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Résumeé

Chez I'oursin, la fécondation induit une augmenptatie synthese protéique indispensable
a I'entrée et a la poursuite du cycle cellulairel’dmbryon. L'une des étapes limitantes pour la
traduction est l'initiation. La protéine elF4E (ewmotic Initiation Factor 4E) se lie a la coiffe
m’'GTP des ARNm et régule la synthése protéique ettitonde ses partenaires 4E-BP et elF4G.

La fécondation dissocie elF4E de son répresseuBPEelF4E-Binding Protein). Nos
résultats montrent que dans les ovules, elF4G (gatia Initiation Factor 4G) se présente sous
plusieurs isoformes qui sont modifiées de faconst-paductionnelles en réponse a la
fécondation. Ces isoformes s’associent a elF4Esd@eEondation. La dissociation elFAE/4E-BP
et l'association elF4E/elFAG sont nécessaires @rdaniére division cellulaire. La dissociation
elF4E/4E-BP est classiqguement décrite comme dépenda I'hyperphosphorylation de 4E-BP ;
nous montrons que chez l'oursin, 4 sites de phogfatmn sont conservés sur 4E-BP. Les
protéines de fusion de 4E-BP, sauvage ou mimanthyperphosphorylation, s'associent a elF4E
in vitro et inhibent la traduction dépendante de la caifi@es des extraits acellulaires d’oursin.
Ces résultats suggérent que la phosphorylation 48R induite apres fécondation n’est pas
suffisante pour libérer elF4E et met en avant lami@nce de la dégradation de 4E-BP dans le
contrdle de la synthése protéique chez 'oursin.

Nous montrons que les facteurs 4E-BP, elF4G, elledl22 (eukaryotic Initiation Factor
2) et eEF2 (eukaryotic Elongation Factor 2) sontifieés en réponse a la fécondation mais aussi
apres activation artificielle des ovules d'oursiar de calcium ionophore et le NH4CI. Ces
modifications induites apres activation artificeeflermettent de synthétiser la cycline B mais sont
insuffisantes pour activer le complexe CDK1/cyclBeet entrainer la division cellulaire. Enfin,
nous montrons que le complexe 4E-BP/elF4E est afgsié au cours de la maturation méiotique
de I'étoile de mer. Dans ces conditions physiologi) la synthése de la cycline B implique des
régulations différentes de celles observées apamntiation chez I'oursin.

Sea urchin eggs fertilization induces a proteintlsysis increase required for cell cycle
entry and progression in embryo. Translation itidia represents a rate limiting step. elF4E
(eukaryotic Initiation Factor 4E) is a cap bindprgtein that regulates protein synthesis according
to its partners 4E-BP (elF4E Binding Protein) alfl& (eukaryotic Initiation Factor 4G).

Fertilization provokes elFAE/4E-BP dissociation. rOnesults indicate that several
isoforms of elF4G are present in unfertilized eggel post-translationally modified after
fertilization. These isoforms associate with elFdfer fertilization. elF4E/4E-BP dissociation
and elF4E/elF4G association are required for the finitotic division. elF4E/4E-BP dissociation
is classically described as dependent on 4E-BPrpizpsphorylation; we show that in sea urchin,
4 phosphorylation sites are conserved on 4E-BPu8#an 4E-BP fusion proteins, wild type and
mutant mimicking hyperphosphorylation, associattheiF4Ein vitro and inhibit cap dependent
translation in cell free extracts. These resulggsest that 4E-BP phosphorylation induced after
fertilization is not sufficient to release elF4Edahighlight the role of 4E-BP degradation in
protein synthesis regulation in sea urchin.

We show that 4E-BP, elF4G, elF4E, elF2 (eukarydtitiation Factor 2) and eEF2
(eukaryotic Elongation Factor 2) are modified afsea urchin eggs fertilization but also after
artificial activation by calcium ionophore or NH4Qhese modifications mediated by artificial
activation induce cyclin B synthesis but are ndfisient to activate CDK1/cyclin B and cell
division. Finally, we show that 4E-BP/elF4E complex also regulated during the meiotic
maturation in starfish oocytes. In these physiaabiconditions, cyclin B synthesis involves
regulations different from the ones observed aféar urchin eggs fertilization.
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Avant Propos

La régulation de I'expression des genes est d@efierd la survie des cellules. Toute
perte de contrble peut entrainer la mort des edlolu au contraire leur transformation en
cellules cancéreuses. Chaque étape doit étre fimterdgulée depuis les genes jusqu’aux
protéines. Les protéines représentent 44% du paidfhiumain, elles jouent des roles divers
de structures, de transport, de régulation,... et gwiispensables a la survie cellulaire. Les
cellules dépensent beaucoup d’énergie pour conti@dkynthése protéique. Il est maintenant
reconnu que la régulation de la traduction est wyan efficace et rapide de contréler

'expression des genes dans le temps et I'espace.

Les recherches sur la régulation tréidooelle sont en pleine expansion et permettent
de se rendre compte de la diversité des contrdliesigrviennent en condition physiologique
et physiopathologique. Mon travail de these s’asicentré sur la régulation des facteurs
d’initiation de la traduction en réponse a la fetaion et leur réle dans le mécanisme
d’entrée en mitose en utilisant comme modele l'ouEphaerechinus granularig’initiation
de la traduction représente une cible majeuregidation, elle met en jeu le complexe elF4F.
La régulation de ce complexe est liée a celle dilecgellulaire mais les connections sont
encore peu connues. L’identification de ces conoestconstitue un challenge important
pour comprendre le fonctionnement des cellulesdéweloppement embryonnaire précoce de
'oursin représente un excellent modéle pour étuds relations entre les régulations
traductionnelles et le cycle cellulaire. D’abord,développement précoce de l'oursin permet
de s’affranchir des régulations transcriptionnelless premieres divisions cellulaires reposent
principalement sur la traduction d’ARNm déja présedans I'ovule. Ensuite, I'oursin est
aussi une référence pour analyser les mécanisnmgji@ds dans le cycle cellulaire puisque
les divisions sont synchrones. Enfin, le séquendaggenome de I'oursiStrongylocentrotus
purpuratus apporte de nouvelles données pour analyser lesiractmpliqués dans ces

régulations.

Dans lintroduction, jai tenu a faire le point slgs connaissances actuelles des
régulations traductionnelles dans différents preicemoins d’'un contexte de recherche

extrémement actif. J'y ai intégré deux revues dae §crite et qui permettent de mettre
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'emphase sur le rble des facteurs de traductiors da développement embryonnaire (revue

1) et 'apport des modéles marins dans I'étudeaseacteurs (revue 2).

La premiére partie de l'introduction est consacééda régulation traductionnelle.
Apres avoir présenté les differents niveaux de ledigun de I'expression des genes, nous
avons décrit les différentes étapes de la syntpastéique. Nous avons ensuite mis I'accent
sur les différents contrdles qui touchent l'initiet de la traduction en insistant sur le
complexe elF4F (composé d’elF4E, elF4G et elF4A3wetlI'un de ses inhibiteurs majeurs,
4E-BP. Ces facteurs de traduction jouent un rGdergsel dans le cycle cellulaire, le cancer le
développement, I'adaptation physiologique aux ckamnts de température saisonniers, et
dans le fonctionnement du systéme nerveux. L'apaties différents modéles marins comme
I'étoile de mer, l'oursin et I'aplysie permet deeuk comprendre certaines de ces régulations
traductionnelles.

La deuxieme partie présente l'intérét du modeélssiaupour étudier les régulations
traductionnelles au cours du développement embgiosinNous avons mis l'accent sur les
processi identifiés chez I'oursin concernant leleyllulaire et la synthese protéique ainsi
gue sur les liens qui existent entre ces deux nEoas.

La troisieme partie nous permet de faire le pourtles connaissances actuelles des
voies de signalisation stimulées aprés fécondatémovules d’oursin ou apres leur activation

artificielle.

Les nouvelles données expérimentales acquises s de cette these sont ensuite
présentées sous forme de quatre articles. Le preamle présente l'existence d'une
régulation post traductionnelle du facteur elF4Gvant la fécondation chez I'oursiB.
granularis ainsi que son association a elF4E. Le deuxiémielartournit les premiéres
preuves directes du réle inhibiteur de 4E-BP dantdduction dépendante de la coiffe et
apporte de nouvelles données sur le role de sappbodation, différent du modéle
classiqguement reconnu. Le troisieme article pemredtorder les modifications des facteurs
de traduction affectés par la fécondation et ptavation artificielle des ovules, parallelement
a l'analyse des acteurs du cycle cellulaire. Enlendernier article apporte de nouvelles
informations sur la régulation de la traduction ldecycline B au cours de la maturation
méiotique de I'étoile de mekstropecten aranciacud.’ensemble de ces résultats originaux

apporte une nouvelle vision sur les mécanismesggldation traductionnelle.
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Introduction

1 -La synthése protéique

1-1-Réqulation de I'expression des géenes

La cellule est l'unité de base du vivant. Chez desaryotes, elle se compose d’un
noyau et d’'un cytoplasme entourés par une memipiasenique. Le noyau renferme ’ADN
(Acide DesoxyriboNucléique), molécule portant lamnation génétique. La division
cellulaire permet & une cellule mere de donner dmlkiles filles et de former chez les
Métazoaires, des organismes pluricellulaires arpditine cellule ceuf unique provenant de la
fusion d’'un ovule et d'un spermatozoide. Par exemph humain adulte provient d’'une
cellule ceuf qui s’est divisée pour former un émastitué d’environ dix mille milliards de
cellules (Bellé et al, 2007). Toutes les cellulasndorganisme possedent les mémes génes
mais ne les expriment pas au méme endroit ni auamdament. L’expression des genes doit
étre finement régulée a tout moment : au cours @eldppement, de la croissance et du

maintien d’'un organisme.

La régulation de I'expression des génes implique decanismes multiples et
complexes Kig 1). La transcription permet de réguler le passagéAd@N a 'ARN. Cette
étape est catalysée par des enzymes : les ARN podges, et de nombreux acteurs, les
facteurs de transcription (Remenyi et al, 2004% @&rniers reconnaissent spécifiquement des
petites séquences sur I'ADN et peuvent interagecalARN polymérase ou avec d’autres
protéines pour réguler la transcription d’un gdri8RN transcrit obtenu est modifié, il passe
par des étapes de maturation comprenant notamment:

- L'ajout d’'une coiffe a I'extrémité 5’ de 'ARN une guanosine méthylée est ajoutée
apres reactions catalysées par 3 enzymes (ARNospftatase, ARN guanylyltransferase,
ARN methyltransferase) et se déroulant de manigteanscriptionnelle (Gu et Lima, 2005).

- L’épissage : élimination des introns (régions nodantes) (Wang et Burge, 2008)

- L'ajout d’une queue polyA a I'extrémité 3’ de IRN (Gilmartin, 2005)
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Figure 1 : Régulation de I'expression des genekes genes sont transcrits dans le noyau
pour donner un ARN composé de régions codantes fiuac€) et de régions non codantes
(vert clair). Cet ARN subit une maturation (épissagjout d’une coiffe et ajout d’'une queue
polyA) avant de passer dans le cytoplasme. L’ARNsager (ARNm) peut aussi étre
polyadénylé au sein du cytoplasme avant d’étreuitatt Cette polyadénylation n’est pas

systématique et représente un point important dpiledion au cours du développement
embryonnaire). La protéine produite est ensuiteeriie de 'ARNm et peut subir des

modifications post traductionnelles.

L’ARN transcrit comprend deux régions qui ne senoas traduites en 5’ et en 3’, ce
sont les régions UTR (UnTranslated Region) qui dramat la région codante pour la protéine.
Aux extrémités de 'ARN, on trouve la coiffe en B et la queue polyA en 3'UTR qui
interviennent dans la régulation de la synthes¢emoe. Cet ARNm est transporté dans le
cytoplasme et peut subir des modifications tell€sie polyadénylation (Richter, 1999) pour
stimuler la production de protéines lors de la urdihn. Cette derniere étape est également
finement régulée, elle fait intervenir des factedegraduction qui interagissent avec 'ARNmM
ou avec d’autres protéines pour inhiber ou stimidesynthése protéique. La quantité de
protéine présente a un instant donné dans la eadktlrégulée non seulement par son taux de
synthése mais aussi par sa dégradation. De plugrdiine produite peut subir des
modifications post-traductionnelles qui vont maelifisa conformation, sa localisation, sa
stabilité ou son activité : glycosylation (Weerapagt Imperiali, 2006), phosphorylation
(Sefton, 2001), ubiquitination (Hershko, 2005), syiation (Guo et al, 2007). Les protéines
sont des éléments essentiels a la vie. Elles repies 44% du poids sec d’un corps humain.
Elles interviennent dans de nombreux processi avemle de structure, de transport ou de
régulation (Mathews et al, 2000). Leur productiait @insi étre bien contrdlée pour assurer
la survie cellulaire. La régulation traductionnelgrésente un moyen rapide pour contréler la
formation des protéines sans devoir repasser gtaipke de transcription, en utilisant les
ARNmM déja présents. Ainsi, le controle de la trammcdes ARNm est une étape importante
de la régulation de I'expression des genes dansrglinécanismes physiologiques et
physiopathologiques incluant le développement eorbrgire (Richter et Sonenberg, 2005),
'apoptose (Morley et al, 2005), la prolifératiorellalaire (Mamane et al, 2004) et la

pathogenese du cancer (Holland et al, 2004).
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La traduction dépend a la fois de la disponibitiegs ARNm et de I'efficacité de la
machinerie de traduction. La vie des ARNm prodegsinfluencée par deux parametres : leur
séquence nucléotidique et I'environnement nuclédares lequel ils ont été produits (Giorgi et
Moore, 2007). En effet, de nombreuses protéindestaux ARNm dés leur formation dans
le noyau, de maniére stable ou transitoire, etratent leur destinée dans le cytoplasme
(Moore, 2005). On parle de mMRNP (messenger Ribadisbtein). Les protéines peuvent se
lier de maniére non spécifique sur des structuoesntunes a beaucoup d’ARNm comme la
coiffe, la queue polyA, au niveau des jonctionsreemés exons, ou de facon spécifique en
reconnaissant des séquences particulieres la pldpatemps situées dans les régions non
traduites des ARNm. Ces protéines vont d’abord p#rande passer a travers I'enveloppe
nucléaire. Apres leur export, tous les ARNm ne voes étre traduits instantanément. Les
facteurs associés aux ARNm vont dicter (Moore, 2005

- leur dégradation s’ils contiennent des erreursst par exemple le cas des protéines
EJC (Exon Junction Complex) qui se fixent aux ARBionés épissage et qui influencent par
la suite la dégradation de ces ARNm

- leur localisation cellulaire en s’associant oun rau cytosquelette : cette localisation
est importante dans les ovocytes comme cela aééémtré dans les ceufs d’ascidies (Prodon
et al, 2008), au cours du développement embryomrgtirdans certains types cellulaires
polarisés comme pour les neurones

- leur traduction : en stimulant le recrutement ABSNm dans les polysomes

- leur maintien dans des structures particulierestdckage comme les granules de
stress ou les P-Bodies (cytoplasmic ProcessingeBpdians I'attente de leur traduction ou de
leur dégradation.

D’autre part, la synthése protéique peut étrelé&gan fonction de l'efficacité de la
machinerie de traduction. Contrairement aux fast@ler transcription dont le réle régulateur
n'est plus a démontrer, les facteurs de traduatisinlongtemps été considérés comme des
facteurs généraux de ménage. lls sont mainteneomes comme des régulateurs importants
de I'expression des genes. Ces mécanismes de tiégulaductionnelle sont détaillés dans la

suite de cette introduction.
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1-2- Etapes de la synthése protéigue

La synthése protéique se déroule en trois grandéspe® D’abord,
l'initiation correspond au recrutement des sougésniibosomiques 40 et 60S sur TARNmM a
traduire. La sous unité 40S, accompagnée de I'ARMNiateur et de plusieurs facteurs
d’initiation, forment un complexe de pré-initiatigqui se fixe sur TARNm. Le complexe se
déplace jusqu’au codon initiateur AUG ou la soustéu0S vient rejoindre 40S pour
constituer un ribosome. Ensuite, I'élongation pdrdeeformer une chaine peptidique. Chaque
codon de '’ARNm est reconnu par I'anticodon coroesfant d’'un ARNt. Ces derniers sont
spécifiguement liés a un acide aminé qui s’ajoue éhaine peptidique en croissance. Enfin,
la terminaison consiste en un relargage des actéarséquence protéique compléte est
libérée du complexe ribosomique et les sous udifést 60S se dissocient. Chaque étape est
complexe et fait intervenir des facteurs spécifgquelFs (eukaryotic Initiation Factors), eEFs

(eukaryotic Elongation Factors) et eRFs (eukarylgtease Factors).

1-2-1- L’initiation

La régulation de la traduction se fait majoritensnt lors de l'initiation (Gingras et al,
1999). Deux mécanismes d'initiation de la traducteont aujourd’hui beaucoup étudiés :
linitiation dépendante de la coiffe et l'initiaticdépendante des IRES.

Initiation dépendante de la coiffe : descriptiorsdifférentes étapes

La majorité des ARNm eucaryotes sont traduits gerfecoiffe-dépendante (Von Der
Haar et al, 2004). L'interaction de cette coiffeeaves facteurs d'initiation elFs permet de
recruter la sous unité 40S en 5’UTR des ARNig (2). Cette étape fait intervenir au moins
douze facteurs protéiques dont elF4E, elF4AG et/eliidi forment le complexe elF4F, une
cible clé pour contréler linitiation de la tradian et dont la régulation sera détaillée dans
cette introduction (Gingras et al, 1999 ; Preiddetze, 2003).

Pour commencer [linitiation, il faut d’abord dissac les deux sous unités
ribosomiques 40 et 60S. Cette étape est réguléelipdr une protéine liée a la sous unité 60S
dans le cytoplasme, elle inhibe l'association desixdsous unités ribosomiques. Pour
permettre 'assemblage des ribosomes lors de lthéy@a protéique, elF6 doit étre relargué

par un mécanisme dépendant de l'activation de 1@ Frotéine Kinase C) (Ceci et al, 2003).
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D’un autre co6té, la sous unité 40S doit s’assaamier facteurs d’initiation elF1A, elF1, elF2
lite au GTP et a 'ARNt Met, elF3 et elF5 pour petire la synthése protéiquEid 2.1).
elF1A et elF1 sont des petites protéines capabéesel lier & la sous unité 40S: ces
interactions sont responsables d’un changemenbferenation de 40S qui facilite la liaison
des autres facteurs. De plus, ces protéines maneig ouvert le canal par lequel passera
'ARNmM pour étre scanné jusqu’au codon de dépadsgfore et al, 2007). Ensuite,
'hydrolyse du GTP lié a elF2 en GDP + Pi se fapidement sous I'influence de l'activité
GTPase d’elF5 avant méme la liaison du ribosom&ARNmM (Fig 2.2) (Algire et al, 2005).
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Figure 2: L’initiation de la traduction dépendante de la coiffe. (1) La sous unité

ribosomique 40S s’associe aux facteurs elF1, edi35, elF1A, elF2-GTP-ARNt Met. (2) Le
GTP lié a elF2 est hydrolysé en GDP+Pi. (3) Ce claxg 43S s’associe a 'TARNm par
lintermédiaire du complexe elF4F (elF4AE/elFAG/ekMpour donner le complexe 48S. Les
facteurs elF4B et elF4H s’associent a elF4A poumster son activité hélicase. (4) Lors de
la reconnaissance de 'AUG, elF1 ainsi que le Igi & elF2 sont relachés, elF5B-GTP est
recruté. (5) La sous unité 60S se fixe sur TARNyardormer un ribosome. Le GTP lié a

elF5B est hydrolyse.

Le recrutement du complexe 43S (sous unité 40 @ssaux facteurs d'initiation et a
’ARNt Met) sur TARNm donne le complexe 48%i{ 2.3, grace a elF4F composé de trois
protéines : elF4E, elF4G et elF4RAiq 3).

,

elF4F @

\

Figure 3: Le complexe d'initiation elF4F. Le complexe elF4F contient trois protéines
(elF4E, elF4G et elF4A). Il intervient dans l'iation de la traduction dépendante de la
coiffe.

elF4E est une protéine capable de se lier a léecdds ARNmM en 5’UTR (Sonenberg
et al, 1978), a d'autres elFs et a des protéingslatrices (Richter et Sonenberg, 2005).
elF4G s’associe a elF4E et par conséquent, appartierd &arille des « 4E-Binding
Proteins». elF4G est une protéine de haut poid€cutzire qui recrute des partenaires tels
gue elF4A, elF3 et PABH-{(g 4). elF4A utilise son activité ARN hélicase pour alé les
structures secondaires en 5’UTR des ARNm et facilé déplacement de 40S sur TARNm.
L’activité ARN hélicase est stimulée par d’autrastéurs comme elF4B et elF4Hiq 2. 3
(Rogers et al, 2001). Le facteur elF3 recrute 40feemet de faire le lien entre cette petite
sous unité ribosomique et I'extrémité 5’ de I'ARNira protéine PABP (Poly-Adenylated
Binding Protein) se lie a la queue polyA des messsagt relie les extrémités 3’ et 5’UTR par
'intermédiaire d’elF4G pour donner le modéle erudle capable de stimuler la synthése
protéique (Kahvejian et al, 2005).
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Figure 4 : L’initiation dépendante de la coiffe, lemodéle en boucleelF4E est une protéine
de liaison a la coiffe qui recrute elF4G sur 'ARN®eIF4G est une grosse protéine qui
s’associe aux facteurs d'initiation : elF4A, elF3 PABP. elF4A défait les structures
secondaires en 5’UTRUnTranslated Region)de I'ARNm. elF3 recrute la sous unité
ribosomique 40S sur 'ARNm. elF4G s’'associe également a PAB8ly{Rdenylated Binding

Protein) pour stimuler la traduction des ARNm palgaylés (AAAAAAAA) en 3'UTR.

Peu de données sont disponibles sur le réle d’etledis la lecture de la région 5’UTR
par le ribosome et sur la dissociation elF4F/ARNIPestova et al, 2007). Aprés le passage du
ribosome en 5’UTR, elF1 participe a la reconnaissaiu codon d’initiation qui est influence
par les nucléotides environnant. En effet, la seqa&sCC(A/G)CCAU& est optimale chez
les eucaryotes (Kozak, 1991). Dans ce contexte2ntidique, elF1 est relaché au niveau de
'AUG de départ Fig 2.4 (Cheung et al, 2007; Passmore et al, 2007; PegtbiKolupaeva,
2002). En paralléle, la reconnaissance de 'AUGaén¢ le relargage du Pi lié a elF2. Tous
ces meécanismes arrétent la sous unité 40S a I'AUGemrnettent le recrutement de la sous
unité 60S, avec l'aide d’elF5B, pour constituer ridbsome Fig 2.5 (Algire et al, 2005).
elF5B-GTP se lie au complexe par l'intermédiairelB1A (Acker et al, 2006) et catalyse
'association de 60S sur 40S suivie par le déplacerdes facteurs d’initiation. L’hydrolyse
du GTP delF5B catalysée par la sous unité 60Saemrégalement sa dissociation de

'ARNmM (Allen et Frank, 2007). L'élongation peutromencer.
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Initiation dépendante de la coiffe : les étapesdailation

L’initiation dépendante de la coiffe est principalent régulée a deux niveaux : au
niveau du complexe elF4F et sur ellFxy(5). En effet, la formation d’elF4F peut étre inhibée
par une petite protéine 4E-BP (elF4E-Binding Protgui est capable de s’associer a elF4E.
4E-BP posséde le méme site consensus qu’elF4Gsfamsocier a elF4E. 4E-BP entre ainsi
en compétition avec elF4G pour inhiber la formationcomplexe elF4F. Ensuite, l'initiation
de la traduction dépendante de la coiffe peut éégulée en fonction de I'état de
phosphorylation du facteur elF2. Comme elF2-GDRlpitolors de linitiation ne peut plus
fixer ’ARNTt initiateur pour le prochain cycle deatluction Fig 2), le GDP doit étre échangé
par du GTP grace au facteur d’échange de nucléoate2B. elF2 est composé de trois sous
unités parmi lesquelles se trouve elF2a phosphorylation sur la sérine 51 inhibe la
traduction en augmentant son affinité avec elF2B2eest séquestré sur son facteur

d’échange et ne peut plus participer a la synthestgique Fig 5).

Stimule @

la synthese protéique \

elF4F /\
Inhibe i B AE-BP

la synthése protéique

Stimule @

la synthese protéique @ \
elF2

Inhibe @ (P
la synthese protéique @ X

Figure 5 : Régulation de l'initiation de la traduction dépendante de la coiffe par elF4F et

elF2. L’interaction entre elF4E et elF4G, nécessaire asinthese protéique, peut étre
inhibée par I'association de 4E-BP sur elF4E. D'auntre c6té, elF2-GDP doit étre modifié

en elF2-GTP pour intervenir dans la synthese proptéi grace au facteur elF2B. La

phosphorylation d’elF2 (sur la sérine 51 de la souité alpha) séquestre elF2 sur elF2B et
inhibe la synthése protéique.
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Certains ARNm sont traduits de facon indépendartdadcoiffe en utilisant des
structures secondaires présentes en 5’'UHIR §). Les ribosomes sont recrutés sur TARNm

avec l'aide de protéines ITAFs (IRES Trans Actiragters) et de facteurs d’initiation.

e (o

elF4A 40S

IRES

Figure 6 : L'initiation de la traduction indépendante de la coiffe.Les facteurs d'initiation
sont recrutés de facon interne avec l'aide des I§,A4dprés reconnaissance d’'une séquence
IRES en 5’UTR de TARNm.

Les premieres séquences IRES ont été deécritesldaggion 5’UTR de différents
virus (Jang et al, 1988 ; Pelletier et Sonenbef@88). En effet, les virus sont capables
d’inhiber la synthése protéique cellulaire maistoarent a produire leurs propres protéines.
Lors de l'infection, elFAG est clivé par des pregsvirales et perd son site d'interaction a
elF4E. elF4G clivé ne peut alors plus participdirgtiation dépendante de la coiffe mais il
est toujours capable d’interagir avec elF4A et elp®ur intervenir dans [linitiation
dépendante des IRES. D’autres virus comme les@ards utilisent une autre stratégie, ils
stimulent la déphosphorylation de l'inhibiteur daduction 4E-BP pour inhiber la synthese

protéique cellulaire au profit de la synthese IREESendante (Lopez-Lastra et al, 2005).

Bien qu'ils soient coiffés, les ARNm cellulairesta@ux aussi des IRES : plus de 10%
des ARNm seraient capables d'initier la traductiopartir d’'un IRES (Stoneley et Willis,
2004). La majorité de ces IRES se trouvent dansAfRRNm codant pour des protéines
impliquées dans la proliféeration cellulaire ou bgpose et dont la synthése est essentielle en

cas de stress (Holcik et Sonenberg, 2005).

Les IRES viraux se caractérisent par une strucecendaire complexe trés conservée
phylogénétiquement et tres importante a leur fonctLes IRES cellulaires présentent aussi

une structure secondaire complexe mais aucune rv@atis® n’'est retrouvée (Baird et al,
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2006 ; Baird et al, 2007). De plus, des mutatioassdles IRES cellulaires n’inhibent pas
complétement la traduction, indiquant que les listiactures-fonctions sont moins rigides
gue dans les virus (Stoneley et Willis, 2004). Denbreux IRES cellulaires sont composés de
différents petits modules interagissant pour domadonction. L’identification des IRES ne

se base donc pas sur les analyses de séquencesunadeurs fonctions déterminées en
utilisant des ARNm bicistroniques (Martinez-Sald899) : deux ARNm sont insérés dans
une méme construction, le premier est régulé daareadépendante de la coiffe, le deuxieme
possede une séquence IRES en amont de sa régiamteoet est traduit de maniere

indépendante de la coiffe.

Les IRES sont indépendants de la coiffe, mais¢oatme la traduction dépendante de
la coiffe, ils interagissent avec des facteursitition, a I'exception d’elF4E, pour recruter le
ribosome sur TARNm (Lopez-Lastra et al, 2005). fp)as, en dehors de ceux impliqués dans
la traduction dépendante de la coiffe, d’autregeias interviennent au niveau des IRES.
C’est le cas de DAP5/p97/NAT1, une protéine actp@eclivage en apoptose pour permettre
la traduction IRES dépendante de protéines intamvedans I'apoptose. DAP5/p97/NAT1
appartient a la méme famille qu’elF4G : DAP5/p97MNAne possede pas de site de liaison a
elF4E mais sa région C-terminale ressemble beauaaglle d’elF4GI (Marash et Kimchi,
2005). Enfin, certains facteurs d'initiation pouerst jouer un rdle spécifique dans la
traduction IRES dépendante. Par exemple, bienegienEcanismes ne soient pas encore bien
compris, il est démontré que la phosphorylationlkPe induite par un stress stimule

spécifiguement I'activité de quelques IRES (HolkeikSonenberg, 2005).

Il est suggéré que les ITAFs faciliteraient le uéement des ribosomes grace a une
activité chaperonne permettant a I'IRES d’adoptee gonformation idéale a la traduction
(Lopez-Lastra et al, 2005). Certains ITAFs peuverdir un effet inhibiteur sur la synthese
protéigue dépendante des IRES (Stoneley et WH084). Les régulations de ces IRES sont
encore peu connues mais des résultats récentsuamdique les ITAFs sont des protéines
capables de passer du noyau au cytoplasme en e2pates stimuli extérieurs. Cela suggere
gue les IRES et les ITAFs seraient régulés en ilmmcte leur localisation cellulaire (Lewis et
Holcik, 2008). Deux modéles sont propos€#y (7). Dans les deux cas, les ITAFs sont
d’abord nucléaires. Dans le premier modele, ced=ElAucléaires séquestrent les ARNm dans
le noyau et inhibent ainsi leur traduction. Ce h'gg’en cas de stress que les complexes

ITAFS/ARNmM passent dans le cytoplasme pour pouvsynthétiser les protéines
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correspondantes. Dans le deuxieme modéele, les ARdithdans le cytoplasme, séparés de

leurs ITAFs nucléaires. Les stimuli permettent BluXFs de s’accumuler dans le cytoplasme.

1 - 2
Inhibition
-o— de la traductio
< IRES

o dépendante

Stresi l Stress
Stimulation

o de la traductiop
o IRES
o dépendante
3

Figure 7 : Régulation de l'initiation de la traduction dépendante des IRES en fonction de

la localisation des ITAF(s) et des ARNmMEN condition normale, les ITAFs (représentés par
des ronds violets) sont séquestrés dans le noyesl ARNm possédant des séquences IRES
peuvent étre déja associés a leurs ITAFs dansyawnl) ou étre séparés dans le cytoplasme
(2). En cas de stress, I'ensemble ITAFS/ARNmM (3)esuTAFs seuls (4) passent dans le

cytoplasme pour permettre de recruter les ribososueses ARNm et produire des protéines.

1-2-2-1L’élongation

L’élongation correspond a l'allongement de la okaipolypeptidique par ajout

d’acides aminés en apportant les aminoacyl ARNI'A&®&NmM en cours de traduction.

Elongation : description des différentes étapes

Cette étape nécessite les acteurs suivingsg) : eEF1A, eEF1B et eEF2. eEF1A lié
au GTP s’associe a un aminoacyl-ARNt puis se fuxeni@eau du site A du ribosomeig
8.1). Le GTP est ensuite hydrolysEid 8.2), cette réaction permet de controler la fidélieg d
la traduction. eEF1A-GDP est alors libégg( 8.3. eEF1B est un facteur d’échange de
nucléotides qui permet de recharger eEF1A en GTP pouvoir réaliser un nouveau cycle

de traduction. Le nouvel acide aminé apporté dsaat@é a I'extrémité C terminale de la
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chaine polypeptidique naissante grace a la formafiane liaison peptidique médiée par
l'activité peptidyl transférase de la sous unit& 66EF2, qui hydrolyse lui aussi son GTP, est
impliqué dans la translocation du peptidyl ARNtgite A au site P du ribosomEig 8.4 et
8.5 eEF2-GDP est libéré (Le Sourd et al, 2006a ; Meret Nyborg, 2000 ; Browne et
Proud, 2002).

Elongation : les étapes de régulation

Il est important de réguler I'élongation pour giéehe devienne pas une étape
limitante : par exemple, lorsque linitiation esinwulée, le nombre de ribosomes recrutés sur
un ARNm augmente et cela nécessite de stimuleeégalt I'activité d’élongation. De plus,
cette étape d’élongation doit étre finement régpl@er eéviter les erreurs lors de I'ajout des

acides aminés (Browne et Proud, 2002).

L’élongation peut d'abord étre régulée par eEF1A eEF1B qui sont des
phosphoprotéines. eEF1B se compose de 3 sous unit@s ety. eEF1B: est le siege de
l'activité d’échange GDP/GTP. Le complexe eEF1Btmm également un deuxieme facteur
d’échange GDP/GTP qui varie en fonction des espeeE&1B se retrouve chez les plantes
alors que eEF1B est présent chez les animaux. Enfin, eEFHirait un rdle dans
'assemblage de eEF1B en assurant au complexe anfermation optimale a l'interaction
avec eEF1A-GDP (Browne et Proud, 2002 ; Le Soural,é2006a). Ces protéines possedent
des sites potentiels de phosphorylation par de nemsles kinases telles que la caséine kinase
2 (CK2), les kinases dépendantes des cyclines (CRK)ultipotential S6 Kinase (MS6K) ou
encore la protéine kinase C (PKC). Cependant, e dé ces phosphorylations restent a

démontreiin vivo (Browne et Proud, 2002 ; Le Sourd et al, 2006a)
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5\‘ A/AA

Figure 8 : L’élongation de la traduction. (1) eEF1A-GTP s’associe a un aminoacyl ARNt
puis se fixe sur le ribosome. (2) Le GTP lié a eklest hydrolysé en GDP+Pi. (3) eEF1A-

GDP est relaché. Le nouvel acide aminé (AA) esacht a la chaine polypeptidique. (4)

eEF2-GTP se fixe sur 'ARNt, le peptidyl ARNt eSpldcé au site P du ribosome, cette
réaction est catalysée par I'hydrolyse du GTP d'2E(G) eEF2-GDP est libéré.
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Ensuite, la protéine eEF2 est aussi régulée paspttorylation. La phosphorylation
d’eEF2 sur la Thr 56 entraine son inactivationt€phosphorylation inhibitrice stimulée en
hypoxie permet d’inhiber la synthese protéique (@dy et al, 2006). L'eEF2 Kinase
(eEF2K), auparavant nommeée Calcium Calmoduline Deget Protein Kinase Ill, est
capable de phosphoryler eEF2. L'activité d’eEF2K @te-méme régulée par différentes
kinases pouvant étre inhibitrices ou activatricasf@ction des sites de phosphorylations
(Fig 9) (Browne et Proud, 2002 ; Proud, 2000).

Par exemple, en fonction des stimuli, eEF2K estibiéd parla p70S6Kinase
(p70S6K) dans une voie dépendante de la kinase FREPR (FKBP12 Rapamycin
Associated Protein/mammalian Target Of Rapamyaitervient aussi dans la régulation de
linitiation), par la p9ORSK1 (p90 Ribosomal S6 Ksel) dans une voie dépendante des
MAPKs et par SAPK4/p38 (Stress Activated Proteimdse4/p38 MAPKinase). D’autres
kinases stimulent l'activité¢ d’eEF2K sur eEF2 ehtsdonc inhibitrices de la traduction :
'AMPK (AMP Activated Protein Kinase), activée lapge la quantité d’ATP baisse dans les
cellules et la PKA (cCAMP dependent protein kinadeg. phosphatase responsable de la
déphosphorylation d’eEF2 est probablement PP2Au@r2000)

Stimulation de
la traduction

Inhibition
de la p9ORSK1
traduction /~ AMPK SAPK4/ p38
p70S6K
PKA
eEF2K
 —
—
Stimulation PP2A Inhibition
de la traduction de la traduction

Figure 9 : Régulation de la phosphorylation d’eEF2L’activité d’eEF2K est stimulée par
les kinases PKA et AMPK et inhibée par p90RSK1, K3ARB8 et p70S6K. eEF2K
phosphoryle eEF2 pour inhiber la traduction. Catteosphorylation peut étre réversée par
PP2A.
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1-2-3- La terminaison

Terminaison : description des différentes étapes

La derniére étape de la synthese protéique estrartaison, elle commence lorsque
le ribosome arrive sur I'un des trois codons stdpA, UAG et UGA). Elle est catalysée par
les eRFs (eukaryotic Release Factors) : eRF1 eB ¢R§ 10). Chez les eucaryotes, eRF1 a
trois fonctions : il reconnait les codons stogstinule I'activité GTPase de eRF3 et catalyse
I'hydrolyse du pont ester entre le peptide et 'ARIMNI dernier peptidyl-ARNt. Le facteur
eRF3 permet de réguler I'activité d’eRF1 de facépahdante du GTP.

La liaison d’eRF3-GTP sur eRF1 entraine un changeme conformation d’eRF1
qui augmente l'affinité du complexe sur le ribosoaweniveau d’un codon stopi¢) 10.1et
10.2 (Fan-Minogue et al, 2008). Cette interaction tgdermet a eRF1 de stimuler I'activité
GTPase d’eRF3. L’hydrolyse du GTP agit sur la canftion d’eRF1 Fig 10.3 et stimule
le relargage de la chaine polypeptidigbig (10.4 (Salas-Marco et Bedwell, 2004).

A la fin de la terminaison, les sous unités ribogpras doivent se dissocier de
TARNmM pour qu’ils puissent étre utilisés lors d'umouveau cycle de traductiokig 10.5.
Contrairement aux bactéries qui font intervenir gestéines spécifiques au cours de cette
étape, les eucaryotes ne possédent pas de gersag podr des RRFs (Ribosome Recycling
Factors). Ce sont les facteurs d'initiation quigntice rdle : elF3 avec la sous unité elF3j,
elF1 et elF1A sont capables de dissocier les saitésuribosomiques, 'TARNm et 'ARNt
(Pisarev et al, 2007).

Terminaison : les étapes de réqulation

La formation des complexes de terminaison est é&gphr dégradations protéiques
successives. Il existe deux génes codant pour eREB les mammiferes : eRF3a et eRF3b.
Alors qu’eRF3a est exprimé dans tous les typeslegiks testés, eRF3b est restreint au
cerveau (Chauvin et al, 2005). Les protéines eR€B&RF1 sont stables quand elles
interagissent I'une avec l'autre mais aprés disgmri, eRF3a est dégradée par le protéasome
(Chauvin et Jean-Jean, 2008). La déplétion de tedneRF3a dans les cellules en culture

entraine la dégradation d’eRF1 (Chauvin et al, 2005
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eRF3 interagit aussi avec PABP, suggérant un r@®FB dans la régulation de
l'initiation et dans la régulation de la stabildés ARNm (Uchida et al, 2002). eRF3a est
également impliquée dans la régulation de FRAP/mTORauvin et al, 2007), une kinase
intervenant dans le contrble des facteurs d'indraet d’élongation. La déplétion d’eRF3a
dans des cellules dancerdu clon HCT116 induit une baisse du taux de tradaatarrélée
a une hypophosphorylation de deux substrats de HFRABR : 4E-BP1 et S6Kinase
(Chauvin et al, 2007). Ainsi, la cellule ajustet&fficacité de l'initiation et de I'élongation

en fonction de la terminaison.
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eRF1 @@

Figure 10 : La terminaison de la traduction. (1) eRF1 change de conformation aprés
liaison a eRF3-GTP. (2) Le codon STOP est recoratueRF1. (3) Le GTP lié a eRF3 est
hydrolysé et eRF1 change a nouveau de conformairi.a chaine polypeptidique et les
facteurs de terminaison sont libérés. (5) L’ARNisaique les sous unités ribosomiques se

dissocient de 'ARNmM.
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1-3- La réqulation du complexe elF4F

L'une des étapes limitantes de la traduction seoudérlors de linitiation de la
traduction, lorsque le complexe 43S est recrutd ARNm (Gingras et al, 1999). Cette étape
représente un point essentiel dans la régulatiorladeynthese protéique, en condition
physiologique ou en cas de stress. Comme décriegeinmentKig 2), le recrutement du
ribosome sur ’TARNmM dépend du complexe elF4F (cosgpdes 3 protéines elF4E, elF4G,
elF4A) et de son inhibiteur 4E-BP. Ainsi, dans egtartie, nous présenterons la fonction et la

régulation de chacune de ces quatre protéines.

1-3-1- Le facteur elFAE

Il existe plusieurs isoformes d’elF4E. Trois clasgéelF4E-1, elF4E-2 et elF4E-3) ont
été identifiées chez les mammiferes. La classiioase base sur les acides aminés présents
en position 43 et 56 d’apres la numérotation hum&ioshi et al, 2005) :

- elF4E-1 posséde un tryptophane en position 48 et

- elF4E-2 n’a pas de tryptophane sur ces deuxiposit

- elF4E-3 possede un tryptophane en position 4{&seunt

Le tryptophane en position 56 sur elF4E-1 est b@s acides aminés qui intervient
dans l'interaction d’elF4E avec la coiffe (Joshiagt 2005). Les variations d’'acides aminés
dans cette position en fonction des isoformes dElSuggerent une conformation et une

interaction particuliére de chaque forme par rapada coiffe des ARNm.

Les elF4E des deux premiéres classes se subdivésersious groupes: on trouve
principalement elF4E-1a, elF4E-1b, elF4E-2a et EI2H (Joshi et al, 2005). Ces sous
groupes ne sont pas présents chez tous les orgamistar exemple, I'analyse des génomes
humain et murin n’a pas permis de trouver de sémpgenorrespondantes a elF4E-2b. Chaque
forme posséde des caractéristiques. Alors querdasdrits d’elF4E-la sont exprimés de
maniere ubiquitaire, ceux d'elF4E-1b s’exprimentiiement au cours du développement
embryonnaire puis dans les gonades et dans leslaaudtez les poissons. Contrairement a
elF4E-1a, elF4E-1b n’'interagit que faiblement algecoiffe des ARNm et pas du tout avec
elF4G ou 4E-BP (Joshi et al, 2005 ; Minshall e807).
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elF4E-1a et elF4E-2a sont les sous groupes comnentéappelés elF4E-1 et elF4E-
2. L'expression des transcrits a été analysée leheauris. elF4E-1 et elF4E-2 sont présents
de maniére ubiquitaire dans les différents tisdtis. revanche, ceux d'elF4E-3 ne sont
présents que dans le cceur, les muscles squelsttipge poumons et la rate. (Joshi et al,
2004). Ces trois elF4E sont capables de se liarcaiffe MGTP des ARNm méme si elF4E-
3 semble avoir une spécificité moins forte quedesx autres puisqu’il se fixe aussi au GTP
non meéthylé. Enfin, ces isoformes présentent désités différentes pour les protéines
elF4G et 4E-BPKig 11). Alors qu'elF4E-1 est capable de se lier a casxdeartenaires,
elF4E-2 et elF4E-3 présentent des spécificitésh{dsal, 2004) :

- elF4E-2 se lie a 4E-BP mais pas a elF4G

- elF4E-3 se lie a elF4G mais pas a 4E-BP

4E-BP
4E-BP

Figure 11: Interaction des elF4E représentant ledrois classes présentes chez les
mammiféres avec elF4G et 4E-BPelF4E-1 peut s’associer a 4E-BP et a elF4G alors qu
elF4E-2 et elF4E-3 ne s’associent respectivemeidt 45-BP et elF4G.

