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INTRODUCTION 

 La traduction est l'étape qui permet à la cellule d'obtenir des chaînes polypeptidiques à 

partir des ARN messagers (ARNm): les protéines. C'est l'étape de l'expression génique la plus 

coûteuse en énergie, puisque dans le cas de la bactérie Escherichia coli, en phase 

exponentielle de croissance, 60% de l'énergie cellulaire totale est investie dans ce processus. 

La machinerie permettant l'enchaînement des acides aminés est très complexe, et fait 

intervenir de nombreux facteurs aussi bien protéiques que nucléiques. Chez les eucaryotes le 

ribosome est composé d'environ 80 protéines et de 4 ARN ribosomiques (ARNr). Les ARNr 

5S, 28S, 5,8S font partie de la grande unité 60S, ainsi qu'environ une cinquantaine de 

protéines. L'ARNr 18S est le seul composant nucléique de la petite sous-unité 40S qui compte 

environ une trentaine de protéines. Lorsque ces deux particules sont assemblées et forment un 

ribosome fonctionnel (80S), trois sites permettent l'allongement de la chaîne polypeptidique : 

Le site A (pour Aminoacyl-ARNt), le site P (pour Peptidyl-ARNt) et le site E (pour Exit). 

Lors de l'élongation, les ARN de transfert (ARNt) passent successivement par chacun de ces 

trois sites. Ces ARNt ont une structure secondaire tout à fait particulière, qui leur permet 

d'une part de s'apparier avec les codons présents sur l'ARNm grâce à l'anticodon, et d'autre 

part d'être reconnus par des enzymes pour être spécifiquement chargés d'un acide aminé en 

fonction du codon reconnu. Ces molécules jouent un rôle essentiel dans la traduction, 

puisqu'elles permettent la conversion du message nucléotidique sous forme de protéine. 

 

 La traduction se divise en quatre grandes étapes : 

1/ L'initiation : durant cette première étape les composants du ribosome sont assemblés au 

niveau de signaux spécifiques présents sur l'ARNm afin de pouvoir démarrer la synthèse 

protéique au premier codon initiateur (AUG) rencontré. 
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2/ L'élongation correspond à l'incorporation successive des acides aminés. Le facteur 

d'élongation EF-1A (équivalent du facteur EF-Tu procaryote) est essentiel pour sélectionner 

l'ARNt correspondant au codon situé au site A. Ce facteur associé à l'ARNt permet l'entrée 

des ARNt chargés dans le site A du ribosome. Au cours de l'élongation l'ARNt va passer 

successivement du site A au site P, puis au site E, avant d'être éjecté du ribosome. 

3/ La terminaison : ici se termine l'enchaînement des acides aminés. Elle se produit lorsque le 

ribosome rencontre un des trois codons stop (UAA, UAG, UGA) porté par l'ARNm. L'arrêt de 

la synthèse protéique n'est pas un phénomène passif dû uniquement à une absence d'ARNt 

capable de reconnaître le codon stop. Cette étape est consommatrice d'énergie et fait 

intervenir plusieurs facteurs protéiques externes au ribosome (les facteurs de terminaison) qui 

sont essentiels pour provoquer l'arrêt et la dissociation du complexe traductionnel. 

4/ Le recyclage : cette étape demeure la moins bien comprise, notamment chez les eucaryotes. 

Il semble qu'elle se déroule conjointement, ou immédiatement après l'étape de terminaison. 

Elle est essentielle, puisqu'elle permet le recyclage des composants de l'appareil traductionnel 

pour un nouveau cycle d'élongation. 

 Au cours de chacune de ces étapes, des erreurs peuvent se produire et ainsi 

compromettre la fonction des protéines synthétisées. De nombreux mécanismes existent, 

notamment au cours de l'élongation, pour éviter ces erreurs, c'est ce que l'on appelle le 

"proofreading". Cependant, dans certains cas ces erreurs sont nécessaires pour l'expression 

correcte de la protéine. Ainsi localement sur l'ARNm et de manière transitoire les règles 

conventionnelles de lecture du code génétique sont modifiées. On parle alors de recodage de 

l'information génétique. Nous verrons que ces événements peuvent être utilisés comme moyen 

de réguler spécifiquement la synthèse d'une protéine et que ce sont des outils pour étudier le 

fonctionnement du ribosome. 
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 L'introduction sera tout d'abord consacrée aux deux premières étapes de la synthèse 

protéique, l'initiation et l'élongation. Nous verrons les grandes lignes de ces deux étapes, en 

décrivant les signaux et les facteurs indispensables à leur bon déroulement. La seconde partie 

sera consacrée en détail à la terminaison de la traduction. Les mécanismes d'action des 

facteurs de terminaison seront abordés, afin de comprendre comment ils reconnaissent les 

codons stop. Les caractéristiques des événements non conventionnels de traduction seront 

analysées dans la troisième partie, où nous détaillerons quels sont les facteurs capables 

d'influencer ces mécanismes de recodage. Une attention particulière sera portée à l'étude de la 

translecture, qui correspond à l'incorporation d'un ARNt chargé au niveau du codon stop et 

permet de poursuivre la synthèse protéique jusqu'au codon stop suivant.  

 Le chapitre "Résultats" sera consacré à la description et à l'analyse des résultats 

obtenus. J'ai tout d'abord identifié plusieurs motifs de translecture dans le génome de 

Saccharomyces cerevisiae. J'ai ainsi démontré que la stabilité de la protéine Pde2p (la 

phosphodiestérase de l'AMPc) dépendait d'un événement de translecture. Les conséquences 

physiologiques sur la concentration intracellulaire d'AMPc ont été analysées. 

 Les règles permettant d'expliquer le mécanisme de translecture n'étant pas totalement 

élucidées, j'ai mené parallèlement au précédent travail une analyse sans a priori. J'ai ainsi 

recherché les organisations génomiques compatibles avec des événements de translecture, 

sans faire d'hypothèse sur l'environnement du codon stop. Parmi 61 candidats 8 présentent un 

taux de passage du codon stop 10 fois supérieur au bruit de fond. Quelques séquences 

candidates ont été analysées en détail. Ce travail prouve que l'utilisation de cibles de recodage 

(ici la translecture), dans des génomes autres que viraux, est plus fréquente qu'on ne le pensait 

jusqu'à présent. 

 Afin de définir s'il existait une séquence "optimale" de translecture située en 3' du 

codon stop, j'ai mis au point un crible génétique permettant d'estimer in vivo l'efficacité de 
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recodage de différentes cibles. J'ai ainsi criblé une banque d'oligonucléotides dégénérés et pû 

définir un motif consensus. Ce travail m'a aussi permis de construire un modèle expliquant 

l'influence des séquences situées en 3' du codon stop sur la translecture. 

 Une analyse des facteurs agissant en trans complète mon travail sur la translecture. Le 

crible d'une banque multicopie d'ADNg m'a permis d'identifier plusieurs facteurs augmentant 

ou diminuant l'efficacité de translecture (suppresseurs ou antisuppresseurs). Mes résultats 

confirment l'existence de réseaux complexes impliquant la terminaison de la traduction, le 

cytosquelette et le transport intracellulaire des protéines. Je me suis aussi intéressé au rôle des 

modifications post-transcriptionelles des ARNt et des ARNr dans la fidélité du mécanisme de 

terminaison de la traduction. J'ai ainsi mis en évidence que la méthylation du ribose de 

certains nucléotides des ARNr augmente significativement l'efficacité de translecture de 

manière dépendante du codon stop.  
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1. Données récentes sur l'initiation et l'élongation de la traduction 

Les étapes nécessaires pour la mise en place efficace de la synthèse sont 

fondamentalement les mêmes entre les cellules procaryotes et eucaryotes. Cependant les 

mécanismes moléculaires divergent fortement, pour cette raison nous n'aborderons dans ce 

chapitre que les mécanismes mis en jeu dans les cellules eucaryotes. 

 Pour être exprimée une séquence nucléotidique doit comporter plusieurs signaux de 

reconnaissance. Les signaux transcriptionnels permettent, à partir de l'ADN, d'obtenir une 

molécule d'ARN. Chez les eucaryotes cette molécule d'ARN subit de nombreuses 

modifications post-transcriptionnelles. Ces modifications touchent les régions dites non 

codantes de l'ARN, afin notamment de le rendre apte à être reconnu par les ribosomes. 

D'autres signaux sont ensuite nécessaires pour permettre le démarrage et l'arrêt de la synthèse 

protéique. Ces signaux bornent ce que l'on appelle la phase ouverte de lecture (ORF). 

 Dans ce premier paragraphe, nous allons décrire les signaux ainsi que les protéines 

nécessaires à l'assemblage de la machinerie traductionnelle, puis au démarrage, et à 

l'élongation de la traduction. Nous nous intéresserons ensuite à la structure même du ribosome 

et à son fonctionnement.  

1.1. L'initiation de la traduction eucaryote 

Les résultats les plus novateurs obtenus dans ce domaine ces dernières années, ont été la 

mise en évidence des interactions entre la protéine Pabp, se fixant sur la queue poly A, et le 

facteur d'initiation eIF4G (De Gregorio et al., 1999; Fraser et al., 1999; Khaleghpour et al., 

2001; Otero et al., 1999; Wakiyama et al., 2000). Ces interactions impliquent une 

circularisation des molécules d'ARNm, favorisant sans doute le recyclage des différents 

composants du ribosome en vu d'un nouveau cycle de traduction. 
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1.1.1. Facteurs cis et trans 

Les ARNm eucaryotes possèdent à leur extrémité 5' une structure essentielle que l'on 

appelle la coiffe (m7GpppN). Contrairement aux gènes procaryotes il n'existe pas de séquence 

de type Shine Delgarno permettant le recrutement des ribosomes, ce rôle est assuré par la 

coiffe. Chez les eucaryotes, trois étapes successives sont nécessaires pour obtenir la coiffe. 

Chez S. cerevisiae ces trois étapes sont catalysées successivement par la protéine Cet1p (une 

ARN triphosphatase), la protéine Ceg1p (une ARN guanylyltransférase) et par la protéine 

Abd1p (une ARN 7-guanidine méthyltransférase) (Mao et al., 1995; Shibagaki et al., 1992; 

Tsukamoto et al., 1997). La coiffe possède plusieurs rôles distincts, mais nous n'aborderons 

ici que son rôle dans le recrutement des facteurs d'initiation de la traduction nécessaires à la 

fixation de la sous-unité 40S du ribosome. 

1.1.2. Les protéines impliquées dans l’initiation 

1.1.2.1. Le complexe d’initiation eIF4F 

Chez Saccharomyces cerevisiae environ une vingtaine de protéines interviennent dans 

le complexe d'initiation. Nous n'aborderons en détail que le rôle des facteurs principaux, afin 

d'avoir une vue d'ensemble des mécanismes complexes mis en jeu. Nous verrons par ailleurs 

que la plupart des facteurs d'initiation n'ont pas une seule fonction, mais interviennent dans 

plusieurs étapes jusqu'à la formation du ribosome.  

Le facteur eIF4E est celui qui reconnaît la structure de la coiffe et s'y fixe (Altmann et 

al., 1985), les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de cette reconnaissance n'ont été 

élucidés que très récemment (Quiocho et al., 2000). Le facteur eIF4E interagit avec un 

deuxième partenaire, le facteur eIF4G, ce dernier va avoir pour fonction essentielle de recruter 

d'autres facteurs tels que les ARN hélicases eIF4A et eIF4B (Dominguez et al., 1999; Matsuo 

et al., 1997), nécessaires pour résoudre les structures secondaires de l'ARNm. L'activité ARN 
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hélicase semble être portée uniquement par eIF4B, et eIF4A aurait pour fonction principale de 

stimuler l'activité de eIF4B (Rogers et al., 1999). L'interaction entre les facteurs eIF4E et 

eIF4G est nécessaire afin de stabiliser le complexe eIF4E-coiffe (von Der Haar et al., 2000). 

Une fois le complexe eIF4F (eIF4G+eIF4E+eIF4A+eIF4B) formé, la sous-unité 40S du 

ribosome est recrutée grâce notamment aux facteurs eIF1 et eIF1A (Marcotrigiano et al., 

2001). Ce dernier catalyse aussi le transfert du complexe ternaire ARNt(Met)i-eIF2•GTP au 

sein de la sous-unité 40S (Chaudhuri et al., 1999). Les différentes étapes de la formation du 

complexe d'initiation sont représentées dans la figure 1. Une fois en place, cet énorme 

complexe, aussi appelé complexe 43S, va glisser jusqu'au codon initiateur AUG. 
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Figure 1 : Recrutement des facteurs d'initiation au niveau de la coiffe de l'ARNm, 

formation du complexe d'initiation 43S. 

1.1.2.2. Les autres facteurs protéiques  

Il a été décrit de nombreuses protéines interagissant avec les facteurs d'initiation, 

cependant dans la plupart des cas leur rôle dans l'initiation traductionnelle demeure mal 

compris. C'est le cas pour Sis1p homologue à la protéine Dnaj de Escherichia coli (Zhong and 

Arndt, 1993), ainsi que Ssl1p et Ssl2p qui sont respectivement un composant du facteur de 

transcription TFIIH, et une protéine impliquée dans la réparation de l'ADN (Gulyas and 

Donahue, 1992; Yoon et al., 1992). En revanche le rôle de la protéine Pab1p (Poly A Binding 

protéine) est mieux compris. Cette protéine est codée par le gène PAB1, elle se fixe sur la 

queue polyA des ARNm eucaryotes et régule ainsi la stabilité des ARNm (Bernstein and 

Ross, 1989; Wang et al., 1999; Wang and Kiledjian, 2000). Il a été montré que cette protéine 

joue un rôle prépondérant dans l'efficacité de formation du complexe d'initiation eIF4F. 

Effectivement la protéine Pab1p se lie au facteur eIF4G, cette interaction augmente alors 

l'affinité du facteur eIF4E pour la coiffe (von Der Haar et al., 2000) et permet aussi une 

circularisation de l'ARNm (Wells et al., 1998). Il semble aussi que la protéine Pab1p 

augmente l'activité hélicase du complexe eIF4A / eIF4B (Bi and Goss, 2000). Ces deux 

protéines vont entre autre permettre le déplacement du complexe d'initiation vers l'extrémité 

3' de l'ARNm, à la recherche d'un codon initiateur. 

1.1.3. Mécanismes d'initiation 

1.1.3.1. A la recherche du codon initiateur 

Une fois le complexe 43S formé à l'extrémité 5' de l'ARNm, il va balayer la région 5' 

non traduite de l'ARNm jusqu'à trouver le codon initiateur AUG. Il faut noter que chez S. 

cerevisiae la taille des régions 5' non codantes est en moyenne de 25 à 32 nucléotides, que la 
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taille minimum permettant une initiation efficace est de 15 nt, et qu'enfin le premier codon 

AUG présent sur le transcrit est le codon initiateur, sauf dans le cas spécifique des gènes 

possédant des uORF dont nous ne parlerons pas ici. 

Plusieurs des facteurs déjà décris interviennent lors du balayage du complexe 43S, 

ainsi que dans la reconnaissance du site d'initiation. Les facteurs eIF4A et eIF4B ont un rôle 

important dans ces étapes puisqu'ils permettent la dissociation des structures secondaires. Il a 

été montré qu'in vitro, en absence des facteurs eIF1A et eIF1, le complexe 43S se formait 

mais était incapable de se déplacer (Pestova et al., 1998). eIF1 joue aussi un autre rôle 

essentiel en permettant le recrutement du facteur eIF3 par interaction avec la sous-unité p110 

de ce dernier (Fletcher et al., 1999). Le facteur eIF3, va permettre de stabiliser le complexe 

eIF1A-eIF2-ARNt(Met)i-40S, qui sinon se dissocie à l'arrivée de la sous-unité 50S 

(Chaudhuri et al., 1999). Des résultats obtenus in vitro avec des extraits de germes de blé 

indiquent que la protéine PABP (l'équivalent de la protéine Pab1p de levure) augmente 

l'activité hélicase du complexe eIF4A / eIF4B permettant un déplacement plus rapide du 

complexe 43S (Bi and Goss, 2000). Lorsque le complexe rencontre le codon initiateur, 

l'appariement codon anti-codon entre le codon AUG et l'ARNt(Met)i provoque une pause 

(Cigan et al., 1988). Cette pause permet l'action du facteur eIF5 qui, en interagissant avec 

eIF3 (Phan et al., 1998), provoque l'hydrolyse du GTP porté par le facteur eIF2 (Asano et al., 

2000). Cette hydrolyse entraîne la dissociation de tous les facteurs eIF, la sous-unité 50S peut 

alors se fixer au complexe 40S-ARNt(Met)i. L'association des deux sous-unités fait intervenir 

les ARNr. Peu de données sont disponibles sur le rôle exact des ARNr dans cette association, 

cependant il a été démontré que des mutations dans la boucle 790 de l'ARNr 16S bactérien, 

inhibent l'association des deux sous-unités (voir figure 7, (Lee et al., 1997)). Le ribosome une 

fois formé est prêt à allonger la chaîne polypeptidique. Les étapes impliquées dans la 

recherche du codon AUG sont résumées dans la figure 2. 
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Figure 2  : Recherche du codon A UG et formation du ribo some fonctionn el.
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1.1.3.2. Reconnaissance du codon AUG 

Différents travaux indiquent que l'interaction ARNt(Met)i –AUG est essentielle, mais pas 

suffisante pour promouvoir efficacement le démarrage de la traduction. Les facteurs eIF1 et 

eIF2 sont impliqués dans la fidélité de sélection du site d'initiation (Yoon and Donahue, 

1992), cependant les mécanismes moléculaires demeurent mal compris. Le contexte 

nucléotidique du codon initiateur joue aussi un rôle important dans la reconnaissance du 

codon AUG par le complexe 48S. Kozak a démontré que dans les cellules de mammifères la 

séquence optimale pour la sélection d'un codon AUG faisait intervenir les 6 bases précédantes 

et la base suivant le codon initiateur (i.e GCCACCAUGG) (Kozak, 1987) et que les bases +5 

et +6 n'avaient pas d'effet (Kozak, 1997). Chez Saccharomyces cerevisiae la situation est 

sensiblement différente dans la mesure où la principale caractéristique de la région précédant 

le codon AUG est d'être riche en A, avec tout de même un biais au niveau du nucléotide –3, 

permettant de définir deux contextes optimaux : A/GNN AUG permettant quasiment 100% 

d'initiation, et deux contextes non optimaux C/UNN AUG permettant de 70 à 50% d'initiation 

(Yun et al., 1996). Le fait que le premier codon AUG soit dans un contexte non optimal peut 

être un moyen d'exprimer deux protéines avec des séquences N-terminales différentes à partir 

du même gène. 

 

Ces données nous permettent de comprendre à quel point l'initiation de la traduction est 

complexe. De nombreuses zones d'ombre existent encore sur le rôle exact de certains facteurs, 

et tous n'ont sans doute pas encore été identifiés! Un travail récent effectué par l'équipe de 

Peter Sarnow démontre que l'initiation peut s'effectuer au site A du ribosome, au lieu du site 

P, dans le cas où la traduction est initiée au niveau d'une structure très particulière l'IRES 

(Internal Ribosome Entry Site). Cette initiation indépendante de la coiffe se déroule à un 

codon non conventionnel (GCU) (Wilson et al., 2000a). L'initiation est sans doute l'étape de la 
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traduction où le plus grand nombre de régulations ont été identifiées (Dyer and Sossin, 2000; 

Gil et al., 2000; Harding et al., 2000; Raught and Gingras, 1999). Le facteur eIF4G est 

notamment la cible de nombreuses protéases virales, qui vont avoir pour effet de le dégrader; 

et ainsi provoquer une inhibition de la traduction des gènes cellulaire (Svitkin et al., 1999). 

L'initiation traductionnelle est fortement régulée au cours du développement, puisque certains 

ARNm (dits maternels), sont transcrit puis stockés, leur traduction ne sera initiée que plus tard 

au cours de l'embryogenèse (Fahrenkrug et al., 2000; Keiper and Rhoads, 1999; Wassarman 

and Kinloch, 1992). L'initiation est donc un point de contrôle clef dans l'expression des gènes, 

de son bon déroulement dépend toute la suite de la traduction.  

1.2. L'élongation de la traduction 

Durant cette deuxième étape, les ARNt chargés d'un acide aminé sont incorporés, selon 

l'ordre des codons présents sur l'ARNm, dans le ribosome. Contrairement à l'initiation, les 

différentes étapes biochimiques de l'élongation sont tout à fait similaires entre les procaryotes 

et les eucaryotes. Afin que l'incorporation des acides aminés suive bien le message présent sur 

l'ARNm, il existe à chaque cycle d'incorporation un mécanisme de surveillance, chargé de 

vérifier l'appariement correct codon : anti-codon. Nous verrons les mécanismes mis en œuvre 

dans cette étape au chapitre 3. Etant donné les tailles respectives du ribosome et de l'ARNm, il 

est probable que se soit l'ARNm qui glisse à l'intérieur du ribosome et non le ribosome qui se 

déplace sur une molécule d'ARNm statique. Par souci de simplification, dans toutes les 

explications, j'ai choisi comme référenciel l'ARNm lui-même. Dans ce cas là nous décrirons 

bien un mouvement relatif du ribosome par rapport à l'ARNm. 

1.2.1. Les mécanismes de l'élongation 

Les ARNt sont les éléments clefs de cette étape. Avant de pouvoir être utilisés par le 

ribosome ils doivent subir de nombreuses modifications (voir 1.2.1.2), ensuite ils sont chargés 
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de l'acide aminé leur correspondant par les aminoacyl-ARNt synthétases. Une fois chargés les 

ARNt sont très rapidement complexés avec le facteur eEF1A (l'équivalent du facteur EF-Tu 

procaryote). Une fois ce complexe formé, l'ARNt est prêt à être incorporé par la machinerie 

traductionnelle. Les facteurs d'élongation interviennent à chacune des différentes étapes, pour 

permettre l'incorporation de l'ARNt, pour vérifier que cet ARNt correspond bien au codon 

présent au site A, pour provoquer la translocation du ribosome et enfin pour éjecter l'ARNt 

désacylé. Nous allons maintenant détailler chacune de ces étapes.  

1.2.1.1. Les facteurs d'élongation 

L'intervention et le rôle des différents acteurs sont représentés dans la figure 3. Le 

facteur eEF1A est chargé avec une molécule de GTP par le facteur eEF1B. La structure 

cristallographique de ce complexe a récemment été obtenue (Battiste et al., 2000). 

L'aminoacyl-ARNt prend ensuite la place du facteur eF1B. Le facteur eEF1A ne possède pas 

pour unique fonction de transporter l'aminoacyl-ARNt vers le ribosome, mais joue aussi un 

rôle essentiel dans la fidélité de la traduction (Dinman and Kinzy, 1997). Une fois constitué, 

le complexe ternaire eEF1A•GTP:aminoacyl-ARNt peut alors interagir avec le ribosome en 

coopération, chez la levure, avec le facteur eEF3 (Uritani and Miyazaki, 1988). Il faut noter 

que le rôle exact du facteur eEF3 est encore sujet à de nombreuses discussions. Une de ses 

fonctions supposées est celle citée précédemment, cependant d'autres études ont montré que le 

rôle stimulateur du facteur eEF3 serait non pas de favoriser l'interaction du complexe ternaire 

eEF1A•GTP:aminoacyl-ARNt avec le ribosome, mais de faciliter le relargage des ARNt 

déacétylé du site E (Triana-Alonso et al., 1995), ce qui favoriserait l'interaction du complexe 

eEF1A•GTP:aminoacyl-ARNt avec le site A.  
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Figure 3  : Rep résenta tion du rôl e des différents facteurs d 'élongat ion.
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 Ce facteur eEF3 est vraiment un cas particulier. C'est une protéine capable 

d'hydrolyser l'ATP et d'interagir par son extrémité C-terminale avec l'ARNr18S (Gontarek et 

al., 1998), une interaction directe avec le facteur eEF1A a aussi été mise en évidence 

(Kovalchuke et al., 1998). Ce qui est surprenant c'est que des gènes homologues ont été 

identifiés dans de nombreuses levures (Belfield and Tuite, 1993), mais aucun ne semble être 

présent dans les cellules de mammifères. Pourtant, tous les autres facteurs d'élongations sont 



Le démarrage et l'élongation de la traduction- 23 - 

 

ubiquitaires des bactéries aux mammifères. Des homologies de séquence entre EF3 et la 

protéine ribosomale S5 ont été mises en évidence (Belfield et al., 1993), ce qui suggère que le 

facteur EF3, proviendrait de l'évolution d'une protéine ribosomale procaryote.  

Une fois au site A, le complexe se dissocie par hydrolyse du GTP, laissant 

l'aminoacyl-ARNt seul. A cette étape l'ARNt peut se désapparier de l'ARNm si les 

interactions codon:anti-codon ne sont pas correctes. Si ce n'est pas le cas, alors il y a 

formation de la liaison peptidique entre l'aminoacyl-ARNt au site A et l'ARNt(Met)i situé au 

site P. Cette réaction de transpeptidation est catalysée par l'activité peptidyl-transférase de la 

sous-unité 50S du ribosome. Une fois cette réaction achevée, le ribosome se déplace de 3 

nucléotides vers l'extrémité 3' de l'ARNm, on parle de translocation du ribosome. Le facteur 

d'élongation eEF2 (l'homologue du facteur EF-G procaryote) catalyse cette étape en 

hydrolysant le GTP (Rao and Bodley, 1996). Il fait partie de la superfamille des protéines G, 

mais son activité GTPase est dépendante de sa fixation au ribosome (Twardowski and 

Legocki, 1977). Le mécanisme exact demeure encore assez hypothétique, cependant il semble 

que l'hydrolyse du GTP précède la translocation et accélère le réarrangement conformationnel 

du ribosome (Rodnina et al., 1997). Lorsque le facteur eEF2 interagit avec le ribosome il 

protège des modifications chimiques plusieurs bases des ARNr 18S et 28S eucaryotes. En 

particulier une région importante de l'ARN 28S, la boucle α-sarcin, est protégée par la 

présence du facteur eEF2 (Gontarek et al., 1998).  

Maintenant le ribosome est prêt pour un nouveau cycle d'élongation, les acides aminés 

vont ainsi être incorporés les uns après les autres à une vitesse qui a été estimée chez E. coli à 

30ms. 
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1.2.1.2. Rôle et importance des ARNt 

1.2.1.2.1. Représentation des ARNt chez S. cerevisiae (Notion d'ARNt mineur) 

Il existe 274 gènes actifs codants 45 ARNt différents (possédant des boucles anticodon 

différentes) dans le génome de S. cerevisiae (Hani and Feldmann, 1998). Ces ARNt sont tous 

transcrits grâce à l'ARN polymérase III. Il n'existe pas de séquences régulatrices, ce qui 

implique que tous les ARNt sont a priori exprimés au même niveau, or tous les ARNt ne sont 

pas en quantité équivalente dans la cellule, certains sont présents en grande quantité (on parle 

alors d'ARNt majeurs), alors que d'autres sont très rares (on parle alors d'ARNt mineurs). 

Cette différence de représentativité est due à une multiplicité plus où moins importante des 

différents gènes codants les ARNt. Lorsque l'on compare la fréquence d'utilisation des codons 

dans le génome de S. cerevisiae avec le nombre de duplications pour chaque gène d'ARNt, on 

observe une très forte corrélation. Cette corrélation est d'autant plus forte que le gène est 

fortement exprimé (Ikemura, 1982) (http://irisbioc.bio.unipr.it/redundancy.html). Bien que 

ceci ait aussi été observé dans d'autres organismes, notamment E. coli (Dong et al., 1996; 

Ikemura, 1981; Yamao et al., 1991), cette observation n'est pas généralisable à tous les 

organismes (M. Termier communication personnelle). 

1.2.1.2.2. Structure des ARNt 

 Les ARNt ont une structure très conservée dans tous les règnes, cette structure 

en forme de "L" est représentée dans la figure 4. L'ARNt méthionine est un cas un peu à 

part car chez les procaryotes l'ARNti
Met est formylé, ce qui n'est pas le cas chez les 

eucaryotes. Il existe tout de même deux ARNtMet chez les eucaryotes dont la structure 

secondaire diverge fortement. L'un est utilisé pendant l'initiation de la traduction comme 

nous l'avons précédemment vu, l'autre est utilisé lors de l'élongation (Astrom et al., 1993). 

La structure des ARNtMet joue un rôle essentiel dans leur fonction, puisque l'ARNti
Met 
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présente une très faible affinité pour le facteur d'élongation EF1-A, contrairement au 

second ARNtMet. Cette spécificité fait que l'ARNti ne peut pas être utilisé lors de 

l'élongation, en revanche il est le seul à pouvoir pénétrer directement au site P. La 

structure des ARNt est aussi importante car elle permet à celui-ci d'être correctement 

reconnu par l'aminoacyl-ARNt synthétase, et donc d'être chargé par le bon acide aminé. 

Ensuite elle permet la reconnaissance de l'ARNt par le facteur d'élongation eEF1A (EF-

Tu), enfin elle permet à l'ARNt de pénétrer dans le site A du ribosome et de s'apparier au 

codon présent dans le site. Les éléments de structure impliqués dans ces différentes étapes 

ne sont pas identiques d'un ARNt à l'autre, cependant la boucle anticodon est l'un des 

éléments les plus importants puisqu'elle permet non seulement le chargement correct de 

l'ARNt, mais aussi l'appariement avec le codon. Etant donné la dégénérescence du code 

génétique, plusieurs ARNt différents peuvent être chargés par le même acide aminé, on les 

appelle des isoaccepteurs, certains ARNt peuvent également reconnaître deux codons 

différents. Dans certains cas extrêmes il n'existe aucun ARNt possédant un anticodon 

parfaitement adapté au codon reconnu. C'est notamment le cas chez S. cerevisiae des 

codons, arginine (CGC, CGA), leucine (CTT, CTG), alanine (GCC, GCG), proline (CCC, 

CCG), tyrosine (TAT), et asparagine (AAT). Dans ce genre de situation la lecture du 

codon est assurée par un ARNt proche (appelé "near cognat", voir tableau 1). 

 

Boucle 

CCA 3' 
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Figure 4 : Représentation 3D de la structure de l'ARNtPhé, de S. cerevisiae. La boucle 

anticodon, ainsi que la région 3' acceptrice (CCA) de l'acide aminé sont indiquées. 

1.2.1.2.3. Modifications post-transcriptionnelles des ARNt 

La plupart des ARNt, une fois transcrits, subissent de nombreuses modifications post-

transcriptionnelles (Auffinger and Westhof, 1998; Price and Gray, 1998; Winkler, 1998)), 

nous ne présenterons ici que quelques unes d'entre elles. Certaines de ces modifications ne 

touchent que quelques ARNt, comme l'épissage (pour certains des ARNt tyr, ser, trp, phe, ile, 

lys, leu, chez S. cerevisiae), d'autres touchent une majorité d'ARNt. C'est le cas des 

méthylations qui touchent les cytosines et les guanosines à des positions spécifiques sur 

l'ARNt. Jusqu'à présent 4 méthyltransférases (TRM1, TRM2, TRM3, TRM4) ont été identifiées 

dans le génome de S. cerevisiae (Cavaille et al., 1999; Ellis et al., 1986; Motorin and 

Grosjean, 1999; Nordlund et al., 2000). Parmi les modifications les plus fréquentes on trouve 

aussi les pseudouridylations (U ψ) assurées par les pseudouridines synthases. Plusieurs ont 

été identifiées chez S. cerevisiae (PUS1, PUS2, PUS3, PUS4, PUS6, PUS7, PUS8), elles 

modifient toutes spécifiquement un ou plusieurs résidus uracile à des positions précises sur 

tous les ARNt (Auffinger and Westhof, 1998; Becker et al., 1997; Lecointe et al., 1998; 

Motorin et al., 1998).  

Il a été démontré in vitro qu'un variant de l'ARNtSer, modifié au niveau de l'anticodon 

(2'-O-méthylation), est plus efficace dans la reconnaissance du codon que l'ARNt non modifié 

(Satoh et al., 2000). Plusieurs travaux indiquent que les modifications des ARNt pourraient 

être impliquées dans les mécanismes de suppression et de décalage du cadre de lecture chez 

les procaryotes (Carlson et al., 1999; Carlson et al., 2001; Esberg and Bjork, 1995; 

Niederberger et al., 1999; Qian et al., 1998). Je reviendrai sur cet aspect dans la partie 

"Résultats" en présentant quelques données à propos de l'influence des pseudouridilations sur 

la fidélité de la traduction. 
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Tableau 1 : Représentation des ARNt dans le génome de S. cerevisiae, en fonction de l'acide 
aminé décodé. (i) indique la présence d'un intron dans le gène. L'anticodon déduit de la 
séquence génomique est indiqué (anticodon ADN) ainsi que celui présent sur l'ARNt après 
d'éventuelles modifications (anticodon ARN). I = Inosine, Nm = base méthylée, ncm5 = 5-
carbamoylméthyluridine, mcm5s2U= 5-méthoxycarbonylméthyle-2-thiouridine, cmnm5= 5-
carboxyméthylaminométhyluridine, * indique que le nucléotide est déduit de la séquence 
ADN, on ne sait pas si cette base est modifiée sur l'ARNt, ? indique que le codon n'a pas été 
assigné à un ARNt particulier. 

 

1.2.2. Composition du ribosome 

Une avancée majeure a été réalisée l'année dernière avec l'obtention de la structure 

cristallographique complète de la grande sous-unité d'un ribosome procaryote (Ban et al., 

2000; Wimberly et al., 2000). Ces résultats démontrent que structurellement l'activité 

peptidyl-transférase du ribosome ne peut pas être apportée par des protéines situées quasi 

exclusivement à la périphérie et donc beaucoup trop éloignées du centre catalytique. Le 

ribosome est donc bien un ribozyme.  

1.2.2.1. Transcription et organisation des ARNr 

Il existe de grandes différences dans l'organisation et la composition des ARNr entre 

les procaryotes et les eucaryotes. Nous ne verrons dans ce paragraphe que l'exemple de S. 

cerevisiae.  

Le chromosome XII, possède de nombreuses duplications (entre 100 et 200) d'un 

fragment de 3,6 Kb représenté figure 5 (le locus RDN1). Nous pouvons voir que l'ARNr est 

transcrit grâce à l'ARN polymérase I sous forme d'un grand précurseur, le 35S. Plusieurs 

étapes de maturation par des exo- et des endonucléases permettent d'obtenir à partir de ce 

précurseur les ARNr 25S, 5,8S et 18S (Eichler and Craig, 1994). L'ARNr 5S quant à lui est 

obtenu à partir d'un transcrit unique. Une des particularités de S. cerevisiae est qu'il est 

possible d'observer des excisions de ces répétitions qui se retrouvent alors sous formes 

circulaires (appelées 3micron) (Larionov et al., 1980). Elles peuvent se maintenir dans le 
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noyau car il existe une séquence ARS au niveau du locus qui permet la réplication autonome 

de ces formes circulaires. Aucune fonction précise associée à ce phénomène n'a été 

déterminée, cependant il semble que le nombre d'excisions augmente avec l'âge de la cellule 

(Sinclair and Guarente, 1997).  

 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique du locus RDN1 chez S. cerevisiae. L'orientation du 
sens de transcription est indiquée pour chaque unité. 

 

1.2.2.2. Modification des ARNr, rôle des snoRNA 

Tout comme les ARNt, les ARNr sont aussi modifiés de manière post-

transcriptionnelle. Deux types de modifications sont prédominantes : les méthylations (qui 

affectent en majorité le ribose) et les pseudouridylations. Il est intéressant de noter que ces 

modifications sont deux fois plus nombreuses chez les vertébrés que chez la levure S. 

carlsbergensis qui est proche de S. cerevisiae (Maden, 1990). Il n'a pas clairement été défini 

si ces modifications se déroulaient avant ou conjointement aux premières étapes de 

maturation citées précédemment. Si les modifications entre les ARNt et les ARNr sont 

semblables, les mécanismes mis en jeu sont différents. Pour les ARNt la reconnaissance de la 

séquence à modifier est effectuée directement par l'enzyme. Dans le cas des ARNr la 

reconnaissance de la séquence à modifier s'effectue par l'intermédiaire de petits ARN guides 

(snoARN), de 70 à 100 nt. Ceux-ci créent localement une région double hélice qui va être 

reconnue par la méthylase. Le détail des mécanismes mis en jeu sera abordé au chapitre 7.2, 

lors de la présentation de nos résultats sur le rôle de ces modifications sur l'efficacité de 

terminaison de la traduction.  

ARNr 35S ARNr 35S ARNr 5S ARNr 5S 

ARNr 25S ARNr 5,8S ARNr 18S ARNr 25S ARNr 5,8S ARNr 18S 
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1.2.3. Données structurales, rôle des ARNr 

Relativement peu de données structurales sont disponibles à propos des ribosomes 

eucaryotes. Une structure complète d'un ribosome vide de S. cerevisiae a été obtenue avec une 

résolution de 35 Å, contre 7,5 Å et 2,4 Å pour la grande sous-unité du ribosome de 

Haloarcula marismortui et 3,3 Å pour la petite sous-unité de Thermus thermophilus (Ban et 

al., 2000; Wimberly et al., 2000). Les premières structures des sous-unités ribosomiques ont 

été résolues dès 1987 pour Bacillus staerothermophilus (Yonath et al., 1987).  

Toutes ces données ont permis de mettre en évidence que le ribosome est un complexe 

extrêmement bien conservé entre les différents règnes. Les modes de fonctionnement de la 

traduction étant identiques dans leur principe, cette observation n'est pas surprenante. 

Cependant il a été observé que les deux sous-unités du ribosome de S. cerevisiae sont très 

bien séparées et reliées par deux ponts principaux. Cette importante différence structurale par 

rapport aux ribosomes de E. coli pourrait être due aux méthodes de calcul utilisées pour 

reconstituer le ribosome complet. 

Les ribosomes sont constitués de deux sous-unités de taille et de forme variables selon 

les espèces, mais qui présentent tous deux tunnels, un pour l'entrée de l'ARNm, l'autre qui 

traverse toute la sous-unité 50S pour permettre la sortie du polypeptide (Ban et al., 2000). 

Lors de son élongation il a été montré que la chaîne polypeptidique interagit directement avec 

la sous-unité 50S du ribosome, provoquant d'importantes modifications de cette région du 

ribosome (Choi and Brimacombe, 1998; Stade et al., 1995). Les données récentes ont permis 

de visualiser ce tunnel de sortie plus précisément dans le ribosome procaryote et de mettre en 

évidence que ce tunnel est principalement formé par l'ARNr 23S (Ban et al., 2000). Un des 

résultats les plus importants a été de prouver de manière structurale que le centre de décodage 

était situé à au moins 18Å de la plus proche protéine (Nissen et al., 2000). Il est très 
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intéressant de noter que la plupart des protéines sont d'ailleurs situées à la périphérie du 

ribosome (figure 6) et absolument pas près des centres catalytiques (peptidyl-transférase et 

décodage). Ces données structurales ont donc permis de confirmer l'hypothèse selon laquelle 

l'activité du ribosome était de type ribozyme.  
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B. 

 

 

Figure 6 : A. Comparaison des deux structures du ribosome d' E. coli (particule 70S) et de S. 
cerevisiae (particule 80S) à une résolution de 35 Å. La barre représente 100 Å. Sur les images 
en haut à gauche on peut constater que les deux sous-unités du ribosome de S. cerevisiae sont 
beaucoup plus séparées que celles de E. coli qui forment un ribosome plus compacte. En haut 
à droite on peut comparer individuellement les deux sous-unités de chacun des ribosomes. IC 
: Tunnel Central; CP : Protubérance Centrale; S : Tige; L1 : protéine L1; h : Tête; gr : cou; p : 
plate-forme. Les différences de structures apparaissent clairement sur ces images (Verschoor 
et al., 1998). B. Image de la sous unité 50S du ribosome de Haloarcula marismortui à une 
résolution de 2,4Å, dans la même orientation que l'image supérieure droite (la protéine L1 est 
à gauche). L'ARNr est représenté en gris, les protéines constitutives du ribosome sont 
représentées en jaune et se situent quasiment uniquement à la périphérie (Ban et al., 2000). 

E. coli 

S. cerevisiae 

E coli
50S 

40S 60S 

30S 

S i iS. cerevisiae 

L1 
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1.2.4. Rôle et fonction des ARNr 

1.2.4.1. Expériences de protection ou de mutagenèse 

L'ARNr ne joue donc pas qu'un rôle structural au sein des sous-unités ribosomiques, il 

est impliqué dans la création des liaisons peptidiques (activité peptidyl-transférase), mais 

aussi dans la fidélité de la traduction. Le rôle des ARNr dans la traduction a pu être en partie 

élucidé grâce à des réactions de pontage photochimique ("cross linking"), de protection contre 

des agents chimiques ou à des mutations. La grande majorité des résultats a été obtenue chez 

E. coli, même si quelques mutations de l'ARNr 18S ont été identifiées chez S. cerevisiae 

(Chernoff et al., 1996; Chernoff et al., 1994; Liebman et al., 1995; Velichutina et al., 2000). 

Pour cette raison les observations présentées ci-dessous ne concerneront presque 

exclusivement que le ribosome bactérien.  

L'initiation est une des étapes de la traduction durant laquelle l'interaction ARNr : 

ARNm a été le mieux caractérisée. Chez les procaryotes l'ARNr 16S s'apparie avec une 

région spécifique de l'ARNm (SD). Des interactions entre la boucle α-sarcin de l'ARNr 23S et 

le facteur d'élongation EFG (homologue du facteur eEF2 eucaryote) ont aussi été mises en 

évidence (Rodnina et al., 1997). Il a aussi été démontré que des mutations à la position G2661 

dans la boucle α-sarcin affecte la liaison au ribosome des facteurs EF-Tu, et EF-G (Moazed et 

al., 1988). La mutation G2661C confère un phénotype "hyper fidèle", cette augmentation de 

la fidélité est le résultat d'une sélection plus forte du complexe ternaire (ARNt-EF1A:GTP). 

L'association de cette mutation avec une mutation de la protéine S12 (provoquant une 

résistance à la streptomycine) est létale (Bilgin and Ehrenberg, 1994). Ces données montrent 

que les ARNr jouent un rôle important dans la formation des sites A et P du ribosome ainsi 

que dans la sélection des ARNt. De nombreuses expériences ont été réalisées dans ce 

domaine, afin de connaître précisément quelles étaient les interactions entre l'ARNt et les 

ARNr.  
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En ce qui concerne l'ARNr 16S, deux régions sont protégées des attaques chimiques 

lorsqu'un ARNt est positionné au site A. Il s'agit des régions situées dans la boucle 530 et 

dans la région proche de l'hélice 44. Les données structurales indiquent que ces deux régions 

sont en réalité très proches l'une de l'autre dans la structure 3D, et jouent un rôle essentiel dans 

la fonction du site A.  

Lorsque l'ARNt est positionné au site P, le profil de protection des bases est modifié, 

indiquant que, non seulement, ce ne sont pas les mêmes régions de l'ARNr 16S qui 

interviennent dans les deux sites, mais qu'en plus la translocation de l'ARNt du site A au site 

P induit un changement conformationnel important de l'ARNr. En ce qui concerne l'ARNr 

23S, toutes les bases protégées sont proches de la boucle α-sarcin et du centre peptidyl-

transférase. Seules les positions A2439 et A2451 sont protégées, que l'ARNt se situe au site A 

ou P. La protection de ces bases est due à la présence de l'acide aminé porté par l'ARNt et non 

à des interactions directes entre l'ARNr et l'ARNt. Cependant des interactions entre la 

séquence CCA terminale de l'ARNt et l'ARNr ont pu être mise en évidence (Kim and Green, 

1999). La plupart de ces régions impliquées dans la fixation des ARNt sont représentées 

Figure 7. Lorsque que l'ARNt-déacétylé se trouve au site E, les intéractions avec les ARNr 

sont beaucoup moins nombreuses, et ont été principalement identifiées dans l'ARNr 23S 

(Bocchetta et al., 2001).  

Il semble que l'ARNr joue aussi un rôle important au moment de la terminaison de la 

traduction. De nombreuses mutations des hélices 34 et 44, mais aussi de la boucle 530 de 

l'ARNr 16S ont été décrites comme ayant un effet suppresseur et ce aussi bien chez E. coli 

que S. cerevisiae (Chernoff et al., 1996; Murgola et al., 1995; Van Ryk and Dahlberg, 1995). 

La figure 7 représente la structure des ARNr 16S et 23S de E. coli, la localisation de certaines 

régions importantes y sont aussi plus détaillées. Dans le chapitre 2.5 nous verrons plus en 

détail l'influence des ARNr sur la terminaison de la traduction et dans le chapitre 3.2.2 nous 
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présenterons nos résultats qui démontrent effectivement l'implication de certaines régions de 

l'ARNr dans le processus de terminaison de la traduction.  

Figure 7 : Rep résenta tion  des ARNr 16S et 23S d e E. coli . Les loca lisations  du cent re
GTPase,  des hélices 34, 44 et de s boucl es 530, 790  e t α-sarcin sont indiqu ées. Tout es ces
structures sont imp liqué es dans la termina ison de la  traduc tion.  Les cercles rouge s
représenten t les nuc léotid es inte ragissant avec l'ARNt lorsque  celui -ci est situé  au  site A,  les
cercles verts lo rsque  l'ARNt est situé  au site  P, et les cercles bleus quelqu e so it la pos ition  de
l'ARNt. La séqu ence  de l'hélice 34 e t du cen tre GTPase est indiqué e, les nucl éotid es encerclés
sont c eux qui ont un rôle dan s la te rminai son de la t raduct ion
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1.2.4.2. Les ARNr et les antibiotiques 

Les arguments les plus forts en faveur d'un rôle fonctionnel des ARNr sont venus de la 

caractérisation du mode d'action de certains antibiotiques. Effectivement certains 

antibiotiques altèrent spécifiquement certaines étapes de la traduction, en interagissant 

directement avec les ribosomes. En analysant les sites d'interactions, on peut ainsi définir 

quelles sont les régions fonctionnelles du ribosome. Le mode d'action des antibiotiques 

rappelle notamment celui des inhibiteurs d'enzymes, se fixant au site catalytique de l'enzyme 

pour l'inhiber. Il a été montré que la présence d'antibiotiques dans le ribosome modifiait la 

réactivité chimique de certaines bases des ARNr. De plus il existe une stricte corrélation entre 

la localisation des bases protégées par un antibiotique et la position des mutations conférant 

une résistance à ce même antibiotique. Dans ce chapitre je vais décrire les sites de contact 

entre les ARNr et certains antibiotiques. Cela nous permettra de mieux comprendre comment 

ces antibiotiques peuvent moduler la fidélité de la traduction. L'intérêt de leur utilisation en 

thérapie, afin de restaurer l'expression de gènes inactivés par une mutation stop, sera discuté 

au chapitre 4. 

Parmi les antibiotiques modifiant la fidélité de la traduction, les aminoglycosides sont 

extrêmement étudiés (Eustice and Wilhelm, 1984; Gocke, 1989; Martinelli and Sheikh, 1991; 

Tiganos and Herrington, 1993; Tuite and McLaughlin, 1984). La néomycine, l'hygromycine, 

la paromomycine, la gentamicine, la kasugamycine et la kanamycine font partie de cette 

famille. Ils induisent des erreurs traductionnelles et inhibent la translocation du ribosome. Ils 

protègent les bases A1408 et G1494 des attaques chimiques. Ces deux bases sont justement 

celles qui sont protégées le plus efficacement par la présence d'un ARNt au site A (voir 

paragraphe précédent). Des mutations conférant une résistance à la paromomycine ont été 

identifiées à la position 1409 et 1491. La résistance à l'hygromycine est obtenue notamment 

par une mutation à la position 1495. Toutes ces positions sont adjacentes au site A du 
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ribosome. La plus simple explication concernant le mode d'action de ces antibiotiques est 

qu'en interagissant avec le site A du ribosome ils augmentent l'affinité de ce site pour les 

complexes ARNt:EF-Tu•GTP non spécifiques. 

L'édéine est un inhibiteur de la fixation des ARNt au site P. Cet antibiotique protège 

les bases G693, A794, C795, G926 de l'ARNr 16S. Ces quatre bases sont aussi très fortement 

protégées par la liaison de l'ARNt au site P. L'effet de cet antibiotique passe donc par un 

blocage du site P.  

Le chloramphénicol et la carbomycine sont des inhibiteurs de l'activité peptidyl-

transférase. Ces drogues protègent les bases A2058, A2059, A2062, A2451 et G2505 situées 

dans la boucle centrale de l'ARNr 23S. Des mutations de résistance au chloramphénicol ont 

été identifiées aux positions 2057, 2447, 2451, 2452, 2503 et 2504. Toutes ces mutations sont 

proches des positions protégées par un ARNt situé au site P.  

Il est difficile de déterminer si ces antibiotiques protègent directement les bases, ou 

indirectement en induisant un changement conformationnel des ARNr. En revanche ils 

permettent de mettre en évidence les nucléotides impliqués dans les étapes de fixation et de 

sélection des ARNt. 

 

En résumé, l'initiation permet donc la mise en place correcte d'un ribosome 

fonctionnel, à partir du codon initiateur. Ensuite plusieurs cycles d'élongation vont permettre 

d'incorporer, avec une efficacité optimale, les acides aminés suivant la séquence de l'ARNm. 

Il est important de noter que la fidélité de la traduction n'est donc pas maximale, car une trop 

forte sélection provoque un ralentissement de la synthèse protéique. La cellule doit donc 

trouver un équilibre entre fidélité de la traduction, nécessaire pour obtenir des protéines 

fonctionnelles, et dépense énergétique afin de ne pas compromettre sa croissance. Lorsque le 

ribosome parvient à la fin de la séquence codante, il rencontre un codon stop. Cela provoque 
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dans le plupart des cas, un arrêt de la synthèse protéique et un relargage de la protéine 

néosynthétisée. Le ribosome est ensuite dissocié et ses différents composants sont recyclés 

pour un nouveau cycle de traduction. La protéine, quant à elle, est alors maturée afin 

d'acquérir une conformation active. 
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2. La terminaison de la traduction et le recyclage des ribosomes 

Nous venons de voir les deux premières étapes permettant d'obtenir une protéine à partir 

d'un ARNm. La terminaison de la traduction est la dernière étape essentielle au bon 

déroulement de la synthèse protéique, puisqu'elle va permettre la libération de la protéine 

nouvellement synthétisée, ainsi que le recyclage des composants du ribosome. Cette étape est 

beaucoup plus lente que les étapes d'élongation. Chez E. coli, alors que l'incorporation d'un 

acide aminé est d'environ 30ms, l'hydrolyse de la dernière liaison peptidyl-ARNt par les 

facteurs de terminaison bactériens prend de 0,7 à 2 secondes (Freistroffer et al., 2000). Je vais 

présenter dans ce chapitre les différents facteurs intervenant dans le processus de terminaison, 

en mettant notamment en évidence les différences qui existent entre les procaryotes et les 

eucaryotes. Enfin, j'aborderai les dernières données mettant en évidence des interactions 

complexes entre les facteurs de terminaison et le cytosquelette ainsi qu'avec la mitochondrie 

chez la levure S. cerevisiae. 

 

Dans le domaine de la terminaison de la traduction, trois avancées majeures ont été 

réalisées ces dernières années avec l'identification des facteurs de terminaison de la traduction 

(Zhouravleva et al., 1995), la détermination de la structure 3D du facteur eRF1 humain (Song 

et al., 2000), et par l'identification des mécanismes moléculaires permettant au facteur de 

classe I de faire la distinction entre un codon stop et un codon sens (Ito et al., 2000).  

 

2.1. Utilisation des codons stop et influence du contexte nucléotidique dans 

l’efficacité de terminaison de la traduction 

Le ribosome s'arrête lorsqu'il rencontre l'un des trois codons stop (encore appelés codons 

non-sens) UAA, UAG, UGA, respectivement nommés ochre, ambre et opale. Ces dernières 
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années, de plus en plus de résultats ont montré que le codon stop seul n'était pas suffisant pour 

permettre un arrêt maximal de la synthèse protéique. De plus, il semble que les trois codons 

stop ne soient eux-même pas équivalents quant à leur efficacité pour promouvoir l'arrêt de la 

traduction. 

2.1.1. Biais d'utilisation des codons stop 

Quelque soit l'organisme étudié, il est possible de mettre en évidence un biais 

d'utilisation des codons stop (voir tableau 2). Chez E. coli, S. cerevisiae, B. subtilis, D. 

melanogaster, le codon UAA est le codon le plus fréquemment rencontré à la fin des gènes, 

alors que chez l'homme, la souris ou M. tuberculosis, c'est le codon UGA que l'on rencontre le 

plus fréquemment (Jacobs et al., 2000). Cependant, le tableau 2 nous indique que, si au sein 

d'un génome l'utilisation des codons stop est effectivement biaisée, aucune différence n'est 

observée entre les régions codantes et les régions non codantes (sauf pour E. coli et B. 

subtilis). Cela implique donc, que pour la majorité des gènes et des organismes, il n'y a pas de 

sélection au niveau du codon stop. Finalement le biais observé au niveau des codons stop ne 

serait dû qu'à un biais d'utilisation des nucléotides.  

Contrairement à ce qui a été publié ces dix dernières années, il n'existe donc pas de 

corrélation systématique entre la fréquence d'utilisation d'un codon stop et son efficacité à 

promouvoir l'arrêt de la traduction. Au laboratoire, nous avons quantifié l'efficacité d'arrêt de 

la traduction des trois codons stop à la fois chez S. cerevisiae et dans les fibroblastes de souris 

NIH3T3 (voir tableau 2). Les résultats indiquent que chez S. cerevisiae le codon stop le plus 

efficace est le codon UAA, puis UAG et UGA, ce qui correspond effectivement à la fréquence 

de représentation de ces codons dans le génome de S. cerevisiae. En revanche, chez la souris, 

alors que le codon UGA est le plus représenté (il représente 50% des codons stop utilisés), 

c'est celui qui permet la moins bonne efficacité de terminaison (Laure Bidou communication 

personnelle). 
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Cependant lorsque l'on s'intéresse à une catégorie particulière de gènes (comme les 

gènes fortement exprimés), on s'aperçoit qu'un biais d'utilisation de certains codons apparaît, 

ceci est vrai aussi bien chez E.coli (Brown et al., 1990b) que chez S. cerevisiae (où le codon 

UAA est présent dans 87% des gènes fortement exprimés). Cependant il est envisageable que 

la modification du biais d'utilisation des codons stop pour ces gènes soit liée à une 

modification du biais des nucléotides utilisés dans ces gènes. Il serait intéressant de 

déterminer si lorsque le codon stop utilisé est faiblement efficace, la fréquence d'apparition 

d'un second codon stop après celui-ci est plus grande que dans le cas où le premier codon stop 

est très efficace. 

 UAA UAG UGA Efficacité de terminaison 
H. sapiens 28% 22% 50% n.d 
 34% 21% 44%  
S. cerevisiae 47% 23% 30% UAA>UGA>UAG 
 52% 23% 24%  
Mus_musculus 27% 23% 50% UAA>UAG>UGA 
 31% 23% 45%  
D. melagonaster 43% 33% 24% n.d 
 49% 24% 27%  
E. coli 59% 8,8% 32% n.d 
 44% 15% 40%  
B. subtilis 61% 14% 24% n.d 
 40% 18% 41%  
M. tuberculosis 15% 30% 55% n.d 
 15% 28% 57%  

Tableau 2 : Représentation des codons stop à la fin des séquences codantes (lignes blanches), 
et dans les séquences non codantes des différents génomes (lignes grisées en italiques). J'ai 
obtenu ces résultats en compilant les données présentes dans la banque de donnée TransTerm 
1999. 

 

La situation est cependant plus complexe, car le codon stop n'est pas le seul 

déterminant de l'efficacité d'arrêt du ribosome. Le contexte nucléotidique ainsi que la 

disponibilité en ARNt naturellement suppresseur sont des éléments influençant fortement 

l'efficacité de la terminaison. 
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2.1.2. Influence du contexte nucléotidique sur l'efficacité de terminaison de la 

traduction 

Le contexte nucléotidique a été intensivement étudié ces dernières années afin de 

décrire le rôle de celui-ci dans la terminaison de la traduction. En 1996, Tate et collaborateurs 

ont émis l'idée selon laquelle le signal de terminaison ne serait pas un triplet mais un 

quadruplet (Tate et al., 1996). L'idée est séduisante puisqu'il n'existe pas de contrainte au 

niveau du codon stop pour maintenir un code génétique à trois lettres (absence d'ARNt ayant 

un anticodon adapté aux codons stop). Nous allons maintenant résumer et analyser les 

données présentes dans les banques et les comparer aux expériences réalisées dans ce 

domaine. 

2.1.2.1. Le contexte situé en 5' du codon stop 

Plusieurs contraintes vont se superposer au niveau du contexte 5' d'un codon stop. 

Tout d'abord nous allons trouver le biais d'utilisation des codons puisque nous nous situons 

dans la phase codante. Ensuite il y a aussi des contraintes sur la nature des acides aminés 

placés à l'extrémité carboxy terminale de la protéine (ces contraintes peuvent être d'ordre 

structurale, catalytique, ou les deux). Enfin il s'agit de déterminer si les effets que l'on observe 

sont dus à la séquence de l'ARNm, à la nature de l'ARNt présent aux site P et E, ou encore à 

la nature des acides aminés présents dans la chaîne en élongation.  

Les premières analyses ont été uniquement descriptives, et ont permis de mettre en 

évidence l'existence d'un biais d'utilisation des 9 nucléotides précédant le codon stop chez les 

plantes angiospermes (Angenon et al., 1990). Des travaux plus récents montrent un biais 

d'utilisation s'étendant sur les 10 acides aminés précédents le codon stop chez Bacillus 

subtilis, avec une très nette sur-représentation de la lysine et une sous-représentation de 

l'alanine (Rocha et al., 1999). Chez E. coli on retrouve aussi une sur-représentation de la 

lysine, ainsi que de l'isoleucine et une sous-représentation de l'alanine (Mottagui-Tabar and 
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Isaksson, 1998). Ces différences de représentativité ont été corrélées avec des différences 

d'efficacité de terminaison de la traduction. Chez E. coli il a été montré que les deux derniers 

acides aminés avant le codon stop étaient ceux qui influençaient le plus fortement l'arrêt de la 

traduction (Mottagui Tabar and Isaksson, 1997; Mottagui-Tabar et al., 1994). Une lysine en 

position  -1 permet d'obtenir une bonne efficacité d'arrêt, alors qu'une proline ou thréonine 

entraînent une mauvaise efficacité de terminaison. De manière plus générale, Mottagui-Tabar 

et collaborateurs ont montré que la propriété acido-basique de l'avant dernier acide aminé était 

un élément important pour la terminaison de la traduction (Mottagui Tabar and Isaksson, 

1997). Il est intéressant de noter qu'une comparaison entre 2559 contextes de codons stop 

humains et E. coli a permis de mettre en évidence que le contexte 5' de ces deux organismes 

semble être relativement similaire (Arkov et al., 1995), même si les différences sont plus 

importantes que celles précédemment décrites entre B. subtilis et E. coli. 

Chez S. cerevisiae de tels biais ont aussi été observés. Il existe un effet des acides 

aminés en position –2, mais celui-ci est inverse à celui obtenu chez E. coli (Mottagui-Tabar et 

al., 1998). Chez la levure ce sont les acides aminés basiques (tel que l'arginine) qui donnent 

les moins bonnes efficacités de terminaison, et les acides aminés acides (tel l'aspartate) qui 

permettent une terminaison efficace. A la position –1 (c'est à dire au site P du ribosome quand 

le codon stop est au site A), l'effet semble être dû à la nature de l'ARNt présent dans le site 

(Mottagui-Tabar et al., 1998). 

En conclusion, il semble clair, que le polypeptide en élongation va influencer 

l'efficacité de terminaison de la traduction quelque soit l'organisme étudié. Nous avons 

précédemment vu que le tunnel de sortie du ribosome recouvrait environ une dizaine d'acides 

aminés (ce qui correspond justement à la zone présentant un biais avant le codon stop). Les 

interactions entre le ribosome et la chaîne en élongation sont nombreuses et affectent 

fortement la structure même du ribosome. Il est donc tout à fait concevable que ces 
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modifications de structures affectent le site A du ribosome et donc la reconnaissance du codon 

stop. La charge des acides aminés n'est pas le seul paramètre puisque nous venons de voir que 

la nature de l'ARNt situé au site P était importante. On ne sait pas encore si l'importance de 

cet ARNt est due à des interactions entre l'ARNt et le ribosome (protéines ou ARNr), à des 

interactions directes entre le peptidyl-ARNt et l'ARNt suppresseur, ou alors à une 

modification structurale du site A en fonction de l'ARNt présent au site P. 

