéine SMN est retrouvée dans des granules distribués dans les 

extensions neuritiques. L’analyse quantitative indique que 23,6% des granules contenant 

KSRP contiennent également SMN et que 21,4% des granules contenant SMN contiennent 

également KSRP (Tadesse et al, 2008). Comme pour la distribution des protéines Gemin 2 et 

3, ces résultats reflètent l’hétérogénéité en protéines des granules de transport contenant la 

protéine SMN. De plus, le taux de protéine KSRP est diminué dans des tissus de souris 

modèle de SMA, en corrélation avec une stabilisation anormale de l’ARNm de p21 (Tadesse 

et al, 2008). Cet ARN est une cible de la protéine KSRP qui recrute certains ARNm en vue de 

leur dégradation par l’exosome (Briata et al, 2005). Il est donc possible que certains ARNm 

soient stabilisés chez les patients atteints de SMA, ce qui pourrait contribuer à la sévérité de la 

maladie. Il est important de noter que la protéine p21 est un régulateur négatif du cycle 

cellulaire et joue un rôle crucial dans la croissance des neurites (pour revue, Boulaire et al, 

2000). L’ensemble de ces travaux indique que la protéine SMN jouerait un rôle dans le 

transport et stabilité de certains ARNm cibles de KSRP. 

De manière intéressante, une autre protéine de la même famille que KSRP, la 

protéine FBP pourrait aussi être associée à la protéine SMN (Tableau IV, pages 36 et 37) 

(Williams et al, 2000). Cette protéine est impliquée dans la transcription du gène c-myc, dans 

la réplication du virus de l’hépatite C ainsi que dans la stabilité de l’ARNm GAP-43 (Duncan 

et al, 1994 ; Irwin et al, 1997 ; Zhang et al, 2008a). Un rôle ubiquitaire de la protéine SMN 

dans la stabilité des ARNm pourrait donc être envisagé. De plus, l’existence possible d’une 

interaction entre les protéines SMN et NFAR-2 apporte un nouvel argument en faveur de cette 
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hypothèse (Tableau IV, pages 36 et 37) (Saunders et al, 2001). NFAR-1 et NFAR-2 sont 

deux protéines issues d’un épissage alternatif. NFAR-2 contient un domaine supplémentaire 

en C-terminal par rapport à NFAR-1 (Saunders et al, 2001). Un rôle dans l’export nucléaire 

de certains ARNm et dans la régulation de la traduction vient d’être proposé pour ces deux 

protéines (Pfeifer et al, 2008). Enfin, unrip, un des composants du complexe SMN, est associé 

in vitro et in vivo avec les ARNm des protéines d’export nucléaire de la famille NXF (Nuclear 

eXport Factor) et avec l’ARNm de la protéine MAP1B (Microtubule-Associated Protein 1B) 

(Tretyakova et al, 2005). Les protéines de la famille MAP1 seraient des adaptateurs 

moléculaires permettant la liaison de protéines spécifiques aux microtubules (pour revue, 

Halpain & Dehmelt, 2006). Il est donc possible que le complexe SMN, via unrip et les 

protéines NXF, puisse jouer un rôle dans l’export nucléaire des mRNP à la fois dans les 

cellules neuronales et non-neuronales (Tretyakova et al, 2005).  

D’autres protéines, associées directement ou indirectement à la protéine SMN, 

dans des cellules non-neuronales, sont présentes dans les granules à ARN : l’ARN hélicase A 

(RHA) et la nucléoline (Tableau IV et V) (Pellizzoni et al, 2001b ; Lefebvre et al, 2002). 

Cependant, il reste encore à savoir si ces protéines sont également associées à la protéine 

SMN dans les neurones et quel est leur rôle.  

 

Au laboratoire, notre intérêt s’est porté sur l’association du complexe SMN 

avec la protéine FMRP, une protéine capable de se lier aux ARN et qui est impliquée dans le 

syndrôme de l’X fragile, la première cause de retard mental (pour revue, Bardoni et al, 2006). 

Nous détaillerons, dans la seconde partie de cette introduction, le rôle de la protéine FMRP 

dans les cellules. L’ensemble des résultats que nous avons obtenus sera discuté dans la partie 

« Résultats-Perspectives » de ce manuscrit.  

 

 

2.2/ La protéine SMN axonale : a-SMN  
 
Récemment, une étude a permis d’identifier une nouvelle isoforme de SMN 

spécifique des axones : a-SMN (Setola et al, 2007). Cette protéine est le produit du gène 

SMN1, c’est pourquoi sa perte pourrait être un nouvel élément déterminant dans la pathologie 

SMA. Cette isoforme est plus courte : 19 kD contre 36 kD pour la protéine pleine longueur. 
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Elle est issue d’un processus d’épissage alternatif du gène SMN1 permettant l’inclusion de 

l’intron 3. Cet intron possède un motif polyadénines, motifs qui sont généralement la cible de 

mutations et/ou de délétions. Or celui-ci est très conservé (Sasongko et al, 2008). Cette faible 

mutabilité suggère l’existence de mécanismes permettant de conserver le cadre de lecture de 

la protéine a-SMN (Sasongko et al, 2008). La protéine a-SMN ne comporte que les régions 

codées par les exons 1, 2a, 2b et 3 du fait de la présence d’un codon stop en aval de la 

jonction exon3/intron3. a-SMN a été retrouvée dans des tissus de type neuronaux et non 

neuronaux et serait réprimée au cours du développement. En effet, dans la moelle épinière, a-

SMN est sélectivement exprimée dans les motoneurones en développement et est 

particulièrement localisée dans les axones et les dendrites. Bien que la surexpression de la 

protéine a-SMN stimule la croissance des axones, la fonction de cette isoforme reste encore à 

définir (Setola et al, 2007).  

 

 

2.3/ La protéine SMN et la dynamique de l’actine  
 
La régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine est particulièrement 

importante dans les neurones. En effet, le cytosquelette d’actine est nécessaire à la croissance 

neuronale et à la motilité des cônes de croissance (Kuhn et al, 2000). Sa régulation est assurée 

par plusieurs protéines qui se fixent à l’actine. L’une de ces protéines régulatrices est la 

profiline. La profiline existe sous deux isoformes (Schluter et al, 1997) : la profiline I (PFNI) 

et la profiline II (PFNII) qui diffèrent par leur affinité aux motifs polyprolines et par leur 

distribution tissulaire. La profiline II est hautement concentrée dans le système nerveux 

central et a la capacité de s’associer à la région riche en prolines de la protéine SMN 

(Giesemann et al, 1999). De plus, elle colocalise avec la protéine SMN dans le cytoplasme, 

les Gems et les cônes de croissance (Sharma et al, 2005).  

La profiline est un régulateur négatif de la polymérisation de l’actine car elle 

séquestre les monomères d’actine. Elle permet également la polymérisation de l’actine en 

relarguant ces monomères et en les ajoutant aux extrémités des microfilaments d’actine 

(Carlier et al, 1997b ; Carlier et al, 1997a ; Carlier & Pantaloni, 1997). Dans toutes les 

cellules eucaryotes, l’actine se présente sous deux formes interconvertibles et en équilibre 

dynamique, une forme monomérique, l’actine globulaire (G) et une forme polymérique, 
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l’actine filamenteuse (F). La dérégulation de la protéine SMN dans des cellules neuronales en 

culture semble avoir pour conséquences une modification du ratio actine G/actine F avec une 

augmentation de la quantité d’actine F (van Bergeijk et al, 2007). La protéine SMN seule n’a 

pas d’effet sur la polymérisation de l’actine, in vitro, mais l’activerait quand elle est 

complexée à la profiline II (Sharma et al, 2005). Ces résultats suggèrent que la protéine SMN 

pourrait modérer l’activité inhibitrice de la profiline II sur la polymérisation de l’actine et 

jouer un rôle de régulateur dans la formation des filaments d’actine le long des axones. En 

effet, l’extinction de la protéine SMN, dans des cellules neuronales en culture, montrent une 

augmentation du taux de profiline II dans les neurones (Bowerman et al, 2007). En fait, un 

défaut de protéines SMN contribuerait à augmenter la disponibilité de la profiline II 

(Bowerman et al, 2007) qui induirait alors une polymérisation rapide de l’actine G en actine 

F. De ce fait, la réduction du taux de protéine SMN causée par la pathologie SMA pourrait 

avoir comme effet des défauts de ciblage d’axones vers des neurones précis par dérégulation 

de la polymérisation des microfilaments d’actine. 

 

 

2.4/ La protéine SMN dans les muscles 
  
Alors que l’atrophie des muscles semble une conséquence de la 

dégénérescence des motoneurones, dans la pathologie SMA, la possibilité que les muscles 

aient un rôle direct est, également, envisagée. En effet, la réduction de protéine SMN chez la 

drosophile (dSMN) entraîne la perte d’expression de Act88F, une isoforme de l’actine 

spécifique des muscles indirects du vol et une désorganisation neuromusculaire sévère 

(Rajendra et al, 2007). De plus, la protéine dSMN est localisée dans les sarcomères des 

muscles du vol et interagirait avec l’α-actinine. L’α-actinine est une protéine connue pour 

jouer un rôle majeur dans le pontage des filaments d’actine à travers de nombreux types 

cellulaires, dont le muscle (Clark et al, 2002). Très récemment, il a été montré chez la souris 

que le complexe SMN en entier se localiserait dans les disques Z des sarcomères et 

colocaliserait avec l’α-actinine à la fois dans les myofibrilles squelettiques et cardiaques 

(Walker et al, 2008). La protéine SMN pourrait donc être une protéine des sarcomères requise 

dans l’expression de l’actine dans le muscle. 
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Chapitre II : Le syndrome de l’X fragile, la protéine FMRP 
absente 
 

 

I/ Le Syndrome de l’X Fragile : des causes génétiques aux 
causes moléculaires 

 
1/ Le syndrome de l’X fragile : une maladie monogénique à expansion de triplets 
nucléotidiques 
 

Le syndrome de l’X fragile (OMIM #309550) est la cause la plus fréquente de 

retard mental héréditaire. Il s’agit d’une affection liée au chromosome X. Son incidence est 

estimée à environ 1/4000 chez les hommes. Il est également responsable d’un retard mental 

léger à modéré chez une femme sur 7000 environ (Turner et al, 1996 ; pour revues, Chelly & 

Mandel, 2001 ; Crawford et al, 2001 ; Bardoni & Mandel, 2002 ; O'Donnell & Warren, 2002 ; 

Penagarikano et al, 2007). L’anomalie génétique consiste en une expansion instable d’une 

répétition de trinucléotides (CGG), dans la région 5’ non traduite du gène FMR1, expansion 

qui peut augmenter au fil des générations. Cette expansion est concomittante à une 

hyperméthylation des répétitions ainsi que de l’îlot CpG de la région promotrice du gène 

FMR1 (Verkerk et al, 1991 ; Oberle et al, 1991). Plusieurs hypothèses ont été formulées pour 

expliquer l’instabilité des allèles prémutés et mutés (pour revue, Stoyanova et al, 2004). En 

fonction du nombre de répétitions, on peut décrire trois types de situations pathologiques 

détaillées dans la figure 28.  

Les symptômes associés au syndrome de l’X fragile sont des troubles cognitifs 

(déficience intellectuelle, difficultés de raisonnement, d’apprentissage, ...) des troubles 

comportementaux (hyperactivité, impulsivité, aggressivité, tics, fuite du regard, ...) dont 

certains sont communs à ceux observés en cas d’autisme (Hagerman & Hagerman, 2002 ; 

Cornish et al, 2004 et pour revue, Garber et al, 2008). D’autres caractéristiques physiques ont 

été identifiées : dysmorphie faciale, atteinte des tissus conjonctifs, macroorchidie, problèmes 

orthopédiques,... (pour revue, Garber et al, 2008).   
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Figure 28 : Classification des allèles de FMR1 en fonction de la longueur de la série de 
triplets CGG 
 
Représentation schématique de l’allèle normal et des allèles prémutés et mutés résultant de l’expansion de 
la série CGG. Chez les individus sains (allèle normal), le nombre de triplets CGG varie de 6 à 54. Les allèles 
prémutés composent la seconde catégorie. Leurs répétitions sont constituées de 55 à environ 200 triplets. 
La dénomination “prémutation” vient du fait que ces allèles précèdent l’apparition des mutations complètes. 
Les mutations complètes sont des répétitions dont la longueur excède 200-230 triplets. Ce qui caractérise 
particulièrement la mutation complète, hormis la longueur de la séquence additionnelle, est la présence d’une 
hyperméthylation des répétitions ainsi que de l’îlot CpG tous deux situés dans la région 5’ du gène FMR1. 
Abrévations : M : méthylation ; FXTA : syndrome d’ataxie à tremblement liée à l’X fragile ; Xfra: syndrome 
de l’X fragile ; ORF : phase ouverte de lecture. D’après Oberle et al, 1991 ; Verkerk et al, 1991. 
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Deux types de défauts ont été observés dans le cerveau des patients atteints du syndrome de 

l’X fragile et dans un modèle de souris invalidé pour le gène FMR1 (Hinton et al, 1991 ; 

Consortium TD-BFX (1994) : la présence d’épines dendritiques anormalement fines et 

tortueuses et une augmentation de la densité des épines le long des dendrites (pour revue, 

Bagni & Greenough, 2005). Les épines dendritiques étant les points de contact au niveau des 

synapses, un défaut dans les connexions et dans la plasticité synaptique pourrait être à 

l’origine du syndrome de l’X fragile (pour revue, Ronesi & Huber, 2008). De tels défauts 

dans la structure et/ou le nombre des épines dendritiques ont d’ailleurs été observés dans le 

cerveau de patients atteints d’autres formes de retards mentaux, et notamment dans le cas des 

syndromes de Down, de Patau et de Rett (Kaufmann & Moser, 2000). Ces anomalies 

pourraient donc être un dénominateur commun à la survenue de déficiences intellectuelles.  

 

 

2/ Le gène FMR1 
 

2.1/ Caractéristiques générales 
 

Le gène FMR1, localisé au locus FRAXA (FRAgile chromosome X site A) en 

position Xq27.3, est formé de plusieurs exons dont le premier contient le motif CGG(n) 

(Krawczun et al, 1985). Ce gène est précédé en 5’ par un « ilôt CpG » normalement non 

méthylé sur le chromosome X de l’homme et méthylé uniquement sur l’X inactivé de la 

femme. Le gène FMR1 comporte 17 exons et s’étend sur 38 kb au niveau de la région Xq27.3 

(Eichler et al, 1993 ; Eichler et al, 1994) (Figure 29).  

 

 

2.2/ L’épissage du gène FMR1 
 

Chez l’humain, le transcrit primaire du gène FMR1 a une longueur observée de 

4,4 kb. Il contient une région 5’UTR (Untranslated Region) non-traduite d’environ 200 pb 

(variable selon le nombre de triplets), une région codante de 1,9 kb et une région 3’ UTR non-

traduite de 1,8 kb (Verkerk et al, 1991 ; Eichler et al, 1993). Le transcrit primaire peut subir 

un épissage alternatif qui modifie l’utilisation des exons 12, 14, 15, 16 et 17 (Ashley et al, 

1993b ; Eichler et al, 1993 ; Verkerk et al, 1993 ; Sittler et al, 1996). Ainsi, le
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Figure 29 : Organisation du gène FMR1 humain  
 
Représentation schématique de l’organisation du gène FMR1. Le gène FMR1 comporte 17 exons représentés 
par des rectangles bleus. Les répétitions CGG sont contenues dans la région non-traduite de l’exon 1. Les 
régions codant pour les principaux domaines fonctionnels sont indiquées en vert. NLS : Signal de 
Localisation Nucléaire ; KH1/KH2 : K Homology 1/2; NES : Signal d’Export Nucléaire ; RGG : boîte arginine-
glycine-glycine. Adapté de la revue, Penagarikano et al, 2007. 



Chapitre II : La protéine FMRP                                Introduction  

- 93 - 

nombre d’ARN messagers distincts possibles s’élève à 48. Vingt-quatre de ces messagers ont 

été détectés dans des extraits cellulaires par RT-PCR mais rien ne prouve qu’ils soient traduits 

en protéines (Figure 30) (Ashley et al, 1993b ; Eichler et al, 1993 ; Verkerk et al, 1993). 

L’épissage de l’exon 12 et les différents sites accepteurs ne modifient pas le cadre de lecture 

contrairement à l’épissage de l’exon 14 qui génère une nouvelle extrémité carboxy-terminale 

(Ashley et al, 1993b ; Sittler et al, 1996). L’abondance des différents ARNm, varie selon les 

tissus mais aucun d’eux n’est spécifique à un tissu particulier (Verkerk et al, 1993). FMRP 

désigne en réalité l’ensemble des isoformes résultant de la traduction des différents ARNm 

produits par épissage alternatif du gène FMR1 (Verkerk et al, 1993). Leur poids moléculaire 

est compris entre 70 et 80 kD. L’isoforme la plus longue, codée par l’ensemble des exons, 

comporte 632 acides aminés (iso1). L’isoforme 7, la plus fréquente correspond à l’isoforme 1 

dépourvue de l’exon 12 (iso7) (Sittler et al, 1996).  

 

 

3/ Le syndrome de l’X fragile et la protéine FMRP 

 
Le syndrome de l’X fragile résulte, dans la majorité des cas, de l’absence 

d’expression du gène FMR1 (Pieretti et al, 1991 et pour revues, Bardoni & Mandel, 2002 ; 

O'Donnell & Warren, 2002) et dans certains cas, de délétions dans le gène (Gedeon et al, 

1992 ; Wohrle et al, 1992 et pour revue, Coffee et al, 2008). D’un point de vue moléculaire, la 

pathologie résulte donc, en général, de l’absence de la protéine FMRP (Fragile X Mental 

Retardation Protein) codée par ce gène (Pieretti et al, 1991 ; De Boulle et al, 1993). Une 

forme sévère de l’X fragile est associée à une mutation ponctuelle faux sens changeant une 

isoleucine très conservée en une asparagine (I304N) (De Boulle et al, 1993). Chez l’adulte, la 

protéine FMRP est détectée presque dans tous les tissus, mais à des degrés très différents, 

avec une expression préférentielle dans le cerveau et les testicules (Devys et al, 1993). En 

revanche, elle n’a été retrouvée ni dans le cœur, ni dans le muscle (Devys et al, 1993). Dans 

les cellules, la protéine FMRP est majoritairement cytoplasmique ; seulement 5% sont 

localisés dans le noyau (Devys et al, 1993 ; Verheij et al, 1993). A noter par contre, que 

l’isoforme sans l’exon 14 se localise uniquement dans le noyau (Sittler et al, 1996). 
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A/ 
 Utilisation du site 

accepteur n°1 de 
l’exon 17 

Sans exon 12 
 

Utilisation du site 
accepteur n°1 de 

l’exon 17 

Utilisation du site 
accepteur n°2 de 

l’exon 17 

Sans exon 12 
 

Utilisation du site 
accepteur n°2 de 

l’exon 17 
a 

b 
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Δ14a 

Δ14b 

Δ14c 

  Iso 1           71,1 

  Iso2            69,9 

  Iso3            68,4 

  Iso4            50,9 

  Iso5            49,5 

  Iso6            61,0 

  Iso7            68,9 

  Iso8            67,7 

  Iso9            66,2 

  Iso10          48,7 

  Iso11          47,3 

  Iso12          58,8 

  Iso13           69,1 

  Iso14           67,9 

  Iso15           66,4 

  Iso4 

  Iso5 

  Iso16           59,0 

  Iso17           66,9 

  Iso18           65,7 

  Iso19           64,2 

  Iso10 

  Iso11 

  Iso20           56,8 
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Figure 30 : Isoformes de FMRP 
 
A/ Description des différentes isoformes putatives de FMRP et de leur masse moléculaire (en kD).  a, b, c : 
sites accepteurs 1, 2 et 3 de l’exon 15 ; ∆14 : délétion de l’exon 14. B/ Structure et localisation de quelques 
isoformes putatives de FMRP, dont l’isoforme 7 majoritaire. Adapté de Sittler et al, 1996. 
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Cette différence s’explique par la présence d’un signal d’export cytoplasmique ou NES 

(Nuclear Export Signal) dans l’exon 14 (aa 425-442) (Figure 29) (Eberhart et al, 1996). La 

protéine FMRP possède également un signal de localisation nucléaire ou NLS (Nuclear 

Localisation Signal) (aa 111-152) (Figure 29) (Eberhart et al, 1996). La présence simultanée 

d’un NLS et d’un NES suggère que la protéine FMRP fasse la navette entre le noyau et le 

cytoplasme. La protéine FMRP peut aussi être localisée dans le nucléole car elle contient un 

signal de localisation nucléolaire à son extrémité N-terminale (Willemsen et al, 1996 ; Ramos 

et al, 2006). 

 
 

4/ Les gènes homologues FXR1/FXR2 
 

Le gène FMR1 appartient à une petite famille de gènes qui inclue les gènes 

FXR1 et FXR2 (Fragile X Related 1 et 2) ( pour revues, Khandjian, 1999 ; Bardoni & Mandel, 

2002). Tous deux sont des gènes autosomiques localisés, respectivement, sur le chromosome 

3 en position 3q28 et sur le chromosome 17 en position 17p13.1 (Coy et al, 1995 ; Zhang et 

al, 1995 ; Wilgenbus et al, 1996). Les gène FMR1, FXR1 et FXR2 sont bien conservés durant 

l’évolution. Des orthologues de ces 3 gènes sont présents chez les mammifères et le poisson 

zèbre (Ashley et al, 1993a ; Price et al, 1996 ; Wan et al, 2000 ; van 't Padje et al, 2005). 

Xenopus laevis contient, également, deux orthologues : xFmrp et xFrx1 (Siomi et al, 1995 ; 

Blonden et al, 2005). Aucun orthologue n’a, à ce jour, été clairement mis en évidence chez le 

nématode C. elegans (Shtang et al, 1999). Par contre, un orthologue du gène FMR1 a été 

découvert chez Hydractinia echinata (yFMR1), qui fait partie de l’embranchement des 

Cnidaires, l’un des embranchements les plus primitifs des Métazoaires (Guduric-Fuchs et al, 

2004). Chez la drosophile, l’unique gène dFMR1 serait l’ancêtre commun des trois membres 

de cette famille de protéines.  

Les gènes FXR1 et FXR2 codent respectivement les protéines FXR1P et 

FXR2P (Fragile X Related 1 et 2 Protein). Comme la protéine FMRP, les protéines FXR1P et 

FXR2P sont détectées dans presque tous les tissus (Devys et al, 1993). Toutefois, la protéine 

FXR1P est plus spécifique car elle est la seule présente dans les muscles et dans le coeur (Coy 

et al, 1995 ; Khandjian et al, 1998). Comme FMRP, les protéines FXR1P et FXR2P sont 

principalement cytoplasmiques mais elles ont également été observées dans le nucléole 
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(Siomi et al, 1995 ; Zhang et al, 1995 ; Kirkpatrick et al, 1999 ; Tamanini et al, 2000). Bien 

que l’inactivation du gène FMR1 soit la cause du syndrome de l’X fragile, aucune pathologie 

connue chez l’humain n’a été caractérisée par l’absence d’expression des gènes FXR1 ou 

FXR2. On ne sait pas non plus, pour l’instant, si ces deux gènes peuvent compenser l’absence 

d’expression du gène FMR1 chez les patients atteints du syndrome de l’X fragile (pour revue, 

Davidovic et al, 2006).  

 

 

 

II/ FMRP : une protéine de liaison aux ARN 

 

1/ Les domaines fonctionnels de la protéine FMRP  

1.1/ Les domaines de liaison aux ARN 
 

La protéine FMRP et ses homologues FXR1P et FXR2P qui sont 

structuralement très similaires et qui montrent un haut degré d’homologie de séquence (86% 

et 70% respectivement) possèdent quatre motifs de liaison aux ARN : deux domaines KH 

situés au centre de la protéine (KH1 = a.a. 212-266 et KH2 = a.a. 285-329) (Ashley et al, 

1993a ; Siomi et al, 1993 ; Zhang et al, 1995 ; Wan et al, 2000), une boîte RGG et un domaine 

NDF dans la région N-terminale (Figure 31) (pour revues, Khandjian, 1999 ; Bardoni & 

Mandel, 2002 ; Bardoni et al, 2006 ; Penagarikano et al, 2007). L’importance fonctionnelle 

des domaines KH a été confirmée par l’identification de la mutation I304N causant un 

phénotype X fragile très sévère (De Boulle et al, 1993). La boîte RGG de la protéine FMRP 

(a.a. 527-552) est très importante pour la liaison à l’ARN car il a été montré que la protéine 

FMRP dont la boîte RGG est tronquée, mais dont les deux domaines KH demeurent intacts, 

ne possède plus d’affinité pour certains ARN (Siomi et al, 1993 ; Brown et al, 1998). C’est le 

cas pour l’isoforme ne contenant pas la région codée par l’exon 14 et comportant une  région 

carboxy-terminale différente (Brown et al, 1998). Le motif  NDF (a.a 1-134) situé à 

l’extrémité N-terminale de la protéine contient un motif hélice-boucle-hélice et ressemble à 

un domaine Tudor. Il est également capable de lier les ARN (Adinolfi et al, 2003 ; Ramos et 

al, 2006). 
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Figure 31 : Comparaison structurale des membres de la famille des FXR 
 
FMRP, la protéine codée par le gene FMR1, est l’archetype de la famille des protéines de liaison aux ARN ; 
les protéines FXR1P et FXR2P sont, respectivement, codées par les gènes FXR1 et FXR2. Les barres noires 
verticales indiquent les acides aminés identiques dans les trois protéines ; les lignes horizontales rouges 
montrent les régions où les acides aminés divergent dans les protéines FXR1P et FXR2P par comparaison 
avec la protéine FMRP. Les domaines KH (KH1 et KH2) et la boîte RGG, qui sont des motifs retrouvés dans 
beaucoup de protéines de liaison aux ARN, ainsi que les signaux de localisation et d’export nucléaire (NLS 
and NES), sont conservés dans les trois protéines. Le domaine de phosphorylation (PhD) contient plusieurs 
acides aminés serine qui peuvent être phosphorylés. Cette modification post-transductionnelle peut moduler 
les propriétés de ces protéines. Le domaine d’interaction protéine-protéine (PPID) est également indiqué. 
D’après la revue, Bardoni et al, 2006. 
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1.2/ Les domaines d’homo et d’hétérodimérisation 

Les protéine FMRP, FXR1P et FXR2P sont capables de s’homodimériser ainsi 

que de s’hétérodimériser (Zhang et al, 1995 ; Siomi et al, 1996 ; Tamanini et al, 1999 ; 

Adinolfi et al, 2003). Par contre, la protéine FMRP mutée (I304N) peut s’hétérodimériser 

avec ses homologues mais elle est incapable de s’homodimériser (Laggerbauer et al, 2001). 

Les interactions entre les protéines FMRP, FXR1P et FXR2P sont dépendantes d’un domaine 

coiled-coil présent dans l’exon 7 (Zhang et al, 1995 ; Siomi et al, 1996). Ce domaine est 

également impliqué dans l’homodimérisation de la protéine FMRP (Siomi et al, 1996). Le 

domaine KH2 et le domaine NDF ont également été proposés intervenir dans 

l’homodimérisation de la protéine FMRP (Laggerbauer et al, 2001 ; Adinolfi et al, 2003).  

 

2/ Les motifs de liaison à l’ARN 
 

Comme le suggérait l’existence des motifs KH et RGG, FMRP est en mesure 

de lier des homopolymères d’ARN in vitro, avec une forte affinité pour les séquences polyG 

et polyU, mais avec une plus faible affinité pour les séquences polyA et polyC (Ashley et al, 

1993a ; Siomi et al, 1993 ; Siomi et al, 1994 ; Brown et al, 1998 ; Adinolfi et al, 1999). La 

mutation I304N altère la capacité d’interaction de FMRP avec ces homopolymères à hautes 

concentrations en sels (Siomi et al, 1994), mais ne semble pas affecter cette propriété en 

conditions physiologiques de salinité (Brown et al, 1998). 

FMRP se lie spécifiquement, in vitro, et avec une forte affinité à une structure 

ARN particulière, connue sous le nom de G-quartet ou quartet de guanines (Darnell et al, 

2001 ; Schaeffer et al, 2001). Cette liaison dépend du domaine RGG de la protéine (Figure 

31) (Darnell et al, 2001). Les G-quartets sont des structures tridimensionnelles constituées par 

la superposition de quatre couches planes de quatre purines (Figure 32 A/). L’association des 

bases sous forme de quadruplex dépend de la formation de liaisons hydrogène de type 

Watson/Crick et de type Hoogsteen (pour revue, Schaeffer et al, 2003). Ces structures sont 

stabilisées par l’insertion de cations monovalent tels que le potassium, mais déstabilisées par 

les cations comme le sodium ou le lithium (Schaeffer et al, 2001). L’application de la 

technique SELEX à des formes tronquées de la protéine FMRP ne contenant que les domaines
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Figure 32 : Structure des quartets de guanines et du « kissing complex » 
 
A/ Représentation schématique d’un quartet de guanines. Dans les quartets de guanines, 4 guanines 
interagissent entre elles par des ponts hydrogène et forment un arrangement symétrique ayant une 
conformation planaire (Schaeffer et al, 2001). B/ Structure du kissing complex formé par l’association de 
deux structures tige-boucle réunies par une interaction entre leurs boucles terminales (Darnell et al, 2005). 
D’après la revue Penagarikano et al, 2007. 
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KH a permis d’identifier, in vitro, un nouveau type d’interaction possible de la protéine avec 

l’ARN : une séquence formant une structure en « kissing complex » (Figure 32 B/) (Darnell 

et al, 2005). Ce complexe tridimensionnel est formé par l’association de deux structures de 

type tige-boucle réunies par une charnière simple brin. Le domaine KH2 de la protéine FMRP 

est nécessaire et suffisant à l’établissement de cette interaction. En effet, la forme mutante 

I304N de FMRP ne peut s’associer aux ARN via cette structure, alors qu’elle est reconnue par 

une forme tronquée de FMRP restreinte au domaine KH2 (Darnell et al, 2005). Le phénotype 

sévère du patient présentant la mutation I304N pourrait donc provenir notamment de 

l’incapacité de la forme mutée de FMRP à s’associer à des cibles ARN présentant un 

« kissing complex », attestant alors de l’importance fonctionnelle de cette structure. 

Cependant, la présence d’une telle structure dans les ARNm liés à la protéine FMRP, in vivo, 

reste encore à démontrer. 

 

 

3/ Les cibles ARN de la protéine 
 

Des expériences réalisées, in vitro, montre que la protéine FMRP se lie à 

environ 4% des ARNm de cerveaux foetaux humains. Sa fixation à des ARNm, in vivo a 

également été mise en évidence (Ashley et al, 1993a ; Siomi et al, 1993 ; Corbin et al, 1997 ; 

Feng et al, 1997 ; Ceman et al, 1999; Schaeffer et al, 2001; Brown et al, 2001 ; Darnell et al, 

2001 ; Chen et al, 2003 ; Miyashiro et al, 2003). Les ARNm de cerveaux capables d’interagir 

avec FMRP contiennent soit des structures en G-quartets, soit des séquences riches en U 

(Brown et al, 2001 ; Darnell et al, 2001 ; Schaeffer et al, 2001 ; Chen et al, 2003 ; 

Dolzhanskaya et al, 2003). La protéine FMRP s’associe également à son propre ARNm, au 

niveau de la partie 3’UTR qui contient un G-quartet ce qui module vraisemblablement 

l’épissage alternatif de l’ARNm (Ashley et al, 1993a ; Brown et al, 1998 ; Schaeffer et al, 

2001 ; Didiot et al, 2008). L’ensemble de ces données suggère que la protéine FMRP puisse 

se lier de manière globale aux séquences ribonucléotidiques, mais possède un degré de 

sélectivité permettant son association préférentielle à certains ARNm. Nous verrons 

également dans le prochain chapitre que la protéine FMRP pourrait se lier de manière 

indirecte à certains de ces ARNm cibles. 
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Pour identifier les ARNm associés à la protéine FMRP, plusieurs stratégies ont 

été utilisées. Brown et al. (2001) ont utilisé une technique qui consiste, d’abord à 

immunoprécipiter spécifiquement les particules messagères contenant la protéine FMRP puis 

à identifier les ARNm co-immunoprécipités en utilisant des micropuces à ADN. Cette analyse 

a permis l’identification de 432 ARNm candidats dans des extraits de cerveaux de souris 

(Brown et al, 2001). Une autre méthode, basée sur l’amplification d’ARNm par des 

oligonucléotides liés de manière covalente à l’anticorps dirigé contre FMRP, appelée APRA 

(Antibody-Positionned RNA Amplification) a permis la mise en évidence sur macropuces de 

81 autres ARNm cibles neuronaux, dont 60% seraient directement associés à la protéine 

FMRP (Miyashiro et al, 2003). Plus récemment, une autre méthode utilisant un système de 

triple-hybride a été employée pour identifier les ARNm associés à FMRP (Zou et al, 2007). 

Cependant, si ces analyses ont permis de vérifier l’existence d’une interaction entre les 

ARNm et la protéine FMRP in vivo, l’existence d’une interaction spécifique avec la plupart 

des ARNm candidats identifiés reste à démontrer. 

 

 

4/ FMRP et les granules à ARN dans les neurones 
 

Dans la première partie de cette introduction, nous avons déjà décrit les 

granules à ARN dans lesquels la protéine FMRP a été identifiée (Tableau V, page 76 et 77) 
(cf. 1ère partie, chapitre IV, paragraphe 2.1.1/ Le transport des ARN et le mécanisme de traduction localisée). 

Exprimée transitoirement dans des cultures primaires de neurones, la protéine chimérique 

FMRP-GFP s’accumule préférentiellement dans les mRNP du corps cellulaire. De plus, une 

population mineure et distincte des mRNP, contenant FMRP, est détectable sous forme de 

granules dendritiques mais également dans les axones (Feng et al, 1997 ; Weiler et al, 1997 ; 

Ohashi et al, 2002 ; De Diego Otero et al, 2002 ; Miyashiro et al, 2003 ; Antar et al, 2004 ; 

Antar et al, 2005 ; Antar et al, 2006 ; Ferrari et al, 2007). Les deux autres membres de la 

famille des FXR se trouvent aussi dans ces granules (Tableau V) (Kanai et al, 2004 ; Brendel 

et al, 2004 ; Villace et al, 2004 ; Elvira et al, 2006). Le mouvement de ces granules est 

bidirectionnel à petite échelle, mais globalement unidirectionnel et antérograde sur des 

distances plus longues. La vitesse moyenne de ces complexes RNP le long des prolongements 

neuronaux est inférieure à 0,2 µm/s (De Diego Otero et al, 2002 ; Davidovic et al, 2007). 
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Enfin, plusieurs études montrent que le déplacement de ces granules dépendrait de l’intégrité 

du réseau de microtubules (De Diego Otero et al, 2002 ; Antar et al, 2005).  

 

 

III/ Principaux interactant de la protéine FMRP 
 

En plus des protéines associées à la protéine FMRP, au sein des granules à 

ARN (Tableau V), la protéine FMRP peut interagir avec une large variété d’autres protéines 

de manière directe ou indirecte (Tableau VI). La plupart de ces interactant sont, comme la 

protéine FMRP, des protéines de liaison aux ARN.  

 

 

IV/ Fonctions de la protéine FMRP 
 

Par ses propriétés de liaison à l’ARN, la protéine FMRP pourrait être 

impliquée dans le métabolisme de l’ARN. De plus, la présence d’un signal d’export 

cytoplasmique et d’un signal de localisation nucléaire suggère qu’elle pourrait être impliquée 

dans le transport d’ARNm du noyau vers le cytoplasme. Enfin, sa présence dans les granules 

de transport des ARNm suggère un rôle possible dans la régulation de la traduction de 

certains ARNm (pour revues, Bagni & Greenough, 2005 ; Davidovic et al, 2006 ; Zalfa et al, 

2006 ; Bardoni et al, 2006). 

 

 

1/ FMRP et régulation de la traduction 
 

La protéine FMRP est associée avec les polyribosomes en traduction active 

mais jamais avec les ribosomes seuls contrairement à ce que laissaient croire les premières 

études basées sur le fractionnement en gradient de sucrose (Khandjian et al, 1996 ; Siomi et 

al, 1996 ; Tamanini et al, 1996 ; Corbin et al, 1997 ; Feng et al, 1997). Le traitement des 

polyribosomes par la RNase a démontré que l’association de la protéine FMRP aux 

polyribosomes se faisait via une interaction avec l’ARN ou avec une protéine liant 
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Partenaires de 
FMRP 

Localisation 
cellulaire 

Fixation 
aux ARN 

Domaines 
d’interaction de 

FMRP 

Fonctions de la 
protéine partenaire Réf. 

FXR1P cytoplasme + Exon 7, 
aa 173-217 

Régulation de la 
traduction ? 

(Siomi et al, 
1995) 

FXR2P cytoplasme + Exon 7, 
aa 173-217 

Régulation de la 
traduction ? 

(Zhang et al, 
1995) 

82-FIP cytoplasmique, 
nucléaire + Exon 4-5, aa 66-

134 Transport des ARNm ? (Bardoni et al, 
2003a) 

NUFIP nucléaire + Exon 4-5, aa 66-
134 Transport des ARNm ? 

(Bardoni et al, 
1999 ; 
Bardoni et al, 
2003b ; 
Schenck et al, 
2003) 

CYFIP1, 
CYFIP2 cytoplasme - 

 
Exon 7, 

aa 173-217 

Remodelage du 
cytosquelette par la voie 
Rho/Rac GTPase  

(Wan et al, 
2000 ; 
Schenck et al, 
2001) 

Ran-BPM nucléo 
cytoplasmique - aa 419-632  

Trafic nucléaire, 
migration cellulaire, 
régulation de l’activité 
transcriptionnelle des 
récepteurs stéroïdiens 

(Menon et al, 
2004) 

MSP58 
(microspherule 
protein 58) 

nucléo 
cytoplasmique + 

aa 490-526 
(domaine de 

phosphorylation) 

Facteur de transcription 
nucléolaire ? Biogenèse 
des RNP ? Régulation 
de la traduction ? 