Ces particularités suggérent que chaque isoforme jm réle spécifique en fonction
de leur expression et de leurs partenaires. Cefiethése a été confirmée par les résultats
obtenus chez la drosophile (Cho et al, 2005). §epés codant pour huit isoformes d’elF4E
notées d’elF4E-1 a elF4E-8, ont été trouvés damggimme de la drosophile ; un seul gene
codant pour elF4E-1 et elF4E-2 apres épissageatte(Hernandez et al, 2005). Par rapport
a la classification précédente (Joshi, 2005), efE4& elF4E-7 appartiennent a la classe 1
alors qu’elF4E-8 est la seule forme qui corresparid classe 2. Les transcrits de ces huit

isoformes sont présents a différents instants dieldppement et les protéines présentent
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différentes affinités pour la coiffe des messagémsi que pour elF4G et 4E-BP. Il semblerait
gu’'elF4E-1 soit I'acteur principal dans la tradocti dépendante de la coiffe chez la
drosophile (Hernandez et al, 2005). De plus, elB4&ude aussi un rbéle important, il interagit

avec les protéines Bicoid et Brain tumor (Brat) pmiluencer la détermination des axes
embryonnaires chez la drosophile (Cho et al, 2@Hg et al, 2006). Il existe également de
nombreuses isoformes d’elF4E chez C. elegansroavé cing elF4E (IFE-1, IFE-2, IFE-3,

IFE-4 et IFE-5) (Keiper et al, 2000). Quatre de e#4E font partie de la classe 1 ; IFE-4
appartient a la classe 2. IFE-3 est le plus prathéelF4E-1 de mammiféres et ce facteur
IFE-3 est le seul indispensable a la survie desrgmnB. Le réle des autres isoformes reste

encore a déterminer.

elF4E est un point de contrdle majeur, il a été&il€éomme le moins abondant des
facteurs d'initiation aprés quantification par Wast blot (Duncan et al, 1987). Ces résultats
sont controversés par les données obtenues damgsdesde réticulocytes (Rau et al, 1996)
qui montrent qu’une déplétion de 80 a 90% d’elF4Eréduit le taux de synthese protéique
que de 30%. De plus, une nouvelle estimation past®évie blot d’elF4E présent dans ces
lysats indique que ce n’est pas un facteur limigrgu’'une grande quantité d’elF4E n’est pas
engagée dans la traduction en condition normalas (Raal, 1996). Les quantifications
obtenues par Western blot chez la levure (von daarHet McCarthy, 2002) indiquent
gu’elF4G serait le facteur limitant dans la traductdépendante de la coiffe. En revanche, de
nombreux articles montrent qu’elF4E peut étre ddéta plusieurs niveaux pour réguler la
synthése protéique : elF4E est régulé au niveadadé&anscription, de la localisation
cellulaire, par phosphorylation et par microARNS.

Réqgulation d’'elF4E au niveau de la transcription

La transcription d’elF4E est régulée positivempat le proto-oncogéne c-Myc et
négativement par le suppresseur de tumeur p53rdragieur d’elF4E contient deux motifs
« E-box » capable d’interagir avec c-Myc pour aatila transcription d’elF4E (Jones et al,
1996 ; Schmidt, 2004). D’'un autre co6té, la sureggian de la protéine p53 entraine une
diminution de la quantité d’ARNm et de protéineB4H (Zhu et al, 2005). Cette régulation
d’elF4E par p53 est indirecte, il n’y a pas d’irtetion entre p53 et le promoteur d’elF4ay(
12). En effet, p53 interagit avec c-Myc et inhibe soteraction avec le promoteur d’elF4E

(Zhu et al, 2005). Il faut noter que p53 est mwégplus de 50% des cancers. L'induction
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d'elF4E apres une perte de p53 représente un nouwaEcanisme impliqué dans la

tumorigenése et la progression cancéreuse.

(eme)

Promoteur

(e-Myc) N elF4E
@ Promoteur

Figure 12 : Régulation de la transcription d’elF4E par c-Myc et p53. c-Myc se lie au

elF4E

promoteur d’elF4E pour stimuler sa transcriptionn Eéquestrant c-Myc, p53 inhibe cette

stimulation.

Réqulation d’elF4E par localisation cellulaire

elF4E est une protéine cytoplasmique mais undidra@st nucléaire (Lejbkowicz et
al. 1992 ; Iborra et al, 2001). Le rble nucléaitelf4E est étudié depuis peu. La protéine
elF4E est localisée dans tout le nucléoplasme ellsest enrichie dans certaines régions
appelées speckles (zones riches en facteurs digeissans la lignée de cellules cancéreuses
Hela. Ainsi, des expériences d'immunofluorescendéguent qu’elF4E colocalise avec Sm et
Ul snRNP (Smith et Ul small nuclear RiboNucleoRnjteCette localisation dans les
speckles n’est pas modifiée par un traitement @dsles au cycloheximide, un inhibiteur de
la traduction, et serait donc indépendante de étande facteur de traduction (Dostie et al,
2000a).

elFAE se localise dans le noyau grace a son trabespo 4E-T (Dostie et al, 2000b).

En effet, 4E-T interagit avec elF4E par un motihgensus Yxxxxtb et passe dans le noyau

avec l'aide d’un complexe/py importine Fig 13).
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elF4E) %.H

cytoplasme noyau

Figure 13 : Localisation nucléaire d’elF4E.Dans le cytoplasmedF4E s’'associe a 4E-T
ainsi qu’au complexe/f importine. Ces associations permettent le passbgJ&4E dans le

noyau.

4E-T est surtout cytoplasmique, il ne reste dansl@u que transitoirement, puis est
ramené dans le cytoplasme par un mécanisme dégerttanCRM1 (Chromosome
maintenance region 1) /exportine 1 (Dostie et &0b). En plus de sa fonction de
transporteur d’elF4E dans le noyau, 4E-T joue ue iportant dans le cytoplasme en
amenant elF4E dans des zones connues pour dégjrsiebim : les « P-bodies » (Andrei et
al, 2005; Ferraiuolo et al, 2005). En effet, 4E{Ted~4E colocalisent avec les facteurs
responsables du décoiffage des ARNm, comme Dcpiafipeng protein). De plus, 4E-T est
un inhibiteur de traduction et permet de régulaetdgradation des ARNm qui contiennent des
séquences ARE (Adenine/uridine Rich Elements) &R (Ferraiuolo et al, 2005).

Enfin, la localisation nucléaire d’elF4E est aussjulée par 4E-BP1 (Rong et al,
2008). Une fraction de 4E-BP1 se localise danolgan dans différents types cellulaires, de
maniére indépendante de son état de phosphorylatiale sa capacité a lier elF4E. En cas de
stress, la quantité d’elF4E nucléaire augmentelat @épend de la présence de 4E-BP1 dans
le noyau. Cette séquestration nucléaire d’elF4E4EaBP1 permettrait d'inhiber la synthese

protéigue de maniéere simple avant I'associatiotFd’E avec elF4G dans le cytoplasme.

elF4E est réqulé par phosphorylation

elF4E est phosphorylé sur un seul site, la Sér@® @pres traitement par des facteurs

de croissance, des hormones, des mitogénes owess stllulaires (Morley et Traugh, 1989 ;
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Wang et al, 1998 ; Flynn et Proud, 1996). Par exemp traitement des cellules par les
phorbol esters stimule la phosphorylation d’elF4E pne voie PKC dépendante. La Ser 209
est le site majeur de phosphorylationvitro par PKC et cette phosphorylation est inhibée si
elF4E est associé a 4E-BP1 (Tuazon et al, 1990al&khet al, 1996 ; Wang et al, 1998).
Cette phosphorylation par PKC fait intervenir ERKp88 (Wang et al, 1998). Cependant, la
seule kinase mise en évidence pour phosphoryletsgtvivo est Mnkl (Waskiewicz et al,
1999 ; Pyronnet et al, 1999; Pyronnet, 2000), unade qui peut aussi étre activée par ERK
et p38 (Fukunaga et Hunter, 1997).

Mnkl ne lie pas elF4E mais se fixe sur la régione@iinale d'elF4G pour se
rapprocher d’elF4E et permettre sa phosphorylatinkl peut aussi se lier a p97 mais le
réle de cette interaction reste inconnu puisque md#eragit pas avec elF4E. p97 pourrait

permettre de séquestrer Mnk1 pour inhiber la phodtion d’elF4E (Pyronnet et al, 1999).

Il existe deux isoformes de Mnk. Mnkl et Mnk2 réql differemment elF4E.
Contrairement a Mnk1, Mnk2 posséde une activit@leases forte et n’est pas trés sensible a
I'activation de ERK ou de p38. C’est donc Mnk1 guie un réle essentiel pour phosphoryler
elF4E en réponse a des stimuli extérieurs faigaatienir la voie des MAPK. Mnk2 est aussi
capable de phosphoryler elF4E mais beaucoup pibkef@ent (Ueda et al, 2004). Mnk1 et
Mnk2 seraient les seules kinases responsables pleokphorylation d’elF4E sur la Ser 209
dans les fibroblastes embryonnaires de souris piasqune phosphorylation d’elF4E n’est
détectable dans ces cellules chez des souris dd(®legpour Mnkl et 2, méme aprées
stimulation (Ueda et al, 2004). Cependant, la S3gehprotéique globale n’est pas affectée
dans ces fibroblastes et ces souris double KO sela#pent normalement. Ceci indique que
la phosphorylation d’elF4E n’est pas indispensableours du développement. De plus, cette
Ser 209 n’est pas nécessaire a la synthése pretéilgKendrick et al, 2001a). En revanche,
chez la drosophile, Lk6, 'homologue de Mnk ausspable de phosphoryler elF4i vivo,
est indispensable au développement (Arquier &0fl5). Dans ce modele, la phosphorylation
d’elF4E est importante puisque le développementales est perturbé chez des mutants

homozygotes possédant un elF4E non phosphorylahtihénce et al, 2002).

La stimulation de la traduction par des facteues aloissance est corrélée a la
phosphorylation d’elF4E alors que l'inhibition da $ynthese protéique observée en choc

thermique, en privation alimentaire, en arrét deleycellulaire et en infection virale est
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corrélée a la déphosphorylation d’elF4E (Gingrasletl999). Cependant, le role de cette
phosphorylation sur la synthése protéique est cvatsé (Scheper et Proud, 2002). D’abord,
les données structurales indiguent que la phosptany d’elF4E stabiliserait son interaction
avec la coiffe. La phosphorylation de la Ser 208vtrait de former un pont avec la Lys
159 pour stabiliser l'interaction avec la coiffesd@RNm (Marcotrigiano et al, 1997). Ces
résultats sont confirmés par I'analyse des intarastentre la coiffe et des mutants d’elF4E
sur la Ser 209 (Shibata et al, 1998). Pourtantytcea résultats indiquent le contraire. Des
analyses par spectrofluorométrie et par résonalasenpnique de surface (SPR) montrent que
la phosphorylation d’elF4E diminue son affinité ave coiffe mais n’affecte pas sa liaison
avec 4E-BP1 (Scheper et al, 2002).

Cette phosphorylation d’elF4E est inhibée en sibmatle stress apres activation de
PAK2 (p21 Activated protein Kinase 2) (Orton et 2004). PAK2 est une protéine kinase
impliquée dans le stress et I'apoptose (Roig eudma2001). Lorsque PAK2 phosphoryle la
région N-terminale de Mnk1, cette derniere ne dus se fixer sur elF4G, cela inhibe a la

fois la phosphorylation d’elF4E et celle d’elF4G.

Enfin, le proto oncogene Ras se trouve en amorglugeurs voies de signalisation
aboutissant a la régulation de Mnk et donc de lasphorylation d’elF4E (Mamane et al,
2004) : il stimule a la fois la voie Raf/MEK/MAPK/Mk et la voie MEKK/INKK/p38/Mnk

(Fig 14).

Ras
/N
MEKK Raf
b
INKK MEK
‘ '
038 MAPK
N/
Mnk
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Figure 14 : Voies de signalisation régulant la phgdorylation d’elF4E. Ras peut stimuler

a la fois Raf et MEKK, deux voies qui menent &ikation de Mnk pour phosphoryler elF4E.

Réqulation par miARNS

Les microARNs (miARNs) sont de petits ARNs d'unengtaine de nucléotides
régulant I'expression des genes. Chaque miARN ma@ibrune séquence particuliere MRE
(miRNA Recognition Element) présente sur les ARNibles permettant de réguler
spécifiguement leur expression. Lorsque la compidan#é avec leur ARNm cible est
imparfaite, les miARNs sont capables d’'inhiberitiation de la traduction dépendante de la
coiffe sans toucher la dégradation des ARNm. Ijsrinéent l'initiation dépendante de la
coiffe mais pas l'initiation dépendante des IRESitiphreys et al, 2005 ; Pillai et al, 2005).
Cela suggere qu'un microARN peut agir sur I'initiet de la traduction en interférant avec
elF4E.

De plus, pour agir sur leur cible, les microARNsregent directement la protéine
Argonaute autour de laquelle se forme le compleX&CR (RNA-induced silencing
complexes). Une étude récente montre qu’Argonasitaree protéine capable d’interagir avec
la coiffe des ARNmMFig 15). Ce mécanisme permet ainsi de limiter l'interactd’elF4E sur
la coiffe et d’inhiber la traduction des ARNm cibl@ar des microARNs (Kiriakidou et al,
2007).

Figure 15: Inhibition de la traduction dépendante de la coiffe par microARN. Un
microARN reconnait spécifiguement une séquence (MRENA Recognition Element) sur un
ARNmM.La protéine Argonaute (Ago2) fixée au miARN, s’agsa la coiffe des ARNm. Elle

entre en compétition avec elF4E et inhibe la sysghgrotéique.
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1-3-2- Le facteurelF4G

Deux isoformes ont été identifiées chez les magmas : elFAGI et elF4GIIl. Ces deux
elF4G interagissent avec elF4E et sont décrits cer@s homologues fonctionnels (Gradi et
al, 1998 ; Imataka et al, 1998). Cependant, cex @G jouent des roles différents dans
certains mécanismes tels que la différenciatiofuledle des plaquettes (Caron et al, 2004).
Les mégacaryocytes se différencient en plaquettesréponse a une cytokine, la
thrombopoiétine (TPO). TPO stimule la phosphorglatd’elF4E sur la Ser 209 et recrute
sélectivement elF4GlIl sur le complexe de la coifela pourrait permettre de traduire

spécifiquement certains ARNm (Caron et al, 2004).

Les multiples isoformes d’elF4GlI

elFAGI est la plus étudiée, elle existe elle-mémes plusieurs isoformes qui résultent
de divers mécanismes de régulatiéig(16). D’abord, trois promoteurs ont été identifiés (
B, v) dans le gene de elF4Gl. Ensuite, il existe ussgge alternatif touchant les 8 premiers
exons qui aboutit au moins a 7 ARNm différents.yr(Bet al, 2002; Byrd et al, 2005;
Coldwell et Morley, 2006).

a p a b C d 7V
> > P> > >
elF4GI *I l I !
1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 16 : Régulation de I'expression des isoformsed’elF4GI. L'expression des transcrits
d’elF4GI est controlée par l'utilisation de promots alternatifs &, S ety) et par épissage
alternatif concernant les 8 premiers exons (repnése sur cette figure par des rectangles
noirs). La synthese des différentes formes d’elFd€lrégulée par initiation alternative a
partir des cing AUG présents dans le cadre de tecta, b, c, d, e sont représentés par des
triangles noirs) et par un UORF (représenté partuangle blanc). Les deux séquences IRES

identifiées sur elF4GI sont représentées par défriagues.
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En plus de ces régulations par différents prometeeir par épissage alternatif,
I'expression d’elF4GI est soumise a une régulatm@aluctionnelle a différents niveaux. I
existe 5 AUGs a I'extrémité 5’ de 'ARNm qui peuvedtre utilisés comme codons de départ
pour donner 5 protéines ayant une région N terreimdlls ou moins longue (Byrd et al,
2002). La traduction d’elF4GI est aussi contrélée pn UORF (upstream ORF) présent en
5'UTR. En effet, en amont du véritable premier aodbinitiation de certains ARNm, on
trouve des codons AUGs qui peuvent étre assodiespietits cadres ouverts de lecture et qui
influencent l'efficacité de linitiation de la tradtion. La régulation contrdlée par un uORF
concerne environ 10% des transcrits chez les eot=my(Pallier, 2001). L'uORF inhibe la
synthése d’elF4GI puisque son codon stop chevaluaheles véritables codons d'initiation :
cette juxtaposition entraine la perte de ribosomesiveau du vrai codon AUG et inhibe
'expression d’elF4Gl. Il existe un deuxieme uORRisNI'AUG n’est pas dans un bon
contexte nucléotidique pour recruter des ribososatés serait trop proche de la coiffe pour

permettre une traduction efficace (Byrd et al, 2@82d et al, 2005).

Enfin, en utilisant des ARN bicistroniques, deuxjsEnces IRES ont été mises en
évidence sur elF4Gl: la premiere, et celle ayamilia forte activité, se situe dans I'exon 4 et
la deuxiéme se trouve dans les exons 7 et 8 (Byad, 005). L'existence d’une traduction
IRES dépendante d’elF4Gl est confortée par I'@ttlen des protéases virales. La protéase 2A
du picornavirus est responsable du clivage d’elH4@l des infections et de 'inhibition de la
traduction dépendante de la coiffe. Dans ces ciomdit les ARNm d’elF4GI sont maintenus
dans les polysomes et les cing isoformes sont étinées. De facon intéressante et
contrairement aux IRES déja connues, cette actiRES d’'elF4GI est stimulée lorsque les
ARNmM sont coiffés par du fBTP. Ce mécanisme de contrdle partage les carstaées a la
fois des IRES et des shunts. Le shunt a été d&weit les virus comme un mécanisme pour
lequel le complexe d'initiation se forme au nivetaila coiffe, commence a balayer TARNm
mais contourne les structures secondaires présent84JTR. Cependant, aucune séquence
nécessaire au shunt n’a été trouvée en 5’UTR d@IRByrd et al, 2005). Néanmoins, une
étude récente montre qu'’il existe des sites d’@gisslans plusieurs IRES et ces sites peuvent
aboutir a la perte du premier cistron entrainard fdeix positifs. C’est le cas de I'IRES
d’elF4G qui ne présente plus d'activité aprés nmomst des sites d’épissage contenus dans
I’ARNm bicistronique utilisé (Baranick et al, 2008)
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Les roles des cing isoformes protéiques d’elF4@L gmcore inconnus mais I'analyse
des séquences suggérent I'existence de fonctionscylgres a chacune puisque, par
exemple, la forme la plus courte ne possede pluomeaine de liaison a PABP et pourrait
intervenir dans la traduction d’ARNm non polyad@syl De plus, il a été montré que les
isoformes ne restaurent pas identiquement la syatheotéique dans des cellules épithéliales
humaines Hela préalablement déplétées en elF4@t.ddmprendre le rdle de ces isoformes,
des elF4GI résistants au siRNA (small interfereRBEA) ont été exprimées dans des cellules
HelLa déplétées en elF4GI. Bien que la forme la [dogue soit la moins exprimée dans ces
cellules HelLa, elle est la plus efficace pour nesia la synthése protéique (Coldwell et
Morley, 2006).

La déplétion des isoformes elF4GIl par siRNA darssdellules HeLa montre qu'il
existe des co-régulations entre les facteurs i car les quantités d’elF4Gll et d’elF4E
diminuent également et 4E-BP1 se retrouve hypopgtwgfe. De plus, dans ces conditions,
le complexe elF4E/elF4GI diminue au profit de elPE=BP1 (Coldwell et Morley, 2006).
Enfin, les cellules déplétées en elF4GI sont tremdes et multinucléées. Cela indique que

les isoformes d’elF4Gl joueraient un réle dansytakinése.

Partenaires d'elF4G

elF4G interagit avec de nombreux facteufg) (17). Sa partie N-terminale interagit
avec PABP (Imataka et al, 1998) et elF4E (Lampletaal, 1995 ; Mader et al, 1995). La
région centrale d'elF4G s’associe a elF3 et elF4An(phear et al, 1995 ; Imataka et
Sonenberg, 1997). Enfin, sa région C-terminale ieahtun deuxieme site d’association a
elF4A et un site pour Mnkl (Fukunaga et Hunter,71.9®%askiewicz et al, 1997).

PABP elF4E elF3/elF4A elF4A  Mnk
N-ter l] C-ter

Figure 17 : Localisation des domaines d’interactiord’elF4G avec ses partenairelF4G
peut interagir avec PABP, elF4E, elF3, elF4A et Mnk
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elF4G possede deux sites d’interaction pour elF4A site dans la partie centrale
d’elF4G (elF4G-m) qui interagit avec la région @aeale de elF4A, cette interaction est
importante pour la traduction (Morino et al, 20@®)un site en C-terminale d’elF4G (elF4G-
MA3) qui interagit avec la région N-terminale d'dic: cette interaction joue un réle
régulateur dans la traduction. Certains résultatgjuent qu’elF4G s’associe a un seul elF4A
(Li et al, 2001) alors que d'autres montrent ursoeamtion entre deux elF4A (Korneeva et al,
2001).

L’analyse récente d’elF4G mutés sur I'un des gifegeractions avec PABP, elF3 ou
elF4A montre que ces protéines elF4G sont toujoamables d’interagir avec elF4E et de
restaurer partiellement la synthése protéique desscellules ou I'expression d'elFAG est
altérée par siRNA (Hinton et al, 2007). Cela indiggue chaque interaction, prise
individuellement, n'est pas essentielle a la sys¢h@rotéique mais joue plutdt un role

régulateur.

Réqulation d’'elF4G par phosphorylation

elF4G est une phosphoprotéine. Trois sites de phtuoglations en C-terminale
d’elF4GI ont été mis en évidence: les sérines 11088 et 1192 (Raught et al, 2000). Ces
phosphorylations sont sensibles a la rapamycingoHasphorylation de mutants tronqués en
N-terminale et exprimés dans des cellules embryieemae rein humain, 293T, traitées a la
rapamycine est insensible a cet inhibiteur. Cetégion N-terminale modulerait la
phosphorylation d’elF4GIl par un mécanisme en daapes. Avant stimulation, la région N-
terminale empéche la région C-terminale d'étre phosylée. La stimulation entraine
I'activation de la voie PISK-FRAP/mTOR qui provoglzephosphorylation de la région N-
terminale et/ou des changements de partenaireB4f3Ipour rendre la région C-terminale

accessible a d’autres kinases (Raught et al, 2000).

Les protéines elF4GlI et p97 ne sont pas phospéesypar cette voie. Contrairement
a elF4GI, elFAGII est phosphorylée vivo par la C&'/Calmodulin dependent kinase sur la
Serine 1156 (Qin et al, 2003). Un autre site desphorylation a été identifié sur elF4Gll, la
Ser 267, mais la kinase impliquée n’a pas été ohétée (communication personnelle de F.

Dedieu). Cela indique qu’elF4GI et elF4GIl sontuégs par des voies de signalisation
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différentes et cela permettrait de répondre a wffts stimuli extérieurs pour réguler la

synthese protéique.

L’état de phosphorylation d’elF4G est lié au tawexsynthese protéique. En effet, la
phosphorylation d’elF4G est corrélée a une augnientale complexes elF4F (Bu et al,
1993) et augmente dans des conditions connuesgpiouuler la synthése protéique comme

apres stimulation des cellules par du serum (Raeighlt 2000).

Réqulation d’'elF4G par dégradation

elF4Gl et 1l sont capables dinteragir avec Plk2ol@P like kinase 2), une
sérine/thréonine kinase impliquée dans la duptinadu centriole lors de la transition G1-S
(Warnke, 2004). Contrairement a elF4Gl, I'interaotid’elF4GIll avec Plk2 cible elF4GII
pour étre dégradé par le protéasome. PIk2 est ansscible du protéasome, cette protéine
servirait de transporteur pour amener elF4GIl ddamsméme voie de dégradation

(communication personnelle de F. Dedieu).

Autres roles d’'elF4G

elF4G est a l'interface entre la traduction etégrdation des ARNm. Chez la levure,
la protéine de décoiffage Dcpl interagit avec Gae N-terminale d’elF4G et avec PABR®
vivo (Vilela et al, 2000). Dcpl peut s’associer a ldfeanais avec une tres faible affinité, elle
est incapable de déplacer elF4E seule. En revabapd, en se fixant sur elF4E/elFAG/PABP
est capable de modifier la conformation du complexer relarguer elF4E par un mécanisme
inconnu et prendre sa place sur la coiffe. Le déage permet ensuite de dégrader 'ARNm

par des exonucléases.

elF4Gl intervient aussi dans le premier cycle ddurction nécessaire a la surveillance
des ARNm. Au cours de I'épissage dans le noyadd'EExon Junction Complex) est déposé
au niveau des jonctions exon-exon. Ce complexedattau moins 10 protéines reste lié aux
transcrits lors de leur passage dans le cytopld€ihang et al, 2007). C’est en se basant sur
ces complexes présents aux jonctions exon-exorABR&M épissés que la cellule assure la
gualité de I'expression des génes par NMD (Non esévisdiated Decay) en éliminant les
ARNmM contenant un codon stop prématuré. Ce cong@ldéroule lors du premier cycle de
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traduction (Chiu et al, 2004). Aprés épissage claffes des ARNm sont liées au complexe
nucléaire CBP80/CBP20 (Cap Binding Protein) et leéigion 3'UTR se lie a PABP2
(Ishigaki et al, 2001 ; Lejeune et al, 2002). elF4E Il sont localisées a la fois dans le
cytoplasme et dans le noyau et sont capables dssog®r a ce complexe nucléaire
CBP80/CBP20 (McKendrick et al, 2001b; Lejeune et 2004). D’autres protéines co-
immunoprécipitent avec CBP80 : PABP1, elF3, elF4AF4A3 et elFd. Ce premier cycle
de traduction n’est pas inhibé par 4E-BP et se uléravant I'échange de CBP80/CBP20
contre elF4E qui permet de synthétiser les proseirelF4Gl s’associe aux transcrits
nouvellement synthétisés avant leur épissage vioieplexe CBP et accompagne les ARN
dans le cytoplasme, il servirait de lien entre éegénements nucléaires et l'initiation de la
traduction dans le cytoplasme (McKendrick et aD1f).

Protéines de la méme famille qu’elF4G

Certaines protéines présentent de fortes homologvex elF4G et interviennent

également dans la régulation de la traduction.t@éesas de p97 et des protéines PAIP.

p97, encore nommée DAPS5 (Death Associated Protginolb NAT1 (Novel
Apolipoprotein B mRNA editing enzyme (APOBEC) Targe. 1), est homologue a la partie
C-terminale d'elF4G. Cette protéine ne peut passsaier a elF4E et intervient dans la
traduction dépendante des IRES, en particulier der§apoptose (Marash et Kimchi, 2005).
Cette protéine est aussi essentielle a la surviklaee ainsi qu'au développement
embryonnaire (Yamanaka et al, 2000; Marash etGI82 L’ARNmM de p97 comprend aussi
un IRES et p97 active sa propre traduction. Enteff@7 est clivée par une caspase pour
donner un fragment tronqué en C-terminale, p86alaigpde stimuler la traduction dépendante
des IRES. Cependant, la protéine p97 non clivéeqesi agir directement comme activateur
de la traduction indépendante de la coiffe et seuge associée aux polysomes dans des

cellules en I'absence de stress (Nousch et al,;2@@vash et al, 2008).

PAIP-1 (PABP-interacting protein 1) a été décowedmme nouveau partenaire de
PABP dans une analyse par Far Western (Craig €t98I8). Cette protéine présente des
homologies avec la région centrale d’elF4G, et lls possede un site d’interaction pour
elF4A. PAIP-1 est capable de stimuler la traductitemm ARN rapporteur lorsqu’elle est
surexprimée dans des cellules en culture. L'intesad®AIP-1/PABP serait nécessaire a cette
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traduction. Au contraire, PAIP-2 inhibe la tradoctipar deux mécanismes : en dissociant
PABP de la queue polyA et en entrant en compétinac elF4G pour éviter son interaction
avec PABP (Karim et al, 2006).

1-3-3- Le facteur elF4A

elF4A est une ARN hélicase qui appartient a la flendes protéines a DEAD box.
elF4A est le plus abondant des facteurs d'initia{ibuncan et al, 1987). Il existe trois genes
qui codent pour elF4A chez les vertébrés. elF4AEIE4AIl participent tous les deux a
l'initiation de la traduction et sont fonctionnetlent interchangeables alors que elF4Alll
inhibe la traduction dans des lysats de réticuksybe plus, contrairement a elF4Al et Il qui
ont deux sites d’interaction pour elF4G, elF4AlH peut s’associer qu’'a la partie centrale
d’elF4G (Li et al, 1999). elF4Al et elF4All sontrsout cytoplasmiques alors que elF4Alll
est majoritairement nucléaire. En fait, elF4Alllriigipe a la surveillance de la qualité des
ARNmM en faisant le lien entre les ARNm et les praé de I'EJC, elle stabilise ces
complexes (Shibuya et al, 2004). Comme beaucoupfagdeeurs de I'EJC, elF4Alll

s’accumule dans le noyau et peut passer dansdplagtme (Holzmann et al, 2000).

elF4A est réqulé par ses partenaires

elF4A n’est pas régulé par phosphorylation mais activité change en fonction de
ses partenaires. Par exemple, 'activité hélicas#-dA augmente apres fixation sur elF4G.
Pdcd4 (Programmed cell death protein 4) est unééip® suppresseur de tumeur dont
'expression est stimulée en apoptose et inhibées dartaines tumeurs. La dégradation de
cette protéine est nécessaire a la synthése puetéiRflcd4 affecte la traduction en inhibant
I'activité hélicase d’elF4A (Yang et al, 2003). Bdoposséde deux domaines MA3 (MA3-c et
MA3-m) qui agissent en synergie pour former un clexg trés stable autour d’elF4A. Ces
deux domaines entrent en compétition avec elFA&t@IMA3 ne peut plus interagir avec la
région N-terminale d’elF4A (Suzuki et al, 2008). @atre domaine de Pdcd4 peut aussi
s’associer directement a la partie centrale d’eldéG@naniere indépendante d’elF4A (Yang et
al, 2003). Ainsi, on aurait un complexe dans legliefiA serait séquestré au cenfrey(198):

- larégion N-terminale d’elF4A s’associe aux delmnaines MA3 de Pdcd4

- la région C-terminale d’elF4A interagit avec eG~

- Pdcd4 se fixe aussi directement sur elF4G-m
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Complexe actif

Figure 18 : Inhibition d’elF4A par Pdcd4. Les deux domaines elF4G (MA3 et m)

interagissent avec les parties N et C-terminaléFe#léd pour former un complexe actif pour la
traduction. La protéine Pdcd4 représentée par seaalnes MA3-c, MA3-m et par sa région
N-terminale inhibe I'activité hélicase d’elF4A empéchant le domaine MA3 d’elF4G de se

fixer en N-terminale d’elF4A.

Molécules pouvant réquler I'activité d’elF4A : laggamine et I'hippuristanol

Avant de se fixer sur elF4G pour former le complexe4F, elF4A est sous forme
libre dans le cytoplasme. Une molécule, la patéaminaffecte les propriétés de cette forme
libre d’elF4A (Bordeleau et al, 2005). La patéamiemolécule extraite d’éponges, a été
découverte initialement comme un agent antipraii€rcontre une lignée cellulaire tumorale
de souris. Cette molécule est capable de s’assac#F4A libre dans le cytoplasme et de
stimuler ses activités telles que I'hydrolyse d’Ad@iépendante de I'’ARN, la liaison d’elF4A
sur 'ATP et TARNm et l'efficacité de déroulemedes structures secondaires. Cependant, la
liaison de la patéamine A sur elF4A inhibe la tictthn dépendante de la coiffe: la patéamine
A séquestre elF4A sur les ARNm et interféere avecfdamation de complexe elF4F
(Bordeleau et al, 2005). Ces résultats indiquerg Lactivité d’elF4A doit étre finement
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régulée en permanence, avant méme son intervedtios le complexe d’initiation de la

traduction.

Il existe une autre molécule dorigine marine ddea d’agir sur elF4A.
L’hippuristanol, extraite du coralsis hippuris,est capable d’inhiber la traduction dépendante
de la coiffe. Contrairement & la patéamine qui skmles activités d'elF4A libre,
I'hippuristanol les inhibe : cette molécule n'affegas la liaison d’elF4A sur 'ATP mais
diminue celle d’elF4A sur TARNm, I'hydrolyse deATP et l'activité hélicase d’elF4A
(Bordeleau et al, 2006).

1-3-4- Le facteur4E-BP

La formation du complexe elF4F est principalemeiguiée par 4E-BP, une petite
protéine capable de se lier a elF4E. Elle inhilmsida traduction dépendante de la coiffe. Sa

régulation est ainsi déterminante pour controlaylathése protéique.

Trois isoformes de 4E-BP ont été mises en évidehez les mammiferes (Rousseau
et al, 1996a ; Pause et al, 1994 ; Poulin et &38)1LXes trois formes sont capables de se fixer
sur elF4E et d'inhiber la traduction dépendantéadmiffe. Les transcrits de trois 4E-BP sont
localisés de facon ubiquitaire mais en quantités fidrtes dans certains tissus :

- les ARNm de 4E-BP1 se trouvent concentrés damsikxle squelettique, le pancréas
et le tissu adipeux

- les ARNm de 4E-BP2 sont trés présents dans éedfiolies reins

- les ARNm de 4E-BP3 sont en grande quantité danmliscle squelettique, le

pancréas, le coeur et les reins (Poulin et al, 1998)

Réqulation de 4E-BP au niveau transcriptionnel

4E-BP peut étre régulé au niveau transcription@béz la drosophile, d4E-BP joue un
réle important dans la survie des embryons en taituale stress. (Tettweiler et al, 2005;
Teleman et al, 2005). Un stress oxydatif ou un mangle nourriture entraine la
déphosphorylation du facteur de transcription dFOkOrkhead box protein O) pour entrer
dans le noyau des cellules et activer la trangoripie d4E-BP. La voie FRAP/mTOR étant
inhibée, la protéine d4E-BP est alors hypophospéergt inhibe linitiation de la traduction
(Tettweiller et al, 2005). En revanche, la trarsion de 4E-BP est inhibée par ERK et p38
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dans une voie dépendante de Egrl dans les celiglaatopoiétiques (Rolli-Derkinderen et
al, 2003).

Interaction avec elF4E

4E-BP1, 4E-BP2, 4E-BP3 et elFAG présentent deslisidés de séquences leur
permettant d’interagir avec elF4E. lls entrent empétition pour se fixer sur elF4E et inhiber
la traduction en empéchant la sous unité ribosoeWtfl& de se fixer sur ’TARNm (Haghighat
et al, 1995 ; Mader et al, 1995). 4E-BP1 est lantoia plus étudiée. Des mutants de 4E-BP1,
mutés sur le site Yxxxx@ ne sont plus capables d’interagir avec elF4E, mhiber la

synthése protéique (Haghighat et al, 1995).

La liaison de 4E-BP1 ou 4E-BP2 sur elF4E stab#iB&lE sur la coiffe. Les affinités
de 4E-BP1 et 4E-BP2 pour elF4E sont différentes cbnstantes de dissociation d& péur
4E-BP1 et 3.18 pour 4E-BP2 indiquent que 4E-BP2 a la plus foffimigé pour elF4E. Cela
est déterminé par les 3 acides aminés qui suieesitd consensus : MEC sur 4E-BP1 et LDR
sur 4E-BP2 (Ptushkina et al, 1999). L’arginine dDR. sur 4E-BP2 apporte une charge
positive supplémentaire et augmente l'interactioeceelF4E.

Il semble cependant que le site consensus Yx&xrk soit pas le seul élément de 4E-
BP responsable de la liaison a elF4E. En effet,composant nommé 4EGI-1 pour
elF4E/elFAG interaction inhibitor est capable diber la liaison entre elF4G et elF4E au
profit d’'une augmentation de liaison entre 4E-BRIEUE. 4E-BP et elF4G ayant seulement
en commun ce site consensus, il doit exister desusites sur 4E-BP qui permettent de
maintenir I'interaction avec elF4E (Moerke et d&02). De plus, la séquence 4E-BP1 entiére
a plus d’affinité pour elF4E qu’un peptide 4E-BRififoo et al, 2006).

I est admis que linteraction entre 4E-BP et d&F4lépend de [l'état de
phosphorylation de 4E-BP : 4E-BP peut se fixer R4El lorsqu’elle est hypophosphorylée.
Son hyperphosphorylation est corrélée a la distonialu complexe (Gingras et al, 2001b).
La rapamycine est une drogue immunosuppressivieagien médecine pour lutter contre les
rejets de greffe. Elle est aussi connue pour blodaephosphorylation de 4E-BP. La
rapamycine inhibe I'activité de la kinase FRAP/mMTRRFTL1. Elle bloque le cycle cellulaire

en G1. Enfin, l'utilisation d'un ARNmM bicistroniqueontre que la rapamycine inhibe la
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synthese protéique dépendante de la coiffe maislgpdsduction dépendante des IRES
(Beretta et al, 1996).

La phosphorylation de 4E-BP1 et 4E-BP2 est stimyér I'insuline et cela entraine
leur dissociation d’elF4E dans les adipocytes. @azdifications sont sensibles a la
rapamycine (Lin et Lawrence, 1996). En revanchegélgulation de 4E-BP3 est différente
(Kleijn et al, 2002). Dans les cellules rénales prmbnaires humaines, HEK293, cultivées
sans sérum, 4E-BP3 se dissocie d’elF4E alors quedmplexes 4E-BP1/elF4E augmentent.
En réponse a l'insuline, 4E-BP3 et elF4E se réassbalors que 4E-BP1 et elF4E se

dissocient. Enfin, la rapamycine n’a aucun effet kassociation entre 4E-BP3 et elF4E
(Kleijn et al, 2002).

Réqulation de 4E-BP par phosphorylation

a-Les sites de phosphorylation

Sept sites de phosphorylation ont été détermingsamalyse de 4E-BPEi§ 19).

1 T37 T46 S65 T70 S83 S101 S112 118

4E-BP1 -

YXXxXXL ®

Figure 19 : Sites de phosphorylation sur 4E-BPIPosition des thréonines (T) et sérines (S)
décrites comme des sites de phosphorylation surBRE- Les nombres indiqués
correspondent a la position sur la séquence 4EHIRiaine. Le site d’interaction avec elF4E

est représenté par la séquence consensus YAxkxlLd est un acide aminé aliphatique).

Le premier site a été identifié comme la Ser 6gamhosphorylatiom vitro du 4E-
BP1 de souris par la MAPK et digestion enzymati¢daystead et al, 1994). Quatre autres
sites ont ensuite été découverts de la méme manisng le 4E-
BP1 de rat: Thr 37, Thr 46, Thr 70, et Ser 83 (feadet al, 1997). Le traitement a I'insuline
stimule la phosphorylation de quatre de ces sités 37, Thr 46, Ser 65 et Thr 70) de
maniere rapamycine dépendante (Fadden et al, 1RQ@#ggulation de la phosphorylation de

la Ser 83 est inconnue, elle est insensible auline et a la rapamycine (Mothe-Satney et al,
2000a).
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4E-BP est phosphorylé en plusieurs étapes (Gingriasal, 1999). D’abord,

FRAP/mMTOR phosphoryle 4E-BP1 complexé a elF4E earThr 37 et Thr 46 dans les
cellules 293 sans sérum. Ces phosphorylationsissuffisantes pour dissocier le complexe
mais sont nécessaires pour les phosphorylationstasdpar le sérum : la phosphorylation de
la Thr 70, elle-méme requise pour phosphorylerda@ (Gingras et al, 1999 ; Gingras et al,
2001a). Le role exact de chacune de ces phosphiondan’est pas encore compris. Il est
démontré que la Thr 46 joue un réle modulateur dartsraction 4E-BP1/elF4E (Burnett et
al, 1998 ; Yang et al, 1999). De plus, la seulesphorylation de la Ser 65 ou de la Ser 65 et
de la Thr 70 sont insuffisantes pour dissocier 48-B’elF4E (Gingras et al, 2001a).

Il faut noter que la sensibilité a la rapamycins dites de phosphorylation sur Thr 37
et Thr 46 est beaucoup plus forte dans des celkd®s sérum qu’aprés ajout de sérum
(Mothe-Satney et al, 2000b ; McMahon et al, 20@®.mécanisme est encore incompris. La
rapamycine pourrait agir en stimulant une phospgeatat celle-ci serait inhibée par la
présence de sérum, ou le sérum pourrait activerautre kinase insensible a la rapamycine

permettant de phosphoryler les sites Thr 37 edbhiGingras et al, 2001a).