Toutes ces études ont permis de mieux cerner le rôle du contexte 5' dans la 

terminaison de la traduction, cependant l'effet du contexte 5' ne semble pas être indépendant 

des nucléotides qui suivent le codon stop. Effectivement, des résultats de l'équipe de Bedwell 

semblen indiquer que les séquences 5' et 3' agissaient de manière synergique pour déterminer 

l'efficacité de terminaison de la traduction chez S. cerevisiae (Bonetti et al., 1995). 

2.1.2.2. Le contexte situé en 3' du codon stop 

Rôle du nucléotide suivant le codon stop. 

Nous avons vu qu'il n'existe pas de biais d'utilisation des codons stop dans la plupart 

des organismes considérés (voir tableau 2), et que cela avait amené Tate et ses collaborateurs 

à émettre l'hypothèse d'un signal constitué de 4 nucléotides au lieu de trois (Brown et al., 

1990a; Tate et al., 1996). Comme dans le cas du contexte 5', il y a un très fort biais de 

représentation du nucléotide qui suit le codon stop (nucléotide +4), aussi bien chez les plantes, 

que dans les bactéries, les mammifères ou la levure (Jacobs et al., 2000). La figure 8, nous 

indique qu'un biais important de représentation des tétranucléotides (codon stop +1 base), 

apparaît pour certaines combinaisons. Nous pouvons voir que ce biais est exactement le même 

entre l'homme et la souris (UGA G est sur-représenté UAA A est sous-représenté). Chez S. 

cerevisiae seuls deux tétranucléotides sont sur-représentés (UAA G et UGA G), alors que 

chez D. melanogaster de nombreux biais positifs ou négatifs apparaissent (UAA A/U/C, UGA 

A sont sous-représentés; alors que UAA G, UAG A/G et UGA G sont sur-représentés). Chez 
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les procaryotes la situations est similaire, à l'exception de M. tuberculosis pour lequel un seul 

biais assez faible apparaît. 

A.

B.

Figure 8 :  Fréquen ce d'uti lisation de s différen ts tétranucl éotid es dans  les organi smes
eucaryot es (A), et procaryotes (B). Pour chaqu e espèce et ch aque t étranu cléo tide,  la fréquen ce
d'appa rition  des tétranucléo tides en fin de séquen ce cod ante  est représent ée en  ordonnée. En
parallèle  la fréquen ce d'appa rition  des même tétranucl éotid es dans  les région s non cod ante s
du géno me est indiqué e. Les bia is de  rep résentat ion (sur-représentation  ou sous-
représenta tion,  sont  signa lés pa r des flèche s de cou leur fonc ée pour les biais pos itifs, et claire
pour les b iai s nég ati fs.
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Il est extrêmement intéressant de mettre en relation ces biais avec les efficacités de 

terminaison mesurées. Dans le cas de la levure on obtient la hiérarchie suivante (du 

tétranucléotide le plus efficace au moins efficace) (Bonetti et al., 1995) : 

 Pour les codons UGA et UAA : G>U=A>C 

 Pour le codon UAG : U=A>C>G 

Dans le cas des codons UAA et UGA, les combinaisons les plus efficaces, sont celles 

qui sont le plus fortement biaisées. Il y a donc une parfaite corrélation entre la représentation 

des tétranucléotides (au moins pour UAA et UGA) et leur efficacité à promouvoir l'arrêt de la 

traduction. La situation est identique chez les mammifères où l'ordre d'efficacité des 

tétranucléotides UGA à promouvoir l'arrêt de la synthèse protéique est : G>U>A>C, or le 

tétranucléotide UGA G est très nettement sur-représenté. En ce qui concerne les procaryotes, 

nous obtenons les mêmes conclusions chez E. coli, puisque le tétranucléotide UAA U est sur-

représenté, et c'est le plus efficace pour arrêter la traduction, alors que le tétranucléotide UGA 

C est sous-représenté et c'est celui qui permet la moins bonne efficacité de terminaison. Nous 

pouvons rappeler en parallèle à ces conclusions, que des expériences menées in vitro ont 

permis de mettre en évidence que cette 4ème base interagissait indirectement avec un des 

facteurs de terminaison bactérien (RF2) (Poole et al., 1998).  

Toutes ces données indiquent que le signal de terminaison est très probablement un 

quadruplet! Bien que cette conclusion puisse paraître surprenante, elle permet d'expliquer 

simplement l'ensemble des résultats accumulés ces dernières années. Il est nécessaire de 

nuancer tous ces résultats, car comme nous le verrons un contexte élargi influence fortement 

l'efficacité d'arrêt de la traduction. Nous verrons aussi dans le chapitre 2.3, que les bases 

moléculaires de la reconnaissance du codon stop par le facteur de terminaison procaryote RF1 

ont été élucidées récemment. La spécificité de reconnaissance du codon stop s'explique 
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parfaitement en utilisant un signal de terminaison composé uniquement de trois nucléotides 

(Ito et al., 2000).  

Ces contradictions concernant certains résultats indiquent probablement que nous 

n'avons pas encore réussi à comprendre totalement les mécanismes mis en jeu au moment de 

la terminaison de la traduction, et que les modèles que nous possédons actuellement ne sont 

que partiels, puisqu'ils ne permettent pas d'expliquer l'ensemble des résultats. 

 Influence d'un contexte 3' plus large. 

 La quatrième base n'est pas le seul déterminant situé en 3' du codon stop. Il a été 

démontré qu'un contexte plus étendu est impliqué dans la terminaison de la traduction. Chez 

les plantes, l'équipe d'Atkins a mené une série de mutagénèses sur le contexte 3' d'un codon 

stop particulièrement peu efficace. Ils sont arrivés à la conclusion que les 6 nucléotides 

suivant le codon stop jouaient un rôle important dans l'efficacité de terminaison (Skuzeski et 

al., 1991). Ces expériences leur ont aussi permis de déterminer que le contexte CAR-YYA 

était le plus défavorable pour la terminaison dans les protoplastes de tabac. Cependant ces 

résultats ne peuvent pas être généralisés à tous les organismes, car ce même contexte permet 

une très bonne efficacité de terminaison chez E. coli (résultats non publiés). Aucun modèle n'a 

encore été proposé pour rendre compte de l'effet de ce contexte, mais il semble que ce ne soit 

pas dû ni à des interactions avec un ARNt, ni à un structure particulière de l'ARNm au niveau 

de cette séquence CAR-YYA (Skuzeski et al., 1991). Chez la levure, les données disponibles 

indiquent que le contexte 3' serait beaucoup plus réduit, et se limiterait aux trois nucléotides 

suivant le codon stop (Bonetti et al., 1995). De plus son effet dépendrait en partie de la nature 

des séquences présentes en 5' du codon stop, aucune explication n'est actuellement proposée 

pour expliquer ces observations.  

 Nous venons de voir à quel point le contexte nucléotidique est primordial pour obtenir 

une bonne efficacité de terminaison. Il faut savoir que dans le cas particulier du gène GCN4, il 
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a été démontré que les 10 nt suivant le codon stop jouaient aussi un rôle essentiel dans 

l'efficacité de dissociation du ribosome (Grant and Hinnebusch, 1994). La traduction de ce 

gène est sous contrôle de deux petites phases ouvertes de lectures (uORF) situées dans la 

séquence 5' leader. Le contexte situé à la fin de la première uORF ne permet pas une 

dissociation efficace du ribosome. Dans ce cas là, le ribosome balaye la région située après 

l'uORF1. En condition de carence d'acide aminé, le facteur eIF2 est limitant, le ribosome est 

alors incapable de ré-initier la traduction au niveau de l'uORF4. Ce qui lui permet d'atteindre 

le codon AUG du gène GCN4 et de ré-initier la traduction. En condition de non carence, le 

facteur eIF2 n'est pas limitant, ce qui entraîne une ré-initiation précoce au codon AUG de 

l'uORF4. Or le contexte de terminaison de l'uORF4 est très efficace pour dissocier le 

ribosome, ce qui empêche toute ré-initiation au niveau de GCN4. Cette différence de 

comportement entre les deux codons de terminaison des uORF1 et 4 est due à leur contexte 

nucléotidique, qui inclut le codon précédent le codon stop, et les dix nucléotides suivants. Ces 

résultats sont très intéressants car ils indiquent que selon le contexte de terminaison du codon 

stop le ribosome peut, après l'arrêt de la synthèse protéique, soit se dissocier totalement, soit 

continuer de balayer l'ARNm pour éventuellement ré-initier un nouveau cycle de traduction. 

Chez S. cerevisiae et plus généralement chez les eucaryotes les étapes post-terminaison 

demeurent totalement inconnues, certains résultats vont dans le sens où la petite sous-unité 

resterait accrochée à l'ARNm (Czaplinski et al., 1998), alors que d'autres indiquent que tous 

les composants du ribosome se détachent (Yun et al., 1996). Il est possible que les deux 

situations se produisent selon le type de séquence rencontré au moment de la terminaison de 

la traduction. Il serait important de déterminer s'il existe une corrélation entre une forte 

efficacité de terminaison de la traduction, et une forte capacité du contexte à provoquer la 

dissociation du ribosome. 
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En résumé, la terminaison n'est pas un phénomène passif, qui serait simplement la 

conséquence de l'absence d'ARNt capable de reconnaître le codon stop. C'est au contraire un 

mécanisme actif, nécessitant l'hydrolyse du GTP, et faisant intervenir plusieurs facteurs 

protéiques. Nous allons maintenant décrire les différents facteurs intervenant en trans dans le 

mécanisme de terminaison de la traduction. 

 

2.2. Les facteurs de terminaison 

Les facteurs de terminaison sont des protéines essentielles au bon déroulement de la 

terminaison de la traduction et au recyclage des composants du ribosome. Il existe une grande 

similitude entre les facteurs eucaryotes et procaryotes. Trois facteurs ont été identifiés chez 

les procaryotes, RF1, RF2, RF3. Les facteurs RF1 et RF2, sont ceux qui reconnaissent 

directement le codon stop (voir chapitre 2.3). RF1 reconnaît les codons stop UAA et UAG, 

RF2 reconnaît lui les codons UAA et UGA. Le troisième facteur, RF3, fait partie de la famille 

des protéines G, hydrolysant le GTP. Contrairement aux deux précédents, RF3 n'est pas 

essentiel et ne présente aucune spécificité de codon. Le rôle exact de ce facteur n'est pas 

clairement défini, mais il semble qu'il intervienne dans l'étape permettant le relargage de RF1 

ou RF2 du site A, après que ceux-ci aient provoqué l'arrêt de la traduction et le relargage du 

polypeptide néosynthétisé (Karimi et al., 1999). D'autres facteurs sont alors nécessaires à la 

dissociation complète du ribosome. Le facteur RRF, dissocie les deux sous-unités 

ribosomiques, puis intervient le facteur IF3, qui dissocierait le dernier ARNt encore présent 

dans la petite sous-unité du ribosome (Karimi et al., 1999). Ce modèle est le plus récent quant 

au mode d'action des facteurs de terminaison bactériens et demande sans doute à être 

confirmé. 
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Chez les eucaryotes, même si les mécanismes moléculaires sont globalement 

conservés, la situation est sensiblement différente. Les eRF sont codés par une catégorie de 

gènes très conservés chez tous les eucaryotes (Urbero et al., 1997). Jusqu'à présent 

uniquement deux facteurs de terminaison ont été identifié et les étapes suivant l'arrêt de la 

terminaison sont très mal connues. Une comparaison des mécanismes de terminaison entre les 

procaryotes et les eucaryotes est présentée figure 9. Nous allons maintenant décrire ce qui est 

connu de la structure des facteurs de terminaison eucaryotes et de leur mode d'action. 

 

2.2.1. Fonction et structure du facteur eRF1. 

Contrairement à ce qui est le cas chez les procaryotes, le facteur eRF1 est capable de 

reconnaître les trois codons stop (Frolova et al., 1994; Nakamura and Ito, 1998; Stansfield et 

al., 1995). Nous verrons en détail au chapitre suivant comment ces facteurs protéiques sont 

capables de différencier un codon sens d'un codon non sens. Chez les eucaryotes ce gène est 

essentiel. Une des caractéristiques attendue pour les facteurs de terminaison, est que leur sur-

expression doit entraîner un phénotype d'anti-suppression (une meilleure terminaison sur les 

codons stop peu efficaces). Chez les mammifères la sur-expression de eRF1 seul permet 

d'obtenir ce phénotype alors que chez la levure il faut sur-exprimer conjointement les facteurs 

eRF1 (codé par le gène SUP45) et eRF3 (codé par le gène SUP35) pour obtenir une meilleure 

efficacité d'arrêt de la traduction (Stansfield et al., 1995). Cependant, il semble que les 

expériences sur lesquelles ces conclusions s'appuyent soit en partie erronées, et que la sur-

expression de eRF1 seul permette aussi d'obtenir l'effet d'antisuppression chez S. cerevisiae (I. 

Stansfield communication personnelle).  

 La structure cristallographique du facteur eRF1 humain a récemment été obtenue à une 

résolution de 2,8Å (Song et al., 2000). Les trois domaines mis en évidence au sein de cette 

protéine sont représentés sur la figure 10. Le domaine N-terminal (domaine 1, en bleu) 
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intervient dans la reconnaissance des codons stop, notamment grâce à la présence d'un motif 

très particulier (TAS) (Bertram et al., 2000; Ito et al., 2000). Le domaine central (domaine 2, 

en vert) est impliqué dans l'hydrolyse de la dernière liaison peptidyl ARNt, en recrutant une 

molécule d'eau. Le motif (GGQ) présent dans ce domaine est le seul motif conservé entre les 

différents facteurs de terminaison de classe I (aussi bien procaryotes que eucaryotes) (Frolova 

et al., 1999). La glutamine présente dans ce motif (qui serait l'équivalent du motif CCA trouvé 

dans les ARNt) permettrait le recrutement d'une molécule d'eau qui servirait de substrat pour 

former une liaison avec le peptidyl-ARNt. La réaction d'hydrolyse permettant le relargage du 

polypeptide néosynthétisé correspondrait à l'activité peptidyl-transférase du ribosome (Song 

et al., 2000). Le domaine C-terminal (domaine 3, en orange), est impliqué dans la liaison avec 

le facteur eRF3 et le ribosome (Frolova et al., 2000). Le rôle exact de ces interactions n'est pas 

encore bien compris, car il a été démontré qu'une forme mutante du facteur eRF1, dans 

laquelle la partie C-terminale était absente, conservait son activité de facteur de terminaison 

(Ebihara and Nakamura, 1999; Eurwilaichitr et al., 1999). De plus l'interaction entre les deux 

facteurs n'est pas non plus nécessaire au relargage du peptidyl ARNt (Frolova et al., 2000). 

Une autre possibilité serait que dans tous ces exemples il y ait bien une intéraction, mais que 

celle-ci soit trop faible pour être détectée. Il faut cependant savoir que le domaine 3, joue 

d'autres rôles que nous détaillerons au chapitre 2.4. 

 Toutes ces données sont à rapprocher du fait que chez les procaryotes aucune 

interaction entre les facteurs RF1/2 et RF3 a pu être mise en évidence (Nakamura et al., 

1996). Nous allons maintenant aborder le rôle du facteur eRF3 dans la terminaison eucaryote. 
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Figure 10 : Représentation de la structure 3D du facteur eRF1 humain. Les trois domaines 
sont représentés de différentes couleurs. En bleu le domaine 1, impliqué dans la 
reconnaissance du codon stop. En vert le domaine 2, possédant le motif conservé GGQ, 
impliqué dans l'hydrolyse de la dernière liaison peptidyl-ARNt. En orange le domaine 3, 
permettant la liaison au ribosome et au facteur eRF3 (Song et al., 2000). 

 

2.2.2. Le facteur eRF3 et la terminaison de la traduction 

Une des plus importantes différences entre le facteur eRF3 et le facteur RF3, est que le 

facteur eucaryote est codé par un gène essentiel (Kushnirov et al., 1988). La protéine eRF3 est 

constituée de deux domaines bien distincts. Le premier situé à l'extrémité N-terminale (254 

premiers acides aminés), aussi appelé domaine régulateur, est impliqué dans le changement de 

conformation de la protéine. Le second domaine interagit avec eRF1 et porte l'activité GTPase 

(Ter Avanesyan et al., 1993). Les similarités de séquences entre eRF3 et eEF1A ont fait naître 

l'hypothèse selon laquelle eRF3 posséderait un rôle similaire à celui du facteur d'élongation. Il 

permettrait ainsi d'apporter le facteur eRF1 dans le ribosome (Eurwilaichitr et al., 1999). 

Cependant les résultats indiquant que l'interaction entre eRF1 et eRF3 n'est pas nécessaire 

pour obtenir une activité de terminaison de la traduction vont à l'encontre de cette hypothèse. 
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Une autre possibilité serait que eRF3 possède à la fois les activités des facteurs RF3 et RRF. Il 

faut savoir que le gène codant le facteur RRF, pourtant essentiel au recyclage du ribosome, ne 

possède pas d'homologue chez les eucaryotes. Or il est extrêmement improbable que les 

cellules eucaryotes soient dépourvues de cette activité. Cette hypothèse reste encore à 

confirmer, mais elle permettrait d'expliquer pourquoi le gène codant le facteur eRF3 est un 

gène essentiel.  

La figure 11, représente les différents gènes codant pour des facteurs eRF3, avec leur 

homologie. Nous pouvons remarquer que le facteur eRF3, codé par le gène SUP35 de S. 

cerevisiae, présente une structure différente des autres au niveau de son domaine N-terminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Représentation des différents eRF3, en fonction des organismes. Toutes ces 
protéines possèdent un domaine très conservé le domaine eEF1α, qui contient le domaine de 
fixation au GTP (domaine G) avec 4 sites consensus symbolisés par les barres noires. La 
région N-terminale en revanche est très différente d'un organisme à l'autre. Chez S. cerevisiae 
les domaines MN sont atypiques et sont aussi appelés "domaine prion". Chez l'homme et la 
souris le domaine N-terminal contient des répétitions GGGG. La souris possède deux gènes 
presque identiques à l'exception de leurs domaines N-terminal. La taille des protéines est 
indiquée à droite en acides aminés. 

 

 Les domaines NM, riches en glutamine situés à l'extrémité N-terminale de la protéine 

présentent de fortes similitudes avec le domaine retrouvé dans la protéine PrPc, dont le 
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changement de conformation est responsable de maladies neurodégénératives (Ironside, 2000; 

Schirmer and Lindquist, 1997). Il a été montré par l'équipe de Ter-Avanesyan que le facteur 

eRF3 pouvait changer de conformation, ce qui entraîne alors son agrégation dans la cellule. 

Cette modification conformationnelle est infectieuse et la protéine ainsi obtenue est inactive 

par rapport au processus de terminaison (Ter-Avanesyan et al., 1994). Ainsi la protéine eRF3 

est devenue un modèle pour l'étude des mécanismes de type prions. Une cellule dans laquelle 

le facteur eRF3 est partiellement agrégé (souche [PSI+]) présente un phénotype 

d'allosuppression (Paushkin et al., 1996). Ce phénotype se caractérise principalement par le 

fait que l'activité des ARNt suppresseurs est fortement augmentée en contexte [PSI+]. 

L'influence du facteur [PSI+] sur le taux d'erreur de base au niveau de la terminaison dépend 

fortement du contexte nucléotidique entourant le codon stop. Ainsi, l'efficacité d'arrêt au 

niveau des codons situés dans un contexte de terminaison très efficace n'est que très peu 

modifiée, alors que les modifications sont très importantes pour les codons stop situés dans 

des contextes faibles (voir article N°1). 

Il a été démontré que le facteur [PSI+], extrêmement stable en conditions optimales de 

croissance, pouvait être éliminé de la cellule par des stress. Il semblerait de plus que l'état 

[PSI+] confère à la levure un avantage sélectif (Eaglestone et al., 1999; True and Lindquist, 

2000). Il existe une multitude de phénotypes associés à la présence du facteur [PSI+] (True 

and Lindquist, 2000), ce qui permet de supposer que la suppression de certains codons stop 

pourrait avoir des répercussions très importantes sur la physiologie de la cellule. Cependant le 

rôle physiologique exact de ce facteur n'est pas encore compris. Les dernières hypothèses 

avancées dans ce domaine l'ont été par Susan Lindquist (Lindquist, 1997; True and Lindquist, 

2000). Elle suppose que l'apparition d'une mutation non-sens (stop) dans un gène permet de 

lever la pression de sélection sur la partie située en 3' de cette mutation. Ainsi, les 

modifications vont pouvoir être accumulées rapidement. Dans certaines conditions la cellule 
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va devenir [PSI+], ce qui permettra aux ribosomes de franchir les codons stop faiblement 

efficaces, ainsi il est possible que la traduction de la partie 3' permette de donner un avantage 

sélectif. Si cet avantage est maintenu, au cours des générations le codon stop pourra 

disparaître, supprimant ainsi la nécessité d'être dans un contexte [PSI+]. Cette hypothèse est à 

la fois originale et audacieuse, cependant aucune preuve expérimentale n'est encore venue la 

conforter. Nous verrons dans les chapitres suivants, que nos résultats mettent en évidence un 

rôle important du facteur [PSI+] dans les modifications de la concentration intracellulaire 

d'AMPc. 

Nous venons de décrire la structure et les domaines actifs des deux facteurs de 

terminaison eucaryotes. Nous allons maintenant aborder les mécanismes grâce auxquels les 

facteurs de classe I (eRF1, RF1) arrivent à discriminer entre les codons stop et les codons 

sens. 

2.3. Mécanismes de reconnaissance du codon stop 

Les facteurs de classe I, doivent pouvoir pénétrer au site A du ribosome pour y reconnaître 

le codon stop. Cela est possible grâce à une structure tridimensionnelle similaire à celles des 

ARNt. La figure 12, représente la comparaison entre la structure d'un ARNt et celle du facteur 

eRF1 humain. Nous constatons effectivement que ces deux molécules sont très similaires au 

niveau de leur structure et de leur taille. En revanche le mécanisme grâce auquel les facteurs 

de classe I pénètrent dans le site A demeure inconnu, puisque nous avons vu précédemment 

que l'interaction entre les facteurs de classe I et de classe II n'était pas nécessaire à la 

terminaison de la traduction. 
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Figure 12 : Comparaison  entre les structures 3D du facteur eRF1,  et de l'ARNtPhe de S.
cerevisiae. A gauche les trois domaines du facteur eRF1  sont représentés, en vert le
domai ne 1, en rouge le domaine 2, e n bleu le domaine 3. On peut constater une grande
similitude dans les deux s tructures, qui sont pa r ail leurs de tail le é quival ente (Naka mura
et al., 2000 ).

 

L'homologie de structure entre eRF1 et les ARNt, nous indique que le domaine 1 doit 

interagir avec l'ARNm. Des expériences de mutagénèse ont indiqué que la spécificité de 

reconnaissance des codons stop était conférée par un motif constitué de trois acides aminés. Il 

a été démontré que le 1er et le 3eme acide aminé de ce tripeptide interagissent effectivement 

avec les bases constituant le codon stop. L'équipe de Nakamura a pu démontrer comment ce 

tripeptide discriminait entre un codon sens et un codon stop. Ces résultats sont résumés dans 

le tableau 3. 

Facteur de classe I Tripeptide 1ere base Spécificité de reconnaissance
de la 2eme et 3eme base 

RF1 Pro-Ala-Thr U A A/G 
RF2 Ser-Pro-Phe U A/G A 

RF_SPT Ser-Pro-Thr U A/G A/G 
eRF1 Thr-Ala-Ser U A/G A/G 

Tableau 3 : Les tripeptides de chaque facteur de classe I sont représentés avec leur 
spécificité. Ce sont les premiers et troisième acides aminés de ce motif qui confèrent la 
spécificité de reconnaissance du codon de terminaison (Ito et al., 2000). 
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Nous pouvons constater que ce tripeptide ne permet de différencier que les 2eme et les 

3eme bases du codon stop. Il doit donc exister un autre déterminant permettant de sélectionner 

la première base du codon stop. Le principe de reconnaissance est principalement lié à la 

reconnaissance ou l'exclusion du groupement positionné en C6 des bases (NH2 pour la 

Guanosine, H pour l'Adénosine). D'après les règles décrites le tripeptide présent dans le 

facteur eRF1 est bien capable de reconnaître les combinaisons permettant d'obtenir les trois 

codons stop. Cependant, comme le facteur mutant RF_SPT (Tableau 3), il devrait être capable 

de provoquer l'arrêt de la traduction au niveau du codon Trp (UGG). Comme ce n'est pas le 

cas, il doit exister au sein du facteur eRF1 un ou plusieurs autres déterminant permettant 

d'éviter un arrêt de la traduction au niveau du codon tryptophane. Le mécanisme de 

reconnaissance est très efficace, cependant il a été déterminé que chez E. coli, les codons 

UAU et UGG étaient des codons au niveau desquels les arrêts prématurés de la traduction 

étaient très fréquent. Pour une protéine de 1500 acides aminés, environ 20% des ribosomes 

vont être arrêtés de manière prématurée (Freistroffer et al., 2000).  

De nombreuses mutations dans les ARNr provoquant une modification de la fidélité de la 

terminaison de la traduction ont été identifiées (Arkov et al., 1998; Arkov and Murgola, 1999; 

Chernoff et al., 1994; Green and Noller, 1997; Liebman et al., 1995; Velichutina et al., 2000; 

Yoshizawa et al., 1999). Toutes ces mutations prouvent que, comme pour la sélection des 

ARNt lors de l'élongation, les ARNr jouent aussi un rôle important dans le mécanisme de 

terminaison. Cependant nous ne savons pas si ce rôle se situe au niveau de la reconnaissance 

des signaux de terminaison, dans la sélection des facteurs de classe I, ou encore dans la contre 

sélection d'ARNt naturellement suppresseurs.  

 

Ces dernières années, la compréhension des mécanismes de terminaison, surtout 

procaryote, a fait de gros progrès. Les récentes données cristallographiques et de mutagenèse 
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ont permis de répondre, par l'affirmative, à une question principale : Les facteurs de classe I 

reconnaissent t'ils directement le signal de terminaison? Toutes ces données nous montrent 

bien à quel point il est important pour la cellule de maintenir une discrimination efficace entre 

les codons/quadruplets de terminaison et les codons sens. Il est d'ailleurs possible que la 

quatrième base soit un moyen supplémentaire de discriminer entre le signal d'arrêt de la 

traduction et les codons sens. 

2.4. Implication des protéines "accessoires" dans la terminaison de la 

traduction 

Les facteurs eRF1 et eRF3 sont donc les deux facteurs principaux impliqués dans l'arrêt de 

la synthèse protéique. Nous venons de voir que tous les aspects du mécanisme de terminaison 

ne sont pas encore élucidés, surtout chez les eucaryotes où ces facteurs semblent avoir 

plusieurs rôles différents et pas uniquement dans la terminaison de la traduction. Ces 

dernières années de nombreux facteurs interagissant avec l'un ou l'autre des facteurs de 

terminaison ont été identifiés. Nous allons maintenant faire le point sur les données 

concernant ces interactants. 

 

2.4.1. Les protéines interagissant avec les facteurs de terminaison 

La plupart des protéines identifiées comme interagissant avec les facteurs de 

terminaison, interagissent spécifiquement avec le facteur eRF3, ce qui permet d'imaginer 

d'autres fonctions importantes pour ce facteur de terminaison. Nous allons d'abord aborder le 

cas des protéines phosphatases, seuls interactants connus spécifiques du facteur eRF1, avant 

de nous intéresser au facteur eRF3. 
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2.4.1.1. Liaison entre deux sous-unités de PP2A et le facteur eRF1 

Les protéines phosphatases de type 2A (PP2A), font partie de la famille des protéines 

PPP, qui comprend des enzymes spécifiques des résidus phosphoserines et phosphothréonines 

(Cohen, 1997). PP2A appartient à une famille très variée d'enzymes présentes chez les 

mammifères; la plupart sont cytoplasmiques, mais il en a été trouvées dans le noyau ou liées 

aux membranes (Inagaki et al., 1994; Sontag et al., 1995; Walter and Mumby, 1993). Deux 

gènes codant des sous-unités catalytiques ont été identifiés chez les mammifères, il s'agit des 

sous-unités PP2Acα et PP2Acβ. Des expériences de co-purification ainsi que de double 

hybride, ont permis de mettre en évidence des interactions entre le facteur eRF1 et la sous-

unité PP2Acα,  ainsi qu'avec la sous-unité régulatrice PR65α/Aα. Des expériences 

complémentaires de calcul de l'activité phosphatase associée aux ribosomes ont mis en 

évidence que 1 à 2% de la quantité totale de PP2Ac était liée aux polysomes (Andjelkovic et 

al., 1996). Le rôle physiologique de ces interactions n'a toujours pas été mis en évidence 

puisqu'il a été démontré que la présence de PP2A n'avait aucune influence sur l'efficacité de 

terminaison de la traduction (Andjelkovic et al., 1996). Une possibilité serait que le facteur 

eRF1 soit la cible de cette phosphatase, cependant il n'a jamais encore pu être prouvé de 

phosphorylation du facteur eRF1. Un autre rapport entre phosphorylation et terminaison de la 

traduction a été mis en évidence chez S. cerevisiae par la délétion du gène codant la protéine 

PPQ (Chen et al., 1993). Une forme mutante de ce gène, déjà identifié sous le nom de sal6, 

avait été décrite pour son phénotype d'allosuppression (Vincent et al., 1994). Ce mutant 

présente une efficacité de traduction beaucoup plus faible, qui semble être la cause des effets 

pleïotropes observés : une morphologie anormale, et un ralentissement important de la 

croissance.  

L'influence d'éventuelles modifications post-transcriptionnelles du facteur eRF1 sur la 

terminaison de la traduction demeure un sujet encore peu étudié et qui sans doute ouvrira de 
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nouvelles perspectives quant aux possibilités de régulation de cette étape importante de 

l'expression génique. 

2.4.1.2. Facteurs interagissant avec eRF3 par crible double hybride. 

Dans le but de comprendre la fonction du domaine N-terminal du facteur eRF3, un 

crible double hybride a été entrepris par l'équipe de Chernoff, afin d'identifier les protéines 

interagissant avec celui-ci. A l'issue de ce crible, 4 protéines ont été identifiées : Le facteur 

d'élongation EF-2, deux protéines impliquées dans le contrôle du métabolisme du glucose 

(Reg1, Eno2), ainsi que la protéine Sla1p impliquée dans l'assemblage du cytosquelette 

(Bailleul et al., 1999). La signification physiologique de ces interactions demeure inconnue, 

cependant il a été montré que la protéine Sla1p est impliquée dans la formation des agrégats 

[PSI+].  

2.4.1.3. Pabp1 et le facteur eRF3 

La protéine liant la queue polyA (Pabp) des ARNm est une protéine essentielle pour la 

stabilité de ces ARNm. Elle se fixe spécifiquement sur la queue polyA en formant un 

complexe homopolymérique. Cette fixation protège ainsi l'ARNm de la dégradation par des 

exonucléases 3'  5'. Comme nous l'avons vu en introduction, un nouveau rôle de cette 

protéine est apparu lorsque l'on a découvert qu'elle était capable d'interagir avec le facteur 

d'initiation eIF4G. Il a aussi été rapporté que le domaine C-terminal de Pabp interagit avec le 

domaine N-terminal du facteur eRF3 (Hoshino et al., 1999). Nous avons vu que, chez S. 

cerevisiae, ce domaine présente une structure particulière impliquée dans un mécanisme de 

type prion. Ainsi un modèle couplant terminaison de la traduction et stabilité des ARNm a été 

imaginé. Selon ce modèle, après avoir provoqué l'arrêt de la traduction, le facteur eRF3 

interagirait avec une des molécules de Pabp fixée sur la queue polyA. Cette interaction étant 

exclusive de l'interaction Pabp-Pabp, celle ci se détacherait de la queue poly A. Celle-ci 
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pourrait alors être attaquée par des exonucléases. Ainsi à chaque cycle de traduction, il se 

produirait un raccourcissement de la queue poly A, jusqu'à sa disparition totale, provoquant la 

dégradation complète de l'ARNm. 

2.4.1.4. Interactions entre les ARN hélicases et les facteurs de terminaison 

2.4.1.4.1. Les facteurs Upf 

Les facteurs Upf ont tout d'abord été identifiés chez la levure S. cerevisiae, 

avant que de nombreux homologues soient découverts chez d'autres eucaryotes (Leeds et al., 

1991; Lykke-Andersen et al., 2000; Page et al., 1999). Ils interviennent dans la voie de 

dégradation des ARNm possédant des codons stop précoces (NMD)(He et al., 1997; Lelivelt 

and Culbertson, 1999; Muhlrad and Parker, 1999a). Trois facteurs Upf1p, Upf2p, Upf3p, ont 

été identifiés à ce jour (He et al., 1997). Le facteur Upf1p est une hélicase ATPase ARN 

dépendante (Czaplinski et al., 1995). La protéine est constituée de deux domaines : la partie 

N-terminal de la protéine possède une région riche en cystéine, et histidine formant deux 

domaines à doigts de Zinc putatifs. Des mutations dans cette région ont été identifiées comme 

ayant un effet suppresseur (Weng et al., 1996a). Le domaine C-terminal quant à lui possède 

l'activité hélicase. Upf1p se fixe à la protéine Upf2p, riche en résidus acides (Cui et al., 1995), 

qui elle-même interagit avec Upf3p. Ces deux protéines, elles aussi impliquées dans la voie 

NMD contrôlent l'activité du facteur Upf1 (Wang et al., 2001). Une souche dans laquelle l'un 

des trois facteurs UPF a été délété, présente une forte stabilisation des transcrits possédant un 

codon stop précoce, ainsi qu'une modification de la fidélité de la traduction (Wang et al., 

2001). Les premières expériences avaient permis de montrer une modification du taux de 

décalage du cadre de lecture en –1 et du taux de suppression des codons stop (Cui et al., 

1996). Récemment nous avons remis en cause ces résultats, en démontrant que la délétion des 

facteurs UPF n'entraînait pas de modification du taux de décalage du cadre de lecture en –1, 
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mais en revanche affectait bien l'efficacité de terminaison de la traduction ((Bidou et al., 

2000), Annexe 1). Les différences de résultats peuvent aussi s'expliquer par une différence 

dans les systèmes de mesure utilisés ((Stahl et al., 2000), discuté en annexe2). Les variations 

observées sont sans doute en partie dues à une augmentation du taux d'initiation de la 

traduction dans une souche délétée des facteurs Upf (Muhlrad and Parker, 1999b). Des 

résultats récemment publiés par l'équipe de Jacobson, démontrent que les facteurs Upf 

régulent le décoiffage des ARNm de manière indépendante de la queue poly A (He and 

Jacobson, 2001). L'étape de décoiffage précède la dégradation 5'  3' de l'ARNm par les 

exoribonucléases Xnr1p et Rat1p. Nous avons précédemment vu le rôle primordial de la 

coiffe dans l'initiation de la traduction. Ainsi dans une souche délétée des facteurs Upf, les 

ARNm possédant un codon stop précoce ne sont plus aussi efficacement décoiffés, ce qui 

permet de maintenir une initiation de la traduction efficace, ce qui n'est pas le cas dans une 

souche suavage. 

Le facteur Upf1p interagit directement avec les deux facteurs de terminaison 

eRF1/eRF3, ce qui permettrait le recrutement de ce facteur au niveau du ribosome et explique 

sans doute son effet sur l'efficacité de terminaison de la traduction. Des expériences de 

mutagenèses ont permis de montrer qu'il était possible de découpler l'activité impliquée dans 

la dégradation des ARNm de celle impliquée dans la terminaison de la traduction (Weng et 

al., 1996b). De récentes données publiées par l'équipe de Peltz, indiquent que les protéines 

Upf2p et Upf3p interagissent directement avec eRF3, et que ces interactions sont exclusives 

de l'interaction entre eRF1 et eRF3 (Wang et al., 2001). Il y a donc compétition entre la 

formation du complexe Upf2p-Upf3p : eRF3 et la formation du complexe de terminaison 

eRF1 : eRF3. Le facteur Upf1p quand à lui se lie au complexe eRF3 : eRF1. Il a été montré 

que la dissociation du facteur eRF3 de la protéine Upf1p a pour conséquence l'activation de 
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l'activité hélicase de cette dernière (Czaplinski et al., 1998). Le modèle proposé par l'équipe 

de Peltz est présenté à la Figure 13. 

 

 

Figure 13 : Modèle présentant l'assemblage séquentiel du complexe de surveillance après la 
terminaison de la traduction. Il n'est pas clairement défini si la mise en place du complexe de 
surveillance à lieu au niveau du ribosome ou lorsque celui-ci s'est déjà dissocié de l'ARNm 
(Wang et al., 2001). 

 

Il a aussi été montré que le facteur Upf1p interagissait avec la protéine Nmd3p (He 

and Jacobson, 2001) qui est impliquée dans l'association des deux sous-unités du ribosome 

ainsi que dans l'export des sous-unités 60s du noyau (Ho and Johnson, 1999; Ho et al., 2000). 

Jacobson et son équipe émettent l'hypothèse selon laquelle la protéine Upf1p jouerait le rôle 

du facteur RRF procaryotes dans la dissociation des sous-unités du ribosome (He and 

Jacobson, 2001). Cette hypothèse est séduisante, mais se heurte au problème que la délétion 
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du gène UPF1 n'est pas léthale, ce qui serait attendu pour la protéine équivalente au facteur 

RRF (Janosi et al., 1998). 

 

 

2.4.1.4.2. MTT1, une autre hélicase ARN dépendante 

Ce gène a été identifié par ses homologies de séquence avec le facteur Upf1 

(Czaplinski et al., 2000). Il fait partie de la famille des hélicases dépendantes de l'ARN. Il 

présente la même structure générale que Upf1, un domaine riche en cystéines et histidines en 

N-terminal, et un domaine hélicase situé en C-terminal. Malgré ces similarités la protéine 

Mtt1p ne joue aucun rôle dans la dégradation des ARNm aberrants. La protéine Mtt1p 

interagit directement avec le domaine N-terminal du facteur eRF3. La délétion du gène 

entraîne une hypersensibilité aux drogues inhibant la traduction (paromomycine, hygromycine 

B), mais aucun phénotype lié à une modification de la terminaison de la traduction. En 

revanche sa sur-expression entraîne un phénotype de suppression (Czaplinski et al., 2000). La 

sur-expression conjointe de la protéine Hsp104 aboli cet effet, ce qui laisse supposer que la 

sur-expression de MTT1 entraîne l'apparition du phénotype [PSI+], à moins que Hsp104 

puisse moduler l'efficacité de terminaison indépendamment de son rôle dans la propagation du 

facteur [PSI+]. Le fait que la liaison de la protéine Mtt1p au facteur eRF3 soit plus forte 

lorsque Mtt1p provient d'un extrait de protéines brutes que lorsqu'elle est purifiée indique qu'il 

est possible que cette interaction soit stabilisée par une protéine non identifiée.  

 

 Les facteurs de terminaison, et plus spécialement eRF3, sont donc des protéines qui 

semblent être impliquées dans de nombreuses voies physiologiques, au vu du nombre de 

facteurs interagissant avec eux. La principale spécificité du facteur eRF3 de S. cerevisiae par 

rapport aux autres facteurs eRF3 eucaryotes, est la présence d'un domaine supplémentaire 
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situé à l'extrémité N-terminale de la protéine. Bien qu'il ait été démontré que ce domaine ne 

jouait aucun rôle direct dans la terminaison de la traduction, et que sa délétion n'entraîne 

aucun phénotype, il joue un rôle de régulation important par son efficacité à provoquer un 

changement de conformation inactivant l'activité de la protéine eRF3 (mécanisme de type 

prion). De manière très intéressante c'est justement ce domaine supplémentaire qui interagit 

avec les nombreuses protéines décrites ci-dessus.  

2.4.2. Les protéines dont les altérations ne sont révélées qu'en contexte de faible 

efficacité de terminaison de la traduction. 

Une autre catégorie de facteurs ayant un rapport plus indirect avec les facteurs de 

terminaison a été décrit très récemment (Chacinska et al., 2000; Shumov et al., 2000). Il s'agit 

de gènes dans lesquels certaines mutations ne confèrent un phénotype que lorsque celles-ci 

sont associées au facteur [PSI+], ou à des mutations affectant l'activité des facteurs eRF. Ces 

données sont très intrigantes, d'autant plus que dans les deux cas décrits, il s'agit de mutations 

touchant des gènes codant des protéines mitochondriales (NAM9 et ATP17), alors que les 

facteurs eRF semblent être exclusivement cytoplasmiques. Des révertants de la mutation 

sup45-13 (provoquant un phénotype de déficience respiratoire) ont été identifiés dans le gène 

ATP17. Ce gène code la sous-unité f de la F1F0ATP synthase mitochondriale. Cette protéine 

est liée à la membrane mitochondriale et permet par transfert de protons la synthèse d'ATP. 

Le gène NAM9 code une protéine ribosomique de la mitochondrie (Boguta et al., 1992). La 

mutation nam9-1 confère une forte augmentation du taux d'erreurs traductionnelles au sein de 

la mitochondrie et affecte spécifiquement la stabilité de la protéine Cox2p (Dmochowska et 

al., 1995). Il existe donc une relation complexe entre la terminaison de la traduction 

cytoplasmique et la mitochondrie. 

Comment expliquer l'effet des mutations des gènes SUP35 et SUP45 ou du facteur [PSI+] 

sur la physiologie de la mitochondrie ? Une des explications les plus simples est que 
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l'expression d'une (ou plusieurs) protéine(s) traduite(s) dans le cytoplasme, et impliquée(s) 

dans la fonction des mitochondries, est sous contrôle de l'activité des facteurs de terminaison. 

De telles protéines restent encore à identifier, même si mes résultats présentés dans les articles 

N°1 et 2 m'ont permis d'identifier quelques candidats. 
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3. Les erreurs "spontanées" ou "programmées" 

Nous venons de voir comment la cellule arrive, à partir d'une séquence nucléotidique, à 

synthétiser une protéine fonctionnelle. Toutes les différentes étapes, initiation, élongation, 

terminaison, doivent être réalisées avec une fidélité optimale, afin de respecter l'information 

contenue dans la séquence nucléotidique. Cependant, de manière locale et transitoire, les 

règles conventionnelles de lecture du code génétique peuvent être modifiées, il se produit 

alors un événement que l'on nomme recodage, ensuite la traduction reprend selon les règles 

conventionnelles. Nous allons décrire dans ce chapitre, les éléments impliqués dans ces 

événements non conventionnels de lecture du code génétique, en les comparant aux erreurs 

traductionnelles pouvant se produire à tout moment. 

 

3.1. Les erreurs "spontanées" de la traduction, mécanismes de surveillance 

Le taux d'erreur d'incorporation d'un acide aminé faux-sens a été estimé, chez S. 

cerevisiae, aux alentours de 10-4 dans des conditions standards de culture. Cependant ce taux 

d'erreur varie de manière très significative en fonctions des conditions de culture. Ainsi en cas 

de carence nutritive le taux d'erreurs augmente de manière considérable. Comme nous l'avons 

vu dans les chapitres précédents, la sélection d'un ARNt au cours de l'élongation s'effectue 

grâce à la complémentarité de son anticodon avec le codon situé au site A. Cependant cette 

interaction seule n'est pas suffisamment forte pour discriminer à coup sur les mauvais ARNt. 

Le facteur EF1-A est un élément clef de cette sélection. Tout d'abord il évite l'incorporation 

d'un ARNt non chargé (car il ne peut pas se lier au facteur d'élongation), ensuite parce que 

l'hydrolyse du GTP ne se produit que si l'interaction codon : anticodon est maintenue assez 

longtemps. Si ce n'est pas le cas le complexe ternaire ARNt : EF1-A.GTP est rejeté sans 

dépense d'énergie. Après hydrolyse du GTP et libération du facteur EF1-A, l'aminocyl-ARNt 
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peut encore être rejeté. Cette fois ci il y a eu dépense énergétique et l'aminoacyl-ARNt rejeté 

doit d'abord se lier à une nouvelle molécule d'EF1-A avant de pouvoir être réutilisé. Il a été 

montré que lors d'un appariement correct codon : anticodon, il se produisait d'importants 

remaniements au sein du ribosome, ce qui ne semble pas être le cas lorsque la 

complémentarité codon : anticodon n'est pas parfaite (Hopfield, 1974; Ibba and Soll, 1999). 

Chez E. coli les éléments du ribosome impliqués dans cette étape de sélection sont l'ARNr 

16S (notamment la boucle 530), et les protéines ribosomales S17, S5, L6, L7/L12 (pour revue 

voir (Noller, 1991)).  

Il est essentiel pour la bonne lecture du message génétique que les ARNt soient incorporés 

tous les 3 nucléotides, si accidentellement le ribosome ne se déplace que de 2 ou au contraire 

de 4 nucléotides, la protéine synthétisée ne correspondra plus au message initial. Ces erreurs 

surviennent à une fréquence estimée à 5×10-4 par codon chez E. coli (Ellis and Gallant, 1982; 

Kurland, 1992). Les mécanismes qui permettent au ribosome de maintenir le cadre de lecture 

sont loin d'être compris. Il semble que la composition en GC des codons intervienne dans ce 

mécanisme (Trifonov, 1989). Il a été décrit que des mutations de l'ARNr 5S modifiaient 

l'efficacité de maintien du cadre de lecture (Dinman and Wickner, 1995). Cependant cet 

ARNr étant spécifique aux eucaryotes, il existe probablement d'autres mécanismes plus 

universels permettant de maintenir une lecture de l'ARNm triplets par triplets.  

La terminaison précoce à un codon sens (drop-off) est le troisième type d'erreur qui peut 

se produire durant l'élongation. Ce phénomène est minimisé par le fait que les facteurs de 

terminaison sont très discriminants pour le codon à reconnaître. Il a cependant été montré 

qu'au niveau des codons UGG (W) et UAU (Y), le taux d'arrêt précoce était très important 

(Freistroffer et al., 2000). Ces erreurs aboutissent au relargage et à la dissociation prématurée 

du ribosome. Un des problèmes que pose cet événement est le relargage sans dissociation du 

peptidyl-ARNt. Dans une telle situation l'ARNt ne peut donc pas être réutilisé. Ce problème 
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est résolu par une enzyme retrouvée dans quasiment tous les organismes la peptidyl-ARNt 

hydrolase. Cette protéine dont la structure cristallographique est connue depuis 1997 (Schmitt 

et al., 1997), permet le clivage spécifique du peptidyl-ARNt, entraînant ainsi la libération de 

l'ARNt et donc sa réutilisation (Kossel, 1970). Le plus souvent, le polypeptide n'ayant pas une 

conformation 3D correcte est immédiatement dégradé.  

Au niveau de la terminaison de la traduction, la seule erreur possible est l'incorporation 

d'un ARNt chargé au site A. Il a été montré que certains ARNt pouvaient de manière naturelle 

reconnaître les codons stop. Ainsi chez S. cerevisiae il a été montré que la sur-expression de 

l'ARNt glutamine sauvage, provoquait une augmentation important du taux d'erreur au niveau 

du codon stop UAG (Weiss et al., 1987b). Au laboratoire, des mesures effectuées sur 45 

contextes de terminaison différents ont permis d'estimer ce taux d'erreur aux alentours de 

0,3% chez S. cerevisiae (voir article N°3). Ce résultat est 30 fois plus élevé que ceux 

rapportés pour les erreurs faux-sens durant l'élongation. Une hypothèse permettant d'expliquer 

ce résultat, serait que ce genre d'erreur n'est pas délétère pour la cellule. On peut trouver deux 

raisons à cela : 1/ un deuxième signal de terminaison est présent à proximité, permettant ainsi 

d'arrêter les ribosomes qui auraient franchi le premier. 2/ dans la plupart des cas l'addition de 

quelques acides aminés à l'extrémité C-terminal des protéines ne modifierait en rien l'activité 

de celles-ci. Nous verrons cependant que cette hypothèse n'est certainement pas vraie dans 

tous les cas. 

Pour la majorité des ARNm, un respect strict des règles générales est donc nécessaire afin 

d'obtenir une protéine fonctionnelle. Cependant dans certains cas, la protéine fonctionnelle ne 

peut être obtenue qu'après que les ribosomes aient fait une erreur. Ces erreurs sont provoquées 

par des séquences spécifiques sur l'ARNm, et ont lieu avec une efficacité bien supérieure à 

celle des erreurs spontanées. Lorsque ces deux conditions sont réunies on parle alors d'erreurs 
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programmées ou recodage. Nous allons voir qu'il existe plusieurs événements de recodage 

possibles, qui ont lieu soit durant l'élongation, soit pendant la terminaison de la traduction. 

 

3.2. Les erreurs programmées : Le Recodage 

Il existe donc des séquences, sur certains ARNm, qui ont la particularité de pouvoir 

localement modifier la lecture classique du code génétique. Ces régions particulières ont 

jusqu'à présent été principalement identifiées dans le génome de virus et d'éléments 

transposables. Les raisons de ce biais de représentativité seront discutées dans le chapitre 4 de 

l'introduction, où j'expliquerai pourquoi en réalité les événements de recodage ne sont pas 

limités qu'aux gènes viraux. 

Nous allons maintenant décrire les différents événements de recodage identifiés à ce jour. 

Il est important de noter qu'en dehors du cas très particulier de l'incorporation de 

sélénocystéine, dans aucun des cas il n'a pu être mis en évidence de facteurs trans spécifiques 

de ces événements. Cela implique que les éléments portés en cis sur l'ARNm sont nécessaires 

et suffisants pour provoquer le recodage en interagissant avec les composants de la 

machinerie traductionnelle. 

 

3.2.1. Le "hopping" ou saut de ribosome  

Le saut de ribosome est de loin le mécanisme le moins décrit. Il s'agit tout d'abord 

d'un décrochage de l'ARNt (situé au site P), suivi d'un glissement complet du ribosome 

(sans incorporation d'acide aminé) sur une plus ou moins grande distance, jusqu'à ce que 

l'ARNt au site P se réapparie avec le codon du site d'atterrissage. Les premiers cas de 

sauts de ribosomes ont été décrits pour des séquences artificielles, permettant des sauts de 

ribosomes de +5 à +6 nucléotides avec une efficacité relativement faible (aux alentours de 
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1%) (Weiss et al., 1987a). Dans ces cas là, les seuls signaux nécessaires à cet événement 

sont un site de décollage et un site d'atterrissage constitués par le même codon (pas 

nécessairement dans la même phase), ce qui permet le réappariement de l'ARNt au site 

d'atterrissage. Des expériences complémentaires ont permis de mettre en évidence que le 

saut de ribosome pouvait être fortement stimulé en condition de carences d'acides aminés 

ou, lorsqu'un codon affamé est présent juste après le site de décollage (Gallant and 

Lindsley, 1992; Gallant and Lindsley, 1998). Le seul cas de saut de ribosome programmé 

décrit précisément est celui qui a lieu dans le gène 60 du bactériophage T4.  

Le gène 60 du bactériophage T4 code pour une des sous-unités de la topoisomérase 

de type II (Huang et al., 1988). Ce gène présente une structure très particulière puisqu'il 

est composé de deux phases ouvertes de lecture non chevauchantes séparées par une 

région de 50 nucléotides. La traduction de ces deux phases ouvertes de lecture permet 

d'obtenir une protéine de 18kDa. Le séquençage de la protéine a permis de révéler que 

l'ARNm était traduit jusqu'au dernier codon (GGA : glycine) de la première phase ouverte, 

puis que la traduction reprenait 50 nucléotides plus loin à partir d'un autre codon GGA 

situé dans la seconde phase ouverte de lecture. Dans cet exemple, cinq éléments essentiels 

au saut ont pu être identifiés : Le site de décollage, le site d'atterrissage, le codon stop 

situé juste après le site de décollage, une structure secondaire en tige boucle et enfin la 

séquence polypeptidique en élongation, (figure 14). La mutation du codon stop en un 

codon sens diminue l'efficacité de saut de 60 fois. Il est probable que le rôle de ce codon 

stop est d'induire une pause du ribosome stimulant ainsi le décrochement du peptidyl-

ARNt. Toutes les mutations augmentant ou diminuant la stabilité de la tige boucle ont un 

effet négatif sur l'efficacité de saut. Le modèle proposé par Herbst et collaborateurs pour 

rendre compte de l'effet de cette structure secondaire est un modèle dynamique. A l'arrivée 

du ribosome cette structure est déstabilisée, jusqu'au moment où elle pénètre dans le site 
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A. Alors, la structure secondaire se reforme et provoque le saut du ribosome. Une 

recherche de mutants à d'ailleurs indiqué que cette structure secondaire interagit avec la 

protéine ribosomale L9 (Herbst et al., 1994). La figure 14 représente les sites de 

décollage, d'atterrissage, le codon stop et la structure secondaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Structure de l'ARNm permettant le saut du ribosome dans le gène 60. Le site de 
décollage et d'atterrissage sont représentés en gras. Le codon stop de la première phase de 
lecture est situé à la base de la tige boucle et est sous-ligné. 

 

 En revanche ce modèle ne décrit pas comment la chaîne en élongation influence le 

saut. Weiss et collaborateur ont montrés que des mutations, dans la région précédent le site de 

décollage, qui modifient le codon mais pas l'acide aminé n'ont aucun effet sur l'efficacité de 

saut. En revanche toutes les combinaisons de mutations modifiant la nature des acides aminés 

présents dans la chaîne en élongation abaissent fortement l'efficacité de saut (Weiss et al., 

1990). Il semble que la chaîne en élongation agisse en destabilisant les interactions entre le 

peptidyl-ARNt et l'ARNm (Herr et al., 2000). 

Un autre événement de recodage pouvant avoir lieu durant l'élongation de la 

traduction, est le décalage du cadre de lecture d'un nucléotide en amont ou en aval. Nous 

allons maintenir décrire les mécanismes mis en jeu durant ces événements. 

CAC GAU GGA     UU----------GGA UUA GGU U 
U 

G 

A 
G 
C 
C G 

G 
C 
U 
A 

U 
U C 

50 nt

.....
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3.2.2. Le "frameshifting" ou décalage du cadre de lecture 

Le décalage du cadre de lecture ou "frameshifting" est sans aucun doute l'événement 

de recodage le plus étudié. Ces événements ont été identifiés dans de nombreux gènes aussi 

bien procaryotes, eucaryotes que viraux. Bien que les mécanismes mis en jeu pour provoquer 

le glissement du ribosome soient globalement connus, ils ne sont pas complètement élucidés. 

Nous allons maintenant, faire le point des connaissances dans ce domaine. 

3.2.2.1. Le "frameshift" en +1 

Le décalage du cadre de lecture en +1, correspond à un changement de phase de 

lecture du ribosome d'un nucléotide en 3'. Grâce à l'étude de 4 exemples très bien caractérisés, 

nous allons comprendre l'importance de ces mécanismes dans l'expression et la régulation de 

certains gènes. 

3.2.2.1.1. Exemple de décalage en +1 chez E. coli   

 L'un des premiers cas de "frameshift" +1 programmé a été identifié dans le gène prfB 

d'E. coli, codant pour le facteur de terminaison RF2. L'expression de ce gène est autorégulée 

par une boucle négative, dans laquelle le "frameshift" est inhibé par le produit du gène 

(Craigen et al., 1985). Le gène prfB est donc constitué par deux phases ouvertes de lecture 

chevauchantes. La première est constituée de 26 codons et se termine par un codon UGA. La 

seconde, en phase +1, est constituée de 340 codons. Au niveau de la séquence de 

chevauchement CUU UGA C (le codon stop de la première phase de lecture est représenté en 

italique) les acides aminés Leu et Asp sont incorporés (en lisant les codons soulignés). Au 

niveau de cette séquence il existe une compétition entre deux événements, permettant 

d'obtenir la boucle de régulation négative. Si le facteur RF2 est en concentration limitante, il 

se produit une pause au niveau du codon stop, et avant que le facteur RF2 n'intervienne, le 

peptidyl-ARNt glisse d'un nucléotide pour se réapparier sur le codon UUU, l'ARNtAsp peut 
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alors être incorporé au site A, la traduction continue dans cette nouvelle phase de lecture 

permettant ainsi la synthèse du facteur RF2. En revanche, si le facteur RF2 n'est pas limitant 

dans la cellule, il va reconnaître très rapidement le codon UGA le ribosome n'a alors pas le 

temps de glisser et la synthèse protéique s'arrête.  

Plusieurs éléments sont essentiels pour obtenir une efficacité de glissement importante 

(de 30% à 50%). Le codon CUU ne peut pas être remplacé par n'importe quel autre codon 

(Weiss et al., 1987a). Il a été démontré que l'effet de ce codon était corrélé avec la capacité de 

l'ARNt à glisser en +1 (Curran, 1993). Le second élément important est le codon stop. Nous 

avons vu qu'il provoquait une pause dans la traduction, laissant ainsi le temps au peptidyl-

ARNt de glisser. Le remplacement du codon UGA en codon UAA ou UAG abaisse d'un 

facteur 2 l'efficacité de glissement (Curran and Yarus, 1988), alors que le remplacement par 

un codon sens provoque une baisse supérieure à un facteur 10 (Curran and Yarus, 1989). Un 

troisième élément a été identifié, il s'agit de la séquence AGGGGG située 3 nucléotides en 

amont du codon CUU. Cette séquence ressemble fortement à une séquence de type Shine-

Delgarno (SD), connue pour interagir avec l'ARNr 16S au moment de l'initiation de la 

traduction (Shine and Dalgarno, 1974). La distance entre cette séquence et le site de décalage 

est critique, puisque rajouter 1 seul nucléotide suffit pour diminuer l'efficacité de décalage de 

17 fois (Weiss et al., 1987a). L'interaction entre cette séquence et l'ARNr16S durant le 

glissement a été démontrée en effectuant des mutations compensatoires entre l'ARNm et 

l'ARNr16S (Weiss et al., 1988).  

Le modèle actuel (représenté figure 15) est que le ribosome fait une pause au niveau 

du codon stop en condition limitante de RF2. Dans ces conditions la séquence AGGGGG est 

située à une distance plus petite du codon stop, que ne l'est la séquence SD du codon AUG. 

Cette distance trop courte ne permet donc pas d'obtenir une interaction optimale avec l'ARNr 
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16S. Cela force le ribosome à se recaler sur cette séquence, et le fait donc glisser d'un 

nucléotide.  
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Figure 15 : Bouc le de ré gula tion  de l a synthèse du f acteu r RF2, par un mécanisme de
décalage en +1. Rô le de la région SD (Shine -Delg arno).
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3.2.2.1.2. Exemple de décalage en +1 chez S. cerevisiae 

Chez S. cerevisiae, les éléments Ty constituent une famille de rétrotransposons. 

Comme la plupart des rétrotransposons, ils se répliquent avec un intermédiaire ARN par 

transcription inverse. Ce ne sont pas à proprement parler des virus puisqu'ils sont incapables 

de former des virions pour aller infecter d'autres cellules, cependant, les activités 

enzymatiques et les protéines de structure nécessaires à la réplication et à la transposition des 

éléments Ty sont codés par deux gènes analogues aux gènes viraux gag et pol (Clare et al., 

1988; Eibel et al., 1981). Le produit du gène pol est obtenu, grâce à un événement de 

"frameshift" en +1, sous forme d'une fusion avec la protéine Gag (Belcourt and Farabaugh, 

1990). Deux familles de Ty utilisent ce type de mécanisme pour exprimer le gène pol, 

cependant nous allons voir que les bases moléculaires de ces deux mécanismes sont 

différentes. La famille des Ty1 possède deux gènes TYA et TYB. La synthèse de la protéine 

TYB nécessite comme nous venons de le décrire un décalage en +1 du ribosome. Ce décalage 

se produit au niveau de la séquence CUU AGG C de manière très efficace, puisqu'environ 

30% des ribosomes glissent sur cette séquence. Le codon AGG est reconnu par l'ARNtArg, qui 

est faiblement efficace pour le décodage (Belcourt and Farabaugh, 1990), ce codon provoque 

donc une pause, permettant à l'ARNtleu positionné sur le codon CUU, de se décaler sur le 

codon UUA, qui est aussi un codon leucine. Ce modèle a été confirmé par le fait que la sur-

expression de l'ARNtArg provoque une diminution d'un facteur 43 de l'efficacité de glissement 

et qu'en revanche une délétion de l'ARNtArg provoque une efficacité de glissement de 100% 

(Bidou et al., 2000). Cependant le fait que le codon AGG soit faiblement reconnu par 

l'ARNtarg n'explique pas tout, puisque si le codon AGG est remplacé par des codons CGG ou 

AGU dont les ARNt sont aussi rares que l'ARNtArg, aucun décalage du cadre de lecture n'est 

observé (Belcourt and Farabaugh, 1990) ! La stimulation du décalage en +1 conféré par 

l'ARNtArg semble donc être une propriété intrinsèque de cet ARNt. La modification du taux de 
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décalage a des répercussions sur le taux de transposition de l'élément Ty1 (Kawakami et al., 

1993; Xu and Boeke, 1990). Ainsi il est possible d'imaginer que la concentration en ARNt 

serait un moyen de réguler efficacement le taux de transposition des éléments Ty1. 