(Davidovic et 
al, 2006) 

KIF3C 
compartiment 
somatodendritiques 
des neurones 

+ Non-connue 
Protéine motrice, 
kinésine 
neurospécifique 

(Davidovic et 
al, 2007) 

SMN cytoplasmique, 
nucléaire + aa 470-526 

Biogenèse des 
UsnRNPs et épissage 
des ARN pré-
messagers, régulation 
de la traduction ? 
Transport des ARNm ? 

(Piazzon et al, 
2008) 

Lgl soma et neurites en 
développement ? Non-connue Transport des ARNm ? (Zarnescu et 

al, 2005) 
 
 
Tableau VI : Les partenaires protéiques de la protéine FMRP 
 
D’après la revue, Bardoni et al, 2006. 
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l’ARN (Siomi et al, 1996 ; Tamanini et al, 1996). FMRP est associée avec les polyribosomes 

dans tous les types cellulaires, dont les neurones (Eberhart et al, 1996 ; Khandjian et al, 1996 ; 

Corbin et al, 1997 ; Feng et al, 1997 ; Weiler et al, 1997 ; Ceman et al, 2003 ; Khandjian et al, 

2004 ; Stefani et al, 2004 ; Wang et al, 2004 ; Antar et al, 2004 ; Davidovic et al, 2005 ; 

Ivanyi-Nagy et al, 2005). La forme mutante (I304N) est incapable de s’incorporer aux 

polyribosomes démontrant le rôle du domaine KH2 et l’importance de l’interaction de la 

protéine FMRP avec des ARN (Feng et al, 1997). 

L’association de la protéine FMRP avec les polyribosomes suggère qu’elle 

pourrait jouer un rôle dans la régulation de la traduction de certains ARNm. Effectivement, 

FMRP inhibe la traduction d’ARNm injectés dans des oocytes de xénope ou en solution dans 

des extraits de réticulocytes de lapin (Laggerbauer et al, 2001). Lorsque la protéine FMRP est 

purifiée après production dans Escherichia coli, cet effet inhibiteur est indépendant de la 

nature de l’ARNm testé, alors qu’il est spécifique de certains ARNm lorsque la protéine est 

préparée à l’aide de baculovirus (Li et al, 2001 ; Schaeffer et al, 2001). Des modifications 

post-traductionnelles telles que la méthylation et la phosphorylation pourraient donc 

restreindre l’action inhibitrice de la protéine FMRP à des cibles ARNm particulières (Siomi et 

al, 2002 ; Denman, 2002 ; Ceman et al, 2003 ; Denman et al, 2004 ; Dolzhanskaya et al, 

2006). En effet, la méthylation comme la phosphorylation de la protéine FMRP joue un rôle 

important dans sa capacité à interagir avec des ARN in vitro (Siomi et al, 2002 ; Denman, 

2002 ; Ceman et al, 2003 ; Denman et al, 2004 ; Dolzhanskaya et al, 2006). Le domaine C-

terminal de la protéine FMRP serait méthylé in vitro et in vivo, par les enzymes de type 

PRMT de classe I (Protein arginine methyltransferase) (Denman et al, 2004 ; Stetler et al, 

2006 ; Dolzhanskaya et al, 2006) et son domaine N-terminal contient des résidus 

phosphorylés (Ceman et al, 2003). La protéine FMRP inhibe également la traduction 

d’ARNm dans des cellules transfectées (Mazroui et al, 2002 ; Wang et al, 2004) et dans le 

cerveau (Lu et al, 2004 ; Qin et al, 2005).  

Une augmentation du niveau de synthèse protéique a récemment été observée 

dans plusieurs régions du cerveau de souris invalidées pour le gène Fmr1, ce qui est en bon 

accord avec le rôle de la protéine FMRP dans la régulation de la traduction in vivo (Qin et al, 

2005). En absence de la protéine FMRP, le profil d’association de certains ARNm aux 

polyribosomes est augmenté, alors qu’il est diminué pour d’autres. Ceci a été observé à la fois 
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dans des souris invalidées pour le gène Fmr1 et dans des cellules lymphoblastoïdes dérivées 

de patients X fragile, en comparaison des résultats observés chez des individus sains (Brown 

et al, 2001 ; D'Agata et al, 2002). La protéine FMRP pourrait donc, selon l’ARNm cible 

considéré, empêcher ou, au contraire, promouvoir l’association d’ARNm aux polyribosomes. 

Si l’on considère que le niveau d’association aux polyribosomes reflète celui de traduction de 

l’ARNm, FMRP pourrait donc jouer in vivo le rôle d’inhibiteur ou d’activateur traductionnel, 

selon l’ARNm considéré (Brown et al, 2001). Il a également été remarqué que dans le cerveau 

de souris dont le gène Fmr1 est délété (KO), plusieurs de ces ARNm ainsi que les protéines 

correspondantes montrent des changements à la fois de localisation et d’abondance 

(Miyashiro et al, 2003).  

Selon les données actuelles, il semble que la protéine FMRP puisse inhiber la 

traduction au stade de l’initiation mais également au stade de l’élongation. En effet, les 

premières données indiquaient que la protéine FMRP interfèrait avec l’initiation de la 

traduction en empêchant l’assemblage du complexe ribosomal 80S (Laggerbauer et al, 2001). 

Cependant, comme la protéine se retrouve associée, majoritairement, aux polyribosomes en 

traduction active où l’on retrouve de multiples unités 80S, des mécanismes impliquant une 

inhibition de l’élongation de la traduction ont, ensuite, été proposés (Eberhart et al, 1996 ; 

Khandjian et al, 1996 ; Siomi et al, 1996 ; Tamanini et al, 1996 ; Corbin et al, 1997 ; Feng et 

al, 1997 ; Ceman et al, 2003). De récents travaux montrent que, dans les neurones, la majorité 

des protéines FMRP cytoplasmiques, est incorporée dans les polyribosomes indépendamment 

des microtubules et qu’elle pourrait gouverner l’élongation de la traduction (Wang et al, 

2008). Par contre, la fraction de protéines FMRP associées aux microtubules est transportée 

avec des mRNP dont la traduction est bloquée sans être associée aux polyribosomes (Wang et 

al, 2008). Au sein de ces granules à ARN, la protéine FMRP pourrait participer à l’inhibition 

de la traduction au stade de l’initiation. 

Plusieurs mécanismes moléculaires de régulation de la traduction par la 

protéine FMRP ont été proposés. Tout d’abord, il a été démontré que la protéine FMRP 

pourrait servir de chaperone moléculaire (Gabus et al, 2004 ; Ivanyi-Nagy et al, 2005). La 

fixation de la protéine FMRP sur ses ARNm cibles favoriserait une conformation stable de 

l’ARN. Ainsi, une ou un petit nombre de molécules de FMRP ouvrirait la structure de 

l’ARNm et favoriserait l’initiation de sa traduction. Par ailleurs, un plus grand nombre de 
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protéines FMRP, de concert avec d’autres protéines, pourrait contribuer à l’empaquetage de 

l’ARNm, le rendant ainsi inaccessible à l’appareil de traduction (Ivanyi-Nagy et al, 2005). Il a 

également été proposé que la protéine FMRP intervienne dans la voie de l’ARN interférence 

(pour revues, Jin et al, 2004a ; Plante & Provost, 2006 ; Plante et al, 2006 ; Qurashi et al, 

2007). Un lien entre dFMR1, l’orthologue de FMRP chez la drosophile, et le complexe RISC 

(RNA-Induced Silencing Complex) a été observé, puisque dFMR1 fait partie d’un complexe 

contenant la protéine Argonaute 2 et interagit directement avec l’enzyme Dicer (Caudy et al, 

2002 ; Ishizuka et al, 2002). L’association de FMRP au complexe RISC a également été 

proposée chez les Vertébrés (Jin et al, 2004b ; Lugli et al, 2005). Un autre mécanisme de 

régulation de la traduction dans lequel la protéine FMRP serait impliquée, implique l’ARN 

non-codant BC1 et son homologue fonctionnel, chez l’homme, l’ARN BC200 (pour revues, 

Bagni & Greenough, 2005 ; Bardoni et al, 2006). Ces deux ARN font également partie de 

mon travail de thèse ; cette hypothèse sera, donc, discutée dans la troisième partie de cette 

introduction.  

 

 

2/ FMRP et le transport des ARNm 
 

Bien qu’un rôle direct de la protéine FMRP dans le transport des ARNm n’ait 

pu être démontré, il a récemment été proposé qu’elle serve de lien entre les granules à ARN et 

les molécules moteurs. En effet, la protéine KIF3C, une protéine adaptatrice couplant les 

granules à ARN aux molécules moteurs interagit avec la protéine FMRP et colocalisent au 

sein des mêmes granules de transport (Davidovic et al, 2007). L’hétérogènéité de composition 

des granules à ARN (Tableau V) (cf. 1ère partie, chapitre IV, paragraphe 2.1.1/ Le transport des ARN et le 

mécanisme de traduction localisée) laisse supposer que différentes protéines motrices puissent 

assurer le transport spécifique des granules à ARN contenant la protéine FMRP. Ainsi, 

l’association sélective des granules à ARN avec des protéines motrices particulières pourrait 

fournir un mécanime pour cibler certains ARNm aux axones ou aux dendrites (pour revue, 

Hirokawa & Takemura, 2005). 
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3/ Régulation de la synthèse protéique dans les neurones 

3.1/ Régulation de la synthèse protéique dans les axones 
 
Comme la protéine FMRP est localisée dans les cônes de croissance des 

axones en développement, elle pourrait réguler la traduction des protéines nécessaires à la 

croissance et à la mobilité des axones ainsi qu’à la formation des synapses (Antar et al, 2006 ; 

Ferrari et al, 2007). En effet, les neurones des souris invalidées pour le gène Fmr1 présentent 

des cônes de croissance avec un nombre excessif de prolongements. Ces cônes de croissance 

montrent, également, une diminution de leurs mouvements, qui sont essentiels à 

l’établissement de connexions avec d'autres neurones (Antar et al, 2006).  

 

 

3.2/ Régulation de la synthèse protéique au niveau des synapses 
 
Un nombre important d’études suggère une implication de la protéine FMRP 

dans la régulation de la traduction d’ARNm dans les dendrites, tels que l’ARNm de la 

protéine MAP1B (Microtubule-Associated Protein 1B), PSD-95 (Postsynaptic Density 

Protein of 95 kD), une protéine essentielle à la plasticité synaptique, du facteur d’élongation 

EF-1α (Elongation Factor 1 α), ou encore APP (Amyeloid Precursor Protein). Cette 

régulation est mise en place en réponse à l’activation des récepteurs métabotropiques au 

glutamate du groupe I (mGluR1 et mGluR5) (Todd et al, 2003 ; Sung et al, 2003 ; 

Muddashetty et al, 2007 ; Zalfa et al, 2007 ; Westmark & Malter, 2007 ; Davidkova & 

Carroll, 2007). L’activation de ces récepteurs contribuent à la dépression à long terme ou 

LTD (cf. 1ère partie, chapitre IV, paragraphe 2.1.1/ Le transport des ARN et le mécanisme de traduction 

localisée). La LTD est causée par une diminution de l’expression des récepteurs au glutamate 

de type AMPA (acide alpha-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionique) à la surface 

des cellules (pour revues, Hall & Ghosh, 2008 ; Hirling, 2008). 

En conditions normales, la synthèse de la protéine FMRP et des ARNm qui lui 

sont associés augmentent localement au niveau synaptique en réponse à différents stimuli 

activant les mGluR (Figure 33) (Weiler et al, 1997 ; Todd et al, 2003 ; Antar et al, 2004 ; 

Ferrari et al, 2007). Après une brève stimulation de la traduction de la protéine FMRP, celle-

ci est rapidemment dégradée entraînant probablement la dérépression de ces ARNm cibles 

(Hou et al, 2006). Il est également possible que la déphosphorylation de la protéine FMRP 
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cause un changement conformationnel de cette protéine qui pourrait permettre la reprise de la 

traduction de ces ARNm cibles (Pfeiffer & Huber, 2007 ; Narayanan et al, 2007).  

En absence de FMRP, la LTD est augmentée et persiste (Figure 33) (Hou et al, 

2006 ; Nosyreva & Huber, 2006). Une explication serait que l’absence de la protéine FMRP 

et donc l’absence d’inhibition de la traduction de ses ARNm cibles provoquerait une 

augmentation du taux de protéines aux synapses stimulant la perte des récepteurs AMPA. En 

effet, il a été observé une augmentation du taux de synthèse protéique dépendant de 

l’activation des mGluR en absence de FMRP (Huber et al, 2002 ; Lu et al, 2004 ; Weiler et al, 

2004 ; Muddashetty et al, 2007). La protéine FMRP serait également impliquée à la fois dans 

la traduction et la stabilité de l’ARNm la protéine PSD-95 (Todd et al, 2003 ; Muddashetty et 

al, 2007 ; Zalfa et al, 2007). Ainsi, l’absence de la protéine FMRP provoquerait une 

dégradation de l’ARNm et une perte de la protéine PSD-95 essentielle à la régulation de 

l’expression des récepteurs AMPA à la surface des cellules (Colledge et al, 2003 ; Zalfa et al, 

2007). 

Ainsi, chez les patients atteints de l’X fragile, l’absence de la protéine FMRP 

provoquerait la synthèse en continu des protéines normalement activées sous l’influence des 

récepteurs mGluR. Cette dérégulation dans la synthèse protéique serait à l’origine des 

changements synaptiques pouvant expliquer les désordres cognitifs observés dans la 

pathologie. 
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Figure 33 : Implication de la protéine FMRP dans les phénomènes de plasticité synaptique : 
émergence du modèle des récepteurs au glutamate 
  
A/ FMRP aurait un rôle double : elle régulerait la traduction de ses ARNm cibles en réponse à l’activation 
des récepteurs mGluR et en absence de stimulation elle réprimerait la traduction des ARNm au sein des 
mRNP ou granules d’ARN. L’activation des récepteurs mGluR permet la traduction des ARNm de FMRP tels 
que MAP1B, PSD-95 et la stimulation de l’élimination des récepteurs AMPA par endocytose. L’activation de 
ces récepteurs permettrait l’ubiquitinylation et la dégradation de la protéine FMRP pour permettre la levée 
de l’inhibition de la traduction (Hou et al, 2006). B/ L’absence de la protéine FMRP provoquerait la synthèse 
en continu des protéines normalement activées sous l’influence des récepteurs mGluR. Certains ARNm cibles 
de FMRP tels que PSD-95 seraient, en outre, déstabilisés. Ces deux phénomènes expliqueraient que la LTD 
soit augmentée et persiste en induisant un affaiblissement et une modification de la morphologie 
synaptique. mGluR : récepteur métabotropique au glutamate AMPAR : récepteurs AMPA (acide alpha-amino-
3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionique). D’après la revue, Ronesi & Huber, 2008. 
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Chapitre III : Les ARN neuronaux BC1 et BC200 
  

 

I/ Caractéristiques des ARN neuronaux BC1 et BC200  

 

1/ Origine et structure  

 

BC1 (brain cytoplasmic RNA 1) et BC200 (brain cytoplasmic RNA 200-nt) 

sont deux ARN non codantn transcrits par l’ARN polymérase III (Sutcliffe et al, 1982 ; 

Watson & Sutcliffe, 1987). Les gènes de ces deux ARN ont récemment émergé dans 

l’évolution grâce à des évènements de rétrotransposition indépendants. En effet, l’ARN BC1 

résulte d’un évènement de rétrotransposition de l’ARN de transfert alanine (ARNtAla) et a été 

retrouvé chez tous les rongeurs (pour revue, Brosius, 1999). La similarité de séquences entre 

l’ARNtAla et l’ARN BC1 est d’environ 75%. L’ARN BC1 est un petit ARN de 152 nt dont la 

structure secondaire a été établie par l’emploi de sondes chimiques et enzymatiques 

(Rozhdestvensky et al, 2001). Cet ARN présente une structure tripartite avec un domaine 5’ 

structuré en une longue tige-boucle de 74 nt contenant trois boucles internes, un domaine 

central composé d’un domaine polyA simple brin (nt 75 à 131) et finalement d’un domaine 3’ 

formant une tige boucle terminale (nt 132 à 152) (Figure 34 A/) (Rozhdestvensky et al, 2001). 

Il est intéressant de remarquer que cet ARN qui est le produit d’un évènement de 

rétrotransposition de l’ARNtAla ne présente aucune similarité de structure avec ce dernier. 

Plus récemment, des paires de bases non canoniques ont été identifiées dans la boucle apicale 

interne de l’ARN BC1 (Figure 34 encart) (Muslimov et al, 2006). L’ARN BC200 est issu 

d’un processus de rétrotransposition d’un élément Alu monomérique, dérivant de l’ARN 7S 

de la particule SRP (Signal Recognition Particule) (cf 4ème partie de l’introduction) et est présent 

uniquement chez les primates (Martignetti & Brosius, 1993). Quand j’ai débuté mon travail de 

thèse, la structure de l’ARN BC200 n’était pas connue. Cependant, il avait été proposé que 

son domaine 5’ puisse se replier de manière identique à celui de l’ARN 7S de la particule SRP 

(Labuda & Zietkiewicz, 1994 et pour revue,  Bovia & Strub, 1996). L’ARN BC200 contient 

comme l’ARN BC1 une région centrale riche en adénosines et un domaine 3’ terminal qui lui 
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Figure 34 : Structure secondaire de l'ARN BC1 de souris (A) et modèle de structure 
secondaire de l'ARN BC200 basé sur la structure secondaire de l'ARN 7S (B) 
 
A/ La structure de l'ARN BC1 a été analysée expérimentalement par (Rozhdestvensky et al, 2001). Les 
éléments nécessaires au transport distal et proximal sont indiqués et l’encart représente les paires de 
bases non canoniques (Muslimov et al, 2006). B/ Le modèle de structure secondaire connu de l'ARN BC200, 
basé sur la structure secondaire de l’ARN 7S, a été proposé par (Labuda & Zietkiewicz, 1994) et (Bovia & 
Strub, 1996). Les nucléotides en bleu correspondent au domaine 3'-terminal de cet ARN et le domaine Alu 
est représenté en noir. Le domaine riche en A des ARN BC1 et BC200 est représenté en rouge. 
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est spécifique (Figure 34). Les ARN BC1 et BC200 sont considérés comme deux 

homologues fonctionnels même s’ils ne partagent pas un même pédigree évolutif et présentent 

très peu d’homologies de séquences. Aucun autre ARN de ce type n’a pu être identifié jusqu’à 

présent dans d’autres espèces. Des souris, chez lesquelles le gène codant l’ARN BC1 a été 

délété, sont viables mais présentent des défauts du comportement se manifestant par des 

capacités d’exploration réduite et une anxiété accrue (Skryabin et al, 2003 ; Lewejohann et al, 

2004). Ce résultat indiquerait que l’ARN BC1 n’est pas essentiel à la fonction du cerveau 

chez la souris, mais pourrait moduler l’activité neuronale. 

 

 
2/ Les protéines associées aux ARN BC1 et BC200  
 

In vivo, les ARN BC1 et BC200 sont associés à des protéines pour former 

respectivement une ribonucléoparticule de 10 S (Kobayashi et al, 1991 ; Cheng et al, 1996) et 

de 11,4 S (Cheng et al, 1997). La composition protéique de ces particules n’est pas connue. 

Cependant, plusieurs protéines interagissant avec ces ARN ont déjà été identifiées. A l’heure 

actuelle, on ne sait pas si ces protéines font partie intégrante de ces particules ou si elles 

interagissent de manière transitoire avec les ARN. Plusieurs protéines sont communes aux 

deux ARN et d’autres sont spécifiques à l’un ou à l’autre. 

 

 

2.1/ Les protéines communes aux ARN BC1 et BC200  
 
La PABP (PolyA Binding Protein) interagit directement in vitro et in vivo avec 

les ARN BC1 et BC200. Cette interaction est médiée par l’intermédiaire de la région riche en 

adénosines (domaine polyA) des ARN BC1/BC200 (Muddashetty et al, 2002 ; West et al, 

2002 ; Mullin et al, 2004 ; Kondrashov et al, 2005 ; Wang et al, 2005 ; Wang et al, 2002 ; 

Khanam et al, 2006). La protéine PABP comporte quatre motifs de reconnaissances à l’ARN 

appelés RRM (RNA recognition motif) (pour revue, Sachs & Varani, 2000). En testant 

plusieurs combinaisons de RRM, il a été montré que l’affinité des ARN BC1 et BC200 pour 

la PABP suivait cet ordre : RRM 1+2 > PABP > RRM 3+4  > RRM 2+3 (Khanam et al, 2006 

; Wang et al, 2005 ; Kondrashov et al, 2005). 
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La protéine La interagit également avec les ARN BC1 et BC200 in vivo et in 

vitro (Kremerskothen et al, 1998a). Comme c’est le cas pour d’autres transcrits polIII, la 

protéine La fixe spécifiquement à l’extrémité 3’ de l’ARN BC200.  

Les ARN BC1 et BC200 s’associent également, in vitro et in vivo, avec la 

protéine Purα (Ohashi et al, 2000 ; Kobayashi et al, 2000 ; Johnson et al, 2006). L’ARN BC1 

contient, en effet, deux sites de fixation putatifs pour les protéines Pur : le premier est situé en 

amont de la séquence codante de l’ARN (nt -97 à -80) et le deuxième est une séquence riche 

en guanines (G-rich) dans la partie 5’ de l’ARN BC1 (nt 1 à 10) (Ohashi et al, 2000 ; 

Kobayashi et al, 2000). La protéine Purα est une protéine qui lie les ARN (Bergemann & 

Johnson, 1992 ; Bergemann et al, 1992), elle est abondante dans les neurones (Osugi et al, 

1996) et est retrouvée dans les granules de transport (cf 1ère partie, chapitre IV, paragraphe 2.1.1/ Le 

transport des ARN et le mécanisme de traduction localisée et tableau V). L’ARN BC1 interagit également 

avec l’isoforme Purβ (Ohashi et al, 2000). La fixation des protéines Pur est, en outre, inhibée 

par la présence de la protéine translin (Ohashi et al, 2000). En effet, la translin reconnaîtrait 

le domaine 5’ de l’ARN BC1 (Muramatsu et al, 1998 ; Kobayashi et al, 1998). La fixation de 

ces deux protéines à l’ARN BC1 est donc mutuellement exclusive (Ohashi et al, 2000).  

Il a également été proposé que les ARN BC1 et BC200 interagissent, in vitro, 

avec la protéine FMRP (cf 2ère partie, chapitre IV, paragraphe 1/ FMRP et régulation de la traduction) 

(Zalfa et al, 2003 ; Zalfa et al, 2005). In vitro, le domaine N-terminal (aa 1 à 217) de la 

protéine FMRP est nécessaire et suffisant pour permettre l’interaction avec ces deux ARN 

(Zalfa et al, 2005). Il a été également montré que la tige boucle en 5’ de l’ARN BC1 (nt 1 à 

76) est importante pour cette interaction (Zalfa et al, 2005). Son domaine de fixation  au sein 

de l’ARN BC200 reste encore inconnu. L’ARN BC1 colocalise également avec la protéine 

FMRP dans des neurones hippocampaux (Ferrari et al, 2007). Cependant, cette interaction est 

aujourd’hui controversée (cf. chapitre II, paragraphe 2/ Contrôle indirect de la traduction en lien avec la 

protéine FMRP). 

 

2.2/ Les protéines spécifiques à l’ARN BC1  
 

D’autres protéines interagissent spécifiquement avec l’ARN BC1. En effet, le 

domaine 5’ de l’ARN BC1 fixe, in vitro, la protéine hnRNP-A2 (heterogeneous nuclear 
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RiboNucleoProtein A2), une protéine qui pourrait être importante pour son transport dans les 

neurones (Muslimov et al, 2006).  

L’ARN BC1 interagit également, in vitro et de manière directe, avec les 

facteurs d’initiation de la traduction eiF4A et eiF4B (Wang et al, 2005 ; Wang et al, 2002 ; 

Lin et al, 2008). eIF4A est une ARN hélicase nécessaire à l’initiation de la traduction. L’étape 

d’initiation de la traduction comporte plusieurs étapes dont la première est l’assemblage sur la 

grande sous-unité du ribosome, des facteurs eIF1A, eIF3 et du complexe eIF2/GTP/Met-

tRNA pour former le complexe de pré-initiation 43S (Figure 35). Puis ce complexe 43S est 

recruté sur l’ARNm qu’il scanne jusqu’à la rencontre du codon de démarrage de la traduction 

(codon AUG) où il se forme un second complexe de pré-initiation 48S. Le recrutement de 

l’ARNm sur le complexe 43S est médié par le groupe de facteurs eIF4. Finalement, après la 

libération des facteurs d’initiation du complexe 48S, la sous-unité 60S du ribosome se joint au 

complexe 48S pour former un complexe 80S (Figure 35) (pour revues, Gingras et al, 1999 ; 

Pestova & Hellen, 2001 ; Dever, 2002). 

 

 

2.3/ Les protéines spécifiques à l’ARN BC200 
 
Certaines protéines sont spécifiques à l’ARN BC200. En effet, le domaine Alu 

de l’ARN BC200 interagit, in vitro et in vivo, comme l’ARN 7S (cf 4ème partie de cette 

introduction) avec les protéines SRP 9 et 14 (Bovia et al, 1997 ; Kremerskothen et al, 1998b ; 

Khanam et al, 2006). Finalement, l’ARN BC200 interagit, in vitro et in vivo, avec la protéine 

SYNCRIP (Synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA interacting protein) également connue 

sous le nom de hnRNP-Q/R (Duning et al, 2008). Les domaines Alu et poly A de l’ARN 

BC200 sont nécessaires à cette interaction. SYNCRIP contient 3 domaines de fixation aux 

ARN de type RRM et plusieurs boîtes riches en arginines et glycines ou boîtes RGG (Burd & 

Dreyfuss, 1994 ; Nagai et al, 1995 ; Deo et al, 1999 ; Mizutani et al, 2000). En testant 

plusieurs combinaisons de RRM, il a été montré que les motifs RRM 1+2 étaient les 

principaux sites de fixation à l’ARN BC200 (Duning et al, 2008). Il est intéressant de 

remarquer, à nouveau, que l’hnRNP-Q/R comme Purα a été décrite dans les granules de 

transport et interagit avec la protéine SMN (cf 1ère partie, chapitre IV, paragraphe 2.1.1/ Le transport des 

ARN et le mécanisme de traduction localisée et tableau V). 
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Figure 35 : Schéma de l’interaction du domaine 3’ de l’ARN BC1 avec les facteurs eIF4A et 
eiF4B et la protéine PABP responsable de la répression de l’initiation de la traduction par 
l’ARN BC1 
 
La fixation de eiF4A et eiF4B sur l’ARN BC1 est coopérative. L’interaction du domaine 3’ de l’ARN BC1 avec 
ces deux facteurs et la protéine PABP empêcherait alors la formation du complexe 48S d’initiation. La 
structure secondaire de l’ARN BC1 a été proposée par Rozhdestvensky et al, 2001. Par soucis de simplicité, 
certains facteurs qui font partie du complexe d’initiation ont été ommis (ex : eIF5) du schéma. D’après Lin 
et al, 2008 et la revue Kindler et al, 2005. 
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3/ Localisation cellulaire des ARN neuronaux BC1 et BC200  

 
Les ARN BC1/BC200 sont tous les deux spécifiquement exprimés dans les 

neurones et transportés dans les dendrites (Tiedge et al, 1991 ; Tiedge et al, 1993a). L’ARN 

BC1 a également été retrouvé dans les axones (Tiedge et al, 1993b ; Muslimov et al, 2002 ; 

Centonze et al, 2007). Par contre, on ne sait pas si c’est le cas pour l’ARN BC200. Le 

transport de l’ARN BC1, dans les dendrites, a été particulièrement bien étudié et dépend de 

son extrémité 5’ terminale (Muslimov et al, 1997 ; Muslimov et al, 2002). Cette extrémité 

contiendrait deux éléments d’adressage aux dendrites (Muslimov et al, 2006). Le premier est 

nécessaire au transport dans les dendrites à courte échelle appelé transport proximal. Cet 

élément correspond à l’hélice basale de l’ARN BC1 (nt 1 à 13 appariés aux nt 62 à 74) et au 

nucléotide U22 non apparié (Figure 34) (Muslimov et al, 2006). La boucle interne apicale de 

l’ARN BC1 constitue un second élément, nécessaire au transport dans les dendrites à longue 

distance ou transport distal (Figure 34) (Muslimov et al, 2006). Cette boucle interne 

contiendrait des paires de bases non canoniques capables de lier in vitro la protéine hnRNP-

A2 (Figure 34) (Muslimov et al, 2006). Cette protéine a été initialement impliquée dans le 

transport de l’ARNm de la MBP (Myelin Basic Protein) dans les oligodendrocytes et les 

neurones (Ainger et al, 1997). Récemment, elle a été impliquée dans le transport d’autres 

ARNm dans les dendrites (pour revue, Carson & Barbarese, 2005). L’hnRNP-A2 pourrait 

donc jouer un rôle dans le transport de l’ARN BC1 dans les dendrites. Aucune donnée n’est 

actuellement disponible sur le mode de transport de l’ARN BC200. 

 

 

 

II/ Rôles des ARN neuronaux BC1 et BC200 

 

1/ Contrôle direct de la traduction par inhibition de l’initiation 
 

Plusieurs données suggèrent que les ARN BC1 et BC200 joueraient un rôle 

dans le contrôle de l’initiation de la traduction. En effet, par des expériences réalisées dans 

des réticulocytes de lapin, il a été montré que ces deux ARN inhibent la traduction de 

nombreux ARNm mais sans aucune spécificité (Wang et al, 2002 ; Kondrashov et al, 2005). 
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L’injection de l’ARN BC1 dans des oocytes de Xénopes et l’expression des ARN BC1 et 

BC200 dans des cellules HeLa inhibent également la traduction (Wang et al, 2005 ; 

Kondrashov et al, 2005). Le domaine poly A semble impliqué dans cette inhibition mais 

d’autres domaines pourraient également être requis et notamment le domaine Alu de l’ARN 

BC200 (Kondrashov et al, 2005). Grâce à des expériences réalisées à la fois in vitro et in vivo, 

un modèle de répression de l’initiation de la traduction par l’ARN BC1 a été proposé (Figure 

35) (Wang et al, 2005). L’ARN BC1 entier ou son domaine 3’ (poly A : nt 75 à 131 et tige 

boucle terminale nt 132 à 152) (Figure 34) inhibe la formation du complexe de pré-initiation 

48S (Wang et al, 2002 ; Wang et al, 2005). Comme nous l’avons vu précédemment, l’ARN 

BC1 interagit avec les protéines eIF4A, eiF4B et PABP (West et al, 2002 ; Kondrashov et al, 

2005 ; Wang et al, 2002 ; Wang et al, 2005 ; Lin et al, 2008). La fixation de ces protéines à 

l’ARN BC1 n’est pas exclusive (Wang et al, 2005 ; Lin et al, 2008). Ainsi, l’ARN BC1 en 

interagissant avec ces protéines bloquerait l’initiation de la traduction (Figure 35). L’ARN 

BC200 a également la capacité d’interagir avec la protéine PABP et eiF4A (Muddashetty et 

al, 2002 ; Mullin et al, 2004 ; Kondrashov et al, 2005 ; Khanam et al, 2006 ; Lin et al, 2008),  

 

 

 

2/ Contrôle indirect de la traduction en lien avec la protéine FMRP 
 

Nous avons vu que plusieurs résultats suggèrent fortement que la protéine 

FMRP puisse jouer un rôle essentiel dans le blocage de la traduction (cf. 2ème partie de cette 

introduction). Or, comme décrit précédemment, les ARN BC1 et BC200 pourraient interagir 

tous deux avec cette protéine (Zalfa et al, 2003 ; Zalfa et al, 2005). Un modèle a été proposé 

selon lequel ces deux ARN serviraient d’adaptateurs entre les ARNm et la protéine FMRP. 

Ainsi, les ARN BC1 et BC200 recruteraient les ARNm cibles de FMRP, par appariements de 

bases et participeraient ainsi au mécanisme de répression de la synthèse protéique par FMRP 

(Figure 36) (Zalfa et al, 2003). En accord cette hypothèse, des régions de complémentarité 

entre les ARN BC1 et BC200 et certains ARNm dont la synthèse protéique est régulée par la 

protéine FMRP ont été identifiés. C’est notamment le cas pour les ARNm codant la 
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Figure 36 : Modèle proposé pour expliquer une répression traductionnelle des ARNm médiée 
par le complexe ARN BC1/BC200-FMRP 
 
Dans le modèle proposé, l’extrémité N-terminale de la protéine FMRP pourrait interagir avec la partie 5’ de 
la longue tige-boucle de l’ARN BC1 ce qui stabiliserait et/ou faciliterait l’interaction de FMRP avec les 
ARNm cibles qui seraient alors traductionnellement réprimés. Les mRNP contenant la protéine FMRP et 
l’ARN BC1 pourraient également contacter la protéine PABP (hypothèse basée sur l’interaction in vitro 
précédemment reportée entre BC1, PABP et eIF4A). Comme il a été suggéré pour d’autres complexes 
inhibiteurs, des facteurs supplémentaires pourraient également être impliqués dans cette répression. 
Finalement, l’interaction indirecte (à travers l’ARN BC1) avec l’extrémité N-terminale des ARNm servirait à 
laisser libre le domaine de fixation des ARN pour d’autres interactions ARN-protéines. Adapté de Zalfa et 
al, 2003 et Zalfa et al, 2005. 
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protéine MAP1B, pour l’ARNm Arc et α-CaMKII (Zalfa et al, 2003). Cependant, ce modèle 

est, aujourd’hui, réfuté par plusieurs équipes. En effet, l’interaction directe entre l’ARN BC1 

et la protéine FMRP est controversée (Wang et al, 2005 ; Iacoangeli et al, 2008). En effet, 

plusieurs laboratoires indépendants n’ont pu montré, ni in vitro ni in vivo, l’existence d’une 

interaction spécifique entre l’ARN BC1 et la protéine FMRP (Wang et al, 2005 ; Iacoangeli et 

al, 2008). D’autre part, le recrutement des ARNm cibles de FMRP semble indépendant de 

l’ARN BC1 (Iacoangeli et al, 2008). L’ensemble de ces résultats contredit complètement le 

modèle proposé par l’équipe de C. Bagni. Il semble plutôt que l’ARN BC1 et la protéine 

FMRP réprimeraient la traduction indépendamment l’un de l’autre (Iacoangeli et al, 2008). Il 

reste, cependant, à vérifier si l’interaction observée entre l’ARN BC200 et la protéine FMRP 

est spécifique. 

 

 

3/ Rôle possible de l’ARN BC1 dans la transmission du signal par les récepteurs D2 
à la dopamine 

 

Dans le cerveau, la transmission du signal par les récepteurs à la dopamine est 

essentiel pour le contrôle des activités motrices et cognitives (pour revues, Berke & Hyman, 

2000 ; Obeso et al, 2000). Des altérations de ces récepteurs sont à l’origine de désordres 

neurologiques et psychiatriques. Les souris où le gène codant l’ARN BC1 a été délété 

montrent une augmentation de la transmission du signal par les récepteurs à la dopamine qui 

se traduit par une augmentation du taux de récepteurs présents (Centonze et al, 2007). Comme 

le taux d’ARNm codant pour ces récepteurs et le taux de traduction restent inchangés, 

l’augmentation du taux de récepteurs à la dopamine en absence de l’ARN BC1 n’est donc pas 

dûe à l’absence de régulation de la traduction. Par contre, il est possible que l’ARN BC1 

contrôle indirectement l’activité des récepteurs à la dopamine en régulant, plutôt, la traduction 

des molécules impliquées dans le renouvellement et/ou la stabilité de ces récepteurs 

(Centonze et al, 2007). 
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Chapitre IV : La particule SRP 
 

 

L’adressage des protéines vers leur compartiment d'activité se fait selon des 

processus très précis, qui diffèrent selon les compartiments cellulaires et la fonction de la 

protéine. Ce ciblage nécessite la présence dans les protéines d’une séquence signal spécifiant 

leur localisation cellulaire. Chez les eucaryotes, la particule de reconnaissance du signal (ou 

SRP) assure le transport des protéines membranaires ou de sécrétion vers le réticulum 

endoplasmique (pour revues, Lutcke, 1995 ; Keenan et al, 2001 ; Wild et al, 2002 ; Nagai et 

al, 2003 ; Egea et al, 2005 et Schwartz, 2007).  

 

 

I/ Structure et composition de la particule SRP 

 

1/ L’ARN 7S 
 

L’ARN 7S, transcrit par l’ARN polymérase III, est le composant ARN de 

toutes les particules SRP excepté des particules chloroplastiques qui sont composées de 

seulement deux protéines (Keegstra & Cline, 1999). La taille de l’ARN 7S varie de 519 

nucléotides chez S. cerevisiae (Hann & Walter, 1991) à 77 nucléotides chez Mycoplasma 

mycoides (Samuelsson & Guindy, 1990). Chez l’homme, l’ARN 7S compte 300 nucléotides. 

