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RÉSUMÉ  
 

Chez les eucaryotes, différents types de granules à ARN sont des acteurs importants dans 

les mécanismes de la régulation post-transcriptionnelle de l'expression des gènes.  

L’irradiation aux UV induit la formation des petits granules cytoplasmiques (GUV) qui 

ne sont pas des processing bodies et qui semblent être une nouvelle sous classe de 

granules de stress. Ces granules n’ont pas la même cinétique de formation et de 

disparition ainsi que la taille, le nombre et la capacité de fusion que les granules de stress 

classiques. D’autre part, la formation de ces granules UV ne semble pas affecter le niveau 

de traduction, ni d’induire la réponse au stress. Toutefois, nous avons observé que 

l’apparition des granules coïncide avec l’arrêt de la prolifération cellulaire. En effet, dans 

les conditions expérimentales utilisées, la prolifération est décalée de 24 à 48 h selon la 

dose d’irradiation.  

L’ensemble de ces observations suggère fortement l'existence, d'une nouvelle sous classe 

de granules de stress induit par les UV, dont le rôle semble être la répression de la 

traduction des ARNm codant pour des facteurs importants de prolifération cellulaire. 
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I- INTRODUCTION  

I- 1 Généralités 

Chez les eucaryotes la cellule se compose d’un noyau et d’un cytoplasme entourés par 

une membrane plasmique. Le noyau renferme la molécule portant l’information 

génétique : l’Acide désoxyribonucléique (ADN).  

Toutes les cellules d’un organisme possèdent les mêmes gènes, mais ne les expriment pas 

au même endroit ni au même moment. L’expression des gènes doit être finement régulée 

à tout moment. Cette régulation de l’expression des gènes implique des mécanismes 

multiples et complexes.  

La transcription permet de réguler le passage de l’ADN à l’ARN (Acide ribonucléique). 

Cette étape est catalysée par des enzymes (ARN polymérases) et de nombreux facteurs de 

transcription, suivi par l’ajout de la coiffe à l’extrémité 5’ de l’ARN au niveau du 

transcrit primaire et élimination des introns par épissage et l'ajout de la queue poly (A)
+
 à 

l’extrémité 3’ de l’ARN. L'ARNm mature est exporté par la suite du noyau vers le 

cytoplasme pour la traduction.  

Dans le cytoplasme, les ARNm sont aussi soumis à un contrôle de qualité par des 

mécanismes de régulation qui favorisent la dégradation ou la répression de la traduction 

des ARNm. Ces mécanismes peuvent être déclenchés par des protéines de liaison à 

l'ARN spécifiques et aussi par de petites ARN non codants régulateurs dans un processus 

connu sous "RNA-mediated gene silencing".  

La régulation post-transcriptionnelle représente un moyen rapide pour contrôler la 

synthèse des protéines, c’est une étape importante de la régulation de l’expression des 

gènes dans divers mécanismes physiologiques et physiopathologiques tels que le 

développement embryonnaire, la prolifération cellulaire, le cancer et dans les mécanismes 

de stress. 
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I- 2 Stress et protéines de choc thermique   

L’un des premiers types de stress étudié a été le choc thermique en 1962 par Ferruccio 

Ritossa. Il a noté l’apparition de gonflements sur les chromosomes polyténes de 

Drosophila buckii suite à un choc thermique (Ritossa, 1962). Dix ans plus tard, en 1974 

Tissières et al (1974) ont démontré que le choc thermique induisait la synthèse d’un petit 

nombre de polypeptides et réprimait la synthèse de plusieurs autres. Par la suite, d’autres 

chercheurs ont montré que ces gonflements observés étaient le site d’une transcription 

intense d’ARNm codant pour des protéines très conservées dans l’évolution impliquées 

dans la réponse au stress (choc thermique, stress environnementaux variés et nombreux 

processus cellulaires ou situations physiopathologiques), appelées les protéines de choc 

thermique (HSP) ou chaperons.  

Ces protéines, variables en quantité et en variété, participent à de nombreux processus 

cellulaires destinés à faciliter la survie de la cellule et donc de l’organisme dans son 

intégralité. Suite à un stress, les chaperons aident certaines protéines dans leur repliement 

afin de prévenir les agrégats, de réparer les mauvais repliements protéiques ou d’engager 

les protéines mal repliées ou agrégats dans les voies de dégradation comme protéasome.  

Les HSP ont été divisées en cinq grandes familles, selon leur poids moléculaire et leur 

homologie de séquence a savoir : HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 et les petites 

HSP. Les membres de la famille HSP70 varient entre 66 et 78 kDa, localisées dans 

plusieurs compartiments cellulaires : le cytosol, les mitochondries et le réticulum 

endoplasmique. Cependant certains HSP70 se retrouvent au noyau suite à un choc 

thermique ou un stress oxydant pour retourner graduellement au cytoplasme durant la 

récupération (Arrigo et al., 1980, Velazquez et al., 1980). Le premier rôle décrit des 

HSP70 est la résistance au stress ou thermotolérance (Li et Werb., 1982). La 

thermotolérance se définit comme une adaptation en donnant aux cellules les possibilités 

de prévenir et résister au stress (Weber., 1992, Parsell et al., 1993). Le rôle le plus connu 

de HSP70 est la participation au niveau du repliement des protéines et dégradation des 

protéines instables, par liaison à des courts segments hydrophobiques de protéines 

partiellement repliées afin d’empêcher les interactions non spécifiques et former des 

agrégats (Craig et al., 1999). 
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I- 3 Les Granules de Stress (GS) 

En réponse aux stress, les cellules eucaryotes reprogramment le métabolisme des ARNm 

afin de réparer les dommages causés par le stress et s’adapter aux nouvelles conditions 

environnementales. Le  stress cellulaire affecte  fortement  les événements de traduction, 

transcription, épissage, stabilité des ARNm et export nucléo-cytoplasmique des transcrits 

(pour  revue,  voir  Jolly et  Morimoto., 1999). 

Dans ce travail nous nous sommes intéressés aux effets du stress sur la synthèse des 

protéines, qui se traduit d’une part par une inhibition générale de la traduction des 

protéines des gènes d’entretien et d’autre part par l’activation de la traduction de 

certains chaperons moléculaires, protéines de réparation et de survie cellulaire chez la 

plupart des organismes vivants. Ceci se manifeste par un arrêt des fonctions de base pour 

faire place aux mécanismes de réponse au stress, afin de permettre à la cellule de 

survivre. 

a- Découverte et composition des GS 

Les granules de stress cytoplasmiques ont été observés pour la première fois dans les 

années 80 dans le cytoplasme de cellules de tomate (Lycopersicon peruvianum) ayant 

subi un choc thermique (de 37° à 40°C). Ces structures renferment la plupart des ARNm 

codant pour les protéines cellulaires, mais pas d’ARNm codant pour les HSP (Nover et 

al., 1983, 1989). Ces foyers nommés granules de stress hyperthermiques (HSG : Heat 

shock Stress Granules) sont le lieu d’accumulation des ARNm dont la traduction est 

réprimée durant le stress, tandis que les ARNm de réponse au stress tel que les ARNm 

codant pour des chaperons et pour les enzymes de réparation de dommage et de survie 

sont spécifiquement exclus, leur traduction restant active et plus fortement induite pour 

certains. Plus tard, en 1999 suite à l’observation de Kedersha et al par 

immunofluorescence dans les cellules de mammifères (DU145 et COS-7), les protéines 

inhibitrices de la traduction TIA-1 (T-cell Intracellular Antigen-1) et TIAR (TIA-1-

related protein), se relocalisent dans des foyers cytoplasmiques en réponse à différents 

types de stress comme le choc thermique ou le stress oxydatif (Kedersha et al., 1999). 

L’observation d’ARNm avec une queue poly (A)
+
 dans ces foyers suggère la même 
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fonction des granules de stress chez les mammifères (GS) et chez les plantes (HSG) : 

stockage des ARNm non traduits durant le stress.   

Les approches utilisées pour déterminer la composition des granules de stress sont la 

microscopie à fluorescence, l'immuno-microscopie électronique et l’hybridation 

fluorescente in situ (FISH pour Fluorescent In Situ Hybridization). Jusqu’à aujourd’hui, il 

n’a pas été possible de purifier ces entités par une approche biochimique pour les 

analyser. Les granules de stress sont insolubles par les détergents non-ioniques (Mazroui 

et al., 2002) et sont résistants aux traitements enzymatiques (RNase A, DNase, lavages en 

sels et la chymotrypsine) (Lapointe, 2004), ce qui explique la difficulté de les étudier. 

Dans les années 1980, les granules de stress (HSG) avaient été identifiés par la présence 

des HSP de faible poids moléculaire (Nover et al., 1983, Collier et al., 1988). Depuis, 

plusieurs protéines ont été identifiées comme faisant partie des granules de stress 

(Tableau IV).  

Ces granules contiennent de l’ARNm et des éléments de la machinerie de traduction avec 

toutefois l’absence de la grande sous-unité ribosomale et la présence du complexe de pré-

initiation 48S* inactif, qui comprennent les protéines de la petite sous-unité ribosomale, 

les facteurs d’initiation de la traduction eIF1A, eIF2, eIF3 en plus d’autres facteurs 

d’initiation de la traduction comme; eIF2B, eIF4A, eIF4B et eIF4E et eIF4G. (Tableau 

IV) (Kedersha et al., 1999, 2002, Kimball et al., 2003, Stoecklin et al., 2004). Pour le 

facteur d’initiation de la traduction eIF2 sa présence dans les GS est en question. Dans un 

premier temps Kedersha et al., 2002 ont noté l’absence de ce facteur dans les GS induits 

par l’arsénite de sodium et dans un deuxième temps, deux autres études montrent que les 

GS formés suite au traitement à la thapsigargine (Kimball et al., 2003) et à la patéamine 

(Dang et al., 2006) comprennent le facteur d’initiation eIF2. L’absence de machinerie 

traductionnelle fonctionnelle dans les GS suggère que ces derniers contiennent des 

ARNm dont l’initiation de la traduction est bloquée, alors qu’une fois le stress cellulaire 

surmonté il pourrait y avoir une reprise de la traduction des messagers réprimés dans ces 

structures. 

Les GS contiennent aussi de nombreuses protéines de liaison à ARN, qui régulent la 

structure et la fonction de l'ARNm; y compris la protéine PABP1 (Poly A binding protein 

1) qui se lie à la queue poly(A)
+
 des ARN messagers (Kedersha et al., 1999), les protéines 
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impliquées dans le transport d’ARNm comme la protéine Staufen (Thomas et al., 2005),  

la régulation de la traduction d’ARNm comme Fragile X mental retardation protein 

(FMRP), ses homologues FXR1P, FXR2P (Mazroui et al., 2002), la protéine CPEB 

(Cytoplasmic polyadenylation element binding protein) (Wilczynska et  al., 2005)  et la 

protéine Caprin-1 (Solomon et  al., 2007), la présence de la protéine SMN (survival of 

motor neuron ) (Hua et Zhou .,  2004) impliquée dans l’assemblage et la maturation des 

ribonucléoprotéines (RNP), les protéines impliquées dans la répression de la traduction 

TIA-1 et TIAR (Kedersha et al., 2005) et des protéines agissant comme des régulateurs 

positifs (HuR) (Gallouzi et al., 2000) ou négatifs TTP (Tristetraproline) et son paralogue 

BRF1 (Butyrate Response Factor-1) (Stoecklin et al., 2004) de la stabilité des ARNm.  

De plus, les GS contiennent des éléments de la dégradation de l'ARNm comme la 

protéine Argonaute 1-4 (Leung et al., 2006) impliquée dans la régulation de la voie des 

microARN, l'hélicase RCK (p54) (Wilczynska et al., 2005), et le 5'-3' exonucléase Xrn1 

(Kedersha et al., 2005). En plus d’autres protéines avec des propriétés enzymatiques 

comme G3BP (Tourrière et  al., 2003) et la ribo-endonucléase associée à Ras-GAP 

(Tourrière et al., 2003), l’endonucléase PMR1 (Yang et al., 2006 b), la déaminase de 

cytidine APOBEC3G (Gallois-Montbrun et al., 2007, Kozak et al., 2006). Aussi les 

facteurs comme Rap55 (RNA-associated protein  55, LSml4)  (Yang et al., 2006 a) et 

Grb7 (growth factor receptor-bound protein 7) (Tsai et al., 2008).  

Enfin les GS, contiennent des éléments de cascade de signalisation intracellulaire; comme 

la protéine TRAF2 (TNF receptor associated factor 2) impliquée dans la voie d’activation 

de NF-kB par le TNFα (Kim et al., 2005) et 1’IP5K  (Ins(l,3,4,5,6)P5 2-kinase) (Brehm et 

al.,  2007)  qui  synthétise  l'inositol hexaphosphate (InsP6), un signal intracellulaire 

connu pour avoir plusieurs fonctions. Les GS contiennent également des protéines 

d'échafaudage comme Fas-activated serine/threonine phosphoprotein (Kedersha et al., 

2005).  

On ignore le mécanisme de sélection des ARN messagers ainsi que la portion de ces 

ARNm poly (A)
+ 

dans les GS suite à un stress. Kedersha et al., 1999 supposent que 50% 

des ARNm poly (A)
+
 totaux sont recrutés dans les GS. Les analyses par FISH ont montré 

que les ARNm endogènes codant pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

(GAPDH), l’actine β, le c-MYC, le facteur de croissance IGF-II (Insuline-like Growth 
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Factor II) et H19 sont quantitativement recrutés dans les GS (Stöhr et al., 2006), alors que 

les ARNm codant pour les HSP70 (Kedersha et al., 2002) et les HSP90 (Stöhr et al., 

2006, Kedersha et Anderson P., 2002) sont exclus.  

b- Induction et assemblage des GS 

Contrairement à d'autres types de granules à ARN, les GS ne sont pas présents dans les 

cellules en conditions normales, ils sont rapidement induits en réponse à un stress. Au 

bout de quelques minutes de stress de petits GS commencent à se former, pour  ensuite se 

fusionner et donner des granules plus volumineux. Une fois le stress terminé, ces granules 

se dissocient en quelques heures (figure I. 2) (Anderson et Kedersha., 2002, 2008).  

Étape 1 : Blocage d'initiation de la traduction et désassemblage du ribosome: 

Dans les conditions normales, durant l’initiation de la traduction, le facteur d’initiation de 

la traduction 2 (eIF2) (composé de trois sous unités α, β et γ) forme un complexe avec le 

GTP et l’ARN de transfert initiateur (ARNti), le methionyl-ARNti (met-ARNti). Ce 

complexe, appelé complexe ternaire (figure I. 1) qui fixe ensuite la petite sous-unité 

ribosomale 40S, pour former le complexe de pré-initiation 43S. Par la suite sous l’action 

du complexe d’initiation eIF4F, formé par eIF4A, eIF4E et eIF4G, l’ARN messager lie le 

complexe 43S pour former le complexe de pré-initiation 48S (pour revue, McKendrick et 

al., 1999). Par la suite le GTP lié à eIF2 est hydrolysé en GDP et les facteurs  d’initiation  

sont  alors relâchés du ribosome, et  la phase d’élongation peut commencer. (Clemens., 

2001, Holcik  et Sonenberg., 2005).  

La phosphorylation de la sérine 51 du facteur eIF2α suite au stress par une famille des 

kinases ( GCN2 : general control non-derepressible-2, PKR : protein kinase RNA, HRI : 

haem-regulated inhibitor kinase et PERK : PKR-like ER kinase),  selon le type du stress, 

convertit le facteur eIF2α en (eIF2α-Phosphorylé : eIF2α-P) inhibiteur compétitif du 

facteur eIF2B, ce qui empêche l’échange de GDP en GTP, et inhibe la formation du 

complexe ternaire fonctionnel et conduit donc au blocage de l’initiation de la traduction 

et désassemblage des polysomes (Figure I. 1) (Kedersha et al., 1999).  
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Figure I. 1 : La réponse au stress par la phosphorylation du facteur d'initiation de la 

traduction 2α chez les eucaryotes.  

Plusieurs types de stress peuvent induire la phosphorylation du facteur eIF2 α par des 

kinases ce qui réduit l’échange de GDP–GTP par séquestration eIF2B. Ce qui conduit à 

l’inhibition globale de la traduction. (Adapté de Holcik et Sonenberg,  2005). 