Dans les deux cas que nous venons de voir une pause du ribosome induit le glissement 

du peptidyl-ARNt situé au site P. Cependant ce modèle général n'est pas unique. La famille 

des Ty3 utilise un autre mécanisme de décalage en +1, sans glissement du peptidyl-ARNt. Le 

décalage se produit sur la séquence GCG AGU U, or l'ARNt situé sur le codon GCG ne peu 

clairement pas se réapparier sur le codon CGA. Le décalage se produit donc par l'arrivé hors 

de phase d'un ARNtval au site A. L'arrivé de cet ARNt est possible car le codon AGU est un 

codon affamé, c'est à dire que l'ARNt le reconnaissant est limitant dans la cellule. Comme 

dans le cas du décalage du Ty1, la sur-expression de l'ARNtser, reconnaissant le codon AGU, 

provoque une baisse du taux de décalage de 14% à 1% (Farabaugh, 1997). Cependant un 

élément supplémentaire est nécessaire pour obtenir une bonne efficacité de décalage. Il s'agit 

d'une séquence de 14 nt située immédiatement en 3' de la séquence de décalage. Cette 

séquence stimule d'un facteur 7,5 l'efficacité de décalage (Farabaugh et al., 1993). Le mode 

d'action de cette séquence n'est pas encore très bien compris. Il semble qu'elle interagisse avec 

le site A du ribosome en le déstabilisant (Li et al., 2001). Des expériences récentes menées par 

le groupe de Farabaugh ont montré que cette séquence placée en 3' d'un codon UUG, permet 

une initiation de la traduction 300 fois plus efficace au niveau de ce codon (Stahl G; 

communication personnelle) 

Le dernier cas de décalage +1 que nous allons aborder, est celui qui a été identifié dans 

le gène de l'ornithine décarboxylase (ODC) chez les mammifères. Cette enzyme catalyse la 

première étape, limitante, de la biosynthèse des polyamines (Pegg, 1986), en convertissant 

l'ornithine en putrescine qui est elle-même ensuite transformée en spermidine et spermine. 

Cette enzyme est notamment contrôlée négativement par un mécanisme de dégradation faisant 
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intervenir l'antizyme de l'ODCase. La synthèse d'antizyme se produit grâce à un décalage du 

cadre de lecture en +1. Ce mécanisme est régulé par les polyamines (Matsufuji et al., 1995; 

Rom and Kahana, 1994). Nous avons donc ici le deuxième exemple physiologique d'une 

boucle d'autorégulation du taux de décalage en +1. Le site de glissement, représenté figure 16, 

est dans le cas de l'antizyme beaucoup plus complexe que ceux analysés précédemment. La 

séquence glissante est constituée par l'hexanucléotide UCC UGA. Il semble que, comme dans 

le cas de Ty3, le glissement du peptidyl-ARNt ne soit pas nécessaire au décalage en +1 du 

ribosome (Matsufuji et al., 1995). La principale caractéristique du site de décalage de 

l'antizyme est la présence d'un pseudonoeud 5nt en aval du codon UCC. Des mutations faisant 

disparaître ce pseudonoeud, diminuent d'un facteur 30 l'efficacité de décalage (Matsufuji et 

al., 1996). La séquence primaire du pseudonoeud n'est pas importante puisque des mutations 

compensatoires conservant uniquement la structure 3D maintiennent un taux de décalage 

important (Matsufuji et al., 1996). Il est important de noter que c'est le seul cas connu où un 

pseudonoeud intervient dans un événement de décalage du cadre de lecture en +1. Des 

résultats obtenus chez S. cerevisiae indiquent que les mécanismes mis en jeu ne sont pas 

identiques entre les différents systèmes utilisés. Effectivement, chez S. cerevisiae, le décalage 

se produit de manière efficace et est aussi régulé par les polyamines. En revanche le 

séquençage de la protéine indique qu'il se produit deux événements au niveau de cette 

séquence. Une faible quantité de protéine est obtenue par un décalage en +1, alors que la 

majorité est obtenue par un décalage en –2 du codon UCC au codon GCU (Matsufuji et al., 

1996). Ces résultats très surprenants montrent que cette séquence induit des mécanismes 

différents entre la levure et les système in vitro de réticulocyte. A moins que le système in 

vitro ne reproduise pas fidèlement ce qui se passe à l'intérieur de la cellule. Comme nous 

venons de le voir l'utilisation du décalage de cadre en +1 n'est pas limitée aux virus. 

Récemment deux cibles de décalage en +1 ont été identifiées dans deux gènes nucléaires chez 
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S. cerevisiae. Les gènes concernés sont EST3, une sous-unité de la télomérase (Morris and 

Lundblad, 1997), et ABP140 qui est une protéine liant l'actine (Asakura et al., 1998). Le rôle 

du décalage dans ces deux derniers cas demeure totalement inconnu. 

 

 

 

Figure 16 : Structure des éléments constituant le site de décalage du gène de l'antizyme. Le 
codon stop de la phase 0 est représenté en rouge. Le dernier codon lu dans la phase 0 (UCC) 
est souligné, ainsi que le premier de la phase +1 (GAU). 

 

Contrairement à ce qui a été observé dans le cas du saut de ribosome, le décalage du 

cadre de lecture peut aussi amener le ribosome à reculer d'un nucléotide. Nous allons 

maintenant décrire quelques exemples de décalage en –1, et ainsi comparer les principales 

différences entre ces deux mécanismes de décalage. 

 

3.2.2.2. Le "frameshift" –1 

Les sites de décalage en –1 sont de très loin les sites les plus répandus parmi les 

différents organismes. Ces sites ont été identifiés chez les rétrovirus (Jacks et al., 1988a; Jacks 
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et al., 1988b), les coronavirus (Brierley et al., 1987; Herold and Siddell, 1993), les astrovirus 

(Marczinke et al., 1994), chez de nombreux virus de plantes (Brault and Miller, 1992; Kim 

and Lommel, 1994; Prufer et al., 1992), dans des rétrotransposons de la drosophile (Marlor et 

al., 1986), dans un virus de levure (Dinman and Wickner, 1992), dans des séquences 

d'insertion bactériennes (Escoubas et al., 1991; Polard et al., 1991; Vogele et al., 1991), ainsi 

que dans un gène bactérien (Blinkowa and Walker, 1990; Flower and McHenry, 1990; 

Tsuchihashi and Kornberg, 1990). L'analyse moléculaire a révélé une structure commune 

universelle à tous ces sites de décalage en –1. Nous n'allons bien évidemment pas détailler 

tous les exemples connus (bien trop nombreux), mais au contraire décrire les mécanismes 

généraux permettant au ribosome de se décaler d'un nucléotide en –1. 

 

Les premières études sur ces mécanismes ont permis de mettre en évidence 

l'importance d'une séquence heptamérique de structure générale X XXY YYZ (dans laquelle 

X peut être égal à Y et Z). Dans le cas du virus du sarcome de Rous (RSV) on retrouve la 

séquence A AAU UUA (Jacks et al., 1988a), pour le virus infectieux des bronches du poulet 

(IBV) la séquence retrouvée est U UUA AAC (Brierley et al., 1989), dans le cas du virus de 

l'immuno-déficience humaine (HIV-1) cette séquence est U UUU UUA (Jacks et al., 1988b). 

De manière quasi-systématique une structure secondaire, de type pseudonoeud ou tige boucle, 

est retrouvée 6 nucléotides après l'heptamère. Le modèle qui permet d'expliquer le plus grand 

nombre de cas de décalages analysés est le modèle de glissement simultané des deux ARNt au 

niveau de la séquence heptamérique. Le séquençage des protéines obtenues, indique que le 

glissement se produit après décodage des codons de l'heptamère, cependant on ne sait toujours 

pas à quel moment précisément se produit le glissement. Est-ce avant ou après le retrait du 

facteur EF1-A du site A? Est-ce avant ou après le transfert du polypeptide sur l'ARNt au site 

A? Le principal problème est que chacune de ces étapes de l'élongation est effectuée très 
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efficacement et surtout très rapidement, ne laissant que peu de temps aux ARNt pour glisser, 

sans mettre en place les mécanismes de "proofreading" qui remettraient le ribosome dans la 

bonne phase. Il a été décrit que chez E. coli la séquence glissante provenant du HIV-1 pouvait 

produire non seulement un glissement simultané des deux ARNt (cas majoritaire), mais aussi 

dans 30% des cas un glissement d'un seul ARNt situé au site P, avant la sélection de l'ARNt 

arrivant au site A. Ce second mécanisme est totalement différent du modèle précédemment 

décrit, mais a été confirmé par le séquençage des protéines issues du décalage (Yelverton et 

al., 1994).  

Deux gènes cellulaires utilisant un décalage en –1 ont été identifiés chez les 

procaryotes. Le gène cdd de Bacillus subtilis code la cytidine déaminase (Mejlhede et al., 

1999). Cet exemple est atypique car le site de frameshift (CGAAAG) ne respecte pas la 

structure générale d'un heptamère glissant, qui permet le réappariement des ARNt dans une 

autre phase. Le taux de décalage en –1 a été estimé à 16% (Mejlhede et al., 1999). Le site de 

glissement est conservé dans tous les gènes codant des cytidine déaminase procaryotes, ce qui 

semble indiquer un rôle important. Cependant aucune fonction n'a été trouvée à ce décalage 

qui produit une protéine plus longue de 13 acides aminés. Le second exemple est plus 

conventionnel, il s'agit du gène dnaX d'E. coli codant les sous-unités τ et γ de l'ADN 

polymérase III. Le site de glissement est heptamérique (A AAA AAG), la seule différence 

observée avec les eucaryotes est que chez E. coli le G en dernière position est crucial pour le 

décalage (Tsuchihashi and Brown, 1992), alors que chez les eucaryotes un G à cette position 

inhibe totalement le décalage (Brierley et al., 1992). En revanche il n'est pas déterminé si cette 

différence, reflète des mécanismes fondamentalement différents dans les deux règnes, ou 

simplement une capacité différente des ARNt à glisser. Dans le cas de dnaX, deux séquences 

stimulatrices distantes ont été identifiées (voir figure 17). Une séquence est spécifique des 

procaryotes (SD), alors que la seconde est conservée universellement. La séquence SD est 
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située 10 nucléotides avant l'heptamère. Grâce à son interaction avec l'ARNr16S cette 

séquence va provoquer une pause du ribosome (Larsen et al., 1994). Eloigner la séquence SD, 

provoque une inhibition totale du décalage (plus forte que la délétion de la séquence SD), 

ainsi en fonction de sa position cette séquence peut jouer un rôle stimulateur ou au contraire 

inhibiteur. La seconde séquence stimulatrice est une structure secondaire présente en 3' de la 

séquence glissante.  

Le rôle de ces structures secondaires très conservées dans les sites de décalage n'est 

pas encore clairement défini. Est-ce un rôle purement de barrière énergétique? ou est-ce un 

site de d'interaction pour un facteur trans ? Il a été démontré indépendamment par deux 

équipes que les pseudonoeuds provoquent des pauses dans l'élongation, cependant tous les 

pseudonoeuds ne stimulent pas le décalage en -1 ! (Le et al., 1991; ten Dam et al., 1990). Il est 

probable que des différences importantes de structures entre ces différents pseudonoeuds, 

notamment dans la coaxialité des tiges, soient les raisons de ces différences d'effets (Kang et 

al., 1996). Jusqu'à présent aucune protéine interagissant spécifiquement avec les 

pseudonoeuds n'a pu être mise en évidence, malgré de nombreux cribles génétiques effectués. 

Cependant il semble probable que dans certains cas particuliers un tel facteur puisse exister 

(voir chapitre suivant).  

La région de 6 nucléotides séparant l'heptamère de la structure secondaire, n'a été que 

peu étudiée jusqu'à présent. Il a été démontré que sa taille est un élément essentiel pour 

obtenir l'effet stimulateur de la structure secondaire (Brierley et al., 1987). De très récentes 

observations effectuées par l'équipe d'Olivier Fayet et par notre laboratoire, indiquent que la 

composition en nucléotides de cette région affecte de manière significative le taux de décalage 

en -1, aussi bien chez E. coli (Fayet O. communication personnelle), que chez S. cerevisiae 

(Bekaërt M. communication personnelle), ou dans les cellules de souris NIH3T3 (Bidou L. 

communication personnelle). Les mécanismes sous-jacents demeurent totalement inconnus. 
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A GGG AGC AAC CAA GCA AAA AAG AGUGA 

 

Figure 17 : Représentation d'un site de décalage en –1 bactérien (dnaX). La séquence SD est 
représentée en bleue, l'heptamère glissant est indiqué en rouge dans la phase 0, la phase –1 est 
représentée en bleue.  

 

Tous ces exemples de recodage nous renseignent sur le mode de fonctionnement de 

l'appareil traductionnel, ainsi que sur les mécanismes de maintien du cadre de lecture. 

L'intervention de séquences stimulatrices tels que la séquence SD, les pseudonoeuds, les tiges 

boucles, ou encore des séquences linéaires, nous indique le rôle important des interactions 

ARNm : ARNr au cours de l'élongation de la traduction. Comme nous l'avons précédemment 

vu, de nombreuses régions de l'ARNr ont été photopontées avec l'ARNm (aux positions 532, 

665, 1052, 1360, 1402 et 1530) (Rinke-Appel et al., 1995). La plupart de ces positions 

proches du site de décodage sont, de plus, sous forme simple brin. Il est donc possible que 

certains appariement entre l'ARNr et l'ARNm se produisent durant l'élongation. 

3.2.3. La translecture d'un codon stop 

La terminaison de la traduction se produit lorsque le ribosome rencontre le signal de 

terminaison. Cependant dans certains cas, le contexte nucléotidique plus ou moins proche du 

signal de terminaison permet l'incorporation d'un ARNt chargé au niveau du codon stop. Le 
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ribosome peut alors continuer la traduction, dans la même phase, jusqu'au signal de 

terminaison suivant. On parle alors de translecture du codon stop. Dans ce chapitre je vais 

distinguer deux types d'événements de translecture. Le premier concerne l'incorporation d'une 

sérine modifiée (la sélénocystéine) et a été identifié dans des gènes cellulaires. Cette 

incorporation nécessite l'emploi d'un facteur d'élongation spécifique ainsi que d'un ARNt 

spécifique. Le second mécanisme utilise la machinerie traductionnelle générale, et guide 

l'incorporation d'acides aminés tels que le tryptophane, la glutamine, la sérine, ou encore la 

tyrosine, au niveau d'un codon stop (Fearon et al., 1994; Weiss et al., 1987b). Ce deuxième 

type de translecture a été identifié dans de nombreux virus de plantes (Beier et al., 1984; 

Meulewaeter et al., 1990; Miller et al., 1988; Ugaki et al., 1991) et de mammifères (Feng et 

al., 1989; Yoshinaka et al., 1985a; Yoshinaka et al., 1985b), mais en revanche dans aucun 

gène cellulaire aussi bien procaryotes qu'eucaryotes. 

3.2.3.1. Redéfinition du codon stop en sélénocystéine 

La grande majorité des acides aminés qui doivent être modifiés le sont au sein même 

de la protéine, par des événements post-traductionnels. C'est le cas des phosphorylations des 

thréonine, sérine et tyrosine, par des protéines kinases spécifiques. Mais on trouve aussi des 

modifications comme la glycosylation, la création de ponts disulfures, ou encore l'ajout 

d'acides gras. Une exception à cette règle est le cas de la sélénocytéine qui est incorporée 

durant l'élongation de la traduction. Cet acide aminé est obtenu par remplacement de l'atome 

de soufre par un atome de sélénium sur le carbone β  de la sérine. Ainsi modifié ce nouvel 

acide aminé ressemble structurellement à une cystéine. Les sélénoprotéines sont des protéines 

relativement peu fréquentes, mais elles ont été identifiées aussi bien chez les procaryotes que 

chez les eucaryotes. Elles ont toutes un rôle dans des réactions d'oxydo-réduction. L'atome de 

sélénium est essentiel à la fonction de ces enzymes, puisque le remplacement de la 

sélénocystéine par une cystéine provoque la disparition totale de l'activité (Axley et al., 1991; 
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Berry et al., 1991). De plus l'atome de sélénium est systématiquement retrouvé au niveau du 

site actif de l'enzyme. 

L'incorporation de sélénocystéine se déroule de manière très particulière aussi bien 

chez les eucaryotes que les procaryotes. Plusieurs signaux cis spécifiques sont nécessaires : un 

codon UGA (aucun des deux autres codons stop ne permet l'incorporation de sélénocystéine) 

et une structure en tige boucle située en 3' de l'ARNm appelée séquence d'insertion de la 

sélénocystéine (SECIS) (Berry et al., 1993; Martin et al., 1996).  

Les facteurs trans mis en jeu, sont eux aussi tout à fait particuliers. L'ARNtsec codé par 

le gène selC chez E. coli, présente une structure inhabituelle, l'empêchant d'interagir avec le 

facteur d'élongation EF-Tu (Leinfelder et al., 1988). L'affinité de cet ARNt pour le facteur 

EF-Tu a été estimée à près de 100 fois plus faible que pour un ARNt classique (Forster et al., 

1990). Cela implique donc qu'il existe un facteur d'élongation spécial pour l'ARNtsec. Ce 

facteur est le produit du gène selB d'E. coli (Forchhammer et al., 1990), qui présente une 

homologie de séquence importante avec le facteur EF-Tu. Des expériences réalisées avec une 

protéine purifiée ont permis de mettre en évidence une interaction entre le facteur SELB et la 

boucle de l'élément SECIS (Ringquist et al., 1994). Ces résultats suggèrent que l'élément 

SECIS dirige l'incorporation de la sélénocystéine en interagissant directement avec le facteur 

d'élongation, le positionnant correctement dans le site A.  

Une des différences majeures entre les procaryotes et les eucaryotes, est la position de 

l'élément SECIS. Chez les procaryotes cet élément est situé à proximité du codon UGA, alors 

que chez les eucaryotes l'élément se situe dans la région 3' non traduite de l'ARNm (Berry et 

al., 1991; Heider et al., 1992) à une distance pouvant atteindre 1200nt (Martin et al., 1996). Il 

semble que la distance soit un élément important du fonctionnement de l'élément SECIS, 

puisqu'une réduction à 177nt n'a pas d'effet, alors qu'une réduction à 51nt élimine toute 

incorporation de sélénocystéine (Martin et al., 1996). Ces résultats, totalement opposés à ceux 



Le recodage - 87 - 

 

obtenus chez E. coli, indiquent clairement que le mode d'action des éléments SECIS 

procaryotes et eucaryotes sont totalement différents. La figure 18 décrit les hypothèses 

proposées par Martin et collaborateurs, ainsi que par Heider, auxquelles j'ai ajouté les 

résultats récents obtenus par Tujebajeva (Tujebajeva et al., 2000). D'après ces modèles un 

élément SECIS guide l'incorporation d'une sélénocystéine, on peut donc s'attendre à observer 

autant d'éléments SECIS qu'il y a de codon UGA. Or dans le cas du gène de la sélénoprotéine 

P du rat, il a été démontré que 10 codons stop en phase étaient lus par des ARNtsec (Hill et al., 

1991). Seuls deux éléments SECIS sont suffisants dans la région 3' pour permettre 

l'incorporation de toutes les sélénocystéines (Hill et al., 1993). Ce résultat remet en cause les 

modèles proposés à la figure 18, sauf si un même élément SECIS peut guider l'incorporation 

au niveau de plusieurs codons stop. Pour que cela soit possible il est obligatoire qu'il n'y ait 

pas plus de deux ribosomes (1 par élément SECIS) qui décodent au même moment les codons 

UGA. Aucune donnée n'est disponible sur le nombre de ribosomes présents sur les ARNm 

codant pour les sélénoprotéines. En revanche, l'identification récente de la protéine SBP2, 

apporte un nouvel éclairage à toutes ces hypothèses (Copeland et al., 2000; Low et al., 2000). 

Cette protéine fixe spécifiquement l'élément SECIS eucaryote (Copeland and Driscoll, 1999), 

et permet l'échange très rapide du facteur d'élongation eEFsec après hydrolyse du GTP. Ces 

données permettent de mieux comprendre comment un seul élément SECIS peut permettre 

l'incorporation d'une dizaine de sélénocystéines sur un même ARNm. 
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Figure 18: Modèles d'incorporation de la sélénocystéine chez les procaryotes et les 
eucaryotes. Etant donné la différence de position de la région SECIS dans les deux règnes, il 
est probable que le recrutement du facteur d'élongation SELB (eEFsec pour les eucaryotes) 
s'effectue de manière différente. Récemment la protéine SBP2 se fixant à l'élément SECIS 
eucaryotes a été identifié (Low et al., 2000). Cette protéine assure la liaison entre l'élément 
SECIS et le facteur d'élongation eEFsec (Tujebajeva et al., 2000). 

 

3.2.3.2. Les autres cas de translecture 

Contrairement à l'incorporation de sélénocystéine qui est un cas très particulier, dans 

la grande majorité des cas de translecture étudiés, l'incorporation de l'acide aminé au niveau 

du codon stop s'effectue grâce à la machinerie traductionnelle classique. De plus ce 

mécanisme n'est pas spécifique d'un codon stop, puisque les trois peuvent être sujet à un 

mécanisme de translecture (Bidou et al., 2000; Bonetti et al., 1995). Les facteurs de 

terminaison sont en compétition de manière naturelle avec certains ARNt capables de 

reconnaître les codons stop. Nous avons vu qu'il n'existe pas de mécanisme de correction au 

niveau de la terminaison, et que la fidélité du processus repose essentiellement sur la rapidité 

et la spécificité de reconnaissance des facteurs de terminaison. Si le codon stop se trouve dans 

une région difficilement accessible aux facteurs de terminaison, la compétition va être 

déplacée en faveur de l'ARNt naturellement suppresseur. Dans ces cas là, il ne semble pas 

exister de facteurs trans spécifiques au mécanisme de translecture, seules les séquences 

situées en cis vont influencer le taux de passage du codon stop. Nous avons déjà détaillé, au 

chapitre 2, le rôle du contexte 5', ainsi que de la base immédiatement adjacente au codon stop. 

La plupart des sites potentiels de translecture ont été découvert de manière fortuite par 

l'analyse des séquences. Dans très peu de cas une étude complète a été effectuée. Nous allons 
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maintenant nous attacher à décrire ces quelques exemples de translecture en mettant en 

évidence l'importance de ce mécanisme dans les organismes étudiés.  

Certains sites de translecture sont extrêmement simples. C'est notamment le cas de 

celui situé entre les gènes nsp3 et nsp4 du virus sindbis (Kamer and Argos, 1984). Le codon 

UGA est franchi avec une efficacité d'environ 10% (Li and Rice, 1993; Li and Rice, 1989). Le 

gène nsp4 code une polymérase RNA dépendante, essentielle à la réplication du virus. Des 

expériences de délétions séquentielles ont montré que le seul déterminant essentiel au 

mécanisme de translecture est le C suivant le codon stop (Li and Rice, 1993).  

Un autre cas de translecture très bien caractérisé, est celui qui permet la synthèse de 

l'ARN polymérase ARN dépendante du virus de la mosaïque du tabac (TMV). L'équipe de 

Skuzeski a démontré dans un travail systématique que, dans les cellules de plantes, les 6 

nucléotides (CAA UUA) suivants le codon stop UAG jouent un rôle essentiel dans l'efficacité 

de passage du codon stop (Skuzeski et al., 1991). Le motif le plus efficace pour promouvoir la 

translecture est de séquence CAR YYA (R = purines, Y = pyrimidines). Une des mutations 

abolissant totalement la translecture est CAA UUG, pourtant le codon UUG est aussi lu par 

un ARNtLeu isoaccepteur. Ce résultat suggère que l'effet de ce motif n'est pas dû à son 

décodage mais à sa séquence primaire. D'ailleurs ce motif n'est pas encore situé dans le site de 

décodage au moment de la translecture puisque le site A est occupé par le codon stop! En 

1996, Gesteland et Atkins ont suggéré une interaction possible avec l'ARNr, cependant ils ne 

donnent aucune indication quant aux séquences pouvant interagir avec ce motif. 

Actuellement, il n'y a encore aucun modèle permettant d'expliquer l'influence de ce motif 

situé en 3' du codon stop. L'efficacité de translecture de cette séquence a été estimée à 5% 

dans les cellules de plantes et à 2% dans des cellules de souris (Stahl et al., 1995).  

En revanche chez S. cerevisiae l'efficacité de translecture, déterminée 

indépendamment par plusieurs équipes, se situe aux alentours de 25%-30% (Bidou et al., 
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2000; Bonetti et al., 1995; Stahl et al., 1995). Cette efficacité est très élevée pour un 

événement de recodage. Le séquençage de la protéine a mis en évidence la présence de 

différents acides aminés au niveau du codon stop (Trp, Lys, Tyr) (Fearon et al., 1994). Les 

ARNt correspondants à ces trois acides aminés ont tous des anticodons permettant 

l'appariement de 2 bases sur 3 avec le codon UAG. Ce résultat est très intéressant car il met en 

évidence que plusieurs ARNt sont capables d'être incorporés au niveau du codon stop. En 

revanche, aucune explication n'existe sur le fait qu'on ne retrouve que ces 3 acides aminés 

alors que d'après la séquence des anticodons, plusieurs autres ARNt, comme l'ARNtLeu 

(UUG), l'ARNtGlu (CAG), l'ARNtSer (UCG), pourraient être capables de reconnaître le codon 

stop. Il est probable que la nature du codon stop influence fortement le choix des ARNt 

incorporés au moment de la translecture. Il a été montré que l'ARNtGlu était capable de 

supprimer un codon stop chez S. cerevisiae, or cet acide aminé n'a pas été retrouvé lors du 

séquençage de la protéine issue d'un événement de translecture. Ces résultats contradictoires 

n'ont trouvé pour l'instant aucune explication. Une possibilité serait que le choix de (ou des) 

ARNt suppresseur(s) soit fortement déterminé par le contexte nucléotidique entourant le 

codon stop.  

Mes résultats présentés dans l'article N°3, indiquent que le motif UAG CAA UUA est 

le motif optimal pour la translecture du codon stop chez S. cerevisiae. Nous proposons une 

hypothèse qui permet d'expliquer à la fois l'influence de ces nucléotides sur la translecture, 

mais aussi pourquoi le mécanisme est plus efficace chez S. cerevisiae que dans les cellules de 

plantes ou de mammifères. Au niveau de cette séquence, il semble que l'efficacité de 

reconnaissance du codon stop par l'ARNt suppresseur dépende aussi de l'hypermodification 

des bases de l'anticodon. Il a notamment été montré que l'absence de pseudouridine dans la 

boucle anticodon empêchait l'ARNtTyr de reconnaître le codon stop (Zerfass and Beier, 

1992b). Dans le cas du TRV, il a été montré que la translecture du codon UGA par l'ARNtTrp 
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dépendait de la présence d'une 2'-O-methylcytidine dans la boucle anticodon (Zerfass and 

Beier, 1992a). Je présente à la fin du chapitre résultat, des expériences obtenues en 

collaboration avec l'équipe de H. Grosjean, qui indiquent l'importance des modifications des 

ARNt sur leur capacité à reconnaître les codons stop. 

Les sites de translecture présentés ci-dessus sont donc relativement simples. Il existe 

des structures beaucoup plus complexes permettant le franchissement d'un codon stop. Le seul 

cas très bien caractérisé est celui de la translecture du codon UAG situé entre les gènes gag et 

pol du MoMuLV. La translecture de ce codon permet la synthèse de la protéine de fusion 

Gag-Pol, permettant d'obtenir l'activité polymérase nécessaire à la réplication du virus. Cet 

événement est essentiel pour le virus, puisque le remplacement du codon stop par un codon 

sens (CAG ou AAG) empêche la propagation du virus (Jones et al., 1989), alors que le 

remplacement par un autre codon stop ne modifie rien à la réplication virale (Feng et al., 

1990). Il a été montré qu'une glutamine est insérée au niveau des codons UAA et UAG, et 

qu'au niveau du codon UGA on retrouve 3 acides aminés Arg, Trp et Cys (Yoshinaka et al., 

1985a). La translecture permet donc de maintenir un rapport Gag / Pol d'environ 20:1 

(Yoshinaka et al., 1985a), mais aussi de créer une protéine de fusion Gag-Pol. La partie Gag 

de cette protéine prendra place dans la structure de l'enveloppe viral, ce qui permettra par la 

même occasion d'incorporer la protéine pol dans le virion.  

Dans le cas de ce site de translecture, une structure en pseudonoeud a été identifiée en 

3' du site de recodage. Cette structure est essentielle au franchissement du codon stop (Feng et 

al., 1992). Il semble que le mode d'action de ce pseudonoeud soit de ralentir le ribosome au 

niveau du site de recodage comme c'est le cas dans le décalage du cadre de lecture en –1. 

Cependant, contrairement aux pseudonoeuds impliqués dans les cas de décalage en –1, un 

facteur trans pourrait interagir avec celui présent chez le MoMuLV (Brierley I. 

communication personnelle). Il faut noter que ce pseudonoeud possède une caractéristique 
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très particulière : sa séquence primaire est essentielle pour le franchissement du codon stop 

(Feng et al., 1992; Wills et al., 1994), ce qui n'est pas le cas pour les autres cibles de recodage 

tel que le décalage en –1. Les mécanismes mis en jeu au niveau de cette séquence sont 

conservés de la levure aux mammifères puisque l'efficacité de translecture chez S. cerevisiae a 

été mesurée aux alentours de 10% (Bidou communication personnelle). Ce résultat très récent 

ouvre de nouvelles perspectives dans l'étude de ce mécanisme, par l'utilisation des outils 

génétiques très puissants chez S. cerevisiae. 

 

Nous venons donc de voir que des événements non conventionnels de traduction 

(recodage) permettent de réguler l'expression de certains gènes. La plupart des exemples 

connus proviennent de gènes viraux. Le décalage du cadre de lecture en +1 ou –1 sont les 

seuls événements de recodage présents dans des gènes nucléaires. Pour qu'il puisse y avoir 

régulation, il faut imaginer que la cellule puisse moduler le taux de recodage en fonction de 

différents paramètres. Nous allons maintenant détailler les conditions qui permettent une 

modification du taux de recodage, et plus particulièrement du taux de translecture. 

 

3.3. Les facteurs influençant l'efficacité de recodage 

Un moyen efficace de moduler le recodage, et plus particulièrement la translecture, est 

l'utilisation de drogues, telles que les antibiotiques de la famille des aminoglycosides 

(gentamicine et G418) (Howard et al., 1996; Manuvakhova et al., 2000). Cette possibilité a 

été proposée comme moyen de traitement de certaines maladies génétiques, liées à la présence 

de mutations non-sens (Barton-Davis et al., 1999). Des travaux plus récents, montrent que 

l'effet de ces antibiotiques sur l'efficacité de translecture dépend fortement du contexte 

nucléotidique du codon stop (Manuvakhova et al., 2000). Ces résultats obtenus dans des 

systèmes in vitro, ont été confirmés in vivo au laboratoire, par une étude systématique du rôle 
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du contexte nucléotidique dans l'efficacité de suppression de la gentamicine (Bidou et Hatin, 

communication personnelle).  

D'autres facteurs plus "physiologiques" ont une grande influence sur l'efficacité de 

recodage. La phase de croissance a des répercussions très importantes sur la physiologie des 

cellules. Une baisse de l'activité métabolique est d'ailleurs souvent associée avec l'entrée en 

phase stationnaire. Chez E. coli, la disponibilité en ARNt dépend de la phase de croissance. 

En condition de phase exponentielle, on observe une augmentation des ARNt (cognat) 

correspondant aux codons fréquemment utilisés, alors qu'il semble que les ARNt 

correspondant aux codons peu utilisés ne soient pas modifiés (Dong et al., 1996). Les facteurs 

de terminaison sont eux aussi soumis au même type de régulation. Il a été mesuré que la 

quantité de facteur RF1 augmentait de 1200 à 4900 molécules par cellule de E. coli, et le 

facteur RF2 de 5900 à 24900, quand le taux de doublement des cultures passe de 0,3 à 2,4 par 

heure (Adamski et al., 1994). Il existe donc une co-régulation de la vitesse de croissance et de 

la synthèse des différents facteurs impliqués dans la traduction. Ces modifications 

s'accompagnent-elles de changements dans la fidélité de la traduction ?  

Le groupe d'Isaksson a pu mettre en évidence d'importantes variations du taux de 

recodage en fonction de la phase de croissance (Wenthzel et al., 1998). Ainsi le taux de 

translecture tend à diminuer tout au long de la croissance, pour atteindre son niveau le plus 

bas en phase stationnaire tardive. Une explication serait qu'au fur et à mesure que la cellule 

ralenti sa croissance, la traduction devient de plus en plus fidèle afin de limiter le plus 

possible l'apparition de protéines mutantes à un moment où la plupart des gènes sont moins 

exprimés. Cependant, cette hypothèse ne permet pas d'expliquer pourquoi le taux de décalage 

du cadre de lecture +1 augmente d'un facteur 5 et celui en –1 d'un facteur 3 de manière 

transitoire juste au moment de l'entrée en phase stationnaire, sauf si un (ou plusieurs) gène(s) 

nécessaire(s) à l'entrée en phase stationnaire sont sous contrôle d'un événement de recodage 
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+1 ou –1 chez E. coli. Cette hypothèse demande bien sur à être confirmée mais elle 

permettrait d'expliquer pourquoi de manière si transitoire le taux de décalage +1 et –1 est 

spécifiquement modifié. 

La disponibilité en acides aminés est un élément clef pour permettre le bon 

fonctionnement de la traduction. Une carence en acide aminé (pouvant être provoquée par des 

analogues non métabolisables) provoque une augmentation d'ARNt libres, correspondant à 

l'acide aminé manquant. La diminution d'ARNt chargé provoque une pause dans l'élongation 

de la traduction au niveau des codons normalement décodés par l'ARNt en question. Or, nous 

avons vu qu'une pause du ribosome est souvent à l'origine d'un événement de recodage. En 

modulant la disponibilité de certains acides aminés, on peut imaginer augmenter l'efficacité de 

certains recodages, et ainsi permettre la traduction d'ARNm non traduits en conditions non 

carencées. Il a d'ailleurs été démontré qu'une carence en acide aminé augmentait fortement 

l'efficacité du saut de ribosome. 

Inge-Vechtomov en 1994, rapporte l'influence de la source carbonée sur l'efficacité de 

terminaison de la traduction chez la levure(Inge Vechtomov et al., 1994). L'effet suppresseur 

de certaines mutations des gènes SUP35 et SUP45 est effectivement beaucoup plus grand en 

présence de galactose que de glucose. Cette efficacité de suppression est aussi augmentée en 

abaissant la température de culture de 30°C à 20°C (Inge Vechtomov et al., 1994). Il semble 

donc que certains gènes, dont les protéines sont impliquées dans la terminaison, soient soumis 

à un mécanisme de répression catabolique par le glucose. Il est important de noter à ce stade 

qu'une étude de la régulation transcriptionnelle des gènes SUP35 et SUP45 de S. cerevisiae a 

permis de démontrer que ces deux gènes étaient régulés de la même manière que les gènes 

codant pour les protéines ribosomiques (Dagkessamanskaya et al., 1997). L'augmentation de 

l'efficacité de suppression observée en changeant les conditions de culture, est probablement 

due à une baisse du taux de transcription des gènes codant pour les facteurs de terminaison. 
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Le groupe de Tuite a récemment proposé un modèle de régulation de la terminaison de la 

traduction, par le facteur [PSI+], en réponse à un stress environnemental (Eaglestone et al., 

1999). Les souches [PSI+], ont une résistance accrue aux stress par rapport aux souches [psi–

], démontrant que la forme "prion" de la protéine Sup35p confère un avantage sélectif aux 

cellules dans certaines conditions de stress, (True and Lindquist, 2000).  

Toutes ces expériences démontrent que la terminaison de la traduction peut être utilisée 

pour réguler l'expression de certains gènes chez S. cerevisiae. Cependant, malgré le fait que 

tous ces éléments sont réunis chez S. cerevisiae, aucun gène nucléaire régulé par un 

mécanisme de translecture n'a encore été identifié. Le gène FLO8 a été considéré comme un 

candidat potentiel. FLO8 est un activateur de transcription des gènes impliqués dans le 

phénomène de floculation (Teunissen et al., 1995). Dans les souches de levure S288C et 

W303, ce gène est inactif car interrompu par un codon stop, la voie de floculation est donc 

inactive (Liu et al., 1996). Suzan Lindquist a proposé qu'en présence du facteur [PSI+] le 

codon stop était plus efficacement franchi par les ribosomes. Cependant le codon stop n'est 

pas présent dans toutes les souches de levure. Il semble que la présence du codon stop ait été 

sélectionnée pour obtenir des souches qui ne floculent pas. Finalement cette mutation ne serait 

apparue que dans les souches de laboratoire qui ont été sélectionnées, par les 

expérimentateurs, pour leur aptitude à ne pas floculer, et ne serait donc pas un site de 

recodage, permettant une adaptation de la levure dans certaines conditions.  
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4. Conclusion et projet 

Nous venons de voir dans ce dernier chapitre que dans certains cas, les erreurs étaient 

programmées par l'ARNm. Ces événements, aussi appelés recodage, possèdent deux 

caractéristiques principales qui les différencient des erreurs non programmées. La première 

est que le recodage a lieu à un endroit précis de l'ARNm. La deuxième est que l'efficacité avec 

laquelle les ribosomes vont se tromper est de 10 à 300 fois supérieure au taux d'erreur 

habituel. En changeant ainsi localement les règles générales de décodage de l'ARNm, il va 

être possible d'obtenir une nouvelle protéine, qui en général n'avait pas été prévue par 

l'analyse des séquences. 

La grande majorité des événements de recodage a été identifiée dans des génomes viraux, 

les exemples de gènes cellulaires recodés sont peu nombreux (en ne considérant pas les 

transposons, les séquences d'insertion bactériennes qui ont probablement des origines 

différentes de celles des autres gènes cellulaires). Le gène bactérien prfB est l'exemple le 

mieux documenté de régulation de l'expression d'un gène par un décalage du cadre de lecture 

en +1 (Adamski et al., 1993). Le gène EST3, qui code pour une sous-unité de la télomérase de 

S. cerevisiae, est aussi exprimé grâce à un décalage du cadre de lecture en +1 (Morris and 

Lundblad, 1997). Ce mécanisme est aussi probablement mis en jeu dans le cas du gène 

ABP140 (Asakura et al., 1998). En revanche pour le décalage du cadre de lecture en –1, dnaX 

est le seul gène cellulaire décrit pour être exprimé grâce à ce mécanisme (Blinkowa and 

Walker, 1990). L'incorporation de sélénocystéine dans une protéine est un cas tout à fait à part 

dans les mécanismes de franchissement des codons stop, puisqu'elle fait intervenir toute une 

machinerie spécialisée. Il a été suggéré qu'un gène de drosophile, le gène hdc, pourrait être 

exprimé par un mécanisme de translecture (Steneberg et al., 1998). Cependant aucune 

confirmation du mécanisme n'a été effectué, il est tout à fait possible que le codon stop 
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présent dans ce gène subisse un autre type de recodage (comme le saut de ribosome par 

exemple). 

Tous les résultats que je viens de décrire à propos des événements de recodage, semblent 

indiquer que ceux-ci sont très fréquemment rencontrés dans les gènes viraux, et seulement de 

manière exceptionnelle dans les gènes cellulaires. Cependant ce biais de représentation ne 

pourrait aussi n'être dû qu'au fait que les virus sont des organismes très étudiés et dont les 

génomes de petites tailles ont permis depuis longtemps leur caractérisation approfondie. 

L'accès à de nombreux génomes complets, aussi bien procaryotes qu'eucaryotes, va 

maintenant permettre de mener des recherches exhaustives de cibles de recodage. Il est donc 

extrêmement probable que le nombre de gènes nucléaires, possédant des cibles de recodage, 

augmente rapidement.  

 

Je me suis donc particulièrement intéressé à la recherche de gènes nucléaires contrôlés par 

un mécanisme de translecture. Les séquences impliquées dans ce mécanisme, ainsi que leur 

mode d'action, n'étant toujours pas clairement identifiés, j'ai développé (en collaboration avec 

le groupe de Bio-Informatique des Génome de l'IGM) deux approches complémentaires, en 

utilisant S. cerevisiae comme organisme d'étude.  

La première a consisté à rechercher des motifs de translectures très efficaces. Cette 

approche est fondée sur les données publiées ces 5 dernières années dans le domaine. La 

seconde approche au contraire utilise le minimum de paramètres possibles en ne fixant 

uniquement que des contraintes d'organisation génomique. Par exemple, pour qu'un gène 

puisse être contrôlé par un événement de translecture il doit être interrompu par un codon stop 

en phase! Donc, combien y-a-t'il de phases ouvertes de lecture interrompues par un codon 

stop ? et comment les identifier ? 
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Ces deux études m'ont permis d'identifier les premiers gènes nucléaires soumis à un 

mécanisme de translecture chez S. cerevisiae. Elles démontrent aussi que ce genre 

d'événement est effectivement bien plus fréquent qu'on ne le pensait et qu'ils ne sont 

certainement pas limités aux seuls virus et autres transposons. 

 

J'ai d'autre part cherché à comprendre le rôle du contexte 3' sur l'efficacité de terminaison 

de la traduction, afin de pouvoir établir un modèle. J'ai pour cela développé un nouveau 

système rapporteur très performant, basé sur l'utilisation du gène ADE2. Lorsque ce gène est 

inactivé, la cellule accumule un pigment rouge, lorsqu'il est actif la cellule est non colorée 

(blanche). J'ai pu mettre en évidence que l'intensité de coloration est directement liée a 

l'activité du gène. Ainsi lorsque l'on interrompt le gène avec des cibles de translecture ayant 

des efficacités inférieures à 2%, la colonie demeure rouge, entre 2% et 15% elle devient rose 

et entre 15% et 100% la colonie est blanche. Ce crible m'a permis de mener une analyse 

systématique des six nucléotides suivant le codon stop et ainsi d'identifier un motif consensus. 

Nous avons aussi proposé un modèle expliquant comment ce contexte pourrait influencer si 

fortement l'efficacité de terminaison de la traduction. 

 

Parallèlement à ce travail, j'ai effectué le crible d'une banque multicopie d'ADNg de S. 

cerevisiae, afin d'identifier des suppresseurs et des antisuppresseurs multicopies. 

L'identification de facteurs agissant en cis sur l'efficacité de terminaison de la traduction, nous 

a permis de mettre en évidence des interactions complexes entre la traduction et le 

cytosquelette, ainsi qu'avec le transport intracellulaire des protéines. La signification 

physiologique de ces interactions n'est pas encore bien comprise, cependant elles confirment 

les observations rapportées par d'autres équipes (voir chapitre 2.4 en introduction). 
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Finalement, en collaboration avec les équipes de H. Grosjean et J.P. Bachellerie, nous 

avons étudié l'effet des modifications des ARN (aussi bien ARNt qu'ARNr) sur l'efficacité de 

recodage. Des résultats encore préliminaires montrent que lorsque certains nucléotides ne sont 

pas modifiés sur l'ARNt, on observe une diminution du taux de translecture. 

D'autres résultats indiquent clairement que la méthylation des riboses de certains 

nucléotides des ARNr est impliquée dans la fidélité de la terminaison de la traduction. Des 

études sont en cours afin d'identifier quel sont les bases modifiées qui sont importantes pour 

l'efficacité de terminaison de la traduction. 

Par l'étude d'un mécanisme non conventionnel de terminaison de la traduction, la 

translecture, j'ai pu donc mettre en évidence de nouveaux éléments impliqués dans la 

terminaison de la traduction chez les eucaryotes. Le déroulement de l'étape de terminaison 

étant encore largement inconnu, ces résultats participent à mieux comprendre les mécanismes 

mis en jeu. 
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ARTICLE N°1 

 

La translecture du codon stop du gène PDE2 module la 

concentration intracellulaire d'AMPc chez 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

 (Soumis à Molecular cell) 
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1. Résumé de l'article 1 : 

 

 Lorsque l'un des trois codons stop pénètre au site A du ribosome, il y a 

compétition entre les facteurs de terminaison, qui vont provoquer l'arrêt de la synthèse 

protéique, et l'incorporation d'un ARNt permettant de continuer la traduction (on parle 

de translecture du codon stop). Cette compétition est, la plupart du temps, défavorable à 

l'ARNt puisque le taux d'erreur au niveau d'un codon stop est estimé aux alentours de 

0,1%. Cependant le contexte nucléotidique entourant le codon stop va fortement 

influencer l'efficacité d'incorporation de l'ARNt. Il est ainsi possible de "reprogrammer" 

un codon stop pour le rendre plus facilement franchissable par les ribosomes qui vont 

pouvoir traduire la région située en 3' jusqu'au prochain codon stop. De nombreux virus 

comme celui de la mosaïque du tabac (TMV) utilisent cet événement de recodage (la 

translecture) pour synthétiser l'ADN polymérase nécessaire à leur réplication. Cet 

événement, réalisé à 5% dans les cellules de plantes, est absolument essentiel à la 

propagation des virus. Plusieurs études ont permis de mettre en évidence l'importance 

du contexte nucléotidique entourant le codon stop dans ce phénomène de recodage. Il a 

été notamment démontré que l'efficacité de translecture était déterminée par les 

séquences situées en 5' et 3' du codon stop (Bonetti et al., 1995; Mottagui-Tabar et al., 

1998). Cette efficacité peut atteindre 30% (300 fois le niveau de base) dans une souche 

sauvage de levure ne possédant pas de suppresseur (Bidou et al., 2000; Stahl et al., 

1995). Ceci montre à quel point l'efficacité de terminaison de la traduction est 

dépendante du contexte entourant le codon stop. 

Toutes ces études ont donc permis d'identifier différents contextes permettant 

une très bonne efficacité de translecture chez S. cerevisiae. Cependant à ce jour aucun 
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gène nucléaire utilisant ce type d'événement de recodage n'a encore été identifié. Nous 

avons donc recherché si, parmi la dizaine de motifs artificiels connus, certains existaient 

naturellement dans le génome de S. cerevisiae. Parmi les 8 motifs recherchés, 5 sont 

présents à la fin de 8 phases ouvertes de lecture (ORF). Parmi celles-ci, il y a trois gènes 

connus. PDE2 code la phosphodiesterase de l'AMPc, RCK2 code une protéine kinase et 

CST6 code une protéine impliquée dans la stabilité des chromosomes.  

Je me suis particulièrement intéressé à l'effet physiologique de la translecture sur 

l'activité de la protéine codée par le gène PDE2. L'extension 3' située après le codon 

stop correspond à 20 acides aminés. Il existe un test phénotypique permettant de 

déterminer si la protéine Pde2p est active ou non in vivo. Une souche qui possède un 

gène PDE2 inactif et un allèle thermosensible du gène CDC25 est incapable de 

synthétiser son propre AMPc à 37°C. Ainsi seule l'importation d'AMPc présent dans le 

milieu de culture, permettra de rétablir une croissance comparable à celle d'une souche 

sauvage. Lorsque cette souche est transformée par un plasmide possédant un allèle actif 

de PDE2, aucune croissance n'est observée puisque l'AMPc extracellulaire importé dans 

la cellule est immédiatement dégradé par la phosphodiestérase. On peut donc résumer : 

Pde2p active  pas de croissance à 37°C en présence d'AMPc, Pde2p inactive  

croissance à 37°C avec AMPc. Cette souche transformée par un allèle mutant de PDE2, 

où le codon stop a été remplacé par un codon sens (CAG), peut se multiplier à 37°C. Ce 

résultat démontre que la forme longue de la protéine Pde2p n'est pas suffisamment 

active pour permettre la dégradation totale de l'AMPc importé dans la cellule. De quelle 

manière l'extension de 20 acides aminés modifie t'elle l'activité de la protéine? 

Pour répondre à cette question, des fusions entre les formes "courtes" et 

"longues" de PDE2 ont été réalisées avec la GFP. Par fluorescence, la forme "courte" a 

été observée au noyau, alors qu'aucune fluorescence n'a été obtenue avec la forme 
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"longue". L'utilisation de souches possédant un protéasome partiellement inactif, a 

permis de démontrer que cette absence de fluorescence est due à une dégradation rapide 

par le protéasome de la forme "longue" de la protéine.  

 

Une quantification précise du taux de translecture a mis en évidence que celle ci 

pouvait atteindre 25% (soit 80 fois le taux d'erreur spontanée) à 20°C dans une souche 

[PSI+]. De plus une variation de l'efficacité de translecture d'un facteur deux a été 

obtenue avec toutes les cibles testées soit en abaissant la température de 30°C à 20°C, 

soit en remplaçant le glucose par du galactose. Ceci démontre que l'efficacité de 

terminaison de la traduction varie en fonction des conditions environnementales. Il est 

donc tout à fait possible que la terminaison de la traduction soit un point de régulation 

de l'expression de certains gènes. 

Comme présenté dans l'introduction le facteur [PSI+], correspond à un 

changement conformationnel de la protéine eRF3 de S. cerevisiae. Cette modification 

de la protéine la rend incapable d'assurer sa fonction dans la terminaison de la 

traduction. L'équipe de S. Lindquist a récemment mis en évidence une grande variété de 

phénotypes associés à la présence du facteur [PSI+], sans pour autant pouvoir identifier 

les gènes responsables de ces phénotypes. Mes résultats indiquent qu'une souche [PSI+] 

présente une concentration intracellulaire d'AMPc deux fois supérieure à une souche 

isogénique [psi-]. Ce résultat est celui attendu pour une diminution de l'activité 

phosphodiestérase dans la cellule. Etant donné la diversité des voies dans lesquelles 

l'AMPc intervient (régulation du stress, croissance pseudohyphale, croissance diauxique 

etc…), il est compréhensible que cette variation de concentration intracellulaire puisse 

avoir des répercussions très diverses. Ainsi, mes résultats pourraient apporter une 

explication moléculaire et physiologique à ceux obtenus par le groupe de S. Lindquist. 
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Abstract 
The efficiency of translation termination in yeast can vary several hundredfold 

depending on the stop codon context. We performed a computer analysis designed to 
identify yeast ORFs carrying a readthrough motif around the termination codon. Eight 
such ORFs were found that actually display inefficient stop codon recognition, one of 
which, PDE2, encodes the high affinity cAMP phosphodiesterase. We demonstrate that 
Pde2p stability is greatly impaired by the readthrough-dependent extension of the 
protein. A 20-fold increase in readthrough of PDE2 was observed in a [PSI+] compared 
to a [psi-] strain, reaching 25% at 20°C. Consistent with this observation, a large 
increase in cAMP concentration was observed in  suppressor backgrounds (i.e [PSI+] or 
SUP53 strains). These results point to a role of translational readthrough in regulating 
the cAMP pathway, and provide a possible molecular explanation for the diversity of 
secondary phenotypes associated with suppressor mutations or [PSI+] state. 

 
 

Keywords : cAMP / Prion / PSI / Translation termination  
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Introduction 
During the last decade, evidence has accumulated that the genetic code may be more 

flexible than previously thought. For example, the ribosome can change the frame of 
decoding during elongation, either forward or backward, or read through a stop codon, 
or even skip a part of the message by hopping (Herr et al., 2000; Huang et al., 1988). 
These different alternative readings of the genetic code have been called "recoding" by 
Atkins and Gesteland (Gesteland et al., 1992). In many cases, these mechanisms result 
in the bypass of a stop codon and the synthesis of a longer polypeptide than that 
deduced by conventional decoding. 

Many families of viruses are known to use programmed –1 (minus one) ribosomal 
frameshifting to synthesize the Gag-Pol polyprotein (Brierley et al., 1987; Hyun et al., 
1993; Jacks et al., 1988a; Jacks et al., 1988b). In yeast S. cerevisiae, retrotransposons 
Ty1 and Ty3 are the best characterized ribosomal +1 frameshift sites (Belcourt and 
Farabaugh, 1990; Farabaugh et al., 1993). To date only a few cellular genes have been 
demonstrated to use such a recoding event for regulating their expression. The first 
example was described in E. coli, where autoregulation of a programmed +1 ribosomal 
frameshift in the prfB gene is required for the synthesis of release factor 2 (Craigen and 
Caskey, 1986; Craigen et al., 1985). In E. coli also, a –1 ribosomal frameshift in the 
dnaX gene generates the DNA polymerase γ-subunit (Flower and McHenry, 1990; 
Tsuchihashi and Kornberg, 1990). In yeast, two cellular genes need a +1 frameshift to 
be expressed: EST3 encoding a subunit of telomerase enzyme (Morris and Lundblad, 
1997) and ABP140, encoding a novel actin filament-binding protein (Asakura et al., 
1998). In multicellular organisms, programmed +1 ribosomal frameshifting has been 
demonstrated in the gene encoding the ornithine decarboxylase (ODC) antizyme 
(Ivanov et al., 2000; Matsufuji et al., 1995; Matsufuji et al., 1996; Rom and Kahana, 
1994; Zhou et al., 1999).  

Recoding signals can also reprogram the meaning of stop codons, either for a 
canonical amino acid by a classical suppression-like mechanism or, in some particular 
cases, for the modified amino acid selenocysteine (Martin et al., 1996). Moloney 
Murine Leukemia Virus uses stop codon readthrough rather than –1 frameshift to 
express its Gag-Pol precursor protein. In Sindbis virus, the poor UGAC context allows a 
10% readthrough efficiency (Li and Rice, 1993). In Tobacco Mosaic Virus (TMV), the 
context CAA UAG CAA UUA promotes 5% readthrough in plants cells. The best 
studied examples for programmed redefinition of a stop codon in cellular genes are 
involved in the synthesis of selenoproteins. Selenocysteine incorporation is achieved by 
readthrough of a UGA stop codon and is stimulated by the presence of a particular 
structure (SECIS element) of the mRNA (Kollmus et al., 1996; Martin et al., 1996). 
There are a few reports of readthrough in other cellular eukaryotic genes, like the 
headcase (hdc) gene of Drosophila melanogaster (Bischoff et al., 2000; Robinson and 
Cooley, 1997; Steneberg et al., 1998). The hdc gene is involved in different 
developmental processes and its sequence reveals a 3241bp ORF, interuped by a single 
in-frame stop codon. The downstream ORF is essential to obtain a functional product. 
The by-pass mechanism has not been yet identified and further experiments are required 
to assess whether a bona fide programmed readthrough is involved. Thus, as in the case 
of frameshifting, readthrough events have also been observed mainly in small genetic 
elements such as transposons and viruses.  

Translation termination is determined by the presence of one of the three stop codons 
(UAA, UAG, UGA) in the A site of the ribosome. The error rate of translation 
termination is very low, since only 0.05 to 0.1% of the ribosomes bypass stop codons 
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(Bonetti et al., 1995). One major parameter known to affect the efficiency of translation 
termination is the local sequence context surrounding the termination codon. Statistical 
analyses of genes in many species have shown that the nucleotide distribution around 
the stop codon is not random (Brown et al., 1993). The upstream sequence context has 
been shown to affect the efficiency of translation termination in Escherichia coli 
(Mottagui Tabar and Isaksson, 1997) and in S. cerevisiae (Mottagui-Tabar et al., 1998). 
Sequence immediately 3’ to the stop codon is also important for the efficiency of 
translation termination (McCaughan et al., 1995; Poole et al., 1995; Tate et al., 1995). 
Upstream and downstream sequences surrounding the stop codon act synergistically to 
determine the efficiency of translation termination in yeast (Bonetti et al., 1995). In 
these studies, numerous artificial readthrough motifs have been tested and several have 
been shown to decrease translation termination efficiency of reporter genes. 
Interestingly, translation termination efficiency in S. cerevisiae can be affected by 
environmental factors such as stress, carbon source, and temperature (Eaglestone et al., 
1999). Moreover, [PSI+], an epigenetic element that induces a decrease in translation 
termination accuracy, has a wide impact on yeast cell physiology (True and Lindquist, 
2000). These observations strongly suggest that modulation of translation termination 
efficiency could be employed by the cell to regulate the function, localisation, or 
stability of some proteins under particular conditions. 

The aim of this study was to identify genes in S. cerevisiae controled in part by a 
readthrough mechanism. We found 8 genes carrying previously described readthrough 
motifs. We demonstrate that a high readthrough level is actually occuring at these sites. 
In the case of the PDE2 gene, whose product is a key regulator of the cAMP control 
cascade, we observed that the carboxy terminal extension generated by the readthrough 
event significantly alters the stability of the protein, ending with an important increase 
in cAMP intracellular concentration and with a modification of the stress response. 
Thus regulating termination readthrough is one means by which gene activity can be 
controled. 
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Results. 
Presence of readthrough motifs in the genome of S. cerevisiae. 
Bedwell and colleagues have shown that certain upstream and downstream triplets 

adjacent to a stop codon are sufficient to promote a high readthrough level in the yeast 
S. cerevisiae (Bonetti et al., 1995). More recently, these results have been confirmed by 
Mottagui-Tabar and colleagues (Mottagui-Tabar et al., 1998).  

Eight motifs promoting very efficient stop codon suppression in a sup45 mutant 
strain were selected for a computer search of the S. cerevisae genome. Seven of these 
had been described by Stansfield and the eighth by Fearon (Fearon et al., 1994; 
Stansfield et al., 1995 ). They are all  related to the readthrough sequence CAA UAG 
CAA initially found in TMV.  

Only ORFs carrying a potential 3' extension with a minimal length of 60 nucleotides 
before the next stop codon were retained for further analysis. As indicated in Table 1, 8 
ORFs that carry one of five of the 8 possible readthrough motifs, were identified. 

 
Biological functions of ORFs carrying a readthrough motif. 
PDE2 encodes the high affinity cAMP phosphodiesterase, which catalyses the 

hydrolysis of cAMP to AMP (Wilson and Tatchell, 1988). This protein is involved in 
Ras/cAMP pathway, and indirectly modulates the ubiquitin ligase activities of the 
anaphase-promoting complex (APC) and the Skp1p-Cdc53p-F box complex (SCF) 
(Irniger et al., 2000). It has been suggested that Pde2p could protect the cAMP 
signalling pathway from interference by the extracellular environment (Wilson et al., 
1993). PDE2 is a nonessential gene, but a null mutant is sensitive to oxydative and heat 
stress.  

 RCK2 (CLK1) encodes a calcium/calmodulin dependent serine/threonine protein 
kinase. The C-terminal segment of RCK2 is a negative regulatory domain (Melcher and 
Thorner, 1996). Rck2p can specifically phosphorylate the translation elongation factor 2 
(EF-2) in vitro (Melcher and Thorner, 1996). Hyperphosphorylation of EF-2 blocks its 
ability to promote a shift of the aminoacyl-peptidyl-tRNA from the A site to P site, and 
thus totally inhibits translation (Brigotti et al., 1992; Donovan and Bodley, 1991). 
Rck2p is also a nonessential gene  but it shares 46% similarity with another 
calcium/calmodulin dependent serine/threonine protein kinase, Rck1p. 

 CST6 has been recently characterized (Ouspenski et al., 1999). Cst6p is involved 
in chromosome recombination and stability. It contains a potential fos/jun DNA-binding 
domain. Cst6p contains a region of 300 amino acids displaying 40% similarility with 
cAMP response element binding proteins (CREBP). 

The five other ORFs correspond to new genes without any known motif, except for 
the protein encoded by YCR101c ORF (182 amino acids) which contains a 169 amino 
acids region with 52% identity to Vth1p (a receptor that binds to the integral membrane 
implicated in vesicular transport) upstream of the stop codon, and 62% similarity to 
Yip1p (a Golgi integral membrane protein that binds to the transport GTPase Ypt1p and 
Ypt3p proteins) downstream of the stop. YCR101c is referenced at the YPDTM database 
as a fragmented coding region of a pseudogene. 

 
Quantification of stop codon bypass frequency. 
To determine whether these motifs are actual sites of readthrough, the regions 

surrounding the stop codons were cloned at the lacZ-luc junction of a dual reporter gene 
(Figure 1) and each construct was sequenced to verify the presence of the stop codon 
(Bidou et al., 2000). We quantified the bypass frequency as the ratio of luciferase and β-
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galactosidase activities, compared to an in-frame control (Bidou et al., 2000). This was 
done in the Y349 wild type strain fully active for translation termination and carrying 
no suppressor tRNA. Results shown in Table 2 indicate that the 8 motifs are sites of 
bypass at a frequency of 7 to 31 fold higher than "anonymous" stop codons. In two 
cases (PDE6wc and CL010.6wc), a region encompassing only 6 nucleotides on each 
side of the stop codon was tested in the readthrough assay. In both cases, the minimal 
motif elicited the same readthrough frequency as the initial construct (data not shown). 
This demontrates that the high level bypass can be determined by the immediate 
nucleotide context of the stop codon.  
 