La structure secondaire de l’ARN 7S a été déterminée expérimentalement à l’aide de sondes 

enzymatiques et par radiocristallographie aux rayons X (Figure 37) (Gundelfinger et al, 1984 

; Zwieb, 1985 ; Larsen & Zwieb, 1991 ; Zwieb et al, 1996 ; Gorodkin et al, 2001 ; 

Weichenrieder et al, 2000 ; Wild et al, 2001 ; Hainzl et al, 2002 ; Hainzl et al, 2005 ; 

Oubridge et al, 2002 ; Kuglstatter et al, 2002 ; Yin et al, 2004 ; Huck et al, 2004 et pour 

revues, Wild et al, 2002 ; Nagai et al, 2003 ; Sauer-Eriksson & Hainzl, 2003 ; Doudna & 

Batey, 2004). 
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Figure 37 : Comparaison des structures secondaires des ARN 7S d’eucaryotes et leurs 
homologues d’archae et de bactéries  
 
L’ARN 7S comporte quatre domaines structuraux indiqués en chiffres romains I à IV (Gundelfinger et al, 
1984 ; Poritz et al, 1988). Sa structure secondaire compte huit hélices numérotées de 1 à 8 (Larsen & 
Zwieb, 1991). L’hélice 1 est uniquement présente chez les bactéries Gram +. 
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D’après les analyses phylogénétiques, quatre domaines structuraux différents (I-IV) ont été 

définis dans l’ARN 7S (Figure 37) (Gundelfinger et al, 1983 ; Poritz et al, 1988). L’ARN 7S 

comporte huit hélices numérotées de 1 à 8 (Larsen & Zwieb, 1991). L’hélice 1 est absente 

chez les eucaryotes et les bactéries Gram-. Le domaine I comprend deux courtes épingles et 

une tige courte formant une jonction et quatre hélices numérotées de 1 à 4. Le domaine II 

contient une longue hélice, l’hélice 5 qui lie les domaines III et IV. Le domaine III, 

comprenant l’hélice 6 et le domaine IV, comprenant l’hélice 8 peuvent se replier en épingle 

(Poritz et al, 1988). Le domaine IV est universellement conservé et contient la majorité des 

mutations délétères pour la fonction de l’ARN (Althoff et al, 1994). Chez E. coli, l’ARN 7S 

est nommé 4,5 S ; c’est un ARN de 114 nucléotides. Il se replie en une seule tige-boucle 

présentant des identités de séquence avec le domaine IV de l’ARN 7S humain (Figure 37) 

(Hsu et al, 1984 ; Poritz et al, 1988 ; Struck et al, 1988).  

La particule SRP peut être subdivisée en deux domaines fonctionnels 

distincts : le domaine S et le domaine Alu (Figure 38) (Ullu et al, 1982b; Gundelfinger et al, 

1983). Le domaine S comprend la partie centrale de l’ARN 7S (Siegel & Walter, 1988b) 

(hélices 6-8 et une partie de l’hélice 5), alors que le domaine Alu comprend les extrémités 5’ 

et 3’ de l’ARN 7S (hélices 2-4 et une partie de l’hélice 5) (Ullu et al, 1982b). Le domaine Alu 

de l’ARN 7S a servi d’élément précurseur dans la génération des éléments Alu : une famille 

de courtes séquences d'ADN répétitif, dispersées dans le génome des primates (Ullu et al, 

1982a ; Ullu & Tschudi, 1984 ; Bovia & Strub, 1996). Des études de radiocristallographie ont 

montré que la région 5’ du domaine Alu de l’ARN 7S (nt 1 à 46) adopte une structure en 

pseudo-nœud, dans laquelle les deux boucles sont appariées par appariement de type Watson-

Crick (Figure 38 B/) (Weichenrieder et al, 2000). Le potentiel d'appariement des bases entre 

les deux boucles du domaine Alu de l'ARN est phylogénétiquement conservé, ce qui suggère 

un rôle fonctionnel de la structure en pseudo-nœud . 

 

 

2/ Les protéines SRP (tableau VII) 
 

La particule SRP est constituée de six protéines : SRP 9, SRP 14, SRP 19, SRP 

54, SRP 68 et SRP 72, leur nom correspondant à leur poids moléculaire (Figure 38). 
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Figure 38 : Représentation schématique de l’organisation de la particule SRP des 
mammifères (A/) et de la structure secondaire du domaine Alu de l’ARN 7S (B/) 

A/ La représentation schématique de l’organisation la particule SRP a été proposée par Wild et al, 2002. La 
localisation des protéines SRP sur l’ARN 7S est indiquée par des sphères de couleurs. Les protéines SRP 
9/14 etSRP 68/72 forment des hétérodimères. M et NG indiquent les domaines M et NG de la protéine SRP 
54, respectivement. Le domaine Alu et le domaine S sont également indiqués. Les quatre domaines 
structuraux de l’ARN 7S sont indiqués en chiffres romains. Les hélices sont numérotées en rouge (Larsen & 
Zwieb, 1991). En orange sont indiquées les bases essentielles à la fixation des protéines SRP 9 et 14. B/ 
Structure secondaire du domaine Alu de l’ARN 7S avec deux paires de bases artificielles (gris) (a). 
Topologie bidimentionnelle dérivée de la structure cristalline montrant l’architecture du pseudo-noeud 
formé par l’extrémité 5’ du domaine Alu de l’ARN 7S (b). D’après Weichenrieder et al, 2000. 

(a) (b)
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Peu d’informations sont disponibles à ce jour sur les plus grandes sous-unités 

protéiques de la particule SRP : SRP 68 et 72 (OMIM #604858 et OMIM #602122). Ce 

manque d’informations est probablement du à la difficulté de produire ces protéines 

recombinantes. Ce n’est que très récemment que la protéine SRP 68 (Yin et al, 2007) et 

l’hétérodimère 68/72 (Menichelli et al, 2007) ont pu être produits. Ces protéines sont 

uniquement présentes chez les eucaryotes, aucun homologue n’existe chez les archaea malgré 

la conservation de leur site de fixation sur l’ARN. Ces protéines présentent un caractère 

globalement basique (Lutcke et al, 1993 ; Lutcke, 1995). 

La protéine SRP 54 (OMIM #604857) est sans doute la plus importante de 

toutes les sous-unités de la SRP. Elle a été très conservée au cours de l’évolution (pour 

revues, Doudna & Batey, 2004 ; Luirink & Sinning, 2004) et elle est présente chez les 

eucaryotes, les archaea et les bactéries (Bhuiyan et al, 2000 ; Zwieb & Eichler, 2002). Chez E. 

coli, l’homologue de SRP 54 nommé p48 ou Ffh (Fifty Four Homolog) est l’unique protéine 

de la particule SRP (Poritz et al, 1990 ; Luirink et al, 1992 et pour revue, Keenan et al, 2001). 

Cette protéine comporte trois domaines : le domaine M carboxy-terminal, riche en 

méthionines, le domaine N amino-terminal suivi par le domaine G. Les domaines N et G sont 

reliés par un lien peptidique flexible (Keenan et al, 1998).  

La protéine SRP 19 (OMIM #182175) est présente chez tous les organismes 

qui possèdent l’hélice 6 de l’ARN 7S (Zwieb & Larsen, 1997). Aucun homologue n’a été 

trouvé dans les particules SRP bactériennes, mais il en existe un chez tous les archaea 

caractérisés et dont les génomes ont été séquencés à ce jour (Eichler & Moll, 2001). La 

structure 3D de la protéine SRP 19 a été établie chez l’homme (Wild et al, 2001 ; Kuglstatter 

et al, 2002) et chez deux espèces d’archaea (Pakhomova et al, 2002 ; Hainzl et al, 2002 ; 

Oubridge et al, 2002). Ces différentes structures révèlent que le coeur de la protéine est 

structuralement conservé et comprend trois brins β anti-parallèles flanqués de deux hélices α.  

Les protéines SRP 9 et 14 (OMIM #600707 et OMIM #600708) sont les seuls 

composants protéiques du domaine Alu de l’ARN 7S (Figure 38). Chez les mammifères, ces 

protéines existent sous la forme d’un hétérodimère qui se forme en absence de l’ARN 7S 

(Strub & Walter, 1990). La structure de l’hétérodimère consiste en un feuillet de 6 brins β 

anti-parallèles associés à 4 hélices α. L’hétérodimérisation de ces deux protéines est d’ailleurs 

nécessaire à la fixation à l’ARN 7S. Ces protéines se fixent dans une région comprenant
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 PM 
 (kDa) 

Région 
d’interaction 

au sein de 
l’ARN 7S 

Localisation Conservation 
phylogénétique 

Connaissances 
structurales Réf. 

SRP 9 9 

 
domaine Alu, 
I, hélices 2-5 

 

nucléole, 
cytoplasme eucaryotes 

hétérodimère avec 
SRP 14, structure 
cristalline résolue 

(Strub et al, 1991 ; 
Bovia et al, 1995 ; 
Bovia et al, 1997 ; 
Birse et al, 1997; 
Weichenrieder et al, 
1997 ;    
Weichenrieder et al, 
2001; Weichenrieder 
et al, 2000) 

SRP 14 14 

 
domaine Alu, 
I, hélices 2-5 

 

nucléole, 
cytoplasme eucaryotes 

hétérodimère avec 
SRP 9, structure 

cristalline résolue 

(Strub et al, 1991; 
Bovia et al, 1995 
Bovia et al, 1997 ; 
Birse et al, 1997; 
Weichenrieder et al, 
1997; Weichenrieder 
et al, 2001; 
Weichenrieder et al, 
2000) 

SRP 19 19 

 
domaine S, III, 

hélice 6 
 

nucléole, 
cytoplasme 

eucaryotes et 
archae 

Structure cristalline 
résolue  

(Wild et al, 2001; 
Kuglstatter et al, 
2002 ; Pakhomova et 
al, 2002) 

SRP 54 54 domaine S, IV, 
hélice 8 cytoplasme eucaryotes, archae 

et bactéries 

domaine M (riche 
en méthionines) 

cristallisé, domaine 
G (activité 
GTPase) et 
domaine N 

(Poritz et al, 1990; 
Luirink et al, 1992; 
Bhuiyan et al, 2000 ; 
Keenan et al, 2001; 
Keenan et al, 1998; 
Clemons et al, 1999 ; 
Zwieb & Eichler, 
2002) 

SRP 68 68 

 
domaine S, II, 

hélice 5 
 

nucléole, 
cytoplasme eucaryotes hétérodimère avec 

SRP 72 

(Lutcke et al, 1993; 
Iakhiaeva et al, 
2005 ; Yin et al, 
2007; Menichelli et 
al, 2007) 

SRP 72 72 

 
domaine S, II, 

hélice 5 
 

nucléole, 
cytoplasme eucaryotes hétérodimère avec 

SRP 68 

(Lutcke et al, 1993; 
Iakhiaeva et al, 
2005 ; Yin et al, 
2007; Menichelli et 
al, 2007) 

 

Tableau VII : Caractéristiques des protéines SRP constituant la particule SRP 
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les extrémités 3’ et 5’ de l’ARN grâce à un site de fixation consistant en une région simple 

brin hautement conservée dont la séquence consensus est : UGUAA (UGUAG, chez 

l’homme) (en orange sur la Figure 38) (Strub et al, 1991).  

 

 

 

 

 II/ Assemblage de la particule SRP (figure 39) 

 

Chez les eucaryotes, l’assemblage de la particule SRP se déroule dans deux 

compartiments cellulaires : le cytoplasme et le nucléole (Politz et al, 2000). L’ARN 7S ainsi 

que toutes les protéines SRP, à l’exception de la protéine SRP 54, ont été visualisés dans le 

nucléole (Jacobson & Pederson, 1998 ; Politz et al, 2000 ; Politz et al, 2002 ; Sommerville et 

al, 2005). Un modèle d’assemblage de la particule a été proposé chez les eucaryotes. Dans ce 

modèle, toutes les protéines SRP, à l’exception de la protéine SRP 54, sont transportées dans 

le nucléole où elles s’assemblent sur l’ARN 7S pour former la pré-particule SRP qui est 

ensuite exportée dans le cytoplasme. La fixation de la protéine SRP 54 complète finalement 

l’assemblage de la particule SRP (Figure 39) (Politz et al, 2000). Le système d’export 

nucléaire médié par le facteur CRM1 (Xpo1 chez la levure) serait nécessaire au transport de la 

pré-particule SRP dans le cytoplasme (Grosshans et al, 2001 ; Alavian et al, 2004 ; 

Sommerville et al, 2005). La localisation de l’ARN 7S dans le nucléole est strictement 

dépendante de son domaine Alu mais l’hélice 8 du domaine S semble également jouer un rôle 

(He et al, 1994 ; Jacobson & Pederson, 1998). Par contre, aucun facteur favorisant 

l’assemblage de la particule SRP, in vivo, n’est connu à ce jour. Une de nos hypothèses de 

travail est que le complexe SMN puisse jouer un rôle dans la biogenèse de cette particule. 

De nombreuses études, réalisées in vitro, utilisant des protéines SRP 

recombinantes purifiées et l’ARN 7S produit par transcription in vitro, ont permis de 

décortiquer les modes d’interactions entre les différents constituants des particules SRP 

eucaryotes. Ainsi, la protéine SRP 19 et l’hétérodimère SRP 68/72 peuvent se fixer à l’ARN 

7S individuellement, alors que l’association de la protéine SRP 19 à l’ARN 7S est 

indispensable à la fixation de la protéine SRP 54 (Walter & Blobel, 1983b). En effet, la
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Figure 39 : Modèle proposé pour l’assemblage des protéines SRP avec l’ARN 7S  
 
Chez les eucaryotes, l’assemblage de la particule SRP se déroule dans deux compartiments cellulaires : le 
cytoplasme et le nucléole. Selon ce modèle, toutes les protéines SRP, à l’exception de la protéine SRP 54, 
sont transportées dans le nucléole où elles s’assemblent à l’ARN 7S pour former la pré-particule SRP qui est 
ensuite exportée dans le cytoplasme. La fixation de la protéine SRP 54 complète finalement l’assemblage de 
la particule SRP (Politz et al, 2000). 
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fixation de la protéine SRP 19 conduit à un réarrangement conformationnel qui place les 

hélices 6 et 8 de l’ARN 7S de manière parallèle, ce qui est nécessaire à la fixation de la 

protéine SRP 54 (Wild et al, 2001 ; Hainzl et al, 2002 ; Kuglstatter et al, 2002 ; Oubridge et 

al, 2002 et pour revue, Nagai et al, 2003). In vitro, la présence de la protéine SRP 54 inhibe la 

fixation de la protéine SRP 19 à l’ARN 7S (Maity et al, 2006). Ce résultat implique que la 

protéine SRP 54 soit séquestrée, dans le cytoplasme, pour permettre le bon déroulement des 

premières étapes d’assemblage de la particule SRP et serait assemblée en dernier. La 

compartimentalisation spatiale fournirait, par conséquent, un niveau de régulation 

supplémentaire qui empècherait toute compétition parmi les SRP (Maity et al, 2006). Les 

protéines SRP 68 et 72 se fixent au domaine S de l’ARN 7S indépendamment des protéines 

SRP 9 et SRP 14 (Siegel & Walter, 1988a). Bien que ces deux protéines puissent être 

dissociées de la particule SRP sous forme d’un hétérodimère (Walter & Blobel, 1983a), elles 

ne s’associent pas, entre elles, de manière efficace sans l’ARN 7S (Lutcke & Dobberstein, 

1993). Un modèle d’assemblage a proposé que la protéine SRP 68 se fixerait en premier sur 

l’ARN, suivi d’un changement conformationnel permettant à la protéine SRP 72 de se fixer à 

la protéine SRP 68 (Lutcke & Dobberstein, 1993). Néanmoins, de récents résultats indiquent 

que la protéine SRP 72 aurait aussi la capacité de lier l’ARN 7S, en absence de SRP 68 

(Iakhiaeva et al, 2005). Les protéines SRP 9 et 14 se fixent de manière coopérative au 

domaine Alu de l’ARN 7S. Il a été proposé que ces deux protéines formeraient, d’abord, un 

hétérodimère dans le cytoplasme, car seules aucune d’elles ne se fixe à l’ARN 7S (Strub & 

Walter, 1990). Puis, dans le nucléole, l’hétérodimère SRP 9/14 s’associerait au domaine Alu 

de l’ARN 7S (Weichenrieder et al, 2001). 

 

 

 

III/ L’adressage des protéines par la particule SRP (Figure 40) 
 

1/ La reconnaissance du peptide signal par la particule SRP 
 

La synthèse des protéines destinées au réticulum endoplasmique est initiée 

dans le cytoplasme. Ces protéines contiennent une séquence signal ou peptide signal à leur
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Figure 40 : L’adressage des protéines au réticulum endoplasmique par la particule SRP : un 
mécanisme d’insertion co-traductionnelle des protéines 
 
Une chaîne polypeptidique naissante avec un peptide signal émergeant du ribosome est reconnue par la 
particule de reconnaissance du signal (SRP), causant alors l’arrêt de l’élongation de la traduction (1). Le 
complexe formé du ribosome et de la chaîne protéique naissante est ensuite ciblé à la membrane du 
réticulum endoplasmique grâce à des interactions dépendant du GTP, qui sont mises en place entre la 
particule SRP et les récepteurs SR (2). A la membrane, le peptide signal est reconnu par le translocon et la 
séquence signal est alors relarguée de la particule SRP (3). Enfin, après l’hydrolyse du GTP, le complexe 
SRP-SR se dissocie (4). Complexe RCN : complexe formé du ribosome et de la chaîne protéique naissante. 
D’après Egea et al, 2005. 
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extrémité N-terminale, qui émerge du ribosome et qui est reconnue par la particule SRP (pour 

revues, Keenan et al, 2001 ; Wild et al, 2004b ; Doudna & Batey, 2004). Cette séquence 

signal comporte de 20 à 30 résidus avec une région centrale riche en acides aminés 

hydrophobes (von Heijne, 1985). Le domaine C-terminal riche en méthionines (domaine M) 

de la protéine SRP 54 se lie à cette séquence (Romisch et al, 1990 ; Zopf et al, 1990 ; Keenan 

et al, 1998). Les deux autres domaines de cette protéine, les domaines N et G semblent 

également importants pour cette fixation, ainsi que l’ARN 7S (Kurzchalia et al, 1986 ; Krieg 

et al, 1986 ; Newitt & Bernstein, 1997 ; Cleverley & Gierasch, 2002). Des expériences ont 

montré l’existence d’interactions entre la protéine SRP 54 et les protéines ribosomiques et des 

interactions entre l’ARN 7S et les ARN ribosomiques (pour revue, Wild et al, 2004a). Le 

domaine Alu de l’ARN 7S semble responsable de l’arrêt de la synthèse protéique (Siegel & 

Walter, 1986 ; Poritz et al, 1988). En effet, après la fixation de la protéine SRP 54 au peptide 

signal, la particule SRP subit un changement conformationnel. Le domaine Alu se placerait 

alors au site d’entrée des facteurs d’élongation de la traduction sur le ribosome, bloquant ainsi 

la traduction (Terzi et al, 2004). Contrairement aux modèles proposés dans un premier temps, 

la structure de domaine Alu de l’ARN 7S ne ressemble pas à celle d’un ARNt. Ainsi, un 

mécanisme basé sur le mimétisme pour bloquer le site de fixation des ARNt par l’ARN 7S ne 

semble pas être impliqué dans l’arrêt de l’élongation de la traduction (Weichenrieder et al, 

2001). 

 

2/ Interaction avec le récepteur SR 

L’ensemble du complexe est ensuite adressé à la membrane du réticulum 

endoplasmique grâce à l’interaction de la particule SRP avec un récepteur spécifique : le 

récepteur SR (pour revues, Doudna & Batey, 2004 ; Halic & Beckmann, 2005 ; Egea et al, 

2005 ; Schwartz, 2007). Chez les eucaryotes, les récepteurs SR sont composés de deux sous-

unités : SRα et SRβ (Gilmore et al, 1982 ; Meyer & Dobberstein, 1980 ; Tajima et al, 1986). 

SRα contient, comme le domaine G de la protéine SRP 54, un domaine à activité GTPase 

(Miller et al, 1995). L’association entre la particule SRP et le récepteur SR se fait grâce à 

l’interaction de ces deux domaines GTPases. La formation du complexe particule SRP-
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récepteur SR est dépendante du GTP (Miller et al, 1993). Le peptide signal est reconnu par le 

translocon qui est un complexe de protéines formant un canal permettant l’intégration des 

protéines à travers la membrane du réticulum endoplasmique (pour revues, Rapoport et al, 

1996 ; Johnson & van Waes, 1999 ; Skach, 2007). Le transfert à travers la membrane du RE 

commence. Chaque GTPase joue le rôle d’activateur de l’autre. La particule SRP se dissocie 

du récepteur SR après hydrolyse du GTP en GDP et peut initier un nouveau cycle d'adressage 

(Connolly et al, 1991 ; Miller et al, 1993). Le ribosome est alors engagé au niveau du 

translocon, la traduction reprend.  
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Objectifs 

L’ensemble des propriétés du complexe SMN décrites dans cette introduction 

illustre bien le très large panel de ses possibles fonctions. A cet égard, on comprend alors les 

difficultés rencontrées pour comprendre la physiopathologie de l’amyotrophie spinale. Depuis 

la découverte du gène SMN par l’équipe du Dr. J. Melki, la recherche a clairement démontré 

le rôle du complexe SMN dans l’assemblage et la régénération des complexes spliceosomaux 

impliqués dans l’épissage de l’ARN, une fonction essentielle dans tous les types cellulaires. 

Néanmoins le rôle de la protéine SMN en cause dans la maladie reste inconnu. Ce défaut 

spécifique des motoneurones, alors que la protéine SMN est exprimée de manière ubiquitaire, 

pose la question d’un rôle spécifique dans les neurones de la protéine SMN et/ou du complexe 

SMN. Comme nous l’avons décrit, différentes observations suggèrent un rôle possible de la 

protéine SMN et peut-être du complexe SMN, dans l’assemblage, le transport et la traduction 

des ARNm dans les neurones (pour revues, Monani, 2005 ; Briese et al, 2005 ; Pellizzoni, 

2007). Lorsque j’ai débuté ce travail de thèse, la protéine SMN avait déjà été observée au sein 

de granules de transport des ARNm neuronaux mais peu d’information était disponible sur les 

protéines interagissant avec elle au sein de ces granules ou capables de faciliter son 

recrutement dans les granules. Il avait seulement été proposé que l’association de la protéine 

SMN avec la protéine hnRNP-Q/R intervienne dans le transport des ARNm de la β-actine le 

long des axones en croissance (Rossoll et al, 2003). Dans le but de mieux comprendre le rôle 

de la protéine SMN et/ou du complexe SMN dans les neurones, la recherche de partenaires 

potentiels de la protéine SMN au sein des granules à ARN était susceptible d’apporter des 

informations sur le rôle de cette protéine dans ces granules. Comme nous l’avons largement 

décrit, une autre protéine est aussi présente dans ces granules à ARN et joue un rôle dans la 

régulation de la traduction : la protéine FMRP (pour revue, Bardoni et al, 2006). Le fait que 

les deux protéines SMN et FMRP aient été observées chacune à la fois dans les granules à 

ARN et dans les cônes axonaux en croissance suggérait une interaction possible entre ces 

deux protéines. La possibilité d’une telle interaction était d’autant plus vraisemblable que la 

protéine FMRP contient des enchaînements riches en arginines et glycines (RG), éléments de 

séquence qui sont présent dans des protéines connues pour interagir avec la protéine SMN et 

qui sont importants pour la mise en place et la stabilité de l’interaction. La recherche d’une 
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telle interaction nous a donc amenés à développer des approches permettant de tester cette 

hypothèse à la fois in vitro et in cellulo, ce qui nous a permis d’obtenir des arguments 

convaincants de la possibilité d’une interaction entre ces deux protéines. Ces travaux ont été 

réalisés en collaboration avec F. Rage (IGMM, Montpellier, France) et H. Moine (IGBMC, 

Strasbourg, France). Ils ont été publiés dans J. Biol. Chem. et sont décrits dans le premier 

chapitre de la partie « Résultats-Perspectives ». 

 

La recherche d’ARN spécifiquement exprimés dans les cellules neuronales et 

l’étude de l’implication du complexe SMN dans leur biogenèse et leur fonction a constitué le 

second objectif de mon travail de thèse. Dans ce but, nous avons recherché des ARN déjà 

décrits dans la littérature, et spécifiquement exprimés dans les neurones. C’est le cas de deux 

petits ARN non codants, BC1 chez le rat et son homologue fonctionnel BC200 chez l’homme. 

Ces deux ARN sont uniquement exprimés dans les neurones et sont transportés 

spécifiquement dans les dendrites où ils contrôleraient l’initiation de la traduction de certains 

ARNm aux synapses (Wang et al, 2002 ; Zalfa et al, 2003 ; Wang et al, 2005 ; Kondrashov et 

al, 2005 ; Zalfa et al, 2005). Au cours de son stage post-doctoral dans l’équipe de G. 

Dreyfuss, S. Massenet avait déjà montré une interaction entre le complexe SMN purifié et 

l’ARN neuronal BC200 in vitro. J’ai ensuite confirmé ce résultat, au cours de mon D.E.A. 

L’interaction détectée, in vitro, suggère que le complexe SMN puisse jouer un rôle dans 

l’assemblage ou la fonction de la RNP BC200. Pour essayer de mieux comprendre la nature 

de cette interaction, j’ai débuté une analyse expérimentale de la structure secondaire de 

l’ARN BC200, ce qui n’avait jamais été fait jusque là. Cette étude m’a permis de définir le 

domaine de cet ARN requis pour l’interaction avec le complexe SMN. La description de ces 

travaux constitue le deuxième chapitre de la partie « Résultats-Perspectives ».  

 

Au moment où je réalisai ces expériences, l’équipe de Tiedge identifiait une 

région de l’ARN BC1 nécessaire à son transport à longue distance dans les dendrites (Muslimov 

et al, 2006). Cette région fixerait la protéine hnRNP-A2, qui jouerait un rôle dans son transport. 

Comme nous disposions de la protéine hnRNP-A2 au laboratoire, nous avons testé son 

interaction avec l’ARN BC200. L’expérience s’est révélée positive, nous avons donc débuté 
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l’étude de l’interaction de l’ARN BC200 avec la protéine hnRNP-A2. Cette étude était 

d’autant plus intéressante qu’aucune donnée n’est actuellement disponible quant au mode de 

transport de l’ARN BC200. 

 

 

Enfin, l’ensemble des données décrites dans cette introduction suggère que le 

rôle ubiquitaire du complexe SMN ne se limite sans doute pas simplement à faciliter et 

contrôler l’assemblage des UsnRNP spliceosomales. Le fait qu’il interagisse avec des 

protéines qui sont des constituants de RNP ubiquitaires dans les cellules eucaryotes suggère 

qu’il pourrait avoir un rôle général dans l’assemblage de différentes RNP ubiquitaires dans les 

cellules eucaryotes, qui contiennent des ARN non codants. Néanmoins, les recherches dans ce 

domaine ont été très limitées jusque là. Comme nous l’avons vu, il existe une RNP qui est non 

seulement ubiquitaire chez les eucaryotes mais aussi chez les archaea et les bactéries, la 

particule SRP. La possibilité d’un rôle du complexe SMN était très intéressante à tester 

d’autant plus qu’aucun facteur impliqué dans son assemblage n’a été identifié à ce jour. A 

l’heure actuelle, la majorité des équipes travaillent sur le rôle du complexe SMN dans 

l’assemblage des UsnRNP spliceosomales. Il nous paraissait, donc, très important de préciser 

le rôle de ce complexe dans l’assemblage d’autres RNP ubiquitaires. Dans cette éventualité, 

cela permettrait de disposer d’un autre modèle que les UsnRNP et donc de mieux comprendre 

le mécanisme d’action du complexe SMN dans l’assemblage de RNP. Ces travaux ont été 

réalisés en collaboration avec A. Méreau (UMR 6061, Rennes, France) et seront présentés 

dans le troisième chapitre de la partie « Résultats-Perspectives ». 

 

 

Mon travail de thèse porte donc à la fois sur la description des rôle spécifiques 

de la protéine SMN et/ou du complexe SMN dans les neurones et d’un rôle ubiquitaire 

supplémentaire du complexe SMN, chez les eucaryotes, ceci en vue d’apporter des 

informations utiles à la compréhension des bases moléculaires de l’amyotrophie spinale. 

 
 

 

 



 



 

- 135 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Matériels et  
Méthodes 



 



Matériels et Méthodes 

- 136 - 

I/ Matériels 

 

1/ Souches et plasmides utilisés 

 
1.1/ Les souches E. Coli 

 
La souche DH5α d’E. coli  (supE44, ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15), hsdR17, recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1, relA1) (Hanahan, 1983) a été utilisée pour la production et la purification de 

plasmides. 

La souche BL21 (DE3) d’E. coli  (F–, ompT, hsdSB (rB–, mB–), dcm, gal, λ(DE3), pLysS, 

Cmr ) (Studier & Moffatt, 1986) a été utilisée pour la production de protéines recombinantes. 

 

 

1.2/ Les cellules d’organismes eucaryotes  
 

Cellules HeLa : N°ATCC® : CCL-2™ (Scherer et al, 1953) ; lignée cellulaire cancéreuse 

provenant d'un prélèvement effectué sur une patiente atteinte d'un cancer du col de l'utérus, et 

décédée en 1951, Henrietta Lacks. 

Cellules HeLa Tet-Off® (Clontech) : (Gossen & Bujard, 1992) ; cette lignée de cellules 

HeLa exprime de manière stable la protéine tTA, un activateur de transcription dont l’activité 

dépend de la tétracycline. L’expression d’une protéine d’intérêt peut donc être régulée, au sein 

de cette lignée cellulaire en fonction de la concentration en tétracycline dans le milieu. Ces 

cellules ont été utilisées pour l’établissement d’une lignée cellulaire exprimant de manière 

stable la protéine Gemin 2 contenant une étiquette Flag à son extrémité N-terminale (Flag-

Gemin2). 

Cellules 293 [HEK-293] : N°ATCC® : CRL-1573™ (Graham et al, 1977) ; lignée de cellules 

embryonnaires humaines de reins. 

Cellules SH-SY5Y : N° ATCC® : CRL-2266 (Biedler et al, 1978) ; lignée de cellules de 

neuroblastomes humains établie à partir de tumeurs métastasiques.  

Cellules MN1 : lignée cellulaire dérivant de motoneurones embryonnaires de la moelle 

épiniaire de souris (Salazar-Grueso et al, 1991). 
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1.3/ Les plasmides utilisés 
 

1.3.1/ Plasmides recombinant utilisés pour la production d’ARN in vitro 
 

Les plasmides dans lesquels sont insérés les séquences codant les snRNA U1 

(pU1X) (Hamm et al, 1988) et U6 (pHU6-1) (non publié) de vertébrés nous ont été fournis, 

respectivement, par les équipes de T. Pederson (University of Massachusetts Medical School, 

Worcester, USA) et G. Dreyfuss (Howard Hughes Medical Institute, Philadelphie, USA). Les 

constructions plasmidiques pUC18-BC200, pUC18-BC1 et pUC18-7S ont été réalisées au 

laboratoire par S. Massenet et F. Schlotter. Elles dérivent du plasmide pUC18 (Yanisch-

Perron et al, 1985). La séquence codant l’ARN BC200, l’ARN BC1 ou l’ARN 7S a été placée 

sous le contrôle du promoteur de l’ARN polymérase du phage T7. Les contructions 

permettant l’expression de mutant de l’ARN BC200 ou de l’ARN 7S dérivent, 

respectivement, du plasmide pUC18-BC200 et pUC18-7S et contiennent des ADNc codant 

des ARN BC200 ou 7S tronqués.  

 

1.3.2/ Plasmides utilisés pour la production d’une lignée de cellules HeLa exprimant de manière stable 
la protéine Flag-Gemin2 
 
• Plasmides recombinant : le plasmide pcDNA3-FlagGemin2 nous a été fourni par l’équipe de 

G. Dreyfuss (Liu et al, 1997). Il dérive du plasmide pcDNA3 (Invitrogen)°et contient la 

séquence codant la protéine Gemin 2 fusionnée à une étiquette Flag clonées entre les sites 

HindIII-XbaI de la cassette de clonage. Il a servi de plasmide de départ pour le sous-clonage 

de la séquence codant la protéine Flag-Gemin2 dans le plasmide pTRE2 (Clontech), sous le 

contrôle du promoteur PhCMV régulé par la tétracycline. 

• Plasmide pTK-Hyg (Clontech, n° d’accession : U40398) : vecteur de sélection à 

l’hygromycine. 

  

 

1.3.3/ Plasmides recombinant utilisés pour la production de protéines in vitro et in cellulo 
 
Les plasmides permettant l’expression des protéines Flag-FMRP (pTL1 iso7 

Flag-FMRP) (Devys et al, 1993), FXR1P et FXR2P (pSG5 FXR1P et pSG5 FXR2P) nous ont 

été fournis par H. Moine (IGBMC, Strasbourg, France). Des délétions à l’intérieur du 
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plasmide pTL1 iso7 Flag-FMRP, réalisées par PCR à l’aide d’oligonucléotides amorces 

spécifiques ont permis de produire les plasmides pTL1 iso7 Flag-FMRPΔ470-485, exprimant 

la protéine Flag-FMRPΔ470-485 (délétion des aa 470 à 485), et iso7 Flag-FMRPΔ1-134, 

exprimant la protéine Flag-FMRPΔ1-134 (FMRPΔNDF) (délétion des 134 aa N-terminaux). 

Les fragment d’ADN codant pour la protéine FMRPΔ527-632 (FMRPΔRGG) (délétion des 

106 aa C-terminaux) et FMRPΔ470-632 (délétion des 162 aa C-terminaux) ont été sous-clonés 

sous le contrôle du promoteur CMV dans le plasmide Flag-pcDNA3 (Friesen et al, 2001b).  

Les plasmides permettant l’expression des protéines Flag-SMN WT (pcDNA3-

Flag-SMN), GST-SMN WT, SMNΔYG (délétion des 26 aa C-terminaux), SMNΔEx7 

(délétion des aa codant l’exon 7), SMNΔTudor (délétion des aa correspondant à l’exon 3) et 

SMNΔEx2B (délétion des aa correspondant à l’exon 2B) nous ont été fournis par l’équipe de 

G. Dreyfuss (Liu & Dreyfuss, 1996 ; Liu et al, 1997 ; Pellizzoni et al, 1998 ; Paushkin et al, 

2000).  

Les fragment d’ADN codant la protéine SMNΔN27 (délétion des 27 aa en N-

terminal) ont été générés par PCR à l’aide d’oligonucléotides amorces spécifiques et du 

plasmide pcDNA3-Flag-SMN. L’insert a été sous-cloné sous contrôle du promoteur CMV 

dans le plasmide Flag-pcDNA3 (Friesen et al, 2001b).  

Les constructions plasmidiques permettant la production des proteines Flag-

Gemin 2, myc-Gemin 3, myc-Gemin 4, Flag-Gemin 5, Gemin 8, His-Unrip, Flag- Snurportin1 

et Flag-Sm B ont été précédemment décrits et nous ont été fournis par les équipes de G. 

Dreyfuss et L. Pellizzoni (Charroux et al, 1999 ; Pellizzoni et al, 1999 ; Charroux et al, 2000 ; 

Friesen & Dreyfuss, 2000 ; Gubitz et al, 2002 ; Massenet et al, 2002 ; Carissimi et al, 2005 ; 

Carissimi et al, 2006a). Pour la production de la protéine GST-Snurportin1 chez E. coli, les 

fragment d’ADN correspondant à la phase ouverte de lecture ont été obtenus par amplification 

par PCR à l’aide d’oligonucléotides amorces spécifiques. Ils ont été clonés dans le plasmide 

pGEX-6P-2 (Amersham Biosciences). Les fragment d’ADN correspondant à la phase ouverte 

de lecture des protéines Gemin 6 and Gemin 7 ont été obtenus par amplification PCR à l’aide 

d’oligonucléotides amorces spécifiques et ont été clonés sous le contrôle du promoteur CMV 

dans le plasmide Flag-pcDNA3 (Friesen et al, 2001b).  
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2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant 

 

Milieu LB (Luria Bertani) : peptone pancréatique animale 5 g/l ; peptone trypsique de 

caséine 5 g/l ; extrait de levure 5 g/l ; NaCl 10 g/l.  

Le pH est ajusté à 7,5 avec NaOH 10 N. Le milieu de culture est ensuite autoclavé 20 min. à 

121°C sous une pression de 1 bar.  

Milieu solide LB : l’agar est ajouté à raison de 17 g par litre de milieu de culture LB avant 

stérilisation à l’autoclave.  

Milieu LBA : l’ampicilline (100 mg/ml) est ajouté après autoclave dans le milieu de culture 

LB à une concentration finale de 100 µg/ml.  

TE : Tris-HCl 10 mM, pH 7,4 ; EDTA 1 mM.  

TBE : Tris borate 89 mM, pH 8,3 ; EDTA 2 mM.  

PBS 10X : NaCl 1,37 M ; KCl  27 mM; KH2PO4  11,5 mM; Na2HPO4 64 mM. 

RSB 100 : Tris-HCl 10 mM, pH 7,4. MgCl2 2,5 mM ; NaCl 100 mM. 

RSB 150 : Tris-HCl 10 mM, pH 7,4. MgCl2 2,5 mM ; NaCl 150 mM. 

RSB 200 : Tris-HCl 10 mM, pH 7,4. MgCl2 2,5 mM ; NaCl 200 mM. 

RSB 500 : Tris-HCl 10 mM, pH 7,4. MgCl2 2,5 mM ; NaCl 500 mM. 

Blotting buffer 10X : Tris 500 mM ; glycine 145 mM. 

Solution de rouge Ponceau : Acide acétique 5% (v/v) et Ponceau S 0,1% (p/v). 

Solution de transfert : Blotting buffer 1X ; ethanol 20% (v/v). 

Solution de polyacrylamide dénaturante : Acrylamide/Bisacrylamide (23,75/1,25) 25 % 

(p/v) ; TBE 1X ; urée 8 M.  

Solution de polyacrylamide native : Acrylamide/Bisacrylamide (38/2) 40 % (p/v) ; TBE 1X. 

Solution de bleu de dépôt agarose (6X) : EDTA 125 mM ; SDS 2 % (v/v) ; glycérol 25 % 

(v/v) ; bleu de bromophénol 0,12 % (p/v).  

Solution de bleu de formamide : EDTA 20 mM ; bleu de bromophénol 0,05 % (p/v) ; bleu 

de xylène cyanol 0,05 % (p/v) dans de la formamide désionisée.  

Solution de bleu de dépôt (non dénaturant) pour les expériences de retard sur gel (bleu 

CSB) : HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9 ; glycérol 40 % (v/v) ; bleu de bromophénol 0,05 % 

(p/v) ; bleu de xylène cyanol 0,03 % (p/v).  

Tampon d’élution : Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 ; NaCl 300 mM ; EDTA 1 mM ; SDS 1% .  
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3/ Anticorps 
 

Tous les anticorps utilisés au cours de ce travail sont répertoriés dans le 

Tableau VIII. 

 

II/ Méthodes 

 

1/ Culture cellulaire et technique de transfection 
 

1.1/ Le milieu de culture 
 

Toutes les lignées cellulaires sont cultivées dans le milieu DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (FBS), 10 U/ml de 

penicilline/streptomycine et 2,9 mg/ml de glutamine (Gibco). Les cellules sont cultivées sur 

des boîtes de 100 mm à 37°C, sous une atmosphère humide et à 5% de CO2.  