 

Des observations suggèrent que la phosphorylation du eIF2α est réversible, nécessaire et 

suffisante pour la formation des GS. En effet l'expression d'un mutant mimant la 

phosphorylation du facteur eIF2α de façon stable est suffisante pour induire l'assemblage 

des GS (Kedersha et al., 1999). Le contrôle inversé par expression d’un mutant (S51A) 

non-phosphorylable d’eIF2α chez les fibroblastes de souris bloque la formation des GS 

après exposition à l’arsénite de sodium (Kedersha et al., 2002). Ces mêmes fibroblastes 

vont exprimer des GS s’elles sont transfectées par la construction qui mime la 

phosphorylation du facteur eIF2α (S51D) (McEwen et al., 2005). L'inhibition de 

l'initiation de la traduction par l'absence de la grande sous unité ribosomal 60S n’induit 

pas forcement la formation des GS (Mokas et al., 2009), à la différence de l'inhibition de 

l'initiation de la traduction à l'étape du recrutement de la petite sous-unité ribosomale 

(40S), par l'inactivation de l'eIF4A ou l'eIF4G qui conduit à la formation des GS 

(Mazroui et al., 2006).  
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Étape 2 : agrégation primaire et nucléation des GS : 

Il est important de noter que de nombreuses protéines associées au GS permettent leurs 

assemblage, lorsqu'elles sont surexprimées (par exemple, TIA-1 ou TIAR (Gilks et al., 

2004), TTP ou BRF1 (Stoecklin et al., 2004), G3BP (Tourrière et al., 2003), RCK ( 

Wilczynska et al., 2005), Caprin-1 (Solomon et al., 2007), CPEB (Wilczynska et al., 

2005), FAST (Kedersha et al., 2005), FMRP et FXR1P (Mazroui et al., 2002), 

Argonaute-2 (Leung et al., 2006), LINE1 ORF1p (Goodier et al., 2007), SMN (Hua et 

Zhou, 2004), Smaug (Baez et Boccaccio, 2005), DIS1 (Ogawa et al., 2005). Au contraire, 

d’autres protéines peuvent inhiber l'assemblage des GS (par exemple Ataxin-2 (Nonhoff 

et al., 2007), le domaine "Prion-related domain" (PRD) de la protéine TIA-1 (Gilks et al., 

2004) et le mutant de G3BP (Tourrière et al., 2003). 

L'agrégation primaire est médiée par les protéines qui initient l'agrégation des RNPm 

comme TIA-1, TIAR, TTP, BRF1, FMRP, FXR1, CPEB, G3BP et SMN lesquelles 

constituent le noyau des GS (pour revue Anderson et Kedersha, 2008). De plus, le défaut 

d'expression d'un certain nombre de ces protéines, comme FMRP, FXR1P, (Mazroui et 

al., 2002), PABP (Mokas et al., 2009) et Staufen1 (Thomas et al., 2005) n'empêche pas 

l'induction des GS. À l’opposé, l'absence de TIA-1 provoque une inhibition de la 

formation des GS (Gilks et al., 2004). Une fois la nucléation initiée, d'autres constituants 

s'ajoutent comme eIF3, eIF4F, PABP-1 et la petite sous-unité ribosomale pour former le 

coeur des GS. 

Étape 3 : Agrégation secondaire 

Les modifications post-traductionnelles des composants RNPm sont des mécanismes 

capables de moduler la fonction d'ARNm au cours d'un stress. Des modifications rapides 

et réversibles des protéines permettent l'adaptation au stress sans synthétiser de nouvelles 

protéines. De plus chaque ARNm est lié à de multiples protéines capables d'interagir avec 

d'autres protéines. Par exemple, la protéine G3BP qui a un domaine de dimérisation 

contribue à la formation des granules de stress (Tourrière et al., 2003). FMRP, FXR1P et 

FXR2P présentent aussi la capacité d’auto-agrégées (Sjekloća et al., 2009, Sjekloća et al., 

2011). Ces interactions protéine-protéine favorisent l'agrégation secondaire des RNPm, et 

ainsi l'assemblage des GS visibles au microscope.  



9 

 

La microscopie a montré que l'assemblage des GS commence par la formation de 

nombreuses petites GS, qui fusionnent progressivement dans des structures plus grandes 

(Kedersha et al., 2000). De nombreux composants des GS (par exemple TIA-1 et TIAR 

(Kedersah et al., 1999), HuR (Gallouzi et al., 2000), FAST (Li et al., 2004), SRC3 (Yu et 

al., 2007) sont majoritairement nucléaires, dont la contribution à l'assemblage des GS 

nécessite l'exportation vers le cytoplasme.  

Étape 4 : Intégration et signalisation 

Certaines protéines qui n'ont pas de propriétés de liaison à l'ARNm sont recrutées dans 

les GS, par interactions protéine-protéine avec les protéines de nucléation des GS ou avec 

des composants du complexe 48S. Par exemple plusieurs protéines de liaison à TIA-1, 

comme (SRC3, FAST, PMR1) sont recrutées aux GS d'une manière appelée «piggyback» 

(Yang et al., 2006 b ,Yu et al., 2007). D'autres exemples de recrutement "piggyback" sont 

notamment TRAF2 (lié à eIF4G), une protéine qui régule la survie cellulaire NF-kB-

dépendante (Kim et al., 2005), et plakophilin 3 (lié à G3BP), une protéine qui favorise 

l'adhésion cellulaire (Hofmann et al., 2006). Une deuxième voie de  transduction des 

signaux impliquée dans l'assemblage et aussi le désassemblage des GS, est 

l’hypophosphorylation de certaines protéines comme Grb7 qui permet sa liaison à l'ARN 

et réprime sa traduction. Le facteur Grb7 est recruté au GS par liaison à HuR, ce qui 

stabilise TIA-1 dans sa forme agrégée. (Tsai et al., 2008).  

 Une troisième voie de formation des GS identifiée par Ohn et al. (2008) est la 

modification post-traductionnelle par O-acetyl-glucosamination (O-GlcNAc) des 

éléments de la machinerie de traduction, entre autre des protéines ribosomales, et cela 

suite au traitement à l'arsénite de sodium. Cette modification post traductionnelle semble 

requise pour l'agrégation des protéines liées à l'ARN dans les GS. Cette même étude met 

l’accent sur la modification par méthylation, où la capacité de lier des groupes méthyle 

via le domaine Tudor et qui serait nécessaire pour la localisation des protéines dans les 

granules de stress (De Leeuw et al., 2007, Goulet et al., 2008), ou leurs capacités à former 

des granules de stress lorsqu'ils sont surexprimées (Hua et Zhou., 2004). Enfin 

l'acétylation affecte également la formation des GS; le mutant de la désacétylases 

HDAC6 affecte la formation des GS, et bien que le mécanisme moléculaire de 
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l'acétylation n'est pas clair, il semblerait que cela agit au niveau protéique avec 

notamment une interaction avec Hsp90, la tubuline et G3BP (Ras-GTPase-activating 

protein SH3 domain-binding protein 1) (Kwon et al., 2007). Aussi des modifications de 

plusieurs facteurs impliqués dans le métabolisme de l'ubiquitine affectent la formation 

des granules de stress (Ohn et al., 2008). 

Étape 5 : le triage d'ARNm 

Les GS ont été définis principalement comme des sites d'accumulation passifs des ARNm 

non traduits au cours du stress. Par séquestration d'ARNm non traduits les GS pourraient 

protéger ces ARNm en permettant la réinitiation de la traduction lorsque les conditions 

environnementales s'améliorent (Kedersha et al., 1999). Des études ont contribué à 

reformuler le modèle de triage ARNm (Anderson et Kedersha., 2002, 2006), qui décrit les 

GS comme des compartiments auto-organisés dans lesquels les transcrits spécifiques sont 

sélectionnés pour la dégradation par des protéines déstabilisantes (ex PTT, BRF1), tandis 

que d'autres transcrits sont liés à des protéines de stabilisation (par exemple HuR) pour 

l'exportation ou le stockage. En outre, certaines transcrits peuvent être relancés et 

reconvertis en polysomes, soit activement, par recrutement des facteurs nécessaires, ou 

passivement, en éludant le recrutement dans les P-bodies ou dans l’exosome.  

Étape 6 : désassemblage des GS 

Lors de retour aux conditions normales de culture cellulaire, les GS se désassemblent et 

cela est rapidement suivi par la reprise de la synthèse protéique (Mazroui et al., 2007, 

Tsai et al., 2008, Lian et Gallouzi., 2009). Toutefois le déassemblage complet de GS ne 

peut-être nécessaire pour la récupération totale de la traduction (Loschi et al., 2009).  

Le processus de désassemblage des GS ne semble pas être simplement l’inverse du 

processus d'assemblage. Bien que certains événements semblent corrélés, comme l'état de 

phosphorylation de eIF2α, d'autres sont distincts. Le désassemblage observé est comme 

une dissolution des GS plutôt qu'une réduction en petits foyers distincts (Kedersha et al., 

2000, Anderson et Kedersha., 2002, 2008). 

En principe, les GS pourraient être désassemblés par la dissociation des interactions crées 

lors du stress (par l'intervention des chaperons (HSP) induites par le stress et la  
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phosphorylation des différentes protéines de liaison à l'ARN (pour revue Buchan et 

Parker., 2009). Une exception les GS induits par la patéamine A qui sont irréversibles, 

même lorsque la drogue est éliminée de la culture cellulaire (Dang et al., 2006).  

 

Figure I. 2 : Modèle d'assemblage des granules de stress.  

Le processus d'assemblage des GS peut être divisé en différentes étapes selon la 

composition et la localisation de RNPm soumis à un arrêt de la traduction. (Adapté de 

Anderson et Kedersha, 2008) 

Induction des GS indépendamment de la phosphorylation du eIF2α 

Des traitements avec des inhibiteurs de l’activité respiratoire des mitochondries, p-

trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-phenyl hydrazone (FCCP) induit la formation des GS 

sans phosphorylation du facteur eIF2α (Stoecklin et al., 2004). La carence en énergie 

diminue le GTP disponible et la réaction d’échange GDP/GTP par eIF2B est alors 

fortement défavorisée. Il y a donc moins de complexes ternaires disponibles, ce qui 

conduit à la formation de GS.  Dans la littérature sont décrits deux petites molécules 

naturelles, la patéamine A (extraite d’une éponge marine) et l’hippuristanol (extrait d’un 
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corail) qui induisent la formation des GS par un mécanisme qui n’implique pas la 

phosphorylation du facteur eIF2 (Dang et al., 2006, Mazroui et al., 2006). Ces deux 

molécules  inhibent  la  traduction  en  perturbant  l’activité  de  l’hélicase eIF4A. Cette 

hélicase à ARN a une activité ATP dépendante et forme le complexe eIF4F avec eIF4G et 

eIF4E (Bordeleau et al., 2006, Low et al., 2005). Le complexe eIF4F est responsable du 

recrutement des ribosomes en permettant la liaison du complexe 43S avec l’ARNm. 

L’hippuristanol semble agir en inhibant  la capacité d’eIF4A à  se lier  à  l’ARN  tandis 

que  la patéamine A modifie  l’affinité d’eIF4A pour ses partenaires d’interactions eIG4G 

et eIF4E. Dans les deux cas, le recrutement du ribosome par l’ARNm est perturbé 

(Bordeleau et al., 2006, Low et al., 2005). D’autres travaux ont montré que dans certaines 

conditions, la phosphorylation de l'eIF2α ne déclenche pas nécessairement l'assemblage 

des GS. En effet, des infections virales comme celle causée par le virus du Nil occidental 

ou rotavirus n'induisent pas non plus la formation des GS malgré la phosphorylation de 

l'eIF2α (Emara et Brinton, 2007, Montero et al., 2008). 

c- Dynamique des GS  

 Par des expériences de photo-blanchiment et retour de fluorescence (FRAP: 

Fluorescence Recovery After Photobleaching), Kedersha et al. (2000, 2005) ont montré 

que certaines protéines de liaison à l'ARN présents dans les GS (par exemple, TIA-1, 

TIAR, TTP, G3BP et PABP) transitent rapidement dans et hors les GS malgré la grande 

taille et la solidité apparente de ces structures, ce qui suggère un échange continu des 

composants avec le cytoplasme. En effet, les GS ne sont pas des dépôts stables d'ARNm 

non traduits, les inhibiteurs de l’initiation de la traduction tels que la puromycine, induit 

la formation de GS. Par contre, la cycloheximide ou l’émétine qui fixent les ribosomes 

sur l’ARNm en phase d’élongation de traduction les désassemblent (Kedersha et al., 

2000, Mazroui et al., 2002).  

d- Fonction des GS et leurs implications dans différents systèmes de régulation   

Dans un premier temps, les granules de stress ont été définis comme étant des répresseurs 

de la traduction et cela du fait que de nombreux composants des granules de stress sont 

des répresseurs de la traduction, et leur formation corrèle avec une diminution globale des 
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protéines néo-synthétisées (Anderson et Kedersha., 2009). La séquestration d’ARNm 

dans ces foyers suggère que ce sont des sites de stockage des ARNm, où la traduction est 

réprimée. La présence dans les GS de protéines qui régulent positivement (HuR) ou 

négativement (G3BP, TTP) la stabilité de l'ARNm soulève la possibilité que les GS 

n'aient pas seulement une fonction de stockage, mais aussi de sélection des ARNm 

destinés à être traduits ou dirigés vers les systèmes de dégradation après la récupération  

(Anderson et Kedersha., 2002, Stoecklin et al., 2004).   

Les granules de stress ont également été proposés pour avoir la fonction de stabilisation 

des ARNm. Pour une grande variété de réponse au stress, la déadenylation des ARNm, 

est une condition préalable à la dégradation, de ceux-ci et ce processus est largement 

inhibée dans les granules de stress (Laroia et al., 1999, Hilgers et al., 2006, Gowrishankar 

et al., 2006). Cependant, il faut souligner que chez la levure des mutations qui empêchent 

la formation de granules de stress n'affectent pas la stabilisation de l'ARNm au cours du 

stress (Buchan et al., 2008). Par ailleurs, la déadenylation est inhibée au cours du stress, 

même lorsque l'ARNm est piégé dans les polysomes (Hilgers et al., 2006). Ces résultats 

suggèrent que la formation des granules de stress n’est pas requise pour la stabilisation 

globale des ARNm durant le stress. 

e- GS et l’apoptose 

L’apoptose, aussi appelée mort cellulaire programmée est constituée par une série de 

processus qui entraînent la mort de la cellule. La formation de granules de stress semble 

jouer un rôle dans la décision d'entrer en apoptose lors d’un stress. Les granules de stress, 

qui contiennent plusieurs facteurs régulateurs de l'apoptose  (tableau IV), semblent avoir 

un rôle protecteur (Baguet et al., 2007, Kwon et al., 2007, Eisinger-Mathason et al., 

2008). La séquestration des protéines régulatrices d'apoptose dans les granules de stress 

peut éviter les interactions avec d'autres facteurs qui induisent l'apoptose en réponse au 

stress. Par exemple, différent types de stress actif MTK1 kinase, ce processus d'activation 

est facilité par l'interaction avec RACK1. Toutefois, au cours d’un stress modeste, à partir 

duquel les cellules peuvent récupérer, RACK1 est séquestré dans les granules de stress et 

cela par la capacité à lier la petite sous-unité ribosomal 40S. Ce processus limite 

l'activation de MTK1 et l'apoptose est inactivée (Arimoto et al., 2008). De même, la 

séquestration du récepteur associé au facteur 2 du TNF-α (TRAF2) dans les granules de 
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stress, via l’interaction du facteur eIF4G, diminue  l'activation de NF-kB médiée par le 

TNF-α, un régulateur clé de la transcription des réponses inflammatoires et de l'apoptose 

(Kim et al., 2005). Les Kinases (RSK2 : Ribosomal S6 kinase 2) et FAST sont deux 

facteurs anti-apoptotiques qui se localisent dans les granules de stress, et lient directement 

le domaine QN-riche de la protéine TIA-1. La présence d'un domaine dans la kinase 

FAST qui inhibe l'activation de la  caspase-3 est annulée après la liaison à la protéine 

TIA-1. En résumé, le rôle des granules de stress dans le contrôle de l'apoptose pourrait 

être de séquestrer et de réduire les facteurs d'apoptose. 

f- GS et le cytosquelette  

Le cytosquelette, composé essentiellement de microtubules, microfilaments d’actine et 

les filaments intermédiaires, est un réseau complexe de structures qui s'étendent du noyau 

à la membrane plasmique des cellules eucaryotes. Le cytosquelette joue un rôle important 

dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires essentielles et semble servir comme 

un moyen essentiel de la transmission de signaux externes dans le noyau et participe à la 

régulation de la croissance cellulaire, la forme, la motilité, la disposition spatiale des  

organites et le transport et la localisation intracellulaire de plusieurs ARNm. Les 

différents réseaux composant le cytosquelette jouent un rôle important dans le 

métabolisme de plusieurs ARNm. En effet, différentes observations démontrent que 

certains polyribosomes actifs sont liés aux microfilaments (Hovland et al., 1996). De 

plus, plusieurs composants du cytosquelette sont impliqués dans la localisation 

intracellulaire de plusieurs ARNm. Le réseau de microtubules joue un rôle dans 

l'assemblage des granules de stress (figure I. 3). En effet, un traitement avec des drogues 

dépolymérisant les microtubules comme le nocodazole altère la formation des granules de 

stress, seulement des petits granules de stress restent encore formés et cela en plus grand 

nombre et variable dans leur distribution (Ivanov et al., 2003, Kwon et al., 2007, 

Kolobova et al., 2009, Fujimura et al., 2009, Loschi et al., 2009). Tandis qu'un traitement 

par la latrunculine B qui perturbe les filaments d'actine, n'a aucun effet sur la formation 

des GS (Ivanov et al., 2003). Kolobova et al. (2009) ont montré des changements dans la 

composition des GS après perturbation des microtubules : la majorité des granules 

contient de nombreux marqueurs typiques des GS, comme TIA1, G3BP, TIAR1, et 

d'autres protéines liant l'ARN, mais présente une absence d'autres protéines dont le 
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CCRA-1, AKAP350A, eIF2α, HuR et CUGBP, ce qui suggère que la perte de 

microtubules entraîne l'assemblage asymétrique de GS, et non seulement un assemblage 

ralenti (Thomas et al., 2011, Kolobova et al., 2009, Fujimura et al., 2009). Après la 

formation des GS et durant le processus de fusion les GS sont transportés vers la région 

périnucléaire (figure I. 3). Cependant, après la dépolymérisation des microtubules, les GS 

ont été observés répartis dans toute la cellule sans aucun ordre (Nadezhdina et al., 2010). 