Effect of [PSI+] on readthrough. 

[PSI+] is an epigenetic factor that has a broad impact on yeast physiology (True and 
Lindquist, 2000). In a [PSI+] strain, Sup35p is present both as a soluble factor and as 
large intracellular aggregates. The resulting intracellular depletion of soluble 
termination factors facilitates the decoding of stop codons by natural suppressor tRNAs, 
increasing the stop codon readthrough level. The molecular link between the primary 
effect of [PSI+] on termination and the phenotypes of [PSI+] strains had remained 
obscure (True and Lindquist, 2000). We postulated that the modulation of readthrough 
frequency at one or several of the sequences identified above might contribute to the 
wide effect of [PSI+] on cell physiology.  

Figure 2 shows that, depending of the candidate sequences, a two- to 22-fold 
increase of readthrough frequency was observed in [PSI+] strain. By contrast, only a 
marginal effect was observed on the strong stop codon of the pAC74 vector and on 
other anonymous stop codons tested (Figure 2 and data not shown). These results 
indicate that only leaky stop codons are sensitive to the PSI state, suggesting that the 
[PSI+] state acts synergistically with stop codon context in promoting readthrough 
frequency. They also demonstrate that the mechanism bypassing the stop codon is bona 
fide translational readthrough. Altogether, these observations provide a potential link 
between physiological changes mediated by [PSI+] and the candidate genes identified 
in this work.  

 
Effect of the stop codon readthrough on PDE2 gene 
The PDE2 gene was selected for further investigations because i) it shows the 

highest readthrough level ii) it is subjected to [PSI+] control and iii) its product is a part 
of a key control system which acts on global cell physiology. The peptide encoded by 
the sequence located after the stop codon does not display any known motif recognized 
in Prosite database, giving no clue to its potential role in the extended protein. To test 
the physiological relevance of the larger protein form, we constructed mutant alleles of 
PDE2 that express either only the short "normal" product or only the longer readthrough 
product. In the first mutant, we changed the CAA triplet after the stop codon, into a 
UAA ochre codon to prevent the readthrough event. This mutant is called PDE2-Short 
(PDE2S). In the second mutant, the stop codon was replaced by a sense glutamine 
codon, thus exclusively allowing the synthesis of the long form of the protein. This 
mutant is called PDE2-Large (PDE2L). 

To detect the phosphodiesterase activity of the two mutant forms, we used an in vivo 
functional assay, based on the following experimental system: The strain OL520-1 
carries a null allele of PDE2 (rca1) and a thermosensitive allele of CDC25. This strain 
is unable to grow at 37°C, i.e the restrictive temperature for cdc25-5 mutation, but can 
be rescued by exogenous addition of cAMP. However, in the presence of a functional 
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PDE2 gene, the exogenous cAMP is degraded and no rescue can be obtained at the 
restrictive temperature (Wilson et al., 1993). The two mutant forms (PDE2S and 
PDE2L) were cloned in both a centromeric and a multicopy plasmid. OL520-1 strain 
was transformed by each of the four constructs, and the ability to grow at 37°C in the 
presence of cAMP was assayed. As shown in Figure 3, no growth was detected for 
strains carrying the PDE2S allele, demonstrating that this allele is fully active. In 
contrast, strains carrying the PDE2L allele were able to grow, with either the low or the 
high copy vector. The strain harboring the larger form of Pde2p is thus inefficient at 
hydrolysing cAMP. The simplest explanation is that the carboxy-terminal extension 
leads a destabilisation of the Pde2Lp protein, but we can not rule out the possibility that 
this process takes place only at 37°C. To test this possibility we quantified the cAMP 
level at 30°C in a Δpde2 strain harboring either PDE2L or PDE2S form. Results shown 
in Table 3 A. clearly indicate that the cAMP level is identical in the strain harboring an 
empty vector or the PDE2L allele, while the cAMP level is drastically reduced in the 
strain expressing the PDE2S allele. Given that sequencing of the entire gene confirmed 
that no modification other than the UAA to CAA mutation was present in PDE2L 
mutant gene (data not shown), the carboxyl terminal extension of the protein is actually 
responsible for the decreased Pde2p activity. 

In order to investigate the effect of the C-terminus extension of Pde2p on protein 
subcellular localisation or stability, we generated yEGFP tagged alleles of the short and 
long forms of Pde2p. This allowed the in vivo visualization the two Pde2p forms. The 
yEGFP-tagged Pde2Lp and Pde2Sp were visualized in living yeast cells, in a ∆pde2 
strain (OL571). With the PDE2S allele, a single bright fluorescent dot was observed 
exclusively in the nucleus (Figure 4.A). By contrast, no fluorescence was detected with 
the PDE2L construction (Figure 4.A). 

To assess whether the degradation of Pde2Lp form may account for the lack of 
detection, we used a double mutant pre1-1 pre2-2, whose chymotrypsin-like activity of 
the 20S proteasome core is thermosensitive (Richter-Ruoff et al., 1992; Seufert and 
Jentsch, 1992). PRE1 and PRE2 genes are both essential for viability. It has been shown 
that certain short-lived proteins are stabilized in this mutant at 37°C (Galan et al., 1996; 
Seufert and Jentsch, 1992). Fluorescence analyses were performed at 30°C and 37°C in 
wild type strain (WCG4a), and in the mutant strain (WCG4-11/22a). Results showed a 
clear nuclear signal of yEGFP-Pde2Lp present in the mutant at 37°C (Figure 4.B). The 
Pde2Lp form is thus stabilized in the mutant strain deficient for proteasome dependent 
degradation. 

 
Modulation of the readthrough efficiency affect cAMP level 
Finally, since the physiological role of Pde2p is to degrade cAMP, we asked whether 

a modification of the readthrough frequency would lead to a modification of cAMP 
concentration in yeast cells harboring a wild type PDE2 gene. If this is the case, one 
would predict to observe a difference in the cAMP concentration between a [psi-] and a 
[PSI+] strain. We measured the cAMP levels in 74-D694 [psi-] and [PSI+] isogenic 
strains and found an almost two- fold increase in the [PSI+] strain. The expression of 
the PDE2S allele (which is not sensitive to the PSI state) in the [psi-] strain has only a 
slight effect on cAMP level, while it drastically reduces the cAMP level in the [PSI+] 
strain (Table 3 B.).  

To verify that the cAMP increase is directly related to PDE2 readthrough, we 
mimicked the [PSI+] effect by using an amber suppressor tRNA (SUP53) (Liebman et 
al., 1984). As shown in Figure 5A, this suppressor tRNA largely increased readthrough 
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on UAG stop codon, giving a stop codon bypass efficiency of 50% on the PDE2 
sequence. The presence of this suppressor tRNA induced an important increase of 
cAMP level in the wild type strain Y349, while it had no effect in a Δpde2 strain 
(Figure 5 B.). These results clearly demonstrate that in a suppressor background, the 
cAMP level increase is dependent on PDE2 stop codon readthrough. 

 
Physiological impact of the modification of the cAMP level 
It has been previously shown that a high level of cAMP inhibits the MSN2/4 stress 

response pathway (Garreau et al., 2000). This inhibition leads to hypersensitivity of 
yeast cells to various stress (Boy-Marcotte et al., 1999; Garreau et al., 2000; Smith et 
al., 1998). We performed kinetic experiments to determine if [psi-] or [PSI+] strains, 
harboring either empty parental vector or PDE2S allele, display different responses to 
heat stress. As shown Figure 6, the [PSI+] strain was more sensitive to heat stress than 
the [psi-] strain and this effect was abolished upon expression of the PDE2S allele.  



Recherche des motifs de translecture chez S. cerevisiae.- 113 - 

 

113

Discussion 
Identification of readthrough gene candidates 
Until now, recoding events had been found by chance. In order to identify nuclear 

genes using a readthrough recoding event, we have developed a systematic computer 
approach to find readthrough motifs in S. cerevisiae. It has been previously 
demonstrated that immediate upstream and dowstream triplets around the stop codon 
are key determinants of readthrough frequency (Bonetti et al., 1995; Mottagui-Tabar et 
al., 1998). We therefore searched for "poor termination contexts" derived from the 
canonical TMV sequence, i.e CAA UAG CAA, in the entire S. cerevisiae genome. This 
strategy allowed us to identify eight ORFs each carrying a candidate sequence. We have 
quantified the stop codon bypass frequency for each of them and demonstrated that the 
mechanism involved is bona fide translational readthrough. The readthrough 
frequencies vary from 0.8% to 2.2 %. These values are several fold higher than the 
basal level of translational errors, and are comparable to those observed in viruses (Rein 
and Levin, 1992; Skuzeski et al., 1990). 

 
Modulation of readthrough levels by environmental factors 
In their natural habitat, yeasts are subjected to environmental changes of diverse 

kinds involving nutrient availability, temperature, stress, etc. Three factors have already 
been associated with readthrough modulation: the carbon source, the temperature and 
[PSI+]. These factors may thus be important parameters modulating the function, 
stability or localization of readthrough proteins during particular growth conditions.  

We quantified readthrough levels on the genes we identified, in three different 
conditions. First in [PSI+] compared to [psi-] strains, second upon switching of the 
carbon source from glucose to galactose, and third upon shifting down the growth 
temperature from 30°C to 20°C. We observed a 20 fold increased of PDE2 stop codon 
readthrough in the [PSI+] strain compared to the isogenic [psi-]. An even higher 
increase was obtained in a [PSI+] strain grown at 20°C, reaching a frequency of 24% 
readthrough for the PDE2 gene (data not shown). For all genes, a roughly two-fold 
increase of readthrough rates was observed in galactose medium and at 20°C (data not 
shown). This shows not only that these genes are actually subjected to translational 
readthrough, but also that the readthrough level can be modulated by the physiological 
status and environment of the cell. 

 
PDE2 expression is controled by readthrough 
We have focused our attention on PDE2, encoding the high affinity cAMP 

phosphodiesterase which catalyses hydrolysis of cAMP into AMP. This protein is a key 
factor in the ras signalling pathway and could affect many cellular functions, 
particularly during stress response. 

Translational readthrough of the stop codon extends the protein by 20 amino acids. 
By using a mutant form of PDE2, we showed that no significant phosphodiesterase 
activity is detected in a strain carrying only the long form of the protein (Pde2Lp). To 
get insight into the mechanism that may account for the effect of the C-terminus 
extension on the Pde2p activity, amino terminal fusions between either the long or the 
short form of Pde2p and the coding region of yEGFP were constructed. The Pde2Sp 
fusion was easily detected and located exclusively in the nucleus. Interestingly, Pde2p 
had been assumed to be a cytoplasmic protein (Wilson et al., 1993), due to the lack of a 
nuclear localization signal, but this had never been experimentally proven. By contrast, 
no protein was detected when the Pde2Lp fusion was used in a wild type host. In a 
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proteasome mutant, the fusion protein was detected in the nucleus. This suggests that 
the ubiquitin proteasome pathway is involved in the control of Pde2p concentration in 
the cell.  

 
cAMP pathway and readthrough 
Quantification of cAMP levels in isogenic [psi-] and [PSI+] strains showed an almost 

two-fold increase of cAMP levels in [PSI+] strain. It has been shown that the presence 
of [PSI+] cause a mild stress in the cell associated with a recruitment of Ssa1p chaperon 
to unfold Sup35p aggregats (Jung et al., 2000). Ssa1p has also a direct role in the cAMP 
pathway by interacting with the guanine nucleotide exchange factor for ras: Cdc25p. 
This interaction stimulates Cdc25p activity, which leads to an activation of the Cyr1p 
protein (Geymonat et al., 1998). The recruitement of Ssa1p in the [PSI+] strain to 
unfold Sup35p aggregats, may thus reduce the amount of functional Cdc25p and 
consequently the activity of the PKA pathway. This could explain why the cAMP level 
is lower in the [PSI+] strain harboring PDE2S allele than in the [psi-] corresponding 
strain. The two-fold increase of the cAMP level in the [PSI+] strain vs [psi-] strain is 
thus possibly underestimated. Furthermore, this result indicates that even a 10% 
readthrough of the PDE2 stop codon is sufficient to induce a significant increase of 
cAMP levels, strongly suggesting that the Pde2p protein is in limiting concentration in 
the cell. cAMP is known to interfere with several different pathways through the 
activation of PKA, which then directly or indirectly activates or represses a number of 
targets. Ultimately, PKA activation leads to a positive effect on growth and glycolysis 
and a negative effect on gluconeogenesis, trehalose and glycogen content and stress 
resistance (Thevelein and de Winde, 1999). In a suppressor background (i.e [PSI+] or 
SUP53) we systematically observed an increase of cAMP level. This increase is the 
direct consequence of the destabilisation of the Pde2p readthrough protein, as 
demonstrated by the fact that a suppressor background has no effect on cAMP levels in 
a Δped2 strain. 

A high cAMP level is also correlated with an increased sensitivity to stress. 
Confirming previous reports, we have observed a heat sensitivity of both strains 
harboring high cAMP level (i.e Δpde2 either with an empty vector or the PDE2L allele), 
while a strain with a low cAMP level (i.e Δpde2 carrying the PDE2S allele) is more 
resistant (data not shown). The [PSI+] strain is also heat sensitive, while the [psi-] strain 
and the [PSI+] strain harboring the PDE2S allele are more resitant. These results 
demonstrate that readthrough of the PDE2 stop codon can affect the stress response of 
the yeast by modulating the cAMP level. 

The adenylate cyclase, which contains the Cyr1p polypeptide that catalyzes the 
formation of cAMP, is bound to the inner side of the yeast membrane (Mitts et al., 
1990) and we showed here that the high affinity phosphodiesterase is nuclear. It is thus 
possible that the two different subcellular localizations of Cyr1p and Pde2p might 
generate a gradient of cAMP within the cytoplasm, the highest concentration being at 
the cell membrane and the lowest around the nucleus. In these conditions any change in 
the amount of Pde2p would modify this gradient and consequently activate or inactivate 
the different targets of the cAMP-dependent pathway. Ultimately, modulation of 
translational readthrough frequency of the PDE2 stop codon could thus result in a 
profound modification of the metabolic activity of the cell.  

 
The results reported here should be put in the light of the numerous phenotypes 

often associated with suppressor phenotypes like [PSI+] or SUP53 mutations (Singh, 
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1977; True and Lindquist, 2000; Wakem and Sherman, 1990). Since cAMP regulates a 
wide range of cellular processes, it is highly probable that a significant portion of the 
phenotypes associated with suppressor background is due to a modification of cAMP 
level. 
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Materials and methods 
Computer program 
We retrieved the whole S. cerevisiae DNA sequence and the coordinates of all ORFs 

from the Stanford Genome Database (SGDTM release from the 1st of March 1999).  
Two new computer programs were written to select the ORFs to be experimentally 

tested. The first one, written in DEC Pascal, gave the sequence length between the 
termination codon and the next in-frame stop codon (if any). We called this sequence 
between two termination codons, the 3’ extension of a given ORF. This program gave 
the length of the 3’ extension and the sequence surrounding (3 nucleotides before and 
after) the stop codon for all ORFs. Then a second computer program, written in Perl, 
selected the ORFs according to the sequence surrounding the first stop codon. Those 
sequences are given in Table 1. Both programs are available upon request by Email 
(duchat@igmors.u-psud.fr). 
 

Yeast strains and media 
Strains used in this study are listed in Table 4. OL572 has been obtained from OL571 

by curing URA3-HisG repetitions on medium containing 1mg/ml 5-FOA. As culture 
media we used YNB (0.67% Yeast Nitrogen Base; 2% glucose) for standard growth 
conditions. Strains were grown at 30°C as permissive temperature for the 
thermosensitive strain, and 37°C as restrictive temperature. cAMP was used at 3mM 
final concentration.  

 
Oligonucleotides 
Oligonucleotides used in this study are listed in Table 5. Single stranded 

oligonucleotides are mixed in equal concentration, and denatured by heating 5 min at 
100°C. Annealing occured by slowly decreasing the temperature to 25°C. 

Directed mutagenesis 
Site directed mutagenesis was done according to recommendations of the 

manufacturer (QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit; Stratagene). PDE2 gene 
had been cloned in a pUC19 vector prior to mutagenesis. Oligonucleotides used for 
mutagenesis are pdes.w, pdes.c for PDE2S mutant construct and pdel.w, pdel.c for 
PDE2L mutant construct. Each construct was verified using a ABI310 sequencer 
(Applied Biosystem). 

Plasmids 
pAC99 reporter plasmid is a derivative of the pAC74 (Bidou et al., 2000; Stahl et al., 

1995), in which the BclI site has been replaced by a MscI site. Constructs were obtained 
by inserting double stranded oligonucleotides containing the stop codon into the cloning 
site, between lacZ and luc in plasmid pAC99. For readthrough measurement, an in-
frame control was used (pAC-TQ) which allows production of 100% fusion protein (β-
galactosidase-luciferase). After cloning, the region including the inserted fragment was 
sequenced. 

yEGFP plasmids: pUG34 is a centromeric vector that allows amino terminal fusion 
(Hegemann et al., 1999). The yEGFP coding sequence has been modified to enhance 
the fluorescence for use in yeast (Cormack et al., 1997). 

Expression plasmids: Derivatives from pFL38 (ARS-CEN) or PGR103 (2 micron) 
both carry the URA3 marker. PDE2 mutant forms were cloned with their own promoter 
and terminator. PDE2 gene cloned on pGR103 plasmid has been kindly provided by G. 
Renault (IGM, Orsay). All these constructs have been sequenced. 
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Enzymatic activities and readthrough frequency 
Reporter plasmids were transfered into yeast strains described above, using the 

lithium acetate method described by Ito (Ito et al., 1983). In each case, at least three 
transformants, cultivated in the same conditions, were assayed. Cells were broken using 
acid-washed glass beads, as described (Stahl et al., 1995). Luciferase and β-
galactosidase activities were assayed in the same crude extract, as described before 
(Stahl et al., 1995). Readthrough frequency is defined as the ratio of luciferase activity 
to β-galactosidase activity. To establish the relative activities of β-galactosidase and 
luciferase when expressed in equimolar amounts, the ratio of luciferase activity to β-
galactosidase from an in-frame control plasmid was taken as a reference. Readthrough 
frequency, expressed as percentage, was calculated by dividing the luciferase/β-
galactosidase ratio obtained from each test construct by the same ratio obtained with the 
in-frame control construct (Bidou et al., 2000). 

 
Kinetic experiments 
Cultures in selective medium were harvested at OD710nm between 0.5 and 0.8. Ten 

ml of the culture were transfered at 46°C in a pre-heated tube. Five hundred microliters 
aliquots were taken every five minutes and transfered immediately at 4°C. Thirty 
microliters of a 1/1000 dilution were deposited on plates, to obtain approxymately 600 
colonies per plate at t = 0 min. Plates were then incubate at 30°C for three to four days.  

 
Quantification of cAMP levels in yeast cells 
cAMP levels were measured using Correlate-EIA Cyclic AMP Enzyme 

Immunoassay Kit (Assay Designs, Inc.). Ten ml of a growing culture, arrested at 
OD710= 1 and 1.8, were filtered on Wattman filter (G/C) and the cells were counted. 
Extractions were performed by 3 freeze/thaw cycles and the debris were removed by 
centrifugation. The pH of the extract was ajusted to 6.5. One hundred μl were used to 
quantify cAMP levels, according to manufacturer's instructions. The results are the 
mean of two independent experiments.  

 
Fluorescence Microscopy 
yEGFP was visualized in living cells using a Zeiss Axioplan microscope equiped 

with a CCD Princeton camera. Cells were grown in YNB +/- 3mM cAMP. To visualize 
DNA, cells were grown in YNB medium in the presence of 1 μg/ml 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) for 4h. WCG4-11/22a (pre1-1 pre2-2) strain was grown at 30°C 
to an OD600 = 1 and transferred to 37°C for 3h before observation. 
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Figure legends 
Fig 1. Schematic representation of the reporter sytem. The pAC dual reporter consists 
of a fusion lacZ-luc gene where the coding sequences are separated by a MscI 
restriction site. The cloning of oligonucleotides carrying a readthrough motif is 
illustrated. 
 
Fig. 2. Quantification of readthrough frequency. [psi-] strain 74-D694 and its [PSI+] 
derivative strain were transformed by pAC vectors carrying the readthrough motifs 
identified above (see Table 1) and the control plasmid (pAC74). Readthrough frequency 
is expressed as the luciferase/β-galactosidase ratio of a given test construct normalized 
to the control ratio obtained with the in-frame control construct (pAC-TQ). Note that 
the measured ratio in the wild type strain [psi-] is much lower than that of Y349 strain. 
This difference reflects uncharacterized genetic background differences between these 
unrelated strains, as already described by Bidou et al.(Bidou et al., 2000). Each value is 
the mean of three independent measurements, with three independent transformants, 
giving standard errors of less than 10% 

 
 
 

Fig. 3. Functional test of Pde2p activity. Haploid strain OL520-1 carrying two 
mutations, one in the PDE2 gene inactivating the Pde2p function, and a 
thermonsensitive allele of CDC25 gene. This strain bears either PDE2L or PDE2S 
allele, on pFL38 ARS-CEN or 2 micron plasmids. OL520-1 transformed by native 
pFL38 is indicated as "pFL38". This transformant grows well at either 30°C or 37°C in 
medium containing 3mM cAMP. At 37°C (restrictive temperature for cdc25-5 
mutation) the strain carrying an active form of Pde2p could not grow in 3mM cAMP, 
because of hydrolysis of cAMP by Pde2p.  

 
Fig. 4. Localization of different forms of yEGFP-Pde2p fusions. A. Fluorescence was 
visualized in haploid strain OL571, where the PDE2 gene is disrupted by URA3. It 
carries either pUG34, yEGFP-PDE2S or yEGFP-PDE2L. pUG34 expresses a yEGFP 
protein which shows cytoplasmic and nuclear localizations. The fluorescence 
localization colocalises with DAPI staining when yEGFP is fused with the Pde2Sp 
form. No fluorescence was detected with the Pde2Lp fusion, in agreement with the 
absence of Pde2Lp activity (Figure 4). B. The degradation of the Pde2Lp form is 
dependent on the proteasome pathway. WCG4a (wt) and isogenic WCG4-11/22a (pre1-
1, pre2-2) strains were transformed with pUG34, yEGFP-PDE2S, yEGFP-PDE2L. No 
difference was observed with pUG34 and yEGFP-PDE2S plasmids, either at 30°C or 
37°C in wild type or mutant strains. In the mutant strain, the PDE2L form is not 
detectable at 30°C. At 37°C one bright fluorescent dot was observed exclusively in the 
nucleus, similarly as the shorter Pde2p form. 
 
Fig 5. A. represente the effect of the amber suppressor tRNA (SUP53) on UAG stop 
codon in different contexts. Strain Y349 has been co-transformed by the pAC reporter 
vector and either the plasmid carrying the suppressor tRNA or the empty parental 
vector. Values are the mean of three independent transformants, giving standard errors 
of less than 10%. B. Quantification of the cAMP level in the Y349 strain and in the 
OL572 (Δpde2) strain with or without the suppressor tRNA. Quantification of cAMP is 
realised as described in Materials and methods. 



Recherche des motifs de translecture chez S. cerevisiae.- 123 - 

 

 
Fig 6. Kinetic experiments have been realised at 46°C. The number of colonie is 
evaluated for each point and the value is raportted to the number of colonies at t = 0 
min. Values represented are the mean of five independent experiments.  
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Tables 

 

Readthrough motif ORF name (a)

CAA TAG CAA YOR360c (PDE2) 1581 63
CAA TAA CAA YDR411c 1026 60

AAA TAG CAA YCL010c 780 108
AAA TAA CAA YIL036w (CST6) 1764 75

ATA TAA CAA YBR027c 333 90
ATA TAA CAA YCR101c 549 114

GAA TAG CAA YLR248w (RCK2) 1833 117

TTT TGA CAA YBL070c 321 72

AAG stop CAA No ORF with 3' extension longer than 60nt contain this motif
ATC stop CAA No ORF with 3' extension longer than 60nt contain this motif
TTC stop CAA No ORF with 3' extension longer than 60nt contain this motif

ORF1 
length (nt)

3'Extension
 lenght (nt)

Table 1.  Description of the readthrough motifs. 

(a) Gene name is indicated in italic when it is known. 
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Table 3. Quantification of cAMP levels 
A. 

Strain Vectors cAMP level (pmol /OD710nm) 
pFL38 91 ± 17 
PDE2L 90 ± 19 OL572 
PDE2S 56 ± 10 

   

 
 
B. 

Strains Vectors cAMP level (pmol /OD710nm) 
pFL38 100 ± 15 [psi-] 
PDE2S 82 ± 10 

   
pFL38 180 ± 20 [PSI+] 
PDE2S 39 ± 5 

   

 

Control vectors
pAC74 (b) AGC TGA TCA      < 0.1%
pAC-PDEQ (c) CAA CAG CAA 100%

ORF name
YOR360c (PDE2) CAA TAG CAA 2.2%
YDR411c CAA TAA CAA 0.8%
YCL010c AAA TAG CAA 1.1%
YIL036w (CST6) AAA TAA CAA 0.5%
YBR027c ATA TAA CAA 0.8%
YCR101c ATA TAA CAA 0.7%
YLR248w (RCK2) GAA TAG CAA 0.8%
YBL070c TTT TGA CAA 0.9%

Sequence
Readthrough 
frequency (a)

Table 2. Readthrough quantification.
 

(a) Values are a mean of two independent measurements, with three independent transformants, 
giving standard errors of less than 10%. (b) pAC74 carries an efficient stop codon. (c) pAC-
PDEQ carries precisely the same sequence as pAC-PDE2, but the stop codon was changed for a 
glutamine codon (CAG).
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Table 4. Strains 
 

Strains Genotype Reference 
   

Y349 MATa lys2Δ201 leu2-3,112 his3Δ200 ura3-52  (Dang et al., 
1996) 

74-D694 MATa ade1-14 trp1-289 his3∆200 leu2-3,112 
ura3-52 [psi-] or [PSI+] 

(Derkatch et 
al., 1998) 

OL520-1 MATa cdc25-5 rca1 ura3 leu2 his3 trp1 (Wilson et al., 
1993) 

OL571 MATa ade2-1 pde2∆::HisG-URA3-HisG his3-
11,15 leu2-3,112 trp1-1 can1-1001 

This study 

OL572 MATa ade2-1 pde2∆::HisG  his3-11,15 leu2-3,112 
trp1-1 can1-100 

This study 

WCG4a MATα ura3 leu2-3,112 his3-115 (Richter-Ruoff 
et al., 1994) 

WCG4-11/22a MATα ura3 leu2-3,112 his3-115 pre1-1 pre2-2 (Richter-Ruoff 
et al., 1994) 

   
 
Table 5. Oligonucleotides. 
Name Sequence (a) 
  
PDEw AAGAAACCACAATAGCAAGAATATCAAAAT 
PDEc ATTTTGATATTCTTGCTATTGTGGTTTCTT 
R411w AGCCCCTCCGACTCACAATAACAACTTTTATCTATTTCT
R411c AGAAATAGATAAAAGTTGTTATTGTGAGTCGGAGGGGCT
CL010w GCAAACCTAGCAAGGAAATAGCAATGGTGGTTAACATTT
CL010c AAATGTTAACCACCATTGCTATTTCCTTGCTAGGTTTGC
IL036w TCTGAAAAGATAAAATAACAAAGTTTTGGTGAG 
IL036c CTCACCAAAACTTTGTTATTTTATCTTTTCAGA 
BR027w CAATTACATTTGATATAACAAGATGCTTCCCAC 
BR027c GTGGGAAGCATCTTGTTATATCAAATGTAATTG 
CRC101w AGAAAAAAGACGACGATATAACAACTTAAAGCTGTCATT
CRC101c AATGACAGCTTTAAGTTGTTATATCGTCGTCTTTTTTCT
RCKw AGCGCCACTATCAGGGAATAGCAACTTTCCCTTCTGTTT
RCKc AAACAGAAGGGAAAGTTGCTATTCCCTGATAGTGGCGCT
BL070w CTTTATTTTTCATTATTTTGACAAAAAGCTAATTTGATA
BL070c TATCAAATTAGCTTTTTGTCAAAATAATGAAAAATAAAG
PDE6w CCACAATAGCAAGAA 
PDE6c TTCTTGCTATTGTGG 
CL010.6w AGGAAATAGCAATGG 
CL010.6c CCATTGCTATTTCCT 
pdes.w CACAAGAAACCACAATAGTAAGAATATCAAAATTTC 
pdes.c GAAATTTTGATATTCTTACTATTGTGGTTTCTTGTG  
pdel.w CACAAGAAACCACAACAGCAAGAATATCAAAATTTC 
pdel.c GAAATTTTGATATTCTTGCTGTTGTGGTTTCTTGTG   
  
(a) Stop codons are underlined for each direct oligonucleotide. Mutations for directed 
mutagenesis are indicated in bold and underlined. 
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2. Résumé de l'article 2 : 

 En parallèle au travail précédemment décrit, nous avons mené en collaboration avec le 

groupe de Bio-informatique des génomes, une recherche "sans apriori" de gènes pouvant être 

soumis à un mécanisme de translecture dans le génome de S. cerevisiae. Nous avons donc 

recherché des organisations génomiques compatibles avec un mécanisme de translecture, sans 

mettre de contrainte ni sur la nature du codon stop, ni sur la séquence du contexte 

nucléotidique. Cette organisation doit correspondre à deux phases ouvertes de lecture, situées 

dans la même phase, et séparées par un unique codon stop (ORF1-codon stop-ORF2). Nous 

avons exclu de notre recherche les régions où l'ORF2 posséde une taille inférieure à 200 

nucléotides. Soixante-et-un candidats ont ainsi été identifiés, nous les avons appelés des 

SORF ("Semi-Open Reading Frame"). Dans cette analyse, les candidats possédant un codon 

AUG en phase avec l'ORF2, et situés à moins de 100 nucléotides en 3' du codon stop, n'ont 

pas été retenus. Ils feront cependant l'objet d'une analyse ainsi que d'une discussion au 

chapitre 4. 

Les tailles des ORF2 se répartissent de la limite (200 nt) à une taille pouvant atteindre 3500 

nt. Une fois les candidats identifiés, il est essentiel de déterminer si le codon stop situé entre 

les ORF1 et 2 est soumis à un événement de recodage. Pour cela le clonage des 61 régions 

entourant le codon stop (± 50nt de chaque côté) a été effectué dans le vecteur pAC99. Cela 

m'a permis de mettre en évidence que pour 8 fragments testés l'efficacité de passage des 

codons stop est supérieure à 3% (10 fois le bruit de fond).  

Des expériences de RT-PCR et de Nothern-blot, ont permis de vérifier la présence d'un 

ARNm unique de taille compatible avec les deux ORFs. Ces résultats démontrent sans 

ambiguité que dans les 8 cas testés, une même molécule d'ARNm porte les deux phases 

ouvertes de lecture. Afin de s'assurer que ces molécules d'ARNm n'étaient pas maturées post-
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transcriptionnellement (épissage, "editing"), un séquençage des produits de RT-PCR a été 

effectué. Les résultats obtenus montrent que toutes les séquences sont strictement identiques à 

celles présentes dans l'ADNg. Cependant, dans les cas où l'effet mesuré est faible (1%), nous 

ne pouvons pas exclure que celui-ci soit le résultat d'une modification de l'ARNm s'effectuant 

avec une efficacité de 1%.  

L'ensemble de ces résultats démontre qu'il existe bien des ARNm possédant deux phases 

ouvertes de lecture chez S. cerevisiae (ce qui confirme d'ancien résultats) (Tanaka and Isono, 

1993). De plus les données obtenues indiquent que certains codons stop situés entre les deux 

ORF sont efficacement franchis par les ribosomes. 

 Parmi les 8 séquences candidates je me suis particulièrement intéressé à deux d'entre 

elles. La SORF YDL037c (RTG1), dont l'efficacité de passage du codon stop a été estimée à 

26%, présente dans la région encadrant le codon stop 4 répétitions de 9 acides aminés, qui 

sont espacées précisément de 15 acides aminés. Le rôle exact de cette structure demeure 

inconnu, j'ai cependant démontré qu'une délétion, même partielle, de la seconde répétition 

faisait chuter le taux de passage du codon stop d'un facteur 80. 

Le contexte nucléotidique du codon stop situé au milieu de la SORF YNL269w 

(RTG4) est fortement semblable au motif de translecture du TMV, qui est le motif le mieux 

caractérisé chez la levure. Les expériences de délétions séquentielles démontrent d'ailleurs 

que seul le contexte proche du codon stop est nécessaire pour obtenir 10% de passage du 

codon stop.  

Les mécanismes mis en jeu pour franchir les codons stop au niveau de ces 2 SORF sont 

probablement différents. Pour la SORF YDL037c, les répétitions sont importantes pour 

obtenir une efficacité de passage du codon stop significative. Ces résultats rappellent les 

données présentées en introduction concernant le saut de ribosome. Il est donc possible que le 

mécanisme mis en jeu au niveau de cette séquence soit de cette nature. Les résultats obtenus 
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pour la SORF YNL269w sont plus conventionnels et correspondent exactement à ce que l'on 

attend pour un mécanisme de translecture.  

Aucune de ces deux SORF ne présente d'homologie qui nous permettrait de prévoir leur 

fonction, et aucun phénotype n'a été associé à la délétion de la SORF YNL269w. 

 

C'est la première fois qu'une recherche systématique de sites de translectures a été 

entreprise sur un génome eucaryote. Les résultats obtenus montrent que ces sites sont 

probablement plus fréquents qu'on ne le pensait jusqu'à présent. Une discussion sur des 

résultats non publiés, permettra d'aborder les différentes perspectives que ce travail apporte, 

aussi bien dans le domaine de la traduction, que dans notre approche de l'analyse des 

génomes.  
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Introduction 
 These last years, numerous examples of recoding events like frameshift or stop codon 
readthrough have been documented. During recoding, translational rules are ponctually 
modified by mRNA local sequences, and allow the synthesis of an extended protein 
(Gesteland & Atkins, 1996). Programmed -1 or +1 ribosomal frameshift, which correspond to 
a slippage of tRNA of one nucleotide in 5’ or 3‘ during translational elongation, or stop codon 
readthrough, corresponding to a misincorporation of an amino acid at the termination codon, 
have been described in many families of viruses (TMV, MoMulV, IBV, HIV) and 
transposons (TY1, TY3, IS911…) (Brierley et al., 1987; Farabaugh et al., 1993; Hyun et al., 
1993; Skuzeski et al., 1991; Ugaki et al., 1991). In the case of viral recoding, the ribosomal 
frameshift or the stop codon readthrough have for commun function to determine the 
stoichiometric ratio of gag to gag-pol proteins and play a critical role in viral particle 
assembly (Hung et al., 1998). 

For cellular genes, programmed +1 ribosomal frameshift has been found in 
mammalian ornithine decarboxylase antizyme (ODC) gene (Rom & Kahana, 1994), in 
bacteria prfB gene (Adamski et al., 1993) or in yeast EST3 and ABP140 genes (Asakura et al., 
1998; Morris & Lundblad, 1997). Two putative translational readthrough genes have been 
identified in Drosophila melanogaster (Robinson & Cooley, 1997; Steneberg et al., 1998), 
and we previously report the caracterisation of 8 readthrough genes in the yeast 
Saccharomyces cerevisiae (O,N submitted data). The situation of these cellular recoding 
events remains unclear. It has been demonstrated for ODC and prfB genes that ribosomal 
frameshifting efficiency is autoregulated by proteins level. In the case of PDE2 gene (one of 
the 8 previously identified readthrough gene in S. cerevisiae), translational stop codon 
readthrough modulates the intracelllular concentration of this protein. For the other cellular 
genes using a recoding event, no function for this event has been described. 
 Among these differents recoding events, stop codon readthrough mechanisms  remain 
the most unclear. It has been described the great influence of stop codon context on 
translation termination efficiency, but actually no model has been drawn to explain these 
observations. Furthermore, we and other have been demonstrated that readthrough efficiency 
can be highly modulate by environmental factors such as temperature or carbon source (ON, 
submitted data; (Inge Vechtomov et al., 1994)). Finally S. Linquist’s group has shown a wide 
variety of phenotypes associated with [PSI+] epigenetic factor that induces a decrease in 
translation termination accuracy. All these results point out the possibility that several genes 
expression is controlled at the translational termination step.  
 To date no systematics approach have been realised to identify genes regulated by a 
translational readthrough. To identify such genes, we have developped a computer search 
protocol to identify ORF with a genomic organisation compatible with a translational 
readthrough regulation and without any selection on stop codon sequence, or nucleotide 
context. We have found 61 ORFs, called SORF (Semi-Open Reading Frame). We have 
demonstrated that high stop codon bypass level occurs on these sequences, in each case an 
unique mRNA has been identified indicating that these SORF are transcripted. 
 
Results. 
Identification of SORF. 
 The main goal of this study was to identify ORFs with a genomic organisation 
compatible with a translational readthrough regulation by using a computer 
program. This organization was defined as an ORF - existing in the SGD database - 
followed by a sequence without a second immediat termination codon, in the same 
reading phase (Figure 1). We have called it, SORF (Semi-Open Reading Frame). 
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 We retrieved the whole S. cerevisiae DNA sequence and the coordinates of all the 
ORFs from the Stanford Genome Database (release from the 3rd of March 1999).  
One computer program, written in DEC Pascal, systematically identifies all the 
possible SORFs, as defined above. 
The program measures for each ORF (of the S. cerevisiae genome) the sequence length 
between the termination codon and the next stop codon, in the same reading phase. We call 
this sequence between two termination codons the 3’ extension of the ORF (ORF2).  
This program gives us for each ORF of S. cerevisiae  the following characteristics : 

1. The length of the 3’ extension, 
2. The position of the first codon ATG being present in the 3’ extension. 
3. The sequence surrounding (3 nucleotids before and six after) the first termination 

codon of the ORF. 
Figure 2 displays repartition of SORF number in function of ORF2 lenght. We have limited 
our analyze to SORF containing an ORF2 with a minimal lenght of 200nt. Preliminary 
experiments have shown that fragment containing, after the stop codon, an in frame ATG 
codon promotes in pAC vector translational re-initiation (data not shown). For this reason we 
exclude from our analyse all fragment containing an in frame ATG codon after the stop 
codon. We have found 61 SORF corresponding to these criteria, results are shown in Table 1. 
 
Quantification of stop codon bypass efficiency. 
 For identification of SORF, we do not impose any criteria on stop codon sequence or 
in nucleotide context, so we can not predict if ribosomes can bypass the stop codon. The 
challenge was to determine if the unique stop codon present between these two ORFs can be 
bypass by ribosomes. To assess this possibility, each fragment has been amplified from 
genomic DNA of a wild type yeast strain (Y349) by PCR. After cloning fragments in pAC99, 
we have sequenced each construction first to verify that stop codon is not a consequence of an 
error in the database, second to verify that no error has been created during PCR reaction. 
Sixty one SORF have been so analyzed. Results clearly demonstrate that 8 fragments display 
a high stop codon bypass efficiency (Figure 3). SORF related to these fragments have been 
called RTGx (ReadThrough Gene x). All other stop codons are very efficient to promote 
translational termination. The mean of values measured on these 48 stop codon gives 0,3% of 
stop codon bypass. These stop codons can be considerated as "normal" stop codons, as they 
give a very efficient translational arrest. The estimation of error rate on stop codon in yeast 
has been evaluated between 0.05% to 0.1%. Our results on a large scale of natural stop codon 
indicate that in a wild type strain this error rate is more important than estimated, also this 
result is probably highly dependens of the yeast strain used. 
 
Identification of mRNA 

To verify the presence of the stop codon in the mRNA, we have performed an analyse 
for each SORF by either RT-PCR or nothern-blot technics. These analyses allow us to verify 
that a unique mRNA exist for each SORF and so that these SORF are not inactive 
pseudogenes. An unique specific amplification has been obtained by RT-PCR in each cases 
(data not shown). Previously reports indicate that some mRNA transcipted from chromosome 
III can surround more than one ORF. In several cases the lenght of these mRNA are 
compatible with the presence of four or five ORFs in the same molecule (Tanaka & Isono, 
1993). However It is not a generality, in our analyse, we have performed northenblot or RT-
PCR analysis for SORF carrying an efficient stop codon. In both cases no signal and no 
amplification have been obtained, indicating that the mRNA terminating not so far from the 
stop codon. A recent analyse of polyadenylation signal indicates that the meanslength of 3' 
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non coding sequence in yeast is arround 60 nucleotides (van Helden et al., 2000), our anaylse 
confirme these data except for SORF carrying a leaky stop codon. 

 
Similarities or motifs existing in identified SORF. 

A database analyse has been realized to determine if these SORF display any 
similarities with known genes, or carry any known motifs. Results are shown in Table 2. 
SORF YNR068c is referenced as pseudogene in the database, but we have demonstrated that 
a unique mRNA exists. YOL137w present 8 putatives transmembran segments in ORF1 and 
two other in the ORF2. The resulting protein from a fusion of these two ORFs will have a 
different structure than the protein synthetized only from ORF1. This new structure could 
modify the specificity or the activity of this protein. Finally YDL037c retains our attention 
because of the presence of two large nucleotide repetitions one of 111nt in ORF2, and another 
one of 94nt in ORF1. Furthermore, we have detected 4 repetitions of 9 amino acids around the 
stop codon between ORF1/ORF2. These four repeats are exactly spaced by 15 amino acids 
(figure 4). The function of these repetitions is not clearly undertand. Six SORFs display more 
than 1% of readthrough efficiency which is significantly higher than the background (0.3%), 
but have not been retain as a RTG gene because the efficiency is under the cut value of 3%. 
Among these SORFs two of them present motifs in the 3' extension : YJL075c is interesting 
because of the presence of a leucine zipper motif around the stop codon. This motif will be 
present in the protein only after the stop codon bypass. The newly synthetized protein will 
acquire the capicity to bind proteins with its new motif. The case of YNR014c is very similar, 
because the ATP/GTP-binding site motif A present in ORF2 will be present in the protein 
synthetized after a stop codon bypass. The presence of this motif in the new protein will have 
a wide effect on the activity of this protein 
 
Analyse of stop codon nucleotide context 
 We have focused our attention on the 8 SORF displaying a high efficiency of stop 
codon bypass (at least 10 fold higher than an anonymous stop codon). It could be possible that 
the stop codon present in the genomic sequence would be absent from the mRNA, by a 
splicing, editing or other pre-translational event. Sequencing of these fragments has shown 
that the stop codon is present in all fragments tested (data not shown). These results indicate 
that splicing or editing can not explain results obtained in Figure 3. Only a translational 
hypothesis can explain results obtained by quantification of stop codon bypass efficiency. We 
have particularly investigated the influence of nucleotide context on the stop codon bypass 
efficiency for two SORF displaying unusual nucleotide structure around the stop codon 
(RTG1 and RTG4). A sequence analyse of RTG1 reveals the existence of four of 9 amino 
acids repeats spaced exactly by 15 amino acids. We have investigated the importance of these 
repetitions in stop codon bypass mechanism to RTG1, by creating several deletion. For each 
constructions stop codon bypass efficiency has been evaluated. Results shown Figure 4 
clearly indicates that repetitions play an important role in the stop codon bypass efficiency. 
Experiments are under investigation to understand the mechanism of stimulation.  

A comparison of RTG4 and TMV sequences have shown a high degree of homology 
between both sequences arround the stop codon (Figure 4 B.). It has been demonstrated that 
the nucleotide context surroundind the stop codon is a key determinant for the readthrough 
efficiency ((Bonetti et al., 1995); ON submitted data) and the stimulatory sequences are not 
always required to obtain a high readthrough level. Therefore the similarity between both 
sequences lead us to postulate that this context is sufficient to obtain a high stop codon bypass 
level. The initial construction carries a 123 bp fragment giving 10% of readthrough. The 
second construction carrying a 18 bp fragment gives 9% of readthrough (data not shown). 
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This result clearly indicates that no stimulatory sequence is present in RTG4 sequence to 
obtain a high readthrough level. 
 
Physiological impact of stop codon bypass. 
 Among these 8 SORF we have analysed the physiological impact of stop codon 
bypass for two of them. IMP3 one of the two known genes encodes a protein which is a part 
of the U3snRNP implicated in the maturation of 18S rRNA of the ribosomal small subunit 
(Lee & Baserga, 1999). The deficient of the Imp3p is lethal by affecting highly the process of 
18S rRNA maturation. In the case of RTG4  an orphan gene, we can not predict any function 
for the protein. 

IMP3 
To investigate the role of the extended protein, we have constructed a set of mutants. 

A yeast strain has been deleted of IMP3 gene, the growth is restored by a plasmid carrying 
wild type IMP3 gene. Two mutants have been constructed, IMPΔORF2 carries a deletion of 
the ORF2, for IMPQ mutant the stop codon between ORF1 and ORF2 has been replaced by a 
sens glutamine codon (CAG). These two mutants have been transformed into the previously 
IMP3 deleted yeast by a plasmid shuffling strategy. Results indicate that both constructions 
allow growth of the mutant strain. But the polysome profil is affected at 30°C in the strain 
carrying IMPQ (fig 9). In this strain there is a defect of 40S ribosomal subunit synthetis, this 
result is expected as Imp3p protein is involved in the maturation of the 18S rRNA (Lee & 
Baserga, 1999). This defect is not du to a destabilization of the U3 snRNP as shown by the 
ratio of U3/scR1. 
 RTG4 

We have constructed a strain carrying a deletion of RTG4 gene. This deletion is not 
lethal and does not display any phenotype related to growth rate of the strain. We have tested 
several phenotypes like thermosensitivity, cryosensitivity, osmosensitivity, and G418 
resistance. In all cases tested no difference between wild type strain and deleted RTG4 strain 
has been observed. Up to date only two cellular genes carrying a recoding site have been 
extensively studied. In these both cases, the quantity of protein synthetized depends on the 
recoding event (a +1 frameshift) efficiency, and in both cases the recoding event depends on 
the quantity of the protein in the cell, so there is a regulatory loop controlling expression of 
both genes. This observation leads us to investigate the possibility of a such regulatory loop in 
RTG4 case. No difference in recoding efficiency of +1 frameshift, -1 frameshift, and 
readthrough have been observed (Results shown in Table 3) indicating that no regulatory loop 
exists for RTG4 SORF. 
 
Discussion. 

[PSI+] strains show numerous phenotypes (True & Lindquist, 2000), indicating that 
increasing stop codon readthrough in some genes have a wide effect on cell physiology. In a 
previously work we have identified 8 genes carrying a readthrough motif (ON submitted 
data). Stop codon readthrough frequency of these genes is very sensitive to psi modification. 
These 8 genes, and probably other genes with unknown motif should be implicated in the 
wide effect of psi factor. In this study, we have decided to develop a genomic approach to find 
SORF (Semi-Open Reading Frame) without hypothesis on stop codon and nucleotide 
sequences. We have fixed the minimal lenght of the ORF2 at 200nt, and only SORF without 
ATG codon in the 3' side on the stop codon have been retained for analyzes. 

Our systematic approach allows us to identify 61 SORF in the yeast genome database. 
Among these 61 SORF, 8 display a high stop codon bypass efficiency. To valid the computer 
analyzed we have performed a systematic analyze of each SORF by RT-PCR to determine 
that these SORF are not inactive pseudogenes, but are transcribed in a unique mRNA. Results 
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obtained have clearly indicated that an unique mRNA surrounding both ORF is present in the 
cell only for SORF carrying an in-frame stop codon. The sequencing of each RT-PCR 
fragment has confirmed the presence of the in-frame stop codon. These results also indicate 
that find large mRNA is not a generality in yeast, confirming previously reports describing 
that the 3' lenght non coding sequence is around 60 nucleotides in S. cerevisiae  (van Helden 
et al., 2000).  

Recently, Helde, and collaborators have described an extensive analyse of S. 
cerevisaie genome to identify polyadenylation signals. Their computational analyse reveals a 
strong bias of some AT rich hexanucleotide. This bias is correlated with the efficiency to 
promote RNA polyadenylation.To obtain a good polyadenylation efficiency three elements 
are need in S. cerevisiae. The first signal is called "Efficiency Element" (EE) and contains a 
series of TATATA-like sequence (some variant position are possible like TATTTA, 
ATAAAT or TGTATA). A 35-50 bp distance between the stop codon and the EE has been 
found, with a strong peak at +35 position. The second signal of the polyadelyadenylation 
signal is an A-rich "Postioning Element" (PE) 25 nucleotides downstream EE, closely coupled 
to the third signal, the cleavage site, located 13-27 nucleotides downstream and constitued by 
a PyAn sequence. 

The presence of these signals highly indicates the end of the mRNA (for example EE 
is foundat the end of 90% of ORF). We decide to investigate the presence of polyadenylation 
signals after the ORF1 stop codon and after the ORF2 stop codon for RTG1 and RTG4  
SORF. 

In the case of RTG1 only very degenerated motif has been found either after ORF1 
stop codon or ORF2 stop codon. No clear conclusion can be drawn for RTG1. 

The same kind of analyse on RTG4 indicates the absence of any polyadenylation 
signal after ORF1 stop codon. Furthermore after the ORF2 stop codon we have found in 
position +5 an EE sequence (TATTTA), a positioning element (A8) 22 nucleotides 
downstream EE, and finally a PyA3 cleavage site 29 nucleotides after PE. This structure 
corresponds perfectly with a polyadenylation signal as determined by van Helden et al. (van 
Helden et al., 2000). This result indicates that this mRNA is probably polyadenylate and that 
transcription finished effectively after the ORF2 stop codon. 
 Among recoding events, readthrough mechanism is really special because in most of 
cases the stimulatory sequences are very simple, only few nucleotides on each side of the stop 
codon are necessary. However, in a few number of genes a pseudoknot stimulatory element 
has been documented (Wills et al., 1994). To investigate the possibility of implication of 
stimulatory elements in RTG stop codon bypass, we have analyzed RTG1 and RTG4 
sequences. RTG1 sequence displays four repeats of a 9 amino acids motif. The exact role of 
these motifs in protein function is still unknown, however our results clearly indicate that the 
first and second repeats are essential to obtain a high stop codon bypass level. It is interesting 
to note that an other recoding event, the hopping, use a codon repetition to promote stop 
codon bypassing (Herr et al., 2000). We can hypotheses that the mechanism taking place 
around the RTG1 leaky stop, is not a readthrough mechanism, but probably a hopping event. 
More investigations will be necessary to answer this intriguing question. The study of RTG4 
indicates that the stop codon is present in a typical readthrough sequence. The immediate 3’ 
nucleotide context is strickly identical to TMV sequence, while next –1 triplet displays some 
similarities. Nucleotide context of the stop codon has been extensively studied in numerous 
organisms (Bonetti et al., 1995; Buckingham, 1994; Mottagui Tabar & Isaksson, 1997; 
Mottagui-Tabar et al., 1998; Skuzeski et al., 1991). All these works point out the importance 
of these nucleotides in readthrough efficiency. We have postulated that immediate nucleotide 
context will be sufficient to obtain the high stop codon bypass efficiency. The reporter 
systeme carrying a fragment containing only 18bp (instead of the large fragment containing 
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123 bp), displays exactly the same readthrough efficiency than the largest one. This result 
demonstrates that effectively the immediate context is sufficient to promote high readthrough 
level of the RTG4 stop codon. 
Finally, this work describes for the first time a systematic analyze of S. cerevisiae genome to 
identify cellular recoding event taking place during translational termination. The observation 
that some sequences far from the stop codon influence highly the efficiency of stop codon 
bypass indicates that the role of nucleotide context during translation termination is probably 
more complex than expected. 
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Materiel & Methods. 
Yeast strains and media 
Strain used in this study is Y349 strain (Dang et al., 1996). As culture media we used YNB 

(0.67% Yeast Nitrogen Base; 2% glucose) for standard growth conditions. A derivative strain 
FS1 has been obtained by remplacing ADE2, by an ade2 gene containing a frameshift 
mutation (mat α, lys2∆201, leu2-3,112, his3∆200, ade2-1092, ura3-52 ref). The ∆RTG4 strain 
has been obtained by homologous recombination, with a PCR fragment containing ADE2 
gene flanking by 5’ and 3’ sides of the RTG4 SORF, and by selecting FS1 transformants in an 
ade- medium. IMP3 deletant strain has been obtained by the same way as ∆RTG4, but as the 
IMP3 deletion is lethal, the PCR fragment has been cotransformed with a plasmid pFL38 
carrying the IMP3 wild type gene. Plasmid shuffling procedure (with 5mM 5FOA medium) 
has been used to exchange the pFL38 harboring wild type IMP3 gene, by a pFL36 plasmid 
containing IMP3 mutant constructions. 
 

Plasmids 
pAC99 reporter plasmid was constructed in a derivative of the pAC74 (Bidou et al., 2000; 

Stahl et al., 1995), in which the BclI site has been replaced by a MscI site. Constructs were 
obtained by inserting PCR fragment containing the stop codon into the cloning site, between 
lacZ and luc in plasmid pAC99. For readthrough measurement, an in-frame control was used 
(pAC-TQ) which allows production of 100% fusion protein (β-galactosidase-luciferase). 
After cloning, the region including the inserted fragment was sequenced. 

Expression plasmids: Derivatives from pFL38 (ARS-CEN) carry the URA3 marker, 
plasmids derivatives from pFL36 carry the LEU2 marker. IMP3 mutant forms and RTG4 wild 
type gene were cloned with their own promoter and terminator. All these constructs have been 
sequenced. 
 

Enzymatic activities and readthrough frequency 
Reporter plasmids were transfered into yeast strains described above, using the lithium 

acetate method described by Ito (Ito et al., 1983). In each case, at least three transformants, 
cultivated in the same conditions, were assayed. Cells were broken using acid-washed glass 
beads, as described (Stahl et al., 1995). Luciferase and β-galactosidase activities were assayed 
in the same crude extract, as described before (Stahl et al., 1995). Readthrough frequency is 
defined as the ratio of luciferase activity to β-galactosidase activity. To establish the relative 
activities of β-galactosidase and luciferase when expressed in equimolar amounts, the ratio of 
luciferase activity to β-galactosidase from an in-frame control plasmid was taken as a 
reference. Readthrough frequency, expressed as percentage, was calculated by dividing the 
luciferase/β-galactosidase ratio obtained from each test construct by the same ratio obtained 
with the in-frame control construct (Bidou et al., 2000). 

 
RT-PCR and Molecular biology procedures. 
Total RNA have been extracted using acid washed glass beads as described by Schmitt M. 

E. et al (1990) from 5ml of exponential yeast culture. Each RNA extraction has been 
submitted to a DNA digestion 1h at 37°C with DNAse RNAse free 10U from Boerhinger. 
DNAse is inactivated by heating 5 minutes at 90°C as recommended by manufacturer. 3μl of 
RNA are used for reversetranscription reaction with enhanced RT-PCR sigma kit prior to use 
5 ul for PCR amplification with acqutaq® enzyme (from sigma) and using a GeneAmp 2600 
(Perkin Elmer). PCR fragments were visualized in a 1.5% agarose gel. 

Each SORF fragment has been amplified from Y349 genomic DNA by PCR using Pfu 
polymerase (Stratagene) and cloned into the pAC99 vector.  
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Site directed mutagenesis was done according to recommendations of the manufacturer 
(QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit; Stratagene). Each construct was verified 
using a ABI310 sequencer (Applied Biosystem). 
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Figures Legend 
Fig 1. Schematic representation of a SORF, with StriderTM program. All three potential 
coding phase are represented. ORF1 and ORF2 consituting the SORF organisation are 
respectively named. 
 
Fig 2. The histogram represente the distribution of all the S. cerevisiae ORF in function of the 
ORF2 length. Black and grey bars represent w and c strands respectively. 
 
Fig 3. Quantification of readthrough efficiency of all sequences. Each value is the mean of 
three independent measurements, with three independent transformants, giving standard errors 
of less than 10%. Only sequences driving more thant 3ù of readthrough are retained for futher 
experiments. 
 
Fig 4. A. Schematic representation of the duplications present in the RTG1 SORF. The 
vertical arrow represent the emplacement corresponding to the stop codon. Readthrough 
quantification have been realised has described in Materiel& methode section. The standerd 
error are less than 10%. B. Comparison of RTG4 and TMV stop cdon context. The stop codon 
is underlined. 
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SORF ORF1 ORF2 
name Length (nt) Length(nt)

YAL021C 2514 228
YAR066W 612 1284
YCL006C 330 246
YCL022C 515 570
YCL074W 927 291
YDL037C 987 2271
YDL050C 372 378
YDR275W 708 216
YDR509W 348 348
YER109C 426 1974
YFL052W 1398 246
YGR037C 264 225
YGR046W 1158 351
YGR096W 945 414
YHL006C 480 207
YHR058C 888 771
YHR148W 552 240
YHR155W 3687 228
YHR214W 612 1284
YIL023C 1041 243
YIR044C 186 951
YJL028W 336 414
YJL075C 417 402
YJL162C 1449 303
YJL169W 369 456
YJL170C 552 246
YJL217W 597 225
YJR116W 840 228
YKR089C 2733 267
YLR465C 309 780
YMR273C 2748 387
YNL091W 3723 315
YNL235C 432 423
YNL269W 396 321
YNL305C 894 309
YNR014W 639 534
YNR069C 1470 1056
YOL137W 1494 201
YOR030W 1860 372
YOR051C 1239 576
YOR158W 957 492
YOR178C 2382 252
YOR268C 399 222
YOR324C 1809 204
YOR332W 702 327
YPL076W 843 408
YPR003C 2265 225
YPR143W 753 240
YPR158W 759 210

Table 1
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Table 2 

ORF or gene name ORF1 ORF2 Motif found 

YDL037c (RTG1) 38% identity with Muc1p TTSSS repeats in ORF1 and 4 
TTSVDPTTS repeats 

YDR275w (RTG2) - - - 

YHR148w (IMP3) U3 snoRNP - - 

YLR465c (RTG3) - 99% identity with 
Yel076w-cp 

- 

YMR273c (ZDS1) 34% with Zds2p - 8 CAA (gln) repeat just before 
stop codon 

YNL269w (RTG4) - - - 

YNR068c (RTG5) 34% identity with Bul1p - 

YOL137w (RTG6) 21% identity with 
You1p of C. elegans 

- 8 or 10 putative transmembrane
segments 
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Figures  
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Fig 3.         Readthrough efficiency
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Figure 4 
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3. Caractérisation du mécanisme de passage des codons stop 

Le travail présenté ci-dessus m'a permis d'identifier 8 gènes possédant un codon stop 

faiblement efficace pour la terminaison de la traduction. Lors de cette analyse nous n'avons 

posé aucune condition ni sur la nature du codon stop, ni sur son contexte nucléotidique. 

Aucun des gènes identifiés, à l'exception du gène RTG4, ne présente une séquence proche de 

celle d'un motif de translecture identifié. De plus les résultats obtenus avec la séquence RTG1 

indiquent que des nucléotides éloignés du codon stop sont impliqués dans l'efficacité de 

passage. Il était donc essentiel de déterminer si ces codons stop sont franchis par un 

mécanisme de translecture (incorporation d'un ARNt chargé) ou grâce à un autre mécanisme 

de recodage. 

Pour répondre à cette question j'ai testé si le taux de passage de ces codons stop est 

modifié entre une souche [psi-] et une souche [PSI+], ce qui est attendu dans le cas d'un 

événement de translecture. 

Chacune des deux souches a été transformée par les vecteurs pAC contenant les 

différentes cibles à tester. Pour chaque cible, les mesures des activités β-galactosidase et 

luciférase ont été effectuées à partir de trois clones indépendants. 

 

3.1.  Mise en évidence d'un autre mécanisme de passage des codons stop. 

 

Les résultats présentés Figure 19 sont inattendus. Effectivement, pour la plupart des cibles 

testées aucune différence d'efficacité de passage des codons stop n'est observée entre une 

souche [psi-] et une souche [PSI+]. Trois hypothèses peuvent permettre d'expliquer ce 

résultat. (i) Il existe un autre événement de recodage qui est utilisé pour franchir les codons 
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stop, cet autre mécanisme étant insensible à la modification de la concentration en acteur de 

terminaison.  