 

1.2/ La technique de transfection 
 
Les cellules, à environ 60% de confluence, sont transfectées avec 10 µg 

d’ADN, à l’aide du kit de transfection JetPEI (PolyPlus Transfection), selon les 

recommandations du fabricant. Après une nuit d’incubation avec l’ADN, les cellules sont 

lavées et remises en culture. 48 h. après la transfection, les cellules sont utilisées pour des 

expériences d’immunosélection.  

 

 
2/ Génération d’une lignée de cellules HeLa Tet-Off exprimant de manière stable 
la protéine Flag-Gemin2 

 

La génération d’une lignée exprimant de manière stable la protéine Gemin 2 

portant une étiquette Flag a été obtenue en suivant les recommandations du fabricant (BD 

Biosciences) et en accord avec les conditions précédemment établies par Pellizzoni et al. 

(Pellizzoni et al, 2002a), excepté que le système Tet-Off a été utilisé à la place du système 

Tet-On. Les cellules HeLa Tet-Off expriment de manière stable la protéine tTA, un activateur 
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Dénomination de l’anticorps Utilisation Origine 
Anti-SMN (2B1) anticorps monoclonal de souris 

(Liu & Dreyfuss, 1996) Immunoprécipitation 

Anti-SMN (62E7) anticorps monoclonal de souris 
Non publié 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/600ème 

Anti-Gemin2 (2E17) anticorps monoclonal de souris 
(Liu et al, 1997) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/300ème 

Anti-Gemin3 (12H12) anticorps monoclonal de souris 
(Charroux et al, 1999) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/1000ème 

Anti-Gemin4 (17D10) anticorps monoclonal de souris 
(Charroux et al, 2000) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/400ème 

Anti-Gemin5 (10G11)  anticorps monoclonal de souris 
(Gubitz et al, 2002) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/500ème 

G. Dreyfuss 
(Howard Hughes 
Medical Institute, 

Philadelphie, USA) 

Anti-Gemin6 (20H8) anticorps monoclonal de souris 
Non publié 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/20ème 

Anti-Gemin8 (1F8) anticorps monoclonal de souris 
(Carissimi et al, 2006a) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/50ème 

Anti-Unrip (3G6) anticorps monoclonal de souris 
(Carissimi et al, 2005) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/50ème 

L. Pellizzoni 
(Dubelcco Telethon 

Institute at the 
Institute of Cell 
Biology (CNR), 

Rome, Italie) 
Anti-Sm (Y12) anticorps monoclonal de souris 

(Lerner et al, 1981) 
Western-Blot 

Dilution utilisée : 1/500ème 

Anti-hnRNPA1 (4B10)  anticorps monoclonal de souris 
(Pinol-Roma et al, 1988) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 

1/1000ème 
Anti-hnRNPC1/C2 (4F4) anticorps monoclonal de 

souris 
(Choi & Dreyfuss, 1984a ; Choi & Dreyfuss, 1984b) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 

1/1000ème 
Anticorps non immunogène SP2/O Immunoprécipitation 

G. Dreyfuss 
(Howard Hughes 
Medical Institute, 

Philadelphie, USA) 

Anti-SRP54 anticorps monoclonal de souris Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/200ème 

BD Biosciences 

Anti-FMRP (1C3) anticorps monoclonal de souris 
(Devys et al, 1993) 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 1/100ème 

Anti-FMRP (7G1) anticorps monoclonal de souris 
(Brown et al, 2001) Immunoprécipitation 

H. Moine 
(IGBMC, 

Strasbourg, France) 

Anti-β-tubuline I anticorps monoclonal de souris Immunoprécipitation SIGMA 

 

Dénomination de l’anticorps Utilisation Origine 

Anticorps secondaires de souris (IgG), couplés à la 
péroxydase 

Western-Blot 
Dilution utilisée : 

1/10000ème 
Amersham 

 

Tableau VIII : anticorps primaires (A/) et secondaires (B/) utilisés au cours de ce travail 

 

A/

B/
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de transcription, dont l’activité dépend de la présence de tétracycline dans le milieu de 

culture. Dans ces cellules, il est donc possible de réguler l’expression d’un gène d’intérêt si 

celui-ci est sous le contrôle d’un promoteur portant l’élément TRE (Tetracycline Response 

Element) reconnu par le facteur tTA. Ces cellules (avec un taux de confluence d’environ 80%) 

ont été co-transfectées, par les plasmides pTRE2-FlagGemin2 et pTK-hyg dans des rapports 

variant de 5 à 20, à l’aide du kit CalPhosTM Mammalian Transfection (Clontech) selon les 

recommandations du fabricant. Environ 48 h. après la co-transfection, l’hygromycine a été 

ajoutée au milieu de culture à des concentrations variant de 100 à 400 μg/ml (milieu de 

sélection). La majorité des cellules ont commencé à mourir au bout de 4 à 5 jours, excepté 

celles ayant intégrées le gène de résistance à l’hygromycine. Après 2 à 4 semaines, des clones 

résistant à l’hygromycine sont apparus sur les boîtes. Tous les clones ont été isolés et repiqués 

et l’expression de la protéine Flag-Gemin2 a été vérifiée par la technique de Western-Blot. 

 

 

3/ Purification des complexes SMN 

 
3.1/ Principe 
 
Les complexes SMN sont purifiés comme, précédemment, décrit par Pellizzoni 

et al. (Pellizzoni et al, 2002a). Des extraits cellulaires totaux, préparés à partir des lignées 

HeLa Tet-Off exprimant de manière stable la protéine Flag-Gemin 2 et parentale, sont repris 

dans le tampon RSB 100 contenant 0,1% d’Igepal et des inhibiteurs de protéases (Roche). Les 

extraits sont brièvement soniqués et centrifugés à 10.000 rpm pendant 15 min. Les surnageant 

sont ensuite filtrés (0,22 µm) et ajoutés aux anticorps anti-Flag immobilisés sur billes 

d’agarose (Sigma) pendant 2 h. à 4°C. Les billes sont ensuite lavées dans le tampon RSB 100 

contenant 0,02% d’Igepal. Les billes sont encore lavées à 3 reprises avec le tampon RSB 500 

contenant 0,02% d’Igepal pendant 15 min à 4°C. Après 3 derniers lavages dans le tampon 

RSB 100 contenant 0,02% d’Igepal, les complexes SMN sont élués par déplacement 

compétitif des protéines Flag-Gemin2 des billes avec 0,5 mg/ml de peptides Flag (Sigma) 

dans le tampon RSB 100 contenant 0,02% d’Igepal pendant 1 h. à 4°C. La composition des 
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complexes SMN est ensuite analysée par électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS-

PAGE et révélée par coloration à l’argent et par Western-blot.  

 

3.2/ Analyse par coloration à l’argent 
 
La coloration à l’argent du gel est réalisée automatiquement (Hoefer Processor 

Plus, Amersham) et consiste à faire passer successivement 4 solutions différentes 

entrecoupées de lavages. La première étape consiste à fixer le gel pendant 20 min. dans la 

solution 1 (acide acétique 10% ; éthanol 20% (v/v)). Après 4 lavages successifs de 15 min., le 

gel est incubé pendant 1 min. dans la solution 2 (Na2S2O3 0,02% (p/v)). Après 2 lavages 

rapides, le gel est incubé pendant 30 min. dans la solution 3 (AgNO3 0,01% (p/v)). Le gel est 

ensuite rincé à l’eau et incubé avec la solution 4 (Na2CO3 2,5% (p/v) ; formaldéhyde 0,01% 

(v/v)). Cette dernière solution est appelée solution de développement, elle permet de révéler la 

présence des protéines séparées par électrophorèse. Le développement est, finalement, stoppé 

par l’ajout de la solution 1. 

 

 

4/ Techniques d’analyse par empreintes enzymatiques et chimiques 
 

4.1/ Préparation des ARN 
 

•  Production de transcrits non-radioactifs 

ADN matrice linéarisée            2 µg 

Tampon de transcription 5X (HEPES-KOH 400 mM, pH7,5 ; MgCl2 120 mM ;spermidine 10 mM ; 

DTT 200 mM )             

rNTP               25 mM de chaque 

T7 RNA polymérase purifiée d’E. coli (61 U/µl)       61 U 

H2O                 qsp 30 µl 

 
Le mélange est incubé 3 h. à 37°C, puis la DNase I (Amersham Pharmacia, 7,5 U) est ajoutée, 

et le mélange est, à nouveau, incubé 30 min. à 37°C. Les transcrits sont purifiés par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant 8%, puis élués une nuit à 4°C dans du 

tampon d’élution à forte concentration saline (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et 
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solutions d’usage courant), avant d’être précipités avec de l’ethanol 96% en présence d’acétate de 

sodium 0,3 M et 1 µg de glycogène. Les ARN sont ensuite repris dans de l’eau stérile. 

 

• Marquage des ARN à leur extrémité 5’ 

Déphosphorylation de l’extrémité 5’ des ARN 

ARN à déphosphoryler repris dans de l’eau stérile         8 µl 

Tampon CIP 10X (Tris-HCl 0,1 M, pH 7,5 ; MgCl2 0,1 M)        

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (Fermentas)          1U 

 
Les ARN sont incubés 1 h. à 37°C, extraits au phénol/chloroforme, puis précipités comme 

précédemment et repris dans de l’eau stérile. 

 

Marquage en 5’ des ARN 

ARN déphosphorylés repris dans de l’eau stérile         7 µl 

ATP [γ32P] (GE Healthcare, 3000 Ci/mmol)                10 µCi 

Tampon PNK (Tris/HCl 0,5 M, pH 7,6 ; MgCl2 100 mM ; DTT 50 mM ; Spermidine 1 mM ; EDTA 

1 mM)         

T4 polynucléotide kinase (MBI Fermentas, 10 U/µl)           10 U 

 
Le mélange est incubé 45 min. à 37°C, puis les transcrits sont purifiés par électrophorèse en 

gel de polyacrylamide dénaturant 8%, élués une nuit à 4°C dans un tampon d’élution (cf. I/ 

Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant), et précipités comme décrit 

précédemment. 

 

• Marquage des ARN à leur extrémité 3’ 

ARN purifié                    500 ng 

Tampon 10X (Hepes-KOH 250 mM, pH 7,9; MgCl2 90 mM ; DTT 15 mM ;BSA 50 μg/ml)   

ATP                   100 mM 

[5’-32P] pCp (GE Healthcare, 3000 Ci/mmol)                 10 µCi 

T4 ARN ligase (MBI Fermentas)                    20 U 

Le mélange est incubé une nuit à 4°C à l’abri de la lumière puis les transcrits sont purifiés par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant 8%, élués une nuit à 4 °C dans un tampon 
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d’élution (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant) et précipités comme 

décrit précédemment. 

 

• Production de transcrits radioactifs in vitro 

ADN à transcrire (plasmide linéarisé)         1 µg 

Tampon de transcription 5X (HEPES-KOH 400 mM, pH7,5 ; MgCl2 120 mM ; spermidine 10 

mM ; DTT 200 mM )                             

rNTP (rATP, rCTP, rGTP)           10 mM de chaque 

UTP (0,5 mM)                  0,5 mM 

αUTP [32αP] (GE Healthcare, 800 Ci/mmol)                10 µCi 

RNasin (RNA guard Pharmacia Biotech)                35,7 U 

T7 RNA polymérase purifiée d’E. coli         61 U 

H2O                 qsp 15 µl 

Le mélange est incubé 3 h. à 37°C, puis la DNase I (Amersham Pharmacia, 7,5 U) est ajoutée, 

et le mélange est, à nouveau, incubé 30 min à 37°C. Les transcrits sont purifiés par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant 8%, élués une nuit à 4°C dans un tampon 

d’élution (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant), extraits au 

phénol/chloroforme, puis précipités comme précédemment. Les ARN sont ensuite repris dans 

de l’eau stérile. 

 

 

4.2/ Analyse de la structure secondaire d’un ARN en solution par utilisation 
de sondes enzymatiques (Figure 41) 
 

La RNase T1 hydrolyse spécifiquement les ARN en 3’ des résidus guanines, 

préférentiellement dans les segment non appariés, lorsqu’elle est utilisée en conditions 

limitantes. La RNase T2 hydrolyse préférentiellement les régions en simple-brin, lorsqu’elle 

est utilisée en conditions limitantes. Cette enzyme agit sans spécificité vis-à-vis des
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Figure 41 : La cartographie des ARN en solution 
 
A/ Caractéristiques et spécificité d'action des sondes chimiques et enzymatiques utilisées pour la 
cartographie des ARN en solution. Les sondes chimiques ou enzymatiques utilisées au laboratoire, leurs 
poids moléculaires (PM), leurs cibles, les produits générés et des informations complémentaires sont 
indiqués dans ce tableau. B/ Représentation schématique des positions modifiées au sein des ARN par 
l’action des sondes chimiques et des liaisons phosphodiesters coupées par l’action des sondes enzymatiques. 

B/

A/
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nucléotides et, comme la RNase T1, libère des fragment avec des extrémités 3’-phosphate (3’-

P) et 5’-hydroxyle (5’-OH). La RNase V1 hydrolyse préférentiellement les régions en double-

brin et les régions structurées par empilement de bases, ceci avec peu de spécificité vis-à-vis 

de l’identité des résidus. Elle libère des fragment avec des extrémités 3’-OH et 5’-P. 

 

 

Pour l’étude de la structure d’ARN transcrits in vitro et marqués radioactivement à leur 

extrémité 3’, et pour la mise en évidence des nucléotides protégés contre l’action des RNAses 

par le complexe SMN, les mélanges réactionnels suivant sont réalisés : 

 

Cas n°1 : étude de la structure d’ARN transcrits in vitro et marqués radioactivement à leur 

extrémité 3’ : 

ARN marqué en 3’ (25 fmol)          25.000 cpm 

ARNt de levure            2 µg 

Tampon (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; MgCl2 2,5 mM ; KCl 100 mM)         qsp 40 µl 

 

Cas n°2 : mise en évidence des nucléotides protégés contre l’action des RNAses par le 

complexe SMN :  

ARN marqué en 3’ (25 fmol) ou ARN marqué en 3’ et fixé au complexe 

SMN (comme décrit 3.2/ Analyses des interactions ARN/complexe SMN)      10.000 cpm 

ARNt de levure            5 µg 

Tampon RSB 100                qsp 50 µl 

 

Les ARN sont renaturés 5 min. à 65°C, puis 10 min. à température ambiante. Les enzymes 

T1, T2 ou V1 (cas n°1) ou T1, A et V1 (cas n°2) sont ensuite ajoutées et leur action est arrêtée 

après 10 min. d’incubation à 30°C, en placant le mélange réactionnel à 4°C et en ajoutant une 

solution d’arrêt (EDTA 4,8 mM ; ARNt 20 µg). Un témoin sans enzyme est également réalisé 

afin de distinguer les coupures naturelles de l’ARN de celles générées par les enzymes et un 

témoin sans complexe SMN est également réalisé dans le cas n°2. L’arrêt des réactions est 

suivi d’une extraction au phénol/chloroforme puis d’une précipitation à l’ethanol à 96% en 

présence d’acétate de sodium 0,3 M final. Le culot d’ARN est lavé avec de l’ethanol à 70%, 
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séché, puis repris dans du bleu de formamide. Une hydrolyse statistique de l’ARN est réalisée 

en incubant 25.000 cpm d’ARN marqué en 5’ avec du bicarbonate de sodium 10 mM (pH 9,2) 

durant 5 min. à 96°C et par la RNase T1 (2 U) durant 10 min. à 65°C dans le tampon citrate 

(citrate 20 mM ; EDTA 1 mM ; urée 7M ; xylène cyanol 0,05% (p/v); bleu de bromophénol 

0,05% (p/v)). Le profil de fractionnement des produits des coupures enzymatiques est révélé 

par fluorographie après électrophorèse sur gel de polyacrylamide dénaturant à 7%. 

 

 

Pour la mise en évidence des nucléotides inpliqués dans l’interaction avec le complexe SMN 

purifié, les ARN marqué en 3’ sont d’abord soumis à une hydrolyse alcaline ménagée. 

Les ARN sont renaturés 5 min à 65°C, puis 10 min à température ambiante. La  RNase T1est 

ensuite ajoutée et son action est arrêtée après 10 min. d’incubation à 30°C, en incubant le 

mélange réactionnel à 4°C et en ajoutant une solution d’arrêt (EDTA 4,8 mM ; ARNt 20 µg). 

Un témoin sans enzyme est également réalisé afin de distinguer les coupures naturelles de 

l’ARN de celles générées par l’enzyme. L’arrêt des réactions est suivi d’une extraction au 

phénol/chloroforme puis d’une précipitation à l’ethanol à 96% en présence d’acétate de 

sodium 0,3 M final. Le culot d’ARN est lavé avec de l’ethanol à 70%, séché, puis repris dans 

du bleu de formamide. Une hydrolyse statistique de l’ARN est réalisée comme indiqué 

précédemment. 

 

 

Pour l’étude de la structure d’ARN transcrits in vitro et non marqués radioactivement, le 

mélange réactionnel suivant est réalisé : 

Transcrit froid                    1 pmol 

ARNt de levure           2 µg 

Tampon (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; MgCl2 2,5 mM ; KCl 100 mM)         qsp 40 µl 

Les ARN sont renaturés 5 min. à 65°C, puis 10 min. à température ambiante. Les enzymes T1 

(1 et 2U), T2 (1 et 2U) ou V1 (0,02U et 0,04U) sont ensuite ajoutées et leur action est arrêtée 

après 10 min. d’incubation à 30°C, par incubation du mélange réactionnel à 4°C et ajout 

d’une solution d’arrêt (EDTA 4,8 mM ; ARNt 20 µg). Un témoin sans enzyme est également 

réalisé afin de distinguer les coupures naturelles de l’ARN de celles générées par l’enzyme. 
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L’arrêt des réactions est suivi d’une extraction au phénol/chloroforme puis d’une précipitation 

à l’ethanol à 96% en présence d’acétate de sodium 0,3 M final. Le culot d’ARN est lavé avec 

de l’ethanol à 70%, séché, puis repris dans de l’eau stérile. Le profil de fractionnement des 

produits des coupures enzymatiques est révélé par extension d’amorce sur 1 µl d’ARN clivés 

comme décrit ci-après. 

 

 

• Analyse par extension d’amorce (Figure 42) 
 
Marquage de la sonde  

ATP [γ32P] (GE Healthcare, 10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol)              10 µCi 

Oligonucléotide à marquer                15 pmol 

Tampon de phosphorylation 10X (Tris/HCl 0,5 M, pH 7,6 ; MgCl2 100 mM ; DTT 50 

mM ;Spermidine 1 mM ; EDTA 1 mM )        

T4 polynucléotide kinase (MBI Fermentas)                   10 U 

H2O stérile                qsp 10 µl 

Le mélange réactionnel est incubé 45 min. à 37°C. Les amorces marquées sont purifiées par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant à 10%, éluées une nuit à 37°C dans un 

tampon d’élution (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant) et 

précipitées comme décrit précédemment. Les amorces sont ensuite reprises dans de l’eau 

stérile à 100 cps/µl. 

 

Hybridation de l’amorce 

Oligonucléotide marqué                   100 cps 

Transcrit               1 µl 

Tampon de l’enzyme AMV 10X (Tris-HCl 50 mM pH 8,3 ;  KCl 40 mM ; MgCl2 6 mM)     

H2O stérile              qsp 2,5 µl 

 

Incubation 10 min. à 65°C, puis 10 min. dans la glace. 
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Figure 42 : Principe de la cartographie chimique ou enzymatique des ARN 
 
Stratégie expérimentale pour l'identification des coupures ou des modifications de l'ARN par élongation 
d'amorce par la transcriptase inverse. Les étoiles de couleur rouge représentent les modifications ou les 
coupures statistiques générées dans l'ARN. Les ronds jaunes représentent l'extrémité 5' marquée 
radioactivement de l'amorce. La transcriptase inverse est schématiquement représentée par des cercles de 
couleur grise. 
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Elongation et séparation 

dNTP                5 mM de chaque 

Tampon de l’enzyme AMV 10X (voir ci-dessus)      

AMV Réverse transcriptase (Quantum Appligene)                  20 U 

H2O stérile               qsp 2,5 µl 

 

Pour un séquençage, ajouter l’un des ddNTP             0,5 mM 

 

Le mélange est incubé 30 min. à 42°C et la réaction est arrêtée par l’ajout de bleu de 

formamide (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant). Les échantillons 

sont chauffés 2 min. à 96°C, puis plongés dans la glace avant d’être déposés sur un gel de 

polyacrylamide dénaturant à 7%. 

 

 

4.3/ Analyse de la structure secondaire d’UN ARN en solution par utilisation 
de sondes chimiques 
 

Le DMS (Diméthyl Sulfate) (Aldrich, 10,6 M) est un agent chimique qui 

méthyle l’adénine en position N-1, la cytosine en position N-3 et la guanine en position N-7 

(Figure 41). Le CMCT (N-Cyclohexyl-N’-[2-(N-Méthylmorpholino)-éthyl] Carbodiimid-4-

Toluonosulfonate) (Flukachemika) modifie les positions N3-U et à un plus faible degré N1-G, 

et le kéthoxal forme un pont entre les positions N1-G et N2-G (Figure 41). 

 

Pour l’étude de la structure d’ARN transcrits in vitro, le mélange suivant est réalisé : 

Transcrit froid                    1 pmol 

ARNt de levure            2 µg 

Tampon de réaction 10X*          

H2O stérile                qsp 40 µl 

 

*Le tampon de réaction dépend du réactif chimique utilisé. Dans le cas du DMS et du 

kéthoxal, le tampon cacodylate 10X est ajouté (cacodylate de Na 500 mM, pH 7,5 ; KCl 1 M ; 
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MgCl2 25 mM), et dans le cas du CMCT, le tampon borate 10X est utilisé (borate de Na 500 

mM, pH 8 ; KCl 1 M ; MgCl2 25 mM).  

Le mélange est incubé 8 min. à 30°C. Les agent modifiant ont été ajoutés dans les conditions 

suivantes : kéthoxal (1,8 µg/µl et 4,6 µg/µl), DMS (0,25 µl et 0,5 µl ), CMCT (8,4 µg/ µl et 21 

µg/µl). La réaction est réalisée pendant 8 min. à 30°C dans le cas des modifications au DMS 

et au CMCT et pendant 10 min. dans le cas des modifications au kéthoxal. La réaction est 

arrêtée par l’ajout du tampon G stop (Tris-acétate 1 M, pH 7,5 ; acétate Na 1,5 M ; β-

mercapto-ethanol 1 M ; EDTA 0,1 mM) dans le cas des modifications au DMS, par l’ajout de 

borate de potassium 0,5 M dans le cas des modifications au CMCT. Pour les 3 types de 

réaction, l’acétate de sodium 0,3 M est ajouté après l’extraction des ARN par un mélange 

phénol/chloroforme de façon à les précipiter dans l’ethanol 96% en présence de 1 µg de 

glycogène. Les ARN modifiés sont repris dans de l’eau stérile.  

 

L’analyse des modifications chimiques, par extension d’amorce, est réalisée sur 1 µl d’ARN 

comme décrit dans le paragraphe précédent (cf. 4.2/ Analyse de la structure secondaire d’ARN en 

solution par utilisation de sondes enzymatiques (Figure 43)). Pour chaque condition, un témoin sans 

agent modifiant est réalisé. 

 

 

4.4/ Recherche de modèles de structure secondaire : utilisation du logiciel 
Mfold 

 
Ce logiciel, fourni par le Genetics Computer Group de l’Université de Madison 

(USA), est basé sur le programme de recherche de structures secondaires et a été établi par 

Jaeger et al. (Jaeger et al, 1989). Ce logiciel tient compte des estimations de la stabilité 

thermodynamique des appariement de bases de l’ARN à 0°C dans une solution de NaCl 1M. 

L’intérêt d’utiliser la version Squiggles est de pouvoir imposer, au cours de la recherche 

d’une structure secondaire potentielle, des contraintes de structuration en simple et double 

brin, correspondant aux données acquises expérimentalement. Ce logiciel est disponible à 

l’adresse suivante : http://mfold.bioinfo.rpi.edu/. 
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5/ Production de protéines recombinantes et analyse des interactions 
proteines/protéines in vitro 
 

5.1/ Production de protéines recombinantes chez E. coli 
 

• Transformation des bactéries  

Des bactéries E. coli BL21(DE3) pLysS (cf. I/ Matériels 1/ Les souches et plasmides utilisés) sont 

transformées avec 10 à 20 ng de plasmides de type pET28-b (étiquette histidine) ou pGEX 

(fusion GST) portant les séquences codant les protéines à produire. 

 

• Culture bactérienne 

Les bactéries sont cultivées dans le milieu LB (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et 

solutions d’usage courant) en présence d’un antibiotique de sélection. La production de la protéine 

est induite par l’ajout d’IPTG (1 M) dans le milieu de culture. 

 

• Purification des protéines fusionnées à une étiquette 
 • Préparation des extraits bactériens 

Les cultures sont centrifugées 10 min. à  4.000 rpm et les culots sont lavés 2 fois avec du 

tampon PBS (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant). Après le second 

lavage, le culot est repris dans 20 ml de tampon de lyse (RSB 100/1% Triton/Inhibiteur de 

protéase). La solution est ensuite soumise à une sonication (4 fois 1 min., Duty Cycle 50%, 

Output 5 entrecoupé d’arrêt de 1 min. dans la glace) puis centrifugée 8 min. à 10.000 rpm. 

 

• Préparation des billes 

500 µl de billes Ni-NTA Agarose (Qiagen) sont utilisées pour la production de protéines 

étiquetées histidine et 500 µl de billes de glutathion couplée à la G-sépharose (Amersham 

Biosciences) pour la production de protéines fusionnées à la GST. Ces billes sont lavées 3 fois 

avec du tampon de lyse sans inhibiteurs de protéases. 

 

• Incubations des extraits bactériens avec les billes 

Les extraits sont ajoutés aux billes et incubés en rotation pendant 1 à 2 h. à 4°C. Après 

incubation, les billes sont lavées 3 fois avec du tampon PBS. 
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Les protéines fixées aux billes sont conservées à -20°C dans une solution PBS/glycérol 50% 

(v/v). 

 

• Elution et dialyse  

◘  Les protéines portant une étiquette histidine sont éluées par traitement des billes avec 500 

µl de tampon d’élution (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; NaCl 300 mM ; Imidazole 250 mM) sous 

agitation pendant 10 min. Deux élutions successives sont réalisées. Les élutions sont réunies 

et dialysées contre 2 l de tampon de reconstitution (HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9 ; KCl 50 

mM ; MgCl2 5 mM ; EDTA 0,2 mM glycérol 10% (v/v)) sous agitation pendant une nuit à 

4°C. 

◘  Les protéines fusionnées à la GST sont éluées par traitement des billes avec 200 µl de 

tampon d’élution (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ; KCl 150 mM ; Glutathion 50 mM) sous 

agitation pendant 10 min. Quatre élutions successives sont réalisées. Les quatre élutions sont 

réunies et dialysées contre 2 l de tampon de reconstitution (HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9 ; 

KCl 50 mM ; MgCl2 5 mM ; EDTA 0,2 mM glycérol 10% (v/v)) sous agitation pendant une 

nuit à 4°C. 

 

• Clivage des protéines de fusion 

La GST est clivée de la protéine de fusion dans le tampon de coupure (Tris-HCl 20 mM, pH 

7,5 ; NaCl 300 mM ; CaCl2 2,5 M ; DTT 1 mM) en présence de thrombine (5 U, Novagen) 

pendant une nuit à température ambiante. 

 

• Estimation de la qualité de la protéine produite 

La qualité et la quantité des protéines produites est estimée en déposant des quantités 

variables de protéines sur gel SDS-PAGE en parallèle d’une protéine de concentration connue 

(BSA, New England Biolabs). Les protéines sont ensuite révélées par coloration au bleu de 

Coomassie (bleu de Coomassie 0,25%, ethanol 50% et acide acétique 10%). 
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5.2/ Production de protéines recombinantes dans un lysat de réticulocytes de 
lapin ou dans un extrait d’E.coli 
 

La protéine SMN et ses mutant, les protéines Gemin 2 à 8, unrip, la protéine 

FMRP et ses mutant, les protéines FXR1P, FXR2P, snurportin-1 et Sm B sont produites en 

présence de [35S] méthionine ou de [35S] cyctéine (GE Healthcare, 10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol) 

dans un lysat de réticulocytes de lapin ou dans un extrait d’E. coli selon les recommandations 

du fabricant (Promega). Pour inhiber la méthylation des arginines, le lysat de réticulocytes de 

lapin est préalablement incubé avec des concentrations variables d’inhibiteur de méthylation : 

S-adenosyl-L-homocysteine (250 µM et 500 µM) (SAH, Sigma) à température ambiante 

pendant 10 min avant l’ajout de la matrice ADN.  

 

 

5.3/ Analyse des interaction protéines/protéines in vitro 
 
Pour toutes les expériences d’interaction protéines/protéines réalisées, in vitro, 

4 µg de protéines fusionnées à la GST et fixées à des billes de G-sépharose couplées au 

glutathion ou étiquetées histidine et fixées à des billes Ni-NTA Agarose sont utilisés. Ces 

protéines sont incubées avec des protéines produites dans un lysat de réticulocytes de lapin ou 

dans un extrait d’E. coli, comme indiqué précédemment dans le tampon RSB 200 contenant 

0,05% d’Igepal, ou incubées avec le complexe SMN dans le tampon RSB 100 contenant 

0,02% d’Igepal pendant 2 h. à 4°C. Pour chaque expérience, la RNase A (0,2 mg/ml) est 

préalablement ajoutée au produit de traduction et incubée pendant 15 min à 30°C. Après 

incubation, les billes sont lavées 5 fois dans le tampon d’incubation et les protéines fixées 

sont éluées en ajoutant 20 µl de bleu de dépôt SDS-PAGE (Tris-HCl 125 mM, pH 6,8, SDS 

4% (p/v), glycérol 20%, 3.7 M β-mercaptoethanol) et en chauffant 6 min à 96°C. Les 

protéines sont ensuite analysées par électrophorèse en gel SDS-PAGE suivie d’une 

fluorographie ou par Western-Blot. 
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6/ Techniques d’analyse des interactions ARN/protéine(s) 

 

6.1/ Analyses de complexes ARN/protéines par expérience de retard sur gel 
 
La formation d’un complexe entre un ARN et une protéine peut être visualisée 

par un retard de migration de l’ARN complexé par rapport à l’ARN libre sur un gel natif. 

Pour cela, un ARN marqué à homogénéité est produit par transcription in vitro (cf. II/ Méthodes, 

4.1/ Préparation des ARN). 

 

• Formation des complexes ARN/protéine recombinante 

Après renaturation des ARN 5 min. à 65°C, puis 15 min. à température ambiante, les 

complexes ARN/protéine sont formés dans le tampon de retard sur gel (HEPES-KOH 20 mM, 

pH 7,9 ; NaCl 80 mM ; MgCl2 8 mM ; EDTA 1 mM ; DTT 1 mM ; glycérol 15% (v/v)) en 

incubant 45 min. à 4°C, 5 fmol d’ARN marqués à uniformité en présence de concentrations 

croissantes en protéines (de 0 à 2 µM), et de 1,5 µg d’ARNt de levure (Roche Molecular 

Biochemicals). Le mélange réactionnel suivant est réalisé : 

ARN radioactif (5 fmol)             5000 cpm 

Tampon de retard sur gel (HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9 ; NaCl 80 mM ;  

MgCl2 8 mM ; EDTA 1 mM ; DTT 1 mM ; glycérol 15% (v/v))      

ARNt de levure                    1,5 µg 

H2O                 qsp 15 µl 

Ajout de protéine à la concentration souhaitée.  

 

• Formation de complexes ARN/protéines dans un extrait cellulaire total 

Après renaturation des ARN 5 min. à 65°C, puis 15 min. à température ambiante, les 

complexes ARN/protéines sont formés dans le tampon RSB 100 (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de 

culture, tampons et solutions d’usage courant) en incubant 30 min. à 4°C, 5 fmol d’ARN marqué 

uniformément en présence de concentrations croissantes d’extrait total de cellules HeLa, de 1 

µg d’ARNt de levure (Roche Molecular Biochemicals), d’ATP (3 mM)et de MgCl2 (4 mM). 

Le mélange réactionnel suivant est réalisé : 

ARN radioactif (5 fmol)             5000 cpm 

RSB 100             10 µl 
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ARNt de levure                    1,5 µg 

ATP                    50 mM 

RNasin (Amersham)                    26,2 U 

H2O                 qsp 16 µl 

1 ou 2 µl d’extrait total de cellules HeLa est ajouté à ce mélange.  

 

• Fractionnement par électrophorèse en gel natif 

Du bleu CSB (cf. I/ Matériels 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant) est ajouté au 

mélange réactionnel ayant servi à former les complexes. L’échantillon est ensuite déposé sur 

un gel de polyacrylamide natif 6% (acrylamide/bisacrylamide 38/2), en présence de glycérol 

0,5% et de TBE 0,5X. L’électrophorèse est réalisée à 100 V/cm et à 4°C. Ainsi, les complexes 

[ARN/protéine] formés sont retardés dans leur migration par rapport aux ARN libres. 

 

 

6.2/ Analyses des interactions ARN/complexe SMN  
 
6.2.1/ Analyses à partir du complexe SMN purifé 

 
• Purification du complexe SMN 
Le complexe SMN est purifié comme décrit précédemment (cf. II/ Méthodes, 3/ Purification des 

complexes SMN). Chaque purification permet de réaliser deux analyses d’interaction entre le 

complexe SMN et les ARN. 

 

• Incubation du complexe SMN fixé aux billes avec les ARN  
Après avoir divisé les billes en deux lots, le mélange réactionnel suivant est réalisé : 

Complexe SMN purifié sur billes 

RSB 100 + 0,01% d’Igepal          50 µl 

ARNt de levure          15 µg 

20.000 cpm d’ARN marqués à homogénéité, produits par transcription in vitro (cf. II/ Méthodes, 

4.1/ Préparation des ARN) et préalablement renaturés 5 min. à 65°C, puis 15 min. à température 

ambiante, sont ajouté.  

Le mélange est incubé pendant 30 min. à 4°C sous agitation. L’incubation est suivie par 3 

lavages rapides avec le tampon RSB 100 contenant 0,01% d’Igepal. 
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• Elution et analyse des ARN 

Les transcrits sont élués par un traitement de 45 min. à température ambiante avec la 

protéinase K (20 mg/ml) (Roche) dans 300 μl de tampon PK (Tris-HCl 20 mM pH 7,5 ; 

EDTA 25 mM, pH 7,4 ; NaCl 0,3 M ; SDS 2% (v/v)), suivie d’une extraction au phénol. Les 

ARN sont ensuite précipités comme décrit précédemment et analysés par électrophorèse en 

gel de polyacrylamide dénaturant 10%, suivie d’une fluorographie. 

 
6.2.2/ Analyses par RT-PCR 

 
• Principe 
A partir d’un extrait total de cellules SH-SY5Y, le complexe SMN est immunosélectionné 

grâce à un anticorps (2B1) dirigé contre la protéine SMN (cf. Tableau VIII). Un mélange 

d’anticorps issus de souris non immunisées (SP2/O) est utilisé comme contrôle négatif (cf. 

Tableau VIII).  

 

• Préparation des billes 

Pour une réaction d’immunosélection, 30 μl de billes G-sépharose (Sigma) sont lavées 3 fois 

avec le tampon RSB 250 contenant 0,05% d’Igepal et incubées sous agitation 1h. à 4°C avec 

8 μl d’anticorps 2B1 ou 5 μl d’anticorps SP2/O dans 500 μl de tampon RSB 250 contenant 

0,05% d’Igepal. Les billes sont ensuite lavées 3 fois dans le même tampon afin d’éliminer les 

anticorps non fixés aux billes.  

 

• Préparation des extraits totaux et immunosélection 
Un extrait total est préparé dans le tampon de RSB 250 contenant 0,05% d’Igepal et filtré 

(0,22 μm). 5% de l’extrait cellulaire sont conservés pour être directement fractionnés par 

électrophorèse. Les billes sont ensuite incubées avec le reste de l’extrait pendant 2h. sous 

agitation à 4°C, puis lavées dans le tampon RSB 250 contenant 0,02% d’Igepal. 

 

• Elution et analyse des ARN 

Après immunosélection, les ARN fixés au complexe SMN sont élués par un traitement de 45 

min. à température ambiante avec la protéinase K (20 mg/ml) (Roche) dans 300 μl de tampon 
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PK (Tris-HCl 20 mM pH 7,5 ; EDTA 25 mM, pH 7,4 ; NaCl 0,3 M ; SDS 2% (v/v)), suivie 

d’une extraction au phénol. Les ARN sont ensuite précipités et analysés par RT-PCR. 

 

Conversion des ARN sélectionnés en ADN complémentaires par RT-PCR 

Hybridation de l’oligonucléotide complémentaire de l’extrémité 3’ des ARN sélectionnés 

ARN sélectionnés (voir ci-dessus)           5 µl 

Oligonucléotide 3’                    0,5 µg 

Tampon AMV 10X (Tris-HCl 50 mM pH 8,3 ; KCl 40 mM ; MgCl2 6 mM)     

H2O                 qsp 15 µl 

Le mélange réactionnel est incubé 10 min. à 65°C puis refroidi dans la glace. 

 
 
Réaction de transcription inverse 

Mélange réactionnel précédent         15 µl 

dNTP                 5 mM de chaque 

Tampon AMV 10X (voir ci dessus)        

AMV Réverse transcriptase (Quantum Appligene)         5 U 

H2O                 qsp 10 µl 

Le mélange réactionnel est incubé 45 min. à 42°C. 