D’autres sites de phosphorylation ont été mis eledéce sur le 4E-BP1 humain
(Wang et al, 2003). La serine 101 est phosphorgt@estitutivementn vivo et celle-ci est
nécessaire a la phosphorylation de la Ser 65.istexine autre phosphorylation découverte
sur le 4E-BP1 de rat, elle correspond a la Serli?aine. Chez le rat, cette sérine est induite
en réponse a l'insuline mais elle est insensilke rapamycine (Heesom et al, 1998). Elle est
phosphorylée par la kinase ATM (ataxia telangieatasutated) (Yang et Kastan, 2000) mais
cela n'affecte pas les autres sites de phosphawylate 4E-BP1 ni sa liaison a elF4E
(Ferguson et al, 2003). Cependant, chez I'hnumastte gohosphorylation de la Ser 112 est
constitutive dans les cellules HEK293 et nécessaireelargage d’elF4E (Wang et al, 2003).
Tout comme chez le rat, elle n’'influence pas lagpiorylation des Thr 37, Thr 46, Ser 65 et
Thr 70 (Wang et al, 2003). Les séquences de 4EdBB2he contiennent pas ces deux sites de
phosphorylation Ser 101 et Ser 112. Cela pose uestign importante sur la régulation de

chaque 4E-BP par phosphorylation.
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b-RAIP et TOS

Tee et Proud ont montré, en 2002, qu’'un peptideBRE-tronqué en N-terminal et
possédant le site de liaison a elF4E ainsi quegledre sites de phosphorylation les plus
étudiés, n’est phosphorylé que sur la Thr 70 epagt pas se dissocier d’elF4E aprés une
stimulation par 'insuline (Tee et Proud, 2002).dlamalyse par mutagenese leur a permis de
définir un motif de 4 acides aminés : argininenaia, isoleucine et proline (RAIP) nécessaire
a la phosphorylation de 4E-BP1 et a la dissociatietF4E. Ce motif a été retrouvé sur 4E-
BP2. En revanche, 4E-BP3, qui ne présente pas ti€ R#&IP, est incapable de se dissocier
d’elF4E apres stimulation par I'insuline. Des expéces de chimeres 4E-BP1 / 4E-BP3 ont
montré que ce motif RAIP est essentiel a la régnale 4E-BP par l'insuline (Tee et Proud,
2002). La méme année, un deuxieme motif a été misvalence a partir d’'une étude sur la
régulation de la S6Kinasel (S6K1) par FRAP/mTOR.région N-terminale de la S6K1
contient 5 acides aminés (FDIDL) qui sont conseraéscours de I'évolution. Différentes
mutations sur ces acides aminés et notamment gin€laylalanine indique que ce motif TOS
(mTOR Signaling) est essentiel a l'activité de S6&tla sa régulation par FRAP/mMTOR
(Schalm et Blenis, 2002). De la méme facon, leE3B®s humains possédent aussi un motif
TOS en C-terminal (FEMDI). La mutation de la phétghine de ce motif sur 4E-BP1 montre
gue TOS est essentiel pour la phosphorylation P&FFMTOR apres traitement a I'insuline
(Schalm et Blenis, 2002).

Ces deux motifs RAIP et TOS sont donc importantsr géguler la phosphorylation
de 4E-BP1, mais la fonction exacte de chacun egt@eersée. On sait que la protéine Raptor
sert de lien direct entre FRAP/mTOR et 4E-BP1 (Hztral, 2002) et il est maintenant clair
gue TOS est essentiel a l'interaction avec Ra@audnet et al, 2003 ; Choi et al, 2003 ;
Eguchi et al, 2006) mais les études menées sur RlAMent des résultats différents. Le
motif RAIP ne semble pas suffisant pour interagiectement avec Raptor puisque les 20
acides aminés en N terminale de 4E-BP1, contenAlR ,R’en sont pas capables (Beugnet et
al, 2003). En revanche, Choi montre que le motiRIRRest essentiel car une mutation de
RAIP (RAAA) diminue l'association de 4E-BP1 a RaptGhoi et al, 2003).

De plus, RAIP et TOS affectent difféeremment lessiie phosphorylation de 4E-BP1.
En effet, les mutants de RAIP (AAAA) inhibent lagdphorylation des 4 sites (Thr 37, Thr
46, Ser 65 et Thr 70) alors que les mutants de [FA$3A), ont tres peu d’effet sur les Thr
37 et 46; ils limitent la phosphorylation de larTAO mais inhibent totalement la
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phosphorylation de la Ser 65 (Beugnet et al, 2003aut noter que ces phosphorylations
résiduelles restent sensibles a la rapamycine anmatant TOS. Cela suggere qu'il existe
une autre phosphorylation qui pourrait étre mégiéae RAIP, indépendamment de Raptor
(Beugnet et al, 2003).

Un article récent présente les résultats de I'étiédaillée des motifs TOS et RAIP par
mutagenese et aboutit & plusieurs conclusions €Lagé 2008). RAIP n’est pas indispensable
mais contribue a l'interaction avec Raptor puistggemutants RAAA sont toujours capables
d’interagir avec Raptor mais de maniére plus fagple le 4E-BP1 sauvage. C’est l'isoleucine
du motif RAIP qui est la plus importante dans laghorylation de 4E-BP1 sur les Thr 37 et
Thr 46. En revanche, TOS est essentiel a I'intevacvec Raptor mais n’est pas suffisant car
une GST suivie du seul motif TOS ne peut se fixar Raptor. Les 4 et 3™ résidues
(EEMDI) sont les plus importants pour la phosphorylatde 4E-BP1 sur la Ser 65. Enfin,
'analyse de différentes formes tronquées de 4E-BEiquent que d’autres régions de 4E-
BP1 seraient impliquées dans l'interaction avect&®ajhee et al, 2008).

c-Les Voies menant a la phosphorylation de 4E-BP

FRAP/mMTOR (FKBP12 Rapamycin Associated Protein/matian Target Of
Rapamycin) est une sérine thréonine kinase. Elleaessi connue sous le nom de RAFT
(Rapamycin and FKBP12 target 1). Elle est inhibée fa rapamycine, une drogue
immunosuppressive utilisée en médecine contredjessrde greffe. La rapamycine se lie au
récepteur intracellulaire FKBP12 pour former un pteme capable d’inhiber l'activité de
FRAP/MTOR. La rapamycine est un inhibiteur spéuadicde FRAP/MTOR (Davies et al,
2000).

Cette kinase FRAP/mMTOR est impliquée dans deux texap différents: mTORC1 et
MTORC2. mTORCL1 était d’abord connu comme la seile e la rapamycine mais des
résultats récents indiquent que mTORC?2 est aufesitafpar cet inhibiteur (Akcakanat et al,
2007).

- MTORC1 est composé de trois protéines: mTOR, T8l Raptor (Regulatory

associated protein of mTOR). C’est ce complexe ghosphoryle la S6K et 4E-BP pour
réguler la synthese protéique.
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- mMTORC2 est composé de quatre protéines : mTORSTAL Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR) et SIN1 (stressvat#id protein kinase-interacting 1)
(Yang et al, 2006). Ce complexe active la kinasepsit phosphorylation. Il intervient dans la
régulation du cytosquelette d’actine (Sarbassal,&004).

PRAS40 (Proline Rich Akt Substrate 40kDa) et PRR¥Eoljne rich protein 5) ont
réecemment été identifiées comme de nouveaux pamendes complexes mTORC1 et
MTORC2 respectivement. Ces protéines réguleraigmbptose (Thedieck et al, 2007 ; Woo
et al, 2007). mLST8 (mammalian lethal with SEC18t@in 8) est une protéine adaptatrice

qui stimule I'activité des deux complexes.

Les signaux provenant des récepteurs en surfattdaied comme ceux de l'insuline
ou des facteurs de croissance active mMTORCL1 emmiagsar la voie des PI3K (Phosphatidyl
Inositol-3 Kinase) (Corradetti et Guan, 2006). LREBK sont des enzymes capables de
convertir le phosphatidyl Inositol 4,5 bisphosphé&®P2) en phosphatidyl Inositol 3,4,5
trisphosphate (PIP3), un second messager lipidagiarigine du déclenchement de plusieurs
voies de signalisation intracellulaires. Les Pl3¥hitscomposées de deux sous unités : une
sous-unité régulatrice (p85) et une sous-unitélyajae (p110). La liaison de l'insuline sur
son récepteur entraine la stimulation de la PI3Kagtive une cascade de réactions : PDK1
(3'Phosphoinositide Dependent Kinase 1) stimule é&ktore appelée PKB (Protéine Kinase
B). Cette derniére va phosphoryler TSC2 et inacti'gecomplexe TSC (Tuberous Sclerosis
Complex) formée de TSC1 et TSGA(J 20).

Rheb (for Ras homolog enriched in brain) est une GTPase, protéine capable
d’hydrolyser le GTP. Lorsque Rheb est liée a du Gl stimule FRAP/mTOR (Inoki et al,
2003). En effet, des résultats récents indiquehtrepuprotéine membranaire mitochondriale,
FKBP38, est capable de s’associer au complexe mTIGR@s le cytoplasme pour maintenir
FRAP/MTOR inactive. Rheb-GTP se lie a la protéikdBF38 et inhibe son association a
FRAP/mTOR (Bai et al, 2007 ; Proud et al, 2007).

L’hydrolyse du GTP en GDP, qui est favorisée par peotéine TSC2 non
phosphorylée, inactive ce systeme. Aprés phospdiopl par Akt, TSC2 est inhibée : Rheb
peut alors stimuler I'activité de mMTORCL. Cettehaation de mTORCL1 participe ensuite a un

rétrocontrble négatif qui inhibe la phosphorylatamAkt (Huang et al, 2008).
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MTORC2 est aussi régulé par TSC1/TSC2 mais par éoamisme différent de
MTORCL1. En effet, TSC1/TSC2 peut s'associer dirmetd a mMTORC2 et régule mTORC2
de maniére indépendante de Rheb. De plus, alor§§04/TSC2 inhibe mTORCL1, il stimule
I'activité de mTORC2 (Huang et al, 2008).

Stimulation

|
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PIP2—— PIP3

|

PDK1
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Figure 20 : Phosphorylation de 4E-BP par la voie deignalisation dépendante de la
PI3K. La PI3K stimule la formation de PIP3 qui va entmin’activation successive de
PDK1 et Akt. Cette derniere phosphoryle TSC2 peudre le complexe TSC1/TSC2 inactif.
Il'y a alors une accumulation de Rheb GTP qui pérdiactiver le complexe mTORCL1
responsable de la phosphorylation de 4E-BP. Ceaiie mene a la stimulation de la synthése

protéique.

D’autres kinases peuvent intervenir pour activeteceoie de signalisation en fonction
des signaux extérieurs. D’abord, c’est le cas A¥MPK (AMP activated protein kinase) qui
intervient lorsque la cellule est en manque d’émergn phosphorylant directement TSC2
pour I'activer (Mamane et al, 2004). Ensuite, letproncogéne Ras, présenté précédemment

dans la voie régulant Mnk, peut aussi interveniectement sur l'activation de la PI3K pour
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contrbler la voie de signalisation se terminant lpaphosphorylation de 4E-BP (Mamane et
al, 2004). Des résultats récents impliquent ausdiatteur d'épissage SF2/ASF (Splicing
Factor 2/Alternative Splicing Factor) dans la stiation de [l'initiation de la traduction en
modulant la phosphorylation de 4E-BP1 (Michlewskiag 2008). En effet, SF2/ASF est
capable de s’associer a FRAP/MTOR et a la phosghatBRP2A, il entraine
I'hyperphosphorylation de 4E-BP. Deux hypothésed pooposées :
- SF2/ASF recruterait FRAP/MTOR sur certains ARNm stimulerait leur
traduction spécifique en permettant I’hyperphosplasion de 4E-BP
- SF2/ASF recruterait PP2A sur certains ARNm etibafait son activité pour
permettre I'hyperphosphorylation de 4E-BP

De plus, en cas de stress par une exposition deseseaux radiations UVB, 4E-BP1
est phosphorylé sur quatre sites (correspondaniTau 37, Thr 46, Ser 65 et Thr 70) et se
dissocie d’elF4E. Cette phosphorylation résult¢’algivation de la voie p38/Mskl1 (Mitogen
and stress-activated protein kinase 1) (Liu e2@02).

Réqulation de 4E-BP par dégradation

L’hyperphosphorylation de 4E-BP1 stimule sa polyuitination (Elia et al, 2008).
Dans les cellules de lignée lymphocytaire§ Jurkat, il existe des formes de hauts poids
moléculaires de 4E-BP1 qui sont a la fois phosplgesyet polyubiquitinées. L'apparition de
ces formes de 4E-BP1 est stimulée par un traiteraelat calyculine A, un inhibiteur de
phosphatase. Elles sont incapables de s’assoeléid&. Le MG132, qui est un inhibiteur de
protéasome, affecte Iégérement I'accumulation depretéines polyubiquitinées, suggérant
un roéle du protéasome dans la dégradation de 4E-B&dendant, il est possible que d’autres
acteurs interviennent dans la dégradation, comm¢y$msomes qui sont également capables
de dégrader des protéines polyubiquitinées (Elial,e2008). La dégradation de 4E-BP a été
mise en évidence pour la premiere fois chez I'oufSi granularis(voir partie suivante

« L’oursin, modele pour la traduction et le cyoidluaire »).

Le protéasome est aussi impliqué dans le clivagetEidBP1 (Constantinou et al,
2008). L’activation de p53 entraine le clivage dgartie N-terminale de 4E-BP1 de maniéere
dépendante du protéasome. Cette forme tronquéehygsbphosphorylée et s’associe

préférentiellement a elF4E par rapport au 4E-BPdeerDe plus, cette forme tronquée est

62



beaucoup plus stable que la protéine entiere. @mtiee permettrait d’inhiber efficacement la
synthése protéique. L'état de phosphorylation deBPE déterminerait ainsi la destinée de
cette protéine en fonctions des conditions :

- La forme hyperphosphorylée de 4E-BP1 est polyuibiitgge et dégradée.

- La forme hypophosphorylée de 4E-BP1 est clivéstadilisée.

1-4- Importance de la traduction dans différents méanismes

La régulation traductionnelle joue un réle impattadans de nombreux processi
physiologiques. Le contrdle de la synthese pro&igprésente un élément essentiel pour le
cycle cellulaire et la progression tumorale, le @léppement, I'adaptation aux saisons, et le

systéme nerveux.

1-4-1- La traduction : du cycle cellulaire au canae

Traduction et cycle cellulaire

Il existe un lien entre la traduction et le cyc@lalaire (Cormier et al, 2003 ; Oulhen
et Cormier, 2006). La synthése protéique se regauva fois en amont du cycle cellulaire
puisqu’elle est indispensable a son déroulemeernedval car elle est modifiée au cours du
cycle cellulaire. Les résultats obtenus avec le ét@dursin renforcent les liens entre
traduction et cycle cellulaire, ces données soésgmtées dans la partie suivante « L’oursin,
modeéle pour la traduction et le cycle cellulairebe cycle cellulaire est le processus
fondamental par lequel une cellule mere donne dellules filles identiques entre elle et a la
cellule dont elles dérivent (Meijer, 2003). Ce &ysk décompose en quatre phases : G1, S,
G2 et M (Nurse, 1994). Les phases G1 (gapl), Stiége d’ADN), G2 (gap2), qui
correspondent a l'interphase, préparent les callaléa division lors de la mitose (phase M).
Ces étapes sont contrélées par les CDKs (Cyclinebagnt Kinases), des sérine/thréonine
kinases impliquées dans la régulation de toutesiini cellulaire en association avec leurs
partenaires, les cyclines. La transition G2/M estsscontrdle du MPF (Maturation Promoting
Factor) constitué d’'une sous unité catalytique C2Kd@'une sous unité régulatrice, la cycline
B (Meijer, 2003). Cette derniére étant dégradédiquyement, la machinerie de traduction est

donc indispensable puisqu’elle constitue un poitétjulation sur la synthése de cycline B.
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Parmi les acteurs de la synthese protéique, ldéipes elF4 permettent de contréler le
cycle cellulaire (Cormier et al, 2003). En effdf-4E est une protéine associée directement au
contrdle du cycle cellulaire dans la levure, CDG®88Il division control 33) (Brenner et al,
1988). De plus, le facteur elF4E joue un role pridied dans les mécanismes de prolifération
cellulaire (Mamane et a2004). elF4E entraine une transformation cellalaimn augmentant la
synthése protéique de certains ARNm important pewycle cellulaire aprés avoir faciliter
leur export du noyau vers le cytoplasme. La tradaae deux ARNm, celui de la cycline D1
et celui de I'ornithine décarboxylase (ODC), esttipalierement stimulée dans les cellules
NIH3T3 surexprimant elF4E. Ces deux protéines symthétisées en corrélation avec le
niveau d’expression d’elF4E dans les cellules (Reas et al, 1996b). Aprés fractionnement
cellulaire et analyse par Northern Blot, il est tmérque la stimulation de la traduction de la
cycline D1 et de 'ODC dépend d’'une augmentationtrdmsport nucléo-cytoplasmique des
ARNmM correspondants (Rousseau et al, 1996b). liriaune centaine dARNm qui serait

régulés ainsi (Culjkovic et al, 2006).

Le transport de la cycline D1 a été tres étudi€4El s’associe spécifiquement avec
'ARNm de la cycline D1 dans des extraits nucléit€ette interaction dépend a la fois de la
coiffe des ARNm et d’une séquence présente en 3'd€Ra cycline D1 : 4E-SE (elF4E-
Sensitive Element), séquence conservée chez lesnif@ms et les oiseaux (Culjkovic et al,
2005). Le transport est indépendant du réle d’elfdas la traduction puisqu’'un mutant
d’elF4E (W73A) ne pouvant pas former de complexi# de traduction, fonctionne toujours
pour transporter TARNm de la cycline D1 et peutijturs transformer les cellules (Cohen et
al, 2001).

Les cellules eucaryotes sont capables de coorddiex@ression des genes impliqués
dans un méme processus cellulaire. Pour cela, Ri¢nipossédent des séquences particulieres
dans les régions non traduites, on parle de codeRU&Intranslated Sequence Element for
Regulation). elF4E serait a la base d'un réguloARNmM pour contréler la prolifération
cellulaire (Culjkovic et al, 2007) : le régulon répente ici un ensemble d’ARNm qui sont
régulés de la méme facon sous le controle d’elligEeffet, la séquence 4E-SE trouvée sur la
cycline D1 constitue ce code USER pour régulerpg@x des ARNm du noyau vers le
cytoplasme. La comparaison des séquences des ARNMealtransport nucléo-cytoplasmique
est régulé par elF4E ont permis de découvrir unpiesgce consensus (YXX,A) mais il

semble que ce soit surtout la structure secondaireée de tige-boucle qui soit importante
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dans la sensibilité a elF4E (Culjkovic et al, 2006)faut noter que les roles d’elF4E dans
'export d’ARNmM et dans la stimulation de la traton sont découplés. Une fois dans le
cytoplasme, les ARNm sont (ODC) ou non (cycline B¥gulés au niveau de la traduction.

La capacité d’elF4E a transporter les ARNm dépeadses partenaires. La protéine
PML (Promyelocytic leukemia protein) régule la esance cellulaire et 'apoptose, elle forme
des corps nucléaires capables d’inhiber la transdtion oncogénique et la croissance. Ces
corps contiennent aussi des protéines impliquéas amétabolisme de I'’ARN nucléaire, la
traduction, 'assemblage des ribosomes. La pertiobade ces corps est responsable de
leucémies aigués promyélocytaires. Bien que PML coatienne pas le site consensus
d’association a elF4E, ces deux protéines intesagis dans les corps nucléaires.
Contrairement a elF4E, la surexpression de PML dasscellules NIH3T3 diminue le niveau
de protéines cycline D1 en réduisant l'affinité If4E pour la coiffe, cela limite également le
pouvoir transformant d’elF4E (Cohen et al, 2001;dtaBorden, 2000).

Le régulon d’ARNm contrdlé par elF4E intervient gaemple dans le maintien en vie
des cellules apreés un stress comme une déprivdéaserum. La surexpression d’elF4E dans
ces cellules inhibe I'apoptose en activant la \d@esignalisation passant par Akt. Des résultats
récents indiquent qu’elF4E régule cette voie parxdmécanismes (Culjkovic et al, 2008).
D’abord, elF4E stimule I'export de TARNm de NBSHlifmegen Breakage Syndrome 1) pour
étre traduit dans le cytoplasme, la protéine NBt@htéconnue comme un activateur de la voie
PI3K—Akt. D’autre part, elF4E stimule I'export d’ARn dont les protéines sont définies
comme cibles de la voie AKFig 21).
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Figure 21 : Le régulon d’ARNmM contrélé par elF4E paticipe a la stimulation de la voie

PISK/Akt. elF4E stimule la voie Akt en régulant le transpautliéocytoplasmique de TARNmM
NBS1 pour permettre sa traduction et activer laevéikt mais il controle aussi I'export
nucléaire des ARNm cycline A2, B1, D1, E1, MDM2r{MuDouble Minute), c-Myc qui sont

des cibles de la voie Akt.

En dehors de son réle dans I'export des ARNm, lexquression d’elF4E dans les
cellules NIH3T3 stimule la traduction de certainessagers en activant leur recrutement dans
les polysomes (Mamane et al, 2007). Deux élémentpoitants dans la régulation
traductionnelle sont retrouvés dans beaucoup de AdRNmM : une structure secondaire
complexe en 5’UTR, on parle de 5’'TOP (5’ TerminalgdPyrimidine), ainsi qu’un motif Mos-
PRE (Mos-Polyadenylation Response Element) en 3'ULBs protéines produites sont

impliquées dans la biogenése des ribosomes, |ldgration et la survie cellulaire.

Le taux de traduction varie au cours du cycle desscellules de mammiféeres. En
mitose, la synthése protéique baisse, cela eséléadrla formation de complexes elF4E/4E-
BP (Pyronnet et al, 2001). Cependant, certainegpégunontrent une dissociation des deux
protéines en mitose : 4E-BP est phosphorylée pafXCpuis se sépare d’elF4E (Heesom et
al, 2001). Cela démontre que le cycle cellulairadtaduction sont étroitement liés mais les
mécanismes d’interconnexions sont encore a détermies résultats contradictoires peuvent
s’expliquer par des approches différentes, dépdadate la synchronisation des cellules ou
des drogues utilisées. Les régulateurs du cyclelaiee contrélent aussi la machinerie de

traduction. Par exemple, le paclitaxel induit urypdrphosphorylation de 4E-BP1 en G2/M
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par un mécanisme dépendant de CDK1 dans des selMdl2A MB 231 (Greenberg et
Zimmer, 2005). Le paclitaxel est une drogue utdis@mme traitement contre le cancer des
ovaires ou le cancer du sein, il stabilise les atidsules et interfere avec la formation du

fuseau mitotique. Il entraine une activation du ptexe CDK1/cycline B.

4E-BP influence aussi le cycle cellulaire. En efigt 4E-BP1 constitutivement actif,
non phosphorylable, arréte le cycle dans des esllochncéreuses MCF7. Dans ces conditions,
I'expression de I'inhibiteur du cycle cellulaire2, augmente et cela inhibe I'activité de CDK2
(Jiang et al, 2003). La traduction de p27 se fataitmaniere indépendante de la coiffe. De
plus, FRAP/mMTOR, en phosphorylant ces substrat8RBEet S6K1, est aussi en position

centrale pour réguler le cycle cellulaire et lalifgaation cellulaire (Fingar et al, 2004).

En mitose, le taux de traduction diminue de 29% dar rapport a celui des cellules en
interphase (Le Breton et al, 2005). La synthésé&éoe dépendante de la coiffe est inhibée au
profit de la traduction dépendante des IRES. Caettébition fait intervenir la régulation de
linitiation avec les complexes elFAE/4E-BP, elFiB3-3F et elF2 mais aussi I'élongation
avec eEF1B et eEF2 (Le Breton et al, 2005 ; Sivakley-Stein, 2008). Cela permet la
traduction IRES dépendante d’ARNm tels que pB8-F kinase qui intervient dans la

formation du fuseau, mais aussi de c-Myc et de [TOD

Traduction et cancer

Les liens démontrés entre elF4E et le cycle aahel place cet acteur en position

intéressante pour comprendre certains mécanismeasndeérisation.

Bien qu’elF4E soit essentiel a la survie cellulasa surexpression est responsable de
dérégulations de proliférations et de transfornmetioellulaires. elF4E est un proto-oncogéne
(Sonenberg, 2008). La surexpression delF4E dars adlules NIH3T3 entraine leur
transformation (Lazaris-Karatzas et al, 1990). &lfpeut aussi transformer des fibroblastes
embryonnaires de rat en coopérant avec deux géememrialisant comme E1A et v-Myc
(Lazaris-Karatzas et Sonenberg, 1992). De plustiViégé oncogénique d’elF4E dans les
cellules NIH3T3 passe par l'activation de Ras, pnatéine importante dans la signalisation
cellulaire (Lazaris-Karatzas et al, 1992). En eff&d surexpression d’elF4E entraine
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l'activation de Ras en augmentant sa liaison au @fTle phénotype de transformation induit
par elF4E est réversé par la surexpression de @&P#se Activating Protein), un inhibiteur
de Ras. elF4E affecte aussi la transformation le@les en augmentant la production de
protéines présentées précédemment comme la cy2linéODC et c-Myc mais en stimulant

également la synthése de VEGF (Vascular Endoth@lialth Factor) et de FGF-2 (Fibroblast
Growth Factor 2), des régulateurs de l'angiogengg®iqués dans la progression tumorale
(Clemens, 2004 ; Mamane et al, 2004).

Il suffit d’avoir un excés de 2,5 fois plus d’elF4kans les cellules en culture pour les
transformer et ce rapport se retrouve souvent temsancers (Sonenberg, 2008). elF4E est
surexprimé dans de nombreux cancers, il est deuanuadicateur prognostic. Ce facteur est
ainsi devenu une cible potentielle pour lutter ot cancer. Pour cela, différentes techniques
sont testées comme l'inhibition de I'expressionlie®E en utilisant un ADN antisens ou
I'utilisation d’inhibiteur de I'interaction elFAEIE4G (Sonenberg, 2008).

La phosphorylation d’elF4E n’affecte pas la losation cellulaire de ce facteur dans le
noyau et le cytoplasme mais elle est nécessaige stirhulation du transport des ARNm a
travers I'enveloppe nucléaire ainsi qu'a la capgaakfelF4E a transformer les cellules
(Topisirovic et al, 2004). En effet, la mutation @eserine 209 empéche la transformation
cellulaire. Le fait que cette phosphorylation ni pas indispensable au développement chez la
souris indiqgue Mnk comme une cible thérapeutiqueemitelle dans la lutte anti cancéreuse
(Silva et Wendel, 2008).

Le phénotype de transformation induit par elF4kt @dre réversé par la surexpression
des protéines 4E-BP1 et 4E-BP2 (Rousseau et aba)99E-BP est identifi€ comme un
« facteur entonnoir » dans certains types de canagest-a-dire un facteur sur lequel
convergent plusieurs signaux oncogéniques et quicapable de controler le signal de
prolifération cellulaire (Armengol et al, 2007). dtat de phosphorylation de 4E-BP est un
élément important dans le développement des carteersffet, la phosphorylation de 4E-BP1
est associée a la progression de la maladie dansalecers du sein, des ovaires ou de la
prostate, et l'analyse de cette protéine permetttaentifier les patients a hauts risques
(Armengol et al, 2007; Rojo et al, 2007).
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Les deux autres facteurs du complexe elF4F sa@d aupliqués dans la tumorigenése.
La surexpression d’elF4G dans des fibroblastesadiss NIH3T3 cause la transformation
cellulaire (Fukuchi-Shimogori et al, 1997). De plelF4G et elF4A sont surexprimés dans

différents types de cancers (Mamane et al, 2004).

Enfin, le proto-oncogéne c-Myc est capable de démla transcription des facteurs
elF4E, elFAGI et elF4Al, et provoque 'augmentatiencomplexe elF4F. Ce complexe va lui-
méme induire la traduction de c-Myc (Lin et al, 8D0Cette régulation en boucle positive

reliant transcription et traduction contribueraladransformation cellulaird={g 22).

Traduction

4—
. elF4F

Transcription

- J
Y

Tumorigenese

c-Myc

Figure 22 : Boucle de régulation entre c-Myc et el reliant transcription et traduction.
c-Myc active la transcription d’elF4F et elFAF stihe la traduction de c-Myc. Cette boucle

qui relie transcription et traduction serait impliée dans la tumorigenése.

1-4-2- Traduction et développement

by

Le développement nécessite une expression cooddodre genes spécifiques a un
temps et a un endroit donnés. Cela permet de denpér exemple la formation des gameétes,
le développement précoce avec notamment la formalés axes embryonnaires ainsi que les
différenciations cellulaires. Les régulations tretiionnelles interviennent a chacune de ces
étapes. Des exemples de ces régulations sont p¥ésgans la revue 1 (Oulhen et Cormier,
2006).
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> La syntheése protéique représente une étape
importante de 'expression des genes. Au cours
du développement embryonnaire, la traduction
des ARNm n’est pas toujours systématique, et
résulte d’un controle efficace permettant I'ex-
pression de la protéine au bon moment et au bon
endroit dans I’embryon. Les facteurs d’initia-
tion (elF, eukaryotic initiation factors) sont des
acteurs clés du contrdle de la synthese protéique.
Parmi eux, le facteur elF4E, par le biais d’asso-
ciations avec différents partenaires, joue un role
majeur qui se répercute depuis la gamétogenese
et la fécondation jusqu’a I'établissement des
axes embryonnaires. Cet article se concentre sur
le role d’elF4€ dans le contrdle de la régulation
de la synthese protéique en amont des décisions
développementales. Les exemples sélectionnés
illustrent I'importance du contrdle traduction-
nel en général, et au cours du développement
embryonnaire en particulier. La découverte de
mécanismes, parfois tres sophistiqués, qui con-
trolent la traduction des ARNm au cours du
développement conduit le biologiste a porter un
regard nouveau sur cette étape de la régulation
de I"expression des genes. <

elFAE et étapes
décisionnelles

du développement
embryonnaire

Quand la traduction
module le développement
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la régulation de I’ini-

tiation [3], en réponse
a différents stimulus.

Ce facteur d’initiation  cormier@sb-roscoff.fr

joue également un rdle

crucial dans le contrdle du cycle cellulaire [4, 5], et a
été impliqué dans plusieurs mécanismes de I’embryoge-
nése [6-9].

Apres avoir situé le facteur elF4€ dans les étapes préco-
ces de initiation de la traduction, nous verrons com-
ment cet acteur moléculaire intervient dans le contrdle
général ou spécifique de la synthese des protéines, au

La syntheése protéique, qui suit et affine le contrdle
exercé lors de la transcription, représente une étape
importante de I'expression des génes [1]. Un contrdle
efficace de la traduction des ARNm aboutit a une
modulation rapide des quantités de protéines dans un
contexte temporel et spatial, a I’échelle de la cellule et
des tissus. La traduction se déroule classiquement en
trois phases : I'initiation, I’élongation et la terminaison.
Bien que des contrdles puissent s’appliquer a chacune
de ces trois phases, 'initiation de la synthése protéique
est une phase régulatrice primordiale de la synthése
protéique [2]. Parmi la machinerie complexe de la
traduction, le facteur elF4€ est une cible majeure de

cours de la gamétogenése, de la fécondation et du
développement embryonnaire de différents organismes
modeles (drosophile, nématode, oursin et xénope).

Controle de la traduction

Chez les organismes eucaryotes, I’extrémité 5’ non
traduite (5’UTR") des ARNm est coiffée par une molé-
cule de m’GTP (ol «m » est le groupe méthyle de la
guanosine positionnée sur le N). Cette coiffe facilite
le transport des ARNm du noyau vers le cytoplasme,
stabilise les ARNm [10] et, surtout, est essentielle pour
la traduction « dépendante de la coiffe » (cap-depen-

Article recu le 4 novembre 2005, accepté le 17 février 2006.
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“ Le déroulé des abréviations utilisées fait I'objet d’un glossaire (p. 513).
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dent) [11]. Uinteraction de cette coiffe m’GTP avec les
facteurs d’initiation permet de recruter en 5’UTR des
ARNm le complexe 43S, composé de la sous-unité 40S
du ribosome et du complexe ternaire (elF2/GTP/ARNt-
méthionine) initiateur. U'étape d’initiation fait intervenir au moins
onze facteurs protéiques [4], dont elF4E, elF4G et elF4A, qui forment
le complexe elF4F, une cible clé du contrdle de I'initiation de la tra-
duction.
Le facteur elF4€ est une protéine tres conservée chez les eucaryotes,
qui s’associe a la coiffe m’GTP des ARNm. Pour stimuler la synthése
protéique, elF4€ s’associe a elF4G, une protéine de haut poids molé-
culaire jouant le réle de plateforme pour recruter des partenaires tels
qu’elF4A; une ARN hélicase, et elF3, qui apporte le complexe 43S sur
’ARNm (Figure 1). Le facteur elF4G recrute PABP, une protéine qui,
liée a la queue poly (A) des messagers, relie ainsi les extrémités 3’ et
5’UTR et stabilise les complexes d’initiation [12]. Ce modéle en boucle

elF4E é_

Traduction
inhibée 4€-BP g;
P p
NVl
. Transduction
Stimulus =) ] =) FRAP/mTOR ==

Traduction
stimulée

elF4G g

@ Coiffe m’GTP en 5°UTR
P phosphorylation

Figure 1. Contréle de linitiation de la traduction dépendante de la coiffe dans
les cellules de mammiferes. Lorsqu’elFAE est lié a la protéine 4€-BP hypophos-
phorylée, la synthése protéique est inhibée. 'addition d’un stimulus (facteurs
de croissance ou insuline) aux cellules de mammiféeres déclenche une cascade
de phosphorylations impliquant la phospho-inositide (PI) 3-kinase, la protéine
kinase B/Akt et la kinase sensible a la rapamycine FRAP/mTOR, aboutissant a
I"hyperphosphorylation de 4€-BP et a sa dissociation d’elF4€. Celui-ci est alors
libre de recruter elF4G et de stimuler la synthése protéique. La protéine de pon-
tage elF4G s’associe a elF4A, une ARN hélicase, ainsi qu’a elF3, responsable du
recrutement du complexe 43S en 5’UTR de "ARNm. Le facteur elF4G est égale-
ment capable de recruter la protéine PABP, elle-méme associée a la queue poly
(A) des ARNm, formant ainsi le lien entre les régions 5’- et 3’UTR pour stimuler

la traduction.

M/S n® 5, vol. 22, mai 2006

permet d’expliquer la corrélation existant entre la poly-
adénylation et I’efficacité du recrutement des ARNm.
Bien que majoritaire, la traduction des ARNm dépen-
dante de la coiffe n’est pas I'unique mécanisme de
recrutement des ARNm dans les polysomes : certains le
sont par un mécanisme alternatif, qui permet I’entrée
directe du ribosome en 5’UTR [13]. Ce mécanisme est
fondé sur la présence de séquences IRES sur les ARNm
[14], séquences qui privilégient leur traduction dans
des conditions physiologiques particuliéres de la cel-
lule, notamment en mitose [15]. De méme, au cours
du développement embryonnaire de la drosophile, la
traduction des ARNm antennapedia et ultrabithorax est
hautement contrdlée par des séquences IRES [16].

Au cours de la régulation de la traduction dépendante
de la coiffe, la disponibilité d’elF4€ pour son partenaire
elF4G est un point essentiel. La petite protéine 4€-BP
inhibe de maniére compétitive I"association entre elF4€
et elF4G; chez les mammiféres, les trois protéines 4€-
BP1, -2 et -3 se lient a elFAE et sont capables d’inhiber
la traduction. €n revanche, un seul orthologue a, pour
I’instant, été décrit chez les invertébrés comme la
drosophile [17] ou Poursin [8]. Dans les cellules de
mammiferes en culture, le niveau de phosphorylation
des 4€-BP controle leur association a elF4€ : le facteur
4€-BP1 hypophosphorylé interagit avec elF4E, tandis
que son hyperphosphorylation provoque sa dissociation
d’elF4€. €n réponse a un stimulus hormonal du type
insuline ou facteurs de croissance, la phosphorylation
de 4€-BP1 est en aval d’une cascade de phosphoryla-
tion impliquant la phospho-inositide (PI) 3-kinase, la
protéine kinase B/Akt et la kinase sensible a la rapamy-
cine FRAP/mTOR (Figure 1).

L'état de phosphorylation de 4€-BP controle finement
son association avec elF4€ dans les cellules somatiques
de mammiféeres. Bien que majoritaire dans I’ensemble
des systemes étudiés, ce mécanisme post-traductionnel
n’est cependant pas le seul a intervenir dans le contréle
du complexe elF4€/4€-BP : ainsi, I"analyse des régula-
tions traductionnelles en réponse a la fécondation chez
I"oursin a permis d’identifier un mécanisme annexe et
efficace pour libérer elF4E de son répresseur.

Fécondation chez I’oursin

Chez I'oursin, la synthése protéique qui accompagne
les mécanismes d’activation induits par la fécondation
est indispensable a I'entrée dans le cycle cellulaire
et a la poursuite du développement embryonnaire.
U'augmentation de la traduction est indépendante de
la transcription, et le contrdle traductionnel s’exerce
principalement lors de Pinitiation (Figure 2).



La protéine elF4€ et I'inhibiteur 4€-BP sont présents dans
les ovules d’oursin [8]. Aprés la fécondation, 4€-BP,
rapidement dissocié d’elF4€, est dégradé [18]: cette
dégradation, qui représente un nouveau mécanisme de
régulation de la traduction identifié pour la premiére fois
chez 'oursin, pourrait étre impliqué dans des mécanis-
mes cellulaires tels que "apoptose [19] et la proliféra-
tion [20] des cellules de mammiféres. La dégradation de
4€-BP induite par la fécondation est sensible a I'inhibi-
teur de la kinase FRAP/mTOR, la rapamycine, qui inhibe
la premiéere division cellulaire. €nfin, la micro-injection
de peptides mimant le site d’association entre 4€-BP et
elF4€ dans les ovules affecte, de maniere similaire aux
effets de la rapamycine, la premiére division mitotique
de ’embryon d’oursin [21]. Ce résultat implique que la
libération d’elF4E de son répresseur 4E-BP est un évé-
nement nécessaire a I’entrée dans le cycle cellulaire de
I’embryon précoce d’oursin.

L’analyse des contrdles traductionnels au cours de
la gamétogeneése a permis d’identifier de nouveaux
acteurs qui, a Pinstar de 4E-BP, sont capables de
s'associer a elF4E et d’inhiber compétitivement son
interaction avec la protéine elF4G. De tels partenaires
pourraient influencer la traduction d’une population
d’ARNm nécessaires pour la gamétogenese, comme la
formation des spermatozoides chez le nématode.

Spermatogenése chez le nématode
Chez C. elegans, la spermatogenése commence aux

derniers stades larvaires : les spermatogonies prolife-
rent par mitose, puis entrent en méiose jusqu’au stade

pachyténe, pour former les spermatocytes primaires.

Ces derniers finissent leur premiére division méioti-

que pour donner les spermatocytes secondaires, puis

poursuivent une deuxieme division pour aboutir a des

cellules haploides, les spermatides. Celles-ci subiront une maturation
pour donner les spermatozoides.

Chez C. elegans, ou cing formes d’elF4€ ont été identifiées, le taux
d’elF4€ est élevé lors de la formation de spermatozoides [7]. Lune
des cing isoformes d’elF4€, IFE-1, interagit avec une protéine nommée
PGL-1. Cette interaction s’effectue dans les granules P, des structu-
res, riches en ARNm et en protéines, qui seraient déterminantes dans
la formation de la lignée germinale. Lorsque I’expression d’IFE-1 est
expérimentalement inhibée par interférence par ’ARN, il se produit un
retard dans la spermatogenése, et le sperme obtenu est déficient [7].
PGL-1 possede le site consensus d’association a elF4€, et I'isoforme
IFE-1 d’elF4€ ne peut plus interagir avec elF4G lorsqu’elle est liée a
PGL-1: I'interaction IFE-1/PGL-1, qui baisse a partir du stade pachy-
téne dans les spermatocytes primaires, permettrait la synthese, a un
instant précis, des ARNm spécifiques nécessaires a la formation des
spermatozoides. La protéine IFE-1 pourrait également jouer un rdle
indépendant de la traduction. Chez plusieurs organismes, elF4€ facilite
le passage d’ARNm spécifiques du noyau vers le cytoplasme, aprés son
entrée dans le noyau grdce au transporteur 46-T [22] : IFE-1 servirait
ainsi de navette pour apporter dans le cytoplasme, @ un instant donné,
des ARNm spécifiques de la spermatogenese, afin qu’ils puissent y étre
traduits [7].

Uexistence des répresseurs de la protéine elF4€ tels que 4€-BP et PGL-1
ne permet cependant pas d’expliquer comment ce facteur général de
la traduction peut controler la traduction d’un ARNm spécifique, ou
d’une population d’ARNm. €n effet, elF4€ ne posséde pas d’activité
intrinseque lui permettant de recruter un ARNm donné. L'étude de
régions cis régulatrices situées en 3’UTR de différents ARNm, ainsi
que I'identification de nouveaux partenaires d’elF4€

Fécondation

|

4E-BP — 4D@P

FRAP/mTOR
|
Ovule en G1 =) €Entrée en mitose
elF4€ elF4€ P P
4E-BP ?
P

Traduction inhibée

Traduction stimulée

au cours du développement embryonnaire ont permis
d’apporter des éléments de réponse a cette question
importante pour la connaissance des mécanismes de la
régulation de I’expression des génes.

Traduction et facteurs trans/cis régulateurs

Le lien que forme le complexe elF4€/elF4G entre les
régions 5’ et 3’UTR stimule I'activité de traduction des
ARNm. A Pinverse, la fixation d’un facteur protéique
trans-régulateur négatif sur une région cis-régulatrice
d’un ARNm affecte sa traductibilité.