Les microtubules ne semblent pas requis pour les étapes initiales de la formation des GS, 

mais sont indispensables pour les étapes secondaires de fusion/agrégation, transport et 

réorganisation de GS.  

Les protéines motrices la dynéine et la kinésine ont été observées dans les ganules de 

stress. Les expériences de knockdown ont suggéré un rôle important dans la stimulation 

d'assemblage et désassemblage des granules de stress respectivement (Loschi M et al., 

2009). L'inhibition ou le  knockdown de la dynéine augmente également la sensibilité à la 

protéase des GS  ce qui fournit des preuves supplémentaires pour un rôle dans la 

formation des granules de stress (Kwon et al., 2007, Tsai et al., 2009).  

 

Figure I. 3 : Modèle des microtubules et des moteurs moléculaires dans la 

dynamique des granules de stress.  

Après le stress de petits GS commencent à se former (A), transportés le long des 

microtubules par des moteurs moléculaires, permettant la fusion de GS dans de plus 

grandes granules (B). Ce processus de fusion se poursuit pendant que GS sont transportés 

le long des microtubules dans la région périnucléaire où les grands granules résident (C). 

Une fois que le stress est enlevé GS est désassemblé (D) aidé par des moteurs 

moléculaires ainsi que d'autres facteurs de desassemblage. (Adapté de Bartoli et al., 

2011) 
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I- 4 Les Processing Bodies (P-bodies) 

La dégradation des ARNm est un mécanisme indispensable pour la cellule chez les 

eucaryotes. En effet, elle permet de contrôler le niveau de base et moduler l’expression 

des gènes. La dégradation des ARNm permet la flexibilité cellulaire afin de changer 

rapidement les niveaux de transcription en réponse aux signaux environnementaux ou 

métaboliques. Ce contrôle est important pour les protéines, telles que les facteurs de 

croissance, facteurs de transcription, et les régulateurs du cycle cellulaire, qui sont actifs 

seulement pour des courtes périodes ou dans des conditions spécifiques (Beelman et 

Parker., 1995, Chen et Shyu., 1995). La dégradation des ARNm intervient aussi dans le 

contrôle qualité des ARNm, ce qui assure la destruction des ARNm aberrants par des 

voies spécialisées avant qu'ils puissent produire des protéines potentiellement nocives 

(Maquat et Carmichael., 2001). La dérégulation de la voie dégradation des ARNm peut 

conduire à des défauts graves comme la division cellulaire incontrôlée ou la 

transformation cancéreuse (Culbertson., 1999, Frischmeyer et Dietz., 1999). La 

dégradation d’ARN s’effectue principalement dans des sites cytoplasmiques spécifiques 

dits P-bodies pour «mRNA-Processing bodies». Les P-bodies sont des granules 

cytoplasmiques ribonucléoprotéiques formés entre autre des composants de la machinerie 

de dégradation d’ARN 5’-> 3’, de  la surveillance ARN et des complexes  impliqués dans  

le silence des gènes par petits ARN. 

a- Découverte et composition des P-bodies 

En 1997, Bashkirov et al, ont rapporté pour la première fois que Xrn1, une 

exoribonucléase cytoplasmique se localise dans de petites structures granulaires 

hautement enrichies dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. Cette observation 

importante est restée incomprise pendant presque cinq ans et elle a ouvert la voie à des 

découvertes fondamentales dans le domaine du métabolisme de l'ARN et la régulation 

post-transcriptionnelle. Suite à cette découverte, il a été montré une co-localisation de 

Xrn1 avec l'enzyme de décoiffage de la cap 5’ DCP2 et ses cofacteurs dans ces foyers 

chez les cellules des mammifères et de la levure (Van Dijk et al., 2002, Ingelfinger et al., 

2002, Lykke-Andersen., 2002, Sheth et Parker., 2003, Cougot et al., 2004). Ces foyers 
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sont appelés corps P, corps de DCP ou foyers de dégradation d’ARNm. (P bodies, DCP 

bodies or mRNA-decay foci). 

Au cours des dernières années, le nombre de protéines détectées dans les P-bodies a 

augmenté de façon exponentielle (tableau V). En plus des protéines qui sont impliquées 

dans la dégradation d'ARNm incluant l'exonucléase Xrn l, il a été décrit la présence de la 

désadenylase CCR4, TOB2, Pan2 et Pan3 (Sheth et Parker., 2003, Ezzeddine et al., 2007, 

Zheng et al., 2008), les enzymes de décoiffage de l'ARNm (DCP1 et 2) ainsi que leurs 

co-facteurs tels que Pat 1, hEdc3, Lsm1-7 et RCK/p54 (homologues, respectivement, de 

Edc3 et Dhhl chez la levure) (Scheller et al., 2007, Cougot et al., 2004, Van Dijk et al., 

2002, Bashkirov et al., 1997), ainsi que d’autres  composants incluant des protéines ayant 

des rôles en matière de surveillance ARNm (Nonsense Mediated Decay) comme SMG5-7 

et UPF1-3 (Sheth et Parker ., 2006, Unterholzner et Izaurralde., 2004), d’interférence 

ARN et de la répression de la traduction tels que les microARN et les protéines 

Argonautes (Liu et al., 2005, Andrei et al., 2005, Sen et Blau., 2005, Teixeira et al., 2005, 

Brengues et al., 2005). 

D’une part le sérum des patients atteints par la neuropathie sensitive et motrice a permis 

de découvrir d'autres composants des P-bodies. En plus de la protéine GW182 impliqué 

dans la voie des microARN, Rap55 (RNA Associated Protein of 55 KDa ou LSml4) et 

Ge-1 (ou RCD8 ou Hedls pour Human  enhencer  of decapping large subunit), toutes les 

deux sont impliquées dans le décoiffage des ARNm  (Yang et al., 2006 a, Yu et al., 

2005). D'autre part, des enzymes impliquées dans d'autres processus cellulaires liés à 

l'ARN, entre autre l'hélicase à ARN à motif DEAD, la Dedlp qui affectent et 

s'accumulent dans les P-bodies (Beckham et al., 2008), FAST impliqué dans l’épissage 

alternatif (Kedersha et al., 2005) et des régulateurs de la traduction comme hMex3A, 

CPEB (Buchet-Poyau et al., 2007, Wilczynska et al., 2005). 

Il est important de noter que les protéines ribosomales ainsi que celles impliquées dans 

l'initiation de la traduction sont absentes des P-bodies à l'exception chez les mammifères 

de la cap-binding protein eucaryotic translation -initiation factor-4E (eIF4E) et son 

partenaire de liaison, eIF4E-transporteur (eIF4E-T), qui sont présents dans les P-bodies 

chez les mammifères (Andrei et al., 2005, Ferraiuolo et al., 2005). 
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b- Fonctions des P-bodies 

La composition des P-bodies suggère qu’ils sont impliqués dans de nombreux modes de 

régulation post-transcriptionnels et joueraient un rôle central dans la régulation de 

l’expression génétique. 

b- 1 Les P-bodies et la dégradation d’ARNm   

Dans les cellules eucaryotes, la dégradation des ARNm se fait par deux voies alternatives, 

qui sont toutes deux précédées par enlèvement de la queue poly (A)
+
 à l'extrémité 3' des 

ARNm appelée déadenylation. Par la suite l’ARNm est soit dégradé via une voie 3’->5’ 

par un complexe exonucléolytique appelé l’exosome, lui-même régulé par le complexe 

SKI. (Wilusz et Wilusz., 2004, Parker et Song., 2004, Houseley et al., 2006), soit par une 

autre voie, qui procéde par l’élimination de la coiffe du messager par le complexe de  

décoiffage, composé de  DCP2 associé à de nombreux cofacteurs, et l’ARNm peut alors 

être dégradé par Xrn1, une exonucléase à activité 5’->3’ (figure I. 4). Le décoiffage 

d’ARNm est un processus irréversible et hautement régulé ce qui nécessite la 

participation de plusieurs protéines. Ces protéines sont collectivement connues comme 

"decapping co-activators" (Bonnerot et al., 2000, Bouveret et al., 2000, Tharun et al., 

2000, Tharun et Parker., 2001, Kshirsagar et Parker., 2004, Parker et Song., 2004, 

Fenger-Grøn et al., 2005, Tharun et al., 2005). Toutes les protéines de la voie de 

dégradation de l'ARNm 5'-> 3' sont localisées dans les P-bodies (Bashkirov et al., 1997, 

Eystathioy et al., 2002, Ingelfinger et al., 2002, Lykke-Andersen et al., 2002, Van Dijk et 

al., 2002, Eystathioy et al., 2003, Sheth et Parker., 2003, Cougot et al., 2004, Kshirsagar 

et Parker., 2004, Yang et al., 2004, Andrei et al., 2005, Brengues et al., 2005, Coller et 

Parker., 2005, Fenger-Grøn et al., 2005, Ferraiuolo et al., 2005, Kedersha et al., 2005, 

Teixeira et al., 2005, Yu et al., 2005, Behm-Ansmant et al., 2006, Bloch et al., 2006, 

Sheth et Parker., 2006, Yang et al., 2006 a). Par contre, les composants de l'exosomes et 

du complexe SKI ne sont pas détectés dans P bodies (Sheth et Parker., 2003, Brengues et 

al., 2005), ce qui indique une certaine compartimentation du cytoplasme au niveau de la 

dégradation des ARNm. La présence des enzymes de dégradation d'ARNm dans les P-

bodies a soulevé la question de savoir si les P-bodies représentent des sites de la 

dégradation de l'ARNm ou s’ils servent de sites de stockage pour ces enzymes. Plusieurs 
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éléments suggèrent que la dégradation de l'ARNm a lieu dans les P-bodies. Le blocage de 

la dégradation des ARNm lors d’une étape précoce en  inhibant la déadenylation par 

exemple inhibe les P-bodies (Sheth and Parker., 2003, Andrei et al., 2005). Par contre, 

l’inhibition de cette dégradation lors d’une étape plus tardive, par inactivation de Xrn1, 

entraîne une augmentation du nombre et de la taille de ces foyers. Enfin, la détection 

d’intermédiaires de dégradation des ARNm dans les P-bodies, car le blocage de la 

progression de Xrn1 le long d'un ARNm par l'insertion de séquences d'ARN spécifiques 

ou par appauvrissant de Xrn1 conduit à l'élargissement des P-bodies en raison de 

l'accumulation d'intermédiaires au sein des P-bodies (Sheth et Parker., 2003, Cougot et 

al., 2004, Andrei et al., 2005, Teixeira et al., 2005). Collectivement, ces observations 

affirment que la dégradation des ARNm peut avoir lieu dans les P-bodies.  

 

Figure I. 4 : Voies de dégradation des ARNm chez les eucaryotes. 

La dégradation des ARNm est initiée par déadénylation suivi par digestion à l’une des 

deux extrémités. Dégradation de l'extrémité 3 catalysée par les exosomes et le complexe 

ski et la dégradation de l’extrémité 5’ qui nécessite décoiffage (DCP1/2) suivi par  

dégradation à l’aide de XRN1. (Adapté de Eulalio et al., 2007a). 

b- 2 Les P-bodies et la surveillance ARN  

Dans les cellules eucaryotes, les mécanismes de surveillance ou de contrôle de qualité 

d'ARNm a pour but de s'assurer que seuls les ARNm sans erreur sont transcrit (Fasken et 

Corbett., 2005). Parmi ceux-ci, le mécanisme NMD (pour non-sense mediated decay), 
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reconnaît et dégrade les ARNm qui contiennent un codons d’arrêt de la traduction 

prématurés (PTC pour Premature translation termination codon), limitant ainsi la 

synthèse des protéines tronquées (Conti et Izaurralde., 2005, Lejeune et Maquat., 2005, 

Amrani et al., 2006). Le système NMD est déclenché par une terminaison prématurée de 

traduction, ce qui conduit à l'assemblage du complexe de surveillance. Ce complexe 

comprend les protéines UPF1-3, et quatre autres effecteurs NMD (SMG1 et SMG5-7) qui 

sont présent dans les P-bodies (Unterholzner et Izaurralde., 2004, Durand et al., 2007).  

Ces observations suggèrent que  l’assemblage du complexe NMD est  lié aux P-bodies. 

Dès  lors, on peut supposer que soit  le complexe NMD amène l’ARNm à dégrader dans 

les P-bodies, ou que les P-bodies  soient  recrutés  suite  à  l’activation  du complexe, et 

que la  formation  des P-bodies  soit une conséquence  de la mise en place  du NMD.   

b- 3 Les P-bodies, gene silencing et la répression de la traduction  

Petits ARN interférants (small interfering RNA : siRNA) et les miRNA sont deux classes 

de petits ARN impliquées dans la régulation post-transcriptionnelle. Bien que les siRNA 

et les miRNA diffèrent dans leur mécanisme de biogenèse, ces fonctions régulatrices sont 

effectuées par des membres de la même famille de protéines Argonaute, avec lesquels ils 

s'associent dans le cadre de complexes RISC (RNA-Induced Silencing). Les protéines 

Argonaute favorisent la dégradation et/ou la répression de la traduction des ARNm qui 

sont entièrement ou partiellement complémentaire du siRNA et des miRNA. Les siRNA 

sont parfaitement complémentaires à leurs cibles et guide les protéines Argonaute a fin de 

cliver l'ARNm par l’exosome et Xrn1 dans la région qui est pariée en base avec le 

siRNA. Chez l’animal, les miRNA sont partiellement complémentaire à la cible et inhibe 

l’expression du messager par répression de sa traduction et/ou par dégradation.  Celle-ci 

ne se fait pas par clivage, mais en menant la cible vers la machinerie de dégradation de 

l’ARNm. L’action des miRNA nécessite les protéines Argonaute, GW182, DCP1/2, Xrn1 

et le complexe de déadénylation CCR4-CAF1-NOT.  

En plus les miARN ne jouent pas qu’un rôle de la dégradation des ARN, mais peuvent 

aussi réprimer la traduction de leur cible, sans affecter la stabilité de l’ARNm (Valencia-

Sanchez et al., 2006). Il a été montré que la protéine GW182 joue un rôle dans la voie de 

répression de la traduction par les miARN (Behm-Ansmant et al., 2006). Les P-bodies 

semblent être également impliqués dans la répression de la traduction via d’autres 
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mécanismes. Car chez les eucaryotes, on trouve parmi les composants des P-bodies un 

certain nombre de protéines impliquées dans la répression de la traduction, telles que 

RCK/p54, CPEB, eIF4E-T.  

c- Dynamique et mobilité des P-bodies 

Les P-bodies sont des structures dynamiques et mobiles, dont la taille et le nombre 

varient selon les conditions physiologiques, et le cycle cellulaire (Yang et al., 2004, Lian 

et al., 2006). L’imagerie en temps réel a montré que les P-bodies sont des structures 

fortement mobiles (Kedersha et al., 2005, Aizer et al., 2008). Les protéines et les ARN 

composants les P-bodies entrent et sortent de manière réversible  (Teixeira et al., 2005, 

Brengues et al., 2005, Kedersha et al., 2005, Wilczynska et al., 2005). Ces données 

suggèrent que les P-bodies soient des structures fortement dynamiques. 

d- P-bodies et le cytosquelette 

Le premier lien direct entre le cytosquelette et  les P-bodies est suggéré par l’interaction 

des protéines constituants les microtubules Tub2p et Tub3p avec Dcp1p et Edc3p, deux 

composants des P-bodies  (Gavin et  al., 2006),  de même que la présence d’α-tubuline, 

Tub1p, dans les P-bodies chez la levure. 