Figure 19 : Résultats des dosage s dan s les souch es [psi-] et [PSI+]. L'axe de s abscisses
représente  l'e fficacité de pa ssage  des codons  stop.  Les val eurs indiquent  quelque s cas
intéressant  (YHR148w  = IMP3, YNL269w  = RTG8). Les résultats pour la SORF YLR465c
sont  très surpren ant car on obtien t des valeurs ident ique s à celles observées dan s le témoin  en
pha se (sans codon stop ). Les raisons de ce s variat ions  demeurent inconnue s. Les mesures ont
été effectué es à partir d'au moin s 3 transformants ind épendan ts.  La moyenn e de s dosages
donne un écart type inférieu r à 10%.
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15%

70%

47%

 

(ii) Il est aussi possible que l'activité luciférase détectée proviennent d'une initiation de la 

traduction à un codon non AUG. Même si jusqu'à présent aucune expérience n'a permis de 

mettre en évidence un tel mécanisme chez S. cerevisiae, nous ne pouvons pas exclure cette 

hypothèse. (iii) une autre possibilité est qu'au niveau de ces cibles le mécanisme de 

terminaison de la traduction soit indépendant du facteur eRF3. Nous avons vu que le rôle 

exact du facteur eRF3 dans la terminaison n'est pas encore complétement compris, mais il 

semble clair d'après les données publiées qu'il ne joue pas un rôle direct dans la 

reconnaissance du codon stop. Il est donc possible que, dans certains cas particuliers, la 



Approche sans apriori : Identification des SORF - 153 - 

 

terminaison puisse se dérouler malgré l'absence d'eRF3. Il est important de noter qu'il existe 

une forte variation du taux de passage des codons stop entre la souche 74D694 [psi-] utilisée 

dans cette expérience et la souche Y349 [psi-], utilisée précédemment (voir Article N°2). Ces 

différences sont attribuées au fond génétique qui est différent entre ces deux souches, mais il 

n'existe aucune explication concrète de ces variations. 

 

3.1.1. Les gènes soumis à un mécanisme de translecture. 

3.1.1.1. Etude du gène RTG4 

Le taux de passage du codon stop présent dans le gène RTG4 est significativement 

modifié entre une souche [psi-] et une souche [PSI+]. De plus, comme nous l'avons 

précédemment vu, le contexte nucléotidique du codon stop est très proche de celui retrouvé 

dans le motif de translecture TMV. L'ensemble de ces résultats confirment que le codon stop 

présent dans le gène RTG4 est bien soumis à un mécanisme de translecture. 

 La comparaison de la séquence protéique du gène RTG4 avec les banques de données 

n'a permis de mettre en évidence aucune homologie significative qui nous aurait renseignés 

sur la fonction de ce gène. Nous avons donc entrepris une délétion de ce gène. Les régions 5' 

et 3' non codantes du gène RTG4 ont été amplifiées par PCR en utilisant la Pfu™ DNA 

polymérase et les couples d'amorces YNL595-985, YNL1717-1996. Le gène ADE2 amplifié à 

partir de l'ADNg de la souche Y349 avec les amorces ADE216 et ADE2319, a été cloné entre 

les régions 5' et 3' du gène RTG4. La souche de levure FS1 [ade-] a été ensuite transformée 

par le fragment linéaire et a été sélectionnée pour sa capacité à pousser sur un milieu 

dépourvu d'adénine. Une extraction d'ADNg a ensuite été réalisée à partir des quelques clones 

obtenus, pour permettre de vérifier par PCR que l'insertion était correcte, les résultats sont 

présentés à la Figure 20. 
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Figure 20 :  Vérification  pa r PCR de l 'inte rrupt ion du gène  RTG4, pa r le gèn e ADE2 . L es
amorces utili sées pour effectu er ces PCR sont représentées, ainsi que l a taille des fragmen ts
attendu s pour chacune  des réactions.  Visualisation sur gel d'agarose à 0,8 % des fragmen ts
obt enus  par amplification à pa rtir d'ADNg de trois souche s : la souche  parent ale  sauvag e
(FS1), et deux souch es de phénotyp es [ad e+] (FS1² RTG), obtenu es par recomb inai son. Les
num éros indiquen t les coup les d'amorces utilisées.
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YNL595 YNLw1996YNLw
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 Les résultats présentés figure 20 indiquent que le gène ADE2 a bien été inséré à la 

place du gène RTG4. Il faut noter que le couple d'amorce YNL265-1996 permettant 

d'amplifier la totalité du gène RTG4 ne permet aucune amplification dans les souches ∆RTG 

(colonnes 2) car le temps d'amplification (1 minute) ne permet pas l'amplification d'un 

fragment de 3Kb.  

 La souche FS1∆9 est celle qui sera utilisée par la suite. Dans les conditions normales 

de croissances aucune différence avec une souche sauvage n'a été observée. Plusieurs 

phénotypes ont été testés : la thermosensibilité à 37°C, la cryosensibilité à 15°C, la résistance 



Approche sans apriori : Identification des SORF - 155 - 

 

à de fortes pressions osmotique (3M ethylène-glycol), ainsi que la résistance à 

l'aminoglycoside G418 (à 500mg/ml). Dans toutes ces conditions, aucune différence n'a pu 

être observée par rapport à la souche FS1∆9 complémentée par le gène RTG4 sauvage.  

Tous les mécanismes de recodage identifiés dans des gènes cellulaire, sont jusqu'à 

présent des mécanismes permettant une autorégulation de la synthèse du gène. Nous avons 

voulu tester cette possibilité. Pour cela la souche FS1∆9 a été co-transformée par nos 

systèmes rapporteurs (pAC-TMV, TAA, TGA, Ty, 1789) et, soit par un plasmide vide, soit 

par un plasmide portant le gène sauvage RTG4. Les mesures ont été effectuées à partir de trois 

transformants indépendants. Les résultats présentés Tableau 4, montrent qu'il n'y a aucune 

différence dans l'efficacité de recodage dans la souche délétée pour le gène RTG4. 

Cibles de recodage ∆RTG4 +pFL38 ∆RTG4 + pFLRTG4 
Décalage en +1 (Ty1) 15% 16% 
Décalage en -1 (HIV1) 10% 7% 
Translecture UAG (TMV) 32% 30% 
Translecture UGA (RTG4) 7% 7,5% 

Tableau 4 : Quantification de différents événements de recodage dans une souche délétée 
pour le gène RTG4 et dans une souche complémentée par le gène RTG4 sauvage. Les valeurs 
ont été obtenues à partir de trois transformants indépendants, dont la moyenne des mesures 
donne moins de 10% d'écart type. 

 

 Ce gène est donc le meilleur candidat, pour être soumis à un mécanisme de 

translecture. Avant de pouvoir définir le rôle physiologique de celle-ci, il est essentiel de 

comprendre quel fonction joue la protéine codée par ce gène. Pour cela plusieurs approches 

sont envisageables. La plus efficace serait sans doute la recherche de mutants "létaux 

synthétiques" dans la souche FS1∆RTG4. Une fois les mutants identifiés, une approche par la 

technique du double hybride pour être utilisée pour définir si l'intéraction entre la protéine 

RTG4p et celle codée par le gène identifié dans le crible est directe ou indirecte. Ces 

expériences devraient nous permettre d'identifier la fonction du gène. Des expériences de 
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western-blot pourront être aussi envisagées pour déterminer s'il exsite bien dans la cellule une 

protéine correspondant à la fusion des deux phases ouvertes de lecture. 

3.1.1.2. Etude du gène IMP3 

 Le gène IMP3 code une protéine faisant partie de la U3snRNP qui intervient dans la 

toute première étape de la maturation de l'ARNr 25S pour aboutir à l'ARNr 18S (Lee and 

Baserga, 1999). Ce gène est essentiel chez S. cerevisiae. Les résultats présentés ci-dessus 

n'indiquent qu'une faible variation de l'efficacité du taux de passage du codon stop entre la 

souche [psi-] et la souche [PSI+]. De plus, le contexte nucléotidique ne présente aucune 

similitude avec un contexte de translecture déjà identifié.  

 Afin de confirmer le mécanisme mis en jeu au niveau de cette séquence, nous avons 

testé l'effet de la surexpression des facteurs eRF1 et eRF3 sur l'efficacité de passage du codon 

stop. Nous avons précédemment décrit que la surexpression conjointe de ces deux facteurs 

abaisse le taux de translecture d'un facteur 2 (voir Annexe 1).  

 La souche de levure Y349 a été cotransformée par le vecteur pAC-RTG4 ou pAC-IMP 

et le plasmide pSP3545 (permettant la surexpression des facteurs de terminaison). Les 

résultats présentés dans la Figure 21, indiquent une baisse identique du taux de passage du 

codon stop présent dans les deux cibles. Or nous avons précédemment démontré que le codon 

stop du gène RTG4 était bien franchi grâce à un mécanisme de translecture. L'ensemble de ces 

résultats suggère très fortement que le codon stop présent dans le gène IMP3 est lui aussi 

soumis à un mécanisme de translecture. Nous ne pouvons cependant pas exclure la possibilité 

qu'un autre mécanisme soit mis en place au niveau de cette séquence, et que ce nouveau 

mécanisme soit lui aussi sensible à la variation de concentration des facteurs de terminaison. 
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Figure 21 : Effet de la surexpression des facteurs de terminaison sur l'efficacité de passage 
des codons stop des séquences RTG4 et IMP3. La souche Y349 a été cotransformée par les 
plasmides rapporteurs pAC-RTG4 ou pAC-IMP, et soit par le plasmide pSP3545 (permettant 
la surexpression des facteurs eRF3 et eRF1), soit par le plasmide parental vide, le pFL44L. 
Les résultats sont la moyenne de trois expériences indépendantes, réalisées avec 3 
transformants indépendants.  

 

 La fonction de la protéine Imp3p étant connue nous nous sommes intéressés à 

déterminer le rôle physiologique du franchissement du codon stop. Le gène IMP3 est 

constitué de 552 nucléotides (184 acides aminés), l'extension 3' située après le codon stop 

(ORF2) est longue de 240 nucléotides (80 acides aminés). Pour tester l'importance 

physiologique de l'ORF2, j'ai construit deux types de mutants. Par mutagénèse dirigée j'ai 

obtenu un premier mutant (IMPQ) dans lequel le codon stop a été remplacé par un codon sens 

glutamine (CAG). Cette modification permet d'obtenir 100% d'une protéine sous forme 

longue. Le second mutant (IMP∆ORF2) a été obtenu par délétion totale de la région 

correspondant à l'ORF2. Pour pouvoir tester l'effet de ces mutations, j'ai construit une souche 

dans laquelle le gène IMP3 a été remplacé par le gène ADE2 (FS1∆IMP). La stratégie utilisée 

est identique à celle décrite pour la délétion du gène RTG4. Les régions 5' et 3' ont été 

amplifiées respectivement avec les couples d'amorces IMP498-998 et IMP1765-2064. 

Cependant comme le gène IMP3 est essentiel à la viabilité de la cellule, le remplacement du 

gène chromosomique a été effectué dans une souche possédant l'allèle sauvage du gène IMP3 
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sur un vecteur. L'allèle sauvage a été amplifié grâce à la Pfu™ polymérase et aux amorces 

IMP785-1924, avant d'être cloné dans le vecteur pFL38. Une étape de vérification 

supplémentaire a été nécessaire afin d'identifier les clones pour lesquels l'insertion s'est 

produite dans le chromosome et non sur le plasmide. Ensuite une vérification par PCR de 

l'intégration a été effectué à partir de l'ADNg extrait des clones candidats. Les résultats sont 

présentés Figure 22. 
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Figure 22 : A. Construction de la souche FS1∆IMP, dans laquelle le gène IMP3 est remplacé 
par le gène ADE2. B. représentation schématique des deux gènes IMP3  mutants construits. 
Le codon stop a été remplacé par un codon sens glutamine (CAG) dans le mutant IMPQ, ainsi 
toutes les protéines synthétisées posséderont l'extension 3' (vert foncé). Le mutant 
IMP∆ORF2, correspond à la délétion totale de l'ORF2, ainsi aucune des protéines synthétisées 
ne possédera l'extension 3'. C. Visualisation des fragments d'ADN obtenus par PCR sur gel 
d'agarose à 0,8%. Ne sachant pas dans quel sens le gène ADE2 avait été cloné, les réactions 
ont été réalisée à la fois avec le couple d'amorce ADE5221-YNL498 (1) et avec le couple 
ADE5221-YNL2064 (2). 
 

La souche FS1∆IMP ainsi construite, a été transformée par les plasmides permettant 

l'expression de l'une ou l'autre forme mutante du gène IMP3. Il est alors possible de chasser le 

plasmide exprimant l'allèle sauvage par croissance sur un milieu contenant du 5-FOA 

(1mg/ml). L'analyse des transformants indiquent que les deux formes mutantes permettent une 

croissance à 30°C équivalente à la croissance d'une souche sauvage. Imp3p étant impliquée 

dans la maturation de l'ARNr, nous avons recherché en collaboration avec Sylvie Hermann 

(ENS, Paris), si il y avait une modification du profil des polysomes dans les souches 

mutantes. L'ARNr 18S constituant la petite sous-unité du ribosome, on devrait observer un 

défaut de sous-unité 40S, si sa maturation est affectée. Les résultats présentés à la Figure 23 

A, indiquent très clairement un défaut important de sous-unités 40S (ce qui entraîne un excès 

de sous-unités 60S) dans la souche portant l'allèle IMPQ. Une vérification par la technique de 

northern-blot, a permis d'observer un défaut de production de l'ARNr 20S précurseur du 18S 

(résultats non présentés).  
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A.

B.

Figure 23 : A Le  profil des poly somes est réalisé en suivan t la techn ique  de Foi ani et al. Les
cellu les sont prélévée s à une DO600nm de 0,8. Huit à dix un ités de DO260nm sont  dépo sés sur un
gradient  de sucrose lin éai re de 7 à 50 %. L'analy se est effectu ée à 254nm avec un moni teu r
UV-1 pharmacia.  Des fraction s de 0,7m l sont col lec tées. B T rois microgrammes d'ARN
totaux  sont  dépo sés sur gel  d'acrylam ide  6%-urée7M,  puis transférés sur une m embrane
Hybond N+.  L es sond es utilisées son t marquées grâce à la  Polynu cléotide  kina se T4 en
présence de [γ32P]ATP.  Dans cette expé rience  le pe tit  ARN scR1 nous  sert de con trôle  car il
ne doit pas être affecté  par les mu tat ions  du gène  IMP3 . La rappo rt U3/ scR1  permet donc  de
vérifie r s'il y a une de stabilisation du pe tit ARN U3 d ans les différentes souche s.
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Ce défaut peut être la conséquence d'une déstabilisation totale de la particule U3snRNP par la 

protéine Imp3qp ou le reflet d'une diminution de l'activité de la protéine Imp3 lorsque celle-ci 
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possède l'extension carboxy-terminale. Les résultats présentés à la Figure 23 B indiquent que 

le snARN U3 est en quantité équivalente dans toutes les souches, ce qui signifie que la 

particule U3 n'est pas déstabilisée dans la souche possédant l'allèle IMPQ (S. Hermann 

communication personnelle). 

Tous ces résultats indiquent que la protéine Imp3p est moins active lorsqu'elle possède 

l'extension 3', il n'est pas exclu que cette extension lui confère aussi une nouvelle activité. 

D'ailleurs, l'alignement de la séquence protéique correspondante à l'ORF2 avec la protéine 

Rps9A indique une région possédant 20% d'identité au niveau d'un nouveau motif de liaison à 

l'ARN (Aravind and Koonin, 1999). Il est donc envisageable que la protéine Imp3Qp possède 

un nouveau motif de liaison à l'ARN modifiant ainsi son activité ou sa spécificité. 

Il serait aussi intéressant de déterminer si les ribosomes synthétisés dans ces conditions 

fonctionnent correctement. Pour cela des expériences de quantification du taux de recodage 

dans les différentes souches mutantes seront effectuées.  

 

 

3.1.2. Dans les cas où le mécanisme est indépendant du facteur [PSI] 

En ce qui concerne les 6 autres SORF identifiées, le mécanisme mis en jeu pour permettre 

le franchissement des différents codons stop n'est pas la translecture. Une analyse plus 

détaillée des séquences présentes dans le gène RTG1 nous a permis de mettre en évidence le 

rôle essentiel des répétitions dans l'efficacité de passage des codons stop. Cependant il est 

difficile de comprendre comment peuvent agir ces répétitions puisqu'elles ne sont conservées 

qu'au niveau des acides aminés. De plus la plupart des autres gènes RTG identifiés ne 

présentent pas de répétitions dans la région encadrant le codon stop. Ceci implique donc que 

l'utilisation de duplication n'est pas un cas général. 

Nous avons mis en évidence qu'une diminution de la disponibilité en facteur eRF3 (contexte 
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[PSI+]) n'affecte pas l'efficacité de la terminaison de la traduction sur la plupart des cibles 

testées. Ce résultat indique soit que nous avons mis en évidence un nouvel événement de 

recodage, soit que pour certains codons stop le mécanisme de terminaison ne dépend pas de la 

présence du facteur eRF3. Des expériences complémentaires seront nécessaires afin de 

préciser le mécanisme moléculaire mis en jeu au niveau de ces séquences. Les perspectives de 

ce travail seront abordées dans le chapitre suivant. 

 

3.2. Les événements alternatifs au recodage 

3.2.1. Le cas particulier des SORF possédant un codon AUG en début d'ORF2 

 L'analyse effectuée ci-dessus, nous a permis d'identifier des gènes nucléaires soumis à 

un événement de recodage tel quel la translecture, ou à un autre mécanisme de franchissement 

des codons stop. Les bases moléculaires de cet autre mécanisme demeurent inconnues. Parmi 

les hypothèses possibles pour expliquer ces résultats, il est aussi possible qu'un démarrage de 

la traduction se produise dans l'ORF2 malgré l'absence de codon AUG dans la région 

analysée. Ce phénomène ferait donc intervenir une mécanisme de démarrage à un codon non 

AUG. Or d'après les données disponibles dans la littérature il semble que ce mécanisme soit 

très peu efficace chez S. cerevisiae (< à 1%), mais des résultats plus anciens indiquent qu'il 

serait possible d'obtenir une efficacité de démarrage d'environ 7% à un codon UUG (Zitomer 

et al., 1984). Dans tous les exemples étudiés il n'y avait pas de codon AUG dans le fragment 

cloné, mais que se passe t'il lorsqu'un codon AUG est présent en début d'ORF2?  

 Pour répondre à cette question nous avons de nouveau recherché les SORF, mais sans 

exclure celles possédant un codon AUG. Etant donné le grand nombre de séquences obtenues, 

nous avons limité notre recherche aux SORF possédant une ORF2 supérieure à 400 

nucléotides et un codon AUG dans les 100 nucléotides suivant le codon stop. Les 8 SORFs 
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répondant à ces critères sont présentées dans le Tableau . Nous avons ajouté à notre analyse le 

gène RNA515. Ce gène a été identifié lors d'une analyse systématique des grandes régions non 

codantes du génome de S. cerevisiae (Olivas et al., 1997). Cet ARNm est intéressant pour 

plusieurs raisons. i) il recouvre deux phases ouvertes de lecture séparées par un unique codon 

stop suivi d'un codon AUG en phase avec l'ORF2. ii) Cet ARNm est polyadénylé, indiquant 

qu'il est très probablement traduit. iii) Ce gène avait échappé à l'analyse systématique du 

génome étant donné que les deux ORF ont une taille inférieure à 300nt. Ce qui pose d'ailleurs 

le problème de la définition d'un gène par rapport à sa taille. Nous reviendrons sur cet aspect 

durant le discussion. 

 

 Deux types de mécanismes permettraient aux ribosomes d'initier la traduction dans 

l'ORF2 :  

 1. Un mécanisme d'entrée interne des ribosomes, par l'intermédiaire de structures 

secondaires (IRES). Les données disponibles indiquaient que ce mécanisme ne semblait pas 

pouvoir avoir lieu chez S. cerevisiae. Un travail publié récemment démontre le contraire, en 

décrivant ce type d'initiation dans les gènes YAP1 et p150 de S. cerevisiae (Zhou et al., 2001). 

Dans le cas des SORF précédemment identifiées, aucune structure secondaire de type IRES 

n'a été mis en évidence. Il semble donc peu probable que cette hypothèse puisse expliquer nos 

résultats. 

 2. Un mécanisme de ré-initiation traductionelle. Chez S. cerevisiae, le devenir des 

sous-unités ribosomiques après la terminaison n'est pas clair. Il semble que dans certains cas 

particuliers, la petite sous-unité reste accrochée à l'ARNm et le balaie afin de redémarrer un 

nouveau cycle de traduction. C'est notamment ce qui se passe au niveau de la séquence 5' du 

gène GCN4 (Mueller and Hinnebusch, 1986). Cependant il semble que, dans la majorité des 

cas, les deux sous-unités du ribosomes se dissocient de l'ARNm, rendant peu probable 
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l'existence d'un mécanisme de ré-initiation. Il faut tout de même nuancer cette dernière 

remarque car, comme nous l'avons vu en introduction, la capacité de la petite sous-unité à 

rester accrocher à l'ARNm dépend fortement du contexte nucléotidique suivant le codon stop 

(Grant and Hinnebusch, 1994). Il est donc possible que certains contextes permettent une 

réinitiation traductionelle et d'autres pas. La seule condition obligatoire est alors que le 

premier codon AUG rencontré après le codon stop soit situé dans la bonne phase de lecture. 

3.2.2. Le codon AUG permet bien une initiation traductionelle de l'ORF2 

Pour chacune des séquences identifiées, une région de ±50nt autour du codon stop a 

été amplifiée avec la Vent™ DNA polymérase (New England Biolabs), puis clonée dans le 

vecteur pAC99 au site MscI. Chacune des constructions a été séquencée, puis introduite dans 

la souche de levure Y349. Trois transformants indépendants ont été mis en culture afin de 

pouvoir réaliser les extractions de protéines totales, et effectuer le dosage des activités β-

galactosidase et luciférase. 

 Les résultats présentés Tableau  indiquent que toutes ces séquences permettent la 

synthèse de la luciférase. L'efficacité de synthèse pouvant atteindre 100% d'un témoin en 

phase. Les mécanismes mis en jeu au niveau de ces séquences sont donc très efficaces. Mais 

s'agit il d'un mécanisme de ré-initiation traductionnelle ? 

 Pour répondre à cette question le codon AUG présent sur les séquences RNA515 et 

YIL086c a été remplacé respectivement par un codon AUC et AUU qui ne sont pas efficaces 

pour l'initiation traductionnelle. Une fois séquencées, ces nouvelles constructions ont été 

insérées dans la souche de levure Y349. Les résultats obtenus à partir de trois transformants 

indépendants, indiquent clairement que le remplacement du codon AUG entraîne une baisse 

importante de la synthèse de la luciférase (Tableau , colonne 3).  

 

Nom des séquences % d'activité % d'activité Contexte de Distance 
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(gènes)a luciférase 
(+AUG)b 

luciférase  
(-AUG)c 

l'AUGd stop -> AUG 
(nt)e 

YBR227c (MCX1) 6% ND Optimal (A) 6 
YDR505c (PSP1) 1% ND Non optimal (U) 0 
YDR157w  >100%f ND Optimal (A) 24 
YER053c-A (RNA515) 11% 0,6% Optimal (G) 39 
YIL168w (SDL1) 5% ND Non optimal (U) 0 
YIL087c 98% 5% Optimal (G) 33 
YK034w (DAL80) 56% ND Optimal (A) 66 
YNR066c 77% ND Optimal (A) 24 
YOL163w 5% ND Non optimal (U) 12 

Tableau 5 : tableau récapitulatif des SORF possédant un codon AUG à moins de 100nt du 
codon stop. a dans cette colonne sont indiqués le nom des ORFs 5', avec le nom du gène 
indiqué en italique quand il est connu. b Le pourcentage d'activité est estimé par rapport à une 
construction ne contenant pas de codon stop. Les mesures ont été effectuées au moins deux 
fois, à partir de trois clones indépendants. c les fragments mesurés sont ceux obtenus par 
mutagénèse dirigée (voir texte). "ND" indique que les expériences n'ont pas été réalisées. d le 
contexte de l'AUG défini par l'équipe de Sherman (Yun et al., 1996) : A ou G en position –3 
par rapport au codon AUG est un contexte optimal (100% d'initiation). e distance en 
nucléotides séparant le codon stop et le codon AUG. f Le résultat obtenu avec YDR157w est 
probablement dû à la présence d'un promoteur fort dans le fragment cloné. La transcription 
des deux gènes rapporteurs est alors découplée, le rapport des activités ne représente plus 
qu'une différence d'efficacité de transcription entre le promoteur SV40 et le promoteur cloné 
devant la luciférase. 

 

 La possibilité que la présence du codon AUG influence l'efficacité de translecture du 

codon stop est toujours envisageable, mais semble relativement peu probable. L'hypothèse la 

plus simple est que ce codon AUG dirige une initiation traductionnelle de l'ORF située en 3' 

du codon stop. L'analyse du Tableau  (colonnes 4 et 5) indique qu'une forte activité luciférase 

(> à 5%) est toujours associée à la présence d'un codon AUG situé dans un contexte optimal 

d'initiation (A ou G en position-3) (Yun et al., 1996), à au moins 24 nt du codon stop. La 

distance séparant le codon stop et le codon AUG est un élément crucial dans l'efficacité de ré-

initiation, car pour pouvoir initier un nouveau cycle de traduction, il faut que la petite sous-

unité soit rechargée par le complexe ternaire eIF2•GTP-ARNti
Met. Si la distance est trop 

courte la petite sous-unité ne sera pas rechargée à temps par le complexe ternaire et continuera 

son balayage au-delà du codon AUG, sans pouvoir ré-initier la traduction. 
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3.3. Conclusion 

 Plusieurs points restent encore à éclaircir avant de conclure de manière certaine à 

l'existence de ré-initiation traductionnelle chez S. cerevisiae. Il est notamment essentiel de 

déterminer s'il existe un ARNm unique obtenu à partir du gène chromosomique et de taille 

compatible avec les deux ORFs. Pour répondre à cette question une approche par RT-PCR ou 

par northern-blot va être entrepise. Celle-ci a déjà été effectuée sur les SORF YIL086c et 

RNA515. Une sonde spécifique de la séquence YIL086c a permis de mettre en évidence un 

ARNm (résultats non présentés), cependant la taille estimée de cet ARNm n'est pas suffisante 

pour qu'il puisse recouvrir les deux ORFs. Il est donc probable que celles-ci soient transcritent 

indépendamment. J'ai confirmé la présence du transcrit du gène RNA515 dans la cellule par 

RT-PCR sur des ARN totaux. Ce résultat fait de RNA515 le candidat le plus sérieux pour être 

soumis à un mécanisme de ré-initiation traductionnelle. Le codon stop présent étant très 

efficace (0,6% d'activité luciférase pour la construction ne possédant pas de codon AUG) 

seule la ré-initiation permettrait d'obtenir la protéine correspondant à l'ORF2 de ce gène, à 

condition que celui-ci soit effectivement traduit. 

 Parallèlement des fusions amino- et carboxy-terminale avec des séquences "tag" (RGS-

His6 et l'épitope HA) seront réalisées. Ceci devrait nous permettre de déterminer sous quelles 

formes les protéines synthétisées sont présentes dans la cellule.  
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ARTICLE N°3 

 

Mise en évidence de l'importance des six nucléotides 

suivant le codon stop dans l'efficacité de translecture. 

 

 (Soumis à EMBO reports) 
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4. Résumé de l'article 3 : 

 

Le contexte nucléotidique encadrant le codon stop est le déterminant majeur de l'efficacité 

de terminaison de la traduction. Le contexte nucléotidique situé en 5' du codon stop a été très 

étudié, aussi bien chez E. coli que chez S. cerevisiae. Dans ces deux organismes les séquences 

en 5' du codon stop modulent l'efficacité de translecture. Cependant il semble que les 

mécanismes mis en jeu soient différents d'un organisme à l'autre. Chez E. coli il a été montré 

que la nature des deux derniers acides aminés de la chaîne en élongation influence de manière 

importante l'efficacité de translecture (Mottagui-Tabar et al., 1994). La charge de l'acide acide 

aminé en position –2 (par rapport au codon stop) est l'élément déterminant. En revanche, pour 

l'acide aminé en position –1, c'est sa capacité à prendre place dans des structures en hélice α 

ou en feuillet β qui est l'élément déterminant (Mottagui-Tabar et al., 1994). Chez S. 

cerevisiae, les même conclusions ont été obtenues en ce qui concerne la charge de l'acide 

aminé –2, cependant l'effet est opposé à celui décrit chez E. coli. Ainsi, un acide aminé 

basique (comme l'arginine) va permettre un meilleur taux de translecture qu'un acide aminé 

acide (comme l'acide aspartique) (Mottagui-Tabar et al., 1998). En ce qui concerne la position 

–1, aucun des effets observés n'a pu être attribués aux propriétés de l'acide aminé. Il semble 

que chez S. cerevisiae, l'influence du codon –1 passe par la nature du peptidyl-ARNt 

correspondant (Mottagui-Tabar et al., 1998).  

Il n'est pas très surprenant que le polypeptide en élongation puisse influencer la 

terminaison de la traduction (et la fidélité de la traduction de manière plus générale), puisque 

nous avons vu que ce polypeptide engagé dans le tunnel de sortie interagissait avec de 

nombreux composants du ribosome et provoquait des changement structuraux locaux. Le cas 
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extrême étant celui décrit pour le saut de ribosome du gène 60 du bactériophage T4 (Herr et 

al., 2000).  

A ce jour aucun modèle n'existe pour expliquer le rôle des séquences situées en 3' du 

codon stop. Nous avons vu dans l'introduction que le signal de terminaison semble plutôt être 

un quadruplet qu'un triplet étant donné l'importance du nucléotide suivant le codon stop. Chez 

les plantes le contexte 3' influençant l'efficacité de translecture est plus étendu puisqu'il 

comprend les 6 nucléotides suivant le codon stop. L'équipe d'Atkins a montré que les 

séquences du type CARYYA (R= purine, Y= pyrimidine) permettent toutes un fort taux de 

translecture dans les protoplastes de plantes (Skuzeski et al., 1991). Aucune donnée n'est 

disponible concernant l'effet d'un contexte 3' étendu chez d'autres organismes. Cependant 

l'étude de l'influence du contexte nucléotidique sur l'efficacité de terminaison chez S. 

cerevisiae a été réalisée par le groupe de Bedwell, qui a mis en évidence un effet multiplicatif 

des contextes 5' et 3' sur l'efficacité de translecture chez la levure (Bonetti et al., 1995). Il a 

ainsi montré qu'un codon CAA en 5' ou en 3' du codon stop permettait 5% de translecture, 

alors que cette efficacité passe à plus de 20% lorsque le codon CAA est présent à la fois en 5' 

et en 3'. Cependant, les données obtenues chez la levure se limitent aux trois nucléotides 

situés de part et d'autre du codon stop, décrits comme étant nécessaires et suffisants pour 

déterminer l'efficacité d'arrêt de la traduction.  

J'ai décrit ci-dessus l'existence d'un motif de translecture à la fin du gène PDE2 (Article 

N°1). Le franchissement du codon stop par les ribosomes provoque la déstabilisation de la 

protéine, ce qui va aboutir à une perte de l'activité phosphodiestérase (Article N°1). Le 

contexte nucléotidique entourant le codon stop est le même que celui retouvé dans le motif de 

translecture du TMV (CAA UAG CAA). Pourtant l'efficacité de translecture est 10 fois plus 

forte sur la séquence présente dans le motif TMV. Par des expériences de mutagénèse dirigée, 
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j'ai pu mettre en évidence que cette variation de l'efficacité de translecture était due à la nature 

des nucléotides +7, +8, +9 (par rapport à la première base du codon stop).  

J'ai développé un nouveau système rapporteur permettant d'estimer in vivo l'efficacité de 

recodage. Ce système est fondé sur l'utilisation du gène ADE2 interrompu par une cible de 

recodage (dans notre cas : la translecture). J'ai ainsi pu cribler une banque d'oligonucléotides 

dégénérés des positions +4 à +9 en 3' du codon stop. Parmi 19 séquences permettant au moins 

2% de translecture, 8 conférent une efficacité de translecture supérieure à 5% et pouvant 

atteindre 30%. L'analyse de ces séquences m'a permis de déterminer que la séquence 

consensus CA(A/G) N(U/C/G)A située en 3' était responsable d'une forte stimulation du taux 

de translecture. 

Quelques hypothèses ont été proposées notamment par le groupe d'Atkins pour expliquer 

l'effet du contexte 3' sur l'efficacité de translecture (Skuzeski et al., 1991). Mon travail a 

permis d'en éliminer certaines, puisque j'ai démontré que l'effet du contexte 3' n'est médié ni 

par la nature de l'acide aminé correspondant au triplet +2, ni par la présence d'un ARNt lié à 

cette séquence. En revanche une complémentarité parfaite entre la séquence 3' la plus efficace 

et deux régions de l'ARNr 18S de S. cerevisiae, m'a permis de proposer le modèle suivant : 

L'interaction entre l'une ou l'autre des régions de l'ARNr 18S et la séquence 3' va provoquer 

un changement structural, qui va modifier l'efficacité de liaison du facteur eRF1 au codon 

stop situé au site A. Il est cependant probable que l'efficacité de cette séquence est modulée en 

fonction du contexte 5' du codon stop. Il serait donc intéressant de déterminer si en fonction 

de la nature du contexte 5' le contexte optimal 3' varie. 
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Abstract 
 The efficiency of translation termination is influenced by local contexts surrounding 
stop codons. In Saccharomyces cerevisiae, upstream and downstream sequences act 
synergistically to influence the translation termination efficiency. By analysing derivatives of 
a leaky stop codon context, we initially demonstrated that at least 6 nucleotides after the stop 
codon are a key determinant of readthrough efficiency in S. cerevisiae. We then developed a 
combinatorial-based strategy to identify poor 3' termination contexts. By screening a 
degenerate oligonucleotide library, we identified a consensus sequence 
-CA(A/G)N(U/C/G)A- which promotes a very high readthrough efficiency when located 
downstream of a UAG stop codon. Potential base pairing between this stimulatory motif and 
regions close to helix 18 and 44 of the 18S rRNA provides a model for the effect of the 3' stop 
codon context on translation termination. 
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Introduction 
 Translation termination is determined by the three stop codons (UAA, UGA, UAG). The 
termination process is very efficient and errors occur at a level estimated at 0.3% in yeast (O. 
Namy, unpublished data). Readthrough occurs by the incorporation of an amino acid due to 
the decoding of the termination codon by a natural tRNA. One major determinant known to 
affect the efficiency of translation termination is the local sequence surrounding the 
termination codon. The effect of the upstream sequence is well documented in Escherichia 
coli and S. cerevisiae (Mottagui-Tabar et al., 1994; Mottagui-Tabar et al., 1998). In S. 
cerevisiae, the effect of the -2 codon has been correlated with the charge of the corresponding 
amino acid residue. In contrast, it has been suggested that the effect of the –1 codon is 
mediated by the identity of the peptidyl-tRNA (Mottagui-Tabar et al., 1998).  
Numerous results indicate that the nucleotide immediately following the stop codon (defined 
as +4) is a crucial determinant of termination efficiency (Poole et al., 1995; Tate et al., 1996). 
A large-scale database analysis has shown a non-random distribution of this nucleotide, both 
in prokaryotes and eukaryotes (Dalphin et al., 1997), and crosslinking experiments have 
revealed that it interacts with the prokaryotic termination factor RF2 (Poole et al., 1998). 
These observations led to the proposal that the translation termination signal is constituted of 
at least four nucleotides (Brown et al., 1990). In yeast, the available data indicate that the 
three initial distal nucleotides play an important role in readthrough efficiency (Bonetti et al., 
1995). Bedwell and co-workers identified the CAA UAG CAA readthrough motif as a leaky 
mutation in the STE6 gene and showed that upstream and downstream CAA act 
synergistically to promote a high readthrough level (Bonetti et al., 1995). This motif is also 
part of the Tobacco Mosaic Virus (TMV) readthrough site, responsible for the synthesis of the 
replicase domain of the virus (Skuzeski et al., 1991).  

We have analysed a readthrough sequence which contains the sequence CAA UAG CAA, 
but promotes a 10-fold lower readthrough efficiency than that of the STE6 and TMV 
sequences. To characterise the determinants responsible for this discrepancy, we performed a 
systematic analysis of the stop codon context involved in readthrough in yeast. We first 
demonstrated, by directed mutagenesis, that nucleotides +7, +8, +9 (relative to the first base 
of the stop codon) are a key determinant of readthrough efficiency. We then developed a new 
in vivo reporter system based on the ADE2 gene, to easily identify recoding sequences in 
yeast. By screening a degenerated oligonucleotide library, we identified 8 new sequences 
giving readthrough efficiencies higher than 5%. This allowed us to define a consensus motif 
with some very biased positions. Potential base pairing between the most efficient 3' sequence 
and two regions of the ribosomal 18S rRNA provides a model to explain the role of this 
stimulatory motif during the readthrough process. 
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RESULTS 
 
The key determinant for readthrough is located at the 3' side of the stop codon 

In a screen aimed at finding yeast genes harbouring leaky stop codons (ON and JPR, 
unpublished), we identified the CAAp sequence bearing the CAA UAG CAA motif (see 
Table I). In order to precisely quantify the readthrough level driven by this sequence, it was 
sub-cloned into the pAC99 vector (Bidou et al., 2000). This vector carries a dual lacZ-luc 
reporter gene permitting accurate quantification of various recoding events. The readthrough 
level obtained with the pAC-CAAp was compared to that obtained with the pAC-TMV, 
which contains 9 nucleotides from the TMV readthrough motif on each side of the stop codon 
(Stahl et al., 1995). As shown in Table I, the CAAp sequence directed a 10 fold lower 
readthrough level than the TMV sequence. This suggests that an extended context is required 
to achieve high readthrough in yeast. 

TMV and CAAp constructs bear different 5' and 3' contexts beyond the core CAA 
UAG CAA region (see Table I). One or several of these differences should thus be 
responsible for the high variation of readthrough efficiency observed. We began by the 
replacement of the first base of the –2 codon in the 5' context of CAAp sequence by each of 
the other nucleotides. Replacing CCA –2 codon by UCA, GCA or ACA had no effect on 
readthrough (Table I). This demonstrates that, in this case, changing the –2 codon and the –2 
amino acid does not affect readthrough. It is interesting to note that the ACA codon, although 
found at –2 position in the TMV sequence, also has no effect (compare lanes 1, 2, 5, Table I). 
 The two motifs allowing more than 10% of readthrough in yeast, described by 
Bedwell and co-workers (Bonetti et al., 1995; Fearon et al., 1994), and the TMV motif share 
the presence of a glycine codon at the –3 position (see Table II). Since the nascent 
polypeptide is known to interfere with termination accuracy, we replaced the lysine (AAA) 
codon, present in CAAp, by the GGA glycine codon. As shown in Table II, this change had 
no effect on readthrough efficiency. This latter construct contains the same 5' sequence as the 
TMV construct (Table II) but drives a readthrough efficiency equivalent to that promoted by 
the CAAp sequence. This result demonstrates that the key component of readthrough 
efficiency is not located on the 5' side of the core context. 
 We then tested the influence of 3' sequences on readthrough. The results, presented in 
Table III, show that an exchange UUA-GAA (+7 +8 +9 nt ) reduced readthrough frequency 
10-fold. This corresponds to the difference observed between TMV and CAAp sequences 
(Table I). Symmetrically, changing GAA to UUA in the CAAp sequence increased 
readthrough efficiency 10 fold (Table III, compare lanes 4 and 5). A CUU-UUA change in 
the CRc sequence, which carries an UAA stop codon and a 5' context different from the 
TMV, also increased readthrough more than 10-fold (Table V). The stimulation mediated by 
the +7, +8 and +9 nt is thus independent of the nature of the stop codon and of the 5' 
nucleotide context. The replacement of the CAG (+10, +11, +12 nt) sequence from TMV by 
the UAU sequence from CAAp had also a 2 fold effect on readthrough (Table III). 
Considered as a whole, these results demonstrate that nucleotides +7, +8 are major 
determinants of translation termination efficiency in yeast, and that nucleotides up to position 
+12 also have a significant effect. 
 
Design and use of a combinatorial approach to isolate readthrough motifs 

In order to identify 3' readthrough motifs stimulating readthrough, we then developed 
a combinatorial approach. The principle was to introduce a library of oligonucleotides, 
centred on a stop codon and carrying a 3' degenerated context, in a reporter gene whose 
activity could be monitored in living cells. We used the ADE2 gene, encoding the P-ribosyl-
amino-imidazole-carboxylase (EC 4.1.1.21). Its inactivation results in the accumulation of a 
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red pigment in the cell, and it has been widely used as a suppressible marker in yeast 
(Silhankova, 1972).  

The ADE2 gene and its promoter were cloned in a centromeric URA3 vector (pFL38) 
(see Materials and Methods). To test the ability of the ADE2 system to report readthrough in 
vivo, we cloned different motifs promoting readthrough efficiencies ranging from 1% to 30%, 
in the unique HpaI restriction site located within the coding sequence of the ADE2 gene. Each 
construct was introduced into the FS1 strain. This strain is derived from Y349 and carries a 
frameshift point mutation in ADE2 (ade2-592) which completely abolishes Ade2p activity 
(Engebrecht and Roeder, 1990). The results, shown in Figure 1, defined three categories of 
clones: red clones, corresponding to targets that drive readthrough efficiencies lower than 2%; 
pink clones, bearing targets that drive between 2% and 10% of readthrough; and white clones, 
whose targets promote more than 15% readthrough efficiency. This demonstrates that the 
ADE2 reporter is suitable for screening large-scale libraries for readthrough motifs. 
 We cloned a library of degenerate sequences, concerning 6 positions following the 
stop codon, and derived from the oligonucleotide: 5' GGA ACA CAA TAG NNN NNN CAG 
3'. This library was introduced into the FS1 strain. After 3 days of growth at 30°C, 75 clones 
among 15,000 yeast transformants displayed a pink or white colour, indicating the presence 
of a readthrough motif. To confirm that the mutant ADE2 gene on the plasmid was 
responsible for the colour modification, each clone was grown on 5-FOA medium, which 
counter-selects cells carrying a wild type URA3 gene and allows isolation of colonies having 
lost the vector. In each case, the loss of the plasmid reversed the colony colour, demonstrating 
that the phenotype was in fact due to the presence of the plasmid (data not shown). Each of 
the 75 plasmids were  isolated and the stop codon region sequenced. Table IV exhibits the 3' 
sequences identified and the number of vectors carrying each of these motifs. These 
sequences show an important bias at positions +4, +5, +6 and +9 (Figure 2.A). 

To more precisely quantify the readthrough efficiencies directed by the selected 
sequences, each  was cloned in the pAC99 vector. The results, shown in Table IV, 
demonstrate that the readthrough efficiencies varied from 1% to 30%. When we retained 
motifs yielding at least 5% readthrough (Figure 2.B), we observed a more pronounced bias: 
only C and A were present at positions +4 and +5, respectively; A or G were present at 
position +6, while only A was found at +9 position. No bias was observed at position +7, 
although A was the most frequent. Finally, A was completely absent from position +8. from 
these data We conclude that the CA(A/G)N(U/C/G)A consensus sequence located at the 3' 
side of the stop codon is able to drive a high level of readthrough in yeast. 

 
The effect of the 3' sequence is not correlated with any property of tRNA or amino acids 
 The results presented above demonstrate that the 3' stop codon nucleotide context is a 
key determinant for readthrough efficiency. The question they pose is how this context can 
modulate readthrough efficiency.  
 To test the hypothesis that the effect of +2 triplet is mediated by the leucine tRNAUAA, 
possibly already in interaction with the UUA triplet, we made matched modifications in the 
+2 triplet and in the corresponding tRNA. We first changed the UUA triplet to the 
synonymous triplet CUU. As shown in Table V, this modification induced a 10-fold reduction 
of readthrough. This indicates that, if the effect is due to the position of a tRNA, not all 
leucine tRNAs are able to stimulate stop codon readthrough. 

To determine if this effect is specific to the tRNAUAA
Leu, we modified the anticodon 

loop, which recognises the UUA codon, in order to obtain a tRNAAAG
Leu capable of binding to 

the CUU codon. All the other characteristics of the tRNA were conserved so that, if this 
tRNA stimulates readthrough because of a specific conformation, the modified tRNA would 
guard that ability. No modification of readthrough efficiency was observed upon expression 
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of this engineered tRNAAAG
Leu , in a strain carrying a construct in which UUA is replaced by 

CUU (Table V). These data eliminate the hypothesis that the tRNA in interaction with the 3' 
sequence mediates readthrough stimulation. 
 
Discussion 
 A consensus sequence drives high readthrough levels 
This study describes the first combinatorial analysis of stop codon context. We have 
demonstrated that at least 6 nucleotides following the stop codon are involved in high 
readthrough levels in yeast. An important positional effect of +4, +5, +6, +8 and +9 was 
observed on readthrough, while position +7 has no bias. The deduced consensus sequence, 
CA(A/G)N(U/C/G)A , is only slightly different from that identified in tobacco cells. 
Moreover, the most efficient readthrough motif identified by our study (CAAUUA) 
corresponds exactly to the 3' sequence of the UAG leaky stop present in TMV.  

The ADE2-based reporter system described is very powerful and easy to use. It will be 
very helpful in the development of the systematic combinatorial analysis of stop codon 
contexts  whether they are 5' or 3' of the stop. It would be especially interesting to be able to 
identify 3' readthrough motifs in various 5' motifs and vice versa, since complex interactions 
are very probably involved in the recognition of the stop codon by the translational machinery 
(Bonetti et al., 1995; Cassan and Rousset, 2001). Preliminary results indicate that the 
readthrough stimulation directed by +7, +8, +9 nucleotides depends in fact on the identity of 
the +4 +5 +6 nucleotides (ON & JPR, unpublished results). More generally, the combinatorial 
approach and the ADE2-based reporter system described herein can potentially be applied to 
numerous recoding events in which cis-acting sequences play a crucial role. 
 

18S rRNA mRNA interactions may be responsible for readthrough 
Given its small size, it is likely that the stimulatory context acts as a primary sequence 

rather than a secondary structure, and in fact no stable structure is predictable. Since rRNA-
mRNA interactions are critical at different steps of translation, we sought rRNA regions 
potentially able to interact with the readthrough motif. Two such regions were identified (See 
Figure 3). The first (479-510) is located near helix 17 which has already been shown to 
control decoding accuracy in the prokaryotic A site (Van Ryk and Dahlberg, 1995). 
Furthermore, a sequence called "stimulator" which highly stimulates +1 frameshifting at the 
Ty3 sequence, was recently identified 3' to the frameshift site. This stimulatory element 
probably acts through interactions with helix 18 of the rRNA (Li et al., 2001). The second 
region (1305-1318) is absent from 16S rRNA of E. coli, and has never been implicated in 
translation termination, however it has been reported that a proximate region (helix 34 of the 
E. coli 16S rRNA) is involved in the binding of both RFs to the ribosome (Arkov et al., 
2000). In S. cerevisiae the nucleotide located at position 1054 (corresponding to helix 34 in E. 
coli) is involved in translation termination accuracy (Chernoff et al., 1996). Finally, 
crosslinking data suggest that prokaryotic 530 loop and helix 34 are located close to one 
another in the three dimensional structure of the rRNA (Noller, 1991).  

Speculation 
Both of the sequences complementary to the readthrough motif are engaged in imperfect 

secondary structures. We propose that perfect base pairing of these rRNA sequences with the 
mRNA may destabilise secondary structures in the ribosome. Such conformational changes 
would affect binding of release factors. Although the most efficient sequence identified in our 
screen is perfectly complementary to yeast 18S rRNA, there is one position without any bias 
(+7). It is striking that this nucleotide is supposed to pair with the only base not engaged in 
the secondary structure of helix 17 rRNA. The mRNA•rRNA base pairing remains to be 
experimentally tested, in concerning the identification of which, of the two candidate 
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interactions, is in fact involved in readthrough. However, it provides a very plausible 
mechanism to explain how the 3' motif promotes leaky termination. 

 
Methods 

Yeast strains and media 
The S. cerevisiae strains used for this work are Y349 (MATα lys2Δ201 leu2-3,112 

his3Δ200 ura3-52) and its derivative FS1 (MATα ade2-592 lys2Δ201 leu2-3,112 his3Δ200 
ura3-52). Both strains were grown in minimal media supplemented with the appropriate 
amino acids to allow maintenance of the different plasmids. 
Yeast transformations were performed by the lithium acetate method (Ito et al., 1983). 5-FOA 
was added at a final concentration of 1 mg/ml to select for the loss of URA3 plasmids. 
Colour screening was performed on plates containing a drop-out medium, CSMTM 

, with all 
amino acids and 10mg/l of adenine. The colour intensity was checked after incubation for 
three days at 30°C. 
 
Plasmids and molecular biology methods 
 Sequencing. All constructs were verified by sequencing the region of interest with an 
ABI310 automatic sequencer. 

Site-directed mutagenesis of tRNA. tRNAUAA
Leu was amplified from genomic DNA of 

the Y349 strain by PCR, using Pfu™ DNA polymerase and oligonucleotides tRNAUAA.w 
ACGTGTTGACAACACTTCGGGAG and tRNAUAAc ATGGCTGCATAATGGAAAGG-
ATC. This fragment was cloned into the pUC19 plasmid. tRNA site-directed mutagenesis 
was performed using QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis kit from Stratagene and 
oligonucleotides tRNAAAG.w CTAAGGCGGCAGACTAAGGATCTGTTGGACGG and 
tRNAAAG.c CCGTCCAACAGATCCTTAGTCTGCCGCCTTAG. After sequencing, the 
tRNAUUG

Leu fragment was subcloned into the yeast plasmid pFL44L. 
Cloning of the wild type allele of ADE2 gene. The 2.1-Kb fragment containing the 

ADE2 gene with promoter and terminator regions was amplified by Pfu™ Taq DNA 
polymerase using oligonucleotides ade2.216 AACACCAACATAACACTGACATC and 
ade2.2319 GGACACCTGTAAGCGTTGATTTC. The PCR fragment was purified using the 
Qiaquick Gel extraction kit™ (Qiagen), and cloned into the polylinker of the centromeric 
URA3 pFL38 vector. The unique HpaI site in the ADE2 gene was used to clone double-
stranded degenerate oligonucleotides (GGAACACAATAGNNNNNNCAG).  
  
Quantification of readthrough efficiency 
 pAC derivatives were constructed by cloning the fragment of interest in the unique 
MscI site of pAC99 (Bidou et al., 2000). Luciferase and β-galactosidase activities were 
assayed in the same crude extract as previously described (Stahl et al., 1995). 
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Tables 
 

Table I : The stimulatory sequence is not the –2 codon. 

 

  

 

 

 

 

 

 

a Sequences derived from the CAAp motif. The amino acids are presented below the 
nucleotide sequence. The modified nucleotide is indicated in bold, while – indicates 
unchanged nucleotides. 
b The assays were done using at least three independent transformants. The standard error of 
the mean of all data presented in this article is less than 10%. 
C This sequence has been identified in the PDE2 gene of S. cerevisiae (ON, unpublished). 
 
Table II : Glycine at –3 position does not influence readthrough. 

a Nucleotides changed are indicated in bold. ? indicates unknown nucleotide corresponding to 
cloning site. 
b STE6 and QXQ sequences have been described by Bedwell's group (Bonetti et al., 1995; 
Fearon et al., 1994). 
 
 

GGA ACA CAA TAG CAA TTA CAG 23%
G   T   Q   *   Q   L   Q

AAA CCA CAA TAG CAA GAA TAT 2,2% 
K   P   Q   *   Q   E   Y

(pAC-CAAp)c

(pAC-TMV)

--- TCA --- --- --- --- --- 2,4% 
    S

(pAC-CAAs)

--- GCA --- --- --- --- --- 2,1% 
    A   

(pAC-CAAa)

--- ACA --- --- --- --- --- 2,2% 
    T 

(pAC-CAAt)

Sequencea
Readthrough 
efficiencyb

vector 
name

AAA  CCA CAA TAG CAA GAA TAT 2,2% 
K   P   Q   *   Q   E   Y

GGA ACA CAA TAG CAA TTA CAG 23%
G   T   Q   *   Q   L   Q

GGA TCT CAA TAG CAA GCA AGC 16%
G   S   Q   *   Q   A   S

GGC GGG CAA TAG CAA AGA GT? 10% 
G   G   Q   *   Q   R   V

(pAC-STE6)b

(pAC-QXQ)b

(pAC-TMV)

(pAC-CAAp)

(pAC-gga-2)

Sequencea Readthrough 
efficiency

Vector 
name

GGA  ACA --- --- --- --- --- 2,3% 
G   T 
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Table III : Triplet +4, +5, +6 have a 10 fold effect on readthrough. 

a nucleotide position (relative to the first base of the stop codon) is indicated. 
 

Table IV : Results of the genetic screening 

Nucleotides identified at 
positions +4,+5,+6,+7,+8,+9 

Number of 
occurencea 

Readthrough 
efficiency (%)b 

CAATTA 12 30 
CAATCA 3 21 
CAGCTA 6 12 
CAGACA 3 11 
CAAAGA 14 10 
CAAACA 1 8 
CAGGGA 3 6 
CAAAGG 2 6 
CAGCCT 1 4 
CAGGTT 1 4 
GGATTA 5 4 
CCACGA 7 2.5 
CTAAAT 1 2.5 
GAACGA 9 2.5 
AAATTA 1 2.5 
GGGTGT 1 2.5 
GACTCA 1 2 
CCAGCT 1 1.5 
GACAGG 1 1 

a Number of vectors carrying the same stop codon context. 
b Values indicated are the mean of three independent transformants giving standard error less 
than 10%. 
 

 

GGA ACA CAA TAG CAA TTA CAG 30%
G   T   Q   *   Q   L   Q

(pAC-TMV)

(pAC-GAA)--- --- --- --- --- GAA  ---  3% 
    E

(pAC-TAT)--- --- --- --- --- --- TAT 14% 
           Y

Sequencea Readthrough 
efficiency

+1

Vector 
name

AAA CCA CAA TAG CAA GAA TAT  2% 
K   P   Q   *   Q   E   Y

--- --- --- --- --- TTA  --- 22% 
       L    

(pAC-CAAP)

(pAC-TTA)

+4 +7 +10
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Legends to figures 
Figure 1. Readthrough visualisation. Different readthrough motifs, ranging from 1% to 
30%, were introduced in the ADE2 gene cloned into a pFL38 plasmid. These plasmids were 
used to transform the FS1 strain. Exponentially growing cells were spotted on plates (1×106 
cells/ml) and colour was checked after 3 days at 30°C. 
 
Figure 2. Number of occurrences of each nucleotide in the 3' sequence. A. Results of the 
initial screening. Y-axis represents the number of occurrences at positions +4, +5, +6, +7, +8, 
and +9. B. Only sequences giving readthrough values higher than 5% were taken into 
account. 
 
Figure 3. Possible pairing between the 3' readthrough motif and 18SrRNA. 
A. Pairing with helix 17. B. Pairing with the 1310 region. • indicates non-conventional base 
pairing. 
 

 



Etude du contexte 3' du codon stop - 183 - 

 

Table V : The effect of the 3' sequence is not correlated to properties of tRNAUAA. 

a The UUA anticodon of the tRNAUAA
Leu was modified to AAG. This new tRNAAAG is able to 

recognize the CUU codon and is functional in yeast (data not shown). The expression of the 
tRNAAAG does not reproduce the effect of the replacement of CUU by UUA triplet. 
b This sequence has been identified by Namy et al (ON, unpublished) 
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Fig 2. 
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Fig 3. 
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5. Résumé de l'article 4 : 

L'efficacité de terminaison de la traduction ne dépend pas uniquement du contexte 

nucléotidique encadrant le codon stop, mais aussi de la disponibilité des facteurs de 

terminaison, eRF3 et eRF1 chez les eucaryotes. Le rôle de ces deux facteurs dans le processus 

de terminaison à largement été décrit (Stansfield et al., 1995; Zhouravleva et al., 1995). Il est 

probable que les facteurs eRF assurent d'autres fonctions importantes dans la cellule. 

Plusieurs résultats permettent d'envisager cette hypothèse : non seulement de nombreuses 

protéines, sans rapport direct avec la terminaison de la traduction, interagissent evec eux, mais 

aussi plusieurs mutations des gènes SUP35 et SUP45 (codant respectivement eRF3 et eRF1) 

confèrent des phénotypes pleïotropes tels qu'un phénotype d'allosuppression (Wakem and 

Sherman, 1990), une déficience respiratoire (Ter-Avanesyan et al., 1982), une 

thermosensibilité (Wakem and Sherman, 1990), ainsi qu'une sensibilité accrue à la 

paromomycine et au benomyl (Tikhomirova and Inge-Vechtomov, 1996). Il est encore 

difficile de déterminer précisément quelles pourraient être ces autres fonctions, étant donné la 

diversité des phénotypes affectés.  

Jusqu'à présent les cribles génétiques effectués pour découvrir de nouvelles protéines 

impliquées dans la terminaison de la traduction, ont consisté à rechercher des mutants 

suppresseurs ou antisuppresseurs. L'originalité de notre approche est l'utilisation d'un motif de 

translecture permettant 25% de taux de passage du codon stop. Etant donné le fort taux de 

passage du codon stop dans un contexte génétique sauvage, il devrait être possible d'identifier 

dans le même crible des suppresseurs (abaissant la fidelité de terminaison) et des 

antisuppresseurs (l'augmentant). Pour cela, nous avons choisi de rechercher des mutants de 

surexpression. C'est–à-dire des protéines qui, lorsqu'elles sont surexprimées, vont modifier 

l'efficacité de terminaison de la traduction. Ces protéines surexprimées peuvent interférer de 

plusieurs manières différentes avec le processus de terminaison. Elles peuvent tout d'abord 
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titrer une protéine intervenant dans la terminaison, ou alors augmenter l'efficacité d'une étape 

limitante, ou encore modifier la compétition entre deux facteurs. 

 J'ai ainsi mis au point avec la participation de Guillaume Stahl et Hongmei Liu un 

système rapporteur utilisant le gène lacZ, interrompu par le motif de translecture provenant du 

TMV (CAAUAGCAAUUA). Cette construction, une fois intégrée de manière stable dans le 

génome de la levure, confère une couleur bleue aux colonies en présence de X-gal. Cette 

souche a été transformée par une banque multicopie d'ADNg et les colonies présentant une 

modification de la coloration ont été retenues. La modification de l'activité β-galactosidase 

peut être la conséquence d'une stabilisation des ARNm, d'une modification du taux de 

transcription etc… Afin d'éliminer tous ces faux positifs, j'ai quantifié l'effet des 110 vecteurs 

candidats avec le vecteur pAC-TMV. J'ai pu montrer que 23 vecteurs modifient 

spécifiquement l'efficacité de translecture de la séquence TMV. Nous avons analysé plus en 

détail 3 d'entre eux, ce qui nous a permis de déterminer que la surexpression des gènes STU2, 

SSO1 et du tRNAUUG
Gln était responsable d'une augmentation du taux de translecture. Stu2p 

est une protéine essentielle faisant partie du centre organisateur des microtubules, Sso1p est 

une protéine homologue des syntaxines et est impliquée dans le transport des vésicules de 

l'appareil de Golgi jusqu'à la membrane plasmique. La fonction des ces deux protéines dans la 

terminaison de la traduction n'est pas encore clairement définie, cependant d'autres équipes 

ont déjà mis en évidence des interconnexions importantes entre la traduction et le 

cytosquelette (Basu et al., 1998; Borchsenius et al., 2000), et même avec la mitochondrie 

(Dmochowska et al., 1995). 

Ce travail suggère l'existence de nouvelles relations entre la terminaison de la traduction et 

des processus aussi importants que l'organisation du cytosquelette ou le transport 

intracellulaire.
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Abstract 
 In eukaryotes, translation termination depends on the availability of both eRF1 and 

eRF3, however the precise mechanism is still poorly understood. In particular, the fact that the 
phenotype of release factor mutants is pleïotropic might suggest that more partners and 
interactions are involved in translation termination. To find new factors involved in this 
process, we carried out a genetic screen. The principle was to use a reporter strain where a 
leaky stop codon is inserted into the lacZ reporter gene, to isolate factors that modify 
termination efficiency when overexpressed. Twelve suppressors and 11 antisuppressors that 
increase or decrease termination readthrough respectively, were identified. We analyzed three 
secondary phenotypes often associated with translation mutations: thermosensitivity, G418 
sensitivity and osmotic pressure sensitivity. Among the candidates, we identified SSO1 and 
STU2, which have been previously shown to be involved in protein transport and spindle pole 
body formation respectively. These results point to a possible interaction between the 
translation termination process, the cytoskeleton and the protein transport apparatus. 
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Introduction 
 Translational termination in eukaryotes takes place when a stop codon enters the A 

site of the ribosome and is mainly controlled by a complex composed of eRF1p and eRF3p 
encoded by SUP45 and SUP35 genes, respectively (STANSFIELD et al. 1995; ZHOURAVLEVA 
et al. 1995). The polypeptide and hydroxyl-tRNA release activity is provided by eRF1p, while 
eRF3p is assumed to play roles of both RF3 and RRF prokaryotic factors (KISSELEV and 
FROLOVA 1999). eRF3p may have other physiological roles, since it interacts with numerous 
proteins. However, the physiological relevance of these interactions remains unclear because 
the various partners exhibit different functions not directly related to each other: Upf1p is 
implicated in NMD (CZAPLINSKI et al. 1995; LEEDS et al. 1991); Mtt1p, is an RNA helicase 
(CZAPLINSKI et al. 2000); Atp17p, is a subunit of ATP synthase (SHUMOV et al. 2000); and 
Pabp is the poly A binding protein (HOSHINO et al. 1999). 