Dans I"’embryon de drosophile, ’ARNm codant pour la

Figure 2. Dégradation de 4€E-BP en réponse a la fécondation chez [oursin. Chez
Ioursin, avant la fécondation, elF4€E est lié a 4E-BP. La fusion des gametes
active la kinase FRAP/mTOR : le répresseur 4€-BP est alors rapidement phos-
phorylé et dégradé. Apres fécondation, elF4E est disponible pour des partenai-
res, encore non identifiés, qui permettront de stimuler la synthése protéique
dépendante de la coiffe des ARNm.
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protéine Bicoid est localisé, et sa traduction spatiale-
ment contrdlée, dans la région antérieure. Un élément
de réponse de la protéine Nanos est présent dans la
séquence 3’UTR de bicoid et cette région est capable de
lier Pumilio [23], suggérant une régulation traduction-
nelle de bicoid. La protéine Bicoid est non seulement un
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facteur de transcription a homéodomaine, qui controle
la transcription de genes de segmentation, mais aussi
un régulateur traductionnel de caudal: elle interagit
avec la région 3’UTR de caudal, et cette interaction est
nécessaire a la répression de I'expression de la protéine Caudal dans
la partie antérieure, ’ARNm caudal étant uniformément réparti dans
I’embryon.
Une séquence cis-régulatrice similaire a celle présente dans bicoid est
également trouvée dans la région 3’UTR de I’ARNm codant pour la pro-
téine GLP-1 [24] de C. elegans. UARNm glp-1 code pour un récepteur
de type Notch, qui intervient dans la voie de transduction en réponse
aux interactions entre cellules et permet la spécification des axes
dorsoventral et gauche-droite de I’embryon [25]. PARNm glp-1 est
soumis a au moins deux niveaux de contrdle traductionnel : un niveau
temporel, la traduction de glp-1 étant inhibée dans les ovocytes et
juste apres la fécondation, puis activée aprés la premiere division,
et un niveau spatial, glp-1 n’étant traduit que dans les blastomeéres
antérieurs (sa traduction est inhibée dans les blastoméres posté-
rieurs). La région cis-régulatrice similaire a I’élément de réponse de
Nanos observé chez la drosophile serait impliquée dans la répression
de la traduction de glp-1 : I’établissement de la polarité embryonnaire
pourrait donc comporter des mécanismes de contrdle traductionnel
conservés au cours de I"évolution.
Pextrémité 3’UTR d’un ARNm est
donc susceptible d’influencer le recrutement de celui-ci par la machi-
nerie de traduction ; le fait que I'initiation de la traduction s’effectue

Un signal cis-régulateur localisé a

Progestérone
!
Prophase | -) Métaphase II
elF4€ elF4E PABP é
Muslune elF4G
Cycline B —AAA Muskm PSF g

CPE

Traduction inhibée Traduction stimulée

Figure 3. Poly-adénylation et recrutement d’ARNm au cours de la maturation
méiotique de I"ovocyte de xénope. Dans I"ovocyte de xénope, avant la matu-
ration méiotique induite par la progestérone, la traduction est réprimée par
la protéine Maskine, qui limite le recrutement d’elF4G sur elF4€. La Maskine
est également liée a la protéine CPEB, qui interagit en 3’UTR avec des ARNm
tels que celui codant pour la Cycline B. La progestérone induit la reprise des
syntheses protéiques apres induction d’une voie de phosphorylation de la CPEB
et de la Maskine. La phosphorylation de la CPEB stabilise I"association du CPSF,
qui recrute PAP, polymérase responsable de I'allongement de la queue poly (A)
de ’ARNm. La protéine PABP s’associe a la queue poly (A) nouvellement syn-
thétisée, ainsi qu’au facteur elF4G, ce complexe déplagant la Maskine d’elF4€ :
la protéine elF4G associée a elF4€ peut alors participer au recrutement d’ARNm

contrdlé de maniére dépendante de la coiffe.
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en 5’UTR de I’ARNm suggere qu’il existe une communica-
tion entre les deux extrémités de I’ARNm, ce qui est en
accord avec le modele en boucle décrit précédemment.
De nouveaux acteurs, impliqués dans le controle tra-
ductionnel de protéines jouant un role clé dans des
étapes importantes de la maturation méiotique ou de la
polarité antéropostérieure (A-P) des embryons, ont été
identifiés. Ces acteurs contrdlent la traduction d’ARNm
définis en associant le mécanisme commun d’inhibition
compétitive d’elF4G avec elF4E a un mécanisme d’an-
crage spécifique sur ces ARNm, via des facteurs trans-
et cis-régulateurs.

Maturation méiotique
de I’ovocyte chez le xénope

A issue de 'ovogenése, les ovocytes ne sont pas systé-
matiquement préts a la fécondation; ils doivent fran-
chir une succession d’étapes, finement contrélées, qui
aboutit a un gamete femelle mature : ’ensemble de ces
événements est appelé la maturation méiotique.
L'ovocyte de xénope est naturellement bloqué en pro-
phase de la premiére division méiotique (prophase 1).
La reprise des divisions est induite par la progestérone,
qui provoque I’entrée de I'ovocyte dans le cycle cellu-
laire jusqu’au stade métaphase de la seconde division
méiotique, stade auquel la méiose est a nouveau
bloquée, jusqu’a la fécondation. Cette entrée dans le
cycle cellulaire induit une augmentation de I"activité de
synthése protéique nécessaire pour le déroulement des
étapes de la maturation méiotique.

La poly-adénylation cytoplasmique de ’ARNm est un méca-
nisme hautement contrdlé au cours de la maturation méio-
tique de I'ovocyte, ainsi qu’au cours du développement
embryonnaire [26]. La poly-adénylation requiert deux élé-
ments présents en 3’UTR: un hexanucléotide AAUAAA et un
CPE, dont la séquence consensus est U,_¢A;_,U. Cette derniere
est portée par les ARNm des protéines telles que Mos, la
Cycline Bl et les kinases Weel et Aurora. Dans les ovocytes
en prophase |, la Maskine, identifiée comme un nouveau
partenaire d’elF4€, inhibe la synthese protéique en empé-
chant la formation du complexe elF4€/elF4G. Dans le méme
temps, elle est associée a la protéine CPEB (Figure 3). Aprés
stimulation par la progestérone, la protéine CPEB est phos-
phorylée par la kinase Aurora, ce qui stabilise la fixation
du facteur CPSF en 3’UTR: celui-ci recrute la polymérase
PAP, responsable de I'allongement de la queue poly (A)
en 3’UTR. La protéine PABP interagit avec la queue poly
(A) nouvellement synthétisée et avec elF4G. Le complexe
tend a déplacer la Maskine d’elF4€, et la phosphorylation
de la Maskine par cdkl diminue son affinité pour elF4€. Le
retrait de la Maskine d’elF4€ laisse ainsi la place a elF4G,



qui recrute alors les partenaires impliqués dans la synthese
des protéines nécessaires @ la maturation méiotique [27].

A
ARNm oskar ARNm nanos
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Figure 4. elF4€ et polarité embryonnaire. A. Contréle traductionnel d’ARNm
spécifiques par inhibition compétitive du complexe elF4€/ elF4G et ancrage via
des facteurs trans- et cis-régulateurs. 'axe antéropostérieur de la drosophile
nécessite la formation de gradients des protéines Oskar et Nanos. UARNm
oskar est préférentiellement localisé dans la région postérieure des embryons,
tandis que ’ARNm nanos se retrouve sur toute la surface embryonnaire. Le
contrdle traductionnel est essentiel dans les deux cas pour s’assurer que les
deux protéines ne s’exprimeront que dans la région postérieure. Le facteur
elFAE se lie a Cup, qui elle-méme fixe des partenaires, Bruno ou Smaug, pour
former des complexes spécifiques avec les ARNm oskar et nanos en 3’UTR. Ces
associations, qui inhibent la formation de complexes elF4€/elF4G, doivent étre
rompues localement pour permettre aux protéines d’étre synthétisées au bon
endroit. B. Contrdle traductionnel d’un ARNm spécifique par un mécanisme de
liaison compétitive a la coiffe. ARNm caudal est présent dans tout "embryon,
alors que sa protéine n’est exprimée que dans la région postérieure. Cette régu-
lation fait intervenir 4EHP, une protéine homologue a elF4€, qui d’un coté fixe la
coiffe m’GTP pour entrer en compétition avec elF4€, et de I’autre s’associe avec
Bicoid, capable de reconnaitre spécifiquement "ARNm caudal sur la séquence
BBR. Ce complexe inhibe la synthese de Caudal dans la majorité de I"embryon.
U'absence de Bicoid dans la région postérieure permet la production localisée

de la protéine Caudal.
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La maturation méiotique permet donc d’illustrer le
lien entre la poly-adénylation active d’un ARNm et

son recrutement efficace au sein de la

machinerie de la traduction. Le dévelop-

pement embryonnaire de la drosophile, en aval de con-
troles transcriptionnels importants, requiert lui aussi
des mécanismes de controles traductionnels sophisti-
qués pour la mise en place des axes embryonnaires.

Mise en place des axes embryonnaires
chez la drosophile

Sans négliger I'importance incontestée des mécanis-
mes de contrdle de I’expression des ARNm intervenant
en amont de la traduction, le contréle de la synthése
protéique est primordial pour I’établissement de la
polarité embryonnaire A-P chez la drosophile. 'ARNm
oskar s’accumule transitoirement dans la partie anté-
rieure de I’embryon avant d’étre relocalisé, par un
mécanisme dépendant des microtubules, dans la partie
postérieure, ol s’effectue sa traduction [28]. Pour
s’assurer que la protéine sera uniquement synthétisée
a l'arriere de I’embryon, la traduction est réprimée
dans la région antérieure par 'intervention de Cup.
Possédant le site consensus d’association a elF4€,
cette protéine est capable d’empécher I'interaction
d’elF4€ avec elF4G (Figure 44). Ce mécanisme implique
la fixation de la protéine Bruno sur des séquences BRE
en 3’UTR de I"ARNm oskar ; Bruno recrute alors Cup, et
forme un complexe qui inhibe la traduction d’oskar. Au
pdle postérieur des embryons, ce complexe est rompu
par un mécanisme encore peu compris: la protéine
Cup pourrait étre phosphorylée a la maniere des 4€-BP
pour se dissocier d’elF4€ et laisser la place a elF4G; la
protéine elF4G pourrait également recruter des parte-
naires permettant de dissocier I'interaction entre Cup
et elF4€ [28]; enfin, la levée de I'inhibition pourrait
étre le résultat d’un allongement de la queue poly (A)
de ’ARNm oskar qui, par un mécanisme similaire a celui
de la rupture du complexe elF4€/Maskine, permettrait
de déstabiliser le complexe elF4€/Cup [29].

De fagon similaire, la protéine Nanos n’est présente
qu’au pdle postérieur des embryons. Or, seulement 4 %
des ARNm nanos se concentrent au pdle postérieur:
il existe donc un systeme qui réprime la traduction de
ces ARNm dans le reste de I"embryon. UARNm nanos
posséde une séquence TCE de 90 nucléotides en 3’UTR.
Celle-ci est formée de deux structures «tige-boucle »
permettant de recruter des facteurs inhibiteurs de la
traduction [30]. La structure est capable de recruter
Smaug, une protéine qui, comme Bruno précédem-
ment, posséde un site de liaison pour Cup. Ce complexe
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elF4€/Cup/Smaug inhibe la traduction de nanos dans I’embryon de
drosophile (Figure 4A). Cependant, les ARNm nanos localisés au pdle
postérieur doivent étre traduits, et la répression doit donc étre annu-
Iée : le mécanisme de dérépression, encore peu connu, nécessiterait la
localisation postérieure d’Oskar, cette derniere étant capable de fixer
Smaug et d’inhiber ainsi son interaction avec Cup. La protéine Oskar
séquestrerait ainsi Smaug et permettrait la synthese locale de Nanos
[31]. Par la suite, Nanos se fixe sur deux autres protéines, et exerce
un effet inhibiteur sur la synthése de Hunchback en région postérieure,
pour déterminer la polarité embryonnaire.

’ensemble des mécanismes de controle de la traduction illustrés pré-
cédemment fait intervenir globalement un mécanisme commun d’in-
hibition compétitive de la protéine elF4G par des protéines capables
d’associer elF4€ sur un site consensus de liaison. Récemment identifié
dans I’embryon de drosophile, un mécanisme de contréle compléte-
ment différent vient compléter les possibilités de modulation de la
traduction dépendante de la coiffe d’un ARNm spécifique.

4EHP, un antagoniste d’elF4€
impliqué dans le contréle de I’expression
de Caudal chez la drosophile

La mise en place de I’axe A-P nécessite également I’expression localisée du
geéne caudal dans la partie postérieure des embryons, alors que son ARNm
est présent de fagon homogéne sur toute la surface embryonnaire. Cette
régulation traductionnelle, indispensable pour la localisation précise de
la protéine Caudal, fait intervenir les protéines 4€HP et Bicoid, qui vont
réprimer la traduction de ’ARNm caudal dans la région antérieure. La
protéine 4EHP, tout comme elF4€, est capable de lier la coiffe m’GTP des
ARNm, mais pas elF4G. Si les deux protéines liant la coiffe sont réparties
uniformément dans les embryons, Bicoid n’est présente que dans la région
antérieure, résultat de la localisation spécifique de son ARNm [32]. De par
sa répartition, la protéine Bicoid se fixe sur une séquence BBR en 3’UTR de
I’ARNm caudal uniquement dans la région antérieure (Figure 4B), ol elle
participe a I'inhibition traductionnelle de caudal.

Dans un premier temps, Bicoid avait été identifiée comme s’associant
a elF4€ [33]. Récemment, il a été démontré que la protéine Bicoid
n’interagit pas avec elF4€, mais s’associe a la protéine homologue
4€HP [34]. Elle favorise donc la fixation de 4EHP sur PARNm caudal au
détriment d’elF4€ dans la région antérieure de "embryon. La protéine
4€HP étant incapable de recruter elF4G, "ARNm caudal n’est pas tra-
duit dans la région antérieure. La protéine 4€HP, inhibiteur spécifique
de caudal, représente une nouvelle stratégie pour inhiber efficace-
ment la traduction d’un ARNm défini.

Conclusions

Les différents exemples cités précédemment soulignent I'importance
de la régulation traductionnelle dans différentes étapes décision-
nelles du développement embryonnaire. Les niveaux de contréle de la
disponibilité d’elF4€E, qui vont des régulations post-traductionnelles
de répresseurs généraux, comme 4€-BP (phosphorylation et dégrada-
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tion), a I’identification de nouveaux partenaires tels
que Cup ou Bicoid, ameénent a porter un regard nouveau
sur la synthese protéique. Nous avons volontairement
limité notre argumentation au role central d’elF4E et
de ses partenaires, mais il est important de noter que,
en aval du recrutement du 43S, d’autre mécanismes
traductionnels, affectant notamment le balayage du
43S en 5’'UTR [35], la réunion des deux sous-unités
ribosomiques [36, 37] ou encore I’élongation [38], sont
susceptibles de moduler la production d’une protéine.
Le controle du développement embryonnaire a souvent
été réduit a I'expression de génes « maitres », corres-
pondant a des facteurs de transcription. Cette vision
réduisait les acteurs de la machinerie traductionnelle
a des genes «de ménage », seulement impliqués dans
la traduction des ARNm présents. LUefficacité de la
régulation traductionnelle et Iidentification d’acteurs
a double role au niveau de la transcription et de la tra-
duction [39], tel Bicoid, démontrent que chaque niveau
de la régulation des génes est capital. Ainsi, les régu-
lations traductionnelles peuvent toucher I’expression
de facteurs de transcription permettant a leur tour de
synthétiser de nouveaux ARNm a traduire. Les « valets »
controleraient alors les « maftres »... La connaissance
de ces réseaux et des régulations affectant les fac-
teurs de traduction, ainsi que la recherche de nouveaux
acteurs, se révelent donc essentielles a la compréhen-
sion des premiers instants de la vie. ¢

SUMMARY

elF4€ and developmental decisions:

when translation drives the development

Regulation of mRNA translation is an important regula-
tory step in gene expression. During embryonic develop-
ment, mRNA translation is tightly regulated to produce
the protein at the right place, at the right time. The
eukaryotic initiation factor 4€ (elF4€) is a major target
for the regulation of cap-dependent translation, that
plays a key role during embryogenesis including game-
togenesis, fertilization and establishment of embryonic
axes. In this review, we describe recent advances illus-
trating the importance of the translational regulator
elF4€ and its partners in developmental decisions. ¢
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GLOSSAIRE

4€-BP : e/F4€-binding protein

4EHP : elF4€ homologous protein

4-ET: elF4€ transporter

5’UTR : 5’untranslated region

BBR : Bicoid binding region

BRE : Bruno responsive element

CPE : cytoplasmic polyadenylation element

CPEB : cytoplasmic polyadenylation element binding protein
CPSF : cleavage and polyadenylation specificity factor
elF4E : eukaryotic initiation factor 4€

FRAP/mTOR : FKBP12-rapamycin associated protein/mammalian target
of rapamycin

GLP-1: germ-line proliferation defective-1

IRES : internal ribosome entry site

PABP : poly(A) binding protein

PAP : poly (A) polymerase

PGL-1: P granule abnormality-1

TCE : translational control element
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L’importance des mécanismes de régulations au achudeveloppement est démontrée
par le nombre croissant d’articles publiés surujetsEn effet, en plus des mécanismes décrits
dans cette revue 1, la régulation traductionneitervient a d’autres niveaux présentés ci-

dessous.

Traduction et gamétogenése

Deux études récentes effectuées sur la drosogindeentent le réle d’elF4Gll dans la
spermatogenése (Baker et Fuller, 2007 ; Franklimbnt et al, 2007). elF4GIl ne posséde pas
le site consensus d'association a elF4E mais seuret en complexe de fagon directe ou
indirecte avec elF4E aprés expression cellulaireinetunoprécipitation. Les mutants
d’elF4GIl sont viables mais contrairement aux fdeglles males sont stériles. elF4AGII est
nécessaire aux divisions méiotiques des sperma®cgh régulant la synthese de cycline B et

de Twine (Cdc25 phosphatase), ainsi qu’a la difféiaion des spermatides.

Il existe une forme d'elF4E spécifigue de la gargétese et du développement
précoce. En effet, elF4E-1b se retrouve chez diffias especes telles que le zébrafish
(Robalino et al, 2004), la souris (Evsikov et &0@&) et le xénope. L’ARNmM codant pour cette
protéine n’est présent que dans les étapes prédoceéveloppement. Chez le xénope, elF4E-
1b a été découvert lors dune recherche des pamsnade CPEB1 (Cytoplasmic
Polyadenylation Element Binding protein 1), conpaeir réguler la polyadénylation. Il existe
3 formes d'elF4E présentes dans les ovocytes, elldEst la forme la plus courte, elle
posséde tous les sites nécessaires pour interagc & coiffe et avec elF4G mais
contrairement a la forme elF4E-1a, elle interagiblement avec la coiffe et pas du tout avec
elF4G. La structure d’elF4E-1b avec et sans lafeodst similaire & celle d’elF4E-1a et ces
différences d’affinité sont pour l'instant inexpliées. elF4E-1b intervient dans la répression de
la traduction permettant de réguler la maturaties dvocytes puisque I'injection d’anticorps
dirigés contre elF4E-1b, dans les ovocytes de x&napcélére la maturation méiotique. Son
seul partenaire connu est 4E-T mais l'interactisihirdépendante du site consensus Yxx&xL
(Minshall et al, 2007). En plus d’elF4E-1b et 4EdE, nombreuses protéines ont été retrouvées
par co-immunoprécipitation avec CPEB1 dans les yescde xénope : une ARN hélicase
Xp54 et des protéines capables de se lier aux ARNDO et RAP55 (RNA Associated Protein
55).
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Les études sur (Rlegansindique un réle d’elF4G dans I'ovogenese (Conserhal,
2008). Il existe un seul géne qui code pour elF#€zde nématode &legans(ifg-1) mais
deux isoformes sont synthétisées : p170 et p130prb&éine la plus longue est capable de
s’associer a elF4E, contrairement a p130 qui cohtiee région N-terminale plus petite. Des
expériences de déplétion spécifique de pl170 pariRRNA interference) montrent que cette
isoforme longue est nécessaire a la progressiontigde des ovocytes. Cette déplétion est
aussi suffisante pour augmenter la production @éépres intervenant dans I'apoptose telles
que CED-1 (CEIl Death abnormal-1 : récepteur traerabranaire indispensable a l'ingestion
des corps apoptotiques) et CED-4 (CEll Death ababri: orthologue de Apaf 1 des
mammiféres, composant l'apoptosome). L'utilisatide vers homozygotegyf-1 (-/-) ne
possédant aucune des deux isoformes démontre &ssitc d’elFAG dans la prolifération

mitotique des cellules germinales a I'origine desaytes.

Traduction et développement précoce

Bien que le facteur elF4E soit exprimé dans beguc@utypes cellulaires eucaryotes, il
fonctionne aussi de maniére tissu spécifique. Dedyaes d’hybridation in situ faites chez le
zébrafish suggerent qu’elF4E régulerait la synthgsetéique lors de Il'ovogenese, la
gastrulation et I'érythropoiése (Fahrenkrug et1#199). Par exemple, aprés la gastrulation,
I'expression d’elF4E est enrichie dans le mésoderareARNmM présent a cet endroit est peut
étre traduit spécifiguement grace a elF4E. D’autnemmples confortent le réle d’elF4E dans
une traduction au niveau du mésoderme. (Klein dtdvie1994). L'injection d’ARNm codant
pour elF4E dans des explants ectodermiques d'embryle xénope induit un phénotype
mésodermique et la production de marqueurs mésdigieesn en passant par une voie
dépendante de ras et d'un récepteur fHGransforming Growth Factop). Les auteurs
montrent que cette surexpression d'elF4E ne stirpake la synthése protéique globale mais
augmente la traduction spécifigue de certains ARBbmme I'activine, un inducteur du

mésoderme (Klein et Melton, 1994).

Chez l'oursin, les transcrits des facteurs elF4GeBt4A présentent des profils
d’expression spécifiques. Dans les étapes précdsesmnt répartis de fagcon homogene dans
les blastoméres. En blastula, ils apparaissentisésaau pble apical, vers le blastoceele, dans
toutes les cellules. De maniére remarquable, ale gastrula, les transcrits sont localisés a la

base de I'archentéron. L'analyse plus précise dedalisation des ARNm d’elF4G a l'aide
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d’agents chimiques suggere une implication d’elf#@s la différenciation de I'endoderme a

la base de I'archentéron (communication persoertslV. Costache)

Traduction et différentiation

Contrairement a PML qui s’exprime dans tous less$ypellulaires, I'expression de
PRH (Proline Rich Homeodomain), aussi connue seusdm de Hex (Hematopoietically
expressed homeodomain), se limite aux cellules oigés, aux poumons, au foie et a la
thyroide (Hromas et al, 1993 ; Martinez-Barberale®2000). PRH interagit avec elF4E dans
les corps nucléaires des cellules monocytaires UF8pisirovic et al, 2003). Tout comme
elF4E et PML, ces corps nucléaires elFAE / PRH perturbés par ajout de coiffe’GiTP.
PRH, lorsqu’elle est nucléaire, inhibe le transmarta cycline D1 dépendant d’elF4E et inhibe
la transformation induite par elF4E. PRH seraitaon régulateur tissu — spécifique d’elF4E.
Les auteurs de ces résultats ont également réalis® recherche des protéines a
homéodomaines possédant le site consensus d'associeelF4E. Sur 803 protéines, 199 ont
au moins un site Yxxxx@® (Topisirovic et al, 2003). C’est le cas de HOXA®Mmeobox A9),
protéine impliquée dans la leucémogénese (Topisirev al, 2005). Contrairement a PRH,
HOXA9 est un stimulateur de l'activité d’elF4E ddegransport des ARNm du noyau vers le
cytoplasme. En fait, HOXA9 est capable de dépld&ieH des corps nucléaires pour venir
interagir avec elF4E et stimuler le transport nadagtoplasmique des ARNm de la cycline D1
et de 'ODC. Cette compétition entre HOXA9 et PRbur elF4E est tres importante pour
contrbler la prolifération cellulaire, le développent et la différentiation. Ceci constitue un
nouveau mécanisme de régulation d'elF4E par intierac avec des protéines a
homéodomaines inhibitrices ou stimulatrices. Despltes résultats mettent en évidence un
nouveau réle pour les protéines a homéodomainegmuiehors de leur rbéle bien connu de
facteurs de transcription, sont capables de modidgpression des géenes au niveau post

transcriptionnel (Topisirovic et al, 2003).

L’association d’elF4E avec différents partenairesrnpet de réguler la synthése
spécifique de certaines protéines et cela de fdgoalisée au cours du développement
embryonnaire. Ces mécanismes ont été étudiés cheadrokophile, dans le contrble des
protéines déterminant la polarité embryonnaire. tégulations concernant Oskar, Nanos et
Caudal sont présentées dans la revue 1 (Oulheoreti€r, 2006). Il a été montré récemment

que l'expression de Hunchback est régulée pasftiine 4E-HP (elF4E de la classe 2), de

72



facon similaire a Caudal. 4E-HP se lie a la caifi@is elle est incapable de fixer elF4G. 4E-HP
inhibe ainsi la production de Hunchbadkig 23). Alors que '’'ARNm est localisé de fagon

homogéene a travers les embryons, la protéine Hwuothlke retrouve uniqguement au pole
antérieur (Vardy et Orr-Weaver, 2007). La traductile Hunchback est réprimée au pole
postérieur par un complexe formé de trois protéirfdsmilio, Nanos et Brain Tumor. Pumilio

s’associe a la région 3'UTR de 'ARNm HunchbackBeain Tumor s’associe a 4E-HP. Sa
traduction est également contrélée par déadénglatio

Au pole postérieur

e
G
ARNmM @f

AAAA
Hunchback NRE

Figure 23: Détermination des axes embryonnaires padE-HP chez la drosophile.
L’ARNmM hunchback contient une séquence NRE (NamrepoRse Element) qui recrute un
complexe formé de Pumilio, Brain Tumor (Brat), einbs (Nos) et qui fixe 4E-HP pour

inhiber la traduction au p6le postérieur.

Vasa est une ARN hélicase, c’est une protéine a IDEBAX comme elF4A. Elle
intervient au cours du développement embryonndiez ¢a drosophile en régulant 'expression
d’ARNm spécifiques tel qugurken et oskar qui participent a la détermination des axes de
polarité. Ces deux ARNmM possédent une séquencefigpéccapable de lier Bruno. Vasa
interviendrait dans le relargage de Bruno/Cup pliagrer elF4E et permettre la synthése
protéigue. L'interaction de Vasa avec un autrediactd’initiation, elF5B, est indispensable a
cette régulation (Johnstone et Lasko, 2004). Daasitoup d’espéces, Vasa est un marqueur
des cellules germinales primordiales. Bien qu’audéterminant de lignée germinale n’ait été
trouvé chez I'oursin, Vasa présente une localisgparticuliere dans les embryons (Voronina
et al, 2008). Alors que 'ARNm de Vasa se retrolwealisé de facon uniforme dans les
premiers stades de développement embryonnaireptéipe se situe au niveau des micromeres

des leur apparition au stade 16 cellules puis st&eiat aux petits micromeres a la division
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suivante. Cette régulation de I'expression faieinénir les micromeres eux méme puisque leur
retrait au stade 16 cellules entraine une expressitopique de la protéine Vasa.f-aaténine
est aussi un élément important dans ce processur!eSt qu’a partir de la gastrula que I'on

retrouve un profil similaire de localisation en&kBNm et protéine (Voronina et al, 2008).

1-4-3- Traduction et cycle saisonnier

La phosphorylation de 4E-BP1 est finement contr@eur réguler la synthése
protéigue. C’est aussi le cas pour I'écureuil chakz I'état de phosphorylation de 4E-BP1
peut varier en fonction des saisons (Van Breuketeal, 2004). En été, on ne trouve pas de
4E-BP1 dans le foie des écureuils, la traductidrseslement régulée en fonction de I'état de
phosphorylation d’elF4E. En hiver, lorsque les écils hibernent, il y a une alternance entre
des phases de torpeur dans lesquelles la temp@iiurorps se rapproche de la température
externe et des phases de réchauffement ramenthjgérature du corps a 37°C. Lors de la
torpeur, 4E-BP1 est hypophosphorylé et inhibedduction mais lors des réchauffements du
corps, 4E-BP1 est hyperphosphorylé pour permet&e synthétiser des protéines. La
régulation de linitiation de la traduction permainsi de moduler le métabolisme pour

survivre en hiver.

1-4-4-Traduction et systéme nerveux

L’étude des régulations traductionnelles dansyktesne nerveux est assez récente
mais il est maintenant accepté que la synthésedigtmt est nécessaire a la plasticité
synaptique et a la mémoire. Ces deux mécanismbgirtcune phase précoce qui dépend de
modifications de protéines pré-existantes et ures@hardive qui nécessite la synthése de
nouvelles protéines (Klann et al, 2004 ; Costa-Mhttet al, 2005). Une perte de ces
régulations peut entrainer des maladies trés gtalles que la perte de matiere blanche dans
le cerveau des nouveaux-nés. C’est I'exemple d&N (Vanishing White Matter Disease),
maladie dans laquelle le facteur elF2B est muténgbrth 2005). Certains résultats
suggeérent que la régulation de la synthése pratépgu 4E-BP est trés importante dans le
systeme nerveux central (Richter et Sonenberg,)2@@5nouvelles données en neurobiologie
apparaissent avec la délétion spécifique de 4E-BR; des souris knock-out : cela entraine

des défauts d'apprentissage, de mémorisation ettrendimportance de la traduction
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dépendante de la coiffe dans I'hippocampe (Bankad, &005). De plus, cette délétion de 4E-

BP2 induit aussi une altération des comportemédmdz ta souris (Banko et al, 2007).

elF4E est aussi modifiée dans les mécanismes li@p@rentissage et a la mémoire.

En effet, comme le montre Kelleher en utilisant desiris mutées produisant une forme
dominante négative de MEK1, elF4E est phosphorgté80 minutes dans I'hippocampe par
une voie de signalisation dépendante de ERK enns&p@ une stimulation neuronale
provoquée par la peur (Kelleher et al, 2004). DaspkIF4E pourrait réguler la synthése
protéigue en fonction de ses partenaires. Par eeemapNeuroguidine est impliquée dans la
formation du tube neural au cours du développengenxénope. Dans les neurones de
mammiféres, cette protéine peut s’associer a elédk CPEB, cela pourrait permettre de
contrdler la traduction d’ARNm spécifiques impliguéans le développement neuronal (Jung
et al, 2006).

D’autres facteurs d'initiation sont modifiés damesslystéme nerveux. En utilisant des
souris hétérozygotes el&2™>>'*, I'équipe de N. Sonenberg a démontré I'importadeda
phosphorylation de elfé2dans la plasticité synaptique a long terme et dansiémoire
(Costa-Mattioli et al, 2007). Linhibition de la plphorylation d’elF@ chez ces souris
entraine une augmentation de la plasticité synaptigde la mémoire spatiale, du
conditionnement a la peur. De plus, dans I'hippgoande souris sauvages, edF2st
rapidement déphosphorylée apres un conditionneraeld peur et l'inhibition de cette
déphosphorylation par injection de salubrinal lanita mémoire a long terme. La
phosphorylation d’elF2 supprime la synthése protéique globale mais sérfeutraduction de
ATF4 (Activating Transcription Factor 4) (Harding &, 2000), un facteur de transcription
impliqué indirectement dans la répression I'expesges genes liés a la plasticité synaptique

et a la mémoire.

Il existe deux types de transmission synaptiqaerelargage de neurotransmetteurs
peut étre induit soit par potentiels d’action siét maniére spontanée lors de transmissions
synaptiques « miniatures » encore appelées « mjinisdépendamment des potentiels
d’action (Sutton et al, 2007). Le facteur d’élonigateEF2 est touché differemment dans ces
deux cas au niveau des dendrites post-synaptiQuedrairement aux potentiels d’action qui
provoguent la déphosphorylation de la Thr 56 d’eH&2 minis augmentent significativement

la phosphorylation de ce résidu dans les dendeitéshibe localement la synthese protéique.
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Cette inhibition de I'élongation pourrait s’expligupar deux hypotheses. D’abord, quelques
études ont montré gu’'une réduction du taux d'éltingapouvait limiter les erreurs de
traduction (Abraham et Pilh, 1983), ensuite, celaurpit permettre de traduire

spécifiguement certains ARNm (Scheetz et al, 2000).

1-4-5- Intérét des modéles marins pour étudier lardduction

L’étude des organismes marins nous apporte beautmfprmations sur la diversité
des mécanismes traductionnelles qui existent atsadw développement. Ces données sont
présentées dans la revue 2 (Oulhen et al, 2007).
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RESUME

La régulation de I’expression des génes est cruciale
pour la survie des organismes, chaque étape doit étre
finement régulée, depuis les génes jusqu’a la forma-
tion des protéines. Les ARNm peuvent étre stockés
dans une cellule sans étre traduits automatiquement.
Cela permet a la cellule de réagir rapidement pour
produire les protéines nécessaires au bon endroit et
au bon moment en régulant I’étape de traduction. La
cellule dépense beaucoup d’énergie pour synthétiser
des protéines, il est essentiel de controler ces proces-
sus en fonction des besoins cellulaires. L’étape d’ini-
tiation de la traduction représente une étape régula-
trice importante dans I’expression des génes. Elle fait
intervenir de nombreux facteurs protéiques capables
de se lier aux ARNm et de recruter différents parte-

naires pour inhiber ou stimuler la synthése protéique.
Les océans contiennent une diversité d’organismes
qui constituent d’excellents modéles pour étudier les
bases de I’expression des génes au niveau de la tra-
duction. Ces organismes ont permis d’étudier des
mécanismes de régulation traductionnelle dans diffé-
rents processus physiologiques : cycle cellulaire (méiose
lors de la maturation méiotique de 1’étoile de mer,
mitose en réponse a la fécondation chez I’oursin), et
de mieux comprendre le fonctionnement du systéme
nerveux (aplysie). Toutes ces données permettront de
trouver de nouveaux acteurs indispensables a la régu-
lation de la traduction et de fournir de nouvelles
cibles de thérapie dans la lutte contre les maladies
chez ’Homme.

SUMMARY Gene expression regulation at the translational level: contribution of marine organisms

Gene expression regulation is crucial for organism
survival. Each step has to be regulated, from the gene
to the protein. mRNA can be stored in the cell
without any direct translation. This process is used by
the cell to control protein synthesis rapidly at the
right place, at the right time. Protein synthesis costs
a lot of energy for the cell, so that a precise control
of this process is required. Translation initiation
represents an important step to regulate gene expres-
sion. Many factors that can bind mRNA and recruit
different partners are involved in the inhibition or sti-
mulation of protein synthesis. Oceans contain an

important diversity of organisms that are used as
important models to analyse gene expression at the
translational level. These are useful to study transla-
tional control in different physiological processes for
instance cell cycle (meiosis during meiotic matura-
tion of starfish oocytes, mitosis following fertilization
of sea urchin eggs) or to understand nervous system
mechanisms (aplysia). All these studies will help fin-
ding novel actors involved in translational control
and will thus be useful to discover new targets for
therapeutic treatments against human diseases.

REGULATION TRADUCTIONNELLE

L’expression des geénes est finement régulée tout au
long de la vie d’un organisme. Chaque gene doit s expri-
mer au bon moment et au bon endroit. Toutes les étapes
sont rigoureusement contrdlées depuis le géne jusqu’a la

formation de la protéine correspondante. Lors de la trans-
cription, I’ADN donne un ARNm. Cet ARNm va ensuite
subir des modifications (épissage, ajout d’une coiffe
m’GTP et d’une queue polyA, transport,...) avant de don-
ner une protéine lors de la traduction. La synthése pro-
téique est parmi les dernieres étapes de la régulation,
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elle permet de moduler rapidement 1’expression des
genes en activant ou en inhibant la formation des pro-
téines a partir d’un stock d’ARNm déja présent dans une
cellule. La régulation de la syntheése protéique peut
s’exercer a deux niveaux : sur les ARNm (localisation,
masquage, polyadénylation) ou sur la machinerie de tra-
duction (Proud, 2007). Dans beaucoup de processus bio-
logiques, le controle de la machinerie de traduction
s’exerce principalement lors de 1’étape d’initiation
(Fig. 1). La majorit¢ des ARNm sont traduits de fagon
dépendante de la coiffe (Von der Haar ef al., 2004). La

coiffe est formée d’une guanosine modifiée par ajout
d’un méthyl en position 7. L’interaction de cette coiffe
avec les facteurs d’initiation (elFs : eukaryotic Initiation
Factors) permet de recruter la sous unité 40S en 5’UTR
(5’ UnTranslated Region) des ARNm. Cette étape fait
intervenir au moins onze facteurs protéiques (Gingras et
al., 1999a) dont eIF4E, elF4G et elF4A qui forment le
complexe elF4F, une cible clé pour réguler I’initiation de
la traduction. elF4G est une protéine de haut poids molé-
culaire qui recrute des partenaires tels que elF4A, elF3
et PABP (Fig. 2). Le facteur elF3 recrute la sous-unité

Initiation Elongation Terminaison
5UTR  Region JUTR
codante
queue polyA

coiffe
ARNmM .% AAAAAAAA

/
OO

405 605

N e
protéine

-

408 CDEUS

F1G. 1. — Les trois étapes de la traduction.

L’ARNm se compose d’une coiffe m’GTP d’une région 5’UTR, d’une séquence codante, et d’une région 3’UTR qui se termine par une
queue polyA. La synthése protéique se décompose en trois étapes: ’initiation, 1’élongation et la terminaison. La sous-unité ribosomique 40S
est recrutée en 5’UTR lors de I’initiation. En arrivant au début de la séquence codante, la deuxiéme sous-unité ribosomique 60S est recru-
tée. La chaine d’acides aminés est produite durant I’étape d’¢longation. Puis, les éléments sont libérés a la fin de la séquence codante lors

de la terminaison.

AUG

ARNm Région

Codante

AAL

elF4F:
elF4E
elF4G
elF4A
AAAAAAAA
(ueue polyA

JSUTR

F1G. 2. — Le modeéle en boucle.

elF4E lie la coiffe des ARNm. Il fait partie du complexe elF4F (elF4E-elF4G-elF4A). elF4G lie elF4E et recrute les autres protéines.
elF4A défait les structures secondaires en 5’UTR des ARNm. elF3 recrute la petite sous-unité ribosomique 40S sur I’ARNm. elF4G s’asso-
cie également a PABP pour stimuler la traduction des ARNm polyadénylés en 3°UTR.
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ribosomique 40S a ’extrémité 5° de I’ARNm. La pro-
téine PABP (Poly-Adenylated Binding Protein) se lie a
la queue polyA des messagers et relie ’extrémité 3’ et
5’UTR (Kahvejian et al., 2005).

La disponibilité¢ de eI[F4E pour ses partenaires est le
point essentiel dans la régulation de la traduction dépen-
dante de la coiffe. Des petites protéines 4EBP (elF4E
Binding Protein) sont capables d’interagir avec eIF4E et
d’inhiber la fixation de elF4G sur elF4E par compétition
pour un méme site (Haghighat et al., 1995). En effet,
4EBP et elF4G possedent le site consensus d’interaction
sur elF4E : 4EBP empéche la formation du complexe
elF4F et inhibe la synthése protéique. L’association
elFAE/4EBP dépend surtout de 1’état de phosphorylation
de 4EBP. Par exemple, dans les cellules de mammiferes
stimulées par des facteurs mitotiques, 4EBP est hyper-
phosphorylé par la kinase FRAP/mTOR (FKBP12 Rapa-
mycin Associated Protein/mammalian Target of Rapa-
mycin) et se dissocie de elF4E (Gingras et al., 1999b).
La protéine elF4E peut aussi étre phosphorylée, sous
I’effet de la kinase Mnkl pour réguler la traduction
dépendante de la coiffe (Pyronnet et al., 1999).

Certains organismes marins représentent d’excellents
modeles d’étude pour mieux comprendre la régulation de
I’expression des geénes. Ils ont permis de déterminer les
controdles de la traduction dans divers processus physio-
logiques tels que la méiose, la mitose et le fonctionne-
ment du systéme nerveux. Les travaux réalisés chez
Iétoile de mer mettent a jour I’importance des relations
entre la polyadénylation et la traduction au cours de la
maturation méiotique des ovocytes. L’embryon d’oursin
permet de découvrir un nouveau mécanisme de régula-
tion de la synthése protéique affectant les facteurs 4EBP
et e[F4G en réponse a la fécondation. Et enfin, I’aplysie
nous apprend les régulations de la syntheése protéique du
systéme nerveux a la base de la plasticité synaptique. Ces
différents modeles biologiques mettent aussi en évidence
une double régulation de la synthése protéique : une régu-
lation temporelle au cours des différents stades de déve-
loppement (maturation méiotique chez 1’étoile de mer,
fécondation chez I’oursin) et une régulation spatiale (sys-
téme nerveux de I’aplysie).

LES MODELES MARINS

L’étoile de mer : traduction et maturation méiotique

Chez la plupart des animaux, les ovocytes contien-
nent des stocks d’ARNm qui ne seront traduits qu’apres
la fécondation et qui seront nécessaires au développe-
ment embryonnaire. Il existe aussi des espéces chez qui
les ARNm stockés dans les ovocytes sont traduits avant
fécondation, lors de la maturation méiotique : succession
d’étapes, finement contrdlées, qui aboutit a un gamete
mature. Ce processus de maturation a été étudié a partir
d’ovocytes de divers organismes tels que les mollusques,
le xénope et 1’étoile de mer (Colas & Guerrier, 1995).
Ces deux derniers modeles sont particuliérement mani-
pulés pour analyser la régulation de 1’expression des

genes lors de la maturation méiotique. Par rapport au
xénope, ’étoile de mer constitue un systeme de régula-
tion simplifié pour comprendre les fondements de la
maturation méiotique : un nombre limité d’acteurs inter-
viennent dans 1’étoile de mer et il y a moins de redon-
dance. Par exemple, une seule cycline est mise en jeu
dans les ovocytes d’étoile de mer alors qu’il y en a quatre
dans les ovocytes de xénope (Hochegger ef al., 2001).

Les ovocytes immatures d’étoile de mer sont arrétés en
prophase de premic¢re division méiotique. C’est 1’hor-
mone 1-methyladénine, sécrétée par les cellules follicu-
laires environnantes, qui provoque la poursuite de la
méiose en activant des voies de signalisation qui vont sti-
muler la synthése protéique (Lee ef al., 2000) en agissant
a la fois sur les ARNm stockés et sur les acteurs de la
machinerie de traduction. La 1-methyladénine provoque
la rupture de la vésicule germinative et 1’émission du pre-
mier globule polaire. La reprise de la méiose n’est pas
dépendante des synthéses protéiques, contrairement a la
progression vers la deuxiéme division méiotique. La fin
de la méiose est marquée par 1’émission du deuxieme
globule polaire.

La traduction de la cycline B est I’élément essentiel de
la progression méiotique, elle résulte d’une modification
des ARNm préexistants. Le contrdle de la traduction de
la cycline B se fait principalement par la régulation de la
polyadénylation des ARNm via des interactions entre la
région 3’UTR des ARNm et des protéines régulatrices.
C’est le cas de la séquence CPE (Cytoplasmic Polyade-
nylation Element) qui est reconnue par la protéine CPEB
(CPE Binding protein) (Mendez & Richter, 2001). Les
travaux sur les ovocytes d’étoile de mer ont mis en évi-
dence un nouveau facteur responsable de la régulation de
la traduction de la cycline B lors de la maturation
méiotique (Lapasset et al., 2005). La rupture de la vési-
cule germinative provoque la libération d’une protéine
nucléaire, I’inhibiteur 2, qui est un inhibiteur de phos-
phatase. Cela facilite la phosphorylation de CPEB, son
association a d’autres protéines et conduit a la polyadé-
nylation de I’ARNm de la cycline B pour stimuler sa tra-
duction (Fig. 3). La synthese de la cycline B dépend donc
des interactions entre la séquence CPE de I’ARNm et la
protéine CPEB. Cette régulation se fait en 3’UTR de
I’ARNm mais cela est il le seul niveau de régulation? La
région 5’UTR, intervenant dans la traduction dépendante
de la coiffe, est-elle également impliquée dans le controle
traductionnel de la cycline B comme cela a été démon-
tré en réponse a la fécondation chez I’oursin (Salaun et
al., 2004)? Et y a-t-il d’autres protéines dont les synthe-
ses sont indispensables a la progression méiotique ?