Le traitement par la latrunculine B qui perturbe les filaments d’actine, inhibe la formation 

des P-bodies (Sweet et al., 2007), contrairement aux granules de stress dont la formation 

n’est pas inhibée dans ces mêmes conditions (Ivanov et al., 2003). Cela suggère que les 

P-bodies sont associés avec les filaments d'actine. 

En mouvement les P-bodies semblent se lier aux microtubules (Aizer et al., 2008). 

Toutefois, la déstabilisation des microtubules, à l’aide du bénomyle, stimule la formation 

des P-bodies chez la levure et les mammifères, alors que le taux de la traduction et de la 

dégradation d’ARN reste non changé (Aizer et al., 2008, Sweet et al., 2007). On notera 

cependant, les P-bodies ne semblent pas affectés par le knockdown de la dynéine  sous 

les conditions de non stress, ce qui suggère différents mécanismes d'assemblage de P-

bodies sous différentes conditions cellulaires (Loschi et al., 2009).  
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I- 5 Les interactions GS et P-bodies 

Une étude comparative des caractéristiques ultra-structurelles par microscopie 

électronique des GS et des P-bodies, indique que les GS ont une structure moins 

compacte que les P-bodies qui, eux, ont une structure plus dense et plus fibrillaire 

(Souquere et al., 2009). En plus il y a une différence dans la composition entre les P-

bodies et les granules de stress (figure I. 5), au niveau de la présence de la petite sous-

unité ribosomale et des facteurs d’initiation de la traduction présents seulement dans les 

granules de stress (Kedersha et al.,  2002), à  l’exception cependant de  eIF4E. Par contre, 

on retrouve dans les P-bodies les enzymes de décoiffage DCP1, DCP2, absents dans les 

granules de stress (Wilczynska et  al.,  2005, Kedersha et al., 2005). Ces différences 

indiquent que les deux structures sont fonctionnellement distinctes. Par contre plusieurs 

observations démontrent que les granules de stress interagissent avec les P-bodies et 

peuvent échanger des RNPm entre elles. D’une part, les P-bodies et les granules de stress 

se colocalisent partiellement et transitoirement suite à différents types de stress (Kedersha 

et al., 2005). Un certain nombre de composants  sont  toutefois partagés par ces deux 

structures, c’est  le cas de l’hélicase RCK/p54, la protéine de régulation de traduction 

CPEB, eIF4E, les protéines déstabilisatrices d’ARN, TTP, BRF1 et l’ARNm (figure I. 5) 

(Wilczynska et al., 2005, Kedersha et al., 2005, Hoyle et al., 2007). D’autres part, la 

surexpression de certaines protéines de liaison à l’ARN comme, TTP, BRF1 ou CPEB 

favorise un rapprochement spatial et même une colocalisation partielle entre les P-bodies 

et les granules de stress (Wilczynska et al., 2005, Kedersha et al., 2005, Mollet et al., 

2008). Ces données suggèrent donc un échange de composants au sein de ces structures. 

L'interaction et l'échange des composants entre les P-bodies et les granules de stress 

suggèrent un cycle de RNPm cytoplasmiques en équilibre (Parker et Sheth., 2007), ce qui 

explique la composition de protéines différentes dans le RNPm en raison d'événements de 

remodelage. En appuyant l'idée d'un cycle RNPm, la composition et la morphologie des 

granules de stress et P-bodies, à la fois dans la levure et les mammifères varie sous des 

contraintes différentes et des conditions expérimentales (Kedersha et al., 1999, Stoecklin 

et al., 2004, Serman et al., 2007, Buchan et al 2008., Grousl et al., 2009, Thomas et al., 

2009). La composition des granules peut aussi varier dans le temps (Mollet et al., 2008, 
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Buchan et al., 2008; Kedersha et al., 2005), et peut être hétérogène (Touierre et al., 2003, 

Tsai et al., 2008).  

Enfin, d'autres  foyers RNPm comme les granules germinales ou les granules de transport 

neuronal  apparaissent comme des compositions hybrides des  granules de stress et P-

bodies, suggérant un possible régulation à un stade intermédiaire dans le processus de 

remodelage (figure I. 5). 

 

 

Figure I. 5 : Modèle montrant la relation entre  GW/P bodies, et les granules de 

stress et les granules de transport neuronaux et leurs composants.  

(Adapté de Moser et  Fritzler, 2010). 

 

 

 



24 

 

I- 6 D’autres types de granules à ARN cytoplasmiques 

a- Les granules des cellules germinales 

Les cellules germinales sont des cellules souches, totipotentes, dans lesquelles se produit 

la méiose et qui sont nécessaires à la reproduction sexuelle et dans certains cas à la 

reproduction asexuelle. Les cellules germinales chez de nombreux organismes présentent 

des granules qui contiennent des ARN et des protéines, généralement connue sous le nom 

de granules germinale (Seydoux et Braun, 2006).  

Ces granules sont des véhicules de transport dynamiques qui changent en taille, forme et 

composition à travers l'ovogenèse et l'embryogenèse précoce (Mahowald., 1963a, 1963b, 

1968, 1971). Chez les animaux, les granules germinales sont présents en permanence 

dans les cellules germinales à l'exception de spermatozoïdes matures et sont hérités 

maternellement. Chez les mammifères, la composition des granules de cellules 

germinales est similaire aux P-bodies, ce qui indique qu'ils sont impliqués dans la 

dégradation des ARNm. Lin et al. (2006) proposent que ces granules germinales ont une 

machinerie de dégradation pré-assemblée et inactive, probablement pour faciliter leur 

dégradation au stade zygote. Bien peu est connu sur le sort des granules germinales 

pendant la division cellulaire, la ségrégation de ces granules à ARN avec la lignée 

germinale pourrait moduler épigénétiquement l'expression des gènes durant 

l'embryogenèse. 

b- Les granules des cellules neuronales 

Les neurones ou cellules nerveuses sont des cellules excitables, constituant l’unité de 

base du système nerveux. Les granules neuronales, transportent des ARNm dont la 

traduction a été réprimée vers les synapses et les dendrites, où ils sont libérés et traduits 

en réponse à des stimuli spécifiques. Dans les cellules neuronales, il a été décrit la 

synthèse protéique localisée aux prolongements dendritiques et synaptiques. Le modèle 

établie propose un transport des ARNm dans des granules neuronaux du noyau vers les 

prolongements neuronaux et suite à un stimulus, il y a ouverture du granule et exposition 

de l’ARNm à l’appareil de traduction (pour revue voir Khandjian et al., 2009).  

Ces granules neuronaux contiennent plusieurs composants de granules de stress plus la 

grande sous-unités ribosomale. 
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Thomas et al., 2005 propose que Staufen 1 et Staufen 2 peuvent passer des Granules 

neuronaux aux GS suite à un stress dans les oligodentrocytes. Ces résultats soutiennent 

l’hypothèse d’une inter-relation dynamique entre les différents types de granules à ARN. 

c- Les granules UV chez la levure 

L'exposition des cellules aux UV provoque des dommages importants au niveau de 

l’ARN chez la levure. Gaillard et Aguilera (2008) ont rapporté que chez ces organismes, 

les transcrits endommagés s'accumulent dans des granules spécifiques appelées granules 

UV (UVG : UV Granules), qui sont distincts des P-bodies, des corps EGP (eIF4E, eIF4G 

et Pabl-containing bodies) qui sont visibles suite à la privation en glucose dans le milieu 

de culture des levures, des aggresomes et des GS. Les UVG ne sont pas induits par 

d'autres agents stressants, ne sont pas des sites de répression d'ARNm et ils sont 

insensibles aux drogues stabilisant les polysomes. UVG ont pour rôle la protection des 

cellules contre les ARNm endommagés qui pourraient être nocifs s'ils s'engagent dans la 

traduction. 

d- Les granules cytoplasmique antiviral 

Récemment (Simpson-Holley et al., 2011) ont découvert une nouvelle classe de granule à 

ARN appelée granules ARN cytoplasmique antiviral (AVG : Antiviral Cytoplasmique 

Granules) dans les cellules de mammifères infectées par un mutant (ΔE3L) du vaccinia 

virus. La formation de ces granules nécessite la phosphorylation du facteur eIF2α via la 

kinase PKR et ils semblent être importants pour la suppression de la réplication du virus. 

Les AVG contiennent des ARNm et présentent une composition protéique proche des 

granules de stress avec notamment eIF3, G3BP, TIA-1, USP10, Caprin-1, FMRP, 

FXR1P, FXR2P avec absence de la grande sous unité ribosomale (60S). Les différences 

des AVG avec les granules de stress classiques résident dans leur stabilité vis à vis du 

traitement par la cycloheximide laquelle déstabilise les GS classiques. La formation de 

ces granules semble jouer un rôle important dans le blocage de la réplication virale. 
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I- 7 La protéine FMRP et GS 

FMRP (pour Fragile Mental Retardation protein) est une protéine capable de lier des 

ARNm spécifiques et régule leur transport, leur localisation et ou leur traduction. 

L'absence d’expression de cette protéine est la cause du syndrome de X-Fragile, première 

cause génétique du retard mental héréditaire qui touche ~1:4000 males et ~1:7000 

femmes dans la population générale (Khandjian et al., 2005). FMRP se localise 

majoritairement dans le cytoplasme, la séquence de la protéine FMRP présente un 

domaine NLS d’import nucléaire et un domaine NES d’export nucléaire, suggérant un 

transit entre le noyau et le cytoplasme (Eberhart et al., 1996, Feng et al., 1997). En plus 

des deux domaines NLS et NES, FMRP possède deux domaines KH et un domaine RGG 

décrit pour leur capacité à lier les ARN. En plus de la capacité de FMRP de lier les 

ARNm, Khandjian et al. (1996) ont démontré que FMRP s’associe avec les 

polyribosomes d'une manière dépendante de l'ARN. Cette aptitude de FMRP de lier 

l’ARN et son association avec les polyribosomes lui permet de jouer un rôle important 

dans le métabolisme, la maturation et l’epissage d’ARN (Didiot et al., 2008), la 

dégradation des ARNm (Zalfa et al., 2007), le contrôle de la synthèse protéique (Weiler 

et al., 1997,2004, 2005), l’activation de la traduction (Bechara et al., 2009) et la 

répression de la traduction (Laggerbauer et al., 2001, Zhang et al., 2001b). 

Dans les conditions de stress, il a été proposé par Mazroui et al., 2002 que FMRP se 

déplace des polyribosomes vers les GS lors d’un stress imposé, alors que la surexpression 

de FMRP permet d’induire l’assemblage des granules de stress. Les cellules dépourvues 

de FMRP affectent l’intensité des GS par cellule plutôt que leur nombre, ce qui suggère 

que FMRP contribuerait à l’efficacité de la formation des GS (Didiot et al., 2009). 

Récemment Jeon et al. (2011) ont montré que le stress cellulaire induit une régulation 

positive de FMRP en favorisant la survie cellulaire par modulation des cascades de 

phosphorylation PI3K-Akt. La voie Ras-PI3K-Akt est l'une des voies essentielles du 

contrôle de survie cellulaire, l'activation de cette voie est considérée comme une 

caractéristique de nombreuses cellules cancéreuses (Lam et al., 2006), qui se caractérise 

par la dérégulation de l’apoptose et prolongement de survie. Cette découverte permet 

d’attribuer une nouvelle fonction pour la protéine FMRP, comme une protéine de pro-

survie et ouvre de nouvelles perspectives pour mieux comprendre le rôle de FMRP. 
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I- 8 Rayonnements Ultra-violet et leurs impacts biologiques 

Ritter et Wollaston, en 1801, étaient les premiers à démontrer l’existence du rayonnement 

ultraviolet (UV) par son effet chimique sur des sels d’argent. Les rayons UV sont des 

rayonnements électromagnétiques non-ionisants qui répondent aux lois de l'optique 

géométrique, dont la longueur d'onde est comprise entre 400 nm (lumière visible) et 100 

nm. Les UV représentent environ 8% du spectre solaire atteignant la surface terrestre. Ses 

rayonnements s’avèrent plus destructifs que les rayonnements visible et infrarouge du fait 

de leur plus grande énergie. 

Les effets biologiques des UV varient selon la longueur d'onde ce qui a conduit à les 

séparer en 3 sous groupes : UVA (400-320 nm), UVB (320-280 nm) et UVC (280-100 

nm) (Diffey., 2002).  

Les UVC sont les radiations UV les plus énergétiques, ces radiations sont bloquées par la 

couche d'ozone et n'atteignent donc pas la surface terrestre sauf dans des hautes altitudes. 

Cependant l'accentuation du "trou de la couche d'ozone" dans certaines zones terrestre 

pourrait avoir un impact sur le passage des UVC. De ce fait, l’irradiation UVC est devenu 

un stress environnemental inquiétant pour la population. Les rayonnements UVC sont 

fréquemment utilisés pour les expérimentations biologiques du fait de leur grande énergie 

qui induit d'importants dommages à très faibles doses et donc des temps d'exposition très 

courts par rapport aux UVA et UVB. 

La majeure partie des études sur les effets des UV s’est focalisée sur les dommages 

induits au niveau de l’ADN. En effet il a été montré que les UVC peuvent causer des 

dimères de pyrimidine cyclobutane et des photoproduits  (6-4) pyrimidine-pyrimidone. 

Les dommages sur l’ADN peuvent avoir des liens directs et indirects avec les lésions 

cutanées, le vieillissement, le cancer (Boukamp., 2005, Gruber et al., 2007, Sprecher., 

2007, Berwick et al., 2008). Les UV peuvent représenter une cause majeure de maladies, 

de part l’altérations des voies de signalisation intracellulaire ainsi que la production 

subséquente de radicaux libres et les espèces réactives de l'oxygène (Bender et al., 1997, 

Herrlich et al., 2008, pour revue Muthusamy et Piva., 2010) et cela indépendament des 

lésions induites directement sur l’ADN.  

Au laboratoire nous nous sommes intéressés aux liens éventuelles des rayonnements UV 

et le stress cellulaire.  
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Problématiques 

Les rayonnements ultraviolets C sont les rayons solaires les plus nocifs qui atteignent la 

surface terrestre. Il est déjà établi que ces rayons causent des dommages cellulaires 

principalement sur l'ADN (pour revue Sinha et Häder., 2002), et activent toute une 

cascade de signalisation et des mécanismes moléculaire permettant aux cellules de faire 

face au stress causé par les UV. 

Certaines études suggèrent que l’irradiation aux UVC à 254 nm des cellules en culture 

induit la formation des granules de stress (GS) (Kedersha et al., 1999, Hua et Zhou., 

2004, Pothof et al., 2009). Toutefois, aucune de ces études ne montre de façon 

convaincante qu’il s’agit bien de GS classique. Aussi le mécanisme moléculaire à la base 

de la formation de ces granules suite à un stress UV reste complètement méconnu. Afin 

de valider ces observations, nous avons cherché à caractériser les granules cytoplasmique 

induits par les UVC. 

Le laboratoire du professeur Khandjian s’intéresse depuis des années aux granules à ARN 

dans lesquels se relocalise la protéine FMRP (Mazroui et al., 2002). Pour ce fait, nous 

avons caractérisé les granules cytoplasmiques formés suite à une irradiations aux UVC à 

différentes doses et suivant des cinétique de temps différents et cela à l’aide des 

marqueurs des GS et des P-bodies : FMRP, FXR1P, PABP, eIF4G, RPS6, GW182, Xrn1. 

Une étude portant sur la recherche des mécanismes de formation des GUV et l’impact de 

la formation de ces GUV sur la traduction ainsi qu’une étude sur les défauts de 

prolifération observés suite au stress UVC a été menée lors de ce projet de recherche. 
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II-MATÉRIEL ET MÉTHODES 

II- 1 La culture cellulaire  

Les lignées cellulaires NIH 3T3, MEF (Mouse embryonic fibroblast cell line) et HeLa 

(lignée cellulaire humaine provenant de métastases d'un cancer du col de l'utérus) sont 

cultivées dans le milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) additionné de 

glutamax (4 mM) de Invitrogen, de Pénicilline (100 unités/ml) de Invitrogen et de 

Streptomycine (50 pg/ml) de Invitrogen, de sérum bovin (BS) pour une concentration 

finale de 10% pour les 3T3, et de sérum de bovin fœtal (FBS) pour une concentration 

finale de 10% pour HeLa et MEF. Les cellules sont incubées à 37°C et 5% CO2. Les 

lignées cellulaires sont passées deux à trois fois par semaine en décollant les cellules avec 

de la trypsine (500 ng/ml). 