Furthermore, mutations in yeast SUP45 or SUP35 genes display various associated 
phenotypes like allosuppression (WAKEM and SHERMAN 1990), sensitivity to paromomycin, 
high or low temperature sensitivity (ref), respiratory deficiency (TIKHOMIROVA and INGE-
VECHTOMOV 1996), and benomyl sensitivity (TIKHOMIROVA and INGE-VECHTOMOV 1996). 
Recently, it has been shown in the yeast Saccharomyces cerevisiae that some mutations of 
SUP35 or SUP45 genes also produce elevated chromosome instability (BORCHSENIUS et al. 
2000). 

Up to now, genetic screens dedicated to the identification of factors involved in translation 
termination have been carried out by the classical suppressor approach. In these experiments, 
an auxotrophic mutant due to a stop mutation is used to positively select for revertants. From 
these first step mutants, either omnipotent (e.g. release factors) or codon specific suppressors 
(e.g. tRNAs), allosuppressors or antisuppressors can be selected using appropriate screens 
(voir ref dans Ter Avanesyan, Genetics 137:671, 1994). However, during the last 15 years, 
several "readthrough" sites have been identified, where naturally occurring stop codon 
contexts direct a very high level of leaky termination (up to 25%) (BONETTI et al. 1995; 
STAHL et al. 1995). In viruses, these readthrough events are responsible for the expression of 
elongated proteins that usually carry carry the replicase fuintion of the virus (see 
(FARABAUGH et al. 2000) for review). Since readthrough frequency could be very high, it 
should thus allow selecting in one step not only for suppressors, but also for antisuppressors.  

In a number of genetic systems, increased dosage or inappropriate expression of wild-type 
gene products has been used to decipher complex assembly processes. The overexpression of 
a wild-type protein that participates in a biological process may indeed interfere with it, either 
through titration of a diffusible partner or through feedback control.  

In this work, we present a genetic screen that we designed to isolate genes whose increased 
dosage would modify translational readthrough efficiency. This screen was based on a 
reporter system where the Tobacco Mosaic Virus (TMV) stop codon leaky context, that 
directs a high readthrough level in yeast, was introduced into the lacZ gene. This construct 
was integrated into the yeast genome, providing an easy and stringent assay for translation 
termination efficiency in living cells, and allowing screeningin one step for both suppressors 
and antisuppressors. 

Twenty-three genomic fragments which overexpression modifies translation termination 
efficiency were identified in this screen and three were analyzed in more details. This allowed 
to identify three candidate genes: tRNAGln, STU2 and SSO1. Stu2p is a microtubule binding 
protein and an essential component of the yeast spindle pole body (SEVERIN et al. 2001; 
WANG and HUFFAKER 1997). Sso1p, a syntaxin homologous protein, is involved in vesicle 
transport from the Golgi apparatus to the plasma membrane (AALTO et al. 1993). Altogether, 
our results point to a connection between protein transport and translation termination in yeast 
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and extend previous observations on a possible link between the cytoskeleton apparatus and 
the translational process. 

 
Materials and methods 
Yeast strains manipulation 
 Strains used in this study are Y349 (MATα lys2Δ201 leu2-3,112 his3Δ200 ura3-52) 

(DANG et al. 1996), and its derivative, YONX (MATα lys2Δ201 leu2-3,112 his3Δ200 ura3-52 
ASN1::lacz-UAG). The UAG leaky stop codon was inserted into a vector carrying lacZ 
reporter gene flanked by the ASN1 promoter and 530 nucleotides of 3' untranslated region of 
the ASN1 gene. To insert the leaky stop codon, we selected three restrictions sites on the lacZ 
gene, one at the beginning (XbaI site), one in the middle (BssHII site), and one near from the 
3' end (SpeI site). Only insertion in the XbaI site gave detectable β-galactosidase activity (data 
not shown). This insert is flanked by SpeI/BstEII sites that can be used to isolate a linear 
fragment. The YONX strain was obtained by homologous recombination at the ASN1 locus, 
with an ASN1::lacZ-UAG construct (figure 1). Correct integration was verified by Southern 
blot using ASN1 and lacZ specific probes and PCR (data not shown). 

Yeast strains were transformed using the lithium acetate method according to Ito et al. (ITO 
et al. 1983). YONX cells were transformed with high-expression S. cerevisiae genomic DNA 
library. Cotransformation of Y349 strain was performed using equal quantity of pAC-TMV 
reporter plasmid and the overexpression plasmid. 

 
Media and secondary screens 
YNB (0.67% yeast Nitrogen Base, 2% glucose) was used for standard growth conditions. 

Temperature sensitivity was monitored after 24H of growth at 37°C, or 72H at 15°C. 
To test the sensitivity to osmotic change growth was monitored after 36h at 30°C in the 
presence of 2M ethylene glycol. 

G418 sensitivity was monitored after 72h growth at 30°C in the presence of 500μg/ml of 
antibiotic. 

 
Plasmids 
 Plasmid carrying ASN1-lacZ sequences was kindly provided by Monique Bolotin-

Fukuhara (DANG et al. 1996). 
Yeast genomic DNA library was kindly provided by François Lacroute. It has been 

constructed by partial restriction of genomic DNA by Sau3A from S288c strain, and ligation 
of the fragments into the BamHI site of the pFL44L multicopy plasmid (BONNEAUD et al. 
1991). 

 The pAC-TMV reporter construct has already been described (BIDOU et al. 2000; 
STAHL et al. 1995).  

 
Subcloning of fragments from candidate sequences 
 Subcloning was performed by enzymatic restriction of the vector and cloning the 

insert into the pFL44L vector, in the same orientation as in the parental vector.  
ptRNA plasmid was obtained by cloning a KpnI fragment, containing YDR098c and 

tRNA-gln, into KpnI site of the pFL44L. 
pVMA11 plasmid was obtained by cloning a Fsp1 fragment, containing VMA11 and 

YPL233w, into the pFL44L vector.  
p∆468 vector was constructed by PvuII enzymatic restriction and self-ligation of p468. The 

resulting vector carries SSO1 and YPL233w ORFs. 
 The coding sequence of the STU2 gene was amplified by PCR from genomic DNA 

with PlatinumΤΜ Pfx Taq DNA polymerase (Life Technologies), using primers STUNw (5'-
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ATGTCAGGAGAAGAAGAAGT-3') and STUCc (5'-TTACGTCCTGGTTGTCCCTT-3'). 
pSTU vector, directing full-length Stu2p overexpression, was created by inserting the PCR 
purified product, following the QiaquickTM (Qiagen) method, into the HpaI site of the 
pCM189 vector (GARI et al. 1997). The constructs were verified by sequencing, using primers 
pCM2463 (5'-ACGCAAACACAAATACACACAC-3') and pCM2587 (5'-
AGGGCGTGAATGTAAGCG-TGAC-3'). 
 

Enzymatic assays and quantification of readthrough. 
Detection of β-galactosidase activity on filters 
Three days after transformation, cells were replicated onto a membrane (Hybond N from 

Amersham) and frozen three times in liquid nitrogen during 30s. Filters were incubated at 
30°C in the presence of 30μg/ml 5-bromo-4-chloro-3 indol β-D-galactoside (X-gal).  

 
Quantification of readthrough efficiency. 
 The reporter plasmid pAC-TMV carries the same CAA UAG CAA UUA readthrough 

sequence as the YONX strain, but inserted between the lacZ and the luc reporter coding 
sequences. This vector, together with each of the candidate plasmids, was introduced into 
Y349 strain by the lithium acetate method. At least three independent transformants, 
cultivated in the same conditions, were assayed. Cells were broken using acid-washed glass 
beads, as described (STAHL et al. 1995). Luciferase and β-galactosidase activities were 
assayed in the same crude extract. Readthrough efficiency is estimated by the ratio of 
luciferase activity to β-galactosidase activity. Clones were classified as suppressors (and 
named UP) if the readthrough efficiency showed a 15% increase or more, or as 
antisuppressors (and named DOWN) if readthrough efficiency decreased at least 15%, in 
comparison to wild type readthrough efficiency. Throughout the course of the work, only 
figures presenting less than 10% standard error in three independent experiments were 
retained. 
 
Identification of the candidate genes 
 For each of the candidate clones, release of plasmid DNA from yeast was performed 
as already described by Hoffman (HOFFMAN and WINSTON 1987) and used to transform 
Escherichia coli strain DH5α. DNA was extracted from transformants and a restriction 
analysis was first performed to check for major DNA rearrangements. The boundaries of the 
insert were then sequenced using -21M13 and M13-reverse primers, for the clones showing 
no major rearrangements. This allowed to determine the coordinates of the genomic region 
and thus to identify the ORFs and genes present on the insert by comparison with data 
obtained at the Saccharomyces Genome Database (SGDTM).  
 
Results 
 
Initial screening. 
 In the YONX strain, the ASN1 gene is interrupted by a lacZ gene carrying an in-frame 
stop codon in the TMV leaky context (FEARON et al. 1994; SKUZESKI et al. 1991). This stop 
codon directs 25% of readthrough in a wild type genetic background (BONETTI et al. 1995; 
STAHL et al. 1995) that leads to a low β-galactosidase expression. This allows to isolate both 
suppressors and antisuppressors in the same experiment. To identify genes whose 
overexpression interferes with translational termination, YONX cells were transformed with a 
multicopy S. cerevisiae genomic library. 
YONX colonies displayed a moderate blue colour in the presence of X-gal. In pilot 
experiments, coloration appeared after 15min at 30°C for dark blue colonies, after 30 min for 
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wild type colonies and after 45min for light blue colonies. Because of the high stability of β-
galactosidase, there is an important accumulation of the X-gal product. After 30min of 
incubation wild type colonies presented the same colour than dark blue clones, and after 1 
hour all colonies displayed the same colour intensity. The time that the colour takes to appear 
was therefore more reliable than the colour intensity at a given time, and was subsequently 
used to identify clones with various β-galactosidase activities.  
Of 36000 transformants, which corresponds to approximatelly 16 genome equivalent, 19 
displayed a plasmid dependent β-galactosidase activity increase and 91 a plasmid dependent 
β-galactosidase activity decrease (Figure 2). DNA extraction and subsequent restriction 
analysis of the 110 candidate vectors showed that the average length of the fragments was 
6kb. Nineteen recombinant plasmids presented an abnormal restriction pattern and were not 
analyzed further. 
 
Secondary screen. 
It can be anticipated that overexpression of many factors would be able to modify β-
galactosidase activity. Among these, some would change the mRNA transcription rate of the 
ASN1 promoter, the mRNA or protein stability, the efficiency of translation initiation, etc. 
Although it might be interesting to study further some of these factors, they do not affect the 
translation termination process. To identify clones actually involved in translation 
termination, we used an independent reporter system (pAC vectors) allowing to specifically 
quantify translation termination efficiency in the presence or absence of the candidate 
plasmids. 
The pAC vectors allow quantification of readthrough (BIDOU et al. 2000; STAHL et al. 1995), 
without interference with other levels of control, since they carry a dual lacZ-luc reporter gene 
where the β-galactosidase activity serves as an internal control of expression from the same 
mRNA. In these conditions, the ratio of luciferase to β-galactosidase only depends on 
readthrough efficiency. We used here the pAC-TMV vector, that carries the same sequence as 
that present in the YONX strain (CAA UAG CAA UUA), inserted at the lacZ-luc junction. 
Each of the 91 candidate vectors was cotransformed with the pAC-TMV vector into the wild 
type Y349 strain. For each cotransformation, three independent clones were analyzed. Vectors 
allowing a modification of readthrough frequency of 15% or more were further analyzed 
(figures 2, 3). Eleven «DOWN» and twelve «UP» independent genomic clones were obtained 
after this second round of screening. 
For each of these candidates, sequencing of the fragment boundaries was performed, allowing 
identification of the genomic fragment over-expressed, and the genes carried. The complete 
list of the genes found on these 23 clones is given in table 1. 
 
Associated phenotypes. 
Previous studies have reported several secondary phenotypes that might be associated with 
suppressor or antisuppressor mutations (MURGOLA et al. 1995; ONO et al. 1991; SINGH 1977; 
TER-AVANESYAN et al. 1982; WAKEM and SHERMAN 1990). To determine whether the 
overexpression of the candidate clones had pleiotropic effects, we checked the sensitivity to 
three different agents: temperature, osmotic pressure and the aminoglycoside antibiotics 
G418. Each phenotype was tested on plates with five dilutions (3.106, 6.105, 1.2.105, 2.4.104 
and 4.8.103 cells) of each transformed strain. 
We first tested growth at 37°C and 15°C. No difference in growth rate was detected either for 
strains transformed with a parental vector that has no effect on translation termination 
efficiency, or for strains carrying any of the candidate vectors (data not shown). 
The second test was performed in condition of high osmolarity. The range of ethylene-glycol 
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concentration that inhibits growth was first determined for the wild-type Y349 strain 
transformed by a control pFL44L plasmid. A final concentration of 2.5M was shown to 
induce a very important growth inhibition. We chosed a concentration of 2M to identify 
osmotic pressure hypersensitive clones. Of the 23 clones, two displayed a high sensitivity 
(clones 51 and 408) and four displayed a moderate sensitivity (clones 251, 432, 468, 587) (see 
table 2 and figure 4). 
In the third test, we used the aminoglycoside G418. This antibiotic has been described to 
increase drastically translation termination readthrough (MANUVAKHOVA et al. 2000). The 
growth rate inhibition was tested at a concentration of 500μg/ml. Of the 23 clones tested, 
three displayed a very high growth rate inhibition (clones 29, 51, 468) and five displayed a 
moderate growth rate inhibition (clones 96, 232, 251, 432, 527) (see table 2, figure 4). 
 These tests allowed to identify four clones displaying hypersensitivity both to G418 
and to ethylene glycol. Other clones were sensitive either to G418 or to ethylene glycol (table 
2). Thirteen clones displayed none of the secondary phenotypes tested. 
 
Identification of candidate genes 
Since each genomic fragment carried several genes and ORFs, additional characterization was 
needed to identify the sequence whose overexpression is responsible for the observed 
phenotype. 
We chosed clones showing a high sensitivity to G418 and ethylene glycol, and for which at 
least one ORF present on the insert displayed a known function, for further characterization. 
In addition, we retained two vectors (clones 96 and 232) carrying overlapping genomic 
fragments.  
Vector 51: This vector confers hypersensitivity to both G418 and hyperosmotic conditions. 
The presence of this vector produces a 21% increase of readthrough efficiency. Three ORFs 
and one tRNA gene are present on the 6.2Kb genomic DNA fragment. The best candidate is 
the gene encoding tRNAUUG

Gln since it has been shown that tRNAGln can act as a natural 
suppressor in eukaryotic cells (FENG et al. 1990; KUCHINO and MURAMATSU 1996; WEISS et 
al. 1987). This gene was subcloned in parental pFL44L and the resulting vector (ptRNA) was 
cotransformed with pAC-TMV vector into Y349 strain. The modification of readthrough 
efficiency obtained with ptRNA was identical to that previously obtained with the original 
vector 51 (figure 5). Thus, overexpression of tRNAGln increases readthrough efficiency. 
Vector 468: This vector allows a high sensitivity to G418 and a mild sensitivity to high 
osmotic pressure. Its overexpression induces a 36% increase of readthrough frequency. This 
effect is one of the most important that we observed during the course of this experiment 
(figure 3). Three complete ORFs are present on the 4Kb genomic fragment. One is the 
unknown ORF YPL233w, and two are known genes. VMA11 encodes a proteolipid subunit of 
the vacuolar ATPase. Vacuolar V-ATPase is an H[+]-translocating ATPase that hydrolyzes 
ATP to ADP and Pi, to drive protons across the vacuolar membrane into the lumen (HIRATA 
et al. 1997). SSO1 encodes a syntaxin homologue (t-SNARE) involved in vesicle transport 
from the Golgi apparatus to the plasma membrane. None of these genes has been previously 
shown to interfere with the translation termination process. 
To identify the gene or ORF responsible for the effect on readthrough, this region was 
subcloned in two fragments in an empty pFL44L vector, in the same orientation as the 
parental clone. The first carried VMA11 and YPL233w sequences (pVMA11) and the second 
carried YPL233w and SSO1 (pΔ468). These two vectors were used to transform Y349 strain, 
together with the pAC-TMV vector, in order to quantify translation termination efficiency. 
Results are shown in figure 5. Only the pΔ468 vector reproduced the effect obtained with the 
parental vector. We concluded that the gene responsible for the translation termination 
phenotype is SSO1.  
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Vectors 96 and 232: These vectors carry overlapping genomic DNA fragments of 6.3Kb 
and 7.8Kb and induce an increase of 26% and 28% in readthrough efficiency, respectively. 
They induced hypersensitivity to G418, but not to hyperosmolarity. The STU2 gene, which 
encodes a microtubule binding protein, is the only complete gene present in both fragments. 
However, the accumulation of a truncated gene product may cause it to associate with a new 
set of molecules involved in translation termination even though it normally has no role in 
this process. To determine whether the overexpression of Stu2p is actually responsible for the 
readthrough increase, we cloned the STU2 open reading frame under the control of the strong 
TET promoter in the pCM189 plasmid (GARI et al. 1997), giving rise to the pSTU plasmid. 
Cotransformation of pSTU and pAC-TMV constructs in the Y349 strain demonstrated that 
overexpression of the STU2 gene alone leads to a 50% increase of readthrough efficiency 
(figure 5). This increase is more pronounced than what was previously obtained with vectors 
96 or 232. This can be explained by the difference in overexpression level of the STU2 gene. 
Overexpression driven by TET promoter is probably more efficient than overexpression 
obtained with the 2µ plasmid, since the copy number varies widely during growth (ON, 
unpublished results). 

 
Discussion 
In eucaryotes, the translation termination mechanism is still far from being completely 

understood. In particular, the precise role of eRF3 remains obscure and almost nothing is 
known about the ultimate events linked to ribosome dissociation. Each of these steps could 
potentially be the target of gene expression control. The interaction with UPF components is 
up to now the only supported by functional evidence, and clearly increases the termination 
activity of the RFs (BIDOU et al. 2000). The goal of the work reported here was to identify 
new partners involved in translation termination, with the aim of gaining more information on 
the mechanisms involved. 

Since translation termination is ensured by a multimeric complex, assembled in a 
coordinated fashion, we assumed that the assembly process might be easily disrupted by a 
stoiechiometric imbalance of its components. We therefore chosed a dosage suppressor 
approach to isolate candidate factors interacting with the termination translation machinery. 
The use of a lacZ reporter gene carrying a leaky stop codon that drives 25% readthrough, 
allowed us to isolate and identify genomic regions which overexpression provokes either an 
increase or a decrease of translation termination efficiency. 

In a first round of screening, we identified 110 clones inducing a modification of β-
galactosidase activity among 36 000 colonies. A second screening, based on a dual-reporter 
system assessing specifically modification of readthrough levels, allowed to select 23 clones 
that were further analyzed. A third screening was used to check for secondary phenotypes 
often associated with suppressor and antisuppressor mutations: temperature, G418 or 
hyperosmotic sensitivity (SINGH 1977). The genes present on each genomic DNA fragment of 
the 23 clones were identified by sequencing the fragment boundaries. For several candidate 
clones, subcloning allowed to determine the gene that was responsible for the translation 
termination phenotype.  

Clone 51 displays a high sensitivity to both osmotic pressure and G418. Subcloning 
demonstrated that the tRNAGln is responsible for the increase of readthrough efficiency. It has 
been already described that overexpression of a tRNAGln allows stop codon suppression in S. 
cerevisiae (WEISS et al. 1987). The simplest explanation for the role of this tRNA is that it 
acts directly as a natural suppressor of the UAG stop codon when overexpressed. However, 
we cannot exclude an indirect role since this tRNA also recognizes glutamine codons 
surrounding the stop codon present in our reporter systems. Whatever would be the case, this 
clone clearly validate our screening procedure. 
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Clone 468 confers a mild sensitivity to osmotic pressure and a high sensitivity to G418. 
Among the three genes carried by this plasmid, subcloning experiments indicated that SSO1 
gene is responsible for the phenotype. This protein encodes a syntaxin homologue (t-SNARE) 
involved in vesicle transport and has no known relation with the translation termination 
process. However, a very interesting point is the recent report of the relation between ATP17 
and SUP35/45 genes (SHUMOV et al. 2000). ATP17 encodes a subunit of the mitochondria 
F1F0ATP synthase. This protein is related to TIM11 protein, which is a component of the 
system of protein import through the mitochondrial inner membrane. Several other proteins 
involved in cellular transport are present in genomic inserts. Our results, together with the 
work cited above, suggest the existence of a new link between translation termination and 
protein transport through membranes. The fact that mitochondrial import is processed co-
translationally might render termination sensitive to some downstream steps. Future 
experiments will be necessary to define precisely which proteins are involved in this 
intriguing relation, and to understand how these two pathways are connected.  

Clones 96 and 232 show the same sensitivity to G418 and no hypersensitivity to osmotic 
pressure. They carry overlapping genomic DNA fragments and we demonstrated that STU2 is 
actually responsible for the phenotype. STU2 encodes a microtubule binding protein that is a 
component of the spindle pole body (SEVERIN et al. 2001; WANG and HUFFAKER 1997). Stu2p 
overexpression could modify translation termination efficiency either by a direct or an 
indirect mechanism. A simple way to explain a role of Stu2p overexpression in translation 
termination is to postulate a direct interaction with one of the release factor, leading to its 
sequestration and an inefficient translation termination.  

Numerous studies have described a complex relation between the translation apparatus and 
the cytoskeleton (BAILLEUL et al. 1999; CONDEELIS 1995; DEFRANCO et al. 1998; EDMONDS 
et al. 1995; MOORE et al. 1998; REGULA et al. 2001). eEF-1Α, which shares sequence 
similarities with eRF3, binds aminoacyl-tRNA and interacts with actin filaments (MOORE et 
al. 1998). The presence of EF-1Α in centrosomes of sea urchin (HAMILL et al. 1994) and the 
ability of this protein to bind microtubules, suggest that it could take part in cytoskeletal 
functions. In Drosophila melanogaster, a mutation in eRF3 resulted in cytoskeleton defects in 
spermatids and in abnormal meiotic chromosome segregation (BASU et al. 1998). The 
functional link between the normal function of eRF3 in translation termination and the effect 
of its mutation in spermatids remains unclear. However, these results also suggest the 
existence of a pathway integrating the cytoskeleton and the translational machinery in 
eukaryotic cells, which could participate in a translational sub-compartment, as suggested by 
Deutscher and coworkers (STAPULIONIS and DEUTSCHER 1995; STAPULIONIS et al. 1997). Our 
results also support this interpretation, pointing to a similar relation by an independent 
approach on a different model system. This relation could be explained by another important 
function of SUP35 and/or SUP45 genes into the organization of the cytoskeleton, like the 
coordination of the cytoskeletal and translational machinery, or in the control of chromosome 
transmission, as suggested by Inge-Vechtomov (BORCHSENIUS et al. 2000). Although 
convergent observations suggest a connection between translation termination and the 
cytoskeleton, an indirect effect of Stu2p cannot be ruled out at the moment.  

Several other clones not yet analysed are also interesting. Clone 111 carries a genomic 
fragment of rDNA, where only the gene encoding 5S-rRNA is complete. Although we cannot 
exclude that a truncated rRNA forms (25S or 18S) is responsible for the effect on translation 
termination, 5S-rRNA is our best candidate since it has already been shown to be involved in 
translation accuracy. Indeed, Dinman and coworkers isolated 5S-rRNA mutants that are 
deficient in the maintenance of a correct reading frame (DINMAN and WICKNER 1995). A 
number of clones also only carry ORFs without any known or predicted functions. Given the 
high specificity of our screening, based on a reliable dual reporter, it is very likely that several 
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new factors will emerge from the detailed analysis of these candidate vectors. Especially 
those which overexpression decreases translational readthough, since such a direct screen for 
antisuppressor had never been performed.  

Altogether, our results point to new potential links between translation termination and 
other cellular functions, some of which have already been shown to have functional 
connections with translation. Physiological and molecular studies must now be carried out to 
elucidate the precise underlying mechanisms. It is also noteworthy that the screen is not 
saturated and could lead to the selection of additional mutants. 
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Figures  
Figure 1 : Construction of the YONX strain. The ASN1 locus was replaced by a construct 

carrying a lacZ gene that needs a translational readthrough event to be expressed. ASN1 is a 
constitutively and highly expressed gene. See details in the Materials and Methods section. 

 
Figure 2 : Schematic representation of the genetic screen. During the first round of 

screening, a multicopy genomic DNA library was used to isolate vectors modifying β-
galactosidase activity in the YONX strain. In the second round of the screening, the reporter 
plasmid pAC-TMV was used to identify clones speciffically affecting translational 
readthrough.  

 
Figure 3 : Identification of clones that modulate readthrough efficiency. Y349 strain was 

cotransformed by the pAC-TMV reporter plasmid together with each of the vectors isolated in 
the first screen. Values are expressed as the variation of readthrough frequency observed 
between a strain carrying a candidate plasmid compared to a strain carrying a control plasmid. 
The horizontal bars correspond to 15%, which is the threshold that we have chosen (see text). 
Each value is the mean of at least two independent measurements, with at least three 
independent transformants. Standard deviation for each values is indicated by the hached box. 

 
Figure 4 : Secondary phenotypes. Exponentially growing cells were serially diluted (3.106, 

6.105, 1.2.105, 2.4.104 and 4.8.103 cells), spotted on the indicated media and incubated at 
30°C. 

 
Figure 5 : Identification of candidate genes. Subcloning experiments were performed for 

vectors 468, 51 and 96/232. Results are the mean of at least three independent measurements, 
giving a standard error under 10%. 
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Tables. 
 
Table 1 
 

 Clones 
N° 

DNA lenght 
(Kb) 

ORFs or genes name 

 2 6.4 FUN30, FUN29, YAL018c, FUN31 
 4 3.8 SPT10 
 251 6.4 YDR524c, YDR526c, YDR527w, YDR528c 
 278 5.1 TRP3, UBA1 

D 424 7.1 CSE1, HAP2, YGL236c, YGL235w, ADE517 
O 432 6.4 RIM7, MED8, YBR194w, MSI1, PGI1 
W 445 4.8 YER042w, SAH1, YER44c, MEI4 

N 447 9.2 HRP1, SMF1, RPL19a, RPS18a, YOL119c 
 527 6.1 YOL027c,026c, tRNAser, LAG2, YOL024w, 

IFM 
 587 5.8 YBR194w, MSI1,PGI1,YBR197c 
 608 3.1 NIP100, MRPL40, COX10 

 29 6.5 SRP21, YKL123w,124w, RRN3, YPK1 
 51 6.2 GIS1, MSH6, YDR098c,tRNA-gln 
 73 5 YER072w, YER073w, RP50 
 96 6.3 PDC1, STU2, YLR046c 
 111 5.8 r-DNA16S, r-DNA5S, r-DNA25S 

U 228 6.7 YNL092w, YNL091w, RHO2 
P 232 7.8 PDC1, STU2, YLR046c,047c 

 408 4.2 UBA1, STE6 
 468 4 VMA11, YPL233w, SSO1 
 483 5.7 YGL177w,176c, SAE2, YGL174w, KEM1 
 485 6 HEM4, YOR279c,280c,281c,282w,283w,284w 
 642 3.7 YIL088c, YIL087c, YIL086c, KTR7 

Table 1: Identification of ORFs present in genomic DNA fragments. The name and the 
length of the insert are indicated. Partial ORFs/genes are underlined. 
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Table 2 

 Clones 
N° 

Ethylen 
glycol 

sensitivity 

G418 sensitivity

 2 - - 
 4 - - 
 251 + ++ 
 278 - - 

D 424 - - 
O 432 + + 
W 445 - - 
N 447 - - 
 527 - + 
 587 + - 
 608 - - 
 29 - +++ 
 51 ++++ +++ 
 73 - - 
 96 - ++ 
 111 - - 

U 228 - - 
P 232 - ++ 
 408 ++ - 
 468 + +++ 
 483 - - 
 485 - - 
 642 - - 

Table2 : Vectors modulating readthrough efficiency have been tested for secondary 
phénotypes. This table describes results obtained for ethylen glycol and G418 conditions 
(see material&methods). – indicates no growth rate modification, ++++ indicates a very 
high growth inhibition, other symbols indicate low, or medium growth inhibition. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 5  
 

 
 

 

 

 

36,6

3,9

38,7

21

27,6 26,3
28,3

50



Modifications des ARNt et des ARNr - 209 - 

 

6. Les modifications post-transcriptionelles des ARN et leur rôle 

dans l'efficacité de translecture 

6.1. Modifications des ARNt 

Les modifications des bases constituant les ARNt sont très nombreuses (pour revue 

voir Grosjean et al., 1998). Elles sont spécifiques de certaines positions et de certains 

nucléotides. La Figure 24.A représente un ARNt dont les bases sont numérotées comme 

indiqué par Sprinzl et collaborateurs (Sprinzl et al., 1998). Je ferai référence à cette 

numérotation des bases dans la suite de la présentation des résultats. Certaines de ces 

modifications influencent fortement la capacité de l'ARNt à s'apparier avec le codon. Un 

tableau résumant les effets connus est présenté Figure 24.B. 

Les gènes PUS, assurent chez S. cerevisiae l'isomérisation du carbone C1' du ribose de 

l'uracile. Cette réaction permet d'obtenir une pseudouridine à la place de l'uracile. 

Nous nous sommes intéressés, en collaboration avec François Lecointe de l'équipe de 

Henri Grosjean, à trois gènes codant des pseudouridine synthases. PUS1 permet la formation 

de pseudouridines (Ψ) aux positions 26, 27, 28, 34, 35, 36, 65, 67. PUS3 permet la formation 

de Ψ aux positions 38 et 39 de l'ARNt. PUS4 quant à lui permet la formation de résidus Ψ  à 

la position 55. Ces modifications se produisent uniquement lorsqu'une uracile est présente à 

l'une des positions indiquées. 

Dans le but de déterminer si ces modifications jouent un rôle dans la fidélité de la 

traduction, nous avons analysé l'effet des délétions des gènes PUS1, PUS3 et PUS4 sur 

l'efficacité de recodage chez S. cerevisiae. Chacune des souches portant la délétion d'un de ces 

gènes a été transformée par les plasmides rapporteurs pAC.  
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A.

B.
Positions des bases Modifica tions Effet

32 Um, Cm, _ Inconnu
34 xm5U, U m,

 xo5U
I (A modi fié)
Q (G modi fié)

Limi te l 'effet wobble
Augmen te l e wobb le
Décod e U, C et faible ment A
Peu d 'effet sur le décod age C

et U
35 Ψ Augmen te l a reconna issan ce

du A et annule le wobble
37 ms2i(o)6A, m 1G

Y

Augmen te l 'efficacité d e
sélect ion de l 'ARNt,
inh ibe l e déc alage du
cadre de lectu re

Ren force l 'interaction
codon :ant icodon

38-40 Ψ Augmen te l 'efficacité d e
traduct ion

Figure 24 : A. Rep résenta tion  sché mat ique  d'un  ARNt, avec la numé rotation de chacune  des
bases d'après Sprinz l et a l (Sprinz l et  al., 1998 ). B. Tableau résumé de s modi fication s connu es
pour avo ir un e ffet phys iologiqu e (voi r Curran pour revu e). Um = 2'-O-méthylu ridine ; Cm =
2'-O-méthyl cit idine ; Ψ = p seudou ridine;  xm5U =  ribo sylthy mine  (x = CH3 / C H2COOH); I =
ino sine; Y = wyebutoxin e; Q = queonin e; ms2i(o)6A = 2-méthylth io-N6-(cis-
hydroxyi sopen tenyl )-adéno sine.

Tige Acceptrice

Bouc le TBouc le D

R ǧ ion va riable

Anti codon
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Les résultats obtenus montrent que la délétion des gènes PUS1 et PUS4 n'a aucun effet 

sur le taux de recodage (Lecointe F., Namy O., Rousset J.P. & Grosjeant H. manuscrit en 

préparation). La délétion du gène PUS3, provoque une diminution de la translecture sur les 

trois codons stop d'un facteur 2 (Lecointe F., Namy O., Rousset J.P. & Grosjeant H. manuscrit 

en préparation). Cet effet est aboli dans une souche délétée, possédant un vecteur à partir 

duquel le gène PUS3 sauvage est ré-exprimé. 

 

Ces résultats indiquent donc que l'hypermodification des bases 38 et 39 permettrait 

une bonne efficacité de translecture. Ce phénomène est identique quel que soit le codon stop 

utilisé. Cela implique que l'efficacité de sélection de (des) l'ARNt naturellement 

suppresseur(s) dépend en partie des modifications présentes au niveau de ces bases. 

L'analyse se heurte au fait que plusieurs ARNt sont capables d'être incorporés au 

niveau du codon stop, et que très peu de données sont disponibles à ce sujet (voir 

l'introduction). De plus, la plupart des ARNt ayant un anticodon qui pourrait permettre un 

appariement avec les codons stop, sont modifiés par PUS3. 

Il serait très intéressant de déterminer si le taux d'erreur faux-sens est modifié dans une 

souche ∆pus3. Nous pourrions ainsi déterminer si l'absence de ces modifications, augmente de 

manière générale la fidélité de la traduction, en modifiant par exemple l'efficacité de sélection 

des ARNt, ou si l'effet est au contraire spécifique du mécanisme de terminaison de la 

traduction. 

 

6.2. Modifications des ARNr 

Les ARNr sont eux aussi fortement modifiés après leur transcription. Comme je l'ai 

indiqué en introduction, les ARNr sont transcrits sous forme d'un grand précurseur qui est 

ensuite maturé. Ces différentes étapes de maturation comprennent des clivages endo- et exo- 
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nucléotidiques, mais aussi des modifications de certains nucléotides. Les deux principales 

modifications sont les pseudouridylations et les méthylations (qui ont principalement lieu sur 

le ribose). Le rôle de ces modifications demeure assez obscure, même s'il a été suggéré 

qu'elles pourraient intervenir dans le repliement correct des molécules d'ARNr.  

Contrairement à ce qui se passe dans le cas des ARNt, les bases de l'ARNr à modifier 

ne sont pas directement reconnues par les méthyltransférases. Cette reconnaissance fait 

intervenir de petits ARN guides, nommés les snoARN (Maxwell and Fournier, 1995; 

Tollervey and Kiss, 1997). Ces snoARN possèdent une région d'environ 10 à 20 nucléotides 

pouvant s'apparier sur une région spécifique de l'ARNr. Cette structure ARN double brin est 

reconnue par une méthyltransférase, qui méthyle le ribose de la base située à 5 nucléotides de 

la fin de cette structure (Bachellerie and Cavaille, 1997; Cavaille and Bachellerie, 1998). Il 

existe deux grandes catégories de snoARN, dont les modes d'action sont tout à fait similaires. 

Les snoARN à boîtes ACA qui dirigent les pseudouridylations des bases de l'ARNr (Ni et al., 

1997); la pseudouridylation des ARNr est assurée par l'enzyme codée par le gène CBF5 chez 

S. cerevisiae. Les snoARN à boîtes C/D sont impliqués dans les méthylations des riboses. Les 

enzymes impliquées dans ces réactions ne sont pas encore identifiées, même si un candidat 

potentiel est la protéine Nop1p (Lafontaine and Tollervey, 1998). En son absence, aucune 

méthylation des riboses n'est détectable, cependant il n'a pas été prouvé que cette enzyme était 

bien la ribo-méthyltransférase. Il est possible que cette protéine soit impliquée dans une autre 

étape, comme par exemple le contrôle de la stabilité des snoARN à boîte C/D.  

En collaboration avec le groupe de J.P bachellerie, je me suis intéressé à l'influence 

des 2'-O-ribose méthylations sur la fidélité de la traduction. Je vais maintenant présenter les 

résultats obtenus chez S. cerevisiae. 
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6.2.1. L'absence des 2'-O-ribose methylations affecte spécifiquement l'efficacité de 

translecture des codons stop UAA et UAG 

Parmi les nombreux snoARN identifiés, l'équipe de J.P Bachellerie a décrit en 1999 la 

présence d'un opéron codant 7 snoARN obtenus à partir d'un transcrit unique (Qu et al., 

1999). Deux d'entre eux guident la méthylation de deux bases sur l'ARNr 18S, les 5 autres sur 

l'ARNr 25S (Figure 25). La délétion de l'opéron entraîne l'absence totale de methylation sur 

ces sites (Qu et al., 1999), mais n'est accompagnée d'aucun phénotype. C'est aussi le cas du 

snoARN yU24 qui guide la méthylation de l'adénine 2340 de l'ARNr 25S (Qu et al., 1995). Il 

est codé par l'intron du gène ASC1 (YMR116c) qui est une protéine ribosomale fortement 

exprimée que l'on trouve liée à la sous-unité 40S et qui est impliquée dans l'efficacité de 

traduction (Chantrel et al., 1998). 

 ARNr 16S       ARNr 23S 

 

Figure 25 : Représentation sur les ARNr 16S et 23S procaryotes, des positions 
correspondantes aux sites méthylés sur les ARNr de S. cerevisiae. Le point bleu indique la 
méthylation guidée par le snoARN yU24, les points rouges par chacun des 7 snoARN de 
l'opéron. 
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J'ai testé l'efficacité de recodage dans des souches délétées soit du snoARN yU24, soit 

de l'opéron entier. 

Pour cela les vecteurs pACU contenant les différentes cibles de recodage (Ty1 = 

décalage en +1; HIV = décalage en –1; TAG, TGA, TAA = translecture des codons stop 

indiqués, dans le contexte TMV) ont été introduits dans les souches délétées. Les résultats 

présentés Tableau 6 (colonnes 2 et 3) démontrent clairement que la délétion du snoARN yU24 

n'affecte pas l'efficacité de recodage, en revanche la délétion de l'opéron codant les snoARN 

72 à 78, modifie fortement et de manière spécifique la translecture des codons UAG et UAA 

(colonnes 4, 5; lignes 5, 6). Afin de nous assurer que ces variations sont bien dues à l'absence 

des méthylations, la souche délétée de l'opéron a été cotransformée par les vecteurs pAC et le 

vecteur pFH15 restaurant l'expression de l'opéron. Les résultats présentés Tableau 6  

(comparer les colonnes 4, 5, 6) indiquent, qu'en présence du plasmide pFH15, les taux de 

translecture mesurés sont redevenus identiques à ceux observés dans la souche sauvage. 

 

 ΔyU24 + 
pFH104 

ΔyU24 + 
pFH8 

 wt Δsno Δsno + 
pFH15 

Vecteurs pAC   
FS+1 24% 23% 19% 18,5% n.d 
FS-1 6% 5% 5% 5,5% n.d 
TAG 22% 22% 16% 31% 17% 
TAA 9% 8% 6% 17% 8% 
TGA 11% 10% 6% 7% 6% 

Tableau 6 : Quantification du taux de recodage dans une souche délétée pour les snoARN. La 
souche ΔyU24 est délétée pour le snoARN yU24. Ce snoARN étant intronique le vecteur 
pFH104 permet l'expression de l'ADNc du gène ASC1, alors que le vecteur pFH8 est le 
vecteur parental vide. La souche Δsno porte la délétion complète de l'opéron codant les 7 
snoARN, wt correspond à la souche sauvage et la souche Δsno + pFH15 contient un plasmide 
permettant la ré-expression de l'opéron. Toutes les mesures présentées dans ce chapitre ont été 
répétées deux fois à partir d'au moins trois clones indépendants à chaque mesure. L'écart type 
est d'environ 10%, n.d indique que les mesures n'ont pas été effectuées. 

 

Ces résultats démontrent donc que l'absence des méthylations guidées par les snoRNA 

72 à 78 entraîne une augmentation de l'efficacité de translecture au niveau des codons UAG et 
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UAA. Ce phénomène n'est pas lié à une diminution générale de la fidélité de la traduction 

puisque les autres cibles de recodage ne sont absolument affectées. 

 

6.2.2. L'expression d'au moins deux snoARN est nécessaire pour retrouver une 

efficacité de translecture sauvage  

 Une question importante est de déterminer quelle(s) est (sont) la(les) modification(s) 

importante(s) pour l'efficacité de translecture. Répondre à cette question nous permettrait 

d'identifier une ou plusieurs régions des ARNr impliquées dans la terminaison de la 

traduction. Certaines modifications paraissent être de meilleures candidates que d'autres 

puisqu'elles affectent des régions connues pour être impliquées dans le décodage. C'est par 

exemple le cas de la modification Um578 sur l'ARNr 18S, guidée par snR77 qui touche 

l'équivalent de la boucle 530 qui est impliquée dans la fidélité de la traduction, mais aussi 

dans l'efficacité de décalage du Ty3 (Li et al., 2001). La méthylation du ribose de l'uracile 

2955 de l'ARNr 25S, guidée par snR73, touche une région très proche de la boucle α-sarcin 

de l'ARNr 25S. La méthylation à la position 2287 de l'ARNr 25S, guidée par le snoARN75 

est elle aussi intéressante car l'équipe de Nakamura a montré que le facteur RF1 procaryote 

interagissait avec des bases très proches de cette position sur l'ARNr procaryote (Wilson et 

al., 2000b). 

Pour répondre à cette question, des vecteurs permettant l'expression individuelle de 

chacun des snoARN ont été transformés dans la souche Δsno, en présence des vecteurs 

pACU-TAG et pACU-TAA. Les résultats des mesures sont présentés dans le Tableau 7.  

 

 Δsno 
Vecteurs TAG TAA 
pFL39 (vide) 31% 17% 
pFH15 (opéron) 16% 6% 
pFH72 31% 14% 
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pFH73 32% 14% 
pFH74 25% 13% 
pFH75 30% 20% 
pFH76 30% 17% 
pFH77 32% 19% 
pFH78 30% 19% 

Tableau 7: Quantification du taux de translecture des codons UAG et UAA dans une souche 
délétée pour l'opéron et dans laquelle chacun des 7 snoARN est ré-exprimé individuellement. 
Le vecteur pFL39 correspond au vecteur parental utilisé dans les clonages. Le vecteur pFH15 
permet l'expression de l'opéron entier. Chacun des vecteurs porte le nom du snoRNA exprimé 
(pFH72 exprime le snoARN snR72 etc…) 

 

 Aucun des 7 snoARN ne permet de retrouver un taux de translecture comparable à 

celui obtenu lorsque l'on sur-exprime l'opéron entier. En revanche, il semble que l'expression 

du snR74 permette d'abaisser partiellement le taux de translecture, même si on ne retrouve pas 

un taux sauvage. Ces données indiquent donc que l'expression d'au moins deux snoARN est 

nécessaire pour modifier le taux de translecture. 

 Pour identifier la bonne combinaison nous avons mis en place, une stratégie de 

délétion séquentielle des snoARN. Cette stratégie devrait nous permettre d'identifier 

rapidement quels sont les snoARN nécessaires pour abaisser le taux de translecture des 

codons UAA et UAG. 

 Les cibles que nous avons utilisées sont des cibles de translecture programmées, il 

serait important de déterminer si l'effet observé est spécifique du mécanisme de translecture, 

ou peut se généraliser à tous les événements de terminaison au niveau des codons stop UAA 

et UAG. Afin de répondre à cette question, nous allons reproduire les expériences présentées 

ci-dessus, en utilisant cette fois-ci des codons stop situés dans des contextes "anonymes", 

c'est-à-dire des codons stop très efficaces pour la terminaison de la traduction. 

 

Actuellement, deux hypothèses principales permettent de rendre compte des résultats 

obtenus : I) l'absence de modification, perturbe la conformation des ARNr, ce qui se répercute 
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au niveau de l'efficacité de terminaison (ou plus généralement au niveau de la fidélité de la 

traduction). II) Les bases modifiées participent directement à la sélection des facteurs de 

terminaison au moment où le codon stop pénètre au site A. L'absence de modification 

entraînerait une diminution de l'affinité du facteur eRF1 pour les codons stop, favorisant ainsi 

la suppression par un ARNt. 

Cependant ces hypothèses ne permettent pas d'expliquer la spécificité des variations 

observées et notamment pourquoi la translecture du codon UGA n'est pas affectée. Une 

possibilité serait qu'en fonction du codon stop présent au site A, ce ne soit pas les même 

régions des ARNr qui sont mises en jeu dans la reconnaissance du facteur eRF1. Des données 

récentes confortent d'ailleurs cette dernière hypothèse, puisque des mutations dans l'ARNr 

18S de S. cerevisiae ont été décrites pour provoquer une suppression spécifique du codon 

UAA, en n'affectant pas la terminaison au codon UGA (Arkov et al., 2000). 

 

 Ces résultats préliminaires sont très excitants, car ils mettent en évidence l'effet des 

modifications sur l'efficacité de translecture. De nombreuses autres modifications (y compris 

d'autre 2'-O-ribose methylations) sont présentes dans des régions impliquées soit dans la 

fidélité de la traduction, soit dans la terminaison. Il serait intéressant de pouvoir analyser leur 

influence sur l'efficacité de recodage.  
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1. Conclusion & Discussion 

 

Les objectifs de ce travail étaient d'identifier des gènes nucléaires soumis à un mécanisme 

de translecture, mais aussi de mieux caractériser les facteurs cis et trans intervenant dans le 

franchissement des codons stop par les ribosomes. Pour cela, plusieurs approches ont été 

conjointement développées :  

1. Tout d'abord j'ai entrepris une étude systématique, du génome de S. cerevisiae afin 

d'identifier les séquences candidates pour un événement de translecture. La caractérisation 

ainsi que l'importance physiologique de la translecture ont été ensuite précisées par des 

analyses moléculaires. 

 2. Ensuite l'étude du contexte nucléotidique du codon stop a été effectuée afin 

d'identifier les éléments déterminant pour obtenir une efficacité de translecture maximale. 

Grâce à ces données, un modèle expliquant l'effet du contexte nucléotidique sur l'efficacité de 

translecture a pu être proposé. 

3. L'étude des facteurs trans a été entreprise en recherchant des facteurs dont la 

surexpression augmente ou au contraire diminue l'efficacité de translecture. L'originalité de 

cette approche est basée sur l'utilisation d'un codon stop permettant 30% de translecture. Ceci 

a permis l'isolement, dans le même crible, de facteurs agissant comme suppresseurs ou 

comme antisuppresseurs. L'identification des gènes nous a permis de mettre en évidence de 

nouvelles relations entre la terminaison de la traduction et d'autres fonctions cellulaires. 

Je vais maintenant rappeler les conclusions des résultats présentés dans les chapitres 

précédents. 
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1.1. Existe t'il des gènes régulés par translecture chez S. cerevisiae ? 

Jusqu'à présent la grande majorité des événements de recodage (décalage du cadre de 

lecture, saut de ribosome, translecture) ont été identifiés dans des gènes viraux. Cependant 

une seule recherche systématique de cibles de recodage a été effectuée dans d'autres génomes 

par l'équipe de J. Dinman (Hammell et al., 1999). Ils ont recherchés des signaux de décalage 

du cadre de lecture en –1 dans les banques de données disponibles en 1999. Ils estiment 

qu'environ 2,5% des gènes présents chez S. cerevisiae posséderaient un signal de décalage du 

cadre de lecture en –1 (heptamère glissant situé en amont d'une structure secondaire de type 

pseudonoeud). Ces résultats sont intéressants, mais pas totalement convainquants pour 

plusieurs raisons : Tout d'abord il a été démontré que tous les pseudonoeuds ne provoquent 

pas un décalage du cadre de lecture en –1. Or les raisons de ces différences ne sont pas 

clairement identifiées, même s'il est très probable que cela reflète une organisation 

tridimensionnelle différente de ces pseudonoeuds. Cet aspect n'a absolument pas été pris en 

compte dans le travail, ce qui signifie donc que parmi les cibles identifiées, toutes ne 

provoqueront pas de décalage; de plus aucune contrainte de taille n'a été mise sur l'extension 

obtenue après le décalage, ce qui aboutit fréquemment à l'apparition d'un codon stop très 

proche. Ainsi la protéine potentiellement synthétisée grâce au décalage du cadre de lecture 

sera plus petite, et même si cela peut avoir une signification biologique (comme dans le cas de 

DnaX), il est peu probable qu' une nouvelle activité soit ainsi générée. Pour valider leur 

approche informatique, ils ont testés deux cibles potentielles de décalage. La manière dont 

ceci a été réalisé est également problématique. Comme le décalage du cadre du gène RAS1 

aboutit à l'apparition d'un codon stop précoce, ils modifient la taille et la composition de la 

région "spacer" située entre l'heptamère glissant et le pseudonoeud. Or le "spacer" est un 

élément crucial dans le décalage en –1, le modifier affecte fortement l'efficacité de décalage. 

Ainsi les 4% de décalage –1 obtenus ne reflète certainement pas la réalité (ce que les auteurs 
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soulignent d'ailleurs dans la discussion!). Le taux de décalage de la seconde cible choisi 

(CRC5) est mesuré à 0,2%. Ils estiment que cette valeur est significativement plus élevée que 

le taux de base. Or, non seulement il semble que leur système de mesure utilisant un seul gène 

reporter (lacZ) ne soit pas suffisamment précis pour mesurer de tels événements, mais de plus 

les témoins réalisés ne sont pas corrects. Ainsi toutes les valeurs sont rapportées à un vecteur 

vide, qui n'est pas soumis aux mêmes événements que le vecteur possédant la cible. Nous 

avons vu que les ARNm possédant un codon stop précoce (ce qui est le cas des ARNm 

possédant une cible de recodage), sont soumis à une dégradation ainsi qu'à une inhibition de 

traduction par les facteurs Upf (voir introduction). Un témoin correct aurait été de construire 

un vecteur dans lequel la cible de décalage était modifiée par l'insertion d'une base après 

l'heptamère afin de la remettre en phase avec le gène rapporteur. Toutes ces raisons font que 

leur analyse moléculaire n'est pas convainquante. Malgré ces critiques, un des aspects 

important de leur travail est le fait que certaines cibles potentielles de décalage sont 

conservées dans différents organismes. Ceci est un point fort en faveur d'un rôle biologique de 

ces séquences. 

En ce qui concerne les cibles de translecture, aucune analyse systématique des banques de 

données n'avait été effectuée jusqu'à présent. L'objectif principal de mon travail était donc de 

dévolopper une analyse systématique du génome de S. cerevisiae afin de rechercher des cibles 

de translecture. Pour effectuer cette recherche nous avons développé deux approches 

complémentaires : 

1. Des motifs de translecture connus pour permettre une bonne efficacité de passage 

des codons stop ont été recherchés à la fin des ORF de S. cerevisiae. Huit ORFs possédant un 

tel motif au niveau du codon de terminaison ont été identifiées. Parmi ces 8 ORFs, l'étude du 

gène PDE2 a été approfondie et a permis de démontrer que la translecture du codon stop 

provoquait une dégradation rapide de la phosphodiesterase de l'AMPc (Pde2p) par la voie 
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dépendante du protéasome. Nous avons pu mesurer une élévation de la concentration 

intracellulaire d'AMPc dans des souches [PSI+] dans lesquelles l'efficacité de translecture est 

fortement augmentée. Ce résultat est cohérent avec une diminution de la quantité d'enzyme 

Pde2p présente dans la cellule. 

2. Nous avons recherchés les ORFs possédant une organisation génomique compatible 

avec une régulation par translecture, sans faire d'hypothèse ni sur le codon stop, ni sur son 

contexte nucléotidique. Soixante et une ORFs candidates ont été identifiées dans le génome 

de S. cerevisiae grâce à cette analyse. Elles possèdent toutes deux phases ouvertes de lectures 

situées dans la même phase et séparées uniquement par un codon stop. Parmi celles-ci, 8 

possèdent un codon stop faiblement efficace pour la terminaison de la traduction (≥ à 3% de 

passage). Une analyse moléculaire des séquences a révélée que, dans la plupart des cas, 

l'efficacité de passage des codons stop n'est pas dépendante de l'état PSI de la cellule. Ce 

résultat indique qu'un mécanisme indépendant de la présence des facteurs de terminaison 

permet le franchissement des codons stop. En revanche, pour les gènes RTG4 et IMP3 le 

mécanisme mis en jeu est bien la translecture. De plus nous avons pu montrer dans le cas du 

gène IMP3 que la protéine obtenue après passage du codon stop ne jouait plus totalement son 

rôle dans la maturation de l'ARNr 18S, ce qui affecte la formation de la sous-unité 40S.  

L'analyse physiologique de la majorité des autres SORF est compliquée par le fait 

qu'auncune homologie avec d'autres gènes n'a pu être mise en évidence dans les banques de 

données. Cependant, pour les SORF RTG4 (YNL269w) et RTG1 (YDL037c), une recherche 

sur le site de la SGD™ (http://genome-www4.Stanford.EDU/cgi-bin/SGD/expression 

/expressionConnection.pl) m'a permis de rapatrier des données sur l'expression de ces gènes 

dans différentes conditions de culture. Seuls les résultats montrant une différence significative 

du taux d'expression sont représentés sur la Figure 26. Ces données peuvent nous servir de 

base pour prévoir une fonction éventuelle en comparant les profils d'expression avec ceux de 
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gènes connus. Ainsi le profil du gène RTG4 est similaire à ceux de gènes impliqués dans la 

sporulation (SPO19, SPR28, SPS18, CDA2). Il est donc envisageable que la protéine joue un 

rôle dans la sporulation ou l'organisation de la membrane. Le profil d'expression du gène 

RTG1 est similaire à celui de gènes impliqués dans la traduction (TIF4631, SQT1, GCD1) 

mais aussi a celui de gènes impliqués dans la maturation des ARN (DBP8, PRP43). Ces 

résultats ne nous donnent évidemment pas une fonction certaine, mais permettent d'identifier 

quelques pistes. 
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Figure 26 : L'axe des abscisses représente le logarithme du rapport entre les signaux obtenus 
sur les puces à ADN. L'axe des ordonées repésente le temps durant lequel les expériences ont 
été effectuées. Une valeure négative de l'abscisse indique une répression du gène, alors qu'une 
valeure positive indique une induction. Toutes ces données proviennent du site internet de la 
SGD™ ainsi que des références suivantes : 1 (Chu et al., 1998), 2 (DeRisi et al., 1997). 

 

 Ce travail suggère fortement que la translecture n'est pas un phénomène limité aux 

gènes viraux, mais est aussi retrouvée dans des gènes nucléaires eucaryotes. Si jusqu'à présent 

les seuls cas de translecture identifiés ne l'ont été que dans des gènes viraux, cela reflète donc 

Expression lors de la sporulation1

YNL269w (RTG4) 

YDL037c (RTG1) 

Expression lors de la transition Expression lors de la sporulation1 
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uniquement le fait que les virus possèdent de petits génomes, qui sont intensivement étudiés 

pour des raisons médicales ou agro-industrielles.  

Ensuite cette étude indique que la terminaison de la traduction peut être un point de contrôle 

de l'expression de certains gènes. En modulant l'efficacité de terminaison de la traduction, il 

est possible de réguler efficacement et rapidement l'expression d'une protéine, même si celle-

ci est en cours de traduction. Dans le cas de la protéine Pde2p, il est ainsi possible de 

provoquer de manière ponctuelle et très rapide une diminution significative de la quantité de 

cette protéine dans la cellule. 

 

Une autre conclusion de ce travail, est la mise en évidence d'un mécanisme permettant aux 

ribosomes de franchir les codons stop de manière indépendante du facteur eRF3. Parmi les 

événements de recodage connus, seul le saut de ribosome pourrait expliquer les résultats. 

Cependant si on prend pour modèle le seul exemple bien documenté de saut de ribosome 

(gène 60 du bactériophage T4), de nombreuses séquences stimulatrices sont nécessaires pour 

provoquer le saut. Or aucune de celles-ci n'a été trouvée chez les candidats analysés. Une 

autre hypothèse qui permettrait d'expliquer ces résultats, serait que le phénomène observé 

corresponde à un démarrage de la traduction à un codon non AUG. Ce mécanisme semble très 

peu efficace chez S. cerevisiae et son efficacité dépend fortement du contexte entourant le 

codon de démarrage potentiel, cependant aucune règle n'a été défénie permettant de 

caractériser un contexte efficace pour un démarrage de la traduction à un codon non AUG. Il a 

ainsi été montré que le codon UUG pouvait permettre jusqu'à 7% d'initiation par rapport à un 

codon AUG (Zitomer et al., 1984). Ceci pourrait permettre notamment de rendre compte de 

certains de nos résultats inférieurs à 7%. Il faut aussi noter qu'étant donné les efficacités de 

passage des codons stop relativement faible, et malgré les vérifications au niveau de l'ARNm 

que nous avons effectuées (séquençage des produits de RT-PCR, recherche de sites 
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d'épissages…), nous ne pouvons pas exclure que certains des ARNm soient maturés post-

transcriptionnellement. 

 

Les conclusions de ce travail ne se limitent pas à la terminaison de la traduction puisque 

nous avons pu mettre en évidence que chez S. cerevisiae, deux ORFs possédant chacune leur 

propre codon AUG peuvent être présentes sur le même ARNm. Nous ne possédons 

actuellement aucune preuve que ces ARNm sont effectivement traduits dans la cellule, et il est 

maintenant essentiel de démontrer que c'est bien le cas. S'il s'avère que l'ARNm est traduit, 

alors l'expression de la seconde phase ouverte de lecture ne peut se faire que par 

l'intermédiaire d'un mécanisme de ré-inititiation traductionnelle (ou d'entrée interne de 

ribosome). Cela ouvre de nouvelles perspectives quant à l'étude des mécanismes d'initiation 

indépendants de la coiffe chez S. cerevisiae 

1.2.  Comment le contexte 3' influence t'il l'efficacité de translecture ? 

Les analyses du contexte des codons stop se sont multipliées ces dix dernières années, 

cependant la grande majorité des études a porté sur le rôle des séquences situées en amont du 

codon stop (Bjornsson et al., 1996; Mottagui Tabar and Isaksson, 1997; Mottagui-Tabar et al., 

1994; Mottagui-Tabar and Isaksson, 1998; Mottagui-Tabar et al., 1998). Le contexte situé en 

aval a principalement été étudié au travers du biais de représentation du nucléotide suivant le 

codon stop (Tate and Mannering, 1996; Tate et al., 1995). Peu de données sont disponibles 

sur l'influence d'un contexte plus large sur l'efficacité de terminaison de la traduction. Une 

étude sur des cellules de plantes a démontré l'effet des six nucléotides suivant le codon stop 

sur l'efficacité de translecture (Skuzeski et al., 1991). Chez S. cerevisiae les résultats d'une 

étude réalisée par l'équipe de Bedwell indiquaient que seuls les trois nucléotides de part et 

d'autre du codon stop influencent l'efficacité d'arrêt de la traduction (Bonetti et al., 1995).  
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La situation semble être en réalité plus complexe. Nos données de mutagénèse dirigée, 

ainsi que les résultats du crible de la banque combinatoire d'oligonucléotides, démontrent 

clairement que les six nucléotides suivant le codon stop sont essentiels dans l'efficacité de 

translecture chez S. cerevisiae. Nous avons identifié un motif consensus –CA(A/G) 

N(U/C/G)A- permettant d'obtenir une efficacité de translecture supérieure à 5%, ainsi qu'un 

motif maximal –CAA UUA- permettant près de 30% de translecture. Deux régions de l'ARNr 

18S sont parfaitement complémentaires à ce motif, ce qui nous a permis de suggérer que le 

motif situé en 3' du codon stop influencerait l'efficacité de terminaison de la traduction en 

s'appariant avec l'ARNr. Cet appariement pourrait induire des modifications de structure du 

site A et favoriser ainsi le décodage du codon stop par un ARNt suppresseur (ou défavoriser 

l'action des facteurs de terminaison). Une autre possibilité peut être que l'engagement du 

codon stop dans une structure ARN en double hélice défavorise fortement sa reconnaissance 

par le facteur eRF1, alors que l'ARNt peut déplacer cet appariement et est ainsi capable d'être 

incorporer efficacement. D'autres modèles permettraient d'expliquer le rôle du contexte 3' 

dans l'efficacité de terminaison de la traduction. Il pourrait provoquer une modification locale 

de la structure de l'ARNm dans le ribosome, modifiant ainsi la reconnaissance par le facteur 

eRF1. Il est aussi possible que l'effet du contexte 3' puisse avoir lieu grâce à des interactions 

avec des protéine constitutives du ribosome. 