L’oursin : traduction et fécondation

L’embryon d’oursin est un mod¢le remarquable pour
I’étude du développement embryonnaire. Les oursins
sont des organismes gonochoriques (sexes séparés) qui
produisent une grande quantité de gameétes matures toute
I’année. Les ceufs sont gros (100 uM de diamétre) et
translucides, ce qui facilite les manipulations de microin-
jection et de microscopie. Ces embryons, utilisés comme
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F1G. 3. — La traduction de la cycline B
lors de la maturation méiotique de
’étoile de mer.

Dans les ovocytes arrétés en prophase
de méiose I, la phosphorylation de CPEB
est inhibée par une phosphatase cytoplas-
mique, la synthése de cycline B est inhi-
bée. La 1-methyladénine provoque la pro-
gression méiotique et la rupture de la
vésicule germinative. Cela libere I’inhibi-
teur 2 (Inh2) dans le cytoplasme, un inhi-
biteur de phosphatase. CPEB peut alors
étre phosphorylée pour entrainer la poly-
adénylation de I’ARNm de la cycline B et
activer sa traduction (le cercle noir repré-
sente la coiffe en 5’UTR du messager, le
rectangle noir correspond a la séquence
codante).
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FI1G. 4. — Le génome de ’oursin est trés proche de celui des humains.

L’oursin est le premier Echinoderme séquencg, il appartient aux Deutérostomes tout comme les Vertébrés (d’apres Sodergren et al., 2006).

modele depuis plus d’un siecle, ont permis de définir
des principes de bases de la biologie du développement.
C’est grace a I’oursin qu’O. Hertwig a observé pour la
premiere fois en 1875 la fécondation avec I’entrée d’un
seul spermatozoide dans 1’ovule. Puis, T. Boveri a mon-
tré, a partir de cellules d’oursin, que le développement
normal n’est possible que si chaque cellule embryon-
naire posseéde tous les chromosomes. Il a émis 1’hypo-
thése qu’une tumeur cancéreuse commence par une seule
cellule dont la répartition des chromosomes ne s’est pas
correctement déroulée. Et récemment, Tim Hunt a
obtenu le prix Nobel de Physiologie et de Médecine en
2001 (avec Paul Nurse et Lee Hartwell) pour la décou-
verte, grace a I’oursin, de la cycline B, une protéine cru-
ciale dans la régulation du cycle cellulaire.

L’oursin est un invertébré marin appartenant a
I’embranchement des Echinodermes. 11 occupe une place
intéressante dans 1’évolution puisque I’embranchement
des Echinodermes représente une radiation proche de
celle des Vertébrés. Les Echinodermes sont plus appa-

rentés aux étres humains et aux autres Vertébrés que la
drosophile et le nématode, deux organismes dont les
génomes ont été séquencés (Fig. 4). Le génome de I’our-
sin violet, Strongylocentrotus purpuratus, vient d’étre
entierement séquencé. L’analyse de ce génome a mobi-
lisé 240 chercheurs de 11 pays différents et les résultats
ont été présentés dans un numéro spécial de la revue
Science (Sodergren et al., 2006). Le génome d’oursin qui
représente le premier génome d’Echinoderme séquencé
révele une forte similarité avec le génome humain : 1’our-
sin posseéde 70 % de génes en commun avec I’homme et
de nombreuses voies de signalisation se retrouvent chez
les deux organismes.

Ce séquencage va permettre d’obtenir de nouvelles
données sur la structure et la fonction de notre propre
génome et d’¢tudier la régulation de 1’expression des
genes pour comprendre les mécanismes de fécondation
ainsi que les différentes étapes du développement embryon-
naire. Deux axes de recherche permettent d’analyser
I’expression des génes chez I’embryon d’oursin : I’ana-
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lyse des régulations transcriptionnelles lors du dévelop-
pement embryonnaire tardif et I’analyse des régulations
traductionnelles lors du développement embryonnaire
précoce.

L’oursin a permis de fournir le premier réseau de régu-
lation des genes reli¢ au développement animal. Le labo-
ratoire de Eric Davidson en Californie a initié un projet
permettant de déterminer expérimentalement les régula-
tions transcriptionnelles responsables de la spécification
de territoires embryonnaires tel que I’endomésoderme
(Ben-Tabou de-Leon & Davidson, 2007). Chaque géne
possede des séquences régulatrices qui définissent ou et
quand il sera exprimé. Les réseaux de régulation consis-
tent a analyser, de fagon spatiale et temporelle, les facteurs
de transcription et leur fixation sur des séquences spéci-
fiques d’ADN pour comprendre 1’activation ou la répres-
sion d’un geéne et son role au cours du développement.

L’oursin est aussi un modele unique pour étudier la
régulation de I’expression des genes au niveau traduc-
tionnel lors des premiéres divisions mitotiques embryon-
naires et de relier ces régulations au cycle cellulaire. Les
femelles pondent jusqu’a 10® ovules qui sont physiolo-
giquement arrétés au stade G1 du cycle cellulaire. La
fécondation provoque I’entrée dans le cycle cellulaire.
Les premicres divisions sont rapides et synchrones chez
I’oursin. La fécondation provoque une augmentation de
synthése protéique qui est indispensable a 1’entrée dans
le cycle cellulaire. Ces processus sont indépendants de la
transcription durant les premiéres divisions. La synthese
protéique est finement régulée, le contréle s’exerce prin-

cipalement lors de 1’étape d’initiation. Le role de ces
facteurs d’initiation chez 1’oursin a beaucoup été étudié
dans les mécanismes de fécondation et de régulation de
la traduction dépendante de la coiffe.

L’annotation du génome de I’oursin montre qu’il existe
un orthologue pour chaque facteur d’initiation identifié
chez les mammiféres (Morales et al., 2006). De plus,
I’oursin est avantageux puisque beaucoup de genes
codant pour les facteurs de traduction ne sont pas redon-
dants, cela facilite les analyses fonctionnelles. Par exem-
ple, chez I’oursin, il n’existe qu’un gene codant pour
4EBP ou elF4G alors que ’Homme en posséde 3 et 2
respectivement.

Dans les ovules, eIF4E est lié¢ a 4EBP (Cormier et al.,
2001). La fécondation induit la dissociation de 4EBP,
cette derniere est phosphorylée et dégradée. La rapamy-
cine est un inhibiteur de la kinase FRAP/mTOR, elle est
utilisée en thérapie en tant qu’agent immunosuppresseur
et antiprolifératif. La rapamycine inhibe la dégradation
de 4EBP et la dissociation du complexe eIF4E/4EBP,
suggérant une conservation des voies de signalisation
dans la régulation de la traduction dépendante de la
coiffe au cours de 1’évolution. L’inhibiteur limite 1’aug-
mentation de synthése protéique post fécondation, il
affecte la synthése de la cycline B nécessaire a la pour-
suite du cycle cellulaire et inhibe la premiére division des
embryons d’oursin (Salaun et al., 2004). Ces données
permettent de relier la traduction dépendante de la coiffe
a la premiere division mitotique aprés fécondation
(Fig. 5). De plus, la dégradation de 4EBP, démontrée
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F1G. 5. — Régulation de l'initiation de la traduction en réponse a la fécondation chez I’oursin.

Avant fécondation, la protéine elF4E est liée au répresseur 4E-BP. Apres fécondation, 4E-BP est dissociée d’eIF4E et dégradée par un
mécanisme dépendant de la kinase FRAP/mTOR sensible a la rapamycine. Par la suite, eIF4G vient se fixer sur eIF4E pour permettre le

bon déroulement du cycle cellulaire et de la division mitotique.
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pour la premiere fois chez I’oursin, représente un nou-
veau moyen de réguler la traduction dépendante de la
coiffe. L oursin est le seul modele qui permet d’analy-
ser des modifications d’expression de la protéine 4EBP
de fagon physiologique : 4EBP diminue peu de temps
apres la fécondation pour permettre la syntheése protéique
et le cycle cellulaire mais plus tard au cours du déve-
loppement, 4EBP réapparait et se réassocie avec elF4E
(Salaun et al., 2005). De plus, les stress tels que I’hy-
poxie ou la bléomycine (agent radiomimétique) induisent
une surexpression de 4EBP qui pourrait inhiber la tra-
duction dépendante de la coiffe pour favoriser la tra-
duction dépendante des IRES et permettre de synthéti-
ser des ARNm spécifiques (Le Bouffant et al., 2006).
L’analyse de ces modifications d’expression chez I’our-
sin nous permettra de comprendre la régulation et le role
de 4EBP :

— dans la prolifération cellulaire : I’expression ecto-
pique de 4EBP réverse les phénotypes malins induits par
elF4E, Src ou Ras (Rousseau et al., 1996);

— dans la balance apoptose/survie cellulaire : 4EBP est
surexprimée dans des lignées cancéreuses mammaires
stimulées par la cytokine proapoptotique TRAIL (Cle-
mens, 2004), ’expression ectopique de 4EBP dans des
fibroblastes transformés par le facteur antiapoptotique
Ras induit ’apoptose (Polunovsky et al., 2000).

Chez I’oursin, la dissociation de eIF4E/4EBP apres
fécondation permet a elF4E de recruter d’autres parte-
naires nécessaires a I’activation de la synthése protéique.
elF4G est une grosse protéine qui vient se fixer sur eI[F4E
dans les 10 minutes qui suivent la fécondation (Oulhen
et al., 2007). L’oursin a permis de mettre en évidence
I’apparition de nombreuses isoformes de elF4G en moins
de 2 minutes apreés fécondation et la capacité de toutes
ces isoformes a lier eIF4E. De plus la rapamycine, qui
agit sur la phosphorylation de 4EBP, inhibe la dissocia-
tion de eIF4E/4EBP et empéche I’association de elF4G
sur e[F4E mais n’affecte pas ’apparition des isoformes
de elF4G bien que trois sites de phosphorylation sen-
sibles a la rapamycine aient ét¢ déterminés sur elF4G1
de mammiféres (Raught et al., 2000). Peu de régulations
sont connues sur e[F4G. Le géne elF4G1, trouvé chez les
mammiferes, contient trois promoteurs et génére des sites
d’épissage alternatif sur chaque ARNm pour former
5 isoformes ayant des activités traductionnelles diffé-
rentes (Coldwell & Morley, 2006). Chez 1’oursin, I’addi-
tion d’émétine, un inhibiteur de la traduction, n’inhibe
pas I’apparition de ces isoformes elF4G ; ce qui indique
qu’elles résultent d’une modification des protéines déja
présentes avant fécondation et non d’une nouvelle syn-
these. Ces isoformes pourraient étre responsables d’une
nouvelle voie de régulation du facteur elF4G, voie spé-
cifique du développement embryonnaire.

L’oursin devrait aussi permettre d’identifier de nou-
veaux acteurs de la traduction dépendante de la coiffe.
Par exemple, 1’obtention du génome complet a permis de
lancer une recherche informatique dans le but de décou-
vrir de nouveaux partenaires de elF4E ayant le motif
consensus de liaison a cette protéine.

L’aplysie : traduction et systéme nerveux

L’aplysie est un mollusque gastéropode plus connu
sous le nom de Lievre de mer. Au début des années
1950, le chercheur Ladislav Tauc décide de se lancer
dans la neurobiologie cellulaire et de se tourner vers
I’aplysie, un modele idéal pour étudier les phénomenes
complexes de I’intégration neuronale. Il mit en évidence
les principes fondamentaux de la neurobiologie. Ses tra-
vaux sur I’aplysie furent suivis par Eric Kandel qui fut
récompensé du prix Nobel en 2000.

Le cerveau des hommes ou des mammiferes est trop
complexe pour étudier les processus d’apprentissage.
Kandel avait besoin d’un organisme modéle doté d’un
systéme nerveux peu complexe et capable d’apprendre
des choses simples. L’aplysie présente plusieurs avan-
tages de ce point de vue.

— Elle ne possede que 20 000 cellules nerveuses alors
qu’un cerveau de mammiferes en posséde mille milliards,
elle est dotée d’un systéme nerveux trés simple qui ne
fait intervenir qu’une centaine de cellules dans un com-
portement donné.

— De plus, ces cellules nerveuses sont géantes, ce sont
les plus grandes du régne animal. Elles sont visibles a
I’ceil nu (1 mm de diametre). Elles peuvent étre facile-
ment isolées et manipulées.

— Et enfin, beaucoup de ces cellules nerveuses sont
facilement identifiables au méme endroit dans chaque
animal de 1’espéce.

Les travaux sur ’aplysie Aplysia californica ont per-
mis de mieux comprendre la régulation de 1’expression
des geénes dans le systéme nerveux. Ils ont mis en évi-
dence pour la premiere fois ’utilisation de la traduction
IRES dépendante dans le systéme nerveux en condition
physiologique. Les IRES (Internal Ribosome Entry Site)
représentent un systéme alternatif a la traduction dépen-
dante de la coiffe (voir article Saad ef al., dans cet ouvrage).
Ce sont des séquences particulieres en 5’UTR de certains
ARNm, elles sont reconnues par des protéines spéci-
fiques qui vont amener la sous unité ribosomique 40S sur
I’ARNm concerné, sans passer par le complexe d’initia-
tion relié¢ a la coiffe. Chez I’aplysie, on trouve des cel-
lules neuroendocrines appelées BCN pour Bag Cell Neu-
rons (Wayne et al., 2004). Ces cellules interviennent
dans la reproduction en synthétisant et en sécrétant I’hor-
mone responsable de la ponte, ELH (Egg Laying Hor-
mone) en réponse a des signaux électriques provenant
des ganglions de la téte. L’ELH agit sur I’ovotestis pour
stimuler 1’ovulation et sur le systéme nerveux central
pour moduler le comportement de ponte (Fig. 6). L aply-
sie vit seulement un an et présente une seule saison de
reproduction. Les BCN sécretent alors 1 a 2 ug de I’hor-
mone ELH chaque jour. La synthése de ELH nécessite
un mécanisme spécial permettant de maintenir une forte
production de cette hormone. Par Northern Blot, il a été
démontré que le niveau d’ARNm d’ELH n’était pas
modifié par la stimulation des BCN, il s’agit en fait d’une
régulation traductionnelle exercée sur un pool préexistant
d’ARNm d’ELH. De maniére surprenante, lorsque la
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F1G. 6. — La traduction de I’ELH chez I’aplysie.

Apres stimulation par des ganglions dans la téte, les Bag Cell Neurons (BCN) de I’aplysie produisent une grande quantit¢ d’ELH (Egg
Laying Hormone). Cette hormone est sécrétée par ces BCN et va agir sur I’ovotestis et le CNS (Central Nervous System) et provoquer 1’ovu-
lation et le comportement de ponte. En période de reproduction, la synthése protéique globale diminue par inhibition de la traduction coiffe
dépendante, mais la synthése de I’hormone ELH se maintient grace a une traduction IRES dépendante.

synthése d’ELH est stimulée, le taux de traduction glo-
bale est inhibé. Ces travaux montrent aussi que la stimu-
lation des BCN entraine la déphosphorylation du facteur
elF4E (Dyer et al., 2003). En injectant une construction
bicistronique contenant la région 5’UTR de I’ARNm de
I’ELH dans les BCN, permettant de produire un signal
fluorescent bleu en présence de traduction dépendante de
la coiffe et un signal fluorescent vert en présence de tra-
duction IRES dépendante, Dyer ef al. ont montré que la
région 5’UTR de I’ARNm de ’ELH contenait un IRES.
Ce passage a une traduction indépendante de la coiffe se
fait au détriment des autres protéines nécessaires a
I’organisme pour favoriser la production de I’ELH, I’hor-
mone qui va permettre la transmission du matériel géné-
tique et la survie de 1’espece.

L’aplysie est aussi le modele de choix utilisé pour
décrypter la régulation de 1’expression des genes au cours
des processus de facilitation dans le systéme nerveux.
L’aplysie réagit aux stimulations qu’elle juge dangereu-
ses par un réflexe. Lorsque le siphon de ’aplysie est sti-
mulé de fagon tactile, elle retire celui-ci ainsi que les
ouies dans la cavité du manteau pour les protéger. La
sensibilisation est une forme de crainte apprise, grace a
laquelle une personne ou un animal apprend a répondre
de maniére intense a un stimulus extérieur. Par exemple,
lorsque ’aplysie regoit un choc sur la queue, elle recon-
nait un danger et augmente son réflexe de défense par

rapport a d’autres stimulus qui sont normalement anodins
(Kandel, 2003). Un choc unique donne naissance a une
mémoire qui ne dure que quelques minutes et ne requiert
pas de synthése protéique. Au contraire, une répétition
espacée de chocs conduit a une mémoire a long terme
qui nécessite une synthése protéique.

Pour étudier ce phénomeéne, des expériences ont été
réalisées en substituant les chocs sur la queue par des
incubations de sérotonine (le neurotransmetteur libéré
lors de ces chocs) sur des cultures contenant des synap-
ses entre une cellule sensorielle et un neurone moteur. En
effet, une application de 5 minutes de sé€rotonine sur les
synapses est suffisante pour entrainer une phase de faci-
litation a long terme (de 72 h) qui requiert une synthese
protéique. A partir de synaptosomes (structures artifi-
cielles correspondant aux terminaisons nerveuses, obte-
nues apres fractionnement cellulaire d’extraits de tissus
nerveux) mis en présence de sérotonine, 1’équipe de John
Dyer a mis en évidence le role de 4EBP dans la régula-
tion de la traduction au niveau des cellules nerveuses
(Carroll et al., 2006).

Le clonage puis le séquengage de 4EBP chez 1’aply-
sie ont montr¢ la conservation des sites connus de phos-
phorylation. A partir d’un anticorps spécifique du 4EBP
de I’aplysie, la protéine totale a été détectée aussi bien
dans le corps cellulaire (soma) des neurones que dans les
terminaisons synaptiques. Cependant, les formes hypo-
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phosphorylées de 4EBP se retrouvent préférentiellement
au niveau des terminaisons synaptiques. 4EBP aurait donc
un role différent en fonction de sa localisation dans le
soma ou au niveau des synapses. Pour comprendre le
role de la phosphorylation de 4EBP au niveau des
synapses, les synaptosomes ont été mis en présence de
sérotonine. Aprés 10 minutes d’incubation, 4EBP est
devenue hyperphosphorylée apres activation de la kinase
FRAP/mTOR puisque la rapamycine est capable de blo-
quer cet effet de la sérotonine. Cependant, cette hyper-
phosphorylation de 4EBP ne se maintient que 35 minutes
avant de revenir a un niveau basal. En parall¢le, la phos-
phorylation du facteur eIF4E diminue progressivement
pour devenir significativement affectée apres 35 minutes
d’incubation avec la sérotonine. Cela a permis de mettre
en évidence la réponse biphasique des synaptosomes en
réponse a la sérotonine : il y a d’abord une activation
transitoire de 10 minutes de la traduction dépendante de
la coiffe qui résulte de I’hyperphosphorylation de 4EBP
puis une phase d’inhibition de la traduction avec une
baisse de phosphorylation de 4EBP et de eIF4E au bout
de 35 minutes.

L’aplysie nous a montré que dans les cellules ner-
veuses, 4EBP est associée a elF4E et de maniere inté-
ressante, cette 4EBP endogene liée a eIF4E n’est phos-
phorylée sur aucun de ses quatre sites potentiels. Par
contre, pour dissocier le complexe 4EBP/eIF4E, les quatre
sites doivent étre phosphorylés sur 4EBP. Un nouveau
mécanisme de régulation entre 4EBP et eIF4E a aussi été
découvert grace a 1’aplysie. La surexpression de 4EBP
diminue la traduction dépendante de la coiffe dans les
cellules nerveuses mais augmente la quantité de elF4E
endogene. Cela suggere que le taux de elF4E dans les
neurones est finement régulé et que 4EBP protégerait
elF4E de la dégradation en agissant comme protéine cha-
peronne.

En parallele, le role de la kinase Mnk a été analysé
chez I’aplysie en réponse a la sérotonine (Ross et al.,
2006). Mnk est reconnue comme la kinase capable de
phosphoryler eIF4E in vivo (Pyronnet et al., 1999). Les
neurones d’aplysie démontrent pour la premiere fois un
role inhibiteur de Mnk dans la traduction dépendante de
la coiffe. Mnk est capable de phosphoryler elF4E dans
les neurones de I’aplysie mais 1’augmentation de 1’expres-
sion de Mnk entraine une baisse de la traduction dépen-
dante de la coiffe. La traduction IRES dépendante est
aussi réduite mais de fagon moindre, ce qui favorise le
rapport traduction IRES/traduction coiffe dépendante.
En condition normale, Mnk et eIF4E sont associés a
elF4G. La phosphorylation de eIF4E se déroulerait pen-
dant le processus d’initiation de la traduction. La phos-
phorylation de eIF4E sur la sérine 209 apporterait une
charge négative responsable d’une répulsion électrosta-
tique entre cette protéine et le groupe phosphate de la
structure m’GTP, cela pourrait diminuer I’interaction de
elF4E sur la coiffe suivie d’une augmentation de la syn-
these protéique (Scheper & Proud, 2002). Cette phos-
phorylation serait responsable du relargage des com-
plexes d’initiation, apres le recrutement de la sous-unité
ribosomique 40S sur I’ARNm, permettant le recrutement

d’un nouveau complexe d’initiation avant méme la fin du
premier tour. La phosphorylation prématurée de elF4E
pourrait entrainer le relargage des facteurs d’initiation de
la traduction avant le recrutement de la sous-unité 40S
sur un ARNm donné, inhibant ainsi la traduction. La
surexpression de Mnk provoquerait la phosphorylation
prématurée de elF4E et d’autres substrats, qui serait res-
ponsable de I’inhibition de la traduction dépendante de
la coiffe.

Les études sur ce mollusque marin permettent de déter-
miner les modifications des facteurs intervenant dans la
machinerie de traduction du systéme nerveux, elles met-
tent en évidence 1’importance de 1’activation locale de
4EBP lors des phases tardives de plasticité synaptique.
L’aplysie est un modéle idéal pour mieux comprendre les
mécanismes régulant la formation de la mémoire a long
terme.

PERSPECTIVES

L’étude de la régulation de I’expression des génes a
partir de modeéles marins simples a analyser s’avere tres
enrichissante, non seulement pour comprendre les bases
des systémes de régulation chez les Vertébrés puisque
I’on retrouve des voies de signalisation conservées, mais
aussi pour découvrir de nouveaux systemes de régula-
tions originaux grace a la diversité des organismes marins.

Beaucoup de protéines interviennent dans la régulation
de I’expression des geénes. Des analyses réalisées sur des
embryons d’oursin vont permettre de découvrir de nou-
veaux acteurs qui régulent la synthése protéique en
réponse a la fécondation. Par exemple, la déphosphory-
lation du facteur elF2-0., qui intervient dans la régulation
de I’initiation de la traduction, participe aussi a 1’aug-
mentation de la synthése protéique post-fécondation (don-
nées non publiées). L’oursin permettra ainsi de détermi-
ner les voies de signalisation impliquées dans cette
régulation au cours du développement embryonnaire pré-
coce.

De plus, I’initiation n’est pas la seule étape régulatrice
de la syntheése protéique. L’étape d’¢élongation qui cor-
respond a la formation de la chaine d’acides aminés fait
intervenir les eEFs (eukaryotic Elongation Factors).
Parmi eux, le facteur eEF1B présente une localisation
particuliere en fonction des phases du cycle cellulaire
lors de la fécondation chez I’oursin (Boulben ef al.,
2003). D’autres facteurs d’élongation sont régulés dans
les embryons d’oursin, c’est le cas de eEF2 qui est
déphosphorylé apres fécondation et qui pourrait partici-
per a ’augmentation de synthése protéique (données
non publiées). L oursin représente donc un bon modele
pour comprendre les régulations traductionnelles a plu-
sieurs niveaux au cours du développement embryon-
naire.

Les océans abritent pres de 15 % des espéces actuel-
lement connues sur le globe. On y trouve une grande
diversité d’organismes marins qui représentent d’excel-
lents réservoirs pour y découvrir de nouvelles molécules
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d’intérét pharmacologique. De nombreuses molécules
provenant d’organismes marins sont utilisées pour étu-
dier la régulation de I’expression des geénes. Par exemple,
I’hippuristanol, un inhibiteur de I’activité ARN hélicase
de elF4A, a été purifié a partir du corail Isis Hippuris
(Bordeleau et al., 2006). Lorsque des ceufs d’oursin sont
pré-incubés avec I’hippuristanol avant fécondation, les
embryons ne passent pas la premiere division mitotique.
Ces analyses soulignent le lien entre la régulation de la
synthése protéique et le contrdle du cycle cellulaire.

Enfin, les modéles marins constituent des modéles
simples a analyser et permettent de faire le lien avec les
pathologies humaines. De nouvelles données sont appa-
rues en neurobiologie avec 1’analyse de souris knock out
n’exprimant pas la protéine 4EBP2. Ces souris démon-
traient des défauts de fonctionnement concernant la plas-
ticité synaptique a long terme, I’apprentissage et la
mémoire (Banko et al., 2005). Ces données démontrent
I’importance du controle traductionnel au niveau du cer-
veau. Les analyses a partir de modeles simples comme
I’aplysie permettront de comprendre I’importance de ces
régulations dans le but de trouver de nouvelles cibles thé-
rapeutiques pour combattre les maladies humaines affec-
tant le systéme nerveux.

CONCLUSION

Des dérégulations de la machinerie de traduction sont
responsables de maladies chez les humains. Par exemple,
une mutation du facteur elF2B (le facteur d’échange de
nucléotide pour elF2) entraine la mort des nouveaux-nés,
causée par une perte progressive de matiére blanche dans
le cerveau (Ainsworth, 2005). De plus, de nombreux
cancers sont reliés a une surexpression du facteur eIF4E :
cancer de 1’cesophage (Salehi & Mashayekhi, 2006), can-
cer du sein (Li ef al., 2002). Les différents modéles
marins contenant des génes et des voies de signalisa-
tions similaires a ceux des humains permettront de mieux
comprendre ces maladies et de mettre au point de nou-
velles thérapies. Les protéines eIF4E et 4EBP ont récem-
ment été impliquées dans les mécanismes de survie et
d’apoptose : elF4E est anti-apoptotique, et 4EBP est pro-
apoptotique (Holcik & Sonenberg, 2005). La leucémie
lymphoide chronique B-CDS5* est caractérisée par une
perte d’apoptose. L’¢étude des facteurs de traduction
elF4E et 4EBP et de leur interaction permettront de défi-
nir des peptides qui pourront étre testés en laboratoire
pour évaluer leurs effets sur la leucémie lymphoide chro-
nique (voir article Saad et al., dans cet ouvrage). De
plus, ’oursin représente un bon modele pour étudier
I’origine de la cancérisation (voir article Bellé et al.,
dans cet ouvrage).

Enfin, I'utilisation des mod¢les marins permettra de
définir des réseaux de régulation traductionnelle pour
déterminer ou et quand des ARNm spécifiques sont
recrutés dans les polysomes pour étre traduits, ou pour
identifier les ARNm recrutés dans les polysomes a un
instant donné.
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2- L’oursin, modéle pour la traduction et le cyclecellulaire

Les cellules en culture ont été tres utilisées pmalyser les régulations du cycle
cellulaire et des facteurs de traduction. Cependas cellules doivent étre synchronisées en
utilisant des drogues qui sont susceptibles d'tdéfetes mécanismes physiologiques. Les
cellules embryonnaires d’oursin possédent une sgnatité naturelle qui permet d’étudier la
traduction et le cycle cellulaire en conditions gibjogiques en s’affranchissant de l'usage

des drogues. L'oursin représente un atout majeur @mprendre ces mécanismes.

Les oursinsSphaerechinus granularsont des invertébrés marins Deutérostomiens de
'embranchement des échinodermes. On peut en e¢qois de la rade de Brest. Ce sont des
organismes gonochoriques (sexes séparés) qui pmduiune grande quantité de gamétes
matures toute I'année. La maturation méiotiquesa tlans la cavité générale des oursins. Les
ceufs sont grands (diametre de 100 um) et trangsicite qui facilite les manipulations de
microinjection et de microscopie. Les femelles pamtdjusqu'a 1 ovules qui sont

physiologiguement arrétés au stade G1 du cyclalagk.

Les embryons d’oursin ont été utilisés depuis piiasn siécle pour définir les
principes de base de la biologie du développeni@mplus, le séquencage récent du génome
de I'oursin Strangylocentrotus purpuratus permis de mettre évidence sa position clé dans
I'arbre phylogénétique : les échinodermes soninesrtébrés les plus proches de la branche
des chordés (Sodergren et al, 2006). Le génomeuwtsih, qui contient 23 300 genes environ
et qui représente le premier génome d’échinoderoi¢snu, a mis en évidence plusieurs
particularités de Il'oursin concernant notamment ssysteme immunitaire inné tres
sophistiqué et la présence de capacités senserieitendues comme la vision ou l'audition.
Cependant, il existe de nombreux points communs Bkemme puisque 70% des géenes se
retrouvent dans les deux espéces et beaucoup de deisignalisation semblent conservées.
Les genes associés a de nombreuses maladies hamsom¢ présents chez I'oursin
(Sodergren et al, 2006). Enfin, les données obtesue le développement embryonnaire de
I'oursin et permettant de comprendre les lienseelatrsynthese protéique et le cycle cellulaire
apportent de nouvelles cibles pour lutter contredecer et en particulier contre la leucémie
lymphoide chronique (LLC) (Saad et al, 2007).
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2-1-Oursin et Cycle cellulaire

Les ovules d’oursin obtenus lors de la ponte anitl&ur maturation méiotique et sont
naturellement bloqués au stade G1 du cycle celtulaia fécondation provoque I'entrée dans
le cycle en passant par la phase G1 suivie pahd&e S puis par les phases G2 et M. On
assiste ensuite a une succession de divisions iquiest rapides (transitions S/M) et

synchrones (Parisi et al, 1978).

C’est I'oursin qui a permis la découverte de laliogcet qui a valu en partie le prix
Nobel de Physiologie et de Médecine en 2001 a TimtHPaul Nurse et Lee Hartwell. En
effet, 3 protéines sont fortement synthétisées sajgeondation des embryonsAdbacia
punctulata.L’une d’entre elle, ainsi appelée cycline, est mpetment dégradée (Evans et al,
1983). La cycline est I'un des acteurs clé qui tédm division cellulaire au sein du complexe
CDK1/cycline B. Ce complexe phosphoryle beaucoupsulestrats : les lamines nucléaires,
I'histone H1, des facteurs de transcription et iggilateurs du cytosquelette (Nigg, 1995). Il
phosphoryle aussi des facteurs de traduction coAEaBP et eEF1B (Heesom et al, 2001 ;
Mulner-Lorillon et al, 1989). Il est a noter que e@mplexe CDK1/cycline B qui intervient
lors de la mitose est maintenu inactif jusqu’en N&2Différents modeles ont permis de
comprendre sa régulation par phosphorylation de COjéar la localisation cellulaire de la
cycline B, par dégradation de la cycline B et pssogiation a des protéines inhibitrices

(Bassermann et al, 2005).

2-1-1-Réqulation de CDK1/cycline B par phosphorylabn de CDK1

Deux sites doivent étre déphosphorylés sur CDK1r permettre au complexe de
s’activer : la thréonine 14 et la tyrosine 15 geisstuent dans la poche de liaison a I'ATP
(Morgan, 1997) Fig 24). Ces deux résidus sont phosphorylés par deuxsé&mnaWeel et
Mytl (Leise et Mueller, 2002) et leur déphosphdigla est catalysée par la phosphatase
Cdc25 (Millar et Russel, 1992 ; Boutros et al, 208udolph, 2007). Le lien entre ces
phosphorylations et I'association a la cycline Best’ pas déterminé. Certains résultats
indiquent que dans les embryons d’our§in granularis CDK1 est phosphorylée sur la
tyrosine 15 avant le début de la phase S et cgJmante jusqu’en phase G2. Ces variations
dépendent de l'augmentation de synthese protéiqst f&condation et notamment de

'accumulation de cycline B non phosphorylée dags émbryons. La tyrosine est ensuite
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déphosphorylée en G2/M lorsque la phosphorylatierladcycline B débute (Meijer et al,
1991). Cela est renforcé par les données obterareslds embryons de xénope qui montrent
que la liaison de la cycline B sur CDK1 stimuleplaosphorylation de CDK1 sur les deux
sites (Solomon et al, 1990). D’'un autre coté, damées provenant de I'étude de I'ourkin
pictus montrent que la phosphorylation sur la tyrosibedé CDK1 est indépendante de la

cycline B (Edgecombe et al, 1991).

Pour étre activee, CDK1 doit aussi étre phospherglér la thréonine 161 par CAK
(CDK Activating Kinase) Fig 24). Cette phosphorylation n’est possible que si CDd¢t
associée a la cycline B. En effet, la thréonine 4é1situe dans une boucle et ce site n'est
accessible a CAK qu’aprés un changement de confmmimduite par la liaison de la cycline
B sur CDK1 (Sclafani, 1996). CAK est constituée3darotéines : CDK7, Cycline H et MAT1

(Ménage a Troais).

CAK
Thrl61l Thri61
—_—
Tél TE§4 Tyr1S "Thr14
Weel et Mytl Cdc25
Forme inactive Forme active

Figure 24 : Reégulation de CDK1 par phosphorylation. Les phosphorylations des
thrénonine 14 et tyrosine 15 de CDK1 par Weel etlMynt inhibitrices. Pour activer
CDK1, ces 2 sites sont déphosphorylés par Cdc25lide aprés association a la cycline B,

la thréonine 161 est phosphorylée par CAK.

2-1-2-Réqulation de CDK1/cycline B par changementadlocalisation

En interphase, CDK1/ cycline B est localisé dansyteplasme, sous forme soluble ou
associé aux microtubules et au centrosome (Takizwdorgan, 2000). Le complexe passe

dans le noyau en phase M. La localisation nuclédieela cycline B dépend de sa
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phosphorylation (Li et al, 1997). La phosphorylatiest décrite dans de nombreux types
cellulaires, y compris dans les embryons d’ourdiheijfer et al, 1989). Cingq sérines
phosphorylées ont été identifiées sur la cyclinedBIxénope : Ser 2, 94, 96, 101 et 113. Les
guatre derniers sites sont concentrés dans unenrggarticuliére, le CRS (Cytoplasmic
Retention Signal), régulant la localisation nudiéale la cycline B. Le CRS contient en fait
une séquence d’export nucléaire (NES : Nuclear Expignal) qui empéche I'accumulation
de la cycline B1 dans le noyau. Elle entre en pagnee dans le noyau mais elle est vite
ramenée dans le cytoplasme grace a la protéinpareCRM1 (Hagting et al, 1998; Yang et
al, 1998). La phosphorylation de la cycline B Ipldée vers le noyau en diminuant I'affinité
pour CRM1 (Li et al, 1997). Il a été montré chezxknope qu’en dehors de ce réle, la
phosphorylation de la cycline B est nécessaireaétiVation de Cdc25 responsable de la
déphosphorylation de CDK1 (Peter et al, 2002). Ldsases responsables de la
phosphorylation de la cycline B sont le complexeKazycline B lui-méme (Izumi et
Maller, 1991 ; Borgne et al, 1999) et PIk1 (Petaalg2002).

2-1-3-Réqulation de CDK1/cycline B par dégradatiomle la cycline B

La dégradation de la cycline B est nécessaire pottir de la phase M. La cycline
posséde un motif « destruction box » qui lui perdiétre ubiquitinée et dégradée par la voie
du protéasome (Hershko et al, 1991 ; Hershko etl@89). L’ubiquitination nécessite
l'intervention de 'APC (Anaphase promoting complexne ubiquitine ligase activée par
CDK1/cycline B en mitose. La sécurine est une pmetémpliquée dans le contrble de la
séparation des chromatides sceurs. Tout comme lineyB, elle s’accumule jusqu’en
prophase avant d’étre détruite en début d’anappasein mécanisme dépendant de I'APC.
Des résultats récents sur des ovocytes de sodiguient qu’il existe une compétition entre la
cycline B et la sécurine pour 'APC et que celautérpit leur dégradation (Marangos et
Caroll, 2008).

2-1-4-Réqulation de CDK1/cycline B par des inhibitars

Un autre niveau de régulation des CDK/cycline dsilisé par I'association de
protéines inhibitrices sur le complexe. Ce sont@&K inhibitors (CKI). Ces protéines se

classent en 2 groupes (Besson et al, 2008) :
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- Les INK4 (p18¥42 p18NKab n1gNKie and p18™4d) qui se lient & CDK4 et
CDKB®6 en inhibant leur association a la cycline D

- Les Cip/Kip (p2£", p27%*, p579?) qui se lient & la fois aux cyclines D, E, A et
B et a leur CDK

2-1-5-Activité du complexe chez l'oursin

Chez I'oursin, 'ARNmM de la cycline B est préserand les ovaires, les ovules et
persiste jusqu’en blastula. La synthese de cydBne’est pas indispensable a I'entrée en
méiose mais elle est nécessaire a la progressidotique (Voronina et al, 2003). Dans les
ovules, la protéine est présente en faible quastitgeut s'associer a CDK1 (Moreau et al,
1998). Sa synthese augmente fortement apres féthomad cela est indispensable a I'activité
du complexe CDK1/cycline B (Meijer et al, 1989 ; iMe et al, 1991; Voronina et al, 2003).
ChezS. granularis I'activité du complexe augmente légérement afadasion des pronuclei
male et femelle 30 minutes apres fécondation paissk avant de remonter fortement pour

donner un pic a 60 minutes (Geneviere-Garrigue$ 995).

2-2-0ursin et Synthese protéigue

L’oursin est aussi un excellent modele pour étutiie régulations traductionnelles.
L'oursin permet de relier la synthése protéique caule cellulaire et de découvrir de

nouveaux meécanismes de régulation.

2-2-1- La synthése protéique apres fécondation chaursin

Le taux de synthése protéique est tres bas dangvides et augmente rapidement
apres fécondation. Cette augmentation dépend déémABRéja présents dans le cytoplasme
des ovules puisqu’elle est insensible a I'actinomgd®, un inhibiteur de transcription, (Gross
et Cousineau, 1964) ou a I'énucléation (Denny elefTyl964). La synthése protéique
augmente de 5 a 15 fois dans les 20 minutes quesuia fécondation. (Epel, 1967).

2-2-2- Lien entre synthése protéigue et cycle celaire chez I'oursin

Les divisions embryonnaires précoces de l'oursim, réponse a la fécondation,
représentent un modeéle puissant pour étudierdes kentre traduction et cycle cellulaire. En

effet, dans ce systeme, la synthése protéiqueemiendre aprés fécondation pour entrer dans
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le cycle cellulaire. Cela a été montré par Wageeraal983 : lorsque la synthese protéique est
inhibée par la puromycine (Hultin, 1961) ou I'éméti(\Wagenaar, 1983), le cycle cellulaire
s’arréte. La division est compléetement bloquéedoes|’émétine est ajoutée dans les 40
minutes aprés fécondation (Arion et Meijer, 198Dk nouvelles protéines doivent étre
synthétisées au début de chaque cycle pour peariatitondensation des chromosomes, la
rupture de I'enveloppe nucléaire et probablementr g@lignement des chromosomes en
métaphase. De plus, le temps nécessaire a la peediiésion mitotique est corrélé au niveau
de synthese protéique (Dubé, 1988). Cette derniédjite a 35% de sa valeur normale,
permet toujours un déroulement normal du cycleutabe mais avec un retard important et
des embryons traités avec des concentrations ariéess d'émétine présentent un retard de

division mitotique de plus en plus important.

2-2-3- L'initiation de la traduction chez I'oursin S. granularis

L’analyse du génome montre gu’il existe chez 18us. purpuratusun orthologue de
chaque facteur de traduction par rapport aux maargsf Concernant l'initiation, on trouve
notamment 3 génes pour elF4E (elF4E-1, elFAE-2E4B), les formes elF4E1-b, elF4E-2b
sont absentes. Il existe un géne pour elF4G ebun 4E-BP (Morales et al, 2006). Le fait de
ne pas avoir de multiples isoformes pour chaquetadacilite I'étude de leur fonction et de

leur régulation.

Ces facteurs d'initiation sont étudiés chez I'uiS. granularis La protéine 4E-BP,
inhibitrice de la traduction, est présente dansdegles et elle est associée a elF4E. La
fécondation entraine la phosphorylation de 4E-BRaetlissociation d’elF4E (Cormier et al,
2001). De plus, 4E-BP est dégradée apres fécomdafioez I'oursin, une autre protéine est
reconnue par les anticorps dirigés contre le 4E-B®®ain, il s'agit de h4E-BP (heavy 4E-
BP), protéine qui se comporte comme 4E-BP en répanda fécondation chez I'oursin
(Salaun et al, 2005). Leur dégradation ainsi que diéssociation d’elF4E sont sensibles a la
rapamycine, suggérant l'implication de la voie FRAPOR dans ces processi. La
dégradation de 4E-BP, identifiée pour la premigie €hez I'oursin, représente un nouveau
mode de régulation de la traduction dépendantea deiffe.

La rapamycine retarde la synthese de cycline Biajog la premiere division

mitotique. Cela met en évidence I'importance deitiation de la traduction dépendante de la
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coiffe dans le cycle cellulaire chez I'oursin (Saleet al, 2003). En revanche, la traduction de
la cycline B au cours de la maturation méiotiqud’émile de mer passe par un mécanisme
dépendant de CPEB (Lapasset et al, 2005). Chewiigua wortmannine, inhibiteur de PI3K,
affecte aussi l'initiation en retardant partiellethéa dégradation de 4E-BP et la dissociation
de elF4E/4E-BP. Contrairement a la rapamycine, damannine a un effet drastique sur le
cycle cellulaire, non seulement elle retarde lattsyse de cycline B mais elle perturbe
également la déphosphorylation de la tyrosine 15C@&1. Ainsi, la PI3K se retrouve
impliquée en amont de deux voies de signalisatarduaisant a la régulation de la synthese
protéique et du cycle cellulaire (Salaun et al,/0Q’injection d’un peptide 4E-BP1 humain,
correspondant au site d’interaction avec elF4Esdes ovules d’oursins retarde la premiére
division cellulaire (Salaun et al, 2005). Cela détm® I'importance de la libération d’elF4E

par 4E-BP aprés fécondation pour permettre la idivisellulaire.

L'oursin représente un modele excellent pour idiemtiles régulations affectant
I'expression de 4E-BP. En effet, aprés leur dégradaapide, les protéines 4E-BP et h4E-BP
réapparaissent vers 8 heures aprés fécondati@rreefient une régulation fine de linitiation
de la traduction au cours du développement embgionke I'oursin (Salaun et al, 2005). La
guantité de protéine 4E-BP varie également en eadrdss comme I'hypoxie ou en réponse a
des agents endommageant 'ADN : la bléomycine (baffant et al, 2006), le chrome 1l (Le
Bouffant et al, 2008a) et le MMS (methyl methankosate) (Le Bouffant et al, 2008b).