II- 2 Le traitements des cellules  

a- Irradiations des cellules aux UV et récupération 

Les cellules sont ensemencées sur des lamelles (VWR micro cover glass 18 mm x 18 

mm) ensuite incubées à 37°C. A une confluence de 60-70%, le milieu de culture est 

enlevé et remplacé par 3 ml de tampon PBS1X stérile (3 mM KCl, 1,5mM KH2PO4, 140 

mM NaCl, 8 mM Na2HPO4) par pétri de 100 mm. Les cultures sont irradiées par la suite 

aux UV à 254 nm à différents doses soient 6J/m², 13 J/m² et 30J/m² avec la lampe UV 

(Philips T UV 15W/G15 T8). Tout de suite après, du milieu de culture neuf à 37°C est 

rajouté et les cellules sont remises dans l'incubateur. 

b- Traitement à l’arsénite de sodium 

A une confluence de 60-70%, les cellules ensemencées sur des lamelles, sont incubées 

avec l’arsénite de sodium (AsNaO2) à une concentration finale de 0,5 mM. La 

récupération (recovery) se fait par remplacement du milieu contenant l’agent stressant par 

un nouveau milieu de culture frais à 37°C. 
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c- Choc thermique 

Les cellules en culture à une confluence de 60-70% sont placées dans un bain d’eau à 

42°C, à différents temps. Le retour du stress se fait en remettant les cellules dans un 

incubateur à 37°C. 

II- 3 La prolifération cellulaire 

Les cellules ensemencées sur des lamelles avec repère (Electron Micorscopy Science 18 

mm x 18 mm), sont irradiées aux UV à différentes doses sont incubées à 37°C. Différents 

temps après irradiation, les cellules sont prises en photo avec un appareil photo, Sony 

(DSC-S85) sur un microscope inversé en contraste de phase (Zeiss Axiovert-25). Le 

nombre de cellules sur chaque grille, est compté en utilisant le logiciel ImageJ version 

1.44. 

II- 4 L’immunofluorescence indirecte 

Les cellules, ensemencées sur des lamelles (18 mm x 18 mm), une fois irradiées ou 

traitées a l’arsénite de sodium sont incubées à 37°C. Différents temps après traitement 

comme indiqué dans les résultats, les cellules sont lavées deux fois avec le PBS 1X froid, 

puis sont fixées et perméabilisées pendant 10 minutes à -20°C dans une solution de 

méthanol/acétone (3:7) ou fixées par paraformaldehyde 1% (PFA1%) durant 15 min 

ensuite perméabilisées dans une solution de Triton 0,2% durant 10 min à température 

ambiante. Les lamelles sont ensuite séchées à l'air libre dans le premier type de fixation 

ou conservées dans du PBS1X pour le deuxième type de fixation.  

Après réhydratation dans du PBS  1X,  les cellules sont incubées pendant une heure à 

37°C avec du PBS 1X contenant 5% d'albumine bovine et Triton 0.1% afin de bloquer les 

sites non spécifiques. Les cellules sont ensuite incubées avec l'anticorps primaire dilué 

dans du PBS contenant 5% d'albumine bovine et Triton 0.1%  (se référer au tableau  I  

pour les caractéristiques et dilutions des anticorps) pendant une heure à 37°C. Les 

cellules sont lavées trois fois pendant 10 min avec du PBS lX-Tween 0.1 %, pour être 

ensuite incubées avec l'anticorps secondaire fluorescent approprié : Alexa 488 ou Alexa 

594 (Invitrogen) dilués dans du PBS contenant 5% d'albumine bovine et Triton 0.1%, 
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pendant 45 min dans l'obscurité. Les préparations sont ensuite lavées trois fois pendant 20 

min.  

Pour la double  immunofluorescence,  les cellules sont incubées avec un deuxième anti-

corps primaire en suivant les mêmes étapes citées ci-dessus.  

Pour colorer l'ADN, les cellules ont été mises en contact avec le DAPI (Dihydrochlorure 

de 4',6-diamidino-2-phenylindole, 1 :5000, dilué dans le tampon PBS) pendant 1 min, 

rincées deux fois avec du PBS1X. Finalement, les lamelles sont montées sur lames avec 

le milieu de montage Fluorescent  Mounting Medium (Dako). 

Tableau I : Caractéristiques des anticorps utilisés en immunofluorescence  indirecte 

 

Protéine 
Anticorps 

Primaire 
Provenance Dilution 

Anticorps 

secondaire 

FMRP mAblC3 Lab Khandjian 1 : 2 
Alexa Fluor 

GAM 488 

FXR1P ML13 Lab Khandjian 1 : 500 
Alexa Fluor 

GAR 594 

PABP 
PABP1 Ab 

#4992 
Cell signaling 1 : 500 

Alexa Fluor 

GAR 594 

Petite sous unité 

ribosomale S6 

S6 mAb 

#2217 
Cell signaling 1 : 500 

Alexa Fluor 

GAR 594 

eIF4G 
eIF4G Ab 

#2498 
Cell signaling 1 : 500 

Alexa Fluor 

GAR 594 

Xrn1 
Xrn1 pAb 

ab70259 
Abcam 1 : 500 

Alexa Fluor 

GAR 594 

GW182 Serum 18033 
Lab Marvin 

Fritzler 
1 : 500 

Alexa Fluor 

GAH 594 

β Tubuline E7 

Developmental 

Studies 

Hybridoma Bank 

1 : 500 
Alexa Fluor 

GAM 488 
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II- 5 L’hybridation avec polydT 

Avant hybridation les cellules sont fixées avec du PFA4% durant 15min à température 

ambiante suivi par permeabilisation durant 15min avec 0.2% Triton. Ensuite les cellules 

sont pré-hybridées dans une solution 50% PBS-T/50% solution d’hybridation (50% 

formamide, 5X SSC, 1 mM tampon phosphate pH 7.4, 1X solution Denhardt's et 160 

ng/µl ADN de sperme de saumon dénaturé) dans une chambre humide à 42°C durant 15 

min. Après le polydT est ajouté à la solution d’hybridation suivi par incubation des 

cellules durant une nuit à 42°C sous agitation. Après hybridation, les cellules ont été 

traitées pour immunofluorescence comme décrit ci-dessus. 

II- 6 Le  «CELL GHOST » 

Les cellules, ensemencées sur des lamelles, sont placées sur glace, lavées deux fois au 

PBS 1X  et immédiatement incubées 10 min en présence d'un tampon d'extraction (20 

mM Tris HC1 pH 7,4, 1,25 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 1% NP 40, 1mM DTT, 5 U/ml 

RNasine, une mini pastille/10 ml d'Antiprotéases, 50 µg/ml Cycloheximide) en agitant 

délicatement sur glace. La fraction cellulaire non solubilisée lors du traitement avec le 

tampon de lyse est lavée trois fois pendant 5 min avec un tampon de lavage (20 mM Tris 

HC1 pH 7,4, 1,25 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 1% NP 40) toujours sous agitation sur 

glace. La fraction résiduelle est ensuite fixée pour les immunofluorescences, comme 

indiqué (II- 4).  

II- 7 La microscopie 

Les images sont prises en utilisant un objectif à immersion dans l'huile 60X avec un 

microscope Olympus AX70. Les photos sont prises avec la caméra  SPOT  RT  Slider 

(Diagnostic instruments  inc) et sont traitées par le logiciel Adobe Photoshop CS4. 

II- 8 L’extraction des protéines et immunobuvardage 

a-  Extraction  des protéines  

Divers temps après le stress et retour du stress, les cellules 3T3 sont lavées deux fois par 

le PBS 1X froid ensuite les protéines sont extraites en utilisant un tampon d'extraction  

TEX-1X  (67 mM Tris pH 8.7, 15% Glycérol,  2% SDS, 2% β-mercaptoethanol, 0.01% 
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Bromophenol). Le lysat cellulaire est ensuite traité aux ultra-sons pour fragmenter l'ADN 

et chauffé à 100°C pendant 6 min afin de dénaturer les protéines.  

b- Coloration au bleu de Coomassie et quantification 

Les protéines extraites sont déposées et séparées par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide (11%) en condition dénaturante (SDS-PAGE) en appliquant un courant 

électrique de (82V). La migration a lieu en utilisant le tampon d'électrophorèse (25 mM 

Tris-base, 190 mM glycine, 0,1% SDS). Les gels sont incubés dans une solution de bleu 

de Coomassie (0,04 % Coomassie brillant blue R, 40 % méthanol,  10 % acide acétique) 

pendant une heure à température ambiante sous agitation. Le gel est ensuite décoloré dans 

une solution de décoloration (25 % méthanol,  10 % acide Acétique) jusqu'à ce qu'il soit 

transparent. Les gels sont ensuite quantifiés en utilisant le logiciel ImageJ version 1.44 

c- Électro-transfert sur membrane de nitrocellulose   

Des quantités équivalentes de protéines sont séparées par SDS-PAGE contenant 11% de 

polyacrylamide en condition dénaturante en appliquant un courant électrique de 30 mA 

par grand gel de 1,5 mm d'épaisseur dans le tampon d'électrophorèse. Les protéines sont 

ensuite transférées sur une membrane de  nitrocellulose 0,45 µm (BioRad) dans une cuve 

à transfert contenant du tampon de transfert (25 mM Tris-base, 190 mM glycine, 20% 

methanol) à 100 mA pendant une nuit à 4°C. 

d- Immunobuvardage   

Les protéines fixées sur les membranes ainsi que le marqueur de poids moléculaire 

(SIGMA) sont révélés au rouge Ponceau  (0,5% Ponceau  (Invitrogen), 1% acide 

acétique). Les membranes sont ensuite bloquées pendant une heure à température 

ambiante, sous agitation dans le blotto contenant (PBS1X, 5% de lait en poudre). Les 

membranes sont incubées par la suite pendant une heure à température pièce avec les 

anticorps primaires appropriés dilués dans le blotto (Voir tableau  II), suivi par trois 

lavages au PBS-Tween 0.1%. Les membranes sont incubées 1h avec les anticorps 

secondaires couplés à la HRP  (Horseradish  peroxydase) DAM-HRP ou GAR-HRP 

(Invitrogen) dilués dans le blotto  (Voir tableau  II) suivi par quatre lavage pendant 10 

minutes chacun avec du PBS-Tween 0.1% avant de révéler le signal par le réactif ECL 
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(electrochemoluminescence) plus Western  Blotting Detection  System (GE Healthcare) 

sur des films XAR™ (Fuji Medical X-Ray Film 100 NIF). 

Tableau II : Caractéristiques des anticorps utilisés en western blot 

 

Protéine 
Anticorps 

Primaire 
Provenance Dilution 

Anticorps 

secondaire 

Hsp70 
Hsp70 

SPA-812 
Stressgen 1 : 15000 GAR-HRP 

eIF2 alpha 
eIF2 

#9722 
Cell signaling 1 : 1000 GAR-HRP 

Phospho-

eIF2alpha 

eIF2α 

# 9721 
Cell signaling 1 : 500 GAR-HRP 

Tubuline Β E7 
Developmental Studies 

Hybridoma Bank 
1 : 1000 DAM-HRP 

II- 9 Le marquage au 
35

S. 

Divers temps après le stress et le retour du stress, les cellules 3T3 sont mises en présence 

de la 
35

S-Meth/ 
35

S-Cyst (Amersham) à une concentration de 150 µCi pendant 1 heure. 

Les protéines sont extraites et équalisées par la suite suivant le protocole (II-8 a et b). La 

révélation se fait sur des films XAR™ (Fuji Medical X-Ray Film 100 NIF).  

II- 10 L’analyse des polyribosomes sur gradient de sucrose. 

Les cellules à confluence de 70 à 80 % sont mises sur glace et lavées deux fois avec du 

PBS 1X froid. Les cellules sont ensuite lysées avec le tampon de lyse (20 mM Tris HCl, 

pH 7.4, 1,25 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 1% NP 40, 1 mM DTT, 5 U/ml RNasine, une 

mini pastille/10 ml d'Antiprotéases, 50 µg/ml Cycloheximide). Le lysat est raclé avec un 

grattoir et récolté dans un tube « Eppendorf » sur glace. L'extrait est homogénéisé avec 

une seringue tuberculine, puis centrifugé 15 min à 13000 rpm à 4 °C pour séparer la 

phase cytoplasmique des débris membranaires et des noyaux. Le surnageant est déposé 

sur un gradient de sucrose (15%-45 %) (Sucrose, 20 mM Tris HCl pH 7.4, 1.25 mM 

MgCl2, 150 mM NaCl), puis centrifugé deux heures à 32 000 rpm (centrifugeuse Sorval et 
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rotor SW 41). Les extraits sont fractionnés par poussée avec du sucrose  (66% + bleu de 

bromophénol) et la densité optique à 260 nm est lue pour tout l'échantillon.
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III- RESULTATS 

III-1 Les UVC et la formation de petits granules 

cytoplasmiques. 

L'apparition des granules de stress suite à l'exposition des cellules aux UV est 

controversée. Kedersha et al., 1999 ont noté pour la première fois que le stress UV fait 

parti des stress chimiques et physiques qui sont capables d’induire la formation des 

granules de stress dans les cellules mammifères. Une décennie plus tard, Pothof et al., 

(2009)  ont montré dans des cellules HeLa que la formation des GS suite au traitement 

UV est cycle-cellulaire dépendante. Cette étude montre par le marqueur TIA 1 que seules 

les cellules irradiées durant la phase G2 forment des GS en phase G1 suivante dans le 

cycle cellulaire. Chez la levure, Gaillard et Aguilera., (2008) montrent que les UV 

induisent la formation d'une nouvelle classe de granules à ARN en concluant qu’il ne 

s’agit ni de GS, ni de P-bodies. 

Suite à ces différentes publications assez contradictoires, nous avons cherché à 

caractériser les granules induits par les UV. Pour cela, j’ai irradié la lignée cellulaire 3T3 

aux UVC à 254 nm à des doses croissantes et la lignée HeLa à 13J/m². Les cellules sont 

ensuite fixées à différents temps après l’irradiation suivi par des expériences d’immuno-

fluorescences par différents anticorps dirigés contre les marqueurs des GS ou des           

P-bodies. Tout d’abord en suivant la localisation de la protéine FMRP, une protéine bien 

caractérisée et étudiée au laboratoire, nous observons une relocalisation de FMRP dans 

des structures cytoplasmiques types granules après irradiation aux UV (GUV) ou 

exposition à l’arsénite de sodium (GS) plus facile à controller que le choc thermique. Ce 

dernier stress sera dans notre étude un contrôle positif de la formation de granules de 

stress et cela en comparaison de la localisation diffuse de FMRP dans le cytoplasme dans 

les conditions de culture cellulaire normales. Les observations sont concordantes d’un 

modèle cellulaire à un autre (figure III. 1A). 

Par immunofluorescence, en utilisant différents marqueurs dont FMRP, nous observons 

que les granules dont la formation est induite par les  UVC sont en nombre plus réduits et 

leur taille est plus petite que ce qu’on observe suite à l’expostion à l’arsénite. En effet, le 
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nombre moyen de granules par cellules est significativement plus faible dans le cas du 

stress UV en comparaison du stress par l’arsénite de sodium (Figure III. 1B). Après 

irradiation aux UV nous trouvons un nombre moyen de granules deux fois moins elevé 

comparativement au traitement à l’arsénite de sodium dans les cellules 3T3 et HeLa. 

Du point de vue de la taille moyenne de ces structures, les GUV sont 2.7 fois plus petits 

que les GS induits par l’arsénite de sodium dans les cellules 3T3 et 3.84 fois plus petits 

que dans les cellules HeLa (figure III. 1C). Les GUV présentent une taille maximale de 

0.88 µm dans les 3T3 et de 0.6 µm dans les HeLa et cela 24h après l’irradiation des 

cellules avec une dose de 13J/m². Dans ces mêmes conditions la taille minimale est de 

0.16 µm pour les deux lignées cellulaires. Après une exposition à l’arsénite de sodium au 

bout d’une demi-heure la taille maximale est de 2.5 µm pour les 3T3 et 2.83 µm pour les 

Hela, alors que la taille minimale est de 0.28 µm pour les 3T3 et 0.36 µm pour les HeLa. 
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Figure III. 1 : Les UV induisent la formation de petits foyers cytoplasmiques dans 

les deux lignées cellulaires 3T3 et HeLa.  