 
 
Amplification des ADN complémentaires synthétisés 

Mélange réactionnel précédent            2 µl 

Oligonucléotide 5’ (tableau IX)                 100 ng 

Oligonucléotide 3’(tableau IX)                 150 ng 

Tampon DyNAzyme 10X (Tris-HCl 10 mM, pH 8,8 ; KCl 50 mM ; Triton X-100 0.1 %)  

dNTP                 5 mM de chaque 

DyNAzyme (Finnzymes)            2 U 

H2O                 qsp 50 µl 
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Numéro Séquence 5’ vers 3’ Informations 
complémentaires 

3929 TTGTTGCTTTGAGGGAAAGTTACGCTTAT 
Complémentaire aux 
nucléotides 158-185 de 
l’ARN BC200 

2943 ATAAAAAGCTTTAATACGACTCACTATAGGCCGGGC
GCGGTGGCTCA 

Identique aux 
nucléotides 1-19 de 
l’ARN BC200 

HUISm AGTCCCCCACTACCACAAATT 
Complémentaire aux 
nucléotides 145-125 du 
snRNA U1 

3514 GGGAGATACCATGATCACGAA 
Identique aux 
nucléotides 16-36 du 
snRNA U1 

550 GTGTCATCCTTGCGCAGGGG 
Complémentaire aux 
nucléotides 60-79 du 
snRNA U6 

3513 CGCTTCGGCAGCACATATAC 
Identique aux 
nucléotides 6-25 du 
snRNA U6 

 

Tableau IX : oligonucléotides utilisés pour les expériences de RT-PCR 
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Le mélange est soumis au programme PCR suivant : 

Dénaturation : 4 min à 94°C 

Dénaturation : 30 sec à 94°C 

Hybridation : 1 min à 60°C             cycle reproduit 29 fois 

Elongation : 2 min à 72°C 

Terminaison : 5 min à 72°C 

Les produits PCR amplifiés sont ensuite analysés par électrophorèse en gel d’agarose 1% 

après l’ajout de bleu de dépôt agarose (6X) (cf. I/ Matériels, 2/ Milieux de culture, tampons et solutions 

d’usage courant).  

 

 
6.2.3/ Technique de micro-injection dans les oocytes de X. Laevis 
 

• Produits et solutions 

◘ Phénoxy-ethanol (Sigma) 

◘ Collagénase (Sigma) 

◘ Solution OR-2 10X sans Ca2+ 

 NaCl 825 mM 

 KCl 25 mM 

 MgCl2, 6H2O 10 mM 

 Na2HPO4 10 mM 

 HEPES-KOH     50 mM, pH 7,8 

  

• Mode opératoire 

La femelle est endormie dans une solution de phénoxy-ethanol à 2 mg/ml. Elle est ensuite 

ouverte au scalpel sur le coté droit ou gauche en position ventrale de façon à faire sortir un ou 

deux lobes d’oocytes des ovaires. La femelle est finalement recousue et réveillée sous l’eau 

courante. Les sacs ovariens sont ouverts et placés dans la solution OR-2 supplémentée avec 1 

mM de CaCl2 jusqu’au traitement par la collagénase. Afin de défolliculer les oocytes, les sacs 

ovariens sont traités avec 5000 U de collagénase préparée dans la solution OR-2 sans calcium 

pendant 30 min. Les sacs ovariens sont ensuite rincés dans la solution OR-2 supplémentée 
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avec 1 mM de CaCl2 afin d’inhiber l’action de la collagénase. Les ovocytes sont ensuite 

extraits de leur enveloppe de cellules folliculaires à l’aide de pinces fines. Les oocytes sont 

finalement stockés à 16°C dans la solution OR-2 supplémentée avec 1 mM de CaCl2 jusqu’à 

leur utilisation. 

 

• Micro-injection 

 • Préparation des ARN à injecter 

ADN à transcrire (plasmide linéarisé)         1 µg 

Tampon de transcription 5X (HEPES-KOH 400 mM, pH7,5 ; MgCl2 120 mM ;   

spermidine 10 mM ; DTT 200 mM )                          

rNTP (rATP, rCTP, rGTP)           10 mM de chaque 

UTP                   0,5 mM 

αUTP [32P] (GE Healthcare, 3000 Ci/mmol )                10 µCi 

RNasin (RNA guard Pharmacia Biotech)                35,7 U 

T7 RNA polymérase (Promega)           2 U 

H2O                 qsp 15 µl 

Le mélange est incubé 2 h. à 37°C. Les transcrits sont purifiés sur colonnes G25 de 1 ml 

("mini Quick Spin Oligo Colums", Roche), puis précipités sans glycogène. Les ARN sont 

ensuite repris dans 4 µl d’eau stérile et dilués à 100.000 cpm/µl. 

 
• Micro-injection des ARN et des anticorps 

Les injections des ARN sont réalisées dans le noyau des oocytes et l’injection des anticorps 

dans le cytoplasme. Le volume d’injection est de 19,4 nl/oocytes. Avant injection, les oocytes 

sont centrifugés 15 min. à 1.000 rpm afin de faire remonter le noyau à la surface de pôle 

animal des oocytes. Les injections sont réalisées grâce à un injecteur Nanoject (Drummond). 

Après injection, les oocytes sont incubés à 16°C.  

 

• Dissection des oocytes et préparation des fractions nucléaires et cytoplasmiques 

Après incubation, les oocytes sont disséqués dans le tampon RSB 100-G (RSB100 contenant 

10% de glycérol (v/v)) afin de séparer le noyau (fraction nucléaire : FN) du cytoplasme 

(fraction cytoplasmique : FC) des oocytes. Les fractions sont ensuite homogénéisées dans 400 
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µl de tampon RSB 150 et centrifugées 10 min à 10.000 rpm. Les surnageant servent ensuite 

pour les expériences d’immunsélection. 

 
 
• Préparation des billes et immunosélection 
Les billes sont préparées comme décrit précédemment et incubées avec les fractions 

nucléaires, cytoplasmiques ou totales pendant 1 h. à 4°C. Les billes sont ensuite lavées 3 fois 

dans le tampon RSB 150 (cf. I/ Matériels, 2/ Milieux de culture, tampons et solutions d’usage courant). 

 

• Elution et analyse des ARN 

Les ARN fixées aux billes sont élués par un traitement de 45 min. à température ambiante 

avec la protéinase K (20 mg/ml) (Roche) dans 300 μl de tampon PK (Tris-HCl 20 mM pH 

7,5 ; EDTA 25 mM, pH 7,4 ; NaCl 0,3 M ; SDS 2% (v/v)), suivie d’une extraction au phénol. 

Les ARN sont ensuite précipités et analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

dénaturant 10%, suivie d’une fluorographie. 
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Résultats-Perspectives 
 

Cette partie sera divisée en trois chapitres. Je décrirai tout d’abord la mise en 

évidence d’une interaction entre les protéines SMN et FMRP (Publication). J’expliciterai 

ensuite les résultats que j’ai obtenus sur l’ARN BC200 : (i) l’étude de sa structure secondaire, 

(ii) son interaction avec le complexe SMN et (iii) les résultats préliminaires de son interaction 

avec la protéine hnRNP-A2. Dans le troisième et dernier chapitre, je décrirai les différents 

résultats qui nous permettent d’émettre l’hypothèse d’un rôle du complexe SMN dans 

l’assemblage de la particule SRP. Les données obtenues et les perspectives d’études 

qu’ouvrent mes travaux seront discutées séparément pour chacun de ces volets de recherche. 

 

 

 

Chapitre I : Mise en évidence et caractérisation d’une interaction 
entre le complexe SMN et la protéine FMRP 
 
 
 
 

I/ Intérêt de l’étude dans le contexte actuel des connaissances  
 
Comme décrit en introduction et dans la description des objectifs, un grand 

nombre de granules se déplacent dans les axones et les dendrites. Ces granules contiennent 

des ARNm dont la traduction est réprimée. Les protéines SMN et FMRP ont été observées 

dans certains de ces granules, mais aucun lien ni physique, ni fonctionnel n’avait été postulé 

jusque là ; probablement parce que la déficience en l’une ou l’autre de ces protéines ne 

conduit pas au même type de pathologie. Néanmoins, différentes observations suggèrent un 

rôle possible de la protéine SMN et peut-être du complexe SMN, dans l’assemblage, le 

transport et la traduction des ARNm dans les neurones (pour revues, Monani, 2005 ; Briese et 

al, 2005 ; Pellizzoni, 2007). La protéine FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein), dont 

l’absence provoque le syndrome de l’X fragile, une des formes héréditaires la plus fréquente 

de retard mental, est connue pour être impliquée dans la régulation de la traduction (pour 
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revue, Bardoni et al, 2006). La participation de ces deux protéines dans ces processus 

soulevait la question de leur interaction possible. Par ailleurs, on peut supposer que l’intégrité 

des granules véhiculés par les molécules moteurs, dans les axones et les dendrites, repose sur 

des interactions protéines/protéines et ARN/protéines. Comme décrit en introduction, la 

composition de ces granules reste encore mal connue. Il nous a donc paru intéressant de tester 

si la protéine FMRP pouvait interagir directement avec la protéine SMN sous forme isolée ou 

au sein du complexe SMN. Ce travail est présenté sous forme de publication, mais nous 

détaillerons, en introduction de l’article, notre stratégie expérimentale, en détaillant certaines 

expériences non décrites dans l’article. 

 
 
 
 

II/ Stratégie utilisée pour étudier l’interaction entre la protéine 
FMRP et le complexe SMN  
 
1/ Recherche de l’association du complexe SMN avec la protéine FMRP dans des 
extraits de cellules neuronales  
 

Il fallait tout d’abord tester à partir d’extraits cellulaires si l’hypothèse d’une 

interaction entre la protéine FMRP et le complexe SMN dans des cellules neuronales était 

possible. Dans ce but, la protéine FMRP contenant une étiquette Flag a été exprimée de 

manière transitoire dans des cellules de neuroblastomes humains SH-SY5Y. A partir de ces 

cellules, des extraits totaux ont été préparés et nous avons testé l’association de la protéine 

Flag-FMRP avec le complexe SMN par immunosélection à l’aide d’anticorps anti-Flag 

(Figure 1 A/, article page 181). Afin de s’assurer que cette interaction n’était pas liée à une 

surexpression de la protéine Flag-FMRP, nous avons, ensuite, vérifié l’existence d’une 

interaction entre la protéine FMRP endogène et le complexe SMN, par des expériences de co-

immunosélection à l’aide d’extraits totaux d’une lignée cellulaire dérivant de motoneurones 

de souris en culture (lignée MN1, (Salazar-Grueso et al, 1991) et de l’anticorps 7G1 

spécifique de la protéine FMRP (fourni par l’équipe de S.T. Warren Atlanta, USA) (Figure 1 

B/, article page 181). Dans cette dernière expérience, seule la co-immunosélection des 

protéines SMN, Gemin 2 et Gemin 8 avec la protéine FMRP endogène a pu être testée, car les 

anticorps contre les autres protéines humaines du complexe SMN ne reconnaissent pas les 
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protéines murines. Les résultats de ces deux expériences nous ont permis de montrer qu’au 

moins une fraction des complexes SMN interagit avec la protéine FMRP dans des cellules 

neuronales en culture. 

Il est également à noter que le même type d’expérience a été réalisé avec des 

cellules HEK 293, et que la détection d’une telle interaction n’a pas été reproductible 

(résultats non illustrés). Dans certains cas, les protéines du complexe SMN étaient co-

immunosélectionnées avec la protéine FMRP et dans d’autres non. Ces expériences ont été 

répétées de nombreuses fois sans qu’il ait été possible de conclure. L’interaction entre la 

protéine FMRP et le complexe SMN semble donc plus fréquente et constante dans les cellules 

neuronales par rapport aux autres types cellulaires. Ces résultats confortent l’hypothèse d’un 

rôle spécifique de ces deux protéines dans les neurones.  

 

 

2/ Mise en évidence d’une co-localisation partielle entre les protéines SMN et 
FMRP dans des neurones primaires d’hypothalamus de rat en culture  
 

Après la mise en évidence d’une interaction entre la protéine FMRP et le 

complexe SMN dans des extraits de cellules neuronales, il était important d’analyser leur 

localisation par imagerie. Dans le cadre de la collaboration que nous avons établie, F. Rage 

(IGMM, Montpellier, France) a donc étudié la localisation des protéines étiquetées GFP-

FMRP et SMN-RFP, exprimées de manière transitoire dans des neurones primaires 

d’hypothalamus de rat en culture. Comme attendu, ces deux protéines se distribuent dans des 

granules dans le corps cellulaire des neurones et dans les prolongements neuritiques. De 

manière très intéressante, F. Rage a observé, à la fois dans le corps cellulaire du neurone et 

dans les prolongements neuronaux, des granules contenant la protéine SMN mais pas la 

protéine FMRP, des granules contenant la protéine FMRP mais pas la protéine SMN et des 

granules contenant les deux protéines (Figure 2, article page 182). Ces résultats suggèrent 

que des fractions de ces deux protéines puissent être transportées ensemble le long des 

neurites. Ils soulignent, aussi, l’hétérogénéité de la composition des granules contenant la 

protéine SMN.  

Une forte surexpression des protéines SMN ou FMRP induit la formation et 

l’accumulation de granules de stress (Mazroui et al, 2002 ; Hua & Zhou, 2004). Il était donc 
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très important de vérifier que les granules observés n’étaient pas des granules de stress. Ainsi, 

F. Rage a analysé, par immunofluorescence, la localisation d’un marqueur des granules de 

stress : la protéine G3BP (Ras-GTPase activating protein (GAP) SH3 domain-binding 

protein), avec ou sans surexpression de l’une ou l’autre des protéines SMN-RFP ou GFP-

FMRP. Une distribution cytoplasmique et diffuse de la protéine G3BP a été observée dans les 

deux cas, démontrant l’absence de granules de stress dans les conditions expérimentales 

utilisées (Supplementary data, article page 191). Nous pouvons donc conclure que dans les 

neurones, les protéines SMN et FMRP peuvent être co-localisées dans des granules différents 

des granules de stress. 

 

 

3/ Etude de l’interaction entre le complexe SMN purifié et la protéine FMRP 
recombinante 

 
Nous avions montré une interaction entre la protéine FMRP et le complexe 

SMN dans les cellules neuronales. Cependant, à ce stade de notre expérimentation, nous ne 

savions pas si elle était directe ou non. Dans le but de répondre a cette question, nous avons 

purifié le complexe SMN et testé son association avec la protéine FMRP recombinante.  

 

 

3.1/ Etablissement d’une lignée cellulaire stable pour la purification du 
complexe SMN 

 
L’équipe de G. Dreyfuss a mis au point une méthode de purification très 

efficace reposant sur l’utilisation de lignées de cellules HeLa exprimant de manière stable, 

soit la protéine SMN soit la protéine Gemin 2, toutes les deux avec une étiquette Flag à leur 

extrémité N-terminale (Flag-SMN ou Flag-Gemin2) (Pellizzoni et al, 2002a). L’étiquette 

Flag, composée d’un peptide de neuf acides aminés (DYKDDDDK), est liée à la protéine par 

une glycine. Par cette technique, il est alors possible de purifier le complexe SMN, à partir 

d’un extrait cellulaire, en utilisant des anticorps anti-Flag immobilisés sur billes d’agarose. 

L’équipe de G. Dreyfuss ne souhaitant pas distribuer à d’autres laboratoires les lignées 

cellulaires qu’elle possède, au cours de mon D.E.A., j’ai donc réalisé une lignée exprimant de 

manière stable la protéine Flag-Gemin2.  
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Il existe de multiples systèmes qui permettent d’intégrer dans le génome de 

cellules eucaryotes en culture une séquence codant un gène que l’on veut exprimer de manière 

contrôlée (pour revue, Makrides, 1999). Notre choix s’est porté sur le système Tet-Off 

commercialisé par Clontech. Dans ce système, les cellules HeLa expriment de manière stable 

la protéine tTA, un activateur de transcription dont l’activité dépend de la présence de 

tétracycline dans le milieu de culture (Figure 43 A/). Dans ces cellules, il est donc possible de 

réguler l’expression d’un gène d’intérêt si celui-ci est placé sous le contrôle d’un promoteur 

portant l’élément TRE (Tetracycline Response Element) reconnu par le facteur tTA (Figure 

43 A/).  

Ces cellules ont été co-transfectées avec le plasmide pTRE2, dans lequel avait 

été cloné l’ADNc codant la protéine de fusion Flag-Gemin2 placé sous le contrôle du 

promoteur PminCMV (pTRE2-FlagGemin2), et le plasmide pTK-Hyg portant un gène de 

résistance à l’hygromycine qui est utilisé pour la sélection (Figure 43 B/). Dans la réaction de 

transfection, le plasmide pTRE2-FlagGemin2 est apporté en excès par rapport au plasmide 

pTK-Hyg, afin que la majorité des cellules transfectées par le plasmide pTK-Hyg le soit 

également par le plasmide pTRE2-FlagGemin2. L’ajout d’hygromycine (200 µg/ml) nous a 

ensuite permis de sélectionner les clones résistants. Au total, 17 clones résistants à 

l’hygromycine ont été obtenus. Après vérification de l’expression de la protéine Flag-Gemin2 

par la technique de Western-Blot, seuls 10 clones ont été retenus (résultats non illustrés). 

Cependant, il est possible de perdre rapidement l’expression du gène de résistance ou du gène 

codant la protéine d’intérêt, s’ils sont intégrés dans une région instable du génome de la 

cellule hôte. Tous les clones ont, donc, été mis en culture pendant une dizaine de générations, 

afin de s’assurer de la stabilité de l’expression des deux gènes. Finalement, après repiquages 

successifs seuls deux clones (B1 et C4’) exprimaient de manière stable la protéine Flag-

Gemin2 à des taux voisins de celui de la protéine endogène. Nous les avons retenus. 

 

 

3.2/ Purification du complexe SMN et test d’association à la protéine FMRP 
 
Des deux lignées cellulaires B1 et C4’, seule la lignée C4’ a ensuite été utilisée 

pour purifier le complexe SMN. Cette lignée présentait, en effet, une expression un peu plus 
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Figure 43 : Le système Tet-Off et les plasmides utilisés pour l’établissement de la lignée 
exprimant de manière stable la protéine Flag-Gemin2 
 
A/ Principe de la régulation de l’expression d’une protéine d’intérêt dans le système Tet-Off. B/ Plasmides 
pTRE2 portant la construction Flag-Gemin2 et le plasmide de sélection pTK-Hyg. Abréviations : TRE : 
Tetracycline Response Element ; PCMV : Promoteur du cytomégalovirus ; PminCMV : Promoteur minimal du 
cytomégalovirus ; PhCMV  : promoteur du cytomégalovirus sous contrôle de l’élément TRE. 
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forte de la protéine Flag-Gemin2 que la lignée B1. Des extraits totaux ont été préparés, à 

partir de la lignée cellulaire C4’ et incubés en présence d’anticorps anti-Flag immobilisés sur 

billes d’agarose, comme indiqué dans la partie Matériels et Méthodes. Le complexe SMN 

était alors retenu sur les billes, par l’intermédiaire de l’étiquette Flag située à l’extrémité N-

terminale de la protéine Gemin 2. Après incubation, une série de lavages, permettant 

d’éliminer les composant cellulaires non fixés, ont été réalisés. L’utilisation d’une solution de 

lavage contenant de fortes concentrations en sels (500 mM NaCl) permet de rompre des 

interactions entre le complexe SMN et les protéines auxquelles il s’associe, telles que les 

protéines Sm (Pellizzoni et al, 2002a). Ainsi, seule la structure « cœur » du complexe SMN, à 

savoir la protéine SMN et les protéines Gemin 2 à 8 et unrip restait fixée aux billes. Pour 

contrôle, des expériences ont été réalisées, en parallèle, avec des extraits totaux de cellules 

HeLa n’exprimant pas la protéine Flag-Gemin2. Les protéines fixées aux billes ont, ensuite, 

été fractionnées par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant SDS-PAGE et 

révélées par coloration à l’argent et par Western-Blot, comme décrit dans la partie Matériels 

et Méthodes. Un exemple du fractionnement obtenu est illustré dans la figure 44 A/ et B/ 

(Piazzon et al, 2008). Notre profil de fractionnement des protéines était comparable à ceux 

obtenus précédemment par les équipes de G. Dreyfuss et L. Pellizzoni (Yong et al, 2004a ; 

Carissimi et al, 2006a). La présence de la protéine Gemin 7 n’a pas pu être testée par 

Western-Blot, car nous n’avons malheureusement pas d’anticorps reconnaissant cette protéine 

à notre disposition. L’absence des protéines associées au complexe SMN, telles que les 

protéines Sm, ainsi que l’absence des protéines particulièrement abondantes dans les cellules, 

telles que les protéines hnRNP-A1, C1/C2, révèlent un haut degré de pureté du complexe 

purifié. Dans ces conditions, le complexe SMN purifié ne contient pas non plus d’ARN. 

Nous avons, ensuite, élué le complexe SMN fixé aux billes par l’ajout d’un 

excès de peptides Flag, et montré son association à la protéine recombinante de fusion GST-

FMRP, fixée sur des billes de sépharose couplées à du glutathion, fournie par H. Moine 

(IGBMC, Strasbourg, France) (Figure 3C/, article page 183). 

Les données obtenues ont permis, non seulement, de confirmer l’interaction de 

la protéine FMRP avec le complexe SMN mais suggèrent, de plus, que cette interaction est 

directe. 
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Figure 44 : Purification du complexe SMN 
 
Comparaison du profil de fractionnement des protéines du complexe SMN purifié à partir de la lignée 
cellulaire C4’ par rapport aux profils décrits dans la littérature. A/ Profil de fractionnement des protéines 
obtenu par coloration à l’argent selon les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes (Piazzon 
et al, 2008). B/ Analyse des constituants du complexe SMN purifié par Western-Blot (Piazzon et al, 2008). 
C/ et D/ Profils de fractionnement des protéines obtenus par coloration à l’argent par Yong et al, 2004a et 
par Carissimi et al, 2006a. 
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4/ Identification de la protéine du complexe SMN interagissant avec la protéine 
FMRP 
 

Afin de définir quelle(s) protéine(s) au sein du complexe SMN interagit avec 

la protéine FMRP, chacune des protéines du complexe SMN a été produite, par 

transcription/traduction, dans des extraits de réticulocytes de lapin. Nous avons ensuite 

analysé leur interaction avec la protéine recombinante de fusion GST-FMRP, fixée à des 

billes de G-sépharose couplées au glutathion, que nous avait fourni H. Moine (IGBMC, 

Strasbourg, France). Nous avons montré que seule la protéine SMN, parmi les 9 protéines du 

complexe SMN, a la capacité de s’associer avec la protéine GST-FMRP, in vitro (Figure 4, 

article page 184). Comme les protéines du complexe SMN étaient produites dans des extraits 

de réticulocytes de lapin, nous ne pouvions pas exclure la possibilité que l’interaction 

observée soit médiée par d’autres protéines. Aussi, pour s’assurer que l’interaction était bien 

directe, l’association entre les protéines SMN et FMRP a également été testée en produisant 

la protéine SMN par transcription/traduction dans des extraits d’E. coli (Figure 45). En effet, 

ces extraits ne sont pas supposés contenir de protéines susceptibles de coupler la protéine 

SMN à la protéine FMRP.  

 

 

5/ Identification des domaines des protéines SMN et FMRP impliqués dans 
l’interaction 

 
Afin d’identifier les domaines de chacune des protéines impliqués dans 

l’interaction observée, nous avons produit des protéines SMN et FMRP mutantes. Ainsi, nous 

avons montré qu’une région dans la partie C-terminale de la protéine FMRP est nécessaire à 

l’interaction avec la protéine SMN (aa 470-526) et que la délétion de la région codée par 

l’exon 7 de la protéine SMN diminue fortement l’association, alors que la délétion de sa boîte 

Y/G très conservée l’inhibe (Figures 5 et 6, article pages 185 et 186). Il est intéressant de 

noter que de nombreuses mutations de la boîte Y/G sont également retrouvées chez des 

patientS atteintS d’amyotrophie spinale. L’absence d’interaction avec la protéine FMRP 

suggère qu’un défaut dans l’association du complexe SMN avec la protéine FMRP pourrait 

contribuer à la pathologie. 
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Figure 45 : Interaction in vitro de la protéine SMN produite chez E. coli et de la protéine 
FMRP immobilisée sur billes  
 
Les protéines GST-SMN et GST ont été produites en présence de [35S]-méthionine dans des extraits d’E. 
coli selon les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Ces protéines ont ensuite été 
incubées avec les protéines recombinantes his-FMRP (pistes 3 et 4) et his-hnRNP-K (pistes 5 et 6) 
produites, respectivement, dans le baculovirus (H. Moine, IGMC, Strasbourg, France) et chez E. coli. Ces 
protéines ont été purifiée et fixée sur billes Ni-NTA Agarose (Qiagen) d’après les conditions décrites dans 
la partie Matériels et Méthodes. Après plusieurs lavages, les protéines retenues sur les billes ont été 
fractionnées par électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS-PAGE 12% et révélées par fluorographie. 
Aliquot correspond à 10% de la quantité de protéines radioactives utilisées pour chaque réaction (pistes 1 et 
2). 
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Comme décrit en introduction, l’interaction des protéines Sm avec la protéine 

SMN est très fortement stabilisée par la présence de modifications post-traductionnelles dans 

les protéines Sm B/B’, D1 et D3. En effet, certaines arginines de leurs domaines riches en 

répétitions RG portent des diméthylations symétriques (sDMA) spécifiquement reconnues par 

la protéine SMN (Brahms et al, 2000 ; Brahms et al, 2001 ; Friesen et al, 2001a). La présence 

de diméthylations symétriques est également importante pour l’interaction de la protéine 

SMN avec d’autres protéines telles que la coiline ou la protéine Lsm 4 (Hebert et al, 2002 ; 

Brahms et al, 2001) (Tableau IV, pages 36 et 37). Nous avons donc testé si l’interaction 

observée entre les protéines FMRP et SMN n’était pas médiée par la présence de méthylations 

sur certaines arginines des motifs RG de la protéine FMRP. Afin d’inhiber la formation de ces 

modifications post-traductionnelles, nous avons préalablement incubé les extraits de 

réticulocytes de lapin, dans lesquels était produite la protéine FMRP, avec un inhibiteur de 

méthylation : la S-Adénosyl-Homocystéine (S.A.H.) (Figure 46). Les résultats obtenus nous 

ont permis de montrer qu’in vitro, la protéine FMRP méthylée et la protéine FMRP non 

méthylée s’associent aussi efficacement l’une que l’autre à la protéine SMN. Ainsi, la 

méthylation de la protéine FMRP n’interviendrait pas dans l’interaction avec la protéine 

SMN, contrairement à ce qui a été observé pour les protéines Sm (Brahms et al, 2000 ; 

Brahms et al, 2001 ; Friesen et al, 2001a). 

 

L’ensemble de ces résultats a été publié dans un article paru dans J. Biol. 

Chem. dont je suis premier auteur.  
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Figure 46 : La méthylation de la protéine FMRP n’est pas importante pour son interaction 
avec la protéine SMN 
 
Les protéines FMRP et Sm B ont été produites en présence de [35S]-méthionine dans des réticulocytes de 
lapin en présence ou non de concentrations croissantes d’inhibiteurs de méthylation SAH : S-
adénosylhomocytéine (250 ou 500µM) selon les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. 
Ces protéines ont ensuite été incubées avec les protéines recombinantes GST-SMN (pistes 4 à 6) et GST 
(piste 7) produites chez E. coli, purifiées et fixées à des billes de sépharose couplées au glutathion selon les 
conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Après plusieurs lavages, les protéines 
immunosélectionnées ont été fractionnées par électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS-PAGE 12% et 
révélées par fluorographie. Aliquot correspond à 10% de la quantité de protéines radioactives utilisées pour 
chaque réaction (pistes 1 à 3). 
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“In vitro and in cellulo evidences for association of the Survival of Motor Neuron 

complex with the Fragile X Mental Retardation Protein”. 

N. Piazzon, F. Rage, F. Schlotter, H. Moine, C. Branlant et S. Massenet 
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III/ Résultats complémentaires  
 
 

1/ La protéine SMN s’associe, in vitro, avec les protéines FXR1P et FXR2P 
 

Comme décrit en introduction, la protéine FMRP fait partie d’une famille de 

protéines contenant les protéines FXR1P et FXR2P, qui ont également été décrites chez 

l’homme (Zhang et al, 1995). Il était intéressant de tester si ces deux protéines avaient, elles 

aussi, la capacité d’interagir avec le complexe SMN. Des plasmides contenant les cDNA de 

ces deux protéines nous ont été fournis par H. Moine (IGBMC, Strasbourg, France), ce qui 

nous a permis de les produire dans des extraits de réticulocytes de lapin, comme décrit dans la 

partie Matériels et Méthodes. Ces protéines avaient été incubées avec la protéine 

recombinante de fusion GST-SMN fixées à des billes de sépharose couplées au glutathion. 

Nous avons ainsi montré leur capacité d’interaction avec la protéine SMN (Figure 47). Les 

trois protéines de la famille des protéines FXR sont donc capables d’interagir avec la protéine 

SMN.  

 

 

2/ Une petite fraction de protéines SMN co-sédimente avec la protéine FMRP dans 
les fractions correspondant aux polyribosomes 

 

La présence de la protéine SMN dans des granules les long des neurites 

pourrait non seulement être liée au transport des ARNm, mais aussi à un rôle possible dans la 

traduction des ARNm. Afin de répondre à cette question, nous avons débuté une nouvelle 

collaboration avec B. Bardoni et L. Davidovic (IPMC, Valbonne, France). L. Davidovic a 

préparé des extraits cytoplasmiques à partir de cellules provenant d’une lignée de 

neuroblastomes de rat (NG108). Ces extraits ont ensuite été fractionnés sur gradient de 

saccharose. La présence des protéines SMN et FMRP dans chacune des fractions a ensuite été 

recherchée par Western-Blot (Figure 48 A/). Comme attendu, la protéine FMRP sédimente 

dans les fractions correspondant aux polyribosomes en présence de Mg2+ (Figure 48 A/, 

fractions 10 et 11, panneau supérieur). Inversement, en présence d’EDTA, qui induit la 

dissociation des ribosomes, la protéine FMRP se retrouve dans des fractions de coefficient de 

sédimentation plus faibles correspondant aux RNP qui ont été relarguées des ribosomes
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Figure 47 : Les 3 protéines de la famille des protéines FXR interagissent in vitro avec la 
protéine SMN 
 
Les protéines FMRP, FXR1P, FXR2P et snurportin-1 ont été produites en présence de [35S]-méthionine dans 
des extraits de réticulocytes de lapin selon les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. 
Ces protéines ont ensuite été incubées avec les protéines recombinantes GST-SMN (pistes 5 à 8) et GST 
(pistes 9 à 12) produites chez E. coli, purifiée et fixée sur billes de sépharose couplées au glutathion selon 
les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Après plusieurs lavages, les protéines 
immunosélectionnées ont été fractionnées par électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS-PAGE 12% et 
révélées par fluorographie. Aliquot correspond à 10% de la quantité de protéines radioactives utilisées pour 
chaque réaction (pistes 1 à 4). 
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Figure 48 : Une fraction de protéines SMN dans les polyribosomes 
 
A/ Analyse par ultracentrifugation en gradient de saccharose d’un extrait cytoplasmique préparé à partir 
de cellules provenant d’une lignée de neuroblastomes de souris NG108. En présence de Mg2+, la majorité des 
protéines SMN se retrouve dans les fractions du gradient correspondant à un coefficient de sédimentation 
d’environ 80 S (fractions 2 à 6). Cependant, une petite sous-population de RNP contenant SMN se retrouve 
dans les polyribosomes avec FMRP (fractions 8 à 14). En présence d’EDTA, les protéines SMN et FMRP se 
déplacent dans les fractions correspondant aux RNP libres et aux RNP associées aux sous-unités 40 S et 60 
S (fractions 1 à 8). B/ Polyribosomes de souris purifiés par centrifugation d’un extrait cytoplasmique de 
cerveau et analysés par ultracentrifugation en gradient de saccharose. En présence de Mg2+, SMN co-
sédimente dans les mêmes fractions que FMRP. En présence d’EDTA, SMN, comme FMRP sont présntes dans 
des fractions ayant un coefficient de sédimentation plus faible. 
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(Figure 48 A/, fractions 3 à 6). En présence de Mg2+, la majorité des protéines SMN se 

retrouve dans les fractions du gradient correspondant à un coefficient de sédimentation 

d’environ 80 S (Figure 48 A/, fractions 2 à 6). Cependant, de manière intéressante, une petite 

sous-population de protéines SMN co-sédimente avec la protéine FMRP dans les fractions 

correspondant aux polyribosomes. En présence d’EDTA, la protéine SMN se déplace dans les 

fractions plus légères correspondant aux RNP libres. Cette expérience suggère fortement la 

présence de la protéine SMN dans les polyribosomes. Cette hypothèse a été confirmée par la 

détection de la protéine SMN dans des polyribosomes purifiés à partir d’extraits de cerveaux 

de rats et fractionnés par ultracentrifugation en gradient de saccharose. Cette expérience 

permet de ne visualiser que les protéines véritablement associées aux polyribosomes (Figure 

48 B/). 

 
 
 
IV/ Conclusions et perspectives de cette étude  
 
 
Dans cette étude, nous avons montré l’existence d’un lien physique entre les 

protéines SMN et FMRP, qui jouent toutes les deux des rôles très importants dans les 

dendrites et dans l’activité et la morphogenèse des axones. Ces résultats ouvrent, alors, la 

possibilité d’un lien fonctionnel entre ces deux protéines dans le transport et/ou la régulation 

de la traduction de certains ARNm neuronaux. 

 

Comme décrit en introduction, les neurones sont le siège d’une intense 

circulation et les mécanismes de transport y sont particulièrement importants du fait de leur 

anatomie adaptée à l’échange d’informations à longue distance. Ce transport joue deux grands 

rôles : (i) amener au niveau des cônes de croissance les molécules nécessaires à la synthèse 

protéique et donc permettre la croissance des axones, (ii) assurer la transmission entre 

neurones et l’établissement des connections synaptiques ce qui implique aussi une traduction 

localisée et la mobilité des molécules. L’ensemble des ces processus se traduit par le transport 

d’un grand nombre de granules qui ont des fonctions diverses et donc une hétérogénéité en 

composition. Ainsi, il n’est donc pas étonnant que les granules contenant la protéine SMN 

soient aussi hétérogènes. De plus, seules des co-localisations partielles ont été décrites avec la 
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protéine FMRP (SMN : notre étude ; KSRP : (Tadesse et al, 2008), les autres protéines du 

complexe SMN : (Jablonka et al, 2001 ; Sharma et al, 2005 ; Zhang et al, 2006). 

 

 

1/ Analyse des granules neuronaux contenant la protéine SMN 
 

La découverte d’une interaction directe entre les protéines SMN et FMRP et, 

par ailleurs, l’observation d’une interaction entre la protéine FMRP et le complexe SMN 

entier, n’implique pas une interaction systématique de la protéine FMRP avec la protéine 

SMN lorsqu’elle est présente au sein du complexe. Cela montre, par contre, que l’interaction 

qui peut se mettre en place entre les deux protéines isolées est compatible avec l’architecture 

et l’accessibilité de la protéine SMN au sein du complexe. On peut donc imaginer que dans 

une cellule, la protéine FMRP puisse interagir avec soit la protéine SMN seule soit avec la 

protéine SMN au sein du complexe SMN, ceci compte tenu des nécessités fonctionnelles.  

Les travaux antérieurs de plusieurs équipes ont montré que certains granules 

neuronaux contiennent la protéine SMN seule, mais que d’autres peuvent également contenir 

une ou plusieurs protéines du complexe SMN (Jablonka et al, 2001 ; Sharma et al, 2005 ; 

Zhang et al, 2006). Dans un premier temps, il nous paraît donc très important de tester si la 

co-localisation des protéines SMN et FMRP que nous avons observée dans certains granules 

neuronaux s’accompagne d’une co-localisation avec les autres protéines du complexe SMN. 

Ces expériences pourront être réalisées en collaboration avec F. Rage (IGMM, Montpellier, 

France) sur des neurones primaires d’hypothalamus de rat en culture.  

Dans un second temps, toujours dans le but de caractériser la nature de la co-

localisation observée entre les protéines SMN et FMRP, il sera important de vérifier si cette 

co-localisation reflète une interaction directe. Pour répondre à cette question, plusieurs 

approches peuvent être envisagées. L’une d’elles est la technique de FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Transfer), une technique qui a déjà été utilisée pour identifier et quantifier 

les interactions moléculaires entre certaines Gemins et la protéine SMN au sein de granules 

neuronaux (Zhang et al, 2006). Cette technique met en œuvre deux fluorochromes, un 

donneur et un accepteur dont les propriétés spectrales et la proximité moléculaire permettent 

un transfert d’énergie. Une seconde approche sera de surexprimer, dans les neurones en 
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culture, des protéines SMN ou FMRP mutées dans les domaines qui leur sont nécessaires à 

l’établissement d’une interaction. Dans ce cas, on s’attend à voir une diminution du taux de 

co-localisation des deux protéines s’il y a, effectivement, une interaction directe.  

 

La composition en protéines des granules contenant les protéines SMN et 

FMRP pourra également être analysée. En effet, il serait intéressant de tester si les partenaires 

protéiques de la protéine FMRP, déjà identifiés : FRX1P, FRX2P, NUFIP, CYFIP1 et 

CYFIP2, 82-FIP et MSP58 (pour revues, Bagni & Greenough, 2005 ; Bardoni et al, 2006), 

co-localisent avec la protéine SMN dans les granules et si ces protéines ont la capacité à 

interagir avec le complexe SMN. Cette expérience est d’autant plus intéressante à réaliser que 

nous avons déjà montré une interaction, in vitro, des protéines FRX1P et FRX2P avec la 

protéine SMN (Figure 47, page 193). Pour compléter cette étude, nous testerons si les 

domaines d’interaction mis en jeu dans l’interaction avec la protéine SMN sont les mêmes 

pour les 3 protéines.  

 

Sur la base de la co-localisation partielle de la protéine SMN avec les protéines 

KSRP, hnRNPQ et R, déjà mise en évidence, il serait également intéressant de savoir si au 

sein des granules de transport ces 4 protéines sont retrouvées ensemble ou si au contraire, il 

existe des combinaisons plus spécifiques de protéines. Ainsi, on peut imaginer trouver des 

granules contenant les protéines hnRNPQ/R et SMN ou SMN et FMRP suivant le type 

d’ARNm transporté. En effet, il n’est pas exclu que le complexe SMN ou la protéine SMN 

puisse, indépendamment de la protéine FMRP, intervenir dans l’assemblage et/ou le transport 

de certains granules à ARN.  