Le facteur elF@ est aussi présent dans les ovules d’oursin. Satitgiae change pas
mais la protéine est déphosphorylée en réponse #&dandation. Cette protéine est

rephosphorylée en présence de MMS (Le Bouffanl, @088b).

2-2-4-L 'élongation de la traduction chez I'oursin

Chaque facteur a été retrouvé aprés analyse dungge |'oursinS. purpuratus
eEF1A, eEF1B), eEF1By, eEF1BS et eEF2 (Morales et al, 2006).

Les embryons d’oursi®. granularisont d’abord permis de découvrir une régulation
de eEF1B au cours du développement. En effet, deux ARNNERIEBS, qui varient par
polyadénylation alternative en 3'UTR, sont expriméifféeremment au cours du

développement embryonnaire de I'oursin (Delalartdad,€1998).S. granularisa aussi permis
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de mettre en évidence, pour la premiére fois, $&xice de deux isoformes d’eERLB1 et
02) codées par deux ARNm différents qui résultetagénn épissage alternatif. Ces deux
formes seraient présentes chez beaucoup de Még@Bbulben et al, 2003 ; Le Sourd et al,
2006a). Des expériences d’immunoprécipitation nemitrqu’il existe deux types de
complexes eEF1B dans les ceufs d’oursin:

- 60% de diméres [eEFBR, eEF1B, eEF1B] [eEF1B52, eEF1B, eEF1B]

- 40% de diméres [eEFBR, eEF1B, eEF1B] [eEF1B51, eEF1B, eEF1B]

Un anticorps reconnaissant les deux isoformes ekRddiquent que ce facteur est
localisé dans le cytoplasme de maniére homogeénetemphase puis se concentre autour du
noyau en phase M et autour des asters (Boulbdn20G8). eEF1B se comporte de la méme
facon (Le Sourd et al, 2006b).

eEF1B peut étre régulé par phosphorylation. Undyaaaidimensionnelle suivie par
une coloration spécifique des protéines phosphesypiis identification par spectrométrie de
masse indique que le facteur eElkldst phosphorylée aprés fécondation cBepurpuratus
(Roux et al, 2008). En effet, contrairement a beapcd’espéces, le site de phosphorylation
par CDK1 ne se retrouve pas sur eEfrbiis sur eEF18chezS.purpuratuglLe Sourd et al,
2006a). Cette analyse a permis de montrer qu’ectifitmdes espéeces chez les Métazoaires, le
site pour CDK1 est présent soit sur eEfrEit sur eEF1B. eEF1B contient aussi des sites
de phosphorylation par CK2 : il est présent surldiofet les deux eEFIB(Le Sourd et al,
2006a).

Le complexe eEF1B est régulé dans les embryonsrsifoul’élongation fait des
pauses a chaque mitose, en corrélation avec les @activation de CDK1l/cycline B
(Monnier et al, 2001b). La phosphorylation d’eEFRi& CDK1/cycline B réduit la synthése
des protéines riches en acides aminés valine dit po la synthése des autres protéines
(Monnier et al, 2001a).

3-Fécondation et activation artificielle des ovuled’oursin

3-1- La fécondation

La fécondation est le processus lors duquel un tmméle fusionne avec un gameéte

femelle pour donner une cellule unique, le zygdta. fécondation entraine une série
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d’événements nécessaires a l'activation des ceudsl eeveloppement embryonnaire (Epel,
1990). L'oursin a joué un réle central dans la déteation de ces mécanismes d’activation
(Epel, 1978 ; Whitaker et Steinhardt, 1982).

Les spermatozoides sont attirés vers les ovulelgariotactisme et reconnaissent
spécifiguement les ovules de la méme espece. Léaacospermatozoide/ovule induit la
réaction acrosomique qui se caractérise par I'exseydes granules corticaux a I'extrémité
apicale du spermatozoide et permet de libérer teynees nécessaires a la fusion avec
'ovule. Le spermatozoide apporte la part génétiduenale ainsi qu’un centrosome et induit
I'activation de l'ovule (Parrington et al, 2007)elmode d’action du spermatozoide pour
activer un ovule est encore inconnu mais plusidwgotheses existent (Parrington et al,
2007) :

- la bombe calcique. Le spermatozoide serviraitcoeduit en ouvrant ses canaux
calciques pour laisser passer le calcium depuisiileeu extérieur vers I'ovule lors de la
fusion. Cependant, l'injection directe de calciuansg les ovules d’oursins n’est pas suffisante

pour induire un relargage des stocks intracelletade calcium.

- le facteur soluble. Un facteur provenant du sgeest relaché dans I'ovule lors de la
fusion. Cette hypothese se base sur les études faiez les mammiferes avec la découverte
de la PLC spécifique du sperme. De plus, chez l'oursin, eesaits de spermatozoides

injectés dans les ovules sont capables d’induieclevée de membrane de fécondation.

- le récepteur membranaire. Le spermatozoide sérde ligand en se fixant sur un

récepteur de I'ovule pour induire les voies de aligation.

L’activation des ovules peut étre séparée en dapesd. On distingue les phénoménes
précoces qui se déroulent dans les 60 premiéresdes (Epel, 1978) et qui se traduisent par
une augmentation du potentiel membranaire et umgmantation de la concentration
cytoplasmique de calcium, une exocytose cortiaabe, activation de I'enzyme NAD kinase,
une alcalinisation cellulaire (sortie dé Ebuplée a une entrée de’INat une augmentation de
la respiration. Les phénoménes tardifs débuteninbites apres fécondation : on assiste a une
augmentation de la conductance membranaire augpatasune activation des systemes de

transport (acides aminés), une augmentation dgnthaése protéique et une synthése d’ADN.
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L’augmentation du calcium cytoplasmique et 'augtaéon du pH sont les processi

décisifs a la poursuite des événements d’activation

3-1-1-La vaque calcigue induite par la fécondation

Le calcium est un élément important pendant touddeeloppement embryonnaire
(Whitaker et Smith, 2008). Il intervient au moinsand deux mécanismes lors de
I'activation des ovules. L’interaction du spermatime avec un ovule se traduit d’abord par
une dépolarisation membranaire qui entraine I'cuver des canaux calciques voltage
dépendant et produit une augmentation du calciulonig de la membrane plasmique, c'est le
flash cortical. Cette dépolarisation est a la fuégessaire pour empécher la polyspermie de
facon transitoire et pour faciliter la fusion duespatozoide avec I'ovule (Whitaker, 2006).
Cependant, le role de ce calcium dans l'activaties ovules n’est pas encore déterming,
sachant que l'inhibition de cette étape n'affeds [a suite des événements et que les ovules
d’oursins peuvent étre activés en I'absence dduralextracellulaire (Townley et al, 2006).
Un deuxiéme meécanisme, débutant lors de la regalish membranaire et inhibant la
polyspermie de facon permanente consiste en | ldgda membrane de fécondation qui sert
de barriere physique pour empécher les spermatezaid pénétrer dans l'ovule (Jaffe et
Cross, 1986). Chez I'oursin, on trouve environ 0B @ranules corticaux situés juste sous la
membrane plasmique de chaque ovule et I'ensemblergsuré d’'une membrane vitelline
(Wong et Wessel, 2006). Les granules corticauxieonent a la fois des protéases et des
protéines de structure. L'activation des ovulesiihtiexocytose de ces granules corticaux et
libére leur contenu a travers la membrane plasmiguant un espace entre les membranes
plasmique et vitelline et consolidant la membraiteline en une nouvelle structure : la
membrane de fécondation (Wong et Wessel, 2006).n@Emnismes sont dépendants d’une
augmentation de la concentration cytoplasmiqueadi@wn, une vague calcique, qui affecte
des protéines comme la synaptogamine, rab3 ebfzhiin-3A intervenant dans I'exocytose

des granules corticaux (Wong et Wessel, 2006 ; éfceh\Wolfner, 2008).

La fécondation induit ainsi une vague de calcilangdl’ovule d’oursin. Elle débute au
point de fusion du spermatozoide puis se propadgeavéers l'ovule en une vingtaine de
secondes (Whitaker, 2006). Contrairement aux maaresf aux nématodes et aux ascidies

qui présentent des oscillations de calcium, ilyna seule vague de calcium chez les oursins,
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les amphibiens et les poissons (Parrington et @Q7R2 La voie la plus étudiée pour
comprendre les mécanismes a l'origine de l'augntiemiade la concentration de calcium
cytoplasmique est celle de la phospholipaggRLCy). L'interaction entre le spermatozoide
et I'ovule entraine I'activation de SFK (Src FamKynase) qui elle-méme stimule la P{.C
par phosphorylationFig 25). Au niveau de la membrane plasmique, la flcGve le PIP2
(Phosphatidyl Inositol 4,5 biphosphate) en IP3 gltwd 1'4’5 triphosphate) et DAG
(Diacylglycerol). L'IP3 va aller se fixer sur socepteur IP3R présent a la surface du
réticulum endoplasmique pour relarguer son contenoalcium dans le cytoplasme (Townley
et al, 2006 ; Whitaker, 2006). Ce relargage estdé par un mécanisme d’auto amplification
correspondant au CICR (Calcium Induced Calcium &g permettant de transférer la
signalisation de récepteur en récépteur. Celaifiédrvenir les récepteurs a la ryanodine
(Whitaker, 2006).

PLCy

PIP2 N IP3 + DAG
v

IP3R  PKC

v

Ca** pH

Figure 25: Voies de signalisation induites aprese€ondation des ovules d’oursinLa
fusion du spermatozoide avec I'ovule active la $&n&FK qui elle-méme va stimuler la BLC
Cette phospholipase clive le PIP2 en IP3 et en DIAIR.3 va se fixer sur son récepteur IP3R
présent a la surface du reticulum endoplasmique pwluire la libération de calcium dans le
cytoplasme. Le DAG va activer la PKC pour stimuléchange N&/H* au niveau de la

membrane plasmique et modifier le pH intracelluair
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La voie de la PLE est la mieux étudiée mais I'injection de messagexondaires
comme NAADP (nicotinic acid adenine dinucleotidegpbhate) ou la voie NO (nitric oxide)/
cGMP (cyclic Guanosine MonoPhosphate) /cCADPR (cy@&IDP Ribose) entraine aussi un
relargage de calcium. Leur réle n'est cependant lpas déterminé car ils ne sont pas
indispensable dans 'augmentation de la conceatratu calcium cytoplasmique (Townley et
al, 2006) :

- Le NAADP qui est synthétisé dans le spermatoze@tait transmis a I'ovule lors de
la fusion des gametes pour induire les flux calegjChurchill et al, 2003). Cependant,
inhibition du NAADP n’affecte pas la vague calog mais empéche le flash cortical.
(Townley et al, 2006). De plus, la cible du NAADR emble pas étre le réticulum
endoplasmique mais plutét les lysosomes (White@06).

- La voie NO/cGMP/cADPR permet de réguler I'actviles récepteurs a ryanodine.
NO stimule la production de cGMP qui lui-méme vaiver la production de cADRP. Ce
dernier stimule les récepteurs a ryanodine poungptre le relargage de calcium. Cette voie
est active lors de la fécondation chez I'oursingaugmentation de la quantité de NO ne se
déroule qu’aprés la vague calcique et dépend méeeette vague (Leckie et al, 2003).
L’augmentation de NO résulterait de I'activation ldePKC (Protéine Kinase C), elle-méme
stimulée par le DAG (Parrington et al, 2007). Cetile NO/cGMP/cADPR est aussi sensible
aux variations de pH et agirait seulement sur l@elde la vague calcique plutét que sur son

induction.

Ainsi, 'augmentation de calcium se déroule enxdphases aprés fécondation chez
loursin : il y a d’abord une augmentation de cathciau niveau de la membrane plasmique
qui dépend du NAADP puis la propagation de la vaauec libération du calcium des stocks
intracellulaires qui fait intervenir la PlyGt la voie NO/cGMP/cADPR. Ce sont aussi dans les
embryons d’'oursins que les courants calciques denitase ont été enregistrés pour la
premiére fois. En effet, la concentration calciglee calcium augmente avant la rupture de
I'enveloppe nucléaire puis avant la transition rmpBtse/anaphase. D’autres petites variations
calciques sont enregistrées par la suite et paetigient a la cytokinése (Whitaker et Larman,
2001). L’oursin est un excellent modele pour areyles courants calciques contrairement

aux cellules de mammiféres ou les enregistremanted courants sont difficiles.
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3-1-2-Voies de signalisation induites par le calan

Le calcium stimule des voies de signalisation gqurngettent de poursuivre I'activation
des ovules et qui vont agir sur la progression damycle cellulaire. La calmoduline est une
protéine ubiquitaire capable de fixer le calciumtte association entraine un changement de
conformation qui va permettre de stimuler plusieerzymes cellulaires. Chez I'oursin
Lytechinus pictusla calmoduline s’active lorsque que la conceittratcytoplasmique de
calcium augmente, c'est-a-dire avant la rupturtedeeloppe nucléaire et lors de la transition
métaphase-anaphase. L'inhibition de la calmodudingifférents instants de développement
empéche les embryons de passer ces deux étapptudéa calmoduline activée se localise
au niveau des microtubules du fuseau lors de Isidiv. Cette localisation suggere que la
calmoduline active agit sur certaines cibles alteaivdu fuseau. Ces résultats démontrent

'importance du calcium et de la calmoduline loesla division cellulaire (Torok et al, 1998).

L'un des substrats régulés par le complexe calaammoduline est la Calcium/
Calmodulin dependent protein kinase. Cette protésteaussi nécessaire apres fécondation
pour la rupture de I'enveloppe nucléaire chez Biur(Baitinger et al, 1990). En effet,
l'injection d’'un peptide inhibiteur de l'activité edcette kinase ou l'injection d’anticorps
dirigés contre elle retarde la rupture de I'envppucléaire chekz. pictus

Une autre protéine sensible a l'augmentation dgiwwa est la MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase). Dans les ovules d'oyrdes kinases MEK et MAPK sont
phosphorylées et actives (Carroll et al, 2000 ; Kom et al, 2001). MEK est la kinase
responsable de la phosphorylation de la MAPK puastijmcubation des ovules avec un
inhibiteur de MEK induit la déphosphorylation de K. Cet inhibiteur induit également
I'entrée des ceufs non fécondés dans le cycle agbu(Carroll et al, 2000 ; Zhang et al,
2006). Carroll et ses collaborateurs montrent quédondation entraine la déphosphorylation
de la MAPK (Carroll et al, 2000), résultant a lasfa’une inactivation de MEK et de
I'activation d’'une MAPK Phosphatase (MKP) (Kumartcag 2001). De plus, l'utilisation de
BAPTA, un chélateur de calcium, empéche la déphmypdition de la MAPK post
fécondation et inhibe la synthése d’ADN. Ces régsilsuggérent que la MAPK active agit
comme frein dans les ovules, son inactivation éé&é& par un mécanisme dépendant du

calcium permet d'initier la réplication de ’ADN.
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3-1-3-Augmentation du pH intracellulaire

La fécondation provoque une augmentation du pthéefiulaire de 0,4 unités ch&z
purpuratuset L. pictus(Johnson et Epel, 1981) Cette variation qui se tieaih lors des
premiéres divisions cellulaires (Johnson et Ep@81) découle d’'une sortie de’ ldu milieu
intracellulaire vers le milieu extracellulaire, giée a une entrée de N&et échange N&H"
est sensible a I'amiloride, un diurétique qui irthiles transports passifs de‘Naais pas la
pompe N&K* ATPase (Johnson et Epel, 1976). La variation derptacellulaire dépend du
pH extracellulaire. Par exemple, en dessous d’'urextracellulaire de 6.5, I'efflux acide est
inhibé.

Il semble que cette augmentation de pH se fasske@x phases. La phase précoce se
déroule dans la premiere minute qui suit la féctindaelle correspond a 20% du relargage
total de H. Elle est indépendante du Nextérieur et insensible a I'amiloride. La phasespl
tardive nécessite du Naxtracellulaire, elle est inhibée par I'amiloride.

La PKC (Protéine Kinase C), stimulée par le DA&,l&in des acteurs impliqués dans
'augmentation du pH aprées fécondatidfig( 25). En effet, I'injection d’'un peptide inhibiteur
de PKC dans les ovules de pictus réduit considérablement les variations de pH post
fécondation (Shen et Buck, 1990) alors que l'intigmad’ovules avec des activateurs de PKC
tels que les phorbols esters stimulent I'échangeNdgH™ (Swann et Whitaker, 1985).
L’activité de la PKC augmente en quelques minupggsafécondation. Cette activation qui se
déplace du cytoplasme vers la membrane plasmigske,sensible a la concentration

cytoplasmique de calcium (De Barry et al, 1997).

3-2- Activation artificielle des ovules par modifi@ations du calcium cytoplasmigue ou du

pH intracellulaire

3-2-1-Modifications de la concentration cytoplasmige de calcium par le calcium
ionophore

Il est possible d'activer les ovules sans fécomtagn augmentant simplement la
concentration cytoplasmique de calcium intraceitalgrace au calcium ionophore. L'effet du
calcium ionophore a d’abord été analysé chez liaurs pictus(Steinhardt et Epel, 1974). I
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provoque le relargage des granules corticaux ains la levée de la membrane de
fécondation, un changement de conductance membeanane augmentation de la

respiration, une augmentation de synthese prot&tuee synthese d’ADN

Le taux de synthese protéique est aussi fort tem®vules activés par du calcium
ionophore 5uM que dans les ovules fécondés thpictus Cependant, cette synthése induite
par le calcium ionophore chute au bout d’une ceetdie minutes (Epel et al, 1974).

L’activation par le calcium ionophore est indépertdades ions présents dans le
milieu extérieur, suggérant l'origine intracelluidu calcium relaché lors de l'activation
(Steinhardt et Epel, 1974). Le calcium ionophoréradne aussi des modifications de pH
similaires a celles provoquées par la fécondat@hifaker et Steinhardt, 1981). Enfin, il agit
sur la MAPK. L’activation des ovules par le calciimmophore entraine la déphosphorylation
de la MAPK et celle-ci est inhibée par le BAPTA (@l et al, 2000).

3-2-2-Modifications du pH intracellulaire par le NHACI

Il est possible de provoquer une augmentation denpificiellement dans les ovules,
en I'absence de fécondation, par incubation avechtiorure d’ammonium (NH4CI). Cela se
fait par un mécanisme insensible a I'amiloride etfaisant donc pas intervenir I'échangeur
Na'/H" (Johnson et Epel, 1976). A pH8, le NH4C| 10mM inda condensation des
chromosomes et la conductance membranaire au potas$ar contre, il n'y a pas
d’exocytose corticale, d’augmentation de respirgtidinflux de N& ni de stimulation du
transport d’acides aminés. Cela indique égalemeattqus les différents événements induits
par la fécondation peuvent apparaitre séparémees agtivation et qu’ils sont donc stimulés

indépendamment les uns des autres.

Cette activation des ovules par le NH4CI induit wegmentation de synthese
protéiqgue qui peut atteindre 60 a 80% du taux de#hgge correspondant a des ovules
fécondés chet. pictus (Brandis et Raff, 1978 ; Epel et al, 1974). Cettggmentation est
aussi plus lente que dans les ovules fécondésn@maet al, 1979). La synthése protéique est
maximale aprés activation par du NH4C| 10mM pH8douNH4CI 2mM pH9 (Epel et al,
1974). Il faut noter que pour augmenter la synthmsegique, le NH4Cl semble stimuler en
parallele d’autres voies indépendantes du pH (Deildepel, 1986). Le NH4Cl 10mM pH8.1

provogue rapidement un influx transitoire de caitia partir du calcium extérieur mais n’agit
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pas sur les stocks intracellulaires de calcium @ages données obtenues sur I'ouisin
pictus Cet influx n'est pas nécessaire a l'activatiors devules par le NH4CI puisque
I'absence de calcium extracellulaire conduit tougoa une condensation des chromosomes
(Zucker et al, 1978). Un autre petit influx plusdifide calcium apres activation par le NH4CI
a aussi été mis en évidence clBegranularismais celui-ci n’affecte pas le taux de synthese
protéique(Dubé et Guerrier, 1983). Enfin, il est décrit jgeNHA4CI agit sur le démasquage
des ARNm, ce qui augmente leur disponibilité, imdai polyadénylation des ARNm pour
stimuler la synthese protéique dans les ovulevéxtimais n'affecte pas l'efficacité de la
traduction en ce qui concerne le mouvement desoibes sur les ARNm (Brandis et Raff,
1979).

3-2-3-Effet du calcium ionophore et du NH4CI sur lasynthése protéique

Le calcium et le pH n’ont pas le méme effet susyiathese protéique. L’augmentation
de calcium cytoplasmique induite par le calciumojoimore dans des ovules incubés en eau de
mer sans Na(et donc incapables de modifier leur pHi) n’ess$ paffisante pour stimuler la
synthese protéique. En revanche, une augmentagigriddinduite par le NH4CI en I'absence
de calcium extracellulaire stimule partiellementimthése protéique (Winkler et al, 1980).
L’ajout de calcium extracellulaire permet un inflabe calcium dans les ovules activés au
NHA4CI, cet influx accroit Iégérement la synthésatgigue par rapport a des ovules activés en
I'absence de G4 extracellulaire, méme si cela est insuffisant pentrainer I'exocytose des
granules corticaux. Ces résultats sont confirméscpax de Dubé et Guerrier qui montrent
aussi que cet influx de calcium aprés activationlpa&H4Cl 10mM pH8 a un effet minimal
sur la stimulation de la synthese protéique (Dub@&werrier, 1983). Enfin, pour atteindre un
taux de synthese protéique similaire a celui dédandation, les ovules doivent étre activés a

la fois par le NH4CI et le calcium ionophore (Wiekkt al, 1980).

Ainsi, ces résultats montrent I'importance desatésns de pH intracellulaire dans la
stimulation de la synthese protéique. Il faut natgpendant que ces modifications de pH ne
représentent que I'une des voies qui participesytahése protéique post fécondation puisque
des embryons dans lesquels les variations de pHislibées par I'amiloride atteignent un
taux de traduction correspondant a 50% du tauxnobd@ns les embryons non traités (Rees et
al, 1995). Cela indique I'existence d’événementipendants de 'augmentation du pH apres

fécondation.
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3-2-4- Effet du calcium ionophore et du NH4CI suré cycle cellulaire

Les ovules activés artificiellement ne se divispas. lls stimulent la synthése de
cycline B mais celle-ci ne cycle pas apres traitetmpgar 10uM calcium ionophore ou par
10mM NHA4CI (Evans et al, 1983).

Le calcium ionophore 5uM ainsi que le NH4Cl 10mM &lMdont incapables de
stimuler 'activité H1 kinase dans les ovulesSlggranularis(Meijer et Pondaven, 1988). Un
traitement des ovules de. pictus au NH4Cl 15mM pH9 induit une phosphorylation
progressive de la tyrosine 15 de CDK1 suivie dedéahosphorylation, donnant un profil
similaire a ce qui se passe aprés fécondation (dgee et al, 1991). Cependant, il est
probable que la synthese protéique soit trés falates ces conditions d’apres les résultats de
Epel et de ses collaborateurs indiquant une syatpggéigue maximale a 2mM en utilisant le
NH4CI a pH9 (Epel et al, 1974).
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Résultats

1) Analyse du facteur elF4G en réponse a la fécontlan

Article 1 : Oulhen N, Salaun P, Cosson B, Cormier P, Moral@907). After fertilization of
sea urchin eggs, elF4G is post-translationally firedliand associated with the cap-binding
protein elF4E. J Cell Sci. 120:425-34.

Dans ce premier article, nous avons caractéristadeur elF4G chez I'oursis.
granularis (SglF4G). SgIF4E est présent dans les ovuleseastihssocié a I'inhibiteur de la
traduction Sg4E-BP. La fécondation induit la disation du complexe SgIF4E/Sg4E-BP et la
dégradation de Sg4E-BP par une voie sensible apanmmycine. Pour permettre la synthése
protéique, elF4G doit s'associer a elF4E chez lasmmiféres. Dans I'article 1, nous avons
mis en évidence I'existence de modifications poatiictionnelles de SgIF4G et I'association
de ce facteur a SgIF4E. Nous démontrons aussi ¢itapce de ce complexe et de la

traduction dépendante de la coiffe dans la prengi&ision mitotique.

Résultats :

Le facteur elF4G a été cloné chez I'ourSingranularis(SglF4G). L'analyse de la
séquence montre que SglF4G contient le site conseatimteraction a elF4E. Une protéine
de fusion GST-SgIF4G a été produite, elle est dapdimteragirin vitro avec une protéine de
fusion GST-mIF4E (mouse IF4E).

La protéine de fusion GST-SgIF4G a également &iéag pour produire un anticorps
spécifiqgue. De maniére intéressante, plusieurgistds de SglF4G existent dans les ovules et
sont modifiées apres fécondation. Ces modificatiemst post-traductionnelles puisqu’elles
sont insensibles a I'émétine, un inhibiteur deréatiction. L'identification de ces isoformes
représente un challenge important dans la compsédrerdes mécanismes de régulation
traductionnelle au cours du développement embryjiornna

Ces isoformes de SgIF4G s’associent a SgIF4AE ray@de apres fécondation, en
corrélation avec une baisse de complexe SgIF4E/BRIELa rapamycine inhibe la
formation du complexe SgIF4G/SgIF4E mais n'affegas l'apparition des multiples
isoformes de SgIF4G.
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La microinjection d'un peptide inhibant l'assocati SgIF4G/SgIF4E ou la
microinjection d’un analogue de la coiffe, I{@DP, retarde la premiére division mitotique.
Cela démontre lI'importance de la traduction dépatelde la coiffe pour le déroulement de la

premiere division mitotique suivant la fécondatarez I'oursin.

Ces résultats présentent la premiére caractérisatio du facteur elF4G chez
l'oursin et démontre l'importance de la traduction dépendante de la coiffe dans la

progression du cycle cellulaire.

Bilan :

elF4E

FRAP/mMTOR ———— Rapamycine

O O

Figure 26 : Régulation de la traduction dépendantede la coiffe en réponse a la

fécondation chez I'oursin. Avant fécondation des ovules, 4E-BP est lié a elFdprés
fécondation, I'inhibiteur 4E-BP se dissocie et ddgradé par un mécanisme dépendant de
FRAP/MTOR sensible a la rapamycine. La fécondgbimvoque aussi la modification du
facteur elF4G ainsi que son association a elF4Ergmrmettre le bon déroulement du cycle
cellulaire. Les isoformes d’elF4G sont symboliggasdes traits noirs au sein de la protéine,
la bande la plus intense représentant le signalamiigire & 175 kDa. Les formes hautes

apparaissent de maniere indépendante de la voieFFRAOR.
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Summary

Release of eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E) from its
translational repressor eIF4E-binding protein (4E-BP) is a
crucial event for the first mitotic division following
fertilization of sea urchin eggs. Finding partners of eIF4E
following fertilization is crucial to understand how eIF4E
functions during this physiological process. The isolation
and characterization of cDNA encoding Sphaerechinus
granularis eIF4G (SgIF4G) are reported. mRNA of SgIF4G
is present as a single 8.5-kb transcript in unfertilized eggs,
suggesting that only one ortholog exists in echinoderms.
The longest open reading frame predicts a sequence of 5235
nucleotides encoding a deduced polypeptide of 1745 amino
acids with a predicted molecular mass of 192 kDa. Among
highly conserved domains, SgIF4G protein possesses motifs
that correspond to the poly(A) binding protein and eIF4E
protein-binding sites. A specific polyclonal antibody was
produced and used to characterize the SgIF4G protein
in unfertilized and fertilized eggs by SDS-PAGE and
western blotting. Multiple differentially migrating bands

representing isoforms of sea urchin eIF4G are present in
unfertilized eggs. Fertilization triggers modifications of the
SglIF4G isoforms and rapid formation of the SgIF4G-eIF4E
complex. Whereas rapamycin inhibits the formation of the
SgIF4G-eIF4E complex, modification of these SgIF4G
isoforms occurs independently from the rapamycin-
sensitive pathway. Microinjection of a peptide
corresponding to the eIF4E-binding site derived from the
sequence of SgIF4G into unfertilized eggs affects the first
mitotic division of sea urchin embryos. Association of
SgIF4G with eIF4E is a crucial event for the onset of the
first mitotic division following fertilization, suggesting that
cap-dependent translation is highly regulated during this
process. This hypothesis is strengthened by the evidence
that microinjection of the cap analog m’GDP into
unfertilized eggs inhibits the first mitotic division.

Key words: Sea urchin fertilization, eIF4E, eIF4G, 4E-BP, Protein
synthesis, Cell cycle, Embryonic early development

Introduction
Unfertilized sea urchin eggs are haploid cells, that are arrested
after completion of their meiotic divisions at the G1 stage.
Fertilization triggers entry into S phase and completion of the
first mitotic division of the embryonic development. The
overall rate of protein synthesis is low in unfertilized sea urchin
eggs and is stimulated rapidly following fertilization. This
dramatic rise in protein synthesis is independent of mRNA
transcription and ribosome biogenesis (Epel, 1967; Brandhorst,
1976). De novo protein synthesis is dispensable for progression
through the S phase but is required for the onset of the M phase
and subsequent embryonic cell cycles (Wagenaar, 1983; Dube,
1988). The unfertilized egg apparently contains all the
necessary components for translation (Davidson et al., 1982)
but protein synthesis is repressed until fertilization occurs. The
exact mechanisms by which translation is increased following
fertilization and how those controls contribute to proper
development are not yet well understood.

Among the translational machinery components, the
eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E) is a crucial target for

regulation of translation initiation (Raught et al., 2000a;
Richter and Sonenberg, 2005) and plays an important role in
the control of the cell cycle (Cormier et al., 2003; Clemens,
2004; Mamane et al., 2004). In different organisms, eIF4E is
also thought to play a role in embryogenesis including
gametogenesis (Amiri et al., 2001), fertilization (Cormier et al.,
2001) and establishment of embryonic axes (Niessing et al.,
2002; Cho et al., 2005). In mammalian cells, the function of
elFAE is to recognize the 7-methyl guanosine triphosphate
(m’GTP) ‘cap’ at the 5’ terminus of the mRNA, thereby
allowing the latter to bind to the 43S complex composed of the
ribosomal 40S subunit, eukaryotic initiation factor 3 (eIF3) and
eukaryotic initiation factor 2 (elF2). For protein synthesis to
take place, eIF4AE must function in conjunction with a large
scaffolding protein, eIF4G, that interacts with several proteins,
including eIF4E, eIF4A (an ATP-dependent RNA helicase) and
elF3. elF4G provides a physical link between the 5’ end of
capped mRNA and the ribosome (Morley et al., 1997; Raught
et al., 2000a). eIF4G also associates with the poly(A)-binding
protein (PABP) to stimulate translation of polyadenylated
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RNAs, and with the MAP-kinase-interacting kinases Mnk1 and
Mnk2, which phosphorylate eIF4E at serine 209 when
associated with elF4G (Gingras et al., 1999; Raught et al.,
2000a). In addition to its important function in cap-dependent
translation, elF4G is also required for cap-independent
translation initiation of picornavirus RNAs to recruit the 40S
ribosomal subunit to mRNA (Lomakin et al., 2000). In this
case, elF4G binds independently of eIF4E to a large secondary
structure element within the RNA called the internal ribosome
entry site (IRES). Although only one eIF4G ortholog has been
found in insects (Herndndez et al., 1998), two independent
isoforms of eIF4G (eIF4GI and eIF4GII) have been described
in humans (Yan et al., 1992; Gradi et al., 1998). The longest
possible open reading frame (ORF) of human eIF4GI has been
identified only recently and it has been suggested that five
isoforms of eIFAGI protein exist in cells, generated by
alternative translation initiation (Bradley et al., 2002; Byrd et
al., 2002). Little is known about the specific role of these
different isoforms in the cell. Recent data indicate a distinctive
but complex pattern of cellular localization of different
fragments that result from cleavage of elF4G during apoptosis
or viral infection (Coldwell et al., 2004).

elF4E-binding protein (4E-BP) inhibits cap-dependent
translation (Haghighat et al., 1995) by competing with eIF4G
for a common site on eIF4AE (Mader et al., 1995). Only one 4E-
BP ortholog has been described in invertebrates (Bernal and
Kimbrell, 2000; Cormier et al., 2001; Miron et al., 2001);
whereas three 4E-BP homologs (4E-BP1, 4E-BP2 and 4E-
BP3) exist in mammals (Pause et al., 1994; Rousseau et al.,
1996; Poulin et al., 1998). In mammals, the phosphorylation
state of 4E-BPs regulates their interaction with e[F4E. The
underphosphorylated forms of 4E-BPs interact strongly with
elF4E and thereby inhibit cap-dependent translation, whereas
the hyperphosphorylated forms do not (Pause et al., 1994). 4E-
BP is a downstream effector of phosphoinositide 3-kinase (PI
3-kinase) and Akt/protein kinase B (PKB) (Gingras et al.,
1998) and 4E-BP hyperphosphorylation is dependent on
FRAP/mTOR (FKBP12 and rapamycin-associated protein/the
mammalian target of rapamycin) (Gingras et al., 2001). In sea
urchin, rapid 4E-BP degradation following fertilization
represents an additional mechanism of 4E-BP regulation that
is controlled by a rapamycin-sensitive mTOR pathway (Salaiin
et al,, 2003). Furthermore, the protein 4E-BP provides a
molecular link between hypoxia cellular response and
prolonged activation of the cell-cycle-DNA-damage
checkpoints in sea urchin embryos (Le Bouffant et al., 2006).

Recently, the release of eIF4E from its translational
repressor 4E-BP has been shown to be a crucial event for the
first mitotic division following fertilization in sea urchin
(Salaiin et al., 2005). Finding partners of elFAE following
fertilization is thus important to understand how eIF4E
functions during early development of sea urchin embryos.
Here, we report the isolation and characterization of a full-
length c¢cDNA encoding for elF4AG from the sea urchin
Sphaerechinus granularis (SgIFAG). We show that several
protein isoforms of SgIF4G exist in unfertilized eggs and that
these isoforms are modified following fertilization. The protein
SgIF4G associates rapidly with eIlF4E in response to
fertilization and we provide evidence that SgIF4G interaction
with eIF4E is functionally important for the completion of the
first mitotic division following fertilization, implicating cap-

dependent translation in this process. Taken together, our
results provide a basis for the future analysis of the role of the
cap-dependent translational regulation in early embryonic
development.

Results

Isolation and characterization of the cDNA encoding the

sea urchin elF4G

The release of eIF4E from 4E-BP is a major event correlated
with the rise in protein synthesis triggered by fertilization of
sea urchin eggs. It is then conceivable that eIF4E associates
with partners such as eIF4G following fertilization. In order to
analyse a potential role of eIFAG after fertilization and during
early embryonic development, we decided to isolate and
sequence the cDNA encoding for this protein in sea urchin
eggs. Full-length S. granularis elF4G (SgIF4G) was cloned
(see Materials and Methods) and we obtained a final composite
cDNA sequence that consisted of 7012 bp (EMBL accession
number AJ634049). The first ATG in the 5’ extended sequence,
which is located 103 nucleotides from the 5’ end of the cDNA,
begins an open reading frame of 5235 nt encoding a deduced
polypeptide of 1745 amino acids (Fig. 1) with a predicted
molecular mass of 192 kDa. Since three in-frame upstream
stop codons exist, at position 25, 52 and 88, in the 5’
untranslated region (5" UTR), it is very likely that the first ATG
in the 5" UTR is the authentic start codon. The 3’ UTR region
of the cDNA consists of 1672 nt and contains a canonical
polyadenylation signal at position 6973. The cDNA was
terminated with a 30-base poly(A) tail.

When the sequence of the peptide encoded by the ORF (Fig.
1A) was compared with the amino acid sequences of human
elF4GI (accession number NP-937884) and eIF4GII
(accession number NP-001409), an overall identity of
approximately 26% was found. However, this value increased
when the central and the C-terminal regions of SgIF4G were
aligned with human eIF4G proteins. The last 1005 amino acids
of SgIF4G share 40% identity and 55% similarity with the C-
terminal part of human eIF4GI. When compared with C-
terminal human eIF4GII, only the last 820 amino acids of
SgIF4G share identity (24%) and similarity (43%). The highest
homology between SgIF4G and elF4GI is found in some
conserved domains such as MIF4G (the middle domain of
elF4G, a predicted elF4A- and elF3-binding domain), MA3 (a
domain present in DAP-5, elF4G and MA-3), and eIF5C
(domain at the C-termini of GCD6, elF-2Be, elF5 and elF4G).
The N-terminal region of SgIFAG was examined for the
presence of elF4E- and PABP-binding sites (Mader et al.,
1995; Gradi et al.,, 1998). The sea urchin elF4G contains
sequence motifs that have significant similarity to the known
elF4E-binding motif (Fig. 1B) and to the PABP-binding
domain previously reported (Fig. 1C).

A complete genome of Strongylocentrotus pupuratus
(Cameron et al., 2000) is available at the National Human
Genome Research Institute of Baylor College of Medicine-
Houston, TX. The analysis in silico using the human genome
sequencing resource suggested existence of a unique gene
encoding for elF4G in sea urchin (Morales et al., 2000).
Indeed, when a 1-kb ¢cDNA within the elF4G coding region
obtained by PCR amplification was used to probe a northern
blot of polyadenylated RNAs isolated from unfertilized eggs
(see Materials and Methods), a unique 8.5-kb transcript (Fig.
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Fig. 1. Characterization of sea urchin eIF4G. (A) Schematic
diagram of SgIF4G protein deduced from the cDNA. The SgIF4G
conserved domains MIF4G (middle domain of eIF4G: predicted
elF4A- and elF3-binding domain), MA3 (domain present in DAP-
5, elF4G and MA-3), eIF5C (domain at the C-termini of GCD6,
elF-2B e, elF5 and eIlF4G) and amino acid sequence corresponding
to the eIF4E- and PABP-binding sites are indicated. The last 1005
residues of the predicted protein scored 40% with human eIF4GI.
The sequence corresponding to the peptide used to generate an
SgIF4G-GST fusion protein is indicated by a grey line. Numbers
indicate the positions of amino acids in the protein sequence
deduced from the cDNA sequence. (B) Protein alignment of the
elF4E-binding domain of sea urchin eIF4G, and human eIF4GI and
elFAGIL. Identical and conserved amino acid residues are on black
and grey background, respectively. The common eIF4E recognition
motif is indicated above (where x is any amino acid and ® is an
aliphatic residue, usually L, M or F). (C) Protein alignment of the
PABP-binding region of SgIF4G and human eIF4GI and eIF4GII.
Residues suggested to be important for the interaction with PABP
in human eIF4GI are indicated above (Imataka and Sonenberg,
1997; Wakiyama et al., 2000). (D) A single ortholog of Sg/F4G is
expressed in unfertilized eggs of sea urchin. Northern blot derived
from gel loaded with 1 or 8 g poly(A+) mRNAs from

unfertilized sea urchin eggs was assessed for the presence of
SglF4G transcript as described in Materials and Methods. (E) The
SgIF4G fusion protein (GST-SgIF4G) interacts with a mouse
elF4E-fusion protein (GST-mIF4E). After incubation, the fusion
proteins were affinity-purified using an m’GTP column (lanes 1-5),
analysed by immunoblotting and detected by chemifluorescence
using an anti-GST antibody as described in Materials and Methods.
Affinity-purified proteins were compared with the GST-fusion
proteins loaded separately (lanes 6-8). The positions of the
respective GST proteins are indicated with arrows on the right side
of the panel.

1D) was detected. These data suggest that a single ortholog of
elF4G is expressed in unfertilized sea urchin eggs.

To provide further evidence for the notion that cDNA
encodes sea urchin elF4G, we tested the ability of a sea urchin
elF4G polypeptide to interact with elF4E. A GST-tagged
SgIFAG fusion protein (from residue 591 to residue 887, see
Fig. 1A) containing the eIF4E-binding site of the sea urchin
elF4G (GST-tagged SgIF4G) was produced and its ability to
associate with a mouse recombinant GST-tagged eIF4E (GST-
tagged mIF4E) was analysed (Fig. 1E). As expected, the GST-
tagged mIF4E was retained on an m’GTP-affinity column (cap
column) but did not co-purify with a pre-incubated GST
protein (lane 1) used as a control. When pre-incubated with the
GST-tagged mIF4E, the recombinant GST-tagged SgIF4G was
retained on the cap column (lane 2), whereas GST-tagged
SgIF4G alone did not (lane 3). Taken together, these data
demonstrate that the sea urchin recombinant eIF4G
polypeptide interacts and co-purifies on a cap column with a
heterologous eIF4E.

Multiple isoforms of elF4G protein exist in unfertilized
and post-fertilized eggs of sea urchin

To analyse native elF4G protein in sea urchin eggs and
embryos, a polyclonal antibody directed against the GST-
tagged SgIF4G was produced (see Materials and Methods).
Using western analysis, we first checked that the anti-SgIF4G
antibody recognized the recombinant GST-tagged SgIF4G
protein; pre-immune serum did not yield any signal (data not
shown). Using this antibody, we then performed western blot
analysis of extracts prepared prior to fertilization (Fig. 2A,
lanes 1, 3, 5 and 7) or 30 minutes post-fertilization (Fig. 2A,
lanes 2, 4, 6 and 8). Immunoblotting of proteins from
unfertilized eggs using the anti-SgIF4G antibody revealed
several polypeptides (lane 1): a set of upper bands
(approximately four) of higher molecular mass (between 190
kDa and 250 kDa, with a higher doublet corresponding to
bands a/b and a lower doublet corresponding to bands c/d),
one main band of 150-175 kDa (band e), a lower and weak
doublet (bands f/g) and a lower band of 125 kDa (band h).
Immunoblotting of proteins from eggs 30 minutes post
fertilization revealed a dramatic pattern of modification of the
polypeptides (Fig. 2A, lane 2). Whereas band h disappeared
and the level of the polypeptide corresponding to band e
significantly decreased, a new set of polypeptides of more
than 250 kDa (set of bands corresponding to i) appeared.
Interestingly, emetine treatment of the eggs did not affect the
modifications of the isoforms pattern triggered by
fertilization (data not shown), demonstrating that SgIF4G
isoforms were targeted by post-translational modifications
after fertilization. As a control of the specificity of the
different bands recognized by the anti-SgIF4G antibodies
used, immunoblotting using the pre-immune serum showed
no aspecific-reacting proteins (lanes 3 and 4). Batches of anti-
SgIF4G antibody were pre-incubated with 1 pg of purified
recombinant GST-SgIFAG or with 1 pg of purified GST
protein (Fig. 2A, lanes 5 and 6, or 7 and §, respectively) and
then used for immunoblotting protein extracts. Pre-incubation
with purified GST-SgIF4G abolished the antibody reactivity
towards the different polypeptides recognized by the anti-
SgIF4G antibody (compare lanes 1 and 2 with lanes 5 and 6
of Fig. 2A). Conversely, pre-incubation with the purified GST
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protein did not hinder the antibody—antigen reaction
(compare lanes 1 and 2 with lanes 7 and 8 of Fig. 2A).
Therefore, the anti-SgIF4G antibody specifically and
efficiently recognizes different native SgIF4G forms,
suggesting that multiple isoforms of eIF4G exist in extracts
prepared from eggs prior to or 30 minutes after fertilization
of eggs. We then performed a pull-down assay by incubating
the GST-tagged mIF4E with total protein extracts prepared
prior to or post-fertilization of eggs (Fig. 2B). The multiple
isoforms present in unfertilized or post-fertilized eggs
interacted with GST-tagged mIF4E.