Actuellement aucune donnée ne permet de choisir entres ces différentes hypothèses, 

cependant j'ai récemment mis en évidence au laboratoire des mutations dans la protéine eRF1 

permettant d'augmenter l'efficacité de terminaison au niveau du contexte faible CAA UAG 

CAA UUA. Certaines de ces mutations se situent dans le domaine 3 du facteur eRF1 impliqué 

dans la liaison d'eRF1 au ribosome ainsi qu'au facteur eRF3. Etant donné l'ensemble des 

résultats obtenus, je pense que l'hypothèse la plus probable pour rendre compte de l'effet du 

contexte 3' sur l'efficacité de terminaison, est une modification de structure du site A, 
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entrainant une diminution de l'affinite du facteur eRF1 pour le ribosome, ou une diminution 

de la reconnaissance du facteur eRF1 par le facteur eRF3. Cette non reconnaissance pourrait 

entrainer le relargage du facteur eRF1 sans terminaison (comme dans le cas de l'incorporation 

d'un ARNt non-cognat), et laisserait la place pour l'incorporation d'un ARNt suppresseur 

naturel.  

 

L'efficacité du motif –CAA UAG CAA UUA- n'est pas la même dans les différents 

organismes (30% chez S. cerevisiae, 5% dans les protoplastes de plantes, 2% dans des cellules 

NIH3T3, < 0,1% chez E. coli), or les régions d'appariement potentiels de l'ARNr 18S ne sont 

pas totalement conservées dans ces différents organismes, voir sont partiellement ou 

totalement absentes de l'ARNr 16S d'E. coli. Ces données confortent notre modèle 

d'interaction entre la région 3' du codon stop et l'ARNr au moment de la terminaison de la 

traduction. 

 

Parmi toutes les séquences autorisées par le motif consensus –CA(A/G) N(U/C/G)A- 

certaines n'ont jamais été obtenues. C'est évidemment le cas de la séquence -CA(A/G) UGA- 

puisqu'elle contient un second codon stop. Mais c'est aussi le cas par exemple de la séquence 

–CA(A/G) AUA-. Ceci peut s'expliquer par un biais de notre banque d'oligonucléotide, mais 

aussi par le fait que cette séquence ne permet pas une bonne efficacité de translecture. Il sera 

donc nécessaire de synthétiser ces séquences une par une pour tester leur efficacité de 

translecture. Si la seconde hypothèse se vérifie, alors il faudra prendre en compte dans le 

modèle que certaines combinaisons ne permettent pas une forte efficacité de translecture. 

 

Les différentes cibles identifiées dans ce travail ont été testées dans des fibroblastes de 

souris NIH3T3 (Hatin I. et Bidou L. communication personnelle). La plupart permettent des 
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efficacités de translecture élevées (jusqu'à 4%). Nous avons voulu tester l'effet d'un 

antibiotique aminoglycoside, la gentamicine, sur l'efficacité de translecture de ces cibles. Les 

résultats obtenus indiquent que l'efficacité de la gentamicine à induire des erreurs 

traductionnelles est moins grande sur ces différentes cibles que sur des codons stop 

"anonymes" (Hatin I. et Bidou L. communication personnelle, (Manuvakhova et al., 2000)). 

La liaison du G418 (un autre antibiotique aminoglycoside) au ribosome affecte la structure de 

l'ARNr et permet une stabilisation des ARNt non cognat au site A (Pape et al., 2000), ce qui 

provoque une augmentation du taux d'erreur traductionnel.  

Le fait qu'au moment de la terminaison l'effet de la gentamicine dépende de la séquence 

située en 3' du codon stop semble indiquer que ces deux facteurs agissent de la même manière 

: ils modifient la structure du site A et augmentent son affinité pour les ARNt non cognats. 

Dans ces conditions, lorsque la structure du site A est déjà altérée par le contexte 3', la 

gentamicine ne peut d'avantage modifier la structure de ce site, ce qui expliquerait le faible 

effet de l'antibiotique sur les cibles de translecture efficaces. 

 

1.3. Existe t'il d'autres facteurs trans impliqués dans la terminaison de la 

traduction ? 

Les facteurs de terminaison sont les protéines clefs de l'arrêt de la synthèse protéique. A 

ce titre ils ont été intensivement étudiés, la structure crystallographique du facteur humain 

eRF1 a ainsi été obtenue récemment (Song et al., 2000). Cependant, comme nous l'avons vu 

dans ce mémoire, des interactions complexes entre les facteurs de terminaison et de 

nombreuses autres protéines ont été mises en évidence. Le rôle physiologique de la plupart de 

ces interactions demeure totalement incompris. Les phénotypes associés aux mutations des 

facteurs de terminaison sont nombreux et pleïotropes. Il y a bien sûr le phénotype 

d'allosuppression qui s'explique facilement étant donné la fonction des protéines eRF1 et 
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eRF3 dans la terminaison de la traduction. Les autres phénotypes sont beaucoup plus 

intriguants puisque qu'ils n'ont pas de rapport évident avec la terminaison de la traduction. On 

retrouve des phénotypes de déficience respiratoire (Ter-Avanesyan et al., 1982), de sensibilité 

au benomyl (une drogue bloquant la polymérisation des microtubules) (Tikhomirova and 

Inge-Vechtomov, 1996), ainsi qu'un phénotype d'instabilité des chromosomes (Borchsenius et 

al., 2000).  

Ces résultats suggèrent que de nombreuses protéines interagissent avec les facteurs de 

terminaison. La surexpression de ces protéines doit avoir une répercussion sur l'efficacité de 

terminaison de la traduction. Nous avons donc recherché des suppresseurs ou antisuppresseurs 

multicopies. L'analyse des nombreux gènes candidats a été compliquée par le fait que les 

inserts de la banques font en moyenne 6 kb, ce qui implique la présence quasi-systématique 

de plusieurs ORFs sur le fragment. L'identification précise du gène nécessite donc une étape 

de sous clonage afin d'isoler les différents gènes candidats. De plus, le nombre de copies des 

plasmides multicopies n'est pas contrôlable et toutes nos expériences nous ont montrés que 

d'un clone à l'autre ce nombre varie de manière importante. Ceci pose des problèmes de 

reproductibilité puisque la sur-expression des gènes dépend du nombre de copies du plasmide. 

Malgré ces difficultés nous avons pu démontrer que la sur-expression des gènes SSO1 ou 

STU2 augmente l'efficacité de translecture au niveau du motif CAAUAGCAA. SS01 code une 

protéine homologue aux syntaxines, protéines impliquées dans le transport intracellulaire des 

protéines (Aalto et al., 1993). STU2 quant à lui code une protéine qui fait partie du centre 

organisateur des microtubules, mais que l'on retrouve aussi le long des microtubules (Wang 

and Huffaker, 1997). Nous ne possédons pas encore d'explication pour comprendre comment 

la sur-expression de ces gènes modifie l'efficacité de translecture. Plusieurs hypothèses 

peuvent être envisagées : (i) Dans les conditions normales ces protéines interagissent 

directement avec les facteurs de terminaison. Leur sur-expression peut alors provoquer la 
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titration d'un des facteurs de terminaison. Il a été estimé qu'il y avait 1 molécule de eRF1 pour 

20 ribosomes, il apparaît donc tout à fait envisageable que les facteurs eRF puissent être 

séquestrés par la sur-expression d'une protéine interagissant directement avec eux.(ii) Une 

autre possibilité est que la sur-expression modifie l'équilibre d'une compétition au niveau de la 

terminaison de la traduction. Cette hypothèse permet notamment d'expliquer pourquoi la sur-

expression de l'ARNtUUG
Gln provoque une augmentation de l'efficacité de translecture. (iii) La 

protéine sur-exprimée peut cependant n'avoir qu'un rôle indirect dans le mécanisme de 

terminaison. Ce serait par exemple le cas d'une protéine impliquée dans l'utilisation ou la 

production d'énergie. Comme nous l'avons vu en introduction la terminaison de la traduction 

est un mécanisme utilisant le GTP (Frolova et al., 1996), une modification de la concentration 

intracellulaire de GTP devrait donc avoir des répercussions sur l'efficacité de terminaison de 

la traduction.  

Afin de comprendre de quelle manière la sur-expression des gènes identifiés durant ce 

crible (notamment STU2 et SSO1) modifie l'efficacité de translecture, plusieurs approches 

peuvent être développées. Une première approche par la technique du double hybride devrait 

permettre d'identifier des facteurs interagissant avec les protéines candidates et comprendre 

ainsi leur rôle dans la terminaison de la traduction. En particulier, déterminer si elles 

interagissent directement avec les facteurs de terminaison. Une autre approche possible est 

d'identifier des mutations qui annulent l'effet de suppression ou d'antisuppression obtenue par 

la sur-expression des gènes candidats en utilisant le crible ADE2 que j'ai développé (voir 

article N°3). Ces expériences devraient nous permettre de mieux comprendre comment la sur-

expression de ces gènes modifie l'efficacité de translecture.  

Deux autres points seront intéressants à étudier : (i) L'effet observé est-il le résultat d'une 

modification générale de la fidélité de la traduction ? Cela pourrait être établi en quantifiant 

l'effet de la surexpression des gènes candidats sur l'efficacité de recodage de cibles de 
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décalage du cadre de lecture en +1 ou en –1. (ii) Si l'effet observé est au contraire spécifique 

des cibles de translecture, il faudrait déterminer s'il est où non spécifique d'un codon stop. 

Parmi les gènes candidats, STU2 est particulièrement intéressant car la protéine Stu2p 

intervient dans l'organisation des microtubules (Wang and Huffaker, 1997), or la plupart des 

phénotypes associés aux mutations des facteurs de terminaison ont un rapport direct avec le 

cytosquelette. La stabilité des chromosomes dépend de la bonne organisation du fuseau 

mitotique, et la déficience respiratoire peut être associée à une perte des mitochondries au 

cours des divisions. Il a été montré chez S. cerevisiae qu'une mutation du gène ACT1 (codant 

l'actine) empéchait le transfert des mitochondries dans le bourgeon en destabilisant le 

cytosquelette (Lazzarino et al., 1994). Ces résultats démontrent bien un lien entre le 

cytosquelette et la fonction de respiration. 

Il est donc possible de conclure à partir de tous ces résultats qu'un (ou les deux) facteur(s) 

de terminaison joue(nt) un rôle essentiel dans l'organisation ou le fonctionnement du 

cytosquelette. Des interactions avec des protéines impliquées dans la traduction ont d'ailleurs 

déjà été observées. Dans le cas de Mycoplasma pneumoniae, il a récemment été mis en 

évidence que dans la fraction insoluble (après traitement au triton X-100), correspondant aux 

composants du cytosquelette, les protéines EF-Tu, EFG, et L7/L12 étaient aussi présentes 

(Regula et al., 2001). Ces interconnexions entre le cytosquelette et la traduction sont donc 

retrouvées dans de nombreux organismes. C'est aussi le cas chez D. melanogaster, où il a été 

montré qu'une mutation du gène codant eRF3, entraine un defaut du cytosquelette dans les 

spermatides, ainsi qu'une ségrégation meïotique anormale des chromosomes chez le mâle 

(Basu et al., 1998). Ce phénotype rappel fortement le phénotype de mauvaise ségrégation des 

chromosomes observé chez S. cerevisiae. Je pense que la compréhension de ces relations nous 

permettra de mieux intégrer la terminaison de la traduction, et plus généralement la 

traduction, dans le fonctionnement de la cellule. Les interactions entre les protéines 
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impliquées dans la traduction et celles qui organisent le cytosquelette permettraient par 

exemple de compartimenter la traduction dans le cytoplasme en fonction des protéines 

traduites. Si cette hypothèse se confirme il pourrait être intéressant d'évaluer la fidélité (ou 

l'efficacité) de la traduction dans des souches affectées dans la formation de leur 

cytosquelette. Cela pourrait être réalisée en étudiant le profil électrophorétique des protéines 

en gel 2D dans une souche défficiente dans l'organisation du cytosquelette. Ainsi si la 

synthèse de certaines protéines est affectée, il devrait être possible de le mettre en évidence. 

 

1.4. Quel rôle jouent les modifications post-transcriptionnelles des ARNr 

dans le recodage ? 

Le dernier aspect de ce travail a été l'étude de l'influence des modifications post-

transcriptionnelle des ARNr sur l'efficacité de recodage. Les résultats ne sont encore que 

préliminaires, mais j'ai déjà mis en évidence l'importance des 2'-O-methylations des riboses 

dans l'efficacité de terminaison de la traduction. Toutes les données obtenues jusqu'à présent 

nous permettent de conclure que l'effet sur la translecture est due à au moins deux snoARN. 

Les différentes combinaisons sont actuellement testées afin d'identifier quelles sont les 

méthylations qui vont affecter l'efficacité de translecture. Au cours de ce travail, j'ai pu 

constater que seule la translecture des codons stop UAA et UAG était significativement 

affectée. Comme nous l'avons vu précédemment de plus en plus de résultats indiquent un rôle 

important des ARNr au moment de la terminaison de la traduction, mais jusqu'à présent aucun 

travail n'a décrit de différence dans le mécanisme de terminaison en fonction du codon stop 

rencontré. Une hypothèse permettant d'expliquer la spécificité de codon observé dans nos 

expériences, serait d'envisager que ce ne sont pas les mêmes régions de l'ARNr qui sont mises 

en jeu dans la terminaison de la traduction selon le codon stop rencontré. Cette hypothèse est 

d'ailleurs confortée par des résultats récents décrivant des mutations de l'ARNr 18S conférant 
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un phénotype de suppression spécifique d'un seul codon stop (Velichutina et al., 2000; 

Velichutina et al., 2001). 
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2. Perspectives 

2.1.1. Perspectives immédiates 

Le résultat majeur de ce travail est la démonstration que la translecture n'est pas un 

mécanisme limité aux gènes viraux, mais qu'il est aussi retrouvé au niveau de certains gènes 

nucléaires. Il est donc possible de modifier l'expression ou l'activité d'une protéine en 

modulant l'efficacité de terminaison de la traduction. Ce travail met aussi en lumière 

l'importance du contexte nucléotidique dans l'efficacité de terminaison de la traduction, ainsi 

que la complexité des interactions qui se déroulent au moment où le codon stop pénètre au 

site A du ribosome. 

Une des perspectives immédiates de ce travail, sera de mieux comprendre la relation entre 

le facteur [PSI] et la concentration intracellulaire d'AMPc. Nous avons démontré qu'une 

modification de l'efficacité de translecture au niveau du gène PDE2 entraînait une élévation 

de la concentration intracellulaire d'AMPc. Lorsque l'on abaisse le niveau d'AMPc dans une 

souche [PSI+], en exprimant un allèle du gène PDE2 non soumis à la translecture, on observe 

la disparition de la thermotolérance associée à [PSI+]. Le rôle essentiel de l'AMPc dans la 

réponse aux stress est connu depuis de nombreuses années, mais nos résultats suggèrent que la 

translecture serait une nouvelle voie de régulation de la réponse au stress par l'AMPc. Il serait 

donc intéressant d'étudier la réponse à d'autres stress, comme par exemple au stress oxydatif, 

ou encore la transition diauxique, qui sont tous deux liés à la voie AMPc. Dans la mesure où 

la plupart des événements de recodage identifiés permettent une auto-régulation de l'activité 

du gène, il pourrait être interessant de déterminer s'il existe une boucle de rétrocontrôle 

négative de l'AMPc sur l'efficacité de translecture. Ainsi, en forte concentration d'AMPc 

l'efficacité de translecture diminuerait, ce qui aurait pour conséquence de permettre la 

synthèse de plus de molécules de Pde2p actives et donc abaisserait le niveau d'AMPc. Cette 
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hypothèse est totalement spéculative dans la mesure où aucun résultat expérimental ne viens 

la conforter, mais je pense qu'elle mérite d'être testée.  

Un autre aspect de ce travail sur PDE2 est que la protéine est localisée dans le noyau. Cela 

pose d'intéressantes questions, comme de savoir si la dégradation de l'AMPc a lieu 

exclusivement dans le noyau, ou si une faible fraction est dégradée dans le cytoplasme. Si 

l'AMPc est uniquement dégradé dans le noyau il va se créer un gradient d'AMPc dans la 

cellule, puisque la protéine synthétisant l'AMPc (Cyr1p) est localisée au niveau de la 

membrane. Quels seraient les conséquences pour la voie AMPc/pka si la protéine Pde2p n'est 

plus localisée au noyau ? Pour répondre à ces questions, il serait possible d'utiliser des 

mutants déficients pour l'import de certaines protéines dans le noyau. Une fois l'import de 

Pde2p dans le noyau bloquée, il sera alors possible d'étudier les effets de sa mauvaise 

localisation. 

La diminution importante de la concentration d'AMPc, dans des conditions où 10% des 

protéines Pde2p sont instables pourrait s'expliquer par un effet dominant négatif de la forme 

longue. Ceci suggère donc que cette protéine serait active sous la forme d'un complexe 

multimérique. Des expériences de purification pourraient donc être entreprises afin de 

confirmer ou d'infirmer cette observation. 

 

Un autre développement de ce travail, sera d'étendre ce genre d'analyse à d'autres 

génomes ou à d'autres événements de recodages (comme le décalage du cadre de lecture en –

1). Cependant la recherche de sites de recodage se heurte à une difficulté majeure, qui est la 

complexité des génomes analysés. Effectivement chez S. cerevisiae, la densité de gène est 

importante, les introns sont peu nombreux et bien caractérisés. Même si un récent travail, 

indique qu'uniquement 80% des introns ont correctement été identifiés chez S. cerevisiae, 

(Davis et al., 2000), le génome de cette levure demeure le meilleur modèle pour commencer 
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ce genre d'étude (d'autant qu'en 1997 c'était le seul génome eucaryote disponible!). 

L'identification des introns sera donc probablement l'élément limitant de la recherche de 

cibles de recodages, puisque les séquences candidates pour un événement de recodage ne 

devront pas être situées dans un intron, et qu'actuellement il demeure difficile de prédire avec 

exactitude la présence d'introns dans un génome. 

Ce problème pose plus généralement la question de la définition d'une phase ouverte de 

lecture. Celles-ci sont annotées dans les banques de données entre un codon AUG et un codon 

stop. Or, en absence d'intron dans cette phase ouverte de lecture, il est admis qu'une seule 

protéine sera synthetisée. Nous venons de voir que, dans certains cas, ce postulat va s'avérer 

faux, puisqu'au moins grâce aux trois recodages connus il sera possible d'obtenir plusieurs 

protéines à partir d'un même ARNm. Ces événements apparaissent encore actuellement 

comme des exceptions aux mécanismes généraux de traduction, mais nos résultats suggèrent 

que les mécanismes de recodages pourraient être plus fréquents qu'on ne le pense. 

La recherche de cibles de recodage se heurte à un second problème, qui est l'erreur de 

séquence vraie ou supposée. Certains programmes informatiques ont été conçus pour 

identifier et corriger les erreurs de séquençage (Fukunishi and Hayashizaki, 2001). Mais 

comment se caractérise une erreur de séquencage ? Principalement de deux manières : soit par 

l'apparition d'un codon stop en phase, soit par la création d'un décalage du cadre de lecture. 

Ces erreurs de séquençage ressemblent donc fortement à des sites de recodage, et en absence 

d'une analyse plus fines des séquences, il n'est pas possible de les différencier. Ainsi, en 

voulant corriger automatiquement les séquences il y a un risque majeur de faire disparaître 

des banques de données une information importante à propos des sites de recodage. On 

aboutit alors au fait que le codon stop ou le décalage n'est plus annoté. Ces problèmes sont 

tout de même pris en compte par certains auteurs comme le montre le papier de C. Médigue et 

al. (Medigue et al., 1999). Nous avons récemment identifiés un exemple frappant : le gène 
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FLO8 de S. cerevisiae, viens d'être corrigé à la SGD™ afin de faire disparaître le codon stop 

de l'annotation du gène !!! 

La traduction n'est pas une lecture linéaire de l'ARNm. Nous avons vu que le contexte 

nucléotidique influence la sélection du codon AUG pendant l'initiation de la traduction, mais 

aussi la reconnaissance du codon stop lors de la terminaison. Il est donc probable que cela soit 

aussi le cas durant l'élongation de la traduction. Cela pose d'intéressantes questions sur le 

fonctionnement du ribosome ainsi que pour les biotechnologies. Effectivement lorsque l'on 

cherche à faire produire une protéine en grande quantité à un organisme, on modifie 

généralement l'utilisation des codons pour le rendre optimum à l'organisme utilisé. Cependant 

il serait envisageable de pouvoir obtenir encore de meilleurs résultats en prenant en compte la 

lecture des nucléotides d'une manière plus générale et non plus codons par codons. 

 

2.1.2. Perspectives à long terme 

Une des idées les plus intéressantes provient sans doute des résultats publiés par 

l'équipe de Sweeney en 1999 (Barton-Davis et al., 1999). Ce travail indique qu'il est possible 

de restaurer chez la souris l'expression d'un gène portant une mutation stop par un traitement à 

la gentamicine. Le mécanisme évoqué pour expliquer ces résultats est la capacité de la 

gentamicine à induire des erreurs traductionnelles. Ainsi le ribosome franchit plus 

efficacement la mutation stop présente dans le gène, ce qui permet la ré-expresssion de la 

protéine dans la cellule. Plusieurs laboratoires (dont le nôtre) sont associés pour essayer de 

développer ce genre d'approche thérapeutique. Cependant l'effet de la gentamicine dépend 

fortement du contexte nucléotidique du codon stop ((Manuvakhova et al., 2000), Laure Bidou 

et Isabelle Hatin, communication personnelle), ainsi il semble que toutes les mutations non-

sens ne pourront pas être supprimées avec la même efficacité. Des résultats similaires ont été 
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obtenus par une équipe Japonaise en utilisant un autre antibiotique : la négamicine (J.C 

Kaplan communication personnelle).  

Je trouve l'idée suffisamment séduisante pour que l'on puisse s'y intéresser. 

Effectivement la possibilité d'obtenir la ré-expression d'une protéine à partir d'un allèle mutant 

pourrait être dans certains cas une alternative à la thérapie génique qui concernerait les 

maladies génétiques et les cancers dont la cause est l'apparition d'une mutation non-sens. La 

plupart des expériences actuellement réalisées le sont sur le gène de la dystrophine humaine 

qui code une protéine de structure des muscles et dont l'absence provoque des myopathies. Le 

choix de ce modèle se justifie par son importance thérapeutique, mais il serait sans doute 

important de tester d'autre gènes comme ceux dont la mutation provoque des maladies 

lysosomiales, car très peu de ré-expression devrait suffir, ou comme par exemple celui codant 

la p53, qui se retrouve sous forme mutée dans plus de 50% des cancers humains (12% des 

mutations sont des mutations non-sens dans les cancers de la peau) (Soussi et al., 2000). 

L'avantage de la p53 est qu'il ne s'agit pas d'une protéine de structure, mais qu'elle possède 

une activité catalytique. C'est un facteur de transcription qui va bloquer la progression du 

cycle cellulaire en réponse à des dommages de l'ADN. Si l'ADN n'est pas réparé alors la p53 

induit l'apoptose (Hansen and Oren, 1997). Il est donc envisageable que même une faible ré-

expression de cette protéine suffise pour arrêter la prolifération cellulaire et provoquer 

l'apoptose des cellules cancéreuses. Actuellement ce genre de traitement se heurte à une 

difficulté majeure qui est l'efficacité des molécules à provoquer suffisamment de passage du 

codon stop, sans dérégler toute la synthèse protéique. La recherche, en partenariat avec 

l'industrie pharmaceutique, de nouvelles molécules plus actives et moins toxiques pourrait 

permettre dans les années à venir d'envisager ce genre de traitement pour les maladies dues à 

l'apparition d'une mutation non-sens. 
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1. Souches utilisées 

 

Souches Génotype Référence / Caractéristiques 
E. coli   
DH5α F-, endA1, hsdR17, supE44, thi-1, λ-, recA1, gyrA96, relA1, 

Δ(argF-lacZ ya)U169, φ80, dlLacZΔM15. 
 

 

S. cerevisiae   
Y349 MATα, lys2Δ201, leu2-3,112, his3Δ200, ura3-52 (Dang et al., 1996) 
FS1 MATα, ade2-592, lys2Δ201, leu2-3,112, his3Δ200, ura3-52 O.N. 
FS1ΔRTG MATα, ade2-592, lys2Δ201, leu2-3,112, his3Δ200, ura3-52, 

RTG4::ADE2 
O.N. 

FS1ΔIMP MATα, ade2-592, lys2Δ201, leu2-3,112, his3Δ200, ura3-52, 
imp3::ADE2, pFL38(URA3, IMP3) 

O.N. 

74D694 MATa, ade1-14, trp1-289, his3∆200, leu2-3,112, ura3-52, 
[psi-] ou [PSI+] 

(Derkatch et al., 1998) 

WT MATa, ade2-1, lys 2-1, can1-100, met 8-1, trp 1-1, his 4-260, 
ura3-52, leu2-2 

(Qu et al., 1999) 

Δsno MATa, ade2-1, lys 2-1, can1-100, met 8-1, trp 1-1, his 4-260, 
ura3-52, leu2-2, sno::LEU2 

(Qu et al., 1999) 

337.1Β−ΔyU24 Mata, ade2-1, his4-260, leu2-2, lys2-1, met8-1, trp1-1, ura3-
52, can1-100, asc1::URA3, pFH8 (TRP1, ADNc -ASC1-) ou 
pFH104 (TRP1, ASC1) 
 

(Qu et al., 1995) 

Tableau 8 : Liste des souches utilisées de E. coli et de S. cerevisiae. Seules les souches 
présentés dans les résultats non publiés sont indiquées. 

 

2. Les plasmides 

 

Plasmide Caractéristiques Référence 

pUC19a Petit vecteur (2,8Kb), se répliquant exclusivement chez E. coli. (Yanisch-Perron et al., 1985)

pAC99 Vecteur centromérique, LEU2, Fusion lacZ-luc avec un site 

unique MscI pour le clonage des différentes cibles. 

(Bidou et al., 2000) 

pACU Vecteurs dérivés du pAC99, dans lequel le marqueur de 

sélection LEU2 a été remplacé par le marqueur URA3. 

Non publié 

pFL44L Vecteur multicopie (origine 2μ), URA3. (Bonneaud et al., 1991) 

pFL39 Vecteur multicopie (origine 2μ), LEU2. (Bonneaud et al., 1991) 

pFL38 Vecteur centromérique, URA3. 

(Bonneaud et al., 1991) 

 

Non publié 
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pFL36 

Vecteur centromérique, LEU2. 

(Bonneaud et al., 1991) 

 

pSP3545 

Clonage des gènes SUP35 et SUP45 dans le vecteur pFL44L. 

(Bidou et al., 2000) 

 

pFLRTG4 

Clonage du gène RTG4 dans le vecteur pFL38 

Non publié 

 

pFLIMP 

Clonage du gène IMP3 dans le vecteur pFL38 

Non publié 

 

pFLIMPQ 

Clonage de l'allèle IMPQ dans le vecteur pFL36 

Non publié 

 

pFLIMPΔORF2 

Clonage de l'allèle IMPΔORF2 dans le vecteur pFL36 

pFH72 78 Vecteur pFL39, permettant l'expression individuelle de chacun 

des snoARN. 

(Henras A. Non publié) 

pFH15 Clonage de l'opéron snoARN dans le vecteur pFL39 (Qu et al., 1999) 

Tableau 9 : Liste des plasmides utilisés dans les résultats non publiés. aTous les plasmides 
utilisés, à l'exception du pUC19, sont des plasmides navettes entre E. coli et S. cerevisiae et 
possède le gène de résistance à l'ampiciline. 

 

3. Milieux de culture et transformation d'ADN 

3.1. Escherichia coli  

3.1.1. Milieu de culture 

Les cultures sont effectuées à 37°C en milieu riche LB additioné d'ampiciline à une 

concentration finale de 100μg/ml pour la sélection des clones transformants. 
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3.1.2. Transformation 

Les bactéries compétentes sont préparées selon la technique décrite par Inoue et al (Inoue 

et al., 1990), puis sont conservées à –80°C jusqu'à utilisation. Le transfert d'ADN s'effectue en 

trois étapes : 1. incubation en présence de l'ADN à 4°C pendant 30 minutes. 2. choc 

thermique de 45 secondes à 42°C. 3. Phase d'expression de 30 minute à 37°C. Les bactéries 

sont ensuite étalées sur le milieu de sélection. Les boîtes sont mises à 37°C pendant au moins 

18h. 

 

3.2. Saccharomyces cerevisiae 

3.2.1. Milieux de culture 

Plusieurs milieux sont utilisés selon les expériences réalisées. Le milieu riche est le 

YPD composé de 1% de "Bacto-yeast extract", 2% de bacto-peptone, 2% de bacto-agar (pour 

le milieu solide), et 2% de glucose. Deux types de milieu sélectif sont utilisés. Le milieu 

minimum synthétique est composé de 0,67% de Bacto-yeast nitrogen base sans acide aminé, 

2% de glucose, et 2% de bacto agar (pour le milieu solide). On rajoute les acides aminés 

nécessaires pour la croissance et la sélection des plasmides transférés, en fonction des 

auxotrophies des souches utilsées. Un milieu synthétique complet (CSM™ Bio101) est 

éventuellement utilisé. Ce milieu contient une grande quantité d'acides aminés permettant une 

meilleure croissance que le milieu minimum synthétique. 

 L'analyse du phénotype de résistance aux fortes pressions osmotiques ou aux 

aminoglycosides nécessite respectivement l'ajout d'éthylène-glycol à une concentration finale 

de 3M et de G418 à une concentration finale de 500mg/ml. 
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3.2.2. Transformation 

Les cellules de S. cerevisiae sont transformées par la méthode à l'acétate de lithium décrite 

par Ito et al (Ito et al., 1983). Dix unités de DO600nm de cellules en phase exponentielles sont 

centrifugées, lavées en acétate de lithium 0,1M, puis reprises dans 50μl d'acétate de lithium. 

25μl de cellules sont alors mis en contact avec l'ADN à transformé et 2,5μg d'ADN 

entraineur. Ensuite 30 minutes d'incubation à 30°C sont effectuées suivies d'un choc 

thermique de 15 minutes à 42°C. Après lavage les cellules sont étalées sur un milieu sélectif 

adéquat.  

 

4. Techniques générales de biologie moléculaire 

4.1. Réaction d'amplification en chaîne (PCR) 

4.1.1. Conditions générales 

Plusieurs type de Taq DNA polymérase ont été utilisés selon les expériences. Lorsqu'il 

s'agit de vérifier l'orientation d'un clonage, la Taq utilisé provient de chez Amersham™. En 

revanche lorsque le fragment doit être cloné, les Taq utilisées sont celles possédant une 

activité de correction, qui augmente leur fidélité. Pour cela nous avons choisi soit la Vent™ 

(New England Biolabs), soit la Pfu™(Proméga). Les étapes d'amplification sont constituées 

d'une dénaturation à 94°C : 30s, d'un appariement entre 50°C et 60°C (selon les amorces) 

pendant 30s, puis d'une étape d'élongation à 72°C le temps dépendant de la taille du fragment 

à amplifier et des taq utilisées (30s/kb pour une Taq polymérase "classique", 1min/kb pour les 

Taq polymérases "fidèles"). Trente cinq cycles sont ainsi effectués lorsque l'ADN servant de 

matrice est de l'ADNg, 25 lorsque celui-ci est de l'ADN plasmidique. 
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4.1.2. Les amorces utilisées 

Nom de l'amorce Séquence (5'-3') 

Amorces spécifiques du gène RTG4  

YNL265 ACCACACACAACACAGAATGAG 

YNL595 GGATCCAAAAGATCACGATCCAAGCC 

YNL690 ACATTCGCCCAACTTATCACTCG 

YNL985 TGGCCATTGTAGTGTTGCGATTATTGCC 

YNL1190 AATTGTGATCATCGACTATTTGC 

YNL1717 GGTGACTATTTAACAAGGACGG 

YNL1996 GGATCCATGGGGTCGTCTTATTACTTGG 

 

Amorces spécifiques du gène ADE2  

ADE216 AACACCAACATAACACTGACATC 

ADE979 TCGTTGTAAAGAATAAGGAAATG 

ADE2319 GGACACCTGTAAGCGTTGATTTC 

ADE5221 CATTTTCTGCCAACAACTTCGCC 

 

Amorces spécifiques du gène IMP3   

IMP498 TTATTTTACCGTGCTTTTCATCC 

IMP785 GGATCCTAGCTTTATTGCGTGATCTTCCC 

IMP998 TGGCCATTGGTTGTGATTATGCCTGGTGG 

IMP1765 TCGGCGTCATTTGTTAAATATGC 

IMP1924 GGATCCTGAAGTGTAGATAATGAACGGAC 

IMP2064 TGTATAATTCTCGTGTTAGTGGG 

 

Tableau 10 : Liste des oligonucléotides utilisés lors des réactions de PCR. Les sites de 
restriction pouvant être utilisés pour des sous-clonages sont sous-lignés. 

 

4.2. Construction des plasmides 

Les fragments d'amplification obtenus ont tous été purifiés sur gel d'agarose en utilisant le 

kit de purification sur gel Qiaquick™ (Qiagen). Les fragments ainsi purifiés sont insérés dans 

un site unique de restriction possédant des extrémités franches (MscI, SmaI ou encore 

Ecl136II). L'insertion et l'orientation du fragment cloné sont vérifiés par PCR. Après cette 

étape de vérification, les fragments clonés sont systématiquement séquencés. 
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4.3. Séquençage 

Le séquençage est réalisé grâce au kit BigDye™ Terminator RR Mix (PE Applied 

Biosystems) à partir des amorces universelles Pu (AGGGTTTTCCCAGTCACGAC) et Pr 

(AGCGGATAACAATTTCACACA GG) pour les plasmides de type pUC et ceux de la série 

pFL. Une fois les réactions effectuées, les échantillons préalablement précipités et 

resuspendus dans un tampon adéquat sont déposés dans un séquenceur automatique (ABI310 

Applied Biosystem). 

 

4.4. Mutagénèse dirigée 

Le changement des codons AUG est réalisé par PCR en modifiant une des amorces 

utilisées (voir Tableau 11). La modification du codon stop du gène IMP3 a été réalisée grâce 

au kit QuickChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagène) selon les recommandations 

du fournisseur. Ce kit permet d'obtenir une efficacité de mutagènese supérieure à 90% et 

fonctionne d'autant mieux que le fragment à mutagénéiser est cloné sur un petit plasmide. 

Pour cette raison les fragments à mutagénéiser ont tous été préalablement clonés dans le 

vecteur pUC19. Après mutagénèse, chaque construction est vérifiée par séquençage. Les 

amorces utilisées pour chacune des expériences sont décrites dans le Tableau 11.  

 

Nom de l'amorce Séquence (5'-3') 

Mutagénèse du gène IMP3  IMPQ et IMP∆ORF2 

IMPQ.w GACGATTTTGATTTTTCACAAATTGACTAC 

IMPQ.c GTAGTCAATTTGTGAAAAATCAAAATCGTC 

IMP∆.w CCTTAAAACTTAAAAATACACTTCG 

IMP∆.c TTATGAAAAATCAAAATCGTCG 
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Mutagénèse du gène RNA515  RNAatt 

RNAatt CCAGACTAGGTAGAACTGACTTTGAATACCTC 

 

Mutagénèse du gène YIL086c  YILatc 

YILatc CCATTTAGCAGAGATTTCTTGTGTGTTAAG 

 

Tableau 11 : Liste des amorces utilisées pour les réactions de mutagénèse dirigée. Les 
nucléotides modifiés par rapport à la séquence sauvage sont sous-lignés. 

 

4.5. Manupilation des ARN totaux 

4.5.1. Extraction des ARN totaux et RT-PCR 

Les extractions d'ARN totaux de S. cerevisiae sont extrait par la technique au phénol 

chaud. (description). Les ARN totaux sont ensuite repris dans 100μl d'eau distillée, et déposés 

sur gel d'agarose pour en vérifier la qualité. Cinq microgrammes sont ensuite utilisés pour 

chaque réaction de transcription inverse en utilisant la transcriptase inverse eAMV™ RT 

(Sigma). Les réactions de PCR sont ensuite effectuées à partir de l'ADNc ainsi obtenu en 

utilisant la Taq polymérase AccuTaq™ LA (Sigma) et des amorces spécifiques permettant 

d'amplifier l'ADNc désiré. Dans le cas du gène RNA515 les amorces utilisés sont YNL690 et 

YNL1190 (Tableau 10) 

4.5.2. Visualisation des ARN par northern-blot 

Les nothern-blot sont réalisés avec 20μg d'ARN totaux. Les ARN sont déposés sur un gel 

d'agarose 1% contenant 0,66% de formaldéhyde. Après migration, les ARN totaux sont 

transférés sur une membrane Hybond™ N+ (Amersham). La membrane est préhybridée à 

42°C en tampon 1X SSC et Dernhard't en présence de formamide 50%.  

La sonde spécifique du gène YIL086C est amplifiée par PCR avec les amorces YIL302 

(ATGAACAAAATTATAAAAGAGTCTACC) et YIL109 (AAGCATCACTGGAATCCGGTAGCAA 
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GG), puis purifiée sur gel d'agarose comme décrit précédemment. Le fragment amplifié est 

marquée au dCTPγ32 grâce au kit "Prime-It® II Random Primer Labeling Kit" (Stratagene) 

utilisant des amorces (9mers) aléatoires. La sonde ainsi obtenue est ensuite purifiée sur 

colonne de cephadex G50. 

Après une nuit d'hybridation la membrane est lavée deux fois 15 min en tampon 3X SSC à 

50°C. La radioactivité est révélée grâce à des films Hyperfilm™ (Amersham) après 

exposition 24h à -80°C.  

 

5. Dosage des activités β-galactosidase et luciférase 

5.1. Dosage de l'activité β-galactosidase  

A partir d'une culture ensemencée la veille à DO600nm= 0.1 et ayant atteint une DO600nm= 

1, nous prélevons 4ml de culture pour effectuer l’extraction des protéines totales en présence 

de PMSF (Phényl-méthyl-sulfonyl Fluoride), de 100μl de tampon luc (Cassan et al., 1994), et 

de 150μl de billes de verre pendant 30 minutes à 4°C en vortexant. Nous ajoutons 150μl de 

tampon luc avant de centrifuger les échantillons à 4°C et de prélever le surnageant. 100μl sont 

utilisés pour effectuer le dosage β-galactosidase en présence de 450μl de tampon Z (Miller, 

1972), et 100μl d’ONPG (4mg/ml) à 30°C. La réaction est arrêtée par addition de 250μl de 

Na2CO3 1M. La DO est mesurée à 420nm. L'activité luciférase est mesurée à partir du même 

extrait protéique. 
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5.2. Dosage de l'activité luciférase 

La luciférase en présence de luciférine et d’ATP va catalyser la production de photons, 

cette émission est mesurée grâce à un luminomètre (Lumat LB9501). Nous effectuons les 

mesures à partir de 5μl et 10μl d’extrait protéique (cf 5.1) mis en présence de 100μl de 

tampon réactionnel (tampon luc, ATP (2.10-3M), luciférine (2.10-4M)). Le pic d'émission de 

photon est mesuré pendant 10 secondes. 



Annexe 1 - 250 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 2 - 244 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 2 

 

 

 

 



Références Bibliographiques - 246 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 



Références Bibliographiques - 247 - 

 

1.Aalto, M.K., Ronne, H. and Keranen, S. (1993) Yeast syntaxins Sso1p and Sso2p belong to 

a family of related membrane proteins that function in vesicular transport. Embo J, 12, 

4095-4104. 

2.Adamski, F.M., Donly, B.C. and Tate, W.P. (1993) Competition between frameshifting, 

termination and suppression at the frameshift site in the Escherichia coli release factor-

2 mRNA. Nucleic Acids Res, 21, 5074-5078 

3.Adamski, F.M., McCaughan, K.K., Jorgensen, F., Kurland, C.G. and Tate, W.P. (1994) The 

concentration of polypeptide chain release factors 1 and 2 at different growth rates of 

Escherichia coli. J Mol Biol, 238, 302-308. 

4.Altmann, M., Edery, I., Sonenberg, N. and Trachsel, H. (1985) Purification and 

characterization of protein synthesis initiation factor eIF-4E from the yeast 

Saccharomyces cerevisiae. Biochemistry, 24, 6085-6089. 

5.Andjelkovic, N., Zolnierowicz, S., Van Hoof, C., Goris, J. and Hemmings, B.A. (1996) The 

catalytic subunit of protein phosphatase 2A associates with the translation termination 

factor eRF1. Embo J, 15, 7156-7167. 

6.Angenon, G., Van Montagu, M. and Depicker, A. (1990) Analysis of the stop codon context 

in plant nuclear genes. FEBS Lett, 271, 144-146. 

7.Aravind, L. and Koonin, E.V. (1999) Novel predicted RNA-binding domains associated 

with the translation machinery. J Mol Evol, 48, 291-302. 

8.Arkov, A.L., Freistroffer, D.V., Ehrenberg, M. and Murgola, E.J. (1998) Mutations in 

RNAs of both ribosomal subunits cause defects in translation termination. Embo J, 17, 

1507-1514. 

9.Arkov, A.L., Freistroffer, D.V., Pavlov, M.Y., Ehrenberg, M. and Murgola, E.J. (2000) 

Mutations in conserved regions of ribosomal RNAs decrease the productive 



Références Bibliographiques - 248 - 

 

association of peptide-chain release factors with the ribosome during translation 

termination. Biochimie, 82, 671-682. 

10.Arkov, A.L., Korolev, S.V. and Kisselev, L.L. (1995) 5' contexts of Escherichia coli and 

human termination codons are similar. Nucleic Acids Res, 23, 4712-4716. 

11.Arkov, A.L. and Murgola, E.J. (1999) Ribosomal RNAs in translation termination: facts 

and hypotheses. Biochemistry (Mosc), 64, 1354-1359. 

12.Asakura, T., Sasaki, T., Nagano, F., Satoh, A., Obaishi, H., Nishioka, H., Imamura, H., 

Hotta, K., Tanaka, K., Nakanishi, H. and Takai, Y. (1998) Isolation and 

characterization of a novel actin filament-binding protein from Saccharomyces 

cerevisiae. Oncogene, 16, 121-130. 

13.Asano, K., Clayton, J., Shalev, A. and Hinnebusch, A.G. (2000) A multifactor complex of 

eukaryotic initiation factors, eIF1, eIF2, eIF3, eIF5, and initiator tRNA(Met) is an 

important translation initiation intermediate in vivo. Genes Dev, 14, 2534-2546. 

14.Astrom, S.U., von Pawel-Rammingen, U. and Bystrom, A.S. (1993) The yeast initiator 

tRNAMet can act as an elongator tRNA(Met) in vivo. J Mol Biol, 233, 43-58. 

15.Auffinger, P. and Westhof, E. (1998) Effects of pseudorudylation on tRNA Hydratation an 

Dynamics : a theorical approach. In Grosjean, H. and Benne, R. (eds.), Modification 

and Editing of RNA, pp. 103-112. 

16.Axley, M.J., Bock, A. and Stadtman, T.C. (1991) Catalytic properties of an Escherichia 

coli formate dehydrogenase mutant in which sulfur replaces selenium. Proc Natl Acad 

Sci U S A, 88, 8450-8454. 

17.Bachellerie, J.P. and Cavaille, J. (1997) Guiding ribose methylation of rRNA. Trends 

Biochem Sci, 22, 257-261. 

18.Bailleul, P.A., Newnam, G.P., Steenbergen, J.N. and Chernoff, Y.O. (1999) Genetic study 

of interactions between the cytoskeletal assembly protein sla1 and prion-forming 



Références Bibliographiques - 249 - 

 

domain of the release factor Sup35 (eRF3) in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 

153, 81-94. 

19.Ban, N., Nissen, P., Hansen, J., Moore, P.B. and Steitz, T.A. (2000) The complete atomic 

structure of the large ribosomal subunit at 2.4 A resolution. Science, 289, 905-920. 

20.Barton-Davis, E.R., Cordier, L., Shoturma, D.I., Leland, S.E. and Sweeney, H.L. (1999) 

Aminoglycoside antibiotics restore dystrophin function to skeletal muscles of mdx 

mice [see comments]. J Clin Invest, 104, 375-381. 

21.Basu, J., Williams, B.C., Li, Z., Williams, E.V. and Goldberg, M.L. (1998) Depletion of a 

Drosophila homolog of yeast Sup35p disrupts spindle assembly, chromosome 

segregation, and cytokinesis during male meiosis. Cell Motil Cytoskeleton, 39, 286-

302. 

22.Battiste, J.L., Pestova, T.V., Hellen, C.U. and Wagner, G. (2000) The eIF1A solution 

structure reveals a large RNA-binding surface important for scanning function. Mol 

Cell, 5, 109-119. 

23.Becker, H.F., Motorin, Y., Planta, R.J. and Grosjean, H. (1997) The yeast gene YNL292w 

encodes a pseudouridine synthase (Pus4) catalyzing the formation of psi55 in both 

mitochondrial and cytoplasmic tRNAs. Nucleic Acids Res, 25, 4493-4499. 

24.Beier, H., Barciszewska, M., Krupp, G., Mitnacht, R. and Gross, H.J. (1984) UAG 

readthrough during TMV RNA translation: Isolation and sequence of two tRNAsTyr 

with suppressor activity from tobacco plants. EMBO J., 3, 351-356. 

25.Belcourt, M.F. and Farabaugh, P.J. (1990) Ribosomal frameshifting in the yeast 

retrotransposon Ty: tRNAs induce slippage on a 7 nucleotide minimal site. Cell, 62, 

339-352. 



Références Bibliographiques - 250 - 

 

26.Belfield, G.P., Bauer, M., Ross-Smith, N., Tan, P., Colthurst, D.R. and Tuite, M.F. (1993) 

EF-3: a novel fungal elongation factor with homology to E. coli ribosomal protein S5. 

Biochem Soc Trans, 21, 331S. 

27.Belfield, G.P. and Tuite, M.F. (1993) Translation elongation factor 3: a fungus-specific 

translation factor? Mol Microbiol, 9, 411-418. 

28.Bernstein, P. and Ross, J. (1989) Poly(A), poly(A) binding protein and the regulation of 

mRNA stability. Trends Biochem Sci, 14, 373-377. 

29.Berry, M.J., Banu, L., Harney, J.W. and Larsen, P.R. (1993) Functional characterization of 

the eukaryotic SECIS elements which direct selenocysteine insertion at UGA codons. 

Embo J, 12, 3315-3322. 

30.Berry, M.J., Banu, L. and Larsen, P.R. (1991) Type I iodothyronine deiodinase is a 

selenocysteine-containing enzyme. Nature, 349, 438-440. 

31.Bertram, G., Bell, H.A., Ritchie, D.W., Fullerton, G. and Stansfield, I. (2000) Terminating 

eukaryote translation: domain 1 of release factor eRF1 functions in stop codon 

recognition. Rna, 6, 1236-1247. 

32.Bi, X. and Goss, D.J. (2000) Wheat germ poly(A)-binding protein increases the ATPase 

and the RNA helicase activity of translation initiation factors eIF4A, eIF4B, and eIF-

iso4F. J Biol Chem, 275, 17740-17746. 

33.Bidou, L., Stahl, G., Hatin, I., Namy, O., Rousset, J.P. and Farabaugh, P.J. (2000) 

Nonsense-mediated decay mutants do not affect programmed -1 frameshifting. RNA, 

6, 952-961. 

34.Bilgin, N. and Ehrenberg, M. (1994) Mutations in 23 S ribosomal RNA perturb transfer 

RNA selection and can lead to streptomycin dependence. J Mol Biol, 235, 813-824. 

35.Bjornsson, A., Mottagui-Tabar, S. and Isaksson, L.A. (1996) Structure of the C-terminal 

end of the nascent peptide influences translation termination. Embo J, 15, 1696-1704. 



Références Bibliographiques - 251 - 

 

36.Blinkowa, A.L. and Walker, J.R. (1990) Programmed ribosomal frameshifting generates 

the Escherichia coli DNA polymerase III gamma subunit from within the tau subunit 

reading frame. Nucleic Acids Res, 18, 1725-1729. 

37.Bocchetta, M., Xiong, L., Shah, S. and Mankin, A.S. (2001) Interactions between 23S 

rRNA and tRNA in the ribosomal E site. Rna, 7, 54-63. 

38.Boguta, M., Dmochowska, A., Borsuk, P., Wrobel, K., Gargouri, A., Lazowska, J., 

Slonimski, P.P., Szczesniak, B. and Kruszewska, A. (1992) NAM9 nuclear suppressor 

of mitochondrial ochre mutations in Saccharomyces cerevisiae codes for a protein 

homologous to S4 ribosomal proteins from chloroplasts, bacteria, and eucaryotes. Mol 

Cell Biol, 12, 402-412. 

39.Bonetti, B., Fu, L.W., Moon, J. and Bedwell, D.M. (1995) The efficiency of translation 

termination is determined by a synergistic interplay between upstream and 

downstream sequences in Saccharomyces cerevisiae. J Mol Biol, 251, 334-345. 

40.Bonneaud, N., Ozier-Kalogeropoulos, O., Li, G., Labouesse, M., Minvielle-Sebastia, L. 

and Lacroute, F. (1991) A family of low and high copy replicative, integrative and 

single-stranded S. cerevisiae/E. coli shuttle vectors. Yeast, 7, 609-615. 

41.Borchsenius, A.S., Tchourikova, A.A. and Inge-Vechtomov, S.G. (2000) Recessive 

mutations in SUP35 and SUP45 genes coding for translation release factors affect 

chromosome stability in Saccharomyces cerevisiae. Curr Genet, 37, 285-291. 

42.Brault, V. and Miller, W.A. (1992) Translational frameshifting mediated by a viral 

sequence in plant cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 89, 2262-2266. 

43.Brierley, I., Boursnell, M.E.G., Blinns, M.M., Bilimoria, B., Blok, V.C., Brown, T.D.K. 

and Inglis, S.C. (1987) An efficient ribosomal frame-shifting signal in the polymerase-

encoding region of the coronavirus IBV. Embo J, 6, 3779-3785. 



Références Bibliographiques - 252 - 

 

44.Brierley, I., Digard, P. and Inglis, S.C. (1989) Characterization of an efficient coronavirus 

ribosomal frameshift signal: Requirement for an RNA pseudoknot. Cell, 57, 537-547. 

45.Brierley, I., Jenner, A.J. and Inglis, S.C. (1992) Mutational analysis of the "slippery-

sequence" component of a coronavirus ribosomal frameshift signal. J Mol Biol, 227, 

463-479. 

46.Brown, C.M., Stockwell, P.A., Trotman, C.N. and Tate, W.P. (1990a) Sequence analysis 

suggests that tetra-nucleotides signal the termination of protein synthesis in 

eukaryotes. Nucleic Acids Res, 18, 6339-6345. 

47.Brown, C.M., Stockwell, P.A., Trotman, C.N. and Tate, W.P. (1990b) The signal for the 

termination of protein synthesis in procaryotes. Nucleic Acids Res, 18, 2079-2086. 

48.Carlson, B.A., Kwon, S.Y., Chamorro, M., Oroszlan, S., Hatfield, D.L. and Lee, B.J. 

(1999) Transfer RNA modification status influences retroviral ribosomal 

frameshifting. Virology, 255, 2-8. 

49.Carlson, B.A., Mushinski, J.F., Henderson, D.W., Kwon, S.Y., Crain, P.F., Lee, B.J. and 

Hatfield, D.L. (2001) 1-Methylguanosine in place of Y base at position 37 in 

phenylalanine tRNA is responsible for its shiftiness in retroviral ribosomal 

frameshifting. Virology, 279, 130-135. 

50.Cassan, M., Delaunay, N., Vaquero, C. and Rousset, J.P. (1994) Translational 

frameshifting at the gag-pol junction of human immunodeficiency virus type 1 is not 

increased in infected T-lymphoid cells. J Virol, 68, 1501-1508. 

51.Cavaille, J. and Bachellerie, J.P. (1998) SnoRNA-guided ribose methylation of rRNA: 

structural features of the guide RNA duplex influencing the extent of the reaction. 

Nucleic Acids Res, 26, 1576-1587. 



Références Bibliographiques - 253 - 

 

52.Cavaille, J., Chetouani, F. and Bachellerie, J.P. (1999) The yeast Saccharomyces 

cerevisiae YDL112w ORF encodes the putative 2'- O-ribose methyltransferase 

catalyzing the formation of Gm18 in tRNAs. Rna, 5, 66-81. 

53.Chacinska, A., Boguta, M., Krzewska, J. and Rospert, S. (2000) Prion-dependent 

switching between respiratory competence and deficiency in the yeast nam9-1 mutant. 

Mol Cell Biol, 20, 7220-7229. 

54.Chantrel, Y., Gaisne, M., Lions, C. and Verdiere, J. (1998) The transcriptional regulator 

Hap1p (Cyp1p) is essential for anaerobic or heme-deficient growth of Saccharomyces 

cerevisiae: Genetic and molecular characterization of an extragenic suppressor that 

encodes a WD repeat protein. Genetics, 148, 559-569. 

55.Chaudhuri, J., Chowdhury, D. and Maitra, U. (1999) Distinct functions of eukaryotic 

translation initiation factors eIF1A and eIF3 in the formation of the 40 S ribosomal 

preinitiation complex. J Biol Chem, 274, 17975-17980. 

56.Chen, M.X., Chen, Y.H. and Cohen, P.T. (1993) PPQ, a novel protein phosphatase 

containing a Ser + Asn-rich amino- terminal domain, is involved in the regulation of 

protein synthesis. Eur J Biochem, 218, 689-699. 

57.Chernoff, Y.O., Newnam, G.P. and Liebman, S.W. (1996) The translational function of 

nucleotide C1054 in the small subunit rRNA is conserved throughout evolution: 

genetic evidence in yeast. Proc Natl Acad Sci U S A, 93, 2517-2522. 

58.Chernoff, Y.O., Vincent, A. and Liebman, S.W. (1994) Mutations in eukaryotic 18S 

ribosomal RNA affect translational fidelity and resistance to aminoglycoside 

antibiotics. Embo J, 13, 906-913 

906-913. 



Références Bibliographiques - 254 - 

 

59.Choi, K.M. and Brimacombe, R. (1998) The path of the growing peptide chain through the 

23S rRNA in the 50S ribosomal subunit; a comparative cross-linking study with three 

different peptide families. Nucleic Acids Res, 26, 887-895. 

60.Chu, S., DeRisi, J., Eisen, M., Mulholland, J., Botstein, D., Brown, P.O. and Herskowitz, I. 

(1998) The transcriptional program of sporulation in budding yeast. Science, 282, 699-

705. 

61.Cigan, A.M., Feng, L. and Donahue, T.F. (1988) tRNAi(met) functions in directing the 

scanning ribosome to the start site of translation. Science, 242, 93-97. 

62.Clare, J.J., Belcourt, M. and Farabaugh, P.J. (1988) Efficient translational frameshifting 

occurs within a conserved sequence of the overlap between the two genes of a yeast 

Ty1 transposon. Proc Natl Acad Sci U S A, 85, 6816-6820. 

63.Cohen, P.T. (1997) Novel protein serine/threonine phosphatases: variety is the spice of 

life. Trends Biochem Sci, 22, 245-251. 

64.Copeland, P.R. and Driscoll, D.M. (1999) Purification, redox sensitivity, and RNA binding 

properties of SECIS- binding protein 2, a protein involved in selenoprotein 

biosynthesis. J Biol Chem, 274, 25447-25454. 

65.Copeland, P.R., Fletcher, J.E., Carlson, B.A., Hatfield, D.L. and Driscoll, D.M. (2000) A 

novel RNA binding protein, SBP2, is required for the translation of mammalian 

selenoprotein mRNAs. Embo J, 19, 306-314. 

66.Craigen, W.J., Cook, R.G., Tate, W.P. and Caskey, C.T. (1985) Bacterial peptide chain 

release factors: conserved primary structure and possible frameshift regulation of 

release factor 2. Proc Natl Acad Sci U S A, 82, 3616-3620. 

67.Cui, Y., Dinman, J.D. and Peltz, S.W. (1996) Mof4-1 is an allele of the UPF1/IFS2 gene 

which affects both mRNA turnover and -1 ribosomal frameshifting efficiency. Embo 

J, 15, 5726-5736. 



Références Bibliographiques - 255 - 

 

68.Cui, Y., Hagan, K.W., Zhang, S. and Peltz, S.W. (1995) Identification and characterization 

of genes that are required for the accelerated degradation of mRNAs containing a 

premature translational termination codon. Genes Dev, 9, 423-436. 

69.Curran, J.F. (1993) Analysis of effects of tRNA:message stability on frameshift frequency 

at the Escherichia coli RF2 programmed frameshift site. Nucleic Acids Res, 21, 1837-

1843. 

70.Curran, J.F. and Yarus, M. (1988) Use of tRNA suppressors to probe regulation of 

Escherichia coli release factor 2. J Mol Biol, 203, 75-83. 

71.Curran, J.F. and Yarus, M. (1989) Rates of aminoacyl-tRNA selection at 29 sense codons 

in vivo. J Mol Biol, 209, 65-77. 

72.Czaplinski, K., Majlesi, N., Banerjee, T. and Peltz, S.W. (2000) Mtt1 is a Upf1-like 

helicase that interacts with the translation termination factors and whose 

overexpression can modulate termination efficiency. Rna, 6, 730-743. 

73.Czaplinski, K., Ruiz-Echevarria, M.J., Paushkin, S.V., Han, X., Weng, Y., Perlick, H.A., 

Dietz, H.C., Ter-Avanesyan, M.D. and Peltz, S.W. (1998) The surveillance complex 

interacts with the translation release factors to enhance termination and degrade 

aberrant mRNAs. Genes Dev, 12, 1665-1677. 

74.Czaplinski, K., Weng, Y., Hagan, K.W. and Peltz, S.W. (1995) Purification and 

characterization of the Upf1 protein: a factor involved in translation and mRNA 

degradation. RNA, 1, 610-623. 

75.Dagkessamanskaya, A., Ter-Avanesyan, M. and Mager, W.H. (1997) Transcriptional 

regulation of SUP35 and SUP45 in Saccharomyces cerevisiae. Yeast, 13, 1265-1274. 

76.Dang, V.D., Valens, M., Bolotin-Fukuhara, M. and Daignan-Fornier, B. (1996) Cloning of 

the ASN1 and ASN2 genes encoding asparagine synthetases in Saccharomyces 



Références Bibliographiques - 256 - 

 

cerevisiae: differential regulation by the CCAAT-box-binding factor. Mol Microbiol., 

22, 681-692. 

77.Davis, C.A., Grate, L., Spingola, M. and Ares, M. (2000) Test of intron predictions reveals 

novel splice sites, alternatively spliced mRNAs and new introns in meiotically 

regulated genes of yeast. Nucleic Acids Res, 28, 1700-1706. 

78.De Gregorio, E., Preiss, T. and Hentze, M.W. (1999) Translation driven by an eIF4G core 

domain in vivo. Embo J, 18, 4865-4874. 

79.DeRisi, J.L., Iyer, V.R. and Brown, P.O. (1997) Exploring the metabolic and genetic 

control of gene expression on a genomic scale. Science, 278, 680-686. 

80.Derkatch, I.L., Bradley, M.E. and Liebman, S.W. (1998) Overexpression of the SUP45 

gene encoding a Sup35p-binding protein inhibits the induction of the de novo 

appearance of the [PSI+] prion. Proc Natl Acad Sci U S A, 95, 2400-2405. 

81.Dinman, J.D. and Kinzy, T.G. (1997) Translational misreading: mutations in translation 

elongation factor 1alpha differentially affect programmed ribosomal frameshifting and 

drug sensitivity. RNA, 3, 870-881. 

82.Dinman, J.D. and Wickner, R.B. (1992) Ribosomal frameshifting efficiency and gag/gag-

pol ratio are critical for yeast M1 double-stranded RNA virus propagation. J Virol, 66, 

3669-3676. 

83.Dinman, J.D. and Wickner, R.B. (1995) 5 S rRNA is involved in fidelity of translational 

reading frame. Genetics, 141, 95-105. 

84.Dmochowska, A., Konopinska, A., Krzymowska, M., Szczesniak, B. and Boguta, M. 

(1995) The NAM9-1 suppressor mutation in a nuclear gene encoding ribosomal 

mitochondrial protein of Saccharomyces cerevisiae. Gene, 162, 81-85. 



Références Bibliographiques - 257 - 

 

85.Dominguez, D., Altmann, M., Benz, J., Baumann, U. and Trachsel, H. (1999) Interaction 

of translation initiation factor eIF4G with eIF4A in the yeast Saccharomyces 

cerevisiae. J Biol Chem, 274, 26720-26726. 

86.Dong, H., Nilsson, L. and Kurland, C.G. (1996) Co-variation of tRNA abundance and 

codon usage in Escherichia coli at different growth rates. J Mol Biol, 260, 649-663. 