Les cellules ont été fixées et préparées pour le protocole d’immunofluorescence en 

utilisant l’anticorps 1C3 dirigé contre la protéine FMRP. (A) les cellules 3T3 et HeLa 

dans les conditions normales de culture cellulaires, après exposition à l’arsénite de 

sodium (0.5mM) pendant 30 min et 24h après irradiation par les UVC à 254 nm avec une 

dose de 13J/m², Bar, (10µm). (B) Nombre moyen de granules par cellule dans les 3T3 et 

HeLa après irradiation au UV à 13J/m² et exposition a l’arsénite de sodium (0.5mM). (C) 

Taille moyenne des granules induits par UV à 13J/m² et par 0.5mM d’arsénite de sodium 

en µm. (*** p<0.005). 
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Nous avons aussi constaté que les GUV présentent une cinétique d’apparition différente 

des GS classiques induit par l’arsénite de sodium. La totalité des cellules vont présenter 

des GS dés 20 min d’exposition à l’arsénite de sodium (figure III. 2C), alors qu’il faudra 

un minimum de quelques heures pour voir l’apparition des GUV dans quelques cellules et 

24h pour avoir prés de 72% de cellules présentant des GUV à 13J/m² et cela aussi bien 

pour les cellules 3T3 et HeLa (figure III. 2A et B). Nous montrons que la formation des 

GUV est dose dépendante car seulement 19% de cellules présentent des granules à la 

dose de 6J/m² au point 24h, 72,3% à la dose de 13J/m² et 80,6% à la dose de 30J/m², le 

nombre de cellules présentant des granules augmente significativement quand la dose 

croit pour atteindre 93% à 50J/m² ((figure III. 2A et figure III. 3). 

Pour les deux lignées cellulaires étudiées, le retour aux conditions normales est au-delà 

de 72h après l’irradiation. Ce phénomène de retour à l’état initial semble aussi être dose-

dépendant (figure III. 2A). En ce qui concerne les GS induits par l'arsénite de sodium, ils 

reproduisent les résultats publiés dans la littérature (Kedersha et al., 1999). En effet, à 

partir de 20 min après le traitement des cellules 3T3 ou HeLa, nous observons que toutes 

les cellules présentent des GS, et le retour à la normale va se faire 2h après le changement 

du milieu contenant l’agent stressant (la levée du stress) (Figure III. 2C). 
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Figure III. 2 : Cinétique d’apparition des granules cytoplasmiques induits par irradiation aux UVC et par le sodium d’arsénite.  

Cinétique de formation des granules cytoplasmiques suite au stress par UV et arsénite de sodium les cellules 3T3 et les cellules Hela à partir 

d’immunofluorescences par l’anticorps 1C3 dirigé contre FMRP. (A) irradiation des cellules 3T3 à l’UVC à 254nm à différentes doses  (6J/m², 13J/m² et 

30J/m²), (B) Irradiation des cellules de la lignée cellulaire HeLa au UVC à 254nm à 13J/m² et (C) traitement des cellules 3T3 et HeLa à 0.5mM 

d’arsénite de sodium. (*p<0.5, **p<0.05, ***p<0.005). 
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Figure III. 3 : Cinétique d’apparition des granules cytoplasmiques, 24h après 

l’irradiation au UVC à différentes doses chez la lignée cellulaire 3T3.  

Le nombre de cellules présentant des granules a été compté 24h après l’irradiation, en 

préparant les cellules pour le protocole d’immunofluorescence en utilisant l’anticorps 

1C3 contre FMRP. (**p<0.5, ***p<0.005).  

III- 2 Effets des UV sur la viabilité et la prolifération cellulaire. 

Après l’irradiation aux UVC, nous observons que les cellules ne poussent pas aussi bien 

que les contrôles, du fait qu’elles ne présentent pas la même confluence dans les boîtes de 

culture. Nous avons alors mené une étude portant sur la cinétique de prolifération par 

comptage de cellules sur des lamelles avec des grilles de lecture visibles sous microscope 

afin de compter les mêmes repères en fonction du temps (figure III. 4A). 

 L’irradiation des cellules 3T3 avec une dose de 6J/m² non létale induit un retard de 

prolifération cellulaire entre le temps T0 et T24h par rapport aux cellules non irradiées 

(figure III. 4B). A la dose de 13J/m² nous observons une stagnation en nombre de cellules 

du point T0 au point de T48h et c’est seulement après 48h qu’on observe une croissance 

dans le nombre de cellules pour atteindre la confluence 100% sur une surface de 0.25 

mm² à 120h après irradiation (résultat non présentés), alors que la confluence est atteinte 

au bout de 48h pour les cellules non stressées et 72h après irradiation à 6J/m² (figure III. 

4B).  Au delà de la dose de 13J/m², par exemple 20 et 30 J/m² nous observons une perte 

de cellules importante de 26,7% et 27,8% après 24h, et 72,6% et 72,2 % après 48h. Dans 
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ces conditions les cellules ont des difficultés à reprendre leur prolifération (figure III. 

4B). Au vu des résultats obtenus sur la cinétique de formation des GUV en fonction de la 

dose (figure III. 2A) et des résultats de comptage cellulaire suivant ces mêmes doses 

(figure III. 4B), il ressort la pertinence de traiter les cellules avec la dose de 13J/m² du fait 

qu’une dose inférieure a peu d’effet et une dose supérieure provoque des dommages 

importants engageant la viabilité cellulaire. 

 

Figure III. 4 : Taux de prolifération cellulaire après traitement à différentes doses 

UVC dans la lignée cellulaire 3T3. 

(A) Confluence des cellules ensemencées sur des lamelles avec grille sur une surface de 

0.25 mm² à différents temps après irradiation. (B) Cinétiques de prolifération des cellules 

après irradiation à différentes doses UVC (6J/m², 13J/m², 20J/m² et 30J/m²). Le nombre 

de cellules sur chaque grille, a été compté en utilisant le logiciel ImageJ.  
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III- 3 Caractérisation des granules cytoplasmiques induits par 

les UV 

a- Marqueurs des P-bodies 

Comme nous l’avons observé (Figure III. 1C), vu la taille des GUV par rapport au GS, 

nous avons émis l’hypothèse que les GUV pourraient correspondre aux P-bodies et 

seraient ainsi un centre de dégradation des ARNm endommagés suite aux éventuelles 

mutations sur les séquences codantes dans l’ADN. Pour vérifier notre hypothèse de 

relocalisation de FMRP dans P-bodies après irradiation aux UVC, nous avons étudié par 

immunofluorescence la colocalisation de FMRP et les deux marqueurs spécifiques de 

processing bodies : l’autoantigene GW182 (Figure III. 5A et B) et l’exoribonuclease     

5’-> 3’ Xrn1 (Figure III. 5C et D). Dans les deux types cellulaires 3T3 et HeLa, nous 

n’observons aucune colocalisation de FMRP avec les marqueurs de P-bodies après stress 

UV. Pour le stress arsénite, nous n’observons aucune colocalisation de FMRP avec les 

deux marqueurs des P-bodies étudiées, en accord avec la littérature (Kedersha et al., 

2005).  
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Figure III. 5 : Analyse des granules contenant FMRP et les marqueurs de processing 

bodies. 

 Les cellules totales dans les conditions normales, irradiées aux UVC 13J/m² ou exposées 

avec 0,5 mM d’arsénite de sodium, ont été fixées et mises en contact avec les différents 

anticorps pour la microscopie par  immunofluorescence,  FMRP et l’autoantigene 

GW182 (A (3T3) et B (HeLa)), FMRP et l’exoribonuclease 5’-> 3’ Xrn1 (C (3T3) et D 
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(HeLa)). Sup = Image superposée (Vert + rouge + bleu (Dapi)). (Flèche blanche = GUV 

ou GS, flèche jaune = P-bodies). Bar, (10µm). 

 

La quantification du nombre de P-bodies dans les cellules irradiées au UV, exposées à 

l’arsénite de sodium et les cellules dans les conditions normales (figure III. 6), montre 

que l’exposition à l’arsénite de sodium induit les P-bodies car le nombre des processing 

bodies dans les cellules traitées à l'arsénite augmente comparativement aux cellules 

contrôles. Ce résultat est concordant avec la littérature (Kedersah et al., 2005). Par contre 

nous n’avons pas de différences significatives entre le nombre de P-bodies entre les 

cellules irradiées aux UV et les cellules contrôles. Ceci suggère que les UV n’induisent 

pas les P-bodies en comparaison avec l’arsénite de sodium. 

 
Figure III. 6 : Quantification du nombre moyen de P-bodies par cellules. 

Les cellules en culture dans les conditions normales, irradiées aux UVC 13J/m² et traitées 

avec 0,5 mM d’arsénite de sodium, ont été fixées et mises en contact avec des anticorps 

contre GW182 et Xrn1 et le nombre de P-bodies par cellule été compté dans chaque 

condition (p*<0.5, p**<0.05, p****<0.0005). 
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b- Marqueurs des granules de stress 

Etant donné que FMRP dans les GUV ne colocalisent pas avec les deux marqueurs de P-

bodies etudiées (GW182 et Xrn1), nous avons testé la colocalisation de FMRP et son 

homologue FXR1P avec certains marqueurs des granules de stress à savoir PABP, la 

protéine de la petite sous-unité ribosomale (S6) et le facteur d’initiation de la traduction 

eIF4G. À cette fin, 24h après irradiation aux UV (13 J/m²), les cellules 3T3 et des HeLa 

ont été fixées et soumises à des expériences d'immunofluorescences en utilisant des 

anticorps spécifiques à chacun des marqueurs cités ci-dessus.  Des cellules en condition 

normale de culture cellulaire et des cellules stressées à l’arsénite de sodium 0.5mM 

servant de contrôles ont été soumises au même protocole. 

Le résultat obtenu montre une colocalisation de FMRP et FXR1P dans les GUV comme 

dans les granules de stress induits par le sodium d’arsénite (figure III. 7). La protéine de 

liaison à la queue poly A de l’ARNm (PABP), la protéine ribosomale (S6) et le facteur 

d’initiations de la traduction (eIF4G) colocalisent avec la protéine FMRP dans les 

granules de stress après traitement à l’arsénite de sodium, mais cette colocalisation n’est 

pas évidente après irradiation aux UV (figure III. 8). Cela peut être du à la petite taille de 

ces structures et à l’abondance de ces deux protéines dans le cytoplasme, ce qui 

masquerait le signal fluorescent dans les granules.  

Pour résoudre ce problème, j'ai effectué une technique appelée 'Cell Ghost' (Ben-Ze'ev et 

al., 1979) qui permet de vider le contenu cytoplasmique et de maintenir seulement les 

complexes protéiques associés notamment au réseau des microtubules et par conséquence 

de faire ressortir le signal PABP, S6 et eIF4G au niveau des GUV si ces marqueurs sont 

présents.  Pour cela, les cellules 3T3 et HeLa ont été traitées avec un tampon d'extraction 

(voir matériel et méthodes). Les immunofluorescences réalisées à partir de cellules 

traitées par cette technique « cell ghost : CG »  montrent clairement une colocalisation de 

FMRP, PABP, la petite sous-unités ribosomales (S6) et eIF4G au niveau des GUV 

comme dans les GS (figure III. 9) 

Il semblerait au vu de ces résultats que les GUV présentent les marqueurs classiques des 

GS (PABP, S6 et eIF4G) et absence des marqueurs de P-bodies (Gw182 et Xrn1), ce qui 

suggère que ces structures soient probablement des granules de stress, avec toutefois une 

cinétique de formation différente de celle observée après exposition à l’arsénite de 
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sodium ainsi qu’une taille moyenne 3 fois plus petite et un nombre moyen 2 fois moins 

par cellule. 

 

Figure III. 7 : Colocalisation de FMRP et FXR1P dans les GUV et GS. 

Les cellules dans les conditions normales, irradiées aux UVC 13J/m² et exposées à 0,5 

mM d’arsénite de sodium, ont été fixées et mises en contact avec les anticorps 1C3 contre 

FMRP et ML13 contre FXR1P pour la microscopie par  immunofluorescence. (A (3T3) 
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et B (HeLa)). Sup = Image superposée (Vert + rouge + bleu (Dapi)). Les encadrés sur les 

photos sont presentés à droites à plus fort grossissement. Bar, (10µm). 
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Figure III. 8 : Analyse des GUV et les par approche cellule totale.  

 Les cellules dans les conditions normales, irradiées aux UVC 13J/m² ou  traitées avec 0,5 

mM d’arsénite de sodium ont été fixées et mises en contact avec les anticorps pour la 

microscopie par  immunofluorescence,  PABP et FMRP (A (3T3) et B (HeLa)), S6 et 

FMRP (C (3T3) et D (HeLa)) et eIF4G et FMRP (E (3T3)). Sup = Image superposée 

(Vert + rouge + bleu (Dapi)). Les encadrés sur les photos sont presentés à droites à plus 

fort grossissement. Bar, (10µm). 
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Figure III. 9 : Analyse des GUV et les GS par approche de « Cell Ghost».  

 Les cellules dans les conditions normales, irradiées aux UVC 13J/m² ou exposées à 0,5 

mM d’arsénite de sodium, dont le contenu du cytoplasme a été vidé ont été fixées et 

mises en contact avec les anticorps pour la microscopie par  immunofluorescence. 

A- FMRP et PABP, cellules HeLa. 

B- FMRP et PABP, cellules 3T3. 

C- FMRP et S6, cellules HeLa. 

D- FMRP et S6, cellules 3T3. 

E- FMRP et eIF4G, cellules 3T3. 

Sup = Image superposée (Vert + rouge + bleu (Dapi)). Les encadrés sur les photos sont 

presentés à droites à plus fort grossissement. Bar, (10µm). 

 

À la lumière de ces observations, il se pourrait que les GUV soient des granules à ARN 

puisque les protéines présentes dans ces granules sont des protéines de liaison à l'ARN 

qui jouent un rôle d'une manière ou d'une autre dans le métabolisme de l'ARN, entre autre 

dans son transport. Suite à l'exposition aux UV, ces protéines se sont regroupées 

emmenant avec elles les ARN dans des granules UV. Pour confirmer ce fait, j'ai utilisé 

l'hybridation in situ avec une sonde oligodT pour marquer les ARN poly (A)
+
. La figure 

III. 10 montre qu’effectivement les GUV sont des granules à ARN comme les granules de 

stress induits par le sodium d’arsénite, car ils contiennent l’ARN poly (A)
 +

. A la lumière 

de ces observations suite à l’exposition aux UV les ARNm poly (A)
 + 

vont être recrutés 

avec des protéines de liaison à l’ARN (FMRP, FXR1P, PABP) et réprimés dans des 
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granules cytoplasmiques similaires aux granules de stress induits par l’arsénite de 

sodium.   

 
Figure III. 10 : Les granules induits par les UV contienent de l’ARNm poly (A)

+
. 

Les cellules dans les conditions normales irradiées aux UVC 13J/m² et exposées à 0,5 

mM d’arsénite de sodium ont été fixées pour hybridation avec l’ARN polydT et 

marquage avec un anticorps contre FMRP. Sup = Image superposée (Vert + rouge + bleu 

(Dapi)). Bar, (10µm). 
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c- GUV et les microtubules 

Les GS ont une taille comprise entre 0,2 et 5 µm (figure III. 1C) (Anderson et  Kedersha., 

2009, Kolobova et al., 2009, Nadezhdina et al., 2010). Cependant il a été décrit qu’une 

perturbation dans l’assemblage des microtubules par la colchicine ou le nocodazole a un 

effet sur la taille de ces granules (taille < 0,6 µm) (Kolobova et al., 2009) et une 

augmentation de leur nombre (Loschi et al., 2009, Kolobova et al., 2009, Fujimura et al., 

2009). En effet les GS interagissent avec les microtubules via des moteurs moléculaires, 

et ceci est important pour l’assemblage des GS. Nous avons alors supposé que les UV 

pourraient avoir des effets néfastes sur la formation normale du cytosquelette et avoir de 

graves conséquences fonctionnelles. La persistance des granules dans les cell ghost suite 

à l’irradiation aux UV dont le but est d'éliminer toutes les protéines non liées à la matrice 

cellulaire résiduelle et donc au réseau de microtubules suggère une association de ces 

structures (GUV) au cytosquelette. 