The multiple isoforms of SgIF4G associate in vivo with
elF4E

To analyse the association between the different isoforms of
sea urchin elF4G and the endogenous elF4E, proteins in total
extracts and proteins purified pre- or post-fertilization of eggs

Fig. 2. Sea urchin eIF4G is modified following
fertilization and interacts with eIF4E in vivo.

(A) Specificity of SgIF4G antibodies.
Supernatants obtained from low-level speed
centrifugation of egg homogenates were prepared
prior to (lanes 1, 3, 5 and 7) or following (lanes 2,
4, 6 and 8) fertilization. Identical amounts of
extract proteins (10 pg) were resolved by 7.5%
SDS-PAGE and subjected to western blot 7
analyses using anti-SgIF4G antibody (lanes 1 and
2), corresponding pre-immune serum (lanes 3 and
4), anti-SgIF4G antibody pre-incubated with 1 g
recombinant GST-SgIF4G (lanes 5 and 6) or anti-
SgIF4G antibody pre-incubated with 1 pg of
GST (lanes 7 and 8); anti-actin antibody was used
as loading control. (B) The multiple isoforms of
SgIF4G associate with the GST-tagged mIF4E.
Proteins extracted from unfertilized eggs or eggs
60 minutes post fertilization were incubated with

A

kDa aIib—b‘E

by using m’GTP columns were analysed by western blotting
(Fig. 2C). The multiple isoforms of SgIF4G that were revealed
in total extracts co-purified with endogenous eIF4E after
m’GTP-column purification (compare left and right upper
panels of Fig. 2C). Interestingly, the level of SgIF4G isoforms
that co-purified with eIF4E increased dramatically following
fertilization. We then asked whether the different isoforms of
SgIF4G could be immunoprecipitated using anti-SgIF4G from
extracts prepared pre- or post-fertilization (Fig. 2D). Whereas
the multiple isoforms of SgIF4AG were efficiently
immunoprecipitated by the antibody from extracts prior to and
following fertilization of eggs (Fig. 2D, top panel), eIF4E was
only co-immunoprecipitated from post-fertilization extracts
(Fig. 2D, bottom panel). Taken together these data strongly
suggest that the different SgIFAG isoforms can associate with
elF4E but that SgIF4G-eIF4E complex formation increases
significantly following fertilization of sea urchin eggs.
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panels) or affinity-purified proteins using an
m’GTP column (right panels) prior to or 60
minutes post-fertilization were subjected to
western blot analyses using anti-SgIF4G (top
panels), anti-actin (middle panels) or anti-eI[F4E
(bottom) antibodies. (D) Sea urchin eIF4E
coimmunoprecipitates with SgIF4G after
fertilization. Proteins extracted from unfertilized
eggs or eggs 60 minutes post fertilization were
immunoprecipitated with SgIF4G, resolved by
SDS-PAGE and analysed by western blotting
using anti-rabbit e[FAE (lower panel) and anti-
SgIFAG antibodies (upper panels). The arrow
indicates IgG recognized by secondary
antibodies. Protein A Sepharose beads with anti-
SgIFAG but without proteins and protein A
Sepharose beads with proteins but without anti-
SgIFAG were used as controls.
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Fertilization induces rapid modification of SgIF4G
isoforms and SglF4G-elF4E complex formation
We have shown previously that eIF4E association with 4E-BP
decreases rapidly following fertilization (Cormier et al., 2001)
making eIF4E available for other partners. It is then
conceivable that SgIF4G association with elF4E correlates
with eIFAE—4E-BP complex dissociation following sea urchin
fertilization. The proteins 4E-BP or SgIF4G bound to elF4E
were analysed after affinity purification of eIF4E on m’GTP
columns using extracts from unfertilized and fertilized eggs
collected every 2 minutes following fertilization (Fig. 3A).
Resolution of the proteins was performed on a 15% SDS-
PAGE to analyse the three different proteins in the same gel.
SglIF4G associated with eIF4E approximately 10 minutes after
fertilization, concurrent with eIF4AE—4E-BP dissociation.

We then analysed the multiple isoforms of SgIF4G
following fertilization. Total proteins extracted from eggs prior
to and every 2 minutes after fertilization were resolved on 7.5%

A
«Da m’GTP purification Western Blot
175 _ e ‘ a SgIF4G
- ——— — ‘ aelF4E
25 -
165 ‘ o 4E-BP
0 2 4 6 8 10 12 14
minutes (time after fertilization)
B

total extracts

kDa P p—— g3 Western Blot
ﬁ..".'-l. = gy =TT

LI [ SR —— a SglF4G

83 _

62 _

47.5 - | - o - o ——— o actin

0 2 4 6 8 101214
minutes (time after fertilization)

Fig. 3. The increase in the association of SgIF4G and eIlF4E
following fertilization correlates with the dissociation of eIF4E and
4E-BP, and occurs after modifications of SgIF4G protein.

(A) SgIF4G associates with eI[F4E when 4E-BP dissociates from
elF4E. m’GTP-column affinity-purified egg proteins extracted prior
to or at the indicated times after fertilization were resolved by 15%
SDS-PAGE and subjected to western blotting using anti-4E-BP2
(bottom), anti-eIF4E (middle) and anti-SgIF4G (top) antibodies.
(B) SgIF4G modifications occur rapidly following fertilization.
Supernatants obtained from low-speed centrifugation of egg
homogenates prepared prior to or at the indicated times following
fertilization, were resolved by 7.5% SDS-PAGE and subjected to
western blotting using anti-SgIF4G (top). Anti-actin was used as
loading control (bottom).

SDS-PAGE and were analysed by western blot (Fig. 3B).
Interestingly, the set of higher-mass polypeptides (set of bands
i) appeared and the abundance of the peptide corresponding to
band h decreased as quickly as 2 minutes after fertilization.
Therefore, these data demonstrate that sea urchin elF4G
modifications occur rapidly after fertilization and that these
modifications precede the release of elFAE from its repressor
4E-BP and consequently also precede the association of
SgIF4G with eIF4E.

Rapamycin inhibits SgIF4G-elF4E association but does
not affect SgIF4G isoform modifications induced by
fertilization

We have previously shown that dissociation of e[FAE-4E-BP
complex is mediated by a rapamycin-sensitive mTOR pathway
induced by fertilization (Salaiin et al., 2003). We therefore
tested whether rapamycin affects the formation of the SgIF4G-
elF4E complex and the modifications of the SgIF4G isoform
(Fig. 4). First, we tested the effect of rapamycin on SgIF4G-
elF4E complex formation (Fig. 4A). Rapamycin prevented
formation of the SgIF4G-eIF4E complex in treated embryos;
SgIF4G associated with eIFAE in controls (Fig. 4A, top

A m’GTP purification
control rapamycin 20 uM
kDa : 0 10 20' 'g 10 20 " minutes (time after fertilization)
175 \ - ai| ‘ ‘ Western blot
83 — | o SgIF4G
25 |8 ee onl [ om aal | aelFaE
16.5 _|- H_-.-.|| o 4E-BP
B total extracts
control rapamycin 20 uM
‘010 20 ' '0 10 20 ' minutes (time after fertilization)
kDa || Western blot
s |2NS mEE | i
T |- — '—_
a15 — |[==s= e (& o =#|| qactin

Fig. 4. SgIF4G-eIF4E association following fertilization, but not
SgIFAG modification, is sensitive to rapamycin treatment.

(A) SgIF4G-eIFAE association is inhibited by rapamycin. Affinity-
purified protein (using an m’GTP column) obtained prior to or at the
indicated times after fertilization from untreated (left) or 20 uM
rapamycin-treated (right) eggs were subjected to western blot
analyses using anti-SgIF4G (top), anti-human 4E-BP2 (bottom) and
anti-e[F4E (middle) antibodies. (B) SgIFAG modification is not
affected by rapamycin. The total amount of SgIF4G from untreated
(left) or rapamycin-treated (20 M) eggs (right), obtained prior to
and at the indicated times after fertilization, was analysed by western
blotting using anti-SgIF4G antibody (top). Anti-actin was used as
loading control (bottom).
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panels). The effect of rapamycin was also evaluated for its
ability to enhance association of the e[FAE4E-BP complex
(Fig. 4A, bottom panels). Inhibition of formation of the
SgIFAG-elF4E complex correlates with the maintenance of the
elFAE4E-BP complex in treated embryos (bottom and right
panel); association of SgIF4G-eIF4E complex appeared after
elFAE4E-BP disruption in control embryos (bottom and left
panel). We then tested whether rapamycin alters modifications
of the SgIFAG isoform that occur after fertilization (Fig. 4B).
Rapamycin was entirely ineffective on SgIFAG isoform
modifications induced by fertilization. Taken altogether, these
data demonstrate that fertilization triggers rapid SgIF4G
isoform modifications independently of a rapamycin-sensitive
TOR pathway; this signaling pathway is involved in eI[F4E—4E-
BP dissociation required for formation of the SgIF4G-elF4E
complex.

An elF4E-binding-motif peptide of sea urchin elF4G
inhibits formation of the SglF4G-elF4E complex and
affects the onset of the first mitotic division of sea urchin
embryos

Since SgIF4G associates with eIF4E and is rapidly modified
following fertilization, it was important to test the effect of the
inhibition of SgIF4G-eIF4E complex formation on the onset of
the first mitotic division induced by fertilization. We produced
a peptide based on the elF4E-binding motif within the sea
urchin elF4G protein, deduced from cDNA and a scrambled
peptide as a control. We first tested the ability of the peptide
to alter the association between the recombinant protein
GST-mIF4E and the recombinant GST-SgIF4G (Fig. 5A). The
two recombinant proteins were incubated with 20 uM or 50
pM of elF4E-binding peptide (KKQYDRDFLLQFQKGCT),
corresponding to the eIF4E-binding sequence of the sea urchin
elF4G or a scrambled peptide (DLCQKQYRFLFKQDTGK).
After incubation, GST-SgIF4AG was analysed after affinity
purification of GST-mIF4E on m’GTP columns (Fig. SA). The
elF4E-binding peptide from sea urchin elF4G inhibited the
formation of the SgIF4G-elF4E complex formation, whereas
the scrambled peptide did not affect the association between
the two recombinant proteins. We then tested the effects of the
peptides microinjected into unfertilized eggs on the first
mitotic division following fertilization. Peptides were
microinjected at a final concentration of 20 wM. Fertilization
per se was not affected by microinjection, because the
fertilization —membranes were raised normally after
microinjection (data not shown). The peptide based on the
elF4E-binding of sea urchin eIF4G microinjected at this
concentration delayed the first cleavage significantly compared
with the control, whereas the scrambled peptide did not (Fig.
5B). These data suggest that availability of eIF4E for its partner
SgIF4G is required for the completion of the first mitotic
division of sea urchin eggs following fertilization.

Microinjection of m’GDP into unfertilized eggs affects
the first mitotic division of sea urchin embryos

Since fertilization triggers SgIF4G-eIF4E complex formation,
we sought direct evidence of a role of the cap dependent
translation in the onset of the first mitotic division of sea urchin
embryos. We investigated the effect of the cap analog, m’GDP
(1 mM final concentration), microinjected into eggs on the first
mitotic division of sea urchin embryos (Fig. 6). m’GDP
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Fig. 5. A peptide based on the eIF4E-binding sequence of sea urchin
elF4G inhibits formation of the SgIF4G-eIF4E complex and affects
the first mitotic division of sea urchin embryos. (A) Incubation of a
peptide based on the eIF4E-binding site of sea urchin eIF4G with
recombinant eIF4E and SgIF4G fusion proteins inhibits their
interaction. The fusion proteins, untreated (lane 1) or incubated with
the SgIFAG peptide corresponding to the binding site on eIF4E (wild
type) used at 50 wM (lane 2) or 20 uM (lane 3) or a scrambled
peptide used at 50 pM (lane 4) or 20 uM (lane 5) were affinity-
purified using an m’GTP column and were analysed by
immunoblotting as described in Materials and Methods using an anti-
GST antibody. Affinity-purified proteins were compared with the
GST-fusion proteins loaded separately (lanes 6 and 7). The positions
of the respective GST-fusion proteins are indicated by arrows on the
right side of the panel. (B) A peptide based on the eIF4E-binding of
sea urchin eIF4G affects the first mitotic division of sea urchin
embryos. SgIF4G peptide corresponding to the binding site on eIFAE
(wild type) or a scrambled peptide was introduced by microinjection
at a final intracellular concentration of 20 wM into unfertilized eggs.
The control corresponds to non-injected eggs. Cleavage was assessed
under a light microscope at 150 minutes after fertilization. An
average of 100 unfertilized eggs were injected for each compound in
each experiment and error bars represent the standard deviation

(+ s.d.) of three independent experiments. Significance was assessed
using Fisher’s F-test and Student’s 7-test. *P<0.005, significant
difference between eggs microinjected with the SgIFAG wild-type
peptide, microinjected with the scrambled peptide and non-injected
eggs.

administered in this way efficiently inhibits the first cleavage
compared with the controls. These data suggest that the cap-
dependent translation is implicated in the first mitotic division
following fertilization and reinforce our hypothesis that
SgIFAG interaction with eIF4E is functionally important for the
early development of sea urchin embryos.
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Fig. 6. Microinjection of m’GDP inhibits the first mitotic division of
sea urchin embryos. m’GDP was introduced by microinjection at a
final intracellular concentration of 1 mM into unfertilized eggs. The
control corresponds to non-injected eggs and buffer corresponds to
eggs injected with the microinjection buffer. Cleavage was scored by
observation under a light microscope at 150 minutes post-
fertilization. An average of 60 unfertilized eggs were injected for
each compound in each experiment, and error bars represent the
standard deviation (+ s.d.) of three independent experiments.
Significance was assessed using Fisher’s F-test and Student’s 7-test.
*P<0.005, significant difference between eggs microinjected with
m’GDP, microinjected with buffer and non-injected eggs.

Discussion

In this report we have provided experimental evidence
supporting the notion that eIF4G is encoded as a single gene
in sea urchins but that multiple protein isoforms of SgIF4G are
present in eggs and early embryos. The existence of several
isoforms of eIF4G in vivo has been described in mammals
(Etchison et al., 1982; Grifo et al., 1983), but the nature of these
different polypeptides has long remained unclear. Multiple
isoforms of sea urchin eIF4G could be the result of a complex
translation strategy involving internal initiation (Gan and
Rhoads, 1996; Gan et al., 1998; Johannes and Sarnow, 1998;
Byrd et al., 2005), upstream ORF codons, alternative splicing
or alternate translation initiation sites (Byrd et al., 2002; Byrd
et al., 2005). Since it is known that human e/F4G mRNA can
direct translation by internal initiation, some of the isoforms
present in unfertilized eggs could also arise from this cap-
independent translational process and an investigation of
SgIF4G mRNA will be required to address this question. In
mammals, an upstream ORF in the 5’ UTR has been suggested
to serve to downregulate cap-dependent initiation of e/F4GI
translation and the cDNA encoding Drosophila eIF4G contains
seven short ORFs upstream of the initiator AUG (Hernandez
et al., 1998). The absence of an upstream ORF in SgIF4G
mRNA suggests that its translational regulation occurs
independently of this mechanism in sea urchin. Since only one
mRNA is detected by northern blot analysis, this also rules out
the possibility that the different isoforms present in unfertilized
eggs arise from alternative splicing or alternative promoter
usage. In animals, the optimal consensus sequence for
recognition of the AUG start codon is RCCAUGG, where the
purine (R) at position -3 is the most conserved and functionally
the most important position (Kozak, 2002). The G at position
+4 is also conserved and important, especially in the absence
of A at position -3 (Kozak, 1997). Therefore, a ‘strong’
initiation codon is considered to contain the purine at -3, the
G at +4 or both. Following the first AUG start codon, the cDNA
sequence encoding the first half of the N-terminal part of
SglIF4G contains 11 other AUG start codons corresponding to
potential functional initiation codons. Consequently, these

internal AUG codons could be involved in the production of
the multiple isoforms. This hypothesis is supported by two
recent studies, which demonstrate that multiple isoforms of
human elF4G are generated by use of alternate translation
initiation codons (Bradley et al., 2002; Byrd et al., 2002). Little
is known about the function of these different isoforms in the
cell. Since elF4G is a scaffolding protein that interacts with
multiple partners, it is then conceivable that production of
different eIF4G isoforms can have consequences on mRNA
translation.

We found a high level of identity (40%) and similarity (60%)
in the C-terminal region (in the last 370 amino acids) between
sea urchin elF4G and human eIF4GI proteins. Since the C-
terminal third part of e[F4GI binds to the protein kinase Mnk]1
(Pyronnet et al., 1999; Waskiewicz et al., 1999) it is reasonable
to assume that SgIFAG associates with a homolog of Mnkl.
Indeed, the existence of this kinase in sea urchin eggs is
supported by the identification of Mnkl in the sea urchin
genome (our unpublished data). Therefore, we hypothesize that
elFAE phosphorylation occurs following fertilization (Waltz
and Lopo, 1987) only when eIF4G brings Mnk1 in the vicinity
of elF4E. We also found that the sequence in the N-terminal
region of sea urchin eIF4G contains the PABP recognition site
and that this motif is relatively well-conserved with respect to
the motifs found formerly in human eIF4GI and eIF4GII. Since
PABP is now considered as a canonical initiation factor
(Kahvejian et al., 2005), it would be of great interest to analyse
the functional interaction between PABP and SgIF4G
following sea urchin fertilization and during the embryonic cell
cycle.

In agreement with the presence of the eIF4E-binding site and
using convergent approaches, we have demonstrated that sea
urchin eIlF4G associates with eIFAE following fertilization of
sea urchin eggs. Our study shows that elF4G is rapidly
involved in this early event of life, because association of
SglFAG with eIF4E increases within minutes following
fertilization. Our data show perfect synchronization between
the release of eIlF4E from its repressor 4E-BP and the
formation of the SgIF4G-eIF4E complex. By microinjecting
elF4E-binding peptide derived from SgIF4G into sea urchin
eggs, we have also provided evidence that eIF4E availability
for SgIF4G association is required for the onset of the first
mitosis triggered by fertilization of the eggs. Taken together,
these data demonstrate that, dissociation of elF4E—4E-BP
followed by formation of the SgIFAG-eIFAE complex represent
important events that correlate with the rise in mRNA
translation which occurs after fertilization, and these events are
required for the onset of the first mitotic division of sea urchin
embryonic development. Furthermore, our experiment
showing that m’GDP microinjected into unfertilized eggs
efficiently inhibits the first mitotic division triggered by
fertilization reinforces the hypothesis that cap-dependent
translation is an important way to regulate gene expression
following fertilization. However, we observed that a low level
of SgIF4G can be associated with eIF4E in unfertilized eggs
(see Fig. 2C), suggesting that low amounts of SgIF4G-elF4E
complex exists before fertilization. This observation is in
agreement with the fact that in quiescent or starved HEK 293
cells, a similarly low amount eIF4G protein is recovered after
cap-column purification of elF4E (Raught et al., 2000b).
Consequently, it would be interesting to know whether pre-
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existing SgIF4G-elFAE complex is involved in the low
translation rate in unfertilized eggs (Epel, 1967).

The most surprising aspect of this work is the discovery that
fertilization triggers a dramatic pattern modification of the
SgIF4G isoforms due to post-translational processes. These
modifications precede the association between elF4E and
SgIFAG (Fig. 3). Moreover, pull-down assays demonstrate that
the multiple isoforms of SgIF4G present in unfertilized eggs can
associate with eIF4E (Fig. 2B). These data suggest that SgIF4G-
elF4E complex formation occurs independently of the SgIF4G
modifications. Therefore the functional significance of the
various elF4G isoforms remains to be elucidated. On the one
hand, a new set of SgIF4G polypeptides of high molecular mass
appears and, on the other hand, the level of some isoforms
decreases following fertilization. Human eIF4Gs are
phosphoproteins (Duncan et al., 1987; Morley and Traugh,
1989; Morley and Traugh, 1990; Donaldson et al., 1991; Raught
et al., 2000b). In HEK 293 cells, several serum-stimulated
phosphorylation sites have been identified by mass
spectrometry and  mutational analyses, and three
phosphorylation sites (serines 1108, 1148 and 1192) of e[F4GI
have been shown to be sensitive to rapamycin (Raught et al.,
2000b). In sea urchin, rapamycin does not affect the SgIF4G
modifications we observed following fertilization. Even if this
result does not rule out the possibility that SgIF4G is
phosphorylated via the FRAP/mTOR pathway, it demonstrates
that this pathway is not involved in the appearance of the high
molecular mass elF4G isoforms. Furthermore, in our hands,
treatment of extracts 30 minutes post-fertilization with different
type of phosphatases does not affect the pattern of the SgIF4G
isoforms (data not shown), suggesting that it is not due to
phosphorylation. Rather than the result of protein
phosphorylation, the SgIFAG isoforms that appear after
fertilization might be the result of other post-translational
modifications such as ubiquitylation. Ubiquitylation
modification is conceivable because our data demonstrate that
a set of SgIF4G isoforms disappears or decreases (Fig. 2A, band
h or e, respectively) suggesting that fertilization may promote
the instability of these isoforms. Ubiquitylation of SgIFAG has
been investigated by western blotting analyses using different
commercially available antibodies directed against mammalian
ubiquitin but, unfortunately, none of the antibodies crossreacted
with the sea urchin proteins (data not shown). As eIlF4G plays
a central role in the assembly of the pre-initiation complex, such
modifications of SgIF4G can have drastic consequences on
translation initiation induced by fertilization and during early
embryonic development of the sea urchin. An intriguing
question is why some SgIF4G isoforms decrease while
formation of the SgIF4G-elF4E complex increases (our results)
in correlation with the stimulation of protein synthesis induced
by fertilization (Epel, 1967). One possibility is that some
isoforms of SgIF4G present in unfertilized eggs participate in
the inhibition of the cap-dependent translation in unfertilized
eggs. Indeed, distinct elFAG fragments cleaved proteolytically
following picornaviral infection or apoptosis in mammals have
been shown to inhibit cap-dependent translation (Lamphear et
al., 1995; Ohlmann et al., 1996; Clemens et al., 1998). However,
the translation of some cellular mRNAs possessing an IRES is
maintained (Henis-Korenblit et al., 2002; Stoneley and Willis,
2004). Thus, it will be of great interest to study whether SgIF4G
isoforms are involved in some cap-independent translation at a

low rate in unfertilized eggs and whether the removal of these
isoforms is required to stimulate protein synthesis triggered by
fertilization. Therefore, investigation of the molecular causes,
as well as the molecular consequences of the different isoforms
of sea urchin elF4G should provide new insights in how this
important player regulates translation during physiological
processes such as fertilization and embryonic cell cycle
progression.

Materials and Methods

Chemicals

Acetylcholin, 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride hydrochloride (AEBSF)
and glycine were purchased from Interchim. Sodium orthovanadate, EDTA, -
glycerophosphate,  dithiothreitol ~ (DTT), N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulfonic acid (HEPES), leupeptin, aprotinin, Tween 20, protamine sulfate,
rapamycin, m’GDP were obtained from Sigma. Alexa Fluor 488-dextran was
purchased from Molecular Probes. ECL detection reagents, 7-methyl-GTP
Sepharose 4B beads were obtained from Amersham Pharmacia Biotech. Mouse
monoclonal antibody directed against rabbit eIF4E was purchased from
Transduction Laboratories (Lexington, KY). Rabbit anti-guinea pig, goat anti-
mouse and swine anti-rabbit IgG (horseradish peroxidase-coupled) were obtained
from Dako SA. Polyclonal antibodies directed against 4E-BP2 (Rousseau et al.,
1996) were a generous gift from Nahum Sonenberg (McGill University, Montreal,
Quebec, Canada). The amino acid sequence of the peptide corresponding to the sea
urchin eIF4G (wild type: KKQYDRDFLLQFQKGCT) and the amino acid sequence
of the scrambled peptide (DLCQKQYRFLFKQDTGK) were synthesized by
Eurogentec (Seraing, Belgium). For the generation of the mouse eIF4E recombinant
protein (GST-mIF4E), the construct was a generous gift from Simon Morley
(University of Sussex, Brighton, UK).

Preparation of gametes and determination of cleavage rates
Sphaerechinus granularis sea urchins collected in the Brest area (France), were kept
in running seawater and used within 5 days. Spawning of gametes, in vitro
fertilization and culturing of eggs and embryos were performed as described by
Marc et al. (Marc et al., 2002). Stock solutions of 20 mM rapamycin was prepared
in ethanol and stored at —20°C. A final concentration of 20 wM rapamycin was
added to the eggs 10 minutes before fertilization. In microinjection experiments, de-
jellied unfertilized eggs were placed and stuck in a line on a dish coated with 1%
protamine sulfate. Peptides and m’GDP were diluted at 2 mM and 100 mM,
respectively, in microinjection buffer (10 mM HEPES pH 7.0, 200 mM KCl, 550
mM mannitol) containing 1 mM Alexa Fluor 488-dextran to allow visualization of
injected eggs. The microinjection system we used resulted in the injection of
approximately 1% of the volume of the egg (De Nadai et al., 1998). Cleavage was
scored by observation under a light microscope.

Cloning of S. granularis elF4G

Primers designed from the Strongylocentrotus purpuratus EST database (5'-GAT
GGG CTT CCA AAC ATT CC-3’ and 5'-GTT AAA CAT CTG AGG AGT CAG
C-3") were used to amplify a 376-bp fragment by PCR using a S. granularis cDNA
library (Delalande et al., 1998). Further screening of the cDNA library using the
PCR fragment as a probe led to the isolation of a partial 3-kb clone. 5" and 3" ends
were extended by RACE PCR (Smart RACE cDNA amplification kit, Clontech)
using primers 5'-GAG GTA CAA GCC ACT GCT GTC ATG CCT C-3’ and 5'-
GCC GCT CCT CTG TAT TAA TGG GAA GCT G-3' to obtain a final 7-kb cDNA,
containing a 5235 nt ORF. Sequencing was performed on an Applied biosystem
AB3100 automatic sequencer at the Génopole Ouest sequencing facility in Roscoff
(France). The EMBL accession number for S. granularis elF4G (SgIF4G) cDNA
is AJ634049.

RNA preparation and northern blot analysis

Total RNA was purified from embryos by the guanidinium thiocyanate method
(Chomczynski and Sacchi, 1987) and poly(A)+ RNAs were isolated using the
Oligotex mRNA isolation kit (Quiagen). One and 8 g of poly(A)+ RNAs were
separated by electrophoresis on a 1% agarose gel containing 2.2 M formaldehyde.
After electrophoresis, RNAs were partially hydrolyzed in 0.05 N NaOH for 20
minutes and transferred to a hybond-N+ nitrocellulose membrane (Amersham
Biosciences) in 20XSSC overnight. After transfer, membranes were washed in
5XSSC and UV-crosslinked in a GS gene linker™ UV chamber (Bio-Rad). Blots
were prehybridized in a solution containing 5XSSC, 5XDenhardt, 0.1% SDS and
100 pg/ml denatured salmon sperm at 65°C for 1-2 hours. A 1-kb DNA fragment
within the SgIF4G coding region (nucleotides 1928-3001) was amplified by PCR
using primers 5'-CTT CAA CCC TTC CAG AAA GTA AAG ACG G-3' and 5'-
GCC GCT CCT CTG TAT TAA TGG GAA GCT G-3', and purified twice on
GeneElute Agarose™ spin columns (Sigma). The purified PCR product (25 ng) was
labeled in the presence of [a-*?P]dCTP with Megaprime™ DNA labeling systems
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(Amersham Biosciences) according to the manufacturer’s instructions. The
prehybridization solution was replaced with fresh solution containing Sg/F4G
c¢DNA probe, and the filters were incubated overnight at 65°C. Filters were washed
at 65°C in 0.1XSSC, 0.1% SDS. Radioactivity on blots was revealed by
autoradiography on X-OMAT AR film (Kodak).

GST-recombinant proteins and antibodies directed against
SgIF4G protein

A 900-bp fragment within the Sg/F4G-coding region (amino acids 591-887),
containing the e[F4E-binding site, was amplified using primers 5'-CGC GGA TCC
GTG CAA CAG TCA ATG CCA G-3' and 5'-CCG GAA TTC TCT GGA CGA
TCT CCT ACC-3'. The fragment was inserted into pGEX-4T-1 vector digested with
BamHI and EcoRI. The GST and the fused GST-SgIF4G and GST-mIF4E proteins
were overexpressed in E. coli (strain BL21) and purified on a glutathione Sepharose
4B column according to the manufacturer’s instructions (Amersham Pharmacia
Biotech). Polyclonal antibodies against the recombinant GST-SgIF4G protein were
obtained in guinea pigs by standard immunization protocol (Eurogentec). The pre-
immune and immune sera were kept in aliquots at —20°C.

Analysis of in vitro interaction between SgIF4G and mIF4E
After production and purification, recombinant proteins were dialysed overnight in
buffer A (50 mM HEPES pH 7.7, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 5% glycerol). One
microgram of GST-mIF4E or GST alone was incubated for 1 hour with m’GTP-
Sepharose beads in buffer A. After washing, the beads were incubated for 1 hour
in buffer A containing 1 mg/ml of BSA, 0.5% IGEPAL (Sigma Aldrich) and
peptides as indicated. GST-SgIF4AG or GST as controls were then added and
incubation was prolonged for a further 1 hour. After extensive washing, the beads
were boiled in Laemmli buffer and analysed by western blotting using anti-GST
antibodies (Santa Cruz Biotechnology) and a chemifluorescence detection system
(ECF, Amersham Pharmacia Biotech).

Preparation of cell lysates

After fertilization, at the times indicated, cells were collected by centrifugation in
a Heraeus Labofuge 4000 centrifuge for 2 minutes at 2000 g. The cell pellet was
frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C. Cells were lysed by passage through
a 25G syringe in one cell volume of 2X binding buffer (40 mM HEPES pH 7.4,
100 mM sodium fluoride, 10 mM ATP, 20 mM tetrasodium pyrophosphate (PPi),
100 mM NaCl, 0.4 mM EDTA, 2 mM dithiothreitol, 1 mM AEBSF, and 20 p.g/ml
of aprotinin and leupeptin). Cell lysates were centrifuged for 15 minutes at 16,000
g at 4°C in an Eppendorf centrifuge 5415R and the supernatants were stored at
—20°C before use. Protein quantification was performed in duplicate by the Bradford
assay.

Isolation of elF4E and associated proteins

Isolation of eIF4E from egg extracts and its partners was performed using m’GTP
beads as described previously (Salaiin et al., 2004). Briefly, extracts were mixed
with 25 pl of m’GTP-Sepharose beads (m’GTP column). After 60 minutes
incubation at 4°C, the columns were washed three times with 1 ml of 1X binding
buffer containing 100 mM NaCl. Laemmli sample buffer was added directly to the
beads.

Immunoprecipitation of sea urchin elF4G

For the affinity purification procedure, 500 pl of supernatant resulting from the
16,000 g centrifugation were incubated in batches with 2% BSA-presaturated
immobilized protein A beads (50 pl packed beads) covalently coupled to eIF4G
antibodies, in 1 ml of an IP buffer (50 mM Tris—HCI pH 7.6, 500 mM NaCl and
1% Nonidet P40) for 2 hours at 4°C. The beads were then washed three times in
the IP buffer and twice in 500 mM NaCl and 50 mM Tris—-HCI (pH 7.6). After
washing, bound proteins were eluted with Laemmli buffer and resolved on a 10%
acrylamide gel and analysed by western blot.

Pull-down assay

One microgram of GST-tagged mIF4E or GST alone were mixed and pre-incubated
with 25 pl of gluthathione-Sepharose in a final volume of 200 pl of 1X binding
buffer for 1 hour at 4°C. The beads were washed three times with 1 X binding buffer.
Five hundred microliters (2 mg of proteins) of supernatant resulting from the 16,000
g centrifugation were mixed and incubated end-over-end for 60 minutes at 4°C.
Then the samples were washed three times with 1 ml of 1X binding buffer
containing 100 mM NaCl. Laemmli sample buffer was added directly to the beads
and the proteins were resolved by SDS-PAGE and analysed by western blotting.

Western blot analyses

Western blot analyses were performed following electrophoretic transfer of proteins
from SDS-PAGE onto 0.22-pm nitrocellulose membranes (Towbin et al., 1979). 4E-
BP was analysed using rabbit polyclonal antibodies directed against human 4E-BP2
(Rousseau et al., 1996). eIF4E was analysed using mouse monoclonal antibody
directed against rabbit eIF4E. Sea urchin elF4G was analysed using guinea pig
polyclonal antibodies directed against SgIF4G.

Membranes were incubated with antibodies directed against 4E-BP2 (1:2000),
eIF4E (1:2000), SgIF4G (1:2000) or actin (1:2000) in 20 mM Tris-HCI (pH 7.6),
5% skimmed milk and 0.1% Tween 20 at room temperature. The antigen-antibody
complex was measured by chemiluminescence using horseradish peroxidase-
coupled secondary antibodies according to the manufacturer’s instructions (ECL;
Amersham Pharmacia Biotech). Depending on the experiments, a
chemifluorescence detection system (ECF, Amersham Pharmacia Biotech) was used
for detection of antibody complexes.
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II) Liens entre phosphorylation de 4E-BP et traducion dépendante de la coiffe

Article 2: Oulhen N, Boulben S, Morales J, Cormier P and Qo&so A mutant mimicking
hyperphosphorylated 4E-BP inhibits protein synthesisea urchin cell-free cap dependent

translation systenSubmitted

Ce deuxieme article démontre que Sg4E-BP est uibiiabr de la traduction
dépendante de la coiffe et nous apporte une nauwalion sur l'importance de la
phosphorylation et de la dégradation de Sg4E-BR thersin.

Chez les mammiféres, la traduction dépendante deifte est inhibée lorsqu’elF4E
est lié a 4E-BP. L’association entre elF4E et 4Ed#pend de I'état de phosphorylation de
4E-BP. La forme hypophosphorylée de A4E-BP lie elF4lors que la forme
hyperphosphorylée se dissocie. Chez I'ourSiphaerechinus granulaj Sg4E-BP est
phosphorylé, dissocié de SgIF4E et dégradé apcesdation. Pour comprendre le role de la
phosphorylation de Sg4E-BP, nous avons analyséfef’efd’'un mutant, mimant
I'hyperphosphorylation de ce facteur, sur la traaucdépendante de la coiffe en utilisant un

systeme acellulaire.

Résultats :

Le 4E-BP de l'oursirSphaerechinus granularig été cloné (Sg4E-BP). L’analyse de
la séquence indique que le site consensus d'intenaavec elF4E est conservé chez cet
oursin. On retrouve également 4 sites connus pwoarphosphorylés chez les mammiferes
(Thr-37, Thr-46, Ser-65, Thr-70 d’aprés la numéiotadu 4E-BP1 humain).

Pour analyser le réle de Sg4E-BP sur la traductimys avons mis au point des
extraits acellulaires réalisés a partir d’'ovules @iambryons prélevés 30 minutes apres
fécondation. Les extraits post fécondation mimeatigmentation physiologique de la
synthese protéique et effectuent une traductioemidgnte de la coiffe.

La protéine de fusion GST-Sg4E-BP a été produiteajetitée a un extrait post
fécondation, les résultats indiquent que GST-Sg®Eribe fortement la synthése protéique
dépendante de la coiffe.

Cette protéine de fusion a été mutée soit suitéeddnteraction avec elF4E (mutant
YALA), soit sur les 4 sites de phosphorylation daniére a mimer une hyperphosphorylation
(mutant 4xE). Le mutant YALA ne s’associe pas &GI8T-mIF4E (GST-mouse IF4E) et

démontre la fonctionnalité de cette séquence cloezsin. En revanche et de maniére trés

96



originale, le mutant 4xE s’associe a la GST-mIF#Eiquant que I'hyperphosphorylation de
Sg4E-BP n’est pas suffisante a sa dissociation anetdF4E.

Comme la GST-Sg4E-BP, le mutant 4xE inhibe laucidn dépendante de la coiffe
dans un extrait post fécondation. Ces nouvellemées indiquent que chez I'oursin, un
mutant de Sg4E-BP mimant son hyperphosphorylatibibé la traduction dépendante de la
coiffe. Ces résultats mettent en avant I'importadeda dégradation de Sg4E-BP qui serait
alors le seul moyen pour dissocier le complexe SBRESgIFAE aprés fécondation et

stimuler la synthése protéique.

Ces résultats apportent la premiére preuve directeu réle inhibiteur de Sg4E-BP
sur la traduction dépendante de la coiffe et remeéint en cause le modeéle établi

concernant le role de la phosphorylation de 4E-BP.

Bilan :

Complexe
elF4E/
4E-BP

Traduction
dépendante — — _|_
de la coiffe

Figure 27 : Régulation de 4E-BP en réponse a la f@udation chez I'oursin. Dans les
ovules, elF4E est associé a 4E-BP et la synthestigue est trés faible. La fécondation
provoque la phosphorylation, la dissociation et dagradation de 4E-BP. Les résultats
obtenus a partir d’extraits acellulaires suggéramie 4E-BP phosphorylé sur les acides
aminés correspondants aux Thr 37, Thr 46, Ser @he70 humains reste associé a elF4E et
inhibe la synthése protéique. La dégradation deB#Eserait ainsi essentielle a la libération

d’elF4E pour stimuler la traduction dépendante debiffe.
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Abstract

Background: 4E-BP is a translational inhibitor that binds to elF4E to repress

cap-dependent translation initiation.

Methodology/Principal Findings: Using sea urchin cell-free cap-dependent translation system
prepared from fertilized eggs, we provide the first direct evidence that the sea urchin 4E-BP
inhibits cap-dependent translation. We show here that a sea urchin 4E-BP mutant, mimicking
phosphorylation on the four sites recognized to be required to remove elF4E binding,

functions in the association of elF4E and inhibits protein synthesis.
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Conclusions/Significance: These studies demonstrate the conserved activity of 4E-BP
translational repressor but suggest that there are additional mechanisms to that of
phosphorylation at the four critical sites, which are required to release elF4E from its

repressor in sea urchin.

INTRODUCTION

Changes in the protein synthesis machinery are important in the regulation of gene expression
in eukaryotes [1]. Although sea urchin eggs contain all the necessary components for translational
activity [2], protein synthesis is low in unfertilized eggs and is stimulated rapidly following
fertilization [3,4]. The change has been demonstrated to result from an increase of the translation
initiation rate of masked maternal mMRNAs [5,6], independently of mRNA transcription and ribosome
biogenesis [3,7]. Cap-dependent translation is highly regulated following fertilization and cap-
dependent translation activity increase is involved in the onset of the first mitotic division of sea
urchin embryos [8]. Translation initiation involves a complex machinery [9]. We recently identified in
the sea urchin genome [10] an ortholog of each mammalian translation factor as compared to the
mammalian set known to be involved in the initiation step [11].

Among the protein synthesis machinery components, the eukaryotic Initiation Factor 4E
(elF4E) is a major target for the control of the cap-dependent translation initiation [12]. elF4E is a cap-
binding protein that interacts with the mRNA 5’-cap structure m’GpppN (where N is any nucleotide).
elFAE functions by binding with eukaryotic Initiation Factor 4G (elF4G), a large scaffolding protein
that acts as docking site for several proteins including eukaryotic Initiation Factors 4A (elF4A) and 3
(elF3), and consequently bridges the ribosome and the mMRNA [13]. elF4G binds also to the poly(A)-
binding protein (PABP), which interacts with the poly(A) tail, and this allows close loop conformation
of the mRNA, thought to stabilize the interaction of the cap-binding complex and to stimulate
translation of polyadenylated RNAs [14]. elF4E is the limiting factor in translation initiation under

most circumstances and plays an important role in the regulation of the cell cycle [15-17], and is also



thought to have a role during reproduction and embryogenesis [18].

The 4E-binding proteins [4E-BP; also called phosphorylated heat-and-stable protein, insulin-
stimulated (PHAS-I)] compete with eIF4G for an eIF4E recognition motif site YxxxxL® (where x is
any amino acid and @ is an aliphatic residue, usually L, M or F) [19] and consequently inhibit cap-
dependent translation [20]. Binding of 4E-BPs to elF4E is classically associated with the
phosphorylation status of 4E-BPs [21,22]. Underphosphorylated 4E-BPs bind to elF4E and inhibit
cap-dependent translation, whereas hyperphosphorylated forms do not [13]. However, the
relationships between the multiple states of 4E-BPs phosphorylation and their dissociation from elF4E
is still far from being fully understood [23]. Three 4E-BP proteins (4E-BP1, 4E-BP2 and 4E-BP3)
exist in mammals [21,24,25]. The most thoroughly studied of these is 4E-BP1 for which multiple and
hierarchical phosphorylation events are required to release 4E-BP1 from elF4E [26]. A large body of
evidence indicates that phosphoinositide 3’-kinase (PI3K) and FKBP12 rapamycin-associated
protein/mammalian target of rapamycin (FRAP/mTOR) signaling kinases affect the release of 4E-BP1
from elF4E [27]. Recently, it has been proposed that 4E-BP1 phosphorylation may play a dual role in
the regulation of protein synthesis, both reducing the affinity of 4E-BP1 for elF4E and promoting the
conversion of 4E-BP1 to alternative polyubiquitinated forms that may be involved in the increase of
the turnover of this translational repressor [28].

In sea urchin, only one 4E-BP ortholog exists, presenting a highly-conserved core domain
containing the elF4E-binding motif and the phosphorylation sites (Thr-37, Thr-46, Ser-65 and Thr-70,
numbered according to mouse 4E-BP1) [11]. Following fertilization of the sea urchin eggs, 4E-BP is
rapidly phosphorylated and degraded [8,29]. The release of elF4E from its translational repressor 4E-
BP and the elF4E/elF4G complex formation are correlated with the rapid increase of protein synthesis
triggered by fertilization and are required for the onset of the first mitotic division of embryonic
development [30,31]. The dissociation of 4E-BP from elF4E and its degradation are inhibited by
rapamycin, suggesting a role for protein phosphorylation in these two processes.