 

La réalisation de ces études devrait apporter des élémentS d’informations 

orientant nos travaux futurs vers des études fonctionnelles. L’idéal pour aller plus loin dans la 

connaissance des granules contenant les protéines SMN et FMRP serait de les purifier et de 

caractériser leur composition en protéines par spectrométrie de masse et leur composition en 

ARN par Northern-Blot et par RT-PCR.  
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2/ Rôle possible de la protéine SMN dans le transport et/ou la formation des 
mRNP contenant la protéine FMRP 
 

Il a été proposé que la protéine FMRP s’associe aux ARNm dont elle régule la 

traduction, dans le noyau et les accompagne, ensuite, dans le cytoplasme (pour revue, Bardoni 

et al, 2006). On pourrait imaginer que le complexe SMN participe à l’assemblage de ces 

mRNP au sein du noyau et que soit le complexe SMN, soit la protéine SMN ou une partie de 

ce complexe suive les ARNm jusqu’à leur destination finale. Si le complexe SMN intervient 

dans la biogenèse des mRNP, l’interaction entre les protéines SMN et FMRP doit s’établir 

d’abord dans le noyau (Figure 49). La réponse à cette question pourra être apportée grâce à la 

surexpression d’un mutant FMRPΔNES, qui reste localisé dans le noyau. Cette expérience 

nous permettra de déterminer, par immunosélection, si l’interaction entre les protéines SMN 

et FMRP s’établit effectivement dans ce compartiment cellulaire.  

L’expression de protéines SMN, mutées dans leur domaine d’interaction avec 

FMRP, devrait, également, apporter des informations sur l’importance potentielle du 

complexe SMN ou de la protéine SMN dans la formation et/ou le transport des mRNP 

associées à la protéine FMRP. Afin d’obtenir plus d’informations quant au comportement des 

protéines FMRP/SMN dans les neurones, il sera possible d’analyser leur co-transport en 

utilisant des protéines de fusion GFP-FMRP et SMN-RFP, exprimées transitoirement dans 

des neurones primaires d’hypothalamus de rat en culture et de suivre leurs déplacementS en 

temps réel. Cette expérience permettra de déterminer si les deux protéines sont transportées 

ensemble le long des prolongements neuronaux et de préciser où et comment ces deux 

protéines sont recrutées au sein des granules.  

F. Rage a mis au point l’emploi de l’approche de l’ARN interférence pour 

diminuer fortement le taux de protéines SMN dans les neurones primaires d’hypothalamus de 

rat en culture. Il serait donc intéressant de comparer la localisation de la protéine FMRP dans 

ces neurones et dans des neurones sauvages, afin de vérifier si le transport de FMRP est 

affecté ou non par une diminution du taux de protéine SMN. 

 

Un argument en faveur d’un rôle possible du complexe SMN dans l’export et 

le transport des mRNP associées à FMRP est que Unrip, un des composant du complexe 

SMN, est capable de s’associer à des protéines d’export nucléaire de la famille des protéines
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Figure 49 : Représentation schématique du rôle possible du complexe SMN dans 
l’assemblage et l’export des mRNP associées à FMRP, dans les neurones  

 
Selon ce modèle, le complexe SMN, via unrip, pourrait jouer un rôle dans l’export vers le cytoplasme des 
mRNP, associées à la protéine FMRP, ceci en fixant la protéine d’export nucléaire NXF2. Il est également 
possible que unrip permette le couplage entre l’export des mRNP et leur transport le long des neurites. En 
effet, unrip interagit avec MAP1B, une protéine de la famille des protéines MAP1, qui sont des protéines 
adaptatrices liant certaines protéines aux microtubules. 
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NXF (au moins NXF1/TAP, NXF2 et NXF7) (Tretyakova et al, 2005). La protéine FMRP 

interagit avec NXF2 (Lai et al, 2006). On peut donc imaginer que le complexe SMN, via 

unrip, puisse jouer un rôle dans l’export, vers le cytoplasme, des mRNP associées à la 

protéine FMRP (Figure 49). Il est également possible que unrip permette le couplage entre 

l’export des mRNP et leur transport le long des neurites. En effet, unrip interagit avec 

MAP1B (Tretyakova et al, 2005), une protéine de la famille des protéines MAP1 qui sont des 

protéines adaptatrices liant certaines protéines aux microtubules (pour revue, Halpain & 

Dehmelt, 2006).  

 

 

3/ Rôle possible de la protéine SMN dans la régulation de la traduction des ARNm 
dépendante de la protéine FMRP 

 

Comme décrit en introduction, la présence des protéines SMN et FMRP dans 

des granules le long des axones et des dendrites suggère que ces deux protéines participent à 

la régulation de la traduction. On sait que la protéine FMRP s’associe aux polyribosomes 

(Khandjian et al, 1996 ; Siomi et al, 1996 ; Tamanini et al, 1996 ; Corbin et al, 1997 ; Feng et 

al, 1997). Nous nous sommes donc posé la question suivante : la protéine SMN s’associe t-

elle, également, aux polyribosomes ? Nos premières expériences ont déjà apporté un début de 

réponse. En effet, les premiers résultats obtenus par L. Davidovic et illustrés sur la figure 48, 

suggèrent fortement la présence d’une fraction de protéines SMN dans les polyribosomes. Ces 

premiers résultats devront être vérifiés. De plus, nous pourrons tester l’association de la 

protéine SMN aux mRNP purifiées à l’aide de colonnes contenant des oligonucléotides dT et 

en utilisant des extraits totaux de cellules ou des fractions enrichies en polyribosomes. Ces 

expériences seront, également, réalisées en collaboration avec B. Bardoni et L. Davidovic. 

Nous envisageons, également, d’analyser si les autres protéines du complexe SMN sont 

présentes dans les polyribosomes. Malheureusement, la plupart des anticorps, actuellement à 

notre disposition, sont dirigés contre les protéines humaines du complexe SMN et ne 

reconnaissent pas les protéines murines. Par conséquent, nous pourrons envisager de produire 

de nouveaux anticorps dirigés contre les protéines murines du complexe SMN. A défaut, nous 

analyserons le profil de sédimentation par ultracentrifugation en gradient de saccharose de 

chaque protéine du complexe SMN au sein d’extraits de neuroblastomes humains (lignée SH-
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SY5Y). Les protéines Gemin 3 et Gemin 4, qui s’associent aux miRNA et au facteur eIF2C2, 

au sein des miRNP (Nelson et al, 2004), ont déjà été observées dans les polyribosomes. Ces 

deux protéines pourront, par conséquent, nous servir de témoin pour nos expériences futures. 

 

Pour tester le rôle possible de la protéine SMN dans la traduction localisée, 

dans les neurones, nous pourrons utiliser la technique d’ARN interférence dirigée contre la 

protéine SMN. Cette technique, déjà mise au point par F. Rage, nous permettra d’analyser si 

la réduction de la quantité de protéines SMN induit une réduction du taux de polyribosomes et 

de leur contenu en ARNm. Finalement, un marquage métabolique pourra être réalisé afin de 

comparer le taux d’acides aminés dans les synaptoneurosomes en conditions normales et en 

absence de la protéine SMN. 

 

L’ensemble de ces travaux apportera des informations sur la participation 

possible de la protéine SMN et/ou du complexe SMN dans la régulation de la traduction des 

ARNm neuronaux. 
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Chapitre II : Caractérisation des interactions de l’ARN neuronal 
BC200 avec le complexe SMN et la protéine hnRNP-A2 
 
 
 
 
A/ Mise en évidence et caractérisation des capacités d’interaction de l’ARN 
neuronal BC200 avec le complexe SMN  
 
 

I/ Intérêt de l’étude  
 
 

Comme décrit en introduction, même si la question d’une interaction directe 

entre l’ARN neuronal BC200 et la protéine FMRP reste posée, un lien fonctionnel pourrait 

exister entre les deux. Après avoir montré une interaction entre la protéine FMRP et le 

complexe SMN (notre précédente étude), il était intéressant de tester l’existence d’une 

interaction entre l’ARN BC200 et le complexe SMN. Cette étude s’imposait d’autant plus que 

des expériences préliminaires réalisées par S. Massenet, au cours de son stage post-doctoral 

dans l’équipe de G. Dreyfuss, suggéraient fortement l’existence d’une telle interaction. Dans 

un premier temps, j’ai donc confirmé ce résultat et essayé, ensuite, d’apporter des 

informations afin d’étudier le mode d’interaction du complexe SMN avec l’ARN BC200. 

Notre objectif était d’identifier les domaines de cet ARN requis dans cette interaction ce qui 

pouvait permettre d’apporter des informations quant à la connaissance du mode d’interaction 

du complexe SMN avec les ARN auxquels il s’associe. Cette étude a également nécessité une 

analyse expérimentale de la structure secondaire de l’ARN BC200, ce qui n’avait encore 

jamais été fait. 
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II/ Résultats obtenus  
 
1/ Etude in vitro des capacités d’interaction de l’ARN BC200 avec le complexe 
SMN  
 

1.1/ Mise en évidence d’une interaction in vitro 
 
Le principe de l’expérience était de tester si les ARN BC200 humain et BC1 

murin peuvent interagir avec le complexe SMN, purifié à partir de cellules HeLa exprimant 

de manière stable la protéine Flag-Gemin2. La purification du complexe a été réalisée comme 

décrit dans l’étude précédente. Deux ARN, les snRNA U1 et U6, ont été respectivement 

utilisés comme contrôles positif et négatif. En effet, le snRNA U1 est connu pour interagir 

avec le complexe SMN contrairement au snRNA U6 (Yong et al, 2002 ; Yong et al, 2004a). 

Les différents ARN testés ont été produits par transcription in vitro avec marquage par 

incorporation d’UTP [α32-P], comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les ARN 

fixés au complexe SMN ont été élués et analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

dénaturant. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 50 A/). Comme attendu, le 

complexe SMN purifié interagit avec le snRNA U1 (figure 50 A/, piste 7), mais pas avec le 

snRNA U6 (figure 50 A/, piste 8). L’interaction avec le snRNA U1 est spécifique au 

complexe SMN, puisqu’aucune interaction n’a été détectée dans l’expérience contrôle 

réalisée avec un extrait de cellules HeLa n’exprimant pas la protéine Flag-Gemin2 (figure 50 

A/, Exp. contrôle). De plus, nos résultats montrent que le complexe SMN interagit avec 

l’ARN BC200 (figure 50 A/, piste 5) mais pas avec son homologue murin, l’ARN BC1 

(figure 50 A/, piste 6). Cette différence n’est pas surprenante car bien que ces ARN soient 

supposés jouer des rôles similaires, ils ont des origines évolutives et des séquences très 

différentes.  

 

1.2/ L’ARN BC200 n’entre pas en compétition avec les UsnRNA pour sa 
fixation au complexe SMN 
 

La question se posait alors de savoir si l’ARN BC200 a un site de fixation sur 

le complexe SMN identique ou recouvrant l’un des sites de fixation des UsnRNA. Afin de 
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Figure 50 : L’ARN BC200 se fixe au complexe SMN en reconnaissant des éléments au sein 
du complexe différents de ceux reconnus par les snRNA U1, U4 et U5 
 
A/ Test de l’interaction des ARN U1, U6, BC1 et BC200 produits par transcription in vitro avec le complexe 
SMN purifié dans les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Les différents ARN 
radioactifs ont été incubés en présence du complexe SMN purifié et immobilisé sur billes d’agarose 
(Fixation des ARN au complexe SMN purifié, pistes 5 à 8) ou en présence des billes d’agarose incubées avec 
un extrait ne contenant pas la protéine Flag-Gemin2 (Exp. Contrôle, pistes 9 à 12). Après lavage des billes, 
les ARN fixés au complexe SMN ont été analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant 
10%. B/ Le complexe SMN est pré-incubé pendant 30 min. avec les snRNA U1, U2, U4 et U5 et l’ARN BC200 
non radioactifs à des concentrations de 50 nM et 250 nM puis incubé 1h. avec l’ARN BC200 radioactif. C/ 
Le complexe SMN est pré-incubé pendant 30 min. avec la structure tige-boucle 1 du snRNA U1 (SL1), qui 
renferme le site de fixation au complexe SMN (encart à gauche), avec le mutant SL1A3, qui ne contient plus 
le site de fixation au complexe SMN (encart à gauche) et l’ARN BC200 non radioactifs à une concentration 
de 250 nM puis incubé 1h. avec les snRNA U1, U4 et l’ARN BC200 radioactifs. 5% de la quantité d’ARN 
utilisée pour chaque analyse ont été fractionnés en parallèle des ARN décrochés du complexe SMN 
(Aliquot). 
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répondre à cette question, nous avons réalisé des expériences de compétition pour la fixation 

au complexe SMN de l’ARN BC200 et des UsnRNA. Plus précisément, nous avons comparé 

le taux d’ARN BC200 fixé au complexe SMN avec ou sans l’ajout, au préalable, d’un excès 

de UsnRNA ou d’ARN BC200 non radioactifs (Figure 50 B/ et C/). Le complexe SMN, fixé 

aux billes d’agarose couplées aux anticorps anti-Flag, a d’abord été incubé pendant 30 min. 

avec des concentrations croissantes d’ARN non radioactifs (50 nM et 250 nM) correspondant 

à un excès respectivement de 2500 fois et 12500 fois par rapport à l’ARN radioactif. Après 

lavages, le complexe SMN a été incubé avec l’ARN radioactif. Comme attendu, la fixation au 

préalable d’ARN BC200 non radioactifs au complexe SMN purifié limite fortement la 

fixation de l’ARN BC200 radioactif (Figure 50 B/, pistes 4 et 5). Au contraire, l’incubation 

préalable des snRNA U1, U4 et U5 avec le complexe SMN n’empêche pas la fixation de 

l’ARN BC200 (Figure 50 B/, pistes 6, 7 et 10 à 13). Par conséquent, l’ARN BC200 ne se 

fixe, sans doute, pas aux mêmes sites que les snRNA U1, U4 et U5. Ce résultat a été confirmé 

par des expériences complémentaires réalisées par S. Massenet (Figure 50 C/). En effet, elle a 

montré qu’une fixation préalable de l’ARN BC200 non radioactif au complexe SMN bloque 

la fixation de l’ARN BC200 radioactif mais pas celle des snRNA U1 et U4 (Figure 50 C/, 

piste 6). Elle a également montré que la tige-boucle 1 du snRNA U1 (SL1), qui renferme le 

site de fixation du snRNA U1 au complexe SMN (Yong et al, 2002), inhibe la fixation des 

snRNA U1 et U4 au complexe SMN, mais pas la fixation de l’ARN BC200 (Figure 50 C/, 

piste 4). Au contraire, l’ARN SL1A3 qui porte 3 mutations au niveau de la tige-boucle 1 du 

snRNA U1 détruisant le site de fixation du snRNA U1 au complexe SMN (Yong et al, 2002) 

(Figure 50 C/, encart à gauche), ne bloque pas la fixation ni des snRNA U1 et U4 ni de 

l’ARN BC200 au complexe SMN (Figure 50 C/, piste 5/)  

De manière intéressante, nous avons observé, de façon reproductible, une 

diminution de la fixation de l’ARN BC200 radioactif au complexe SMN après fixation du 

snRNA U2 non radioactif (Figure 50 B/, pistes 8 et 9). Il faut noter que le snRNA U2 est le 

plus grand des UsnRNA. Aussi nous pouvons formuler deux hypothèses : soit le site de 

fixation du snRNA U2 est similaire et chevauche celui de l’ARN BC200, soit les deux sites de 

fixation au sein du complexe SMN sont différents mais du fait de sa grande taille le snRNA 

U2 gène la fixation de l’ARN BC200. 
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L’ensemble de ces résultats nous permette de conclure que l’ARN BC200 a la 

capacité d’interagir, in vitro, avec le complexe SMN et que son site de fixation est distinct de 

celui des UsnRNA U1, U4 et U5.  

 

 

2/ Etude expérimentale de la structure secondaire de l’ARN BC200 in vitro  
 

Après la mise en évidence d’une interaction entre l’ARN BC200 et le 

complexe SMN purifié, nous avons décidé de débuter des études afin de définir son domaine 

d’interaction. Dans ce but, nous avons tout d’abord réalisé une analyse expérimentale de la 

structure secondaire de cet ARN. 

 

2.1/ Stratégie expérimentale 
 
Comme mentionné en introduction, aucune étude expérimentale de la structure 

2D de l’ARN BC200 n’avait été réalisée. Par contre, deux modèles différents de structure 2D 

ont été proposés. Le premier modèle concerne uniquement la partie 5’ de cet ARN qui a pour 

origine la rétrotransposition d’une séquence Alu, comme c’est le cas pour l’ARN 7S de la 

particule SRP. La structure 2D de cet ARN avait servi de base pour la réalisation de ce 

modèle (Figure 51 A/) (Bovia & Strub, 1996). Le second modèle de structure secondaire 

avait été proposé par comparaison avec la structure 2D établie expérimentalement pour 

l’ARN BC1 de souris (Figure 51 B/) (Rozhdestvensky et al, 2001 ;  Zalfa et al, 2003). 

L’ARN BC1 est issu d’un autre processus de rétrotransposition à partir de l’ARN de transfert 

alanine (ARNtAla) (pour revue, Brosius, 1999), d’où la divergence de séquence par rapport à 

l’ARN BC200. Le seul élément commun à ces deux ARN correspond à un long enchaînement 

de résidus A. D’après ce second modèle, la partie 5’ terminale de l’ARN BC200 a une 

structure différente de celle proposée dans le premier modèle (Figure 51 B/) (Zalfa et al, 

2003). En m’appuyant sur l’expertise du laboratoire en matière d’analyse des structures 

secondaires des ARN, j’ai étudié expérimentalement celle de l’ARN BC200. Le principe de 

l’étude consistait à utiliser des sondes chimiques et enzymatiques testant la nature simple ou 

double brin des nucléotides au sein de l’ARN en solution (cf. partie Matériels et Méthodes). Les 
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Figure 51 : Modèles de structure secondaire proposés pour l’ARN BC200  
 
A/ Modèle de structure 2D proposé pour la partie 5’ de l’ARN BC200 sur la base de la structure établie 
pour le domaine Alu de l’ARN 7S de la particule SRP  (Bovia & Strub, 1996). Le domaine Poly A et le 
domaine 3’ terminal, pour lesquels aucune structure 2D n’avait été proposée par les auteurs, sont 
représentés de manière linéaire. B/ Modèle de structure 2D proposé pour l’ARN BC200, sur la base de la 
structure 2D établie pour l’ARN BC1 de souris (Zalfa et al, 2003). Dans ces deux modèles, le domaine Alu 
est représenté en noir, le domaine Poly A en rouge et le domaine 3’ terminal en bleu. 



Chapitre II            Résultats-Perspectives 

- 208 - 

sondes chimiques utilisées : DMS, CMCT et kéthoxal modifient spécifiquement certaines des 

positions des nucléotides impliqués dans les interactions Watson-Crick. Les modifications ne 

peuvent donc avoir lieu que si les résidus ne sont pas impliqués dans une hélice. Trois 

enzymes ont été utilisées : les RNases V1, T2 et T1. La RNase V1 coupe spécifiquement des 

régions d’ARN en double brin ou structurées par empilement de bases. Lorsqu’elles sont 

utilisées en conditions limitantes, les RNases T1 et T2 coupent préférentiellement des régions 

en simple brin (cf. partie Matériels et Méthodes, Fig. 41, page 146). L’ensemble du domaine Alu a été 

analysé par l’emploi de sondes chimiques et enzymatiques. Les positions des modifications 

ou des coupures ont été identifiées par transcription inverse. Les ADN complémentaires ainsi 

générés ont été visualisés par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant. Dans le cas 

de la région 3’ terminale, comme l’amorce aurait masqué l’analyse de la séquence, l’ARN 

BC200 a été marqué à son extrémité 3’ par incorporation de pCp [α32-P]. Dans ces conditions, 

seules des hydrolyses enzymatiques peuvent être réalisées. Les produits des coupures ont été 

identifiés en réalisant une hydrolyse statistique en conditions alcalines et par chauffage de 

l’ARN BC200, comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Dans ces conditions, des 

coupures peuvent avoir lieu au niveau de chacune des liaisons phosphodiesters. Il faut alors 

adapter les conditions pour n’avoir en moyenne qu’une seule coupure par molécule. On 

obtient alors un ensemble de bandes différant les unes des autres par la présence d’un résidu 

supplémentaire. Les résidus G ont aussi été identifiés grâce à une hydrolyse par la RNase T1 

en conditions dénaturantes. Les produits de coupures obtenus en conditions ménagées, c’est-

à-dire dans des conditions préservant la structure 2D de l’ARN, ont été fractionnés 

directement par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant, en parallèle des produits 

de l’hydrolyse statistique et par la RNase T1 en conditions dénaturantes.  

L’ensemble des données expérimentales d’hydrolyses enzymatiques et de 

modifications chimiques, que nous avons obtenues, ont été définies comme des contraintes 

pour la recherche d’un modèle de structure secondaire, à l’aide du programme Mfold. Ce 

programme tient compte de la stabilité thermodynamique des appariement de bases (Jaeger et 

al, 1989) (disponible à l’adresse suivante : http://mfold.bioinfo.rpi.edu/).  
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2.2/ Analyse de la structure 2D de la région correspondant aux nt 1 à 120 
 

L’ensemble du domaine Alu de l’ARN BC200 a été analysé par l’emploi de 

sondes chimiques et enzymatiques. Chaque expérience a été répétée au moins 4 fois. Des 

exemples de fractionnement sont illustrés sur la figure 52. Parmi les différents modèles 

proposés par le logiciel Mfold, nous avons retenu celui correspondant à la structure la plus 

stable tout en étant compatible avec nos données expérimentales. Dans ce modèle, il faut 

noter que la boucle 1 est très peu accessible à l’action des RNases et des agent chimiques et 

que, dans la boucle 2, des coupures aux RNases V1 ont été détectées. Ces résultats peuvent 

s’expliquer par la présence d’interactions entre les boucles 1 et 2 conduisant à la formation 

d’une structure de type pseudo-nœud (figure 52, C/). Une telle structure a déjà été observée 

dans la région 5’ du domaine Alu de l’ARN 7S (nt 1 à 46), dans laquelle les deux boucles sont 

appariées par appariement de type Watson-Crick (Figure 38 B/, page 123) (Weichenrieder et 

al, 2000). Dans la structure 2D que nous proposons pour l’ARN BC200, les 50 nt 5’ 

terminaux adoptent une structure similaire à celle formée par la région correspondante de 

l’ARN 7S. Cette observation est en accord avec le fait que cette région, commune aux deux 

ARN, constitue, dans chacun de ces deux ARN, le site de fixation des protéines SRP 9 et SRP 

14 (Bovia & Strub, 1996 ; Kremerskothen et al, 1998b). 

 

Dans la figure 53 nous avons comparé la structure 2D, à laquelle nous avons 

abouti expérimentalement, aux modèles précédemment proposés dans la littérature. 

Clairement, le modèle proposé sur la base de la structure 2D de l’ARN BC1, que nous 

appellerons modèle (A) (Figure 53 A/), est très différent de celui que nous proposons (Figure 

53 C/). En effet, dans ce modèle prédictif (A), seule l’hélice 5 et la boucle 3, que nous 

proposons, sont retrouvées. Par ailleurs, plusieurs coupures fortes par la RNase V1 sont 

situées dans des régions peu structurées du modèle et des modifications chimiques fortes sont 

observées dans des régions proposées être en double brin. Nos données expérimentales ne 

sont donc pas en faveur d’une structure 2D de l’ARN BC200 similaire à celle de l’ARN BC1. 

Le modèle de structure 2D qui a été proposé pour le domaine Alu de l’ARN 

BC200 à partir de celui de l’ARN 7S (Figure 53 B/), que nous appellerons modèle (B), est 

par contre plus proche de notre modèle expérimental (Figure 53 C/). En effet, non seulement, 

nous retrouvons, l’hélice 5 et la boucle 3, mais en plus les 50 nt 5’ terminaux adoptent des
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Figure 52 : Analyse expérimentale de la structure 2D du domaine Alu de l’ARN BC200 
(positions 1 à 120 de l’ARN BC200) 
 
A/ et B/ Le transcrit BC200 a été soumis à des modifications chimiques ménagées, en ajoutant deux 
concentrations de kéthoxal (1,8 µg/µl (a) et 4,6 µg/µl (b)), de DMS (0,25 µl (a) et 0,5 µl (b)) et de CMCT 
(8,4 µg/ µl (a) et 21 µg/µl (b)) (panneau A), et à des coupures enzymatiques en conditions limitantes en 
ajoutant deux concentrations de RNases T1 (1 et 2 U), T2 (1 et 2 U) et V1 (0,02 et 0,04 U) (panneau B). Les 
conditions de réaction sont décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Les pistes «contrôle» 
correspondent à des incubations sans agent chimique ou sans enzyme. Les positions des modifications ont 
été analysées par des extensions d’amorces par la transcriptase inverse. L’oligonucléotide utilisé est indiqué 
en haut des autoradiographies (panneaux A et B). Les arrêts d'extension ont été identifiés grâce à un 
séquençage du transcrit réalisé avec le même oligonucléotide (pistes U, G, C et A). Les ADN 
complémentaires résultant de l’extension d’amorces ont été fractionnés par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide dénaturant à 7%. C/ Représentation schématique des données obtenues sur le modèle de 
structure 2D proposé pour le domaine Alu. Les bases impliquées dans l’établissement du pseudo-nœud sont 
également indiquées. Le mode de représentation des données est indiqué dans l’encart à droite. 
L’oligonucléotide 3577 ayant servi d’amorce est également indiqué et l’oligonucléotide 3231 n’est pas 
représenté car il s’hybride aux positions 148 à 132 de l’ARN BC200 qui ne sont pas visibles sur cette 
représentation. 
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Figure 53 : Représentation schématique de nos données expérimentales sur les différents 
modèles proposés pour l‘ARN BC200 
 
A/ Modèle de structure 2D proposé pour la partie 5’ de l’ARN BC200 sur la base de la structure établie 
pour le domaine Alu de l’ARN 7S de la particule SRP  (Bovia & Strub, 1996) B/ Modèle de structure 2D 
proposé sur la base de la structure 2D établie pour l’ARN BC1 de souris (Zalfa et al, 2003) C/ Modèle de 
structure 2D auquel nous avons abouti sur la base de nos données expérimentales D/ Modèle de structure 
secondaire du domaine Alu (nt 45 à 120) proposé d’après une étude réalisée par N. Loecker (communication 
personnelle). Les différences d’appariements de bases aux positions 55, 65, 78 et 80 sont encadrées en 
rouge. 



Chapitre II            Résultats-Perspectives 

- 213 - 

repliements identiques. Ainsi, nos résultats expérimentaux valident la structure proposée dans 

le modèle (B) pour les segments allant respectivement des positions 1 à 50 et 70 à 100. Par 

contre, la structure que nous proposons pour l’hélice 4 diffère à plusieurs positions par rapport  

à celle proposée dans le modèle prédictif (B). En effet, la structure proposée dans le modèle 

prédictif (B) ne permet pas d’expliquer l’ensemble des modifications et des clivages que nous 

avons obtenus pour les segments correspondant aux positions 50 à 70 et 100 à 120 (Figure 53 

B/). Pour cette partie du domaine Alu, nos données ne confirment donc pas le modèle (B). 

 

N. Locker a réalisé, au cours de son stage post-doctoral dans l’équipe de PJ. 

Lukavsky (MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Angleterre), une analyse par 

RMN de la structure 2D du domaine Alu (positions 1 à 120 de l’ARN BC200). N. Locker 

nous a communiqué ses données dans le but de les comparer à celles que nous avons obtenues 

par l’emploi de sondes chimiques et enzymatiques. Comme on peut le voir sur la figure 53 

D/, les résultats de RMN corroborent notre modèle de structure 2D. Par l’analyse RMN, N. 

Locker a pu identifier en plus des interactions de type Watson-Crick des interactions non 

canoniques. N. Locker propose, en effet, l’existence d’une paire de bases non canonique 

C55•C117 (Figure 53 D/). L’empilement des 4 paires de bases obtenu en tenant compte de la 

paire C55•C117, est en meilleur accord avec les 4 clivages par la RNase V1 que la structure 

avec le C55 en boucle latérale. La faible modification du résidu C55 par le DMS peut 

s’expliquer par le fait que la paire C55•C117 ne correspond pas à une interaction de type 

Watson-Crick. N. Locker a aussi proposé une seconde paire de bases non canonique G65•A109 

(Figure 53 D/). En accord avec la formation de cette paire de bases non canonique, ces deux 

résidus sont peu accessibles aux agent chimiques et enzymatiques dans nos expériences. De 

plus, N. Locker a mis en évidence une interaction triple G90-A78-U89 au sein de l’hélice 5 et la 

formation d’une paire U80•C87, prolongeant cette hélice (Figure 53 D/). A nouveau, la faible 

accessibilité des résidus A78, U89, U80, C87 et G90 et la présence de coupures par la RNase V1 

observées dans cette partie de l’hélice 5 sont en accord avec l’existence de ces interactions 

non canoniques.  

 

Nos expériences et celles de N. Locker non publiées confirment, donc, que la 

région 5’ de l’ARN BC200 adopte un repliement très similaire à celui de l’ARN 7S. 
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L’ensemble des données permet d’aboutir à un modèle de structure 2D pour le domaine Alu 

vérifié par deux types d’approches.  

 

 

2.3/ Analyse de la structure 2D de la région 3’ terminale 

 

Les sondes chimiques et enzymatiques, citées ci-dessus ont aussi été 

employées pour analyser la région allant des positions 121 à 200. Ces expériences ont été 

répétées plusieurs fois et les résultats obtenus ont été reproductibles. Un exemple de 

fractionnement, illustré dans la figure 54 panneaux A à C, montre, comme attendu, que la 

région poly A est en simple brin. En effet, elle est très accessible à la RNase T2 et totalement 

modifiée par le DMS. In vivo, ce domaine riche en A est recouvert par la protéine PABP 

(PolyA Binding Protein), qui doit stabiliser et protéger cette longue région simple brin. 

(Muddashetty et al, 2002). Comme mentionné ci-dessus, pour analyser la région 3’ terminale 

(positions 179 à 200) nous avons dû réaliser un marquage en 3’ de l’ARN BC200 et dans ce 

cas seules des hydrolyses enzymatiques ont été réalisées et les produits des coupures ont été 

identifiés en réalisant une hydrolyse statistique en conditions alcalines et une RNase T1 en 

conditions dénaturantes de l’ARN BC200. De manière inattendue, la région 3’ terminale est 

clivée par la RNase V1. D’une manière générale, la région 3’ semble fortement structurée. Or 

seules deux courtes hélices peuvent être formées : l’une interne à la région 3’ et l’autre 

mettant en jeu une séquence en amont de la région poly A. Le niveau élevé de coupures par la 

RNase V1 dans le segment riche en résidus C (nt 180 à 200) ne peut pas s’expliquer par des 

appariements de type Watson-Crick. La présence de ces coupures suggère, donc, une structure 

particulière de cette région riche en résidus C. 

 

Nous en concluons donc que la région du poly A est bien en simple brin et que 

la région 3’ terminale à une forte structure de nature inconnue.  
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Figure 54 : Analyse expérimentale de la structure 2D de l’extrémité 3’ de l’ARN BC200 
  
A/ et B/ Le transcrit BC200 a été soumis à des modifications chimiques, en ajoutant deux quantités de 
DMS (0,25 µl et 0,5 µl) (panneau A), ou à des coupures enzymatiques en conditions limitantes en ajoutant 
deux concentrations de RNases T1 (1 à 2 U), T2 (1 à 2 U) et V1 (0,02 à 0,04 U) (panneau B). Les conditions 
de réaction sont décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Les pistes «contrôle» correspondent à des 
incubations sans agent chimique ou sans enzyme. Les positions des modifications ont été analysées par une 
extension d’amorce par la transcriptase inverse. L’ oligodésoxynucléotide utilisé est indiqué en haut de 
l’autoradioagraphie (panneau A). Les arrêts d'extension ont été identifiés grâce à un séquençage du 
transcrit réalisé avec le même oligodésoxynucléotide (pistes U, G, C et A). Les ADNc résultant de 
l’extension d’amorce ont été fractionnés par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant à 7%. Les 
positions des nucléotides au sein de la séquence de l’ARN BC200 sont indiquées à gauche des 
autoradiographies. Dans le panneau B, le transcrit BC200 a été marqué radioactivement à son extrémité 3'-
terminale, par incorporation de pCp [α32-P]. Les positions des coupures enzymatiques ont été identifiées 
grâce à une hydrolyse alcaline statistique (piste hydrolyse) et à des coupures par la RNase T1 du transcrit 
en conditions dénaturantes (piste T1D). C/ Représentation schématique des données obtenues sur le modèle 
de structure 2D proposé pour la région allant des positions 121 à 200. Le mode de représentation des 
données est indiqué dans l’encart à droite. L’oligodésoxynucléotide 3145 ayant servi d’amorce est également 
indiqué. 



Chapitre II            Résultats-Perspectives 

- 216 - 

3/ Recherche des domaines de l’ARN BC200 requis pour son interaction avec le 
complexe SMN in vitro 

 
 
3.1/ Analyse des capacités d’interaction des mutants de l’ARN BC200 avec le 

complexe SMN purifié 
 

Sur la base de la structure 2D de l’ARN BC200, à laquelle nous avions abouti, 

nous pouvions étudier la contribution de chacune des régions de cet ARN dans la mise en 

place de l’interaction avec le complexe SMN. Dans ce but, plusieurs constructions ont été 

réalisées afin de produire des ARN BC200 tronqués par transcription in vitro (Figure 55). 

L’étude de l’interaction de ces ARN avec le complexe SMN purifié a été réalisée comme 

décrit précédemment.  

Etant donné que le domaine Alu constitue un élément structural bien défini, 

l’un des fragments testé a été l’ARN BC200N120, correspondant à ce domaine Alu. 

Logiquement, il aurait fallu tester l’efficacité de fixation du domaine 3’. Malheureusement, le 

taux de production de ce fragment d’ARN par transcription in vitro était trop faible, pour que 

nous puissions réaliser un test de fixation. Nous avons donc produit cet ARN sous deux 

formes différentes: (i) fusionné à la partie 5’ du domaine Alu (ARN BC200Δ51-125), la 

séquence située entre les positions 51 et 125 est éliminée dans cet ARN, et (ii) en association 

avec le domaine Alu incluant les résidus 60 à 120 (BC200ΔAlu5’), où la région 5’ terminale 

de l’ARN qui pourrait former une structure en pseudo-nœud est absente. Enfin, afin de tester 

l’importance de la région poly A, elle a été éliminée dans l’ARN BC200Δ133-165. Les 

résultats, présentés sur la figure 56, montrent clairement que le domaine Alu seul n’interagit 

pas avec le complexe SMN purifié (ARN BC200N120) (Figure 56, piste 12). Une faible 

interaction a été observée avec l’ARN BC200, dans lequel, seuls les 50 nt 5’ terminaux 

avaient été éliminés (ARN BC200ΔAlu5’). La meilleure fixation a été obtenue pour l’ARN 

BC200Δ133-165, où seul le domaine poly A a été éliminé. Nous en concluons que la 

séquence du poly A n’est pas importante pour l’interaction avec le complexe SMN. Nous 

constatons que seuls des ARN contenant le domaine 3’ terminal sont capables d’interagir avec 

le complexe SMN (ARN BC200ΔAlu5’ et ARN BC200Δ133-165). Ces deux ARN 

comportent, aussi, la partie 3’ du domaine Alu (nt 50 à 120).  
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Figure 55 : L’ARN BC200 sauvage et les mutants que nous avons produits 
  
La structure secondaire proposée pour chacun des ARN tronqués produits est basée sur le modèle de 
structure 2D que nous proposons pour l’ARN BC200 (Figure 53). La capacité des mutants à fixer le 
complexe SMN est également indiquée. 
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Figure 56 : Identification des domaines de l’ARN BC200 permettant sa fixation au complexe 
SMN purifié 
 
A/ Test d’interaction des ARN BC200 sauvage et mutants produits par transcription in vitro avec le 
complexe SMN purifié dans les conditions décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Les différents 
ARN sont incubés en présence du complexe SMN purifié, immobilisé sur billes d’agarose (Fixation des ARN 
au complexe SMN purifié, pistes 7 à 12) ou en présence des billes d’agarose incubées avec un extrait ne 
contenant pas la protéine Flag-Gemin2 (Exp. Contrôle, pistes 13 à 18). Après lavage des billes, les ARN fixés 
au complexe SMN ont été analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant. Les snRNA U1 
et U6 ont servi respectivement de contrôles positif et négatif. 10% de la quantité d’ARN utilisée pour 
chaque analyse ont été fractionnés par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant en parallèle des 
ARN décrochés du complexe SMN (Aliquot, pistes 1 à 6). B/ Les domaines de l’ARN BC200, indiqués sur un 
fond de couleur interviennent dans l’établissement d’une interaction avec le complexe SMN purifié. 
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En conclusion, les 40 nt 3’ terminaux de l’ARN BC200, qui adoptent d’après 

nos données une structuration forte et non canonique pourraient jouer un rôle important dans 

la mise en place de l’interaction avec le complexe SMN purifié. Par ailleurs, la partie du 

domaine Alu allant des positions 51 à 120 pourrait renforcer l’interaction soit en interagissant 

aussi avec le complexe SMN soit en favorisant le repliement du domaine 3’. 