87.Dyer, J.R. and Sossin, W.S. (2000) Regulation of eukaryotic initiation factor 4E 

phosphorylation in the nervous system of Aplysia californica. J Neurochem, 75, 872-

881. 

88.Eaglestone, S.S., Cox, B.S. and Tuite, M.F. (1999) Translation termination efficiency can 

be regulated in Saccharomyces cerevisiae by environmental stress through a prion-

mediated mechanism. EMBO J., 18, 1974-1981. 

89.Ebihara, K. and Nakamura, Y. (1999) C-terminal interaction of translational release factors 

eRF1 and eRF3 of fission yeast: G-domain uncoupled binding and the role of 

conserved amino acids. Rna, 5, 739-750. 

90.Eibel, H., Gafner, J., Stotz, A. and Philippsen, P. (1981) Characterization of the yeast 

mobile element Ty1. Cold Spring Harb Symp Quant Biol, 45, 609-617. 

91.Eichler, D.C. and Craig, N. (1994) Processing of eukaryotic ribosomal RNA. Prog Nucleic 

Acid Res Mol Biol, 49, 197-239. 

92.Ellis, N. and Gallant, J. (1982) An estimate of the global error frequency in translation. 

Mol Gen Genet, 188, 169-172. 

93.Ellis, S.R., Morales, M.J., Li, J.M., Hopper, A.K. and Martin, N.C. (1986) Isolation and 

characterization of the TRM1 locus, a gene essential for the N2,N2-dimethylguanosine 

modification of both mitochondrial and cytoplasmic tRNA in Saccharomyces 

cerevisiae. J Biol Chem, 261, 9703-9709. 



Références Bibliographiques - 258 - 

 

94.Esberg, B. and Bjork, G.R. (1995) The methylthio group (ms2) of N6-(4-

hydroxyisopentenyl)-2- methylthioadenosine (ms2io6A) present next to the anticodon 

contributes to the decoding efficiency of the tRNA. J Bacteriol, 177, 1967-1975. 

95.Escoubas, J.M., Prere, M.F., Fayet, O., Salvignol, I., Galas, D., Zerbib, D. and Chandler, 

M. (1991) Translational control of transposition activity of the bacterial insertion 

sequence IS1. Embo J, 10, 705-712. 

96.Eurwilaichitr, L., Graves, F.M., Stansfield, I. and Tuite, M.F. (1999) The C-terminus of 

eRF1 defines a functionally important domain for translation termination in 

Saccharomyces cerevisiae. Mol Microbiol, 32, 485-496. 

97.Eustice, D.C. and Wilhelm, J.M. (1984) Fidelity of the eukaryotic codon-anticodon 

interaction: interference by aminoglycoside antibiotics. Biochemistry, 23, 1462-1467. 

98.Fahrenkrug, S.C., Joshi, B., Hackett, P.B. and Jagus, R. (2000) Alternative transcriptional 

initiation and splicing define the translational efficiencies of zebrafish mRNAs 

encoding eukaryotic initiation factor 4E. Differentiation, 66, 15-22. 

99.Farabaugh, P. (1997) Programmed Alternative Reading of the Genetic Code. 

100.Farabaugh, P.J., Zhao, H. and Vimaladithan, A. (1993) A novel programed frameshift 

expresses the POL3 gene of retrotransposon Ty3 of yeast: frameshifting without tRNA 

slippage. Cell, 74, 93-103. 

101.Fearon, K., McClendon, V., Bonetti, B. and Bedwell, D.M. (1994) Premature translation 

termination mutations are efficiently suppressed in a highly conserved region of yeast 

Ste6p, a member of the ATP-binding cassette (ABC) transporter family. J Biol Chem., 

269, 17802-17808. 

102.Feng, Y.X., Copeland, T.D., Oroszlan, S., Rein, A. and Levin, J.G. (1990) Identification 

of amino acids inserted during suppression of UAA and UGA termination codons at 



Références Bibliographiques - 259 - 

 

the gag-pol junction of Moloney murine leukemia virus. Proc Natl Acad Sci U S A, 87, 

8860-8863. 

103.Feng, Y.X., Hatfield, D.L., Rein, A. and Levin, J.G. (1989) Translational readthrough of 

the murine leukemia virus gag gene amber codon does not require virus-induced 

alteration of tRNA. J. Virol., 63, 2405-2410. 

104.Feng, Y.X., Yuan, H., Rein, A. and Levin, J.G. (1992) Bipartite signal for read-through 

suppression in murine leukemia virus mRNA: an eight-nucleotide purine-rich 

sequence immediately downstream of the gag termination codon followed by an RNA 

pseudoknot. J Virol, 66, 5127-5132. 

105.Fletcher, C.M., Pestova, T.V., Hellen, C.U. and Wagner, G. (1999) Structure and 

interactions of the translation initiation factor eIF1. Embo J, 18, 2631-2637. 

106.Flower, A.M. and McHenry, C.S. (1990) The γ subunit of DNA polymerase III 

holoenzyme of Escherischia coli is produced by ribosomal frameshifting. Proc Natl 

Acad Sci USA, 87, 3713-3717. 

107.Forchhammer, K., Rucknagel, K.P. and Bock, A. (1990) Purification and biochemical 

characterization of SELB, a translation factor involved in selenoprotein synthesis. J 

Biol Chem, 265, 9346-9350. 

108.Forster, C., Ott, G., Forchhammer, K. and Sprinzl, M. (1990) Interaction of a 

selenocysteine-incorporating tRNA with elongation factor Tu from E.coli. Nucleic 

Acids Res, 18, 487-491. 

109.Fraser, C.S., Pain, V.M. and Morley, S.J. (1999) The association of initiation factor 4F 

with poly(A)-binding protein is enhanced in serum-stimulated Xenopus kidney cells. J 

Biol Chem, 274, 196-204. 



Références Bibliographiques - 260 - 

 

110.Freistroffer, D.V., Kwiatkowski, M., Buckingham, R.H. and Ehrenberg, M. (2000) The 

accuracy of codon recognition by polypeptide release factors. Proc Natl Acad Sci U S 

A, 97, 2046-2051. 

111.Frolova, L., Le Goff, X., Rasmussen, H.H., Cheperegin, S., Drugeon, G., Kress, M., 

Arman, I., Haenni, A.L., Celis, J.E., Philippe, M. and et al. (1994) A highly conserved 

eukaryotic protein family possessing properties of polypeptide chain release factor 

[see comments]. Nature, 372, 701-703. 

112.Frolova, L., Le Goff, X., Zhouravleva, G., Davydova, E., Philippe, M. and Kisselev, L. 

(1996) Eukaryotic polypeptide chain release factor eRF3 is an eRF1- and ribosome-

dependent guanosine triphosphatase. Rna, 2, 334-341. 

113.Frolova, L.Y., Merkulova, T.I. and Kisselev, L.L. (2000) Translation termination in 

eukaryotes: polypeptide release factor eRF1 is composed of functionally and 

structurally distinct domains. RNA, 6, 381-390. 

114.Frolova, L.Y., Tsivkovskii, R.Y., Sivolobova, G.F., Oparina, N.Y., Serpinsky, O.I., 

Blinov, V.M., Tatkov, S.I. and Kisselev, L.L. (1999) Mutations in the highly 

conserved GGQ motif of class 1 polypeptide release factors abolish ability of human 

eRF1 to trigger peptidyl-tRNA hydrolysis. Rna, 5, 1014-1020. 

115.Fukunishi, Y. and Hayashizaki, Y. (2001) Amino acid translation program for full-length 

cDNA sequences with frameshift errors. Physiol Genomics, 5, 81-87. 

116.Gallant, J.A. and Lindsley, D. (1992) Leftward ribosome frameshifting at a hungry 

codon. J Mol Biol, 223, 31-40. 

117.Gallant, J.A. and Lindsley, D. (1998) Ribosomes can slide over and beyond "hungry" 

codons, resuming protein chain elongation many nucleotides downstream. Proc Natl 

Acad Sci U S A, 95, 13771-13776. 



Références Bibliographiques - 261 - 

 

118.Gil, J., Esteban, M. and Roth, D. (2000) In vivo regulation of protein synthesis by 

phosphorylation of the alpha subunit of wheat eukaryotic initiation factor 2. 

Biochemistry, 39, 7521-7530. 

119.Gocke, E. (1989) Reduction of the translation fidelity by kanamycin: effects on growth 

and mutant frequency in S. typhimurium TA102. Mutat Res, 226, 211-214. 

120.Gontarek, R.R., Li, H., Nurse, K. and Prescott, C.D. (1998) The N terminus of eukaryotic 

translation elongation factor 3 interacts with 18 S rRNA and 80 S ribosomes. J Biol 

Chem, 273, 10249-10252. 

121.Grant, C.M. and Hinnebusch, A.G. (1994) Effect of sequence context at stop codons on 

efficiency of reinitiation in GCN4 translational control. Mol Cell Biol, 14, 606-618. 

122.Green, R. and Noller, H.F. (1997) Ribosomes and translation. Annu Rev Biochem, 66, 

679-716. 

123.Grosjean, H. and Benne, R. (1998) Mofification and editing of RNA. 

124.Gulyas, K.D. and Donahue, T.F. (1992) SSL2, a suppressor of a stem-loop mutation in 

the HIS4 leader encodes the yeast homolog of human ERCC-3. Cell, 69, 1031-1042. 

125.Hammell, A.B., Taylor, R.C., Peltz, S.W. and Dinman, J.D. (1999) Identification of 

putative programmed -1 ribosomal frameshift signals in large DNA databases. 

Genome Res, 9, 417-427. 

126.Hani, J. and Feldmann, H. (1998) tRNA genes and retroelements in the yeast genome. 

Nucleic Acids Res, 26, 689-696. 

127.Hansen, R. and Oren, M. (1997) p53; from inductive signal to cellular effect. Curr Opin 

Genet Dev, 7, 46-51. 

128.Harding, H.P., Novoa, I., Zhang, Y., Zeng, H., Wek, R., Schapira, M. and Ron, D. (2000) 

Regulated translation initiation controls stress-induced gene expression in mammalian 

cells. Mol Cell, 6, 1099-1108. 



Références Bibliographiques - 262 - 

 

129.He, F., Brown, A.H. and Jacobson, A. (1997) Upf1p, Nmd2p, and Upf3p are interacting 

components of the yeast nonsense-mediated mRNA decay pathway. Mol Cell Biol, 17, 

1580-1594. 

130.He, F. and Jacobson, A. (2001) Upf1p, Nmd2p, and Upf3p Regulate the Decapping and 

Exonucleolytic Degradation of both Nonsense-Containing mRNAs and Wild-Type 

mRNAs. Mol Cell Biol, 21, 1515-1530. 

131.Heider, J., Baron, C. and Bock, A. (1992) Coding from a distance: dissection of the 

mRNA determinants required for the incorporation of selenocysteine into protein. 

Embo J, 11, 3759-3766. 

132.Herbst, K.L., Nichols, L.M., Gesteland, R.F. and Weiss, R.B. (1994) A mutation in 

ribosomal protein L9 affects ribosomal hopping during translation of gene 60 from 

bacteriophage T4. Proc Natl Acad Sci U S A, 91, 12525-12529. 

133.Herold, J. and Siddell, S.G. (1993) An 'elaborated' pseudoknot is required for high 

frequency frameshifting during translation of HCV 229E polymerase mRNA. Nucleic 

Acids Res, 21, 5838-5842. 

134.Herr, A.J., Gesteland, R.F. and Atkins, J.F. (2000) One protein from two open reading 

frames: mechanism of a 50 nt translational bypass. Embo J, 19, 2671-2680. 

135.Hill, K.E., Lloyd, R.S. and Burk, R.F. (1993) Conserved nucleotide sequences in the open 

reading frame and 3' untranslated region of selenoprotein P mRNA. Proc Natl Acad 

Sci U S A, 90, 537-541. 

136.Hill, K.E., Lloyd, R.S., Yang, J.G., Read, R. and Burk, R.F. (1991) The cDNA for rat 

selenoprotein P contains 10 TGA codons in the open reading frame. J Biol Chem, 266, 

10050-10053. 



Références Bibliographiques - 263 - 

 

137.Ho, J.H. and Johnson, A.W. (1999) NMD3 encodes an essential cytoplasmic protein 

required for stable 60S ribosomal subunits in Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell 

Biol, 19, 2389-2399. 

138.Ho, J.H., Kallstrom, G. and Johnson, A.W. (2000) Nmd3p is a Crm1p-dependent adapter 

protein for nuclear export of the large ribosomal subunit. J Cell Biol, 151, 1057-1066. 

139.Hopfield, J.J. (1974) Kinetic proofreading: a new mechanism for reducing errors in 

biosynthetic processes requiring high specificity. Proc Natl Acad Sci U S A, 71, 4135-

4139. 

140.Hoshino, S., Imai, M., Kobayashi, T., Uchida, N. and Katada, T. (1999) The eukaryotic 

polypeptide chain releasing factor (eRF3/GSPT) carrying the translation termination 

signal to the 3'-Poly(A) tail of mRNA. Direct association of erf3/GSPT with 

polyadenylate-binding protein. J Biol Chem, 274, 16677-16680. 

141.Howard, M., Frizzell, R.A. and Bedwell, D.M. (1996) Aminoglycoside antibiotics restore 

CFTR function by overcoming premature stop mutations. Nat Med, 2, 467-469. 

142.Huang, W.M., Ao, S.Z., Casjens, S., Orlandi, R., Zeikus, R., Weiss, R., Winge, D. and 

Fang, M. (1988) A persistent untranslated sequence within bacteriophage T4 DNA 

topoisomerase gene 60. Science, 239, 1005-1012. 

143.Ibba, M. and Soll, D. (1999) Quality control mechanisms during translation. Science, 286, 

1893-1897. 

144.Ikemura, T. (1981) Correlation between the abundance of Escherichia coli transfer RNAs 

and the occurrence of the respective codons in its protein genes: a proposal for a 

synonymous codon choice that is optimal for the E. coli translational system. J Mol 

Biol, 151, 389-409. 

145.Ikemura, T. (1982) Correlation between the abundance of yeast transfer RNAs and the 

occurrence of the respective codons in protein genes. Differences in synonymous 



Références Bibliographiques - 264 - 

 

codon choice patterns of yeast and Escherichia coli with reference to the abundance of 

isoaccepting transfer RNAs. J Mol Biol, 158, 573-597. 

146.Inagaki, N., Ito, M., Nakano, T. and Inagaki, M. (1994) Spatiotemporal distribution of 

protein kinase and phosphatase activities. Trends Biochem Sci, 19, 448-452. 

147.Inge Vechtomov, S.G., Mironova, L.N. and Ter Avanesian, M.D. (1994) Ambiguity of 

translation: a eukaryotic version? Genetika, 30, 1022-1035. 

148.Inoue, H., Nojima, H. and Okayama, H. (1990) High efficiency transformation of 

Escherichia coli with plasmids. Gene, 96, 23-28. 

149.Ironside, J.W. (2000) Pathology of variant Creutzfeldt-Jakob disease. Arch Virol Suppl, 

16, 143-151. 

150.Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. and Kimura, A. (1983) Transformation of intact yeast 

cells treated with alkali cations. J Bacteriol, 153, 163-168. 

151.Ito, K., Uno, M. and Nakamura, Y. (2000) A tripeptide 'anticodon' deciphers stop codons 

in messenger RNA. Nature, 403, 680-684. 

152.Jacks, T., Madhani, H.D., Masiarz, F.R. and Varmus, H.E. (1988a) Signals for ribosomal 

frameshifting in the Rous sarcoma virus gag-pol region. Cell, 55, 447-458. 

153.Jacks, T., Power, M.D., Masiarz, F.R., Luciw, P.A., Barr, P.J. and Varmus, H.E. (1988b) 

Characterization of ribosomal frameshifting in HIV-1 gag-pol expression. Nature, 

331, 280-283. 

154.Jacobs, G.H., Stockwell, P.A., Schrieber, M.J., Tate, W.P. and Brown, C.M. (2000) 

Transterm: a database of messenger RNA components and signals. Nucleic Acids Res, 

28, 293-295. 

155.Janosi, L., Mottagui-Tabar, S., Isaksson, L.A., Sekine, Y., Ohtsubo, E., Zhang, S., Goon, 

S., Nelken, S., Shuda, M. and Kaji, A. (1998) Evidence for in vivo ribosome recycling, 

the fourth step in protein biosynthesis. Embo J, 17, 1141-1151. 



Références Bibliographiques - 265 - 

 

156.Jones, D.S., Nemoto, F., Kuchino, Y., Masuda, M., Yoshikura, H. and Nishimura, S. 

(1989) The effect of specific mutations at and around the gag-pol gene junction of 

Moloney murine leukaemia virus. Nucleic Acids Res., 17, 2933-5945. 

157.Kamer, G. and Argos, P. (1984) Primary structural comparison of RNA-dependent 

polymerases from plant, animal and bacterial viruses. Nucleic Acids Res, 12, 7269-

7282. 

158.Kang, H., Hines, J.V. and Tinoco, I., Jr. (1996) Conformation of a non-frameshifting 

RNA pseudoknot from mouse mammary tumor virus. J Mol Biol, 259, 135-147. 

159.Karimi, R., Pavlov, M.Y., Buckingham, R.H. and Ehrenberg, M. (1999) Novel roles for 

classical factors at the interface between translation termination and initiation. Mol 

Cell, 3, 601-609. 

160.Kawakami, K., Pande, S., Faiola, B., Moore, D.P., Boeke, J.D., Farabaugh, P.J., 

Strathern, J.N., Nakamura, Y. and Garfinkel, D.J. (1993) A rare tRNA-Arg(CCU) that 

regulates Ty1 element ribosomal frameshifting is essential for Ty1 retrotransposition 

in Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 135, 309-320. 

161.Keiper, B.D. and Rhoads, R.E. (1999) Translational recruitment of Xenopus maternal 

mRNAs in response to poly(A) elongation requires initiation factor eIF4G-1. Dev Biol, 

206, 1-14. 

162.Khaleghpour, K., Svitkin, Y.V., Craig, A.W., DeMaria, C.T., Deo, R.C., Burley, S.K. and 

Sonenberg, N. (2001) Translational Repression by a Novel Partner of Human Poly(A) 

Binding Protein, Paip2. Mol Cell, 7, 205-216. 

163.Kim, D.F. and Green, R. (1999) Base-pairing between 23S rRNA and tRNA in the 

ribosomal A site. Mol Cell, 4, 859-864. 

164.Kim, K.H. and Lommel, S.A. (1994) Identification and analysis of the site of -1 

ribosomal frameshifting in red clover necrotic mosaic virus. Virology, 200, 574-582. 



Références Bibliographiques - 266 - 

 

165.Kossel, H. (1970) Purification and properties of peptidyl-tRNA hydrolase from 

Escherichia coli. Biochim Biophys Acta, 204, 191-202. 

166.Kovalchuke, O., Kambampati, R., Pladies, E. and Chakraburtty, K. (1998) Competition 

and cooperation amongst yeast elongation factors. Eur J Biochem, 258, 986-993. 

167.Kozak, M. (1987) At least six nucleotides preceding the AUG initiator codon enhance 

translation in mammalian cells. J Mol Biol, 196, 947-950. 

168.Kozak, M. (1997) Recognition of AUG and alternative initiator codons is augmented by 

G in position +4 but is not generally affected by the nucleotides in positions +5 and 

+6. Embo J, 16, 2482-2492. 

169.Kurland, C.G. (1992) Translational accuracy and the fitness of bacteria. Annu Rev Genet, 

26, 29-50. 

170.Kushnirov, V.V., Ter-Avanesyan, M.D., Telckov, M.V., Surguchov, A.P., Smirnov, V.N. 

and Inge-Vechtomov, S.G. (1988) Nucleotide sequence of the SUP2 (SUP35) gene of 

Saccharomyces cerevisiae. Gene, 66, 45-54. 

171.Lafontaine, D.L. and Tollervey, D. (1998) Birth of the snoRNPs: the evolution of the 

modification-guide snoRNAs. Trends Biochem Sci, 23, 383-388. 

172.Larionov, V.L., Grishin, A.V. and Smirnov, M.N. (1980) 3 micron DNA - an 

extrachromosomal ribosomal DNA in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Gene, 12, 

41-49. 

173.Larsen, B., Wills, N.M., Gesteland, R.F. and Atkins, J.F. (1994) rRNA-mRNA base 

pairing stimulates a programmed -1 ribosomal frameshift. J Bacteriol, 176, 6842-6851 

6842-6851. 

174.Lazzarino, D.A., Boldogh, I., Smith, M.G., Rosand, J. and Pon, L.A. (1994) Yeast 

mitochondria contain ATP-sensitive, reversible actin-binding activity. Mol Biol Cell, 

5, 807-818. 



Références Bibliographiques - 267 - 

 

175.Le, S.Y., Shapiro, B.A., Chen, J.H., Nussinov, R. and Maizel, J.V. (1991) RNA 

pseudoknots downstream of the frameshift sites of retroviruses. Genet Anal Tech Appl, 

8, 191-205. 

176.Lecointe, F., Simos, G., Sauer, A., Hurt, E.C., Motorin, Y. and Grosjean, H. (1998) 

Characterization of yeast protein Deg1 as pseudouridine synthase (Pus3) catalyzing 

the formation of psi 38 and psi 39 in tRNA anticodon loop. J Biol Chem, 273, 1316-

1323. 

177.Lee, K., Varma, S., SantaLucia, J. and Cunningham, P.R. (1997) In vivo determination of 

RNA structure-function relationships: analysis of the 790 loop in ribosomal RNA. J 

Mol Biol, 269, 732-743. 

178.Lee, S.J. and Baserga, S.J. (1999) Imp3p and Imp4p, two specific components of the U3 

small nucleolar ribonucleoprotein that are essential for pre-18S rRNA processing. Mol 

Cell Biol, 19, 5441-5452. 

179.Leeds, P., Peltz, S.W., Jacobson, A. and Culbertson, M.R. (1991) The product of the 

yeast UPF1 gene is required for rapid turnover of mRNAs containing a premature 

translational termination codon. Genes Dev, 2303-2314. 

180.Leinfelder, W., Zehelein, E., Mandrand-Berthelot, M.A. and Bock, A. (1988) Gene for a 

novel tRNA species that accepts L-serine and cotranslationally inserts selenocysteine. 

Nature, 331, 723-725. 

181.Lelivelt, M.J. and Culbertson, M.R. (1999) Yeast Upf proteins required for RNA 

surveillance affect global expression of the yeast transcriptome. Mol Cell Biol, 19, 

6710-6719. 

182.Li, G. and Rice, C.M. (1993) The signal for translational readthrough of a UGA codon in 

Sindbis virus RNA involves a single cytidine residue immediately downstream of the 

termination codon. J Virol, 67, 5062-5067. 



Références Bibliographiques - 268 - 

 

183.Li, G.P. and Rice, C.M. (1989) Mutagenesis of the in-frame opal termination codon 

preceding nsP4 of Sindbis virus: studies of translational readthrough and its effect on 

virus replication. J Virol, 63, 1326-1337. 

184.Li, Z., Stahl, G. and Farabaugh, P.J. (2001) Programmed +1 frameshifting stimulated by 

complementarity between a downstream mRNA sequence and an error-correcting 

region of rRNA. RNA, 7, 275-284. 

185.Liebman, S.W., Chernoff, Y.O. and Liu, R. (1995) The accuracy center of a eukaryotic 

ribosome. Biochem Cell Biol, 73, 1141-1149. 

186.Lindquist, S. (1997) Mad cows meet psi-chotic yeast: the expansion of the prion 

hypothesis. Cell, 89, 495-498. 

187.Liu, H., Styles, C.A. and Fink, G.R. (1996) Saccharomyces cerevisiae S288C has a 

mutation in FLO8, a gene required for filamentous growth. Genetics, 144, 967-978. 

188.Low, S.C., Grundner-Culemann, E., Harney, J.W. and Berry, M.J. (2000) SECIS-SBP2 

interactions dictate selenocysteine incorporation efficiency and selenoprotein 

hierarchy. Embo J, 19, 6882-6890. 

189.Lykke-Andersen, J., Shu, M. and Steitz, J.A. (2000) Human Upf Proteins Target an 

mRNA for Nonsense-Mediated Decay When Bound Downstream of a Termination 

Codon. Cell, 103, 1121-1131. 

190.Maden, B.E. (1990) The numerous modified nucleotides in eukaryotic ribosomal RNA. 

Prog Nucleic Acid Res Mol Biol, 39, 241-303. 

191.Manuvakhova, M., Keeling, K. and Bedwell, D.M. (2000) Aminoglycoside antibiotics 

mediate context-dependent suppression of termination codons in a mammalian 

translation system. Rna, 6, 1044-1055. 

192.Mao, X., Schwer, B. and Shuman, S. (1995) Yeast mRNA cap methyltransferase is a 50-

kilodalton protein encoded by an essential gene. Mol Cell Biol, 15, 4167-4174. 



Références Bibliographiques - 269 - 

 

193.Marcotrigiano, J., Lomakin, I.B., Sonenberg, N., Pestova, T.V., Hellen, C.U. and Burley, 

S.K. (2001) A Conserved HEAT Domain within eIF4G Directs Assembly of the 

Translation Initiation Machinery. Mol Cell, 7, 193-203. 

194.Marczinke, B., Bloys, A.J., Brown, T.D., Willcocks, M.M., Carter, M.J. and Brierley, I. 

(1994) The human astrovirus RNA-dependent RNA polymerase coding region is 

expressed by ribosomal frameshifting. J Virol, 68, 5588-5595. 

195.Marlor, R.L., Parkhurst, S.M. and Corces, V.G. (1986) The Drosophila melanogaster 

gypsy transposable element encodes putative gene products homologous to retroviral 

proteins. Mol Cell Biol, 6, 1129-1134. 

196.Martin, G.W., Harney, J.W. and Berry, M.J. (1996) Selenocysteine incorporation in 

eukaryotes: insights into mechanism and efficiency from sequence, structure, and 

spacing proximity studies of the type 1 deiodinase SECIS element. RNA, 2, 171-182. 

197.Martinelli, S.D. and Sheikh, A. (1991) Hygromycin- and paromomycin-resistant mutants 

of Aspergillus nidulans alter translational fidelity. Curr Genet, 20, 211-218. 

198.Matsufuji, S., Matsufuji, T., Miyazaki, Y., Murakami, Y., Atkins, J.F., Gesteland, R.F. 

and Hayashi, S. (1995) Autoregulatory frameshifting in decoding mammalian 

ornithine decarboxylase antizyme. Cell, 80, 51-60. 

199.Matsufuji, S., Matsufuji, T., Wills, N.M., Gesteland, R.F. and Atkins, J.F. (1996) Reading 

two bases twice: mammalian antizyme frameshifting in yeast. Embo J, 15, 1360-1370. 

200.Matsuo, H., Li, H., McGuire, A.M., Fletcher, C.M., Gingras, A.C., Sonenberg, N. and 

Wagner, G. (1997) Structure of translation factor eIF4E bound to m7GDP and 

interaction with 4E-binding protein. Nat Struct Biol, 4, 717-724. 

201.Maxwell, E.S. and Fournier, M.J. (1995) The small nucleolar RNAs. Annu Rev Biochem, 

64, 897-934. 



Références Bibliographiques - 270 - 

 

201.Medigue, C., Rose, M., Viari, A. and Danchin, A. (1999) Detecting and analyzing DNA 

sequencing errors: toward a higher quality of the Bacillus subtilis genome sequence. 

Genome Res, 9, 1116-1127. 

202.Mejlhede, N., Atkins, J.F. and Neuhard, J. (1999) Ribosomal -1 frameshifting during 

decoding of Bacillus subtilis cdd occurs at the sequence CGA AAG. J Bacteriol, 181, 

2930-2937. 

203.Meulewaeter, F., Seurinck, J. and Van Emmelo, J. (1990) Genome structure of tobacco 

necrosis virus strain A. Virology, 177, 699-709. 

204.Miller, J.H. (1972) Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor laboratory, 

Cold Spring Harbor, NY. 

205.Miller, W.A., Waterhouse, P.M. and Gerlach, W.L. (1988) Sequence and organization of 

barley yellow dwarf virus genomic RNA. Nucleic Acids Res, 16, 6097-6111. 

206.Moazed, D., Robertson, J.M. and Noller, H.F. (1988) Interaction of elongation factors 

EF-G and EF-Tu with a conserved loop in 23S RNA. Nature, 334, 362-364. 

207.Morris, D.K. and Lundblad, V. (1997) Programmed translational frameshifting in a gene 

required for yeast telomere replication. Curr Biol, 7, 969-976. 

208.Motorin, Y. and Grosjean, H. (1999) Multisite-specific tRNA:m5C-methyltransferase 

(Trm4) in yeast Saccharomyces cerevisiae: identification of the gene and substrate 

specificity of the enzyme. Rna, 5, 1105-1118. 

209.Motorin, Y., Keith, G., Simon, C., Foiret, D., Simos, G., Hurt, E. and Grosjean, H. (1998) 

The yeast tRNA:pseudouridine synthase Pus1p displays a multisite substrate 

specificity. Rna, 4, 856-869. 

210.Mottagui Tabar, S. and Isaksson, L.A. (1997) Only the last amino acids in the nascent 

peptide influence translation termination in Escherichia coli genes. Febs Lett, 414, 

165-170. 



Références Bibliographiques - 271 - 

 

211.Mottagui-Tabar, S., Björnsson, A. and Isaksson, L.A. (1994) The second to last amino 

acid in the nascent peptide as a codon context determinant. EMBO J., 13, 249-257. 

212.Mottagui-Tabar, S. and Isaksson, L.A. (1998) The influence of the 5' codon context on 

translation termination in Bacillus subtilis and Escherichia coli is similar but different 

from Salmonella typhimurium. Gene, 212, 189-196. 

213.Mottagui-Tabar, S., Tuite, M.F. and Isaksson, L.A. (1998) The influence of 5' codon 

context on translation termination in Saccharomyces cerevisiae. Eur J Biochem, 257, 

249-254. 

214.Mueller, P.P. and Hinnebusch, A.G. (1986) Multiple Upstream AUG Codons Mediate 

Translational Control OF GCN4. Cell, 45, 201-207. 

215.Muhlrad, D. and Parker, R. (1999a) Aberrant mRNAs with extended 3' UTRs are 

substrates for rapid degradation by mRNA surveillance. Rna, 5, 1299-1307. 

216.Muhlrad, D. and Parker, R. (1999b) Recognition of yeast mRNAs as "nonsense 

containing" leads to both inhibition of mRNA translation and mRNA degradation: 

implications for the control of mRNA decapping. Mol Biol Cell, 10, 3971-3978. 

217.Murgola, E.J., Pagel, F.T., Hijazi, K.A., Arkov, A.L., Xu, W. and Zhao, S.Q. (1995) 

Variety of nonsense suppressor phenotypes associated with mutational changes at 

conserved sites in Escherichia coli ribosomal RNA. Biochem Cell Biol, 73, 925-931. 

218.Nakamura, Y. and Ito, K. (1998) How protein reads the stop codon and terminates 

translation. Genes Cells, 3, 265-278. 

219.Nakamura, Y., Ito, K. and Ehrenberg, M. (2000) Mimicry grasps reality in translation 

termination. Cell, 101, 349-352. 

220.Nakamura, Y., Ito, K. and Isaksson, L.A. (1996) Emerging understanding of translation 

termination. Cell, 87, 147-150. 



Références Bibliographiques - 272 - 

 

221.Ni, J., Tien, A.L. and Fournier, M.J. (1997) Small nucleolar RNAs direct site-specific 

synthesis of pseudouridine in ribosomal RNA. Cell, 89, 565-573. 

222.Niederberger, C., Graub, R., Costa, A., Desgres, J. and Schweingruber, M.E. (1999) The 

tRNA N2,N2-dimethylguanosine-26 methyltransferase encoded by gene trm1 

increases efficiency of suppression of an ochre codon in Schizosaccharomyces pombe. 

FEBS Lett, 464, 67-70. 

223.Nissen, P., Hansen, J., Ban, N., Moore, P.B. and Steitz, T.A. (2000) The structural basis 

of ribosome activity in peptide bond synthesis. Science, 289, 920-930. 

224.Noller, H.F. (1991) Ribosomal RNA and translation. Annu Rev Biochem, 60, 191-227. 

225.Nordlund, M.E., Johansson, J.O., von Pawel-Rammingen, U. and Bystrom, A.S. (2000) 

Identification of the TRM2 gene encoding the tRNA(m5U54)methyltransferase of 

Saccharomyces cerevisiae. Rna, 6, 844-860. 

226.Olivas, W.M., Muhlrad, D. and Parker, R. (1997) Analysis of the yeast genome: 

identification of new non-coding and small ORF-containing RNAs. Nucleic Acids Res, 

25, 4619-4625. 

227.Otero, L.J., Ashe, M.P. and Sachs, A.B. (1999) The yeast poly(A)-binding protein Pab1p 

stimulates in vitro poly(A)- dependent and cap-dependent translation by distinct 

mechanisms. Embo J, 18, 3153-3163. 

228.Page, M.F., Carr, B., Anders, K.R., Grimson, A. and Anderson, P. (1999) SMG-2 is a 

phosphorylated protein required for mRNA surveillance in Caenorhabditis elegans and 

related to Upf1p of yeast. Mol Cell Biol, 19, 5943-5951. 

229.Pape, T., Wintermeyer, W. and Rodnina, M.V. (2000) Conformational switch in the 

decoding region of 16S rRNA during aminoacyl-tRNA selection on the ribosome. Nat 

Struct Biol, 7, 104-107. 



Références Bibliographiques - 273 - 

 

230.Paushkin, S.V., Kushnirov, V.V., Smirnov, V.N. and Ter-Avanesyan, M.D. (1996) 

Propagation of the yeast prion-like [psi+] determinant is mediated by oligomerization 

of the SUP35-encoded polypeptide chain release factor. Embo J, 15, 3127-3134. 

231.Pegg, A.E. (1986) Recent advances in the biochemistry of polyamines in eukaryotes. 

Biochem J, 234, 249-262. 

232.Pestova, T.V., Borukhov, S.I. and Hellen, C.U. (1998) Eukaryotic ribosomes require 

initiation factors 1 and 1A to locate initiation codons. Nature, 394, 854-859. 

233.Phan, L., Zhang, X., Asano, K., Anderson, J., Vornlocher, H.P., Greenberg, J.R., Qin, J. 

and Hinnebusch, A.G. (1998) Identification of a translation initiation factor 3 (eIF3) 

core complex, conserved in yeast and mammals, that interacts with eIF5. Mol Cell 

Biol, 18, 4935-4946. 

234.Polard, P., Prere, M.F., Chandler, M. and Fayet, O. (1991) Programmed translational 

frameshifting and initiation at an AUU codon in gene expression of bacterial insertion 

sequence IS911. J Mol Biol, 222, 465-477. 

235.Poole, E.S., Major, L.L., Mannering, S.A. and Tate, W.P. (1998) Translational 

termination in Escherichia coli: three bases following the stop codon crosslink to 

release factor 2 and affect the decoding efficiency of UGA-containing signals. Nucleic 

Acids Res, 26, 954-960. 

236.Price, D.H. and Gray, M.W. (1998) Editing of tRNA. In Grosjean, H. and Benne, R. 

(eds.), Modification and Editinf of RNA, pp. 289-305. 

237.Prufer, D., Tacke, E., Schmitz, J., Kull, B., Kaufmann, A. and Rohde, W. (1992) 

Ribosomal frameshifting in plants: a novel signal directs the -1 frameshift in the 

synthesis of the putative viral replicase of potato leafroll luteovirus. Embo J, 11, 1111-

1117. 



Références Bibliographiques - 274 - 

 

238.Qian, Q., Li, J.N., Zhao, H., Hagervall, T.G., Farabaugh, P.J. and Bjork, G.R. (1998) A 

new model for phenotypic suppression of frameshift mutations by mutant tRNAs. Mol 

Cell, 1, 471-482. 

239.Qu, L.H., Henras, A., Lu, Y.J., Zhou, H., Zhou, W.X., Zhu, Y.Q., Zhao, J., Henry, Y., 

Caizergues-Ferrer, M. and Bachellerie, J.P. (1999) Seven novel methylation guide 

small nucleolar RNAs are processed from a common polycistronic transcript by Rat1p 

and RNase III in yeast. Mol Cell Biol, 19, 1144-1158. 

240.Qu, L.H., Henry, Y., Nicoloso, M., Michot, B., Azum, M.C., Renalier, M.H., Caizergues-

Ferrer, M. and Bachellerie, J.P. (1995) U24, a novel intron-encoded small nucleolar 

RNA with two 12 nt long, phylogenetically conserved complementarities to 28S 

rRNA. Nucleic Acids Res, 23, 2669-2676. 

241.Quiocho, F.A., Hu, G. and Gershon, P.D. (2000) Structural basis of mRNA cap 

recognition by proteins. Curr Opin Struct Biol, 10, 78-86. 

242.Rao, S. and Bodley, J.W. (1996) Expression, purification, and characterization of the G 

domain of Saccharomyces cerevisiae elongation factor 2. Protein Expr Purif, 8, 91-96. 

243.Raught, B. and Gingras, A.C. (1999) eIF4E activity is regulated at multiple levels. Int J 

Biochem Cell Biol, 31, 43-57. 

244.Regula, J.T., Boguth, G., Gorg, A., Hegermann, J., Mayer, F., Frank, R. and Herrmann, 

R. (2001) Defining the mycoplasma 'cytoskeleton': the protein composition of the 

Triton X-100 insoluble fraction of the bacterium Mycoplasma pneumoniae determined 

by 2-D gel electrophoresis and mass spectrometry. Microbiology, 147, 1045-1057. 

245.Ringquist, S., Schneider, D., Gibson, T., Baron, C., Bock, A. and Gold, L. (1994) 

Recognition of the mRNA selenocysteine insertion sequence by the specialized 

translational elongation factor SELB. Genes Dev, 8, 376-385. 



Références Bibliographiques - 275 - 

 

246.Rinke-Appel, J., Junke, N., Osswald, M. and Brimacombe, R. (1995) The ribosomal 

environment of tRNA: crosslinks to rRNA from positions 8 and 20:1 in the central 

fold of tRNA located at the A, P, or E site. Rna, 1, 1018-1028. 

247.Rocha, E.P., Danchin, A. and Viari, A. (1999) Translation in Bacillus subtilis: roles and 

trends of initiation and termination, insights from a genome analysis. Nucleic Acids 

Res, 27, 3567-3576. 

248.Rodnina, M.V., Savelsbergh, A., Katunin, V.I. and Wintermeyer, W. (1997) Hydrolysis 

of GTP by elongation factor G drives tRNA movement on the ribosome. Nature, 385, 

37-41. 

249.Rogers, G.W., Richter, N.J. and Merrick, W.C. (1999) Biochemical and kinetic 

characterization of the RNA helicase activity of eukaryotic initiation factor 4A. J Biol 

Chem, 274, 12236-12244. 

250.Rom, E. and Kahana, C. (1994) Polyamines regulate the expression of ornithine 

decarboxylase antizyme in vitro by inducing ribosomal frame-shifting. Proc Natl Acad 

Sci U S A, 91, 3959-3963. 

251.Satoh, A., Takai, K., Ouchi, R., Yokoyama, S. and Takaku, H. (2000) Effects of 

anticodon 2'-O-methylations on tRNA codon recognition in an Escherichia coli cell-

free translation. Rna, 6, 680-686. 

252.Schirmer, E.C. and Lindquist, S. (1997) Interactions of the chaperone Hsp104 with yeast 

Sup35 and mammalian PrP. Proc Natl Acad Sci U S A, 94, 13932-13937. 

253.Schmitt, E., Fromant, M., Plateau, P., Mechulam, Y. and Blanquet, S. (1997) 

Crystallization and preliminary X-ray analysis of Escherichia coli peptidyl-tRNA 

hydrolase. Proteins, 28, 135-136. 

254.Shibagaki, Y., Itoh, N., Yamada, H., Nagata, S. and Mizumoto, K. (1992) mRNA 

capping enzyme. Isolation and characterization of the gene encoding mRNA 



Références Bibliographiques - 276 - 

 

guanylytransferase subunit from Saccharomyces cerevisiae. J Biol Chem, 267, 9521-

9528. 

255.Shine, J. and Dalgarno, L. (1974) The 3'-terminal sequence of Escherichia coli 16S 

ribosomal RNA: complementarity to nonsense triplets and ribosome binding sites. 

Proc Natl Acad Sci U S A, 71, 1342-1346. 

256.Shumov, N.N., Volkov, K.V. and Mironova, L.N. (2000) [Interaction of ATP17 gene 

with SUP45 and SUP35 genes in Saccharomyces cerevisiae yeast]. Genetika, 36, 644-

650. 

257.Sinclair, D.A. and Guarente, L. (1997) Extrachromosomal rDNA circles--a cause of aging 

in yeast. Cell, 91, 1033-1042. 

258.Skuzeski, J.M., Nichols, L.M., Gesteland, R.F. and Atkins, J.F. (1991) The signal for a 

leaky UAG stop codon in several plant viruses includes the two downstream codons. J 

Mol Biol, 218, 365-373. 

259.Song, H., Mugnier, P., Das, A.K., Webb, H.M., Evans, D.R., Tuite, M.F., Hemmings, 

B.A. and Barford, D. (2000) The crystal structure of human eukaryotic release factor 

eRF1-- mechanism of stop codon recognition and peptidyl-tRNA hydrolysis. Cell, 

100, 311-321. 

260.Sontag, E., Nunbhakdi-Craig, V., Bloom, G.S. and Mumby, M.C. (1995) A novel pool of 

protein phosphatase 2A is associated with microtubules and is regulated during the cell 

cycle. J Cell Biol, 128, 1131-1144. 

261.Soussi, T., Dehouche, K. and Beroud, C. (2000) p53 website and analysis of p53 gene 

mutations in human cancer: forging a link between epidemiology and carcinogenesis. 

Hum Mutat, 15, 105-113. 

262.Sprinzl, M., Horn, C., Brown, M., Ioudovitch, A. and Steinberg, S. (1998) Compilation of 

tRNA sequences and sequences of tRNA genes. Nucleic Acids Res, 26, 148-153. 



Références Bibliographiques - 277 - 

 

263.Stade, K., Junke, N. and Brimacombe, R. (1995) Mapping the path of the nascent peptide 

chain through the 23S RNA in the 50S ribosomal subunit. Nucleic Acids Res, 23, 

2371-2380. 

264.Stahl, G., Bidou, L., Hatin, I., Namy, O., Rousset, J.P. and Farabaugh, P. (2000) The case 

against the involvement of the NMD proteins in programmed frameshifting. Rna, 6, 

1687-1688. 

265.Stahl, G., Bidou, L., Rousset, J.P. and Cassan, M. (1995) Versatile vectors to study 

recoding: conservation of rules between yeast and mammalian cells. Nucleic Acids 

Res, 23, 1557-1560. 

266.Stansfield, I., Jones, K.M., Kushnirov, V.V., Dagkesamanskaya, A.R., Poznyakovski, 

A.I., Paushkin, S.V., Nierras, C.R., Cox, B.S., Teravanesyan, M.D. and Tuite, M.F. 

(1995) The products of the SUP45 (eRF1) and SUP35 genes interact to mediate 

translation termination in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J, 14, 4365-4373. 

267.Steneberg, P., Englund, C., Kronhamn, J., Weaver, T.A. and Samakovlis, C. (1998) 

Translational readthrough in the hdc mRNA generates a novel branching inhibitor in 

the drosophila trachea. Genes Dev, 12, 956-967. 

268.Svitkin, Y.V., Gradi, A., Imataka, H., Morino, S. and Sonenberg, N. (1999) Eukaryotic 

initiation factor 4GII (eIF4GII), but not eIF4GI, cleavage correlates with inhibition of 

host cell protein synthesis after human rhinovirus infection. J Virol, 73, 3467-3472. 

269.Tanaka, S. and Isono, K. (1993) Correlation between observed transcripts and sequenced 

ORFs of chromosome III of Saccharomyces cerevisiae. Nucleic Acids Res, 21, 1149-

1153. 

270.Tate, W.P. and Mannering, S.A. (1996) Three, four or more: the translational stop signal 

at length. Mol Microbiol, 21, 213-219. 



Références Bibliographiques - 278 - 

 

271.Tate, W.P., Poole, E.S., Dalphin, M.E., Major, L.L., Crawford, D.J. and Mannering, S.A. 

(1996) The translational stop signal: codon with a context, or extended factor 

recognition element? Biochimie, 78, 945-952. 

272.Tate, W.P., Poole, E.S., Horsfield, J.A., Mannering, S.A., Brown, C.M., Moffat, J.G., 

Dalphin, M.E., McCaughan, K.K., Major, L.L. and Wilson, D.N. (1995) Translational 

termination efficiency in both bacteria and mammals is regulated by the base 

following the stop codon. Biochem Cell Biol, 73, 1095-1103. 

273.ten Dam, E.B., Pleij, C.W. and Bosch, L. (1990) RNA pseudoknots: translational 

frameshifting and readthrough on viral RNAs. Virus Genes, 4, 121-136. 

274.Ter Avanesyan, M., Kushnirov, V.V., Dagkesamanskaya, A.R., Didichenko, S.A., 

Chernoff, Y.O., Inge, V.S. and Smirnov, V.N. (1993) Deletion analysis of the SUP35 

gene of the yeast Saccharomyces cerevisiae reveals two non-overlapping functional 

regions in the encoded protein. Mol Microbiol, 7, 683-692. 

275.Ter-Avanesyan, M.D., Dagkesamanskaya, A.R., Kushnirov, V.V. and Smirnov, V.N. 

(1994) The SUP35 omnipotent suppressor gene is involved in the maintenance of the 

non-Mendelian determinant [psi+] in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 

137, 671-676. 

276.Ter-Avanesyan, M.D., Zimmermann, J., Inge-Vechtomov, S.G., Sudarikov, A.B., 

Smirnov, V.N. and Surguchov, A.P. (1982) Ribosomal recessive suppressors cause a 

respiratory deficiency in yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol Gen Genet, 185, 319-

323. 

277.Teunissen, A.W., van den Berg, J.A. and Steensma, H.Y. (1995) Localization of the 

dominant flocculation genes FLO5 and FLO8 of Saccharomyces cerevisiae. Yeast, 11, 

735-745. 



Références Bibliographiques - 279 - 

 

278.Tiganos, E. and Herrington, M.B. (1993) Kasugamycin inhibition of nonsense 

suppression by thymine-requiring strains of Escherichia coli K12. Can J Microbiol, 

39, 448-450. 

279.Tikhomirova, V.L. and Inge-Vechtomov, S.G. (1996) Sensitivity of sup35 and sup45 

suppressor mutants in Saccharomyces cerevisiae to the anti-microtubule drug 

benomyl. Curr Genet, 30, 44-49. 

280.Tollervey, D. and Kiss, T. (1997) Function and synthesis of small nucleolar RNAs. Curr 

Opin Cell Biol, 9, 337-342. 

281.Triana-Alonso, F.J., Chakraburtty, K. and Nierhaus, K.H. (1995) The elongation factor 3 

unique in higher fungi and essential for protein biosynthesis is an E site factor. J Biol 

Chem, 270, 20473-20478. 

282.Trifonov, E.N. (1989) The multiple codes of nucleotide sequences. Bull Math Biol, 51, 

417-432. 

283.True, H.L. and Lindquist, S.L. (2000) A yeast prion provides a mechanism for genetic 

variation and phenotypic diversity. Nature, 407, 477-483. 

284.Tsuchihashi, Z. and Brown, P.O. (1992) Sequence requirements for efficient translational 

frameshifting in the Escherichia coli dnaX gene and the role of an unstable interaction 

between tRNA(Lys) and an AAG lysine codon. Genes Dev, 6, 511-519. 

285.Tsuchihashi, Z. and Kornberg, A. (1990) Translational frameshifting generates the γ 

subunit of DNA polymerase III holoenzyme. Proc Natl Acad Sci USA, 87, 2516-2520. 

286.Tsukamoto, T., Shibagaki, Y., Imajoh-Ohmi, S., Murakoshi, T., Suzuki, M., Nakamura, 

A., Gotoh, H. and Mizumoto, K. (1997) Isolation and characterization of the yeast 

mRNA capping enzyme beta subunit gene encoding RNA 5'-triphosphatase, which is 

essential for cell viability. Biochem Biophys Res Commun, 239, 116-122. 



Références Bibliographiques - 280 - 

 

287.Tuite, M.F. and McLaughlin, C.S. (1984) The effects of paromomycin on the fidelity of 

translation in a yeast cell-free system. Biochim Biophys Acta, 783, 166-170. 

288.Tujebajeva, R.M., Copeland, P.R., Xu, X., Carlson, B.A., Harney, J.W., Driscoll, D.M., 

Hatfield, D.L. and Berry, M.J. (2000) Decoding apparatus for eukaryotic selenoysteine 

insertion. Embo R, 1, 158-163. 

289.Twardowski, T. and Legocki, A. (1977) Interaction of elongation factor 2 from wheat 

germ with guanosine nucleotides and ribosomes. Acta Biochim Pol, 24, 21-33. 

290.Ugaki, M., Tomiyama, M., Kakutani, T., Hidaka, S., Kiguchi, T., Nagata, R., Sato, T., 

Motoyoshi, F. and Nishiguchi, M. (1991) The complete nucleotide sequence of 

cucumber green mottle mosaic virus (SH strain) genomic RNA. J Gen Virol. 

291.Urbero, B., Eurwilaichitr, L., Stansfield, I., Tassan, J.P., Le Goff, X., Kress, M. and 

Tuite, M.F. (1997) Expression of the release factor eRF1 (Sup45p) gene of higher 

eukaryotes in yeast and mammalian tissues. Biochimie, 79, 27-36. 

292.Uritani, M. and Miyazaki, M. (1988) Role of yeast peptide elongation factor 3 (EF-3) at 

the AA-tRNA binding step. J Biochem (Tokyo), 104, 118-126. 

293.Van Ryk, D.I. and Dahlberg, A.E. (1995) Structural changes in the 530 loop of 

Escherichia coli 16S rRNA in mutants with impaired translational fidelity. Nucleic 

Acids Res, 23, 3563-3570. 

294.Velichutina, I.V., Dresios, J., Hong, J.Y., Li, C., Mankin, A., Synetos, D. and Liebman, 

S.W. (2000) Mutations in helix 27 of the yeast Saccharomyces cerevisiae 18S rRNA 

affect the function of the decoding center of the ribosome. Rna, 6, 1174-1184. 

295.Velichutina, I.V., Hong, J.Y., Mesecar, A.D., Chernoff, Y.O. and Liebman, S.W. (2001) 

Genetic Interaction Between Yeast Saccharomyces cerevisiae Release Factors and the 

Decoding Region of 18 S rRNA. J Mol Biol, 305, 715-727. 



Références Bibliographiques - 281 - 

 

296.Verschoor, A., Warner, J.R., Srivastava, S., Grassucci, R.A. and Frank, J. (1998) Three-

dimensional structure of the yeast ribosome. Nucleic Acids Res, 26, 655-661. 

297.Vincent, A., Newnam, G. and Liebman, S.W. (1994) The yeast translational 

allosuppressor, SAL6: a new member of the PP1- like phosphatase family with a long 

serine-rich N-terminal extension. Genetics, 138, 597-608 

597-608. 

298.Vogele, K., Schwartz, E., Welz, C., Schiltz, E. and Rak, B. (1991) High-level ribosomal 

frameshifting directs the synthesis of IS150 gene products. Nucleic Acids Res, 19, 

4377-4385. 

299.von Der Haar, T., Ball, P.D. and McCarthy, J.E. (2000) Stabilization of eukaryotic 

initiation factor 4E binding to the mRNA 5'- Cap by domains of eIF4G. J Biol Chem, 

275, 30551-30555. 

300.Wakem, L.P. and Sherman, F. (1990) Isolation and characterization of omnipotent 

suppressors in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Genetics, 124, 515-522. 

301.Wakiyama, M., Imataka, H. and Sonenberg, N. (2000) Interaction of eIF4G with poly(A)-

binding protein stimulates translation and is critical for Xenopus oocyte maturation. 

Curr Biol, 10, 1147-1150. 

302.Walter, G. and Mumby, M. (1993) Protein serine/threonine phosphatases and cell 

transformation. Biochim Biophys Acta, 1155, 207-226. 

303.Wang, P.J. and Huffaker, T.C. (1997) Stu2p: A microtubule-binding protein that is an 

essential component of the yeast spindle pole body. J Cell Biol, 139, 1271-1280. 

304.Wang, W., Czaplinski, K., Rao, Y. and Peltz, S.W. (2001) The role of Upf proteins in 

modulating the translation read-through of nonsense-containing transcripts. Embo J, 

20, 880-890. 



Références Bibliographiques - 282 - 

 

305.Wang, Z., Day, N., Trifillis, P. and Kiledjian, M. (1999) An mRNA stability complex 

functions with poly(A)-binding protein to stabilize mRNA in vitro. Mol Cell Biol, 19, 

4552-4560. 

306.Wang, Z. and Kiledjian, M. (2000) The poly(A)-binding protein and an mRNA stability 

protein jointly regulate an endoribonuclease activity. Mol Cell Biol, 20, 6334-6341. 

307.Wassarman, P.M. and Kinloch, R.A. (1992) Gene expression during oogenesis in mice. 

Mutat Res, 296, 3-15. 

308.Weiss, R.B., Dunn, D.M., Atkins, J.F. and Gesteland, R.F. (1987a) Slippery runs, shifty 

stops, backward steps, and forward hops: -2, -1, +1, +2, +5, and +6 ribosomal 

frameshifting. Cold Spring Harb Symp Quant Biol, 52, 687-693. 

309.Weiss, R.B., Dunn, D.M., Dahlberg, A.E., Atkins, J.F. and Gesteland, R.F. (1988) 

Reading frame switch caused by base-pair formation between the 3' end of 16S rRNA 

and the mRNA during elongation of protein synthesis in Escherichia coli. Embo J, 7, 

1503-1507. 

310.Weiss, R.B., Huang, W.M. and Dunn, D.M. (1990) A nascent peptide is required for 

ribosomal bypass of the coding gap in bacteriophage T4 gene 60. Cell, 62, 117-126. 

311.Weiss, W.A., Edelman, I., Culbertson, M.R. and Friedberg, E.C. (1987b) Physiological 

levels of normal tRNA(CAGGln) can effect partial suppression of amber mutations in 

the yeast Saccharomyces cerevisiae. Proc Natl Acad Sci U S A, 84, 8031-8034. 

312.Wells, S.E., Hillner, P.E., Vale, R.D. and Sachs, A.B. (1998) Circularization of mRNA 

by eukaryotic translation initiation factors. Mol Cell, 2, 135-140. 

313.Weng, Y., Czaplinski, K. and Peltz, S.W. (1996a) Genetic and biochemical 

characterization of mutations in the ATPase and helicase regions of the Upf1 protein. 

Mol Cell Biol, 16, 5477-5490. 



Références Bibliographiques - 283 - 

 

314.Weng, Y., Czaplinski, K. and Peltz, S.W. (1996b) Identification and characterization of 

mutations in the UPF1 gene that affect nonsense suppression and the formation of the 

Upf protein complex but not mRNA turnover. Mol Cell Biol, 16, 5491-5506. 

315.Wenthzel, A.M., Stancek, M. and Isaksson, L.A. (1998) Growth phase dependent stop 

codon readthrough and shift of translation reading frame in Escherichia coli. FEBS 

Lett, 421, 237-242. 

316.Wills, N.M., Gesteland, R.F. and Atkins, J.F. (1994) Pseudoknot-dependent read-through 

of retroviral gag termination codons: importance of sequences in the spacer and loop 

2. Embo J, 13, 4137-4144. 

317.Wilson, J.E., Pestova, T.V., Hellen, C.U. and Sarnow, P. (2000a) Initiation of protein 

synthesis from the A site of the ribosome. Cell, 102, 511-520. 

318.Wilson, K.S., Ito, K., Noller, H.F. and Nakamura, Y. (2000b) Functional sites of 

interaction between release factor RF1 and the ribosome. Nat Struct Biol, 7, 866-870. 

319.Wimberly, B.T., Brodersen, D.E., Clemons, W.M., Morgan-Warren, R.J., Carter, A.P., 

Vonrhein, C., Hartsch, T. and Ramakrishnan, V. (2000) Structure of the 30S ribosomal 

subunit. Nature, 407, 327-339. 

320.Winkler, M.E. (1998) Genetics and regulation of Base Modification in the tRNA and 

rRNA of prokaryotes and Eukaryotes. In Grosjean, H. and Benne, R. (eds.), 

Modification and editing of RNA, pp. 441-469. 

321.Xu, H. and Boeke, J.D. (1990) Host genes that influence transposition in yeast: the 

abondance of a rare tRNA regulates Ty1 transposition frequency. Proc Natl Acad Sci 

U S A, 87, 8360-8364. 

322.Yamao, F., Andachi, Y., Muto, A., Ikemura, T. and Osawa, S. (1991) Levels of tRNAs in 

bacterial cells as affected by amino acid usage in proteins. Nucleic Acids Res, 19, 

6119-6122. 



Références Bibliographiques - 284 - 

 

323.Yanisch-Perron, C., Vieira, J. and Messing, J. (1985) Improved M13 phage cloning 

vectors and host strains: nucleotide sequences of the M13mp18 and pUC19 vectors. 

Gene, 33, 103-119. 

324.Yelverton, E., Lindsley, D., Yamauchi, P. and Gallant, J.A. (1994) The function of a 

ribosomal frameshifting signal from human immunodeficiency virus-1 in Escherichia 

coli. Mol Microbiol, 11, 303-313. 

325.Yonath, A., Leonard, K.R. and Wittmann, H.G. (1987) A tunnel in the large ribosomal 

subunit revealed by three-dimensional image reconstruction. Science, 236, 813-816. 

326.Yoon, H., Miller, S.P., Pabich, E.K. and Donahue, T.F. (1992) SSL1, a suppressor of a 

HIS4 5'-UTR stem-loop mutation, is essential for translation initiation and affects UV 

resistance in yeast. Genes Dev, 6, 2463-2477. 

327.Yoon, H.J. and Donahue, T.F. (1992) The suil suppressor locus in Saccharomyces 

cerevisiae encodes a translation factor that functions during tRNA(iMet) recognition 

of the start codon. Mol Cell Biol, 12, 248-260. 

328.Yoshinaka, Y., Katoh, H., Copeland, T.D. and Oroszlan, S. (1985a) Murine leukemia 

virus protease is encoded by the gag-pol gene and is synthesized through suppression 

of an amber termination codon. Proc Natl Acad Sci U S A, 82, 1618-1622. 

329.Yoshinaka, Y., Katoh, I., Copeland, T.D. and Oroszlan, S. (1985b) Translational 

readthrough of an amber termination codon during synthesis of feline leukemia virus 

protease. J Virol, 55, 870-873. 

330.Yoshizawa, S., Fourmy, D. and Puglisi, J.D. (1999) Recognition of the codon-anticodon 

helix by ribosomal RNA. Science, 285, 1722-1725. 

331.Yun, D.F., Laz, T.M., Clements, J.M. and Sherman, F. (1996) mRNA sequences 

influencing translation and the selection of AUG initiator codons in th yeast 

Saccharomyces cerevisiae. mol. microbiol, 19, 1225-1239. 



Références Bibliographiques - 285 - 

 

332.Zerfass, K. and Beier, H. (1992a) The leaky UGA termination codon of tobacco rattle 

virus RNA is suppressed by tobacco chloroplast and cytoplasmic tRNAs(Trp) with 

CmCA anticodon. Embo J, 11, 4167-4173 

333.Zerfass, K. and Beier, H. (1992b) Pseudouridine in the anticodon G psi A of plant 

cytoplasmic tRNA(Tyr) is required for UAG and UAA suppression in the TMV-

specific context. Nucleic Acids Res, 20, 5911-5918. 

334.Zhong, T. and Arndt, K.T. (1993) The yeast SIS1 protein, a DnaJ homolog, is required 

for the initiation of translation. Cell, 73, 1175-1186. 

335.Zhou, W., Edelman, G.M. and Mauro, V.P. (2001) Transcript leader regions of two 

Saccharomyces cerevisiae mRNAs contain internal ribosome entry sites that function 

in living cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 98, 1531-1536. 

336.Zhouravleva, G., Frolova, L., Le Goff, X., Le Guellec, R., Inge-Vechtomov, S., Kisselev, 

L. and Philippe, M. (1995) Termination of translation in eukaryotes is governed by 

two interacting polypeptide chain release factors, eRF1 and eRF3. Embo J, 14, 4065-

4072. 

337.Zitomer, R.S., Walthall, D.A., Rymond, B.C. and Hollenberg, C.P. (1984) 

Saccharomyces cerevisiae ribosomes recognize non-AUG initiation codons. Mol Cell 

Biol, 4, 1191-1197. 