En utilisant la microscopie, nous avons cherché si les UVC à 13J/m² causent des 

perturbations au niveau du réseau de microtubules. Une  immunofluorescence indirecte a 

été réalisée avec un anticorps spécifique à la β-tubuline et FXR1P, sur des cellules dans 

les conditions normales de culture, irradiées au UV et traitées au sodium d’arsénite. Nous 

avons du mal à interpréter l’association de microtubules avec les granules UV ou les GS à 

cause de l’abondance du réseau de microtubules (figure III. 11), et aucun défaut sur le 

réseau des microtubules n’a été détecté par cette approche. 

Des études de polymérisation de microtubules sont envisagèables pour répondre à cette 

question. 
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Figure III. 11 : Les granules induits par les UV sont associés aux microtubules.  

Les cellules ont été irradiées aux UVC 13J/m² à 254nm ou traitées avec 0,5 mM de 

Sodium d'Arsénite pendant 30 min. Les cellules totales ont été fixées et mises en contact 

avec les anticorps contre FMRP et β-tbuline pour la microscopie par  

immunofluorescence. (A (3T3) et B (HeLa)). Sup = Image superposée (Vert + rouge + 

bleu (Dapi)). Bar, (10µm). 
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d- Effets de la cycloheximide 

Différentes drogues inhibant l'élongation de la traduction comme la cycloheximide ou 

l'émétine induisent la dissociation des GS et celle des PB et cela vraisemblablement en 

bloquant le désassemblage des polyribosomes. (Kedersha et al., 2000, Mazroui et al., 

2002, Cougot et al., 2004, Teixeira et al., 2005, Dang et al., 2006, Eulalio et al., 2007b, 

Mollet et al., 2008). 

Nous avons pour ce fait tester l’effet de la cycloheximide pendant 1 heure sur les GUV 

après une irradiation des cellules 3T3 à 13J/m² au temps 24h. Nous remarquons une 

diminution significative du nombre GUV contenant FMRP par immunofluorescence suite 

au traitement des cellules par la cycloheximide (figure III. 12). Nous observons que 52% 

des cellules perdent les GUV suite au traitement par la cycloheximide. Les GUV 

semblent suivre la même voie de dissociation que celle établie pour les GS et P-bodies 

suite aux traitements par la cycloheximide.  

Ce résultat démontre que ces structures sont en équilibre dynamique avec les  

polyribosomes donc l'ARNm peut  se déplacer entre les polyribosomes et les GUV.  

 

 

Figure III. 12 : Les granules contenant 

FMRP induits par les UV  se 

dissocient après le traitement à  la 

cycloheximide.   

24h après  l'irradiation  aux UV  les 

cellules ont été  traitées avec 50 µg/ml  

de cycloheximide  pendant  1h, elles ont 

ensuite été  fixées  et analysées  par  

immunofluorescence  avec  des anticorps  

contre  FMRP (****p≤0.005). 
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e- Granules induits par UV et la phosphorylation du facteur eIF2α. 

La phosphorylation de la sous-unité α du facteur d’initiation eIF2 (eIF2α)  au niveau de la 

Serine 51 par différentes kinases semblerait être le mécanisme majeur de la formation des 

granules de stress (Kedersha et al., 1999). Nous avons testé les niveaux de 

phosphorylation de ce facteur après irradiation des cellules aux UV et lors d’un stress à 

l’arsénite de Sodium (Figure III. 13A). Les deux types de stress induisent la 

phosphorylation du facteur eIF2α après une heure d’exposition. Pour le stress à l’arsénite 

de sodium, le niveau de phosphorylation du facteur eIF2α baisse pour revenir à un niveau 

basal lors de la levée du stress « recovery ». En ce qui concerne le stress aux UV, à partir 

de 6 heures après l’irradiation, le niveau de phosphorylation revient à la normale. Suite à 

l’irradiation aux UV, nous avons décrit et observé qu’au point 24h, nous avons le pic de 

formation de GUV (figure III. 2A) et le facteur eIF2α ne semble pas être phosphorylé en 

comparaison des cellules non irradiées.  

La question qui découle de ces observations est la dépendance ou non de la formation des 

GUV de la phosphorylation du facteur elF2α. Pour répondre à cette question, nous avons, 

en collaboration avec le laboratoire du Pr. Rachid Mazroui qui a un modèle cellulaire 

(fibroblastes embryonnaires de souris MEF) dans lequel le facteur eIF2α est muté sur la 

serine 51 par une alanine (MEF-S51A), entrepris une étude par immunofluorescence pour 

tester la formation ou non de GUV dans ces cellules après une irradiation UV à 13J/m². 

Nous constatons que suite à l’irradiation aux UV, les cellules MEF (S51A) présentent 

autant de GUV contenant le facteur FMRP que les cellules MEF WT. Par contre ces 

cellules MEF (S51A) ne présentent pas de GS après un stress arsénite ce qui est attendu 

et en corrélation avec la littérature scientifique. (Cinétique d’apparition des GUV : figure 

III. 13B et les images fluorescentes : figure III. 13C). Ceci suggère que la formation des 

GUV est indépendante de la phosphorylation du facteur eIF2α au niveau de la Serine 51.  

De ce données, nous avons aussi était intrigué par la phosphorylation du facteur elF2α à  

1 heure et nous avons testé le profile de polyribosomes après irradiation aux UV ainsi que 

l’analyse du profil d’expression des protéines néosynthétisées par marquage à la 

méthionine 
35

S.  
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Figure III. 13 : Les granules induits par UV se forment indépendamment de la phosphorylation du facteur eIF2α. 

(A) Cinétique de la phosphorylation du facteur eIF2α, différents temps après irradiation le niveau d’expression du facteur eIF2α phosphorylée a 

été détecté par immunobuvardage. (B) Irradiation des cellules MEF WT et MEF (KO eIF2α phosphorylée)  au UVC à 254nm à 13J/m² suivi par 

incubation à 37°C. Le nombre de cellules présentant des granules a été compté à différents temps après les traitements. (*p < 0.05 ***p<0.005) 

(C) Immunofluorescence des cellules en utilisant un anticorps contre FMRP et le Dapi.  
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g- Irradiation aux UV et la traduction  

Une heure après irradiation des cellules par les UV, nous observons en western blot une 

phosphorylation du facteur eIF2α par l’anticorps anti-Serine 51 phosphorylée du facteur 

eIF2α . 

Nous avons supposé un possible effet sur la traduction générale et pour cela nous avons 

fait centrifuger sur un gradient 15-45% de sucrose des lysats cellulaires clarifiés par une 

première centrifugation de 15min à 12000 rpm. La répartition des polyribosomes sur ces 

gradients déterminés par détection aux UV. Les profils de polyribosomes à différents 

temps après l’irradiation UV ne montre aucune différence significative par rapport au 

cellules non traitées (figure III. 14), alors que le profile de polyribosomes 1 heure après 

expositions à l’arsénite de sodium montre une inhibition totale de la traduction (figure III. 

14). Par analyse western blot en utilisant l’anticorps L7 contre la grosse sous unité 

ribosomale sur les différentes fractions obtenus des gradients de polyribosomes montre la 

présence des ribosomes (grosse sous unité ribosomale) de façon équivalente entre le 

stress UV et le contrôle, alors que suite à l’exposition à l’arsénite de sodium nous 

remarquons un déplacement vers le monosome (figure III. 14). Ceci suggère que dans le 

cas des UV les ribosomes sont assis sur l’ARNm de façon équivalente avec les cellules 

dans les conditions normales, alors que dans le cas d’arsénite de sodium les ribosome ont 

quitté l’ARNm, ce qui se manifeste par un arrêt global de la traduction. 
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Figure III. 14 : Les UV ne causent pas un arrêt de la traduction  

Les cellules 3T3 ont été irradiées aux UV ou exposées à l’arsénite de sodium; différents 

temps après les traitements les extraits ont été fractionnés après une séparation sur un 

gradient de sucrose 15-45%. Le pic 80S correspond à la localisation des monosomes.  Par 

immunobuvardage (« Western  blot  ») (WB) sur la protéine de la grosse sous unité 

ribosomale L7 (anticorps anti-L7) afin de détecter la présence des ribosomes sur les poly. 

 

Afin de valider le résultat de profiles des polysomes et de déterminer si la synthèse 

protéique est active à différents temps après l’irradiation aux UV, nous avons 

radiomarqué les protéines néosynthétisées par incorporation de méthionine 
35

S. Nous ne 

remarquons aucune différence majeure entre les cellules en conditions normales et les 

cellules irradiées aux UV après différents temps (figure III. 15), alors qu’une heure après 

traitement à l’arsénite de sodium nous observons une absence de proteines néo-

synthétisées. 4h après la levée du stress à l’arsénite de sodium, nous observons une 

reprise de la synthèse des protéines avec une surexpression des certaines protéines à des 

poids moléculaires faisons penser aux protéines de choc thermique (HSP). 
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Figure III. 15 : Expression des protéines néosynthétisées par incorporation de 

méthionine 
35

S. 

Différents temps après irradiation aux UV et exposition à l’arsénite de sodium, (A) le 

niveau des protéines néosynthétisées est détecté par incorporation de méthionine 
35

S. (B) 

contrôle de dépôt sur gel par coloration au bleu de coomasie. 

h- UV et induction de la réponse au stress (Hsp) 

Par marquage de protéines neosynthétisées par la Met-
35

S nous avons remarqué qu’après 

la levée du stress suite à l’exposition des cellules à l’arsénite de sodium, nous observons 

une surexpression des certaines protéines à des poids moléculaires faisant penser aux 

HSP (figure III. 15). Pour comparer la réponse au stress par induction de la protéine 

HSP70, nous avons étudié par immunobuvardage le niveau d’expression de cette 

protéine, après irradiation aux UV à 13J/m², exposition à l’arsénite de sodium et choc 

thermique (figure III. 16). 

Le résultat obtenu montre que le stress UV à 13J/m² n’induit pas HSP70 au même niveau 

que l’exposition à l’arsénite de sodium ou le choc thermique. Ce qui suggère qu’après 
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irradiation aux UV les protéines ne sont pas trop affectées et cela ne nécessite pas l’action 

de HSP70 pour replier les protéines 

 

Figure III. 16 : Analyse  par  immunobuvardage « Western  blot  » des  protéines  

exprimées  par  les différents types de stress. 

Des quantités équivalentes de protéines extraites des cellules suivant les conditions 

décrites ont été séparées par SDS-PAGE et ont été soumises à une analyse western avec 

des anticorps dirigés contre des protéines spécifiques au (HSP70, β-Tubuline et la 

protéine L7 de la grosse sous unité ribosomale). 

En récapitulation, nous avons montré que l’irradiation UV induit la formation d’une 

nouvelle sous classe des GS. Le tableau III présente une comparaison entre les deux types 

de stress. 
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IV- DISCUSSION 

La majeure partie des études sur les effets des UV s’est focalisée sur les dommages 

induits au niveau de l’ADN. Ce type de réaction concerne les photons les plus 

énergétiques des radiations UV. L’absorption d’énergie peut entraîner des réactions entre 

les bases pyrimidiques adjacentes conduisant à la formation d’une liaison covalente qui 

se traduit principalement par la formation des dimères cyclobutyliques de pyrimidines et 

des photoproduits de pyrimidine (6-4) pyrimidone conduisant à une distorsion de l'ADN 

ce qui bloque la transcription et la réplication par blocage des ADN et ARN polymérases. 

La réponse cellulaire lors d’un endommagement de l’ADN suite à l’irradiation aux UV se 

traduit par l’arrêt du cycle cellulaire et réparation de l’ADN ou activation des voies de la 

mort cellulaire lorsque les lésions sont trop élevées pour qu’elles soient réparées.  

Peu d’études se sont intéressées aux effets des rayonnements UV sur le devenir des 

ARNm en ce qui concerne notamment leur traduction au niveau du cytoplasme. Parmi les 

effets des UV, il a été suggéré dans des cellules de mammifères que l’irradiation aux UV 

induit la formation des granules de stress (Kedersha et al., 1999). Deux autres 

publications ont confirmé que les cellules des mammifères irradiées par les UV 

présentent des granules cytoplasmiques dans lesquels se localisent SMN (Hua et Zhou., 

2004) et TIA-1 (Pothof et al., 2009). En parallèle chez la levure, Gaillard et Aguilera., 

2008 ont montré que les UV induisent la formation d'une nouvelle classe de granules 

ARN différente des GS classique, des P-bodies et des EGP-bodies. 

Nous avons alors cherché à caractériser les granules induits par les UV à 254 nm dans 

deux types cellulaires 3T3 et HeLa et cela selon des doses différentes en suivant la 

localisation de la protéine FMRP. 

L’irradiation aux UV, induit la formation des petits granules cytoplasmiques (GUV) qui 

ne sont pas des processing bodies et qui semblent être une nouvelle sous classe de 

granules de stress. Ces granules n’ont pas la même cinétique de formation et de 

disparition ainsi que la taille, le nombre et la capacité de fusion que les granules de stress 

classiques. D’autre part la formation de ces granules UV ne semble pas affecter le niveau 

de traduction, ni d’induire la réponse au stress. Toutefois, nous avons observé que 
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l’apparition des granules coïncide avec l’arrêt de la prolifération cellulaire. En effet, dans 

les conditions expérimentales utilisées, la prolifération est décalée de 24 à 48 h selon la 

dose d’irradiation.  

L’ensemble de ces observations suggère fortement l'existence, d'une nouvelle sous classe 

de granules de stress induit par les UV, dont le rôle semble être la répression de la 

traduction des ARNm codant pour des facteurs importants de prolifération cellulaire. 

 

Tableau III : Comparaison des granules de stress induits par UV et par l’arsénite de 

sodium. 

 

 
24h UV 

(GUV) 

1h Sodium Arsénite 

(GS) 

Pourcentage de cellules présentent des 

granules 
72,33% 100% 

Nombre moyen de granules par cellules 15,68 32,24 

Taille maximal des granules en µm 0.88 2.5 

Taille minimal des granules en µm 0.16 0.28 

Taille moyen des granules 0.46 1,22 

Induction des Processing bodies Non Oui 

Phosphorylation du facteur eIF2α Non Oui 

Arrêt de la traduction Non Oui 

Équilibre avec polysome Oui Oui 

Induction Hsp70 - ++++++ 

 

Nous avons montré une relocalisation de FMRP dans des structures granulaires quelques 

heures après irradiation aux UV. De façon inattendue, il faut attendre 24h pour que l’on 

puisse observer un maximum de cellules présentant des granules (72% seulement des 

cellules présentent des granules après irradiation à 13J/m²) (figure III. 2A et B) alors 

100% de cellules présentent des granules au bout de seulement 20 minutes après 

exposition à l’arsénite de Sodium (figure III. 2C). Ces résultats différents de ceux 

présentées par Pothof et al. (2009)  qui ont montré que suite au traitement UV la 

formation des granules est cycle cellulaire dépendante. Nous avons montré que la 
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formation des GUV est dose dépendante car le nombre de cellules présentant des granules 

augmente significativement quand la dose croit (figure III. 2A et figure III. 3).  

En plus de cette différence dans la cinétique de formation des GUV par rapport aux GS 

induit pas l’arsénite de sodium, les GUV sont moins nombreux et ont une taille plus 

petite que les GS classiques (voir le tableau III). Vu la petite taille des GUV nous avons 

émis l’hypothèse que suite à l’irradiation aux UV, les ARNm endommagés sont recrutés 

dans les P-bodies pour être dégradés par la suite. Une double  immunofluorescence  sur 

les cellules irradiées montre que les GUV ne sont pas des P-bodies car ils ne contiennent 

pas les marqueurs GW182 (figure III. 5 A et B) et Xrn1 (figure III. 5 C et D) typiques des 

P-bodies. De plus l’irradiation UV n’induist pas les P-bodies par rapport à l’exposition à 

l’arsénite de sodium (figure III. 6). Le résultat obtenu concorde avec une étude publiée 

par Bollig et al., 2002 qui ont montré sur des cellules HeLa que les UV stabilisent 

généralement un large spectre d'ARN contenant ou pas la région ARE (AU-rich 

elements). En 2006 Gowrishankar et al ont montré une inhibition de la déadenylation et 

dégradation des ARNm suite à l’irradiation des cellules HeLa aux UV. Chez les 

mammifères après irradiation aux UV, les ARNm ne semblent pas être recrutés dans les 

P-bodies pour être dégradés par l’existence d’une réponse cellulaire permettant de 

stabiliser les transcrits et inhiber la déadenylation et la dégradation. 

Puisque les GUV ne sont pas des P-bodies, nous avons étudié la présence de certains 

composants des GS dans les GUV. Les GUV contiennent l’ARNm poly (A)
+
 (figure 10), 

les protéines de liaisons à ARN étudiées (FMRP (figure III. 1A), FXR1P (figure III. 7) et 

PABP (figure III. 9A et B)), la protéine S6 de la petite sous unité ribosomale (figure III. 