 

 

 

 

3.2/ Identification de la région de l’ARN BC200 protégée par le complexe 
SMN 
 

Ayant mis au point des conditions d’hydrolyse ménagée de l’ARN BC200 

pour analyser sa structure secondaire, j’ai utilisé ces mêmes conditions pour identifier par la 

technique d’empreinte, la région protégée par le complexe SMN au sein des macro-complexes 

ARN BC200/complexe SMN. L’ARN BC200, marqué à son extrémité 3’, a été d’abord 

incubé avec le complexe SMN purifié, comme décrit précédemment. Les ARN fixés au 

complexe ont ensuite été soumis à l’action des RNases T1, A et V1, comme décrit ci-dessus et 

dans la partie Matériels et Méthodes. Dans ces conditions, seuls les nucléotides en simple brin 

ou accessibles dans le complexe étaient clivés par les RNases. Le fractionnement par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant des produits d’hydrolyse obtenus nous a 

permis de détecter les régions de l’ARN BC200 masquées par le complexe SMN. Nous avons 

constaté de fortes diminutions des clivages par la RNase V1 des positions 168 à 200 (Figure 

57). Deux interprétations sont possibles : soit la fixation du complexe SMN détruit la 

structure particulière formée par la région 3’, soit les nucléotides 168 à 200 sont protégés par 

le complexe SMN et interagissent directement avec le complexe SMN purifié. Cette dernière 

hypothèse serait en accord avec nos précédentes données. Néanmoins, les deux hypothèses ne 

sont pas complètement exclusives l’une de l’autre. En effet, en plus de la forte diminution des 

clivages par la RNase V1, dans la région 3’ terminale, nous observons un renforcement des 

hydrolyses par les RNases T1 et A des segment situés entre les positions 122 et 164. On 

pourrait donc imaginer que le complexe SMN se lie au segment 3’ terminal (nt 168 à 200) et 

que de ce fait l’ensemble de la structure du domaine 3’ soit dépliée ou du moins qu’une partie  
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Figure 57 : Identification de la région de l’ARN BC200 protégée contre l’action des RNases 
au sein du macro-complexe ARN BC200/complexe SMN 
 
A/ L’ARN BC200, marqué à son extrémité 3’, a été incubé avec le complexe SMN purifié. L’ARN nu (pistes 
transcrit) et les ARN fixés au complexe (pistes complexe SMN) ont ensuite été soumis à l’action des 
RNases T1, A et V1, comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les ARN clivés ont ensuite été 
analysés par électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant. Les positions des coupures enzymatiques 
ont été identifiées grâce à une hydrolyse alcaline statistique (piste H) et à une hydrolyse par la RNase T1 
en conditions dénaturantes (piste T1), comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les positions des 
nucléotides G dans la séquence de l’ARN BC200 sont indiquées à gauche de l’autoradiographie. B/ 
Représentation schématique sur le modèle de structure secondaire de l’ARN BC200 que nous avons établi de 
la région protégée de l’action des RNases au sein du macro-complexe ARN BC200/complexe SMN. 
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soit déstabilisée. Par ailleurs, la fixation au complexe SMN du domaine 3’ (nt 168 à 200) est 

en accord avec les résultats que S. Massenet a obtenus par l’emploi de la technique 

d’hydrolyse alcaline précédemment utilisée par l’équipe de G. Dreyfuss pour délimiter les 

domaines des UsnRNA nécessaires à leur interaction avec le complexe SMN (Yong et al, 

2004a) (Figure 58). Cette technique permet, en effet, de déterminer grossièrement les régions 

impliquées dans une interaction. Ainsi, S. Massenet a d’abord soumis l’ARN BC200, marqué 

à son extrémité 3’, à une hydrolyse alcaline ménagée, comme décrit dans la partie Matériels et 

Méthodes. Les ARN hydrolysés ont ensuite été incubés avec le complexe SMN purifié. Les 

ARN fixés au complexe ont ensuite été analysés sur gel de polyacrylamide dénaturant. Dans 

ces conditions, seuls les ARN hydrolysés contenant la région d’interaction avec le complexe 

SMN seront visibles.  

 

 

L’ensemble des résultats, obtenus par 3 approches différentes, montre 

l’importance de l’intégrité du domaine 3’ terminal de l’ARN BC200 (nt 168 à 200) pour qu’il 

y ait mise en place d’une interaction avec le complexe SMN.  

 
 
 

3.3/ Recherche d’une interaction entre le complexe SMN et l’ARN BC200 in 
cellulo 

 

Ayant montré la capacité l’ARN BC200 à interagir, in vitro, avec le complexe 

SMN purifié, il était important d’essayer de mettre en évidence l’existence d’une telle 

interaction dans un extrait cellulaire. L’ARN BC200 est spécifiquement exprimé dans les 

neurones humains, c’est pourquoi, les analyses ont été réalisées à partir d’une lignée cellulaire 

de neuroblastomes humains SH-SY5Y (n° ATCC : CRL-2266) que nous avions utilisée pour 

montrer une interaction entre le complexe SMN et la protéine FMRP (Piazzon et al, 2008). La 

stratégie choisie était d’immunosélectionner le complexe SMN grâce à un anticorps 

reconnaissant spécifiquement la protéine SMN (anticorps 2B1) et immobilisé sur des billes de 

G-séphorose. Nous espérions ainsi tester la co-immunosélection de l’ARN BC200 en 

utilisant, soit la technique de Northern-Blot, soit une amplification par la technique PCR après 

transcription inverse. 
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Figure 58 : Identification des domaines de fixation de l’ARN BC200 au complexe SMN par 
hydrolyse alcaline 
 
A/ Analyse des domaines de fixation de l’ARN BC200 au complexe SMN par hydrolyse alcaline ménagée. 
L’ARN BC200, marqué à son extrémité 3’, a été soumis à une hydrolyse alcaline ménagée, comme décrit dans 
la partie Matériels et Méthodes. Les ARN hydrolysés ou non (piste contrôle) ont ensuite été incubés avec le 
complexe SMN purifié (piste complexe SMN). Les ARN fixés au complexe ont ensuite été analysés sur gel 
de polyacrylamide dénaturant. Les positions des nucléotides ont été identifiées grâce à une hydrolyse 
ménagée (piste hydrolyse) et à des coupures par la RNase T1 du transcrit en conditions dénaturantes (piste 
RNase T1). Les positions des nucléotides G au sein de la séquence de l’ARN BC200 sont indiquées à gauche 
de l’autoradiographie. B/ Représentation schématique sur le modèle de structure secondaire de l’ARN 
BC200 que nous avons établi des domaines de fixation de l’ARN BC200 au complexe SMN. 
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La technique de Northern-Blot ne s’est pas avérée suffisamment sensible pour ce type 

d’étude. En effet, alors que les snRNA U1, U2, U4 et U5 interagissent avec le complexe 

SMN, nos expériences n’ont révélé que l’interaction du snRNA U1 avec ce complexe. 

L’ARN BC200 n’a pas non plus été détecté. Nous avons alors testé la présence de l’ARN 

BC200 au sein du complexe SMN immunosélectionné, par RT-PCR, comme décrit dans la 

partie Matériels et Méthodes. Des couples d’oligonucléotides spécifiques de l’ARN BC200 et 

des snRNA U1 (contrôle positif) et U6 (contrôle négatif) ont été sélectionnés (cf. partie Matériels 

et Méthodes, Tableau IX). L’amplification des ADN complémentaires aux transcrits des snRNA 

U1, U6 et de l’ARN BC200 (Figure 59, pistes 1 à 3) et des ARN contenus dans l’extrait 

cellulaire (Figure 59, pistes 4 à 6) a été réalisée en tant que contrôle. Les conditions 

d’amplification paraissant satisfaisantes, nous avons alors réalisé l’expérience 

d’immunosélection du complexe SMN avec l’anticorps 2B1 immobilisé sur des billes de G-

sépharose (IS 2B1) et une expérience contrôle avec des billes de G-sépharose auxquelles est 

fixé un anticorps contrôle (IS SP2/O) (Figure 59, pistes 7 à 12). Après lavages des billes et 

traitement par la protéinase K, pour détruire les interactions protéiques, les ARN retenus sur 

les billes sont extraits au phénol et soumis à des expériences de RT-PCR. Nous avons, 

malheureusement, obtenus des taux d’amplification similaires pour l’essai et pour 

l’expérience contrôle (IS SP2/O). De plus, le snRNA U6 est détecté dans l’immunosélection 

dirigée contre la protéine SMN (IS 2B1), alors que cet ARN ne se fixe pas au complexe SMN. 

Autrement dit, dans nos conditions, les ARN fixés non spécifiquement sont amplifiés autant 

que les ARN fixés spécifiquement. La diminution du nombre de cycles de PCR ne nous a pas 

permis de résoudre ce problème. Nous n’avons donc pas apporter d’argument en faveur d’une 

interaction du complexe SMN avec l’ARN BC200 dans un extrait de cellules neuronales, par 

ces deux approches.  
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Figure 59 : Recherche par RT-PCR d’une interaction entre l’ARN BC200 et le complexe 
SMN dans des extraits de cellules de neuroblastomes humains (SH-SY5Y) 
 
Des extraits totaux de cellules de neuroblastomes humains (SH-SY5Y) ont été préparés pour 
immunsélectionner le complexe SMN grâce à un anticorps reconnaissant spécifiquement la protéine SMN 
(IS 2B1, pistes 7 à 9) ou d’un anticorps contrôle immobilisée sur des billes de G-sépharose (IS SP2/O, 
pistes 10 à 12). La co-immunosélection de l’ARN BC200 et du snRNA U1, utilisé comme témoin positif, a 
ensuite été testée par RT-PCR, à l’aide d’oligonucléotides spécifiques à chaque ARN testé, comme décrit 
dans la partie Matériels et Méthodes. Le snRNA U6 a également été testé en tant que contrôle négatif. 5% 
de la quantité d’extraits utilisés pour chaque analyse a également été soumis à une RT-PCR et les ADNc 
obtenus ont été fractionnés par électrophorèse en gel d’agarose 1% (Aliquot, pistes 4 à 6). Des RT-PCR ont 
été réalisées sur des transcrits produits in vitro (Transcrit, pistes 1 à 3) et sur les ARN totaux extraits 
des cellules sans avoir été soumis à une transcription inverse (Contrôle RT-PCR, pistes 13 à 15). Ce dernier 
contrôle permet d’estimer d’éventuelles contaminations d’ADN génomique. M correspond au marqueur de 
taille. 
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III/ Conclusions et perspectives 

 

1/ La structure secondaire de l’ARN BC200 et ses domaines d’interaction avec le 
complexe SMN  
 

La structure 2D que nous avons proposée pour l’ARN BC200 comporte deux 

domaines distincts : le domaine Alu (nt 1 à 120) et le domaine 3’ (nt 121 à 200) contenant la 

séquence Poly A (nt 121 à 158). La partie 3’ terminale allant des positions 159 à 200 est 

spécifique à l’ARN BC200 (Figure 54, page 215). Elle n’est retrouvée ni dans l’ARN 7S de 

la particule SRP, ni dans l’ARN BC1. Pour compléter nos données, il sera important 

d’analyser la structure 2D de chacun de ces domaines en les produisant de manière 

individuelle, dans le but de s’assurer qu’elle est identique à celle observée dans l’ARN 

BC200 entier. Ces analyses apporteront une confirmation du modèle et peut-être des 

informations sur le type de structuration particulière de la région 3’. 

Ces études sont d’autant plus importantes, que la recherche de la ou des 

région(s) de l’ARN BC200 nécessaire(s) à son interaction avec le complexe SMN a montré 

que la partie 3’ terminale de l’ARN BC200 (excepté la séquence poly A) allant des positions 

168 à 200 est nécessaire à cette fixation. En effet, sa délétion conduit à une absence de 

fixation de l’ARN BC200 au complexe SMN (Figure 56, page 218). Nous avons observé un 

changement très important de son accessibilité à la RNase V1 lorsque l’ARN BC200 est fixé 

au complexe SMN (Figure 57, page 220). Enfin, les expériences basées sur l’hydrolyse 

alcaline de l’ARN BC200 ont révélé que le segment allant des positions 168 à 200 de l’ARN 

BC200 est suffisant pour qu’il y ait fixation au complexe SMN (Figure 58, page 222). Par 

ailleurs, la région de l’ARN BC200 comprise entre les positions 51 et 125 peut, soit interagir 

aussi avec le complexe SMN, soit jouer un rôle dans la structuration globale de l’ARN. 

L’analyse de la structure secondaire de l’ARN mutant BC200Δ51-125, dans lequel ce 

segment est éliminé, devrait apporter des informations sur l’importance de la structure tige-

boucle (nt 51-120) pour la stabilité globale de la structure de l’ARN BC200 et en particulier 

sur le domaine 3’ de l’ARN.  
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D’une manière générale, il sera intéressant d’étudier quel peut être le type de 

structuration particulière adoptée par la région 3’ terminale de l’ARN BC200. C’est pourquoi 

il sera nécessaire de définir quel est le domaine minimal requis pour que cette structure 

particulière se forme. Il pourra alors être intéressant d’approfondir son étude par l’emploi de 

différent agent chimiques modifiant non seulement les positions Watson-Crick mais aussi les 

positions N-7 des guanines et des adénines qui pourraient intervenir dans des interactions de 

type non Watson-Crick.  

Jusqu’à présent, aucune structure de type tétrade similaire aux tétrades de 

guanines n’a été proposée pour les séquences riches en résidus C. Seules des structures de 

type « i motif » et des triples hélices ont été présentées. Cependant, elles nécessitent pour leur 

stabilité une protonation d’une partie des résidus C et de ce fait elles sont peu stables à pH 

physiologique. 

L’approche la plus informative serait d’analyser la structure tridimensionnelle 

de cette région soit par RMN soit par radiocristallographie. Comme nous avons des difficultés 

à la produire par transcription in vitro, nous devrons donc envisager sa synthèse chimique.  

Lorsque nous aurons obtenu un minimum d’information sur la structuration de 

cette région, nous pourrons alors envisager la réalisation d’expériences d’interférence de 

modification afin de définir plus précisément la zone de contact avec le complexe SMN. Bien 

sûr, il sera aussi intéressant d’essayer d’identifier quelle(s) protéine(s) du complexe SMN 

interagit avec l’ARN BC200 comme nous le décrirons plus loin. 

  

 

 

2/ Les UsnRNA et l’ARN BC200 n’ont pas le même mode de fixation au complexe 
SMN  

 

L’étude des interactions entre les UsnRNA ou de mini-substrats dérivés des 

UsnRNA avec le complexe SMN a permis à l’équipe de G. Dreyfuss de proposer que deux 

types de motifs ARN sont capables de se fixer au complexe (Figure 60) : 

• la tige-boucle 1 du snRNA U1 
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Figure 60 : Représentation schématique des 3 motifs ARN se fixant au complexe SMN 
 
A/ Motif identifié au sein du snRNA U1 (Yong et al, 2002). B/ Région minimale commune aux UsnRNA 
(Branlant et al, 1982) et permettant la fixation au complexe SMN. Cette région est constituée de la 
séquence Sm et d’une structure en tige-boucle en aval (Yong et al, 2002 ; Yong et al, 2004a ; Golembe et al, 
2005b). C/ Motif identifié au sein de l’ARN BC200. 
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• les segment des snRNA U2, U4 et U5 contenant le site Sm (motif commun 

initialement mis en évidence par notre équipe, (Branlant et al, 1982) et une structure en tige-

boucle située en aval. 

Ces deux motifs ARN sont supposés interagir avec des sites différents au sein 

du complexe SMN. Comme décrit en introduction, l’équipe de G. Dreyfuss a proposé que la 

protéine Gemin 5 soit la protéine du complexe SMN capable de fixer spécifiquement les 

UsnRNA (Battle et al, 2006). Cette protéine doit donc comporter des sites de fixation 

différents pour chacun de ces motifs. La question est de savoir si la protéine Gemin 5 est le 

seul facteur de reconnaissance au sein du complexe SMN. L’identification de la ou des 

protéine(s) au sein du complexe SMN capable de fixer l’ARN BC200 parait donc essentielle. 

Différentes approches peuvent être envisagées : le pontage covalent aux UV de l’ARN BC200 

radioactif au complexe SMN, suivi de son hydrolyse et de l’identification de la ou des 

protéine(s) portant des nucléotides radioactifs. Une seconde approche peut être l’emploi de la 

technique triple hybride pour tester l’interaction possible du domaine 3’ de l’ARN BC200 

avec chacune des protéines du complexe SMN. Un résultat ne sera obtenu que si la protéine 

interagissant au sein du complexe est capable d’interagir à l’état individuel. Une approche 

complémentaire consistera à produire chacune des protéines du complexe SMN sous forme 

fusionnée à la protéine GST et immobilisées sur des billes de sépharose couplées au 

glutathion pour tester leur interaction avec l’ARN BC200 ou son domaine 3’ terminal. 

 

 

 

 

3/ Quel pourrait être le lien possible entre l’ARN BC200 et le complexe SMN ? 
 

3.1/ Existe-t-il un lien biologique entre l’ARN BC200 et le complexe SMN ? 
 

Nous n’avons pas réussi à montrer que l’interaction que nous avons mise en 

évidence in vitro, existe in cellulo par les techniques de Northern-Blot et de RT-PCR. 

Néanmoins, il faut mentionner que les mêmes difficultés ont été rencontrées par les autres 

équipes pour la mise en évidence de l’interaction du complexe SMN avec les UsnRNA. Seule 

la méthode d’injection de UsnRNA radiomarqués dans les oocytes de X. laevis a permis 
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d’apporter la démonstration de cette interaction in vivo (Fischer et al, 1997 ; Yong et al, 2004a 

; Yong et al, 2002). L’ARN BC200 étant spécifiquement exprimés dans les neurones, la 

validité des résultats qui seraient obtenus par cette approche pourrait être questionnée.  

Nous pourrons essayer de répéter les tests basés sur la recherche des ARN co-

immunosélectionnés avec le complexe SMN en utilisant la technique de RT-PCR quantitative, 

qui est maintenant implantée au laboratoire. Même si nous n’avons pas mis en évidence 

d’interaction entre le complexe SMN humain et l’ARN BC1, in vitro, il n’est pas exclu que 

celui-ci puisse interagit avec le complexe SMN murin in cellulo. Si les expériences de RT-

PCR quantitative s’avèrent concluantes pour l’ARN BC200, nous pourrons essayer 

d’appliquer cette méthode pour tester l’interaction de l’ARN BC1, l’homologue fonctionnel 

de l’ARN BC200, avec le complexe SMN murin. Dans ce cas les extraits seront préparés à 

l’aide de cellules issues d’une lignée de motoneurones de rat (MN1).  

 

Une autre approche permettant de valider les données que nous avons obtenues 

in vitro sera de rechercher une éventuelle co-localisation de l’ARN BC200 avec le complexe 

SMN dans des neuroblastomes humains (SH-SY5Y). Comme mentionné dans le chapitre 

précèdent, nous avons établi dans le cadre de l’étude de l’interaction entre la protéine FMRP 

et le complexe SMN, une collaboration avec F. Rage qui réalise des études d’imagerie 

cellulaire sur des neurones primaires d’hypothalamus de rat en culture. Nous envisageons 

d’étudier dans ces neurones, la co-localisation (i) de l’ARN BC1 endogène avec le complexe 

SMN et (ii) de l’ARN BC200, exprimé par transfection transitoire, avec le complexe SMN. 

Des constructions permettant de produire par transcription, in vitro, en présence d’uridine Cy-

3 (excitation : λ = 550 nm et émission λmax = 570 nm), des ARN anti-sens s’hybridant 

spécifiquement aux régions 3’ terminales des ARN BC1 et BC200 ont déjà été réalisées 

(Figure 61). La détection d’une co-localisation, in cellulo, entre le complexe SMN et l’ARN 

BC200 permettrait d’initier ensuite des études fonctionnelles. 
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Figure 61 : Sondes prévues pour les tests de localisation des ARN BC1 et BC200 in cellulo 
 
Représentation schématique des régions d’hybridation des sondes ARN anti-sens, indiquées en violet, sur la 
structure secondaire des ARN BC1 et BC200. La structure secondaire de l’ARN BC1 a été établie par 
(Rozhdestvensky et al, 2001) et celle de l’ARN BC200 correspond au modèle que nous avons établi 
expérimentalement. 
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3.2/ Rôle possible du complexe SMN dans l’assemblage de la RNP BC200  
 

Une explication possible de l’interaction que nous avons mise en évidence, in 

vitro, entre l’ARN BC200 et le complexe SMN pourrait être que le complexe SMN 

intervienne dans l’assemblage de la RNP BC200. Comme décrit en introduction, plusieurs 

protéines interagissent avec l’ARN BC200, en particulier les protéines SRP 9 et 14, qui 

s’associe au domaine 5’ terminal de l’ARN BC200 (Bovia et al, 1997 ; Kremerskothen et al, 

1998b ; Khanam et al, 2006). Néanmoins, certaines des autres protéines identifiées, comme les 

protéines FMRP, PABP, SYNCRIP, etc ..., pourraient s’associer de manière transitoire à 

l’ARN BC200. Il serait donc intéressant de purifier cette RNP BC200 afin d’analyser sa 

composition en protéines. Plusieurs approches peuvent être envisagées. 

L’ARN BC200 pourrait être hybridé à un oligonucléotide biotinylé et couplé à 

la streptavidine. Son incubation avec un extrait cellulaire de neuroblastomes humains (SH-

SY5Y) permettrait de retenir les protéines capables de se fixer à cet ARN. Néanmoins, on sait 

que même en réalisant des lavages dans des conditions stringentes pour éliminer les protéines 

fixées de manière non spécifiques, cette approche souffre d’un problème important de bruit de 

fond lié à la fixation forte et non spécifique des protéines aux billes ou aux ARN.  

Une autre possibilité pourrait être de produire une lignée exprimant de manière 

stable l’ARN BC200 avec une séquence additionnelle en 5’ ou en 3’ de type site de fixation 

de la protéine de l’enveloppe du phage MS2. Il faudrait alors s’assurer bien sûr que cet ARN 

puisse former une RNP dans les cellules. Cette RNP pourrait ensuite être purifiée par l’emploi 

de la protéine de fusion MS2-MBP contenant le domaine de fixation à l’ARN de la protéine 

de l’enveloppe du phage MS2. Ce domaine lie la séquence MS2 et la protéine MBP (Maltose 

Binding Protein) à des billes d’amylose. Tous ces outils sont disponibles au laboratoire. Le 

contenu en protéines de la RNP purifiée serait alors analysé par spectrométrie de masse en 

collaboration avec l’équipe d’A. Van Dorsselear.  

Une approche similaire peut être envisagée en créant une lignée cellulaire 

exprimant de manière stable une des deux protéines se liant au domaine 5’ de l’ARN BC200, 

SRP 9 ou SRP 14, avec une étiquette de type Tap-Tag. A la fois la particule SRP et la RNP 

BC200 seront purifiées par cette approche. On peut néanmoins espérer éliminer la particule 

SRP en utilisant un anticorps dirigé contre l’une ou l’autre de ces protéines. 
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Dans la mesure où l’extinction de la protéine SMN par ARN interférence est 

fonctionnelle, il sera aussi possible d’utiliser cette approche pour tester l’effet produit sur 

l’assemblage de la RNP BC200.  

 

 

3.3/ Rôle possible du complexe SMN dans la fonction de la RNP BC200  
 

Comme décrit en introduction, plusieurs données indiquent que l’ARN BC200, 

comme son homologue BC1 de souris, pourrait jouer un rôle dans le contrôle de l’initiation de 

la traduction (Wang et al, 2002 ; Wang et al, 2005 ; Kondrashov et al, 2005 ; Lin et al, 2008). 

Les interactions que nous avons mises en évidence entre le complexe SMN et deux facteurs 

de régulation de la traduction dans les neurones : la protéine FMRP et l’ARN BC200, nous 

permettent de formuler l’hypothèse d’un rôle possible du complexe SMN dans la régulation 

de la traduction. Cette hypothèse a, d’ailleurs, déjà été mentionnée dans le premier chapitre de 

la partie « Résultats-Perspectives ». 

Comme nous l’avons mentionné dans l’introduction, l’équipe de C. Bagni a 

décrit une interaction entre la protéine FMRP et les ARN BC1 et BC200. Cette équipe a 

proposé un modèle dans lequel les ARN BC1 et BC200 recruteraient les ARNm cibles de la 

protéine FMRP par appariements de bases, ce qui assureraient la spécificité du mécanisme de 

répression de la synthèse protéique (Figure 36, page 118) (Zalfa et al, 2003). Comme nous 

l’avons déjà précisé, ce modèle est actuellement réfuté par d’autres équipes qui contestent 

l’existence de l’interaction observée entre l’ARN BC1 et la protéine FMRP. Ces auteurs 

proposent que l’ARN BC1 inhibe la traduction de certains ARNm dans les neurones 

indépendamment de FMRP (Wang et al, 2005 ; Iacoangeli et al, 2008). Néanmoins, 

l’interaction observée entre l’ARN BC200 et la protéine FMRP n’a pas été remise en cause. 

C’est pourquoi, il serait tout d’abord important de vérifier la validité de l’interaction observée 

par Zalfa et al. entre l’ARN BC200 avec la protéine FMRP (Zalfa et al, 2003 ; Zalfa et al, 

2005). Si cette interaction est vérifiée, nous envisagerons l’étude d’un lien fonctionnel entre le 

complexe SMN, l’ARN BC200 et la protéine FMRP. 
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B/ Mise en évidence et caractérisation de la mise en place d’une interaction 
entre l’ARN BC200 et la protéine hnRNP-A2  

 

 

I/ Intérêt de l’étude  
 

Comme déjà mentionné, l’équipe de Tiedge a identifié une région de l’ARN 

BC1 qui s’associe avec la protéine hnRNP-A2 et qui est nécessaire à son transport à longue 

distance dans les dendrites (Muslimov et al, 2006). Ces expériences étant réalisées avec des 

extraits de cerveaux de rats, les auteurs n’apportent donc pas la preuve d’une interaction 

directe. La protéine hnRNP-A2 est connue pour être impliquée dans le transport de l’ARNm 

de la protéine MBP (Myelin Basic Protein) dans les oligodendrocytes et dans le transport de 

l’ARNm de la protéine MAP2 dans les neurones (Ainger et al, 1997 ; Hoek et al, 1998 ; 

Munro et al, 1999 ; Shan et al, 2003). Récemment, il a été montré qu’elle interviendrait dans 

le transport d’autres ARNm dans les dendrites (pour revue, Carson & Barbarese, 2005). On 

peut donc imaginer que la protéine hnRNP-A2 joue un rôle dans le transport de l’ARN BC1, 

ainsi que dans celui de l’ARN BC200 dans les dendrites. Avant tout, il était nécessaire de 

savoir si la protéine hnRNP-A2 pouvait aussi interagir avec l’ARN BC200 in vitro. Ayant 

démontré que c’était le cas, nous avons ensuite essayé de définir la ou les régions de l’ARN 

BC200 nécessaire(s) à cette interaction. 

 

 

 

 

II/ Résultats obtenus 

 
1/ Mise en évidence des capacités d’interaction de l’ARN BC200 avec la protéine 
hnRNP-A2 in vitro 
 
 

Au laboratoire, un ADNc codant la protéine hnRNP-A2 avait été cloné par 

J.M. Saliou dans un plasmide d’expression ceci afin de la produire sous forme de fusion avec 
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la protéine GST. Le séquençage de cet ADNc a, néanmoins, révélé l’existence d’une délétion 

des résidus 600 à 690 qui codent les aa 200 à 230. Cette délétion concerne le domaine riche 

en glycines de la protéine et pas les domaines RRM, impliqués dans la fixation aux ARN. 

Aussi, nous avons décidé de l’utiliser. Nous avons produit cette protéine chez E. coli. Les 

conditions de culture et de purification de la protéine sont détaillées dans la partie Matériels et 

Méthodes. La protéine recombinante de fusion GST-hnRNP-A2 a d’abord été purifiée sur des 

billes de sépharose couplées à du glutathion puis clivée par la thrombine (5 U, Novagen) 

pendant une nuit à température ambiante. Les capacités d’interaction de la protéine 

recombinante avec l’ARN BC200 ont ensuite été testées par des expériences de retard sur gel.  

L’ARN BC1 produit sous forme radioactive par transcription in vitro 

interagissait bien avec la protéine hnRNP-A2 recombinante, contrairement au snRNA U1, 

utilisé comme contrôle négatif (Figure 62, pistes 2, 3, 8 et 9). Ces résultats montraient que la 

délétion présente dans notre clone n’altérait pas les propriétés de liaison de la protéine aux 

ARN. Ces résultats montraient également que la protéine hnRNP-A2 se lie à l’ARN BC200 

(Figure 62, pistes 5 et 6). Ces mêmes expériences de retard sur gel avaient été répétées avec 

deux concentrations différentes en protéine hnRNP-A2 et montraient la présence de 

complexes de tailles différentes en fonction de la concentration en protéine hnRNP-A2 

utilisée. Ces complexes sont indiqués par des étoiles sur les autoradiographies de la figure 62 

et suggéraient que soit la protéine hnRNP-A2 s’oligomérise en se fixant sur un seul site de 

l’ARN, soit l’ARN possède plusieurs sites de fixation pour la protéine hnRNP-A2. Nous 

avons fait la même observation pour l’ARN BC1 (Figure 62, piste 3). L’équipe de Tiedge 

n’observait qu’un seul complexe mais, comme nous l’avons mentionné, ci-dessus, leur 

expérience étant réalisée avec un extrait de cerveau de rat, le complexe pourrait contenir 

plusieurs protéines (Muslimov et al, 2006). 

 

 

2/ Recherche du ou des site(s) de reconnaissance de la protéine hnRNP-A2 sur 
l’ARN BC200  

 
 

L’équipe de Tiegde a proposé que le site de reconnaissance de la protéine 

hnRNP-A2 sur l’ARN BC1 corresponde à une boucle interne, contenant des paires de bases 

non-canoniques (Figure 34, page 111) (Muslimov et al, 2006). D’après le modèle de
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Figure 62 : La protéine hnRNP-A2 recombinante interagit, in vitro, avec les ARN BC1 et 
BC200 
 
Les ARN BC1, BC200 et le snRNA U1 ont été produits, sous forme radioactive, par transcription in vitro et 
incubés avec la protéine hnRNP-A2 ajoutée en concentrations croissantes (0,4 et 0,6 µM) et avec des ARNt 
compétiteurs, comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. L’ARN BC1 servait de contrôle positif 
(pistes 1 à 3) et le snRNA U1 de contrôle négatif (pistes 7 à 9). Les étoiles indiquent les complexes formés 
entre les ARN et la protéine. 
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structure que nous avons établi pour l’ARN BC200 (Figure 52 et 54, pages 211 et 215), 

celui-ci ne contient pas de motif similaire. Des motifs de fixation de la protéine hnRNP-A2 

ont déjà été définis dans d’autres ARN, en particulier dans l’ARNm codant la protéine MBP. 

Il s’agit d’une séquence de 11 nt (motif A2RE11) (Figure 63A/) (Munro et al, 1999). Cette 

séquence suffit à adresser des ARN chimériques dans les prolongements neuritiques grâce à 

une interaction avec la protéine hnRNP-A2 (Shan et al, 2003). Une séquence très similaire au 

motif A2RE11 est localisée dans la partie Alu de l’ARN BC200 (nt 71 à 81) (Figure 63B/). 

Au sein du motif A2RE11, la conservation des nucléotides en positions 5, 6, 8 et 9 est 

absolument requise pour la fixation de la protéine hnRNP-A2 (Figure 63A/) (Munro et al, 

1999). De manière très intéressante, l’identité de ces nucléotides est conservée dans le motif 

homologue présent dans l’ARN BC200 (Figure 63B/). Dans un premier temps, afin de tester 

si cette séquence, au sein de l’ARN BC200, pouvait correspondre au site de fixation de la 

protéine hnRNP-A2, la protéine recombinante a été incubée avec le domaine Alu de l’ARN 

BC200 (BC200N120) (Figure 55, page 217). D’après nos résultats, cet ARN ne formait pas 

de complexe avec la protéine hnRNP-A2 (Figure 64A/, pistes 5 et 6). Par contre, l’ARN 

BC200Δ51-125, dans lequel la partie 3’ terminale du domaine Alu contenant le site A2RE 

potentiel est éliminé, interagissait toujours avec la protéine hnRNP-A2 (Figure 64A/ pistes 8 

et 9). La région 3’ terminale du domaine Alu (nt 51 à 125) ne semblait donc pas nécessaire à 

l’interaction. Ce résultat avait été conforté par l’absence de compétition de l’ARN 

BC200N120 non-radioactif vis-à-vis de l’ARN BC200 lors du test de fixation sur la protéine 

hnRNP-A2 (Figure 64B/ pistes 9 et 10). L’ensemble de ces données suggère que le site 

A2RE putatif de l’ARN BC200 n’interagit pas avec la protéine hnRNP-A2.  

L’ARN BC200Δ133-165, dans lequel le domaine Poly A a été éliminé, 

n’interagissait pas avec la protéine hnRNP-A2, ce qui suggérait que le domaine Poly A 

pourrait être responsable de la fixation de l’ARN BC200 sur la protéine hnRNP-A2 (Figure 

64B/, pistes 11 et 12). De manière intéressante, lorsque des expériences de compétition avait 

été réalisées entre les ARN BC1 et BC200, nous avions constaté qu’un excès d’ARN BC1 

compétiteur déplaçait la protéine hnRNP-A2 fixée sur l’ARN BC200 (Figure 64B/, pistes 6 

et 7) et vice et versa (Figure 64B/, pistes 3 et 4). Autrement dit ces deux ARN étaient 

capables d’entrer en compétition pour la fixation de la protéine hnRNP-A2, in vitro, ce qui 

suggèrait qu’ils partagent un site de fixation commun pour la protéine hnRNP-A2. Or, le
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Figure 63 : Une séquence similaire au motif A2RE de l’ARNm de MBP est présente dans 
l’ARN BC200 
 
A/ Séquences A2RE testées pour leur interaction avec l’hnRNP-A2 (Munro et al, 1999). Les bases mutées au 
sein de la séquence A2RE sont encadrées. La capacité de fixation de la protéine hnRNP-A2, aux séquences 
A2RE mutées, est indiquée par des « + ». Au sein du motif A2RE11, la conservation des nucléotides en 
position 5, 6, 8 et 9, indispensable à la fixation de la protéine hnRNP-A2, est indiquée en rouge. B/ 
Comparaison du motif A2RE11 et d’une séquence contenue dans l’ARN BC200. Les nucléotides en position 5, 
6, 8 et 9 sont indiqués en rouge, les nucléotides communs à la séquence A2RE11 et à la séquence de l’ARN 
BC200 sont indiqués en orange et les nucléotides différents sont encadrés et en noir. 
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Figure 64 : Recherche du ou des domaines de fixation de la protéine hnRNP-A2 sur l’ARN 
BC200  
 
A/ Les ARN BC200 sauvage et mutants ont été produits, sous forme radioactive, par transcription in vitro 
et incubés avec la protéine hnRNP-A2 en concentration croissante (0,4 et 0,6 µM) avec des ARNt 
compétiteurs, comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les étoiles indiquent les complexes 
formés entre les ARN et la protéine. B/ Expérience de compétition. L’ARN BC200 a été produit, sous forme 
radioactive, par transcription in vitro, incubés avec la protéine hnRNP-A2 recombinante et des 
concentrations croissantes d’ARN compétiteurs non-radioactifs (ARN BC200 : pistes 3 et 4, ARN BC1 : 
pistes 6 et 7, ARN BC200 N120 : pistes 9 et 10). 
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seul élément commun à ces deux ARN est la séquence Poly A. Ces données renforcent l’idée 

que la protéine hnRNP-A2 reconnaisse le domaine Poly A au sein des ARN BC1 et BC200. 

La détection de plusieurs complexes pouvait donc correspondre à la fixation de plusieurs 

molécules de protéine hnRNP-A2 sur la séquence Poly A.  

 

J’avais aussi testé la capacité d’interaction de la protéine hnRNP-A2 avec 

l’ARN BC200N158 (Figure 65), qui ne contient plus le domaine 3’ terminal de l’ARN 

BC200 (nt 159-200). Cet ARN avait une affinité pour la protéine hnRNP-A2 plus faible que 

l’ARN BC200 entier. Par ailleurs, un seul type de complexe était formé (Figure 65, piste 3), 

pour des concentrations en protéines pour lesquelles plusieurs complexes étaient observés 

pour l’ARN BC200 entier ou l’ARN BC200Δ51-125. Ces résultats suggérent, soit que le 

domaine 3’ de l’ARN BC200 contient un deuxième site de fixation pour la protéine hnRNP-

A2, soit que sa présence stabilise une structuration du domaine Poly A, ce qui en favoriserait 

la fixation de la protéine hnRNP-A2. En effet, en plaçant le domaine Poly A en boucle à 

l’extrémité d’une hélice, le domaine 3’ terminal pourrait faciliter la fixation et 

l’oligomérisation de la protéine hnRNP-A2 sur la séquence du Poly A. Cette hypothèse 

pourra être testée en produisant l’ARN BC200N174 dans lequel la séquence Poly A sera 

fermée par une hélice. Bien sûr, l’emploi de la technique d’empreintes pourra permettre de 

confirmer et d’affiner les données que nous avons obtenues par les expériences de retard sur 

gel. 

 

 

 

III/ Conclusions et perspectives 
 

1/ Comment la protéine hnRNP-A2 interagit-elle avec l’ARN BC200 ? 

 

L’ensemble de nos données suggèrent que la séquence Poly A est responsable 

de la fixation de la protéine hnRNP-A2 aux ARN BC200 et BC1 in vitro. Ces données ne 

sont pas en accord avec celles de l’équipe de Tiedge qui propose une interaction de la 

protéine hnRNP-A2 avec une boucle interne formant des paires de bases non canoniques dans  
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Figure 65 : L’absence du domaine 3’ terminal de l’ARN BC200 diminue l’affinité de cet ARN 
pour la protéine hnRNP-A2  
 
A/ Représentation schématique de la structure des mutants BC200 N158 et BC200 3’ term. B/ Expérience 
de retard sur gel réalisées avec les ARN BC200 N158 et la protéine hnRNP-A2 recombinante. L’ARN BC200 
N158 a été produit par transcription in vitro et incubé avec la protéine hnRNP-A2 en concentration 
croissante (0,4 et 0,6 µM) et avec des ARNt compétiteurs, comme décrit dans la partie Matériels et 
Méthodes. Les étoiles indiquent les complexes formés entre l’ARN et la protéine. 
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l’ARN BC1 (Muslimov et al, 2006). Comme nous l’avons déjà remarqué, l’interaction mise 

en évidence par cette équipe n’est peut-être pas directe, ce qui expliquerait cette différence. 