9C et D) et le facteur d’initition de la traduction eIF4G (figure III. 9E). De plus, les GUV 

suivent la même voie de dissociation par la cycloheximide que les GS classiques (figure 

III. 12).  

Pour étudier l’effet des UV sur la traduction, nous avons réalisé le profil des 

polyribosomes (figure III. 14) et analysé les protéines neo-synthétisées par incorporation 

de la méthionine 
35

S (figure III. 15). Le résultat obtenu ne montre aucune différence au 

niveau de la traduction globale entre les cellules irradiées à 13J/m² et les cellules non 

irradiées, alors qu’après expositions à l’arsénite de sodium la traduction est inhibée 

totalement. À la lumière de ces résultats nous supposons qu’une petite population des 
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ARNm seulement vont être réprimés donc cette répression est sélectives par rapport à 

l’exposition à l’arsénite de sodium où la répression des ARNm est globale (figure V. 1).  

Chez les mammifères nous montrons l'existence, d'une nouvelle sous classe de granules 

de stress induit par les UV, dont le rôle que nous proposons est la répression de la 

traduction des ARNm codant pour des facteurs importants de prolifération cellulaire. 

Différemment de l’étude chez la levure par Gaillard et Aguilera., 2008 qui montrent 

l'existence, d'une réponse cellulaire spécifique aux dommages de l'ARN chez la levure, 

qui mène à la stabilisation du transcrit et l'accumulation des ARN poly (A)
+
 dans des 

granules ARN cytoplasmiques qui ne sont pas des GS. Ils montrent, par ailleurs, que les 

ARN poly (A)
+
 regroupés dans ces granules sont potentiellement endommagés, ce qui 

suggère que ces granules feraient partie d'un mécanisme de réparation des ARN lésés.  

Le mécanisme de formation des GUV chez les mammifères reste inconnu, nous avons 

toutefois montré que ce mécanisme est indépendant de la phosphorylation du facteur 

eIF2α au niveau de la serine 51 (figure III. 13B et C).  

La figure IV.1 presente un modèle que nous suposons pour la formation et la fonction des 

GUV et des GS. Les UV induisent la relocalisation et la repression de certains ARNm 

dans les GUV en comparaison avec l’arsénite de sodium qui induit une repression d’un 

nombre plus important d’ARNm. 

 

 

Figure IV. 1 : Modèle proposé de la formation des granules induits par UV et des 

granules de stress induit par l’arsénite de sodium. 
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V- CONCLUSION 

Dans ce travail, nous avons montré que l'irradiation aux ultraviolets induit la formation 

des petits granules à ARN cytoplasmiques (GUV). Ces granules ne sont pas des 

processing bodies et semblent être des granules de stress avec des particularités 

spécifiques dans leur cinétique d’apparition, leur taille et leur formation indépendante de 

la phosphorylation du facteur eIF2α. 

Comme les autres granules à ARN, les GUV sont des structures réversibles et hautement 

dynamiques. De façon étonnante, le stress UV semble induire très faiblement si pas 

l’expression de Hsp70 et ne cause pas un arrêt global de la traduction.  

Il existerait probablement une réponse cellulaire cytoplasmique spécifique aux dommages 

causés par l'exposition aux UV. Cette réponse se traduit par un blocage de la prolifération 

et la repression probable de la traduction de certains ARNm seulement au niveau des 

GUV. Nous proposons que ces ARNm codent pour des facteurs importants de 

prolifération cellulaire. 
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VI-ANNEXE 

Tableau IV : Les principaux composants présents dans les granules de stress (Liste 

non exhaustive) 

 Nom Fonctions Références 

ARN 
ARNm 

poly(A)
+
 

Messager Kedersha et al., 1999 

Ribosome 40S Traduction des ARNm Kedersha et al., 2002 

Facteurs  de 

la traduction 

eIF1A, 

eIF2, eIF3 
Régulation  de  la  traduction Kedersha et  al., 2002 

P-eIF2α 
Facteur d’initiation de la 

traduction 
Kimball et al., 2003 

eIF2B 
Facteur d'échange de guanine pour 

eIF2 
Kimball et al., 2003 

eIF4A Helicase à RNA Kedersha et al., 2000 

eIF4B 
Régulation  de  la  traduction  

(Interagit avec eIF3) 
Low et al., 2005 

eIF4E 
Régulation  de  la  traduction (Cap 

binding protein) 
Kedersha et  al., 2002 

eIF4G 
Régulation  de  la  traduction 

(échafaudage) 
Kedersha et  al., 2002 

P97/NAT1 
Homologue du eIF4G, régulation 

de la traduction 
Nousch et al., 2007 

hMex3B Régulation de la traduction 
Buchet-Poyau et al., 

2007 

PABP-1 
Stabilité des ARN  et régulation  

de  la  traduction 
Kedersha et  al., 1999 

HuR 
Export nucléaire  et  stabilité des 

ARN 
Gallouzi et al., 2000 

TIA-1 Répression de  la traduction Kedersha et  al., 2002 



 

70 

 

TIAR 
Répression  de  la 

Traduction 
Kedersha et  al., 2002 

FMRP Régulation  de  la  traduction Mazroui et  al., 2002 

FXR1P Régulation  de  la  traduction Mazroui et  al., 2002 

FXR2P Régulation  de  la  traduction Mazroui et  al., 2002 

Smaug Répression de la traduction 
Baez et Boccaccio, 

2005 

Pum1 
Régulation de la traduction, 

nucléation des GS 
Morris et al., 2008 

Pum2 
Régulation de la traduction, 

nucléation des GS 
Vessey et al., 2006 

Sam68 Régulation de la traduction 
Henao-Mejia et He, 

2009 

SERBP1 Stabilité d’ARNm Goulet et al., 2008 

YB-1 Cold-shock RNA binding protein Yang et Bloch, 2007 

Caprin-1 
Prolifération  cellulaire et 

Régulation de la traduction 
Solomon et  al., 2007 

CPEB Régulation de la traduction 
Wilczynska et  al., 

2005 

 

Staufen Transport  des  ARN Thomas et al.,  2005 

SMN Assemblage  des  RNP Hua et Zhou,  2004 

CIRP Régulation de la traduction De Leeuw et al., 2007 

MBNL1 Epissage et stabilité d’ARNm Onishi et al., 2008 

Musashi Régulation de la traduction Kawahara et al., 2008 

CUGBP1 
Epissage d’ARN, régulation de la 

traduction, stabilité d’ARNm 
Fujimura et al., 2008 

ZBP1 
Localisation (protéine de liaison à 

ADN) 
Stöhr et al., 2006 

RBM42 
Protéine de liaison a ARN 

nucléaire 
Fukuda et al., 2009 
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FUS Proteine de liaison à l’ARN Andersson et al., 2008 

EWS Proteine de liaison à l’ARN Andersson et al., 2008 

Signalisation 

RHAU 
Helicase à ARN, rôle dans la 

stabilité d’ARNm 

Chalupníková et  al., 

2008 

RSK2 

 

Ribosomal S6 kinase, Régulation 

anti-apoptotique 

Eisinger-Mathason et 

al., 2008 

FAK Kinase; phosphorylation de Grb7 Tsai et al., 2008 

TRAF2 Voie d'activation de  NF-KB Kim et al.,  2005 

IP5K Signalisation Brehm et al., 2007 

Plakophili

ns 1 et 3 
Adhésion Hofmann et al., 2006 

Grb7 

Régulation de la traduction, rôle 

dans la nucléation et 

désassemblage des GS 

Tsai et al., 2008 

AKAP350 
Protéine d’échafaudage pour la 

signalisation cellulaire 
Kolobova et al., 2009 

Régulation 

de la 

traduction 

Pumilio 2 Répression de la traduction Vessey et al., 2006 

FAST Régulation  de  la  traduction Kedersha et  al., 2005 

Ataxin-2 Traduction Nonhoff et al., 2007 

G3BP-1 
Stabilité et  régulation  de  la 

traduction  des  ARN 
Tourrière et  al., 2003 

PRTB Régulation de la traduction, Kim et al., 2008 

Micro-

tubule 

DIS1 
Nucléation des GS (se lie aux 

microtubules) 
Ogawa et al., 2005 

DIC1/DH

C1 

Chaîne intermédiaire de la 

dynéine/Chaîne lourde de la 

dynéine 

Loschi et al., 2009 

KHC/KLC 
Chaîne lourde de la Kinésine 

/Chaîne légère de la kinésine 
Loschi et al., 2009 

Apoptose RACK1 Régulation d’apoptose, protéines Arimoto et al., 2008 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chalupn%C3%ADkov%C3%A1%20K%22%5BAuthor%5D
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d’échafaudage 

CCAR1 Régulation d’apoptose Kolobova et al., 2009 

Prohibitin 

2 

Régulation d’apoptose 

mitochondrial 
Ohn et al., 2008 

Dégradation 

des ARNm 

TTP Dégradation  des  ARNm Stoecklin et al., 2004 

BRF1 Paralogue de TTP Stoecklin et al., 2004 

PMR1 
Endonucléase, dégradation des 

ARNm 
Yang et al., 2006 

Rck/p54 
Co-activateur  de décoiffage,  

dégradation  des ARN 

Wilczynska et  al., 

2005 

FBP/KSRP Dégradation d’ARNm Rothé et al., 2006 

Voie des 

microARN 

Argonaute 

1 

Voie de régulation par microARN 

et siRNA 
Leung et al., 2006 

Argonaute 

2 

Voie de régulation par microARN 

et siRNA 
Leung et al., 2006 

Argonaute 

3 

Voie de régulation par microARN 

et siRNA 
Leung et al., 2006 

Argonaute 

4 

Voie de régulation par microARN 

et siRNA 
Leung et al., 2006 

microARN 
Régulation et dégradation des 

ARNm 
Leung et al., 2006 

Roquin 

E3 ubiquitin ligase, impliqué dans 

la voie des microARN et dans la 

stabilité d’ARNm 

Vinuesa et al., 2005 

Lin28 
Protéine de liaison à ARN, bloque 

la maturation du microARN let7 
Balzer et Moss, 2007 

RAP55, 

LSml4 
Surveillance d’ARNm Yang et al., 2007 

Epissage TDP-43 
Régulation d’epissage, Transport 

d’ARNm 
Colombrita et al., 2009 
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MLN51 Epissage Baguet et al., 2007 

hnRNP A1 

Rôle dans l’epissage, l’export, la 

stabilité et la régulation de la 

traduction d’ARNm 

Guil et al., 2006 

hnRNP Q 

Rôle dans l’epissage, l’export, la 

stabilité et la régulation de la 

traduction d’ARNm 

Quaresma et al., 2009 

hnRNP K 

Rôle dans le remodelage de la 

chromatine, la transcription, 

l’epissage, l’export, la stabilité et 

la régulation de la traduction 

d’ARNm 

Fukuda et al., 2009 

Autres 

MLN51 
Exon-Junction complex 

component (rôle dans epissage) 
Baguet et al., 2007 

APOBEC3

G 

Cytidine déaminase (fonction 

antivirale) 
Kozak et al., 2006 

TDRD3 Protéine de liaison Tudor/Ub- Goulet et al., 2008 

SGNP Putative rRNA processing factor Zhu et al., 2008 

DDX1 ARN helicase Onishi et al., 2008 

DDX3/De

d1 

Helicase à ARN, régulation de la 

traduction, export d’ARNm 
Lai et al., 2008 

PCBP2 Stimulateur de la traduction IRES Fujimura et al., 2008 

HSP27 Protein de choc thermique Kedersha et al., 1999 

Importine 

alpha1 

Importation nucléaire des 

protéines 
Fujimura et al., 2010 

Importine-

8 

Importation nucléaire des 

protéines 
Weinmann et al., 2009 

MEX67 
Facteur d’exporation nucléaire 

d’ARNm 
Lai et al., 2008 

Rpb4p Transcription Lotan et al., 2005 
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SRC3 Transcription Yu et al., 2007 

TAF15 Transcription Andersson et al., 2008 

LINE1 

ORF1p 
Transposon Goodier et al., 2007 

Calreticuli

n 
Chaperone du RE Decca et al., 2007 

 
PQBP1 

 
Maladies neurodegeneratives Kunde et al., 2011 
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Tableau V : Les principaux composants des P-bodies (Liste non exhaustive) 

 

 Composant Fonctions Référence 

Dégradation 

de l’ARN 

Xrn1 5’-3’ exoribonuclease Bashkirov et al., 1997 

TTP Dégradation des ARNm 
Fenger-Grøn et al., 

2005 

BRF1 Paralogue de TTP Kedersha et al., 2005 

BRF2 Paralogue de TTP 
Stoecklin et Anderson, 

2007 

Pan2 Initiation de déadenylation Zheng et al., 2008 

Pan3 Initiation de déadenylation Zheng et al., 2008 

Pop2/Caf1 Déadenylation Zheng et al., 2008 

TOB2 Activateur de déadenylation Ezzeddine et al., 2007 

Complexe 

CCR4-

CAF1-NOT 

Déadenylation Sheth et Parker, 2003 

Dcp1 Enzyme activateur de décoiffage Ingelfinger et al., 2002 

Dcp2 Enzyme de décoiffage 
Van Dijk et al., 2002, 

Ingelfinger et al., 2002 

Ro52 
activateur de décoiffage/ se lie a 

Dcp2 
Yamochi et al., 2008 

RCK/P54 

(Dhh1) 
Co-activateur de décoiffage Sheth et Parker, 2003 

hEdc3 Co-activateur de décoiffage 
Kshirsagar et Parker, 

2004 

RAP55 Co-activateur de décoiffage Yang et al., 2006 a 

Hedls, Ge-1 Co-activateur de décoiffage Yu et al., 2005 

Lsm1-7 
Complexe co-activateur de 

décoiffage 
Ingelfinger et al., 2002 
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Edc3, 

Lsm16 

Activateur de décoiffage, sert 

comme protéine d’échaffaudage 

pour l’aggregation des P bodies 

Fenger-Grøn et al., 

2005 

Pat1 Co-activateur de décoiffage Scheller et al., 2007 

Surveillance 

de l’ARNm 

SMG5 
Surveillance ARN, activateur la 

voie NMD 

Unterholzner et 

Izaurralde, 2004 

SMG6 Impliqué dans la voie NMD Durand et al., 2007 

SMG7 
Surveillance ARN, activateur la 

voie NMD 

Unterholzner et 

Izaurralde, 2004 

UPF1 
Surveillance ARN, activateur la 

voie NMD 

Unterholzner et 

Izaurralde, 2004 

UPF2-3 
Surveillance ARN, activateur la 

voie NMD 

Unterholzner et 

Izaurralde, 2004 

Voie des 

microARN 

Argonaute1 
Voie de régulation par 

microARN et siRNA 
Liu et al., 2005 

Argonaute 2 
Voie de régulation par 

microARN et siRNA 
Liu et al., 2005 

Argonaute 3 
Voie de régulation par 

microARN et siRNA 
Liu et al., 2005 

Argonaute 4 
Voie de régulation par 

microARN et siRNA 
Liu et al., 2005 

TNRC6B Paralogue de GW182 Meister et al., 2005 

TNRC6C Paralogue de GW182 Schneider et al., 2006 

GW182 Voie du microARN Eystathioy et al., 2002 

Lin28 
Bloque le processing du 

microARN let7 
Balzer et al., 2007 

Autres 

Importin-8 Importine Weinmann et al., 2009 

FAST Epissage alternatif Kedersha et al., 2005 

APOBEC3G 
Cytidine déaminase : fonction 

antivirale 
Wichroski et al., 2006 
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PNRC2 
Lié  au Upf1 hyperphosphorylée 

dans P-bodies 
Cho et al., 2009 

HuD Neuronal RNA-binding protein 
Blumenthal et 

Ginzburg, 2008 

MOV10 
Helicase ARN, nécessaire pour 

l’induction du clivage par siRNA 
Meister et al., 2005 

Dcs2  Malys et al., 2006 

CPEB Régulateur traductionnel Wilczynska et al., 2005 

Htt 

 

Impliqué dans la maladie de 

Huntingdon 
Savas et al., 2008 

hnRNP A3 
Régulateur de la traduction, 

export 
Katahira et al., 2008 

hMex3A Régulateur de la traduction 
Buchet-Poyau et al., 

2007 

PCBP2 
IRES mediated 

Translation 
Fujimura et al., 2008 

eIF4E 
Facteur d’initiation de la 

traduction 
Andrei et al., 2005 

eIF4E-T Répresseur traductionnel Andrei et al., 2005 
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