Nous produirons un mutant de l’ARN BC1 où cette structuration particulière sera affectée 

afin de savoir s’il y a toujours fixation de la protéine hnRNP-A2 recombinante sur l’ARN 

BC1.  

Par ailleurs, afin de préciser les sites de fixation de la protéine hnRNP-A2 

recombinante sur les deux ARN BC200 et BC1, nous réaliserons des expériences 

d’empreintes comme nous l’avons fait pour le complexe SMN. Nous pouvons aussi réaliser 

en complément des expériences d’interférence de modifications. L’ARN est modifié de 

manière ménagée avec des agents chimiques et incubé avec la protéine. L’analyse des 

positions des modifications dans les ARN qui ont pu former un complexe avec la protéine 

permet d’identifier les modifications qui empêchent la formation de ce complexe et donc les 

segments de l’ARN important pour l’interaction. Si nous vérifions bien, par ces approches, 

que la séquence Poly A constitue le site de fixation de la protéine hnRNP-A2, il faudra savoir 

comment la présence du domaine 3’ et favorise l’interaction et quel segment de ce domaine 

est impliqué. De plus, il nous faudra également vérifier si la formation d’une hélice fermant le 

domaine Poly A est importante pour cette interaction. 

Nous envisageons aussi de réaliser des expériences de compétition avec des 

ARN Poly A mimant le domaine Poly A et des ARN Poly C mimant le domaine riche en 

résidus C.  

Il sera aussi intéressant de savoir combien de molécules de protéine hnRNP-

A2 peuvent se fixer sur les ARN BC200 et BC1. Un équipement permettant de définir la 

stoechiométrie des complexes vient d’être acquis au laboratoire et permettra de répondre à 

cette question.    

 

 

2/ Rôle fonctionnel possible de la fixation de la protéine hnRNP-A2 à l’ARN BC200 
in vivo 
 

Les domaines Poly A des ARN BC1 et BC200 fixent aussi la protéine PABP 

(Muddashetty et al, 2002 ; West et al, 2002 ; Mullin et al, 2004 ; Kondrashov et al, 2005 ; 

Wang et al, 2005 ; Wang et al, 2002 ; Khanam et al, 2006). Il sera donc important d’évaluer 
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l’affinité relative des protéines PABP et hnRNP-A2 pour ces ARN ceci afin de savoir quel 

peut être l’impact de la fixation potentielle de la protéine hnRNP-A2 sur cette région. 

Selon les données de Tiedge et al., la protéine hnRNP-A2 permettrait le 

transport de l’ARN BC1 dans les dendrites (Muslimov et al, 2006). Il sera intéressant de 

tester par la technique d’hybridation in situ si l’extinction de la protéine hnRNP-A2 par ARN 

interférence bloque le transport de l’ARN BC200 dans des neuroblastomes humains en 

culture (SH-SY5Y), ou celle de l’ARN BC1 dans des neurones primaires d’hypothalamus de 

rat. Ces expériences seront réalisées en collaboration avec F. Rage. Comme nous l’avons déjà 

mentionné, des ARN anti-sens s’hybridant spécifiquement aux régions 3’ terminales des 

ARN BC1 et BC200 ont déjà été réalisées (Figure 61, page 230). 
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Chapitre III : Mise en évidence et caractérisation d’une 
interaction entre le complexe SMN et la particule SRP 
 
 
 

I/ Intérêt de l’étude  
 

En plus de l’étude du rôle spécifique possible du complexe SMN dans les 

neurones, un autre objectif de ma thèse était d’étudier le rôle du complexe SMN dans 

l’assemblage de RNP ubiquitaires. Comme décrit en introduction, le seul rôle parfaitement 

établi du complexe SMN est sa participation à l’assemblage des UsnRNP spliceosomales. Or, 

il existe une autre particule ribonucléoprotéique ubiquitaire, la particule de reconnaissance du 

signal ou SRP (Signal Recognition Particule), qui assure la sécrétion des protéines au travers 

du réticulum endoplasmique (pour revue, Egea et al, 2005). Chez l’homme, la particule SRP 

est constituée de l’ARN 7S et de six protéines nommées SRP 9, 14, 19, 54, 68 et 72. 

L’assemblage de cette particule se déroule en 2 temps. Dans le nucléole, les protéines SRP 9, 

14, 19, 68 et 72 interagissent avec l’ARN 7S pour former la pré-particule SRP, qui est ensuite 

exportée dans le cytoplasme. La fixation de la protéine SRP 54 dans le cytoplasme conduit à 

la production de la particule SRP active (Figure 39, page 127) (Politz et al, 2000). Comme les 

UsnRNP, cette particule ARN/protéines est abondante dans toutes les cellules eucaryotes 

(pour revue, Bovia & Strub, 1996). C’est pourquoi nous nous sommes posés la question d’un 

rôle possible du complexe SMN dans son assemblage. Répondre à cette question paraissait 

d’autant plus intéressant qu’aucun facteur d’assemblage n’avait été identifié pour cette 

particule.  

 

 

 

II/ Stratégie utilisée et résultats obtenus  

 

L’implication du complexe SMN dans l’assemblage de la particule SRP 

pouvait se traduire par une interaction de l’ARN 7S et/ou de certaines protéines de la particule 
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SRP avec le complexe SMN. Dans un premier temps, nous avons testé si l’ARN 7S était 

capable d’interagir in vitro avec le complexe SMN purifié. 

 

 

1/ Test d’interaction entre l’ARN 7S et le complexe SMN purifié  

 
La stratégie était la même que celle employée pour l’étude de l’interaction 

entre le complexe SMN et l’ARN BC200, à savoir la production de l’ARN 7S par 

transcription in vitro avec marquage par incorporation d’UTP [α32-P] suivie du test de son 

interaction avec le complexe SMN, purifié à partir de cellules HeLa exprimant de manière 

stable la protéine Flag-Gemin2. Lorsque je suis arrivée au laboratoire, le clonage du cDNA 

de l’ARN 7S, dans le plasmide pUC18 sous contrôle d’un promoteur T7, avait déjà été 

réalisé par F. Schlotter ce qui m’a ensuite permis de produire l’ARN. 

En incubant l’ARN 7S produit sous forme radioactive par transcription in 

vitro avec le complexe SMN purifié, nous avons pu montrer l’existence d’une interaction 

(Figure 66B/). Cette interaction semblait plus faible comparée à celle observée pour le 

snRNA U1. Néanmoins, cette interaction s’est avérée être reproductible dans plusieurs 

expériences, nous avons donc considérée qu’elle était significative. 

 

Comme nous l’avons déjà mentionné, un modèle de structure secondaire basé 

sur des données expérimentales existe pour l’ARN 7S (Figure 66A/). Comme précédemment, 

afin d’étudier le ou les élément(s) de cet ARN reconnu(s) par le complexe SMN, plusieurs 

constructions ont été réalisées pour produire des ARN 7S tronqués par transcription in vitro. 

Ces ARN correspondent aux différents domaines structuraux de l’ARN 7S (Figure 67). 

Ainsi, le domaine Alu (7S del2), le domaine S et deux fragments du domaine Alu (7S del1 et 

7S del4) ont été produits. L’emploi des transcrits correspondant nous a permis de montrer 

que, pris séparément, les différents domaines de l’ARN 7S n’interagissent pas avec le 

complexe SMN (Figure 68). Il semble donc que la molécule d’ARN 7S entière soit 

nécessaire pour qu’il y ait interaction.  
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Figure 66 : L’ARN 7S se fixe sur le complexe SMN purifié 
 
A/ Représentation de la structure 2D de l’ARN 7S selon Wild et al, (2002). Le domaine Alu et le domaine S 
sont indiqués. Les quatre domaines structuraux de l’ARN 7S sont numérotés en chiffres romains. Les 
hélices sont numérotées en chiffres arabes indiqués en rouge (Larsen & Zwieb, 1991). B/ Test de 
l’interaction entre les snRNA U1 et U6 et l’ARN 7S produits sous forme radioactive par transcription in 
vitro avec le complexe SMN purifié. Les snRNA U1 et U6 servaient respectivement de contrôles positif et 
négatif. Les différents ARN ont été incubés en présence du complexe SMN purifié, immobilisé sur billes 
d’agarose (Fixation des ARN au complexe SMN purifié, pistes 4 à 6) ou en présence des billes d’agarose 
incubées avec un extrait ne contenant pas la protéine Flag-Gemin2 (Exp. contrôle, pistes 7 à 9). Après 
lavage des billes, les ARN décrochés du complexe SMN ont été analysés par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide dénaturant 10%. 5% de la quantité d’ARN utilisée pour chaque analyse ont été fractionnés 
en parallèle des ARN décrochés du complexe SMN (Aliquot, pistes 1 à 3). 
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Figure 67 : L’ARN 7S sauvage et les mutants que nous avons produits 
 
La structure secondaire représentée sur cette figure pour chacun des 4 mutants que nous avons produit a 
été proposée à partir du modèle de structure secondaire établi pour l’ARN 7S sauvage (Wild et al, 2002).  
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Figure 68: Recherche des domaines de fixation de l’ARN 7S au complexe SMN 
 
Test d’interaction des ARN 7S sauvage et mutants produits sous forme radioactive par transcription in 
vitro avec le complexe SMN purifié. Les snRNA U1 et U6 servaient respectivement de contrôles positif et 
négatif. Les différents ARN ont été incubés en présence du complexe SMN purifié, immobilisé sur billes 
d’agarose (Fixation des ARN au complexe SMN purifié, pistes 6 à 10) ou en présence des billes d’agarose 
incubées avec un extrait ne contenant pas la protéine Flag-Gemin2 (Exp. contrôle, pistes 11 à 15). Après 
lavage des billes, les ARN décrochés du complexe SMN ont été analysés par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide dénaturant 10%. 5% de la quantité d’ARN utilisée pour chaque analyse ont été fractionnés 
en parallèle des ARN décrochés du complexe SMN (Aliquot, pistes 1 à 5). 
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2/ Test d’une interaction entre le complexe SMN et l’ARN 7S in cellulo 
 

Le fait que le complexe SMN purifié interagisse avec l’ARN 7S in vitro 

suggérait une implication possible de celui-ci dans l’assemblage mais aussi dans la fonction 

de la particule SRP in vivo. Afin d’essayer d’apporter des arguments en faveur de cette 

hypothèse, nous avons d’abord rechercher si une interaction entre le complexe SMN et la 

particule SRP pouvait être mise en évidence dans des cellules HEK 293 en culture.  

 
Dans ce but, la première stratégie choisie consistait à exprimer de manière 

transitoire les protéines de la particule SRP avec une étiquette Flag dans des cellules HEK 

293 en culture. Ainsi, nous voulions tester si les protéines de la particule SRP contenues dans 

les extraits cellulaires préparés à partir de ces cellules transfectées permettaient de co-

immunosélectionner le complexe SMN. Avant mon arrivée au laboratoire, F. Schlotter avait 

déjà cloné les protéines SRP 9, 14, 19 et 54 dans le plasmide Flag-pcDNA3, permettant leur 

expression dans les cellules HEK 293. La présence du complexe SMN a été recherchée par la 

technique de Western-Blot, en utilisant des anticorps spécifiques de chacune des protéines du 

complexe (Figure 69). Les résultats se sont avérés négatifs. Comme le montre la figure 68, 

les protéines SRP 9 et 19, étaient bien exprimées dans les cellules (Figure 69, pistes 1 et 2) et 

leur immunosélection était efficace (Figure 69, pistes 5 et 6). Cependant, aucun signal n’était 

obtenu lorsque les composant du complexe SMN étaient testés (protéines SMN et Gemin 2), 

ce qui indique que les protéines SMN et Gemin 2 n’étaient pas co-immunosélectionnées, en 

quantité décelable dans les conditions expérimentales, utilisées avec la protéine Flag-SRP 9 

ou Flag-SRP 19 (Figure 69, pistes 5 et 6). Il est à remarquer que les protéines SMN et Gemin 

2 étaient pourtant co-immunosélectionnées dans l’expérience contrôle réalisée avec des 

extraits cellulaires préparés à partir de cellules exprimant la protéine Flag-Snurportin-1 

(Figure 69, piste 8). Nous ne pouvons pas exclure que la présence du peptide Flag en N-

terminal des protéines SRP 9 et SRP 19 empêche leur incorporation dans la particule SRP. 

Nous n’avions pas pu réaliser des expériences similaires avec les protéines SRP14 et SRP54 

car nous n’avions pas réussi à les exprimer dans les cellules HEK 293 (résultats non 

illustrés).  
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Figure 69 : Recherche d’une interaction entre les protéines Flag-SRP 9 et Flag-SRP 19 et 
le complexe SMN 
 
Les protéines Flag-Snurportin-1, Flag-SRP9 ou Flag-SRP19 ont été exprimées transitoirement dans les 
cellules 293T. Des extraits totaux ont été préparés à partir de cellules HEK 293 exprimant de manière 
transitoire les protéines Flag-SRP 9, Flag-SRP 14 et Flag-Snurportin-1 et incubés avec des anticorps anti-
Flag immobilisés sur billes d’agarose comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les protéines co-
immunosélectionnées aux protéines portant l’étiquette Flag (IS Flag, pistes 5 à 8) ont été fractionnées par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS-PAGE et révélées par la technique de Western-Blot à l'aide 
d'anticorps spécifiques de chaque protéine. Une expérience témoin a été réalisée en transfectant les 
cellules par le plasmide Flag-pcDNA3 vide (Contrôle). 2,5% de la quantité des extraits totaux utilisées par 
chaque immunosélection ont été fractionnés par électrophorèse en gel dénaturant SDS-PAGE (Aliquot 
2,5%, pistes 1 à 4). 
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Nous n’avons pas non plus réussi à mettre en évidence l’association de l’ARN 

7S avec le complexe SMN dans des extraits de cellules HEK 293 par la technique de 

Northern-blot, pour les mêmes raisons techniques décrites dans le chapitre précédent 

concernant l’interaction entre le complexe SMN et l’ARN BC200.  

Face aux difficultés rencontrées avec les approches décrites ci-dessus, pour 

rechercher si une interaction peut exister in vivo entre le complexe SMN et l’ARN 7S, nous 

avons alors décidé d’utiliser la technique d’injection d’ARN dans les oocytes de X. laevis. 

Cette technique avait permis d’étudier l’assemblage des UsnRNP (Mattaj & De Robertis, 

1985 ; Mattaj, 1986) et de mettre en évidence des interactions entre les UsnRNA et le 

complexe SMN (Fischer et al, 1997 ; Yong et al, 2002 ; Yong et al, 2004a).  

 

3/ Utilisation de l’approche basée sur la micro-injection dans les oocytes de X. 
laevis  

 

Les oocytes de X. laevis constituent un bon modèle pour l’étude de la 

localisation des ARN. En effet, ils peuvent être facilement micro-injectés, soit dans le noyau, 

soit dans le cytoplasme (pour revue, King et al, 2005). En effet, la grande taille des ovocytes 

(0,4 mm de diamètre) permet une injection directe dans ces deux compartiments cellulaires. Il 

est néanmoins nécessaire d’avoir une expertise approfondie pour pouvoir manier cette 

technique délicate, c’est pourquoi nous avons établi une collaboration avec A. Méreau (UMR 

6061, Rennes, France). 

 

3.1/ Etude de l’interaction entre le complexe SMN et l’ARN 7S 
 
En collaboration avec A. Méreau, j’ai réalisé des injections d’un mélange 

d’ARN 7S, 7S del2, et des snRNA U1 et U6 radiomarqués dans le noyau des oocytes de X. 

laevis (Figure 70). Ces expériences ont été menées au cours de 3 séjours que j’ai effectués à 

Rennes. Le protocole de préparation, d’injection et de fractionnement des oocytes est décrit 

dans la partie Matériels et Méthodes. Dans toutes ces injections, le snRNA U1 a servi de 

contrôle positif et le snRNA U6 de contrôle négatif. Comme toutes nos injections étaient 

effectuées dans le noyau des oocytes et que le snRNA U6 n’est pas exporté dans le
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Figure 70 : Mise en évidence d’une interaction entre l’ARN 7S injecté dans les oocytes de 
X. laevis et les protéines du complexe SMN 
 
Après injection d’un mélange d’ARN 7S, 7S del2, des snRNAU1 et U6 radiomarqués, dans le noyau des 
oocytes de X. laevis, et incubation, les oocytes ont été fractionnés comme décrit dans la partie Matériels et 
Méthodes. Les fractions nucléaires (FN) et cytoplasmiques (FC) ont été incubées avec les anticorps 2B1 
(anti-SMN, pistes 4 et 5), 2E17 (anti-gemin2, pistes 6 et 7), anti-SRP54 (pistes 8 et 9) et SP2/O (sérum 
préimmun, pistes 10 et 11) fixés à des billes de G-sépharose. Le snRNA U1 est utilisé comme contrôle positif 
et le snRNA U6 et l’ARN 7Sdel2 comme contrôles négatifs. Les ARN décrochés des billes ont ensuite été 
fractionnés par électrophorèse en gel de polyacrylamide. 10% de la quantité des fractions utilisées pour 
chaque analyse ont été fractionnés en parallèle (Aliquot 10%, pistes 1 à 3). FT représente une fraction 
totale et sert de témoin d’injection. IS : immunosélection. 
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cytoplasme, il nous servait en plus à vérifier que nous faisions bien les injections dans le 

noyau. Le mutant 7S del2 a été choisi parmi les différents mutants que nous avions produits 

car nous savions qu’il est stable dans les oocytes, qu’il s’associe aux protéines SRP 9 et 14 

dans le nucléole, et qu’il est exporté dans le cytoplasme, contrairement au domaine S 

(Jacobson & Pederson, 1998). Nous avions montré, que ce mutant n’interagit pas avec le 

complexe SMN, in vitro. Il constituait donc un second contrôle négatif pour nos expériences 

d’immunosélection. Après l’injection des ARN dans le noyau des oocytes de X. laevis, les 

oocytes ont été incubés pendant 6 heures à 16°C avant leur fractionnement 

nucléocytoplasmique. Ce temps avait déjà été décrit comme nécessaire pour qu’une fraction 

de molécules d’ARN 7S s’associe aux protéines SRP 9, 14, 19, 68 et 72 dans le nucléole et 

que la pré-particule SRP soit exportée dans le cytoplasme (He et al, 1994). J’ai vérifié que ce 

temps d’incubation permettait bien d’obtenir une répartition égale des ARN entre le noyau et 

le cytoplasme (résultats non illustrés). Des immunosélections ont ensuite été réalisées à l’aide 

d’anticorps spécifiques des protéines SMN (2B1), Gemin2 (2E17) et SRP 54 sur les fractions 

cytoplasmiques et nucléaires obtenues à partir des oocytes injectés. Comme attendu, les 

résultats montraient que le snRNA U1 était immunosélectionné avec les anticorps 2B1 

(SMN) et 2E17 (Gemin 2) dans la fraction cytoplasmique contrairement au snRNA U6 

(Figure 70 B/, pistes 5 et 7). Nos résultats indiquaient également que l’ARN 7S injecté était 

immunosélectionné par l’anticorps SRP54 dans le cytoplasme (Figure 70 B/, piste 9). Enfin, 

ces résultats nous indiquent que l’ARN 7S est immunosélectionné par les anticorps 2B1 

(SMN) et 2E17 (Gemin2) dans les fractions cytoplasmiques mais pas dans les fractions 

nucléaires (Figure 70 B/, pistes 4 à 7). Dans nos conditions expérimentales, l’ARN 7S 

interagissait, donc, avec le complexe SMN uniquement dans le cytoplasme.  

 

 

3.2/ Importance possible du complexe SMN dans la mise en place de 
l’interaction entre la protéine SRP 54 et l’ARN 7S 

 
Nos résultats précédents montraient que le complexe SMN est associé avec 

l’ARN 7S uniquement dans le cytoplasme. Une explication possible était que le complexe 

SMN intervienne tardivement dans l’assemblage de la particule. En effet, la protéine SRP 54 

est la dernière protéine de la particule SRP à interagir avec l’ARN 7S et c’est la seule protéine 
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qui est associée à la particule dans le cytoplasme. Le complexe SMN pourrait donc participer 

à la fixation de cette dernière protéine à la pré-particule SRP. Pour tester cette hypothèse, 

toujours en collaboration avec A. Méreau, nous avons injecté des anticorps dirigés contre la 

protéine SMN (2B1) ou contre la protéine Gemin2 (2E17) dans le cytoplasme des oocytes de 

X. laevis, ceci dans le but de bloquer la fonction possible du complexe SMN dans 

l’assemblage de la particule SRP. Des anticorps dirigés contre la protéine SRP54 ont 

également été injectés dans le cytoplasme des oocytes. En séquestrant la protéine SRP 54, on 

s’attendait à inhiber sa fixation à la pré-particule SRP. L’injection d’anticorps non 

immunogènes (SP2/O) nous servait de témoin négatif, de même que l’expérience réalisée sans 

injection. L’ARN 7S et le snRNA U6 ont été injectés une heure après dans le noyau. Une 

incubation des oocytes a alors été réalisée pendant 6 heures à 16°C, comme décrit dans 

l’expérience précédente (Figure 70). Des extraits totaux ont alors été préparés à partir des 

oocytes et ont été utilisés pour réaliser des expériences d’immunosélections en utilisant des 

anticorps dirigés contre la protéine SRP 54 (IS SRP 54, pistes 7 à 11) ou contre la protéine 

SMN (IS 2B1, pistes 2 à 6). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 71. Comme 

attendu, l’injection d’anticorps contre la protéine SRP 54 diminue son association à l’ARN 7S 

(Figure 71, piste 9) par rapport à l’injection d’anticorps contrôle (Figure 71, piste 8) ou au 

contrôle sans injection (Figure 71, piste 7). Par contre, la séquestration de la protéine SRP 54 

n’empêche pas l’association de l’ARN 7S au complexe SMN (Figure 71, piste 4). Nous 

pouvons également observé que l’injection d’anticorps dirigés contre la protéine SMN (2B1) 

ou contre la protéine Gemin2  (2E17) conduit à une diminution de la quantité d’ARN 7S 

associé au complexe SMN (Figure 71, pistes 5 et 6) mais aussi d’ARN 7S associé à la 

protéine SRP 54 (Figure 71, pistes  10 et 11). Ainsi, l’injection d’anticorps dirigés contre la 

protéine SMN ou contre la protéine Gemin2 et donc la séquestration du complexe SMN, 

semblent empêcher l’association observée entre la protéine SRP 54 et l’ARN 7S. Ces résultats 

suggèrent fortement que le complexe SMN soit important pour l’assemblage de la particule 

SRP. On peut imaginer qu’il participe à la fixation de la protéine SRP 54 sur la pré-particule 

SRP dans le cytoplasme. 
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Figure 71 : L’injection des anticorps anti-SMN (2B1) et anti-Gemin2 (2E17) affecte la 
fixation de la protéine SRP 54 sur l’ARN 7S 
 
Les anticorps dirigés contre les protéines SMN (2B1), Gemin2 (2E17) et SRP 54 ou un anticorps non 
immunogène (SP2/O) ont été injectés, dans le cytoplasme des oocytes de X. laevis, ceci 1 heure avant 
l’injection de l’ARN 7S et du snRNA U6 dans le noyau. Après 6 heures d’incubation, les extrait totaux ont 
été préparés et incubés avec les anticorps 2B1 (IS SMN, pistes 2 à 6) et anti-SRP54 (IS SRP54, pistes 7 à 
11) fixés à des billes de G-sépharose. Le snRNA U6 était utilisé comme contrôle négatif. Les ARN fixés aux 
billes ont ensuite été fractionnés par électrophorèse en gel de polyacrylamide. 10% de la quantité d’ARN 
injectée dans les oocytes ont été fractionnés sur le gel (Aliquot 10%, piste 1), en parallele avec les ARN 
immunosélectionnés avec les anticorps 2B1 et anti-SRP54 
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III/ Conclusions et perspectives   

 

1/ Le complexe SMN peut interagir in vitro et s’associe in cellulo avec l’ARN 7S  
 

Nous avons montré de manière reproductible que l’ARN 7S interagit in vitro 

avec le complexe SMN purifié. Malgré le fait que le taux de fixation de l’ARN 7S au 

complexe SMN soit plus faible que celui observé pour les UsnRNA ou l’ARN BC200, nous 

pouvons envisager d’identifier les régions d’interaction par la technique d’empreinte basée 

sur l’emploi des RNases ou par hydrolyse alcaline ménagée. Le fait que les domaines Alu et S 

de l’ARN 7S ne se fixent pas au complexe SMN, lorsqu’ils sont produits de manière 

indépendante, indique que l’intégrité de la molécule est nécessaire à la fixation. Les 

expériences d’injection de l’ARN 7S dans les oocytes de X. laevis ont permis de montrer que 

le complexe SMN est associé à l’ARN 7S dans le cytoplasme mais pas dans le noyau. Il est 

important de noter que la fixation de certaines des protéines de la particule SRP sur l’ARN 7S 

induit des changement conformationnels dans cet ARN (Wild et al, 2001 ; Hainzl et al, 2002 ; 

Kuglstatter et al, 2002 ; Oubridge et al, 2002 et pour revue, Nagai et al, 2003). On peut donc 

imaginer que ces variations de structure puissent renforcer une interaction directe de l’ARN 

7S au complexe SMN. 

Par ailleurs, il est possible que l’association du complexe SMN avec la pré-

particule SRP et/ou la particule SRP soit largement médiée par des interactions 

protéine/protéine. L’interaction du complexe SMN, si elle a bien lieu de manière directe in 

vivo, pourrait ainsi être stabilisée par des interactions protéine/protéine. Dans cette optique, il 

paraît très important de tester si des protéines du complexe SMN interagissent avec des 

protéines de la particule SRP. C’est ce qu’A. Huttin et F. Schlotter vont tester au laboratoire 

par l’approche double hybride. Le principe de cette technique est détaillé sur la figure 72. Au 

cours de son stage de M2R, A. Huttin a sous-cloné chacun des cDNA de toutes les protéines 

du complexe SMN dans les plasmides utilisés pour cette technique. Le même travail est en 

cours pour le cDNA des protéines de la particule SRP. Suivant les résultats obtenus, nous 

pourrons tenir compte de la localisation des sites de fixation des protéines de la particule SRP 

sur l’ARN 7S pour orienter l’étude des segments de cet ARN qui, en combinaison avec les 

protéines de la particule SRP, pourraient être impliqués dans l’association de l’ARN 7S au 

complexe SMN. 
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Figure 72 : Principe de la technique de double hybride 
 
Ce système, dans sa version classique, est basé sur la détection des interactions recherchées par détection 
de l’activation d’un gène rapporteur tel que His3 dont le défaut confère l'auxotrophie pour l'Histidine. 
L'activation du gène rapporteur est obtenue lorsque l’activateur transcriptionnel Gal4 fonctionnel a pu être 
reconstitué par interaction des deux protéines 1 et 2 fusionnées l’une au domaine de liaison à l'ADN de Gal4 
ou LexA, l’autre au domaine d'activation de la transcription de Gal4 ou d'autres activateurs de la 
transcription. 
Vecteurs d’expression : (a) protéine appât : domaine permettant la fixation à l’ADN fusionné à la protéine 1, 
(b) protéine cible : domaine d’activation de la transcription fusionné à la protéine 2.  
Gène rapporteur : gène dont l’expression est facilement observable et dont le promoteur contient un site 
pour le domaine d’attache à l’ADN de l’appât. 
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2/ Importance possible du complexe SMN dans l’assemblage de la particule SRP 
 

Nos expériences d’injection dans les oocytes de X. laevis montrent que le 

blocage ou la séquestration du complexe SMN, induite par la présence d’anticorps dirigés 

contre les protéines SMN ou Gemin 2, bloque la fixation de la protéine SRP 54 à l’ARN 7S. 

Ainsi, le complexe SMN pourrait jouer un rôle essentiel dans la dernière étape d’assemblage 

de la particule SRP (Figure 73). Beaucoup de complexes ribonucléoprotéiques s’assemblent 

par étapes dans des compartiments cellulaires dictincts, ou dans des régions distinctes d’un 

même compartiment cellulaire. Une explication possible de la séparation physique de 

certaines des étapes d’assemblage des RNP pourrait être l’existence de processus de 

régulation et de contrôle qualité à chacune de ces étapes. Ceci permettrait d’éviter la présence 

de particules ayant des défauts d’assemblage ou de structuration sur leur site d’action. Dans le 

cas de la particule SRP, il semble essentiel que la protéine SRP 54 soit séquestrée dans le 

cytoplasme pour permettre le bon déroulement des premières étapes d’assemblage de la 

particule SRP. On peut imaginer que le complexe SMN joue un rôle dans le contrôle de l’état 

de la pré-particule SRP, afin d’autoriser l’association de la protéine SRP 54 uniquement sur 

des pré-particules SRP ayant l’architecture requise. Pour essayer de confirmer que le 

complexe SMN est nécessaire à la fixation de la protéine SRP 54 à l’ARN 7S, nous pourrons 

tenter de mettre au point des conditions de reconstitution de la particule SRP dans un extrait 

de cellules HeLa et tester l’effet produit par l’élimination de la protéine SMN (ou d’une autre 

protéine du complexe). La protéine SMN pourra soit être immunodéplétée de l’extrait en 

utilisant l’anticorps anti-SMN (anticorps 2B1), soit son taux pourra être diminué au préalable 

dans les cellules par la technique de l’ARN interférence. La première méthode consistera à 

incuber l’extrait de cellules HeLa avec des anticorps dirigés contre la protéine SMN, fixés à 

des billes de G-sépharose. Plusieurs séries d’incubation avec les billes devront être réalisées 

pour obtenir une élimination optimale de la protéine SMN. Il est important de souligner que 

ces deux méthodes ont déjà été utilisées par d’autres équipes, ce qui a permis de montrer que 

la réduction de la quantité de protéine SMN affecte l’activité d’assemblage du complexe SMN 

et donc la fixation des protéines Sm sur les UsnRNA (Meister et al, 2001a ; Feng et al, 2005 ; 

Shpargel & Matera, 2005 ; Grimmler et al, 2005 ; Carissimi et al, 2005 ;  Carissimi et al, 

2006b ; Girard et al, 2006 ; Otter et al, 2007). L’ARN 7S radiomarqué sera alors incubé 
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Figure 73 : Représentation schématique de l’implication du complexe SMN dans l’assemblage 
de la particule SRP 
 
Chez les eucaryotes, l’assemblage de la particule SRP se déroule dans deux compartiments cellulaires : le 
nucléole et le cytoplasme. Toutes les protéines SRP, à l’exception de la protéine SRP 54, sont transportées 
dans le nucléole où elles s’assemblent avec l’ARN 7S pour former la pré-particule SRP qui est ensuite 
exportée dans le cytoplasme. Le complexe SMN pourrait s’associer dans le cytoplasme à la pré-particule et 
participerait à la fixation de la protéine SRP 54, qui complète l’assemblage de la particule SRP. 
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avec ces extraits et son association à la protéine SRP 54 sera testée par co-immunosélection et 

révélée par Western-Blot.  

Par ailleurs, les études par double hybride des interactions possibles entre les 

protéines du complexe SMN et les protéines de la SRP, que nous avons déjà mentionnées plus 

haut, devraient permettre d’apporter des informations sur les capacités d’interaction du 

complexe SMN avec (i) la pré-particule SRP et (ii) la protéine SRP 54. En fonction des 

données obtenues, d’autres tests fonctionnels pourront être envisagés, tels que l’utilisation 

d’anticorps contre la ou les protéines impliquées du complexe SMN, ou l’expression 

transitoire de mutants de ces protéines qui puissent constituer des mutants dominants négatifs 

du processus d’assemblage de la SRP. 
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Conclusion générale 
 

 

Pendant longtemps, on a pensé que les processus d’assemblage des complexes 

ribonucléoprotéiques étaient des phénomènes passifs. Aujourd’hui, de nombreuses études 

montrent que l’assemblage de ces RNP obéit à des mécanismes précis et coordonnés qui font 

intervenir de nombreux facteurs. Un de ces facteurs est le complexe SMN. En effet, depuis la 

découverte du gène SMN par l’équipe de J. Melki, de nombreuses recherches ont permis de 

mettre en évidence que le complexe SMN joue un rôle crucial dans l’assemblage et la 

biogenèse des UsnRNP. Quand cette fonction du complexe SMN avait été découverte par 

l’équipe de G. Dreyfuss, cette équipe avait déjà proposé que le complexe SMN puisse 

participer à l’assemblage d’autres RNP. A l’heure actuelle, cette hypothèse n’a pas encore été 

validée, bien que plusieurs études indiquent un rôle du complexe SMN dans l’assemblage des 

snoRNP. Les résultats obtenus lors de ma thèse confortent pour la première fois cette 

hypothèse. En effet, ils suggèrent fortement que le complexe SMN intervienne dans 

l’assemblage de la particule SRP, plus précisément dans la fixation de la protéine SRP 54 sur 

l’ARN 7S. Ainsi, la biogenèse d’au moins deux types de RNP ubiquitaires, les UsnRNP et la 

particule SRP, dont les fonctions sont cruciales pour la viabilité cellulaire, dépendrait du 

complexe SMN. De nombreuses études sont encore nécessaires afin de décortiquer les 

mécanismes d’assemblage médiés par le complexe SMN. Notamment, on peut se demander 

comment le complexe SMN reconnaît spécifiquement chacune des RNP et s’il est impliqué 

dans le contrôle qualité de l’assemblage de ces RNP. 

 

 

L’observation de la protéine SMN dans les granules de transport des ARNm 

dans les neurones indique que cette protéine pourrait participer à la traduction localisée des 

ARNm dans les axones et dendrites. Contrairement au rôle ubiquitaire de la protéine SMN, 

peu d’informations sont disponibles sur ce rôle spécifique possible de SMN dans les 

neurones. On ne sait pas notamment si SMN participerait à ce mécanisme seule ou associée 

au complexe SMN et à quelle(s) étape(s) de ce processus elle interviendrait : assemblage des 
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mRNP, transport et/ou contrôle de la traduction. Compte tenu de la fonction bien établie de la 

protéine FMRP dans le contrôle de la traduction au sein des granules de transport des ARNm 

neuronaux, le lien physique que nous avons mis en évidence entre la protéine SMN et la 

protéine FMRP in vitro et in cellulo apporte un nouvel argument fort confortant l’hypothèse 

d’un rôle de la protéine et/ou du complexe SMN dans la traduction localisée dans les 

neurones. La découverte d’une interaction entre le complexe SMN et l’ARN BC200, si elle 

s’avère exister in vivo, va également dans ce sens.  

 

 

Malgrè les avancées dans la compréhension de la fonction du complexe SMN, 

le rôle de la protéine SMN qui est en cause dans la pathologie SMA n’est pas encore connue. 

La découverte de nouvelles fonctions de la protéine SMN et/ou du complexe SMN devrait 

permettre de progresser dans la compréhension du rôle de la protéine SMN dans le 

développement de la maladie. Les résultats que j’ai obtenus durant ma thèse laissent entrevoir 

deux rôles encore non proposés de la protéine SMN qui, s’il étaient perturbés, pourraient 

contribuer au développement de la pathologie. 
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Résumé en français 

L’amyotrophie spinale (SMA) est causée par une réduction du taux de la protéine de Survie des 
MotoNeurones (SMN). Cette protéine est associée aux protéines Gemin 2 à Gemin 8 et unrip pour 
former le complexe SMN. Bien que la protéine SMN soit présente dans tous les types cellulaires, la 
pathologie SMA est exclusivement liée à un défaut des motoneurones. Récemment, il a été proposé 
que SMN puisse avoir des fonctions spécifiques dans le transport des ARNm et dans la régulation 
de la traduction dans les neurones. La protéine FMRP, défective dans le syndrome de l’X fragile, 
joue également un rôle dans le transport de particules messagères (mRNP) et dans leur traduction. 
Dans cette étude, nous avons mis en évidence un lien entre le complexe SMN et la protéine FMRP 
dans les cellules neuronales suggérant un rôle du complexe SMN dans ces mécanismes. Les 
connaissances sur la composition, les interactions et les fonctions du complexe SMN ont bien 
avancées ces dernières années. L’idée actuelle est que le complexe SMN agirait comme un 
chaperon macromoléculaire des RNP en augmentant l'efficacité et la fidélité des interactions ARN-
protéines et en fournissant l’opportunité à ces interactions d’être régulées. Le deuxième volet de 
cette étude a été d’analyser l’implication du complexe SMN dans l’assemblage de RNP différentes 
des UsnRNP. Le défaut spécifique des motoneurones nous a conduit à considérer le rôle du 
complexe SMN dans l’assemblage de RNP spécifiques à ce type cellulaire et notamment la RNP 
BC200. Finalement, nous nous sommes également intéressé à l’implication du complexe SMN dans 
l’assemblage et/ou la fonction de la particule SRP, une particule ubiquitaire. 
 

Titre en anglais 

Function of the Survival of Motor Neuron (SMN) complex in the biogenesis of RNA/protein 
particles 
 

Résumé en anglais 

Spinal muscular atrophy (SMA) is caused by reduced levels of the survival of motor neuron (SMN) 
protein. SMN protein is associated with the proteins Gemin 2 to 8 and unrip to form the SMN 
complex. Although the SMN protein is present in all cell types, SMA is restricted to a defect in 
motor neuron. SMN was recently proposed to have specific functions in mRNA transport and 
translation regulation in neuronal processes. The defective protein in Fragile X mental retardation 
syndrome (FMRP) also plays a role in transport of mRNPs and in their translation. In this study, we 
showed a link between the SMN complex and FMRP in neuronal cells suggesting a role for the 
SMN complex in these processes. Knowledges of the composition, interactions and functions of the 
SMN complex have advanced greatly in recent years. The emerging picture is that the SMN 
complex acts as a macromolecular chaperone of RNPs to increase the efficiency and fidelity of 
RNA–protein interactions, and to provide an opportunity for these interactions to be regulated. The 
second part of this study was to analyse the involvement of the SMN complex in the biogenesis of 
RNP different of UsnRNP. The specific defect of motor neuron led us to analyse the role of the 
SMN complex in the biogenesis of specific RNP to this cell types in particular the RNP BC200. 
Finally, we are also interested to the SMN complex involvement in the assembly and/or the function 
of the SRP particle, an ubiquitous particle. 
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