Using cell-free translation systems, the activity of several protein synthesis initiation factors
has been shown to be enhanced [32-35], consistent with the increase of the rate of translation initiation

in fertilized eggs. It was suggested that elF4E association with its partners elF4G and elF4A was



repressed by an inhibitor of unknown identity in unfertilized eggs [36]. Our previous works
demonstrated correlation between elF4E release from its repressor 4E-BP and the rise of protein
synthesis that occurs shortly following egg fertilization. In the present study we provide direct
evidence of the translational repressor activity of the sea urchin 4E-BP and we characterize this
activity in cell-free translation system that mimics the increase of the rate of translation initiation in

fertilized eggs.

RESULTS

Isolation and characterization of the cDNA encoding the Spharechinus granularis Sg4E-BP.

In order to analyze and characterize the translational inhibitory function of the sea urchin 4E-BP, we
isolated and sequenced the cDNA encoding for this small protein in the sea urchin Sphaerechinus
granularis. A deduced polypeptide of 113 amino acids (Fig 1) with a deduced molecular mass of 12,1
kDa was obtained. The predicted protein presents a core domain highly conserved containing the
phosphorylation sites (Thr37, Thr46, Ser65 and Thr70, numbered according to human 4E-BP) and the
elF4E-binding motif (YxxxxL®). Two motifs important for protein-protein interactions, the RAIP
motif [37] and the TOS site [38] were also found. Full-length Sphaerechinus granularis 4E-BP (Sg4E-
BP) was cloned and GST-tagged Sg4E-BP fusion protein containing the complete 4E-BP protein
sequence was produced (see Materials and Methods). We first tested the ability of the GST-Sg4E-BP
to associate the sea urchin elF4E (Fig 2). When pre-incubated in sea urchin extract prepared from
unfertilized eggs, the GST-Sg4E-BP fusion protein associated equally with two isoforms of
endogenous elF4E that are also detected as a doublet in total extract (compare lanes 3 and 5).
Interestingly, when pre-incubated in extract prepared from 60 minutes post-fertilized eggs, the GST-
Sg4E-BP associated preferentially with the lower band of the doublet (compare lane 4 with lane 3).
Neither of the two bands from the doublet interacted with the GST protein used as a control (lanes 1-
2). These data demonstrate that the sea urchin recombinant 4E-BP polypeptide interacts with
endogenous sea urchin elF4E isoforms. In order to characterize further Sg4E-BP we decided to
analyze its potential inhibitory activity for cap-dependent translation measured in cell-free translation

systems from sea urchin eggs.



Sg4E-BP inhibits cap-dependent translation in a sea urchin cell-free cap-dependent translation
system. We first developed cell-free translation systems that were capable of initiating on exogenous
capped luciferase mRNA (Fig 3A). While cell-free translation systems prepared from unfertilized eggs
showed low protein synthesis rate of the exogenous capped mRNA, those prepared from 30 minutes
post-fertilized eggs show rates of protein synthesis 5 fold higher (compare lanes 1 and 2), reflecting
the increase of protein synthesis rates observed in vivo after sea urchin egg fertilization. Interestingly,
neither cell-free translation systems prepared from unfertilized nor 30 min post-fertilized eggs were
capable of initiating on exogenous uncapped luciferase mMRNA (lanes 3-4). Therefore, the cell-free
translation systems used for the work described above exhibit cap-dependent protein synthesis activity.
We then showed that the GST-Sg4E-BP fusion protein inhibited protein synthesis activity dramatically
when measured in cell-free extract systems prepared from fertilized eggs (Fig 3B, compare lanes 1 and
2). Interestingly, the specific inhibition of cap-dependent translation by Sg4E-BP was rescued by
concomitant addition of a mouse recombinant GST-tagged elF4E (GST-mIF4E) in the cell-free
translation system (lane 3). Taken together, these data give the first direct demonstration that sea

urchin 4E-BP possesses functional inhibitory activity of the cap-dependent protein synthesis.

The mutant that mimics phosphorylation on T36/T45/S64/T69 of Sg4E-BP associates efficiently
with elF4E and inhibits association between elFAE and elF4G in vitro. The predicted Sg4E-BP
protein presents a highly-conserved core domain containing the phosphorylation sites and the elF4E-
binding motif (Fig 1). We produced GST-Sg4E-BP mutants, Y53A and L58A (YALA) and
T36E/TA5E/S64E/T69E (4XE), and analyzed their ability to associate with GST-mIF4E (Fig 4). As
expected, the GST-mIF4E retained on an m’GTP-affinity column (cap column) co-purified with a pre-
incubated wild type GST-Sg4E-BP (Fig 4A and 4B, lanes 2) used as a control, whereas the YALA
mutant was not retained efficiently on the cap column when pre-incubated with GST-mIF4E (Fig 4A
and 4B, lanes 3). Strikingly the 4xE mutant that mimics the hyperphosphorylated form of Sg4E-BP co-
purified with GST-mIF4E on cap-column (Fig 4A and 4B, lanes 4). This last result is in discrepancy

with the classical model in which phosphorylation of all four residues of 4E-BP is sufficient to remove



elF4E binding [26]. We then decided to test the ability of the 4xE mutant to inhibit competitively the
association between elFAE and elF4G (Fig 5). Both wild type and 4xE mutant efficiently compete
with GST-SgIF4G for binding with GST-mIF4E (Fig 5A and 5B). Taken together, these data suggest
that Sg4E-BP phosphorylated on all four residues T36/T45/S64/T69 is functional to inhibit
elF4G/elFAE complex formation. We then decided to test the protein synthesis inhibitory activity of
the 4xE mutant in the sea urchin cell-free cap-dependent translation system.

Using increasing amounts (20; 100; 200; 1,000 ng) of the different constructs, GST alone,
GST-Sg4E-BP, YALA and 4xE mutants, we tested their ability to inhibit the translation of a
capped luciferase mRNA in the sea urchin cell-free translation system prepared from
fertilized eggs (Fig 6). Strikingly, when added to active sea urchin cell-free translation system,
200 ng of GST-Sg4E-BP or 4xE mutant dramatically affected the translation of the capped
luciferase MRNA whereas the same amount of YALA mutant or GST alone did not affect the
translation of the exogenous mRNA. The inhibitory effect of GST-Sg4E-BP and 4xE on the
cap-dependent translation was completely rescued by addition of the GST-mIF4E fusion
protein (Fig 7). Taken together, these data demonstrate that the mutant that mimics the
phosphorylation on T36/T45/S64/T69 of Sg4E-BP is still functional to inhibit the protein

synthesis activity in sea urchin cell-free cap-dependent translation systems.

DISCUSSION

Using cell-free translation systems from unfertilized eggs and early cleavage embryos, it was
suggested that eukaryotic Initiation Factors 4 activity was repressed in unfertilized eggs owing to the
presence of an unidentified inhibitor that interacted with elF4E [36,39]. Our previous data showed that
4E-BP associated with elF4E in unfertilized eggs and that increasing protein synthesis rate was
correlated with elF4E/AE-BP complex dissociation in combination with phosphorylation [29] and
degradation of 4E-BP [8]. Establishment of highly active cell-free cap-dependent translation systems
allowed studying the molecular mechanisms governing the regulation of protein synthesis initiation in

fertilized egg of sea urchins. We provide here the first direct evidence that sea urchin 4E-BP inhibits



efficiently the cap-dependent protein synthesis in cell-free cap-dependent translation system from
post-fertilized eggs. These data are consistent with our hypothesis proposing that 4E-BP is a main
repressor of protein synthesis in unfertilized eggs and that its dissociation from elF4E plays a crucial
role in the rise in protein synthesis that occurs shortly following fertilization [8,29,40].

4E-BP sequences from protists, fungi and metazoa can be found in the Joshi/Jagus 4E-BP database

(http://umbicc3-215.umbi.umd.edu). In metazoa, below urochordates only one 4E-BP is found per

species. To date, they have been few functional studies of 4E-BP outside mammals. Recently,
association of 4E-BP with elF4E has been demonstrated to be downregulated upon meiotic maturation
of the starfish oocyte [41]. In Drosophila melanogaster, 4E-BP presents a nonconsensus elF4E
binding site and binds elF4E poorly [42]. We have shown here that Sphaerechinus granularis contains
a consensus elF4E binding site and that the YALA mutant does not interact with elF4E (Fig 4).
Furthermore, we provided evidence that this site is required for the cap-dependent translation
inhibitory activity of the sea urchin 4E-BP (Fig 6). These results are consistent with finding from the
mollusc Aplysia, another invertebrate model in which 4E-BP role has been characterized. Aplysia 4E-
BP contains a consensus elF4E-binding site, and alters cap-dependent translation when overexpressed
in the soma [43].

We previously demonstrated sea urchin 4E-BP is phosphorylated to a significant extent in unfertilized
eggs, and that fertilization causes hyperphosphorylation [29]. These observations led us to propose
that sea urchin 4E-BP phosphorylations regulate elF4E/AE-BP complex formation in a manner similar
to that of vertebrate 4E-BP1 where phosphorylation of T37 and T46 appears to prime for
phosphorylation of downstream sites, S65 and T70 (numbering according to human nomenclature)
[13,26,44,45]. Additional phosphorylatable sites of 4E-BP1 have been identified on Ser 83 [44], Ser
101 [46] and Ser 112 [47]. Notably, of the seven phosphorylation sites identified in vertebrate 4E-BP1,
only the four sites most linked to regulating 4E-BP binding to elF4E are conserved in sea urchin (Fig
1) and Aplysia 4E-BP [43]. It was somewhat surprising to see that serine/threonine-to-glutamic acid
mutations at all four residues on 4E-BP did not decrease significantly sea urchin 4E-BP association
with elFAE (Fig 4 and Fig 5A) and did not affect its protein synthesis inhibitory activity in cell-free

cap-dependent translation systems (Fig. 6). These data suggest that phosphorylation at the four sites of
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the sea urchin 4E-BP is not sufficient to release elF4E from its repressor and are in discrepancy with
the role for these phosphorylation sites classically described in human 4E-BP1 and 4E-BP2 regulation
[48]. The serine/threonine-to-glutamic mutations at all four residues on sea urchin 4E-BP could have a
weaker effect than phosphorylation at these residues, but this hypothesis is not supported by the
finding that S/T-E mutations at all four residues of Aplysia 4E-BP significantly abolished binding to
elF4E [43]. Therefore, we hypothesize that phosphorylation at the four sites could be required, but is
not sufficient to disrupt the 4E-BP/elFAE complex in sea urchin. Additional control of 4E-BP through
rapamycin-sensitive proteolysis has been shown in sea urchin eggs [8]. Phosphorylation of 4E-BP
could represent an important signal for its proteolysis. This hypothesis is reinforced by the finding that
phosphorylation of 4E-BP1 both reduces the affinity of 4E-BP1 for elF4E, and promotes the
conversion of 4E-BP1 to alternative polyubiquitinated forms that precedes degradation in human cells
[28]. Therefore, that mutant mimicking hyperphosphorylated 4E-BP still interacts with elF4E and
inhibits protein synthesis in cell-free cap dependent-translation systems reinforce the idea that
degradation represents an important mechanism to regulate 4E-BP function in sea urchin. The

proteolysis pathway responsible for 4E-BP degradation following fertilization is currently underway.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride hydrochloride (AEBSF) and glycine were purchased from
Interchim. Acetylcholine, Sodium orthovanadate, EDTA, B-glycerophosphate, dithiothreitol (DTT),
igepal, leupeptin, aprotinin, chymostatin and soybean trypsin inhibitor were obtained from Sigma.
Pepstatin was purchased from Euromedex. ECL, ECL+ and ECF detection reagents, 7-methyl-GTP
Sepharose 4B beads (m'GTP column) were obtained from Amersham Pharmacia Biotech.
QuickChange site-directed mutagenesis kit was obtained from Stratagene. Mouse monoclonal
antibody directed against elF4E from rabbit was purchased from Transduction Laboratories
(Lexington, KY). Rabbit polyclonal antibodies directed against GST were purchased from Santa Cruz.

Goat anti-mouse, and swine anti-rabbit 1gG (horseradish peroxidase-coupled) were obtained from



Dako SA. For the generation of the mouse elF4E recombinant protein (GST-mIF4E), the construct
was a generous gift from Simon Morley (University of Sussex, Brighton, UK). Renilla Luciferase
Assay system, Riboprobe in vitro Transcription System and amino acids were obtained from Promega.
EcoRV enzyme was purchased from Biolabs and RNasin was obtained from Ambion. The Smart Race

cDNA amplification kit was obtained from Clontech.

Cloning of S. granularis Sg4E-BP

Primers designed from the Strongylocentrotus purpuratus genome (5- ATG TCA GCC CCT GCA
GCA AGT CG -3 and 5'- TCA GAT GTC CAT TTG GAA CTG ATC TTC AGC -3") were used to
amplify a 342-bp fragment by PCR using a S. granularis cDNA library. 3' ends of the S. granularis
cDNA fragment were extended by RACE PCR (Smart RACE cDNA amplification kit) using primers
5- ATG TCA GCC CCT GCA GCA AGT CG -3' to obtain a final 882-pb cDNA, containing a 342 nt
ORF. Sequencing was performed on an Applied Biosystems AB3130 automatic sequencer at the
Génopole Ouest sequencing facility in Roscoff (France). The EMBL accession number for S.

granularis Sg4E-BP cDNA is FM179949.

GST-recombinant proteins

The 342-bp fragment corresponding to the Sg4E-BP coding region was amplified using primers 5'-
CGC GGA TCC ATG TCA GCC CCT GCA GCA AGT CG -3'and 5'- CCG CTC GAG CGG TCA
GAT GTC CAT TTG GAA CTG ATC -3'. The fragment was inserted into pGEX-4T-1 vector digested
with BamHI and Xhol. GST-Sg4E-BP YALA (Y53A/L58A) and GST-Sg4E-BP 4xE
(T36E/TA5E/SB4E/T69E) were produced using QuickChange site-directed mutagenesis and confirmed
by DNA sequencing. Wild type and mutant proteins: GST, GST-Sg4E-BP, GST-Sg4E-BP YALA, GST-
SQ4E-BP 4xE, GST-SglF4G [31] and GST-mIF4E were overexpressed in E. coli (strain BL21) and

purified on a glutathione Sepharose 4B column according to the manufacturer's instructions.
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Preparation of gametes

Sphaerechinus granularis sea urchins were collected in the Brestarea (France), kept in seawater and
used within 5 days. Spawning of gametes was induced by intracoelomic injection of 0.1 M
acetylcholine. Eggs were collected in 0.22 pm Millipore-filtered seawater and rinsed twice by
centrifugation at 2,000 rpm for 2 min. For the preparation of lysates, eggs were dejellied by swirling
twenty seconds in 3.5 mM citric acid pH 5 and rinsed three times in filtered seawater prior to
fertilization. For fertilization, eggs were suspended in filtered seawater (5% suspension) containing
0.1% glycine. Diluted sperm was added to the eggs and withdrawn after fertilization envelope
elevation. Experiments were only performed on batches exhibiting greater than 90% fertilization, and
each experiment used gametes froma single female. Cultures were performed at 16°C under constant

agitation.

Interaction between GST-Sg4E-BP and endogenous SgIF4E

This interaction was analysed by GST pull down assay. Unfertilized or 60 min post-fertilized embryos
were collected after centrifugation 2 min. at 2,000 g. Cells were lysed by passage through a 25G
syringe in one cell volume of 2x binding buffer (40 mM HEPES pH 7.4, 0.2 mM Sodium
orthovanadate, 100 mM NacCl, 0.4 mM EDTA, 2 mM DTT, 20 mM PPi, 100 mM sodium fluoride,
100 mM B-glycerophosphate, 1 mM AEBSF and 20ug/ml of aprotinin and leupeptin). Cell lysates
were centrifuged for 15 min at 16,000 g at 4°C in an Eppendorf centrifuge 5415R and the supernatants
were stored at —20°C before use. Protein quantification was performed in duplicate by the Bradford
assay. One microgram of GST-Sg4E-BP or GST alone were mixed and pre-incubated with 25 pl of
gluthathione-Sepharose ina final volume of 200 pl of 1x binding buffer for 1 hour at 4°C. The beads
were washed three times with 1x binding buffer. Five hundred microliters (2 mg of proteins) of
supernatant resulting from the 16,000 g centrifugation were mixed and incubated end-over-end for 60

min at 4°C. Then the samples were washed three times with 1 ml of 1x binding buffer containing 100

10



mM NaCl. Laemmli sample buffer was added directly to the beads, and the proteins were resolved by

SDS-PAGE and analysed by Western blotting.

Analysis of in vitro interaction between GST-Sg4E-BP recombinant proteins and GST-mIF4E.

After production and purification, GST recombinant proteins were dialysed overnight in buffer A (50
mM HEPES pH 7.7, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 5% glycerol). One microgram of GST-mIF4E was
incubated for 1 hour with m’GTP-Sepharose beads in buffer A. After washing, the beads were
incubated for 1 hour in buffer A containing 1 mg/ml of BSA, 0.5% Igepal with one microgram of GST,
GST-Sg4E-BP, GST-Sg4E-BP YALA or GST-Sg4E-BP 4xE. After extensive washing, the beads were
boiled in Laemmli buffer and analysed by Western blotting using anti-GST antibodies and a

chemifluorescence detection system (ECF).

Analysis of In vitro competition between GST-Sg4E-BP recombinant proteins and GST-SgIF4G.

After production and purification, GST recombinant proteins were dialysed overnight in buffer A (50
mM HEPES pH 7.7, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 5% glycerol). One microgram of GST-mIF4E was
incubated for 1 hour with m’GTP-Sepharose beads in buffer A. After washing, the beads were
incubated for 1 hour in buffer A, containing 1 mg/ml of BSA, 0.5% Igepal with one, two or ten
micrograms of GST-Sg4E-BP, GST-Sg4E-BP 4xE or GST-SgIF4G. After extensive washing, the beads
were boiled in Laemmli buffer and analysed by Western blotting using anti-GST antibodies and a

chemiluminescence detection system (ECL+).

Western blot analyses

Western blot analyses were performed following electrophoretic transfer of proteins from SDS-PAGE
onto 0.22-um nitrocellulose membranes [49]. GST fusion proteins were analysed using rabbit
polyclonal antibodies directed against GST. SgIF4E was analysed using mouse monoclonal antibody

directed against rabbit elF4E. Membranes were incubated with antibodies directed against GST
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(1:2000) or elF4E (1:2000) in 20 mM Tris-HCI (pH 7.6), 5% skimmed milk and 0.1% Tween 20 at
room temperature. The antigen-antibody complex was measured by chemiluminescence using
horseradish peroxidase-coupled secondary antibodies according to the manufacturer's instructions

(ECL or ECL+).

Cell-free translation systems

Sphaerechinus granularis unfertilized eggs and 30 min post fertilization embryos were obtained as
described above in “Preparation of gametes”. Fertilization was done at 16°C in sea water containing
50 mM 3-amino-1,2,4-triazole to prevent hardening of the fertilization envelope [50]. The procedure
we used to prepare lysates is a modification of the method described by Winkler and Steinhardt [51]
for Lytechinus pictus and by Lopo [35] for Strongylocentrotus purpuratus. Unfertilized eggs or 30 min
embryos (2ml) were washed twice in 6 vol. of ice-cold buffer (50 mM HEPES pH 7.2, 40 mM NaCl,
106 mM potassium gluconate, 263 mM glycerol, 300 mM glycine, 10 mM EGTA, 7.3 mM CaClz2,
0.52 mM MgCI2, 80 mM B-glycerophosphate) complemented with 1 mg/ml soybean trypsin inhibitor
and 0.5 mg/ml reduced glutathione. Cells were then resuspended 1:1 in the same buffer after addition
of 300 units/ml RNasin, 0.1 mg/ml Leupeptin, 0.1 mg/ml Pepstatin, 0.1 pg/ml Chymostatin. Cells
were lysed after fifteen strokes in a Dounce homogenizer and centrifuged for 5 min at 15,0009 at 4°C.
The supernatant was frozen in liquid N2 and stored at - 80°C.

After dilution to obtain the same protein concentration between unfertilized and fertilized extracts,
these cell-free systems were complemented with the master mix [35] to give final concentrations of 2
mM ATP, 0.8 mM GTP, 20 mM creatine phosphate, 10 units/ml of creatine phosphokinase, 50 UM
glucose 6-phosphate, 2.8 mM MgCl2, 20 amino acids (50 puM), 0.1 mg/ml Leupeptin and 0.1 mg/ml
Pepstatin. Buffer or GST-recombinant proteins dialysed against the ice cold buffer were added to these
lysates. Addition of mRNA (0,4 fmol/ul of reaction) was considered as the start of the translation
reaction. Cap and Uncapped mRNA were obtained after in vitro transcription with the plasmid pGb-
Eg2-410A2-hxG-A65 linearised with EcCoRV [52]. After 1h at 16°C under agitation, reactions were

stopped and luminescence was measured on TriStar LB 941 from Berthold Technologies.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Schematic diagram of 4E-BP proteins. Sg4E-BP protein was deduced from the cDNA and
aligned with the three human 4E-BPs, Ciona intestinalis 4E-BP, Drosophila melanogaster Thor,
Aplysia californica 4E-BP and Nematostella vectensis 4E-BP. Accession numbers of human proteins
are: 4E-BP1 (NP_004086), 4E-BP2 (Q13542), 4E-BP3 (NP_003723) on NCBI. The Accession
number is NP_477295 for Drosophila melanogaster (NCBI), 299279 for Ciona intestinalis
(http://genome.jgi-psf.org/Cioin2/) and SB_47700 for Nematostella vectensis

(http://www.stellabase.org/). The Aplysia californica 4E-BP was obtained from [43]. The four residues

known to be phosphorylated on human 4E-BPs and conserved on sea urchin are indicated by stars.
Identical and conserved amino acid residues are on black and grey background, respectively. The
common elF4E motif indicated by YxxxxL® (where X is any amino acid and ® is an hydrophobic

residue), the RAIP motif and the TOS site are denoted with a line above.

Figure 2. Recombinant proteins GST-Sg4E-BP (4E-BP) interacts with endogenous SglF4E
isoforms in sea urchin extracts. After incubation of the GST alone (lanes 1-2) or the GST-Sg4E-BP
protein (lanes 3-4) into extract prepared from unfertilized eggs (UF, lanes 1 and 3) or from 60 minutes
post-fertilization embryos (F, lanes 2 and 4), proteins were affinity- purified using Gluthatione
Sepharose 4B column, resolved by 15% SDS-PAGE, analysed by immunoblotting and detected by
chemiluminescence using an anti-GST antibody (top and intermediate panels) or anti-elF4E antibody
(bottom panels) as described in Materials and Methods. SgIF4E that co-purified with GST-Sg4E-BP
(lanes 3 and 4) was compared with the endogenous SgIF4E detected in total extracts loaded separately

(lanes 5-6).

Figure 3. Sg4E-BP inhibits protein synthesis activity in sea urchin cell-free cap-dependent
translation systems. (A) Activity of sea urchin cell-free cap-dependent translation systems. Cell-free
translation systems from unfertilized eggs (UF) and 30 minutes post-fertilization embryos (F) were

prepared as described in Materials and Methods. Luciferase activity was measured after addition of
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capped (Cap+) or uncapped (Cap-) mMRNA encoding Renilla Luciferase. The Luciferase activity is
represented in RLU (Relative Light Units). Error bars represent the standard deviation (s.d.) of
duplicates. (B) Sg4E-BP inhibits cap dependent translation activity and this inhibition is rescued by
elF4E. 100 ng of GST (lane 1), 100 ng of GST-Sg4E-BP alone (4E-BP, lane 2) or preincubated 5 min
with 250 ng of GST-mIF4E (4E-BP + elF4E, lane 3) were added to the fertilized cell free translation
system and Luciferase activity was measured as described in Materials and Methods after addition of a
capped mMRNA encoding Renilla Luciferase. Error bars represent the standard deviation (s.d.) of
duplicates. Significance was assessed using Fisher’s F-test and Student’s t-test. *P<0.005, significant

difference between 4E-BP and GST, and between 4E-BP and 4E-BP+elF4E.

Figure 4. The mutant mimicking hyperphosphorylation of Sg4E-BP does not decrease its
association with elF4E. (A) The S/T-E Sg4E-BP mutated at all four phosphorylation sites binds to
elF4E. GST-mIF4E (elF4E) was incubated with m’GTP column (lanes 1-4) and the GST recombinant
proteins were added: GST, GST-Sg4E-BP (4E-BP), GST-Sg4E-BP YALA (YALA), GST-Sg4E-BP 4xE
(4xE). Complexes were affinity purified and analysed by Western blot using a GST antibody. Inputs
are shown on the right panel (lanes 5-9). (B) The affinity between the GST recombinant proteins and
GST-mIF4E was analysed by quantification of the signals obtained on the Fig 4.A, using Image Quant.
Error bars represent the standard deviation (s.d.) of two experiments. Significance was assessed using
Fisher's F-test and Student's t-test. "'P<0.01 significant difference between GST or GST-Sg4E-BP

YALA with GST-Sg4E-BP.

Figure 5. Sg4E-BP S/T-E mutant and wild type inhibit elF4E/elFAG association with the same
efficiency. (A) The S/T-E mutant of Sg4E-BP inhibits elF4E/elF4G association. The m’GTP column
was incubated (lanes 1-7) or not (lanes 8-9) with GST-mIF4E (elF4E). Then, recombinant proteins
GST-Sg4E-BP 4xE (4xE) and GST-SgIF4G (elF4G) were added separately for lanes 1-2 and lanes 8-9,
and concurrently for other lanes (3-4-5-6-7). We used the same concentration in lane 5, a 1/2 ratio in
lanes 4 and 6 and a 1/10 ratio in lanes 3 and 7. Proteins were affinity-purified using the m'GTP

column and were analysed by immunoblotting as described in Materials and Methods using an anti-
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GST antibody. Affinity-purified proteins were compared with the GST-fusion proteins loaded
separately (lanes 10-12). (B) Wild type Sg4E-BP inhibits elF4E/elF4G association. The m'GTP
column was incubated (lanes 1-7) or not (lanes 8-9) with GST-mIF4E (elF4E). Then, recombinant
proteins GST-Sg4E-BP (4E-BP) and GST-SgIF4G (elF4G) were added separately for lanes 1-2 and
lanes 8-9, and concurrently for other lanes (3-4-5-6-7).

We used the same concentration in lane 5, a 1/2 ratio in lanes 4 and 6 and a 1/10 ratio in lanes 3 and 7.
Proteins were affinity-purified using the m’GTP column and were analysed by immunoblotting using
an anti-GST antibody. Affinity-purified proteins were compared with the GST-fusion proteins loaded

separately (lanes 10-12).

Figure 6. The Sg4E-BP mutant mimicking hyperphosphorylation inhibits protein synthesis in
sea urchin cell-free cap-dependent translation system. Different amounts (20; 100; 200 or 1,000
ng) of recombinant proteins (GST, GST-Sg4E-BP (4E-BP), GST-Sg4E-BP YALA (YALA), GST-
SQ4E-BP 4xE (4xE)) were added to the fertilized cell-free translation system and Luciferase activity
was measured as described in Materials and Methods after addition of a cap mMRNA encoding Renilla
Luciferase. The Luciferase activity is represented in RLU (Relative Light Units). Error bars represent

the standard deviation (s.d.) of duplicates.

Figure 7. Translation inhibition mediated by the S/T-E Sg4E-BP mutant is rescued by GST-
mIF4E. 200 ng of GST recombinant proteins (GST, GST-Sg4E-BP (4E-BP), GST-Sg4E-BP YALA
(YALA), GST-Sg4E-BP 4xE (4xE)) were added to the fertilized cell free translation system with
(lanes 6-10) or without (lanes 1-5) a 5 min preincubation with 500 ng of GST-mIF4E (elF4E) and
Luciferase activity was measured as described in Materials and Methods after addition of a cap mMRNA
encoding Renilla Luciferase. The Luciferase activity is represented in RLU (Relative Light Units).

Error bars represent the standard deviation (s.d.) of duplicates.
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[I) Activation artificielle des ovules d’oursin par le calcium ionophore et le NH4CI.

Article 3: Oulhen N, Morales J, Bellé R, Cosson B, Cormiernd dulner-Lorillon O.
Translational factors are modified after sea uragg artificial activation, leading to protein

synthesis increase and Cyclin B synthdsigreparation

Cet article décrit les modifications des facteuestidduction induites par le calcium
ionophore et le NH4Cl| dans les ovules d’oursin @t Fe lien avec les acteurs du cycle
cellulaire.

Dans les ovules d’oursin, la machinerie de traducést modifiée aprés fécondation.
Sg4E-BP est phosphorylé, dissocié de SglIF4E etadégrSglF4E est alors libre pour
s’associer aux multiples isoformes de SglF4G. SgtsR déphosphorylé. La fécondation
active le métabolisme des ovules et permet d'milie développement en induisant
principalement une augmentation de la concentratialcique dans le cytoplasme ainsi
qgu'une augmentation du pH intracellulaire (pHi). uPocomprendre les régulations
traductionnelles induites par les modificationscadécium et de pHi, nous avons analysé les
facteurs de traduction en réponse a une activaitificielle des ovules, par le calcium
ionophore et le NH4CI. Nous avons étudié en pdealk synthése de la cycline B ainsi que
I'activité du complexe CDK1/cycline B dans ces cibiods.

Résultats :

La synthéese protéique augmente apres activattditietle des ovules chez I'oursi8.
granularis

La GST-Sg4E-BP décrite dans l'article précédengté utilisée pour produire un
anticorps spécifique du 4E-BP 8e granularis Par Western blot, nos résultats montrent pour
la premiére fois que le facteur Sg4E-BP est dégeadé dissocie de SgIF4E aprés activation
artificielle par le calcium ionophore et le NH4@e maniere trés intéressante, Sg4E-BP
réapparait apres traitement au NH4CI et se réasadsglF4E.

Libéré de Sg4E-BP, SgIF4E s’associe aux multiptegormes de SglF4G apres
activation par le calcium ionophore de maniéere caraple a la régulation post fécondation.
Des résultats trés originaux sont obtenus aprésdfivatibns du pHi par le NH4CI puisque
seules les formes basses de SgIF4G sont assocgE4E. Ces résultats suggérent que ces
formes basses seraient suffisantes pour stimulgmthese protéique dépendante de la coiffe.

Elles se dissocient partiellement par la suiteagssant la place a Sg4E-BP. Il faut noter que
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la synthése protéique se poursuit lorsque Sg4EdRassocie a SgIF4E. L'analyse de ce
phénoméne représente un challenge important poumpmemdre les régulations
traductionnelles.

Le facteur SgIF2 est déphosphorylé apres activaadificielle par le calcium
ionophore et le NH4CI, de fagon similaire a la fédation.

Nos résultats montrent pour la premiére fois Beaice de deux isoformes du facteur
d’élongation SgEF2. Ces formes sont régulées deiemardifférente que ce soit aprés
fécondation ou apres activation artificielle.

Le calcium ionophore et le NH4CI stimulent la $y¢de de la cycline B mais sont
insuffisants pour activer le complexe CDK1/cycliBe L'analyse de ces processi nous
permettra de mieux comprendre la régulation duecgellulaire et les voies de signalisation

mises en jeu.

Ces résultats fournissent la premiere preuve que defacteurs de traduction sont
modifiés apres une activation artificielle des ovids d’oursin par le calcium ionophore et
le NHA4CI et indiquent que des événements supplémaires sont nécessaires a

I'activation du complexe CDK1/cycline B.
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Figure 28 : Modifications des facteurs de traductin et analyse du complexe
CDK1/cycline B aprés fécondation et activation arficielle des ovules d’oursinDans les
ovules : elF4E est lié a 4E-BP, les formes bas&&4G sont présentes mais peu associees
a elF4E (les isoformes d'elF4G sont représentéasdes traits noirs situés a c6té de la
protéine, la bande la plus intense représentargtigmal majoritaire a 175 kDa). Le facteur
elF2 ainsi que les deux isoformes d’eEF2 sont phogpés (les phosphorylations sont
représentées par un ovale blanc). La fécondatiotragre la dégradation de 4E-BP et
I'association d’elF4E avec les multiples isoforntBslF4G. Les facteurs elF2 et eEF2 sont
déphosphorylés. La forme courte d’eEF2 est engepihosphorylée. Les mémes résultats
sont obtenus apres activation par le calcium iormehEn revanche, aprés traitement par le
NHA4CI, les facteurs 4E-BP et elF4G se comportenndaiére originale. Aprés dégradation,
4E-BP réapparait et se réassocie a elF4E. Seukeddemes basses d’elF4G se fixent sur
elF4E. Dans les trois types d’activation, la symhéorotéique est stimulée et permet de
synthétiser la cycline B mais seule la fécondatiboutit a la phosphorylation de la cycline
B, a l'activation du complexe CDK1/cycline B (mésupar I'activité¢ H1K) et a la division

cellulaire.
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Abstract

Fertilization of sea urchin eggs triggers a glolnafease in protein synthesis, required for thst fir
mitotic division, through a signaling pathway inviolg a transient increase of cytoplasmic free
calcium followed by a sustained intracellular pldweltion. Artificial elevation of intracellular calon

by ionophore or alkalinization in presence of NHA@re both reported to induce an increase in
protein synthesis in unfertilized eggs. Analysidrahslational factors showed that 4E-BP (4E-Bigdin
Protein) is degraded and dissociated from elF4E4@lis associated with elF4E, elF2 (eukaryotic
Initiation Factor 2) and eEF2 (eukaryotic Elongatiactor 2) are dephosphorylated after fertilizatio
The same rapid modifications of these factors &e abserved after artificial activation by calcium
ionophore or NH4CI treatment. We show that cyclilsBynthesized and accumulates after artificial
egg activation but no CDK1/cyclin B activation i®served. Interestingly, specific features were
observed for the elF4 proteins after NH4CI treatmi&ve further report the existence of two eEF2
isoforms in unfertilized eggs, which are differafly regulated by phosphorylation following
fertilization and activation. Altogether, theseaatpresent a valuable contribution to the elabmrat

of regulatory network of translational regulatiaildwing fertilization.



I ntroduction

Sea urchin ovulated eggs are metabolically quig¢soelis arrested at the G1 step of the cell
cycle after completion of their meiotic divisiori=ertilization triggers metabolism activation andl ce
cycle re-entry and progression through the earlyisitins of embryonic development. The
fertilization-induced activation of the sea urcleggs is mediated by two ionic changes in the egg
cytoplasm: a transitory increase in cytoplasmie firtracellular calcium (G8 concentration and a
sustained rise in intracellular pH (pHi) [review Epel, 1990]. Both events are required to induce a
rapid and dramatic increase in protein synthegsithneeded for progression in the first mitotd c
division [Wagenaar, 1983; Dube, 1988]. Artificialtriacellular elevations of calcium using calcium
ionophore treatment or of pH using ammonia incuoaivere reported to induce protein synthesis
increase into unfertilized eggs [Epel, 1978; Whétaltnd Steinhardt, 1982]. Calcium ionophore is able
to modified pH with the same level observed aftertilization in the sea urchib pictus eggs
[Whitaker et Steinhardt, 1981]. Ammonia provokesy@amall transitory calcium influx not sufficient
for fertilization membrane elevation and not regdifor NH4CI activation [Zucker et al, 1978]. Those
treatments designed as artificial activations dblead to cell division [Steinhardt and Epel, 1974;
Epel et al, 1974].

The synthesis of proteins following fertilizatioesults from the translation of maternally
stored mMRNAs [Epel, 1967; Brandhorst, 1976], amwhich the one encoding for cyclin B [Evans et
al, 1983]. Cyclin B synthesis is known to be efisérfor the activation of CDK1, the kinase
controlling the onset of the G2/M transition [revién Murray, 2004]. Sea urchin early development
represents an excellent model to analyze the oektips between cell cycle regulation and

translational control.

In the last several years, it has become obvioalsttanslation is a key control point for gene
expression. This level of regulation was evidenicethe signaling pathways of physio-pathological
stimuli (as insulin, stress, viral infection), imetregulation of cell growth and differentiationvesll as
in embryonic development [review in Mathews et28l07]. The regulatory events driving translation

control involve rapid changes in the activity ors@dation of components of the translational



machinery. At the level of initiation, usually redad as the major rate-limiting step for mRNA
translation, two key control points are generallydged: the availability or activity of the cap-ling
factor elF4E, mainly regulated by the 4E-BP fanuifyproteins [review in Averous and Proud, 2006;
Sonenberg, 2008] and the activity of the guanineleatide exchange factor elF2B, involved in the
43S initiation complex formation [reviews in WebhdaProud, 1997; Kubica et al, 2006]. It was
recently emphasized that regulation at the elongdgvel could play significant role for controljn
translation [Le Sourd et al, 2006; Proud, 2007}abty through the phosphorylation of eEF2, the
factor responsible for ribosomal translocation [Kai, 2001; Proud, 2006].

In mammalian cells, the binding of elF4E to 4E-BRycking its interaction with elF4G and
making elF4E unavailable for initiation complexrwation, is regulated by the phosphorylation status
of 4E-BP through the PI3K/Akt/mTOR signaling patlywpeview in Mamane et al, 2006]. An
additional and new level of translational contrahsmiscovered for this translational repressor in
Sphaerechinus granularis (Sg) sea urchin embryos. Fertilization triggere thpid degradation of
Sg4E-BP, allowing SgIF4E to interact with SgIF4Gattivate the cap-dependent translation [Cormier
et al, 2001; Salaun et al, 2003, Salaun et al, 200fen et al, 2007]. It was demonstrated thatEsg4
BP degradation after fertilization is regulated d@ywortmannin and rapamycin-sensitive signaling
pathway, therefore implicating PI3K and mTOR kinf8alaun et al, 2004].

The binding of the initiator methionyl-tRNA (metdfi) to the 40S ribosomal subunit to
form the 43S preinitiation complex is regulatedthy activity of elF2B, which catalyzes the exchange
of GTP/GDP at the level of elF2. It was reporteat tine interaction between elF2B and elF2 depends
on the phosphorylation of the epsilon subunit d¥28 directed by GSK3 and CKIl [Wang et al,
2001]. On the other hand, the activity of elF2B risgulated by phosphorylation of elF2.
Phosphorylation of thex subunit of elF2, by one of the several stressaesipe elF2 kinases,
converts elF2 from a substrate to a competitivébitor of elF2B through the sequestration of elF2B
in inactive phosphorylated elF2B-eki-2omplexes [reviewed in Dever et al, 2007]. Restmdies in
sea urchin embryos have recently demonstrated piftedéin synthesis inhibition occurring during
DNA-damage induced apoptosis correlated with thphesphorylation of Sglk2 which had been

dephosphorylated after fertilization [Le Bouffamiad 2008].



Sea urchin embryos could also serve as an effiaiendel to analyze the pathways of
translation control at the level of elongation. fact, the regulation of protein synthesis activity
following fertilization and during the first embmiz cell divisions was showed to implicate changes
in the elongation rate [Monnier et al, 2001] asated with modification in the SQEF1B localization
[Boulben et al, 2003]. The role of eEF2, a key tatpry factor at the level of elongation, has net y
been investigated in sea urchin embryo. In mammaléls, the phosphorylation of eEF2 by a highly
specific Ca/CaM dependent kinase totally inactivatiee factor, thus impairing translation. The
activity of eEF2kinase is under the control of anber of kinases of the MAPK and the mTOR
signaling pathways [Browne and Proud, 2002].

Here, we report the modifications of different kgnslation factors correlated with the
protein synthesis increase following fertilizatiof sea urchin eggs and compared them to their
modifications during artificial activation by calech ionophore or ammonia. Initiation factors were
modified in the same way after artificial activatior fertilization. Sg4E-BP is degraded and
dissociates from SgIF4E in correlation with SQIF8GF4E complex formation. Ammonia treatment
results in the reversible degradation of Sg4E-B& ianthe association of SgIF4G specific isoforms
with SgIF4E. SglF2 is dephosphorylated after fertilization as well a&fger artificial activation.
Furthermore we report the existence of two SgEBBImS in sea urchin eggs, the phosphorylation of
which is regulated after fertilization and followjrcalcium ionophore or ammonia treatment. Finally
we show that in these conditions, cyclin B is sgsthed but this is not sufficient for CDK1/cyclin B
activation. Taken together, our results enablestteb understand the molecular mechanisms involved

in translational regulation and the link with thelcycle regulation.



Results

Protein synthesis increases after sea urchin egg activation. Protein synthesis activity, estimated as
[**S]methionine incorporation into proteins after 10 rpirise incubations, was analyzed in sea urchin
eggs at different times following fertilization aadtivation by calcium ionophore or by alkalinisati
(NH4CI) treatments. As reported [Epel, 1990, Monmtal, 2001], protein synthesis activity rose as
early as 15 min after fertilization and continuedricrease progressively during the first 3 hotig (
2). A global increase of 5 to 10 fold was generédiynd in fertilized eggs as compared to unfesiiz
eggs, depending on females. Eggs treatment by amepor by alkalinisation also induced a rapid
increase in protein synthesis activity (Fig 2), sistent with previous reports [Steinhardt et Epel,
1974; Dubé et Guerrier, 1983]. The synthesis dgtin activated eggs remained generally lower than
the activity observed in fertilized eggs. Amondaiént experiments performed on individual females,
the stimulation by ionophore ranged from x3 to x& @y alkalinisation from x2 to x4. It was
reproducibly observed that fertilized eggs dividedL20 to 150 min., whereas activated eggs never
showed dividing features, even if ionophore treaimedways induced fertilization membrane rise,
known to result from the intracellular calcium edéwen that provokes cortical granule exocytosiggda
not illustrated). In order to characterize the maolar pathways controlling the protein synthesis
increase after fertilization and egg activation, deeided to investigate the modifications of sorag k

translation factors.

Sg4E-BP is degraded after sea urchin egg activation. To analyze the level of the translational
inhibitor 4E-BP in sea urchin egga,polyclonal antibody directed against the GST-¢ag§g4E-BP
was produced (see Materials and Methods). Usirggahtibody, we performed western blot analysis
of extracts prepared every 15 min after egg adtimgfFig 3). Extracts from unfertilized eggs preguhr

in the same conditions showed that Sg4E-BP pré¢esl was stable for at least 3 hours of incubation
(Fig 3A). As it was previously shown [Salaun et 2003], the total amount of Sg4E-BP decreased
rapidly following sea urchin egg fertilization (F&B). Same results were obtained after sea urggn e

activation: Sg4E-BP was degraded in less than Ibafier calcium ionophore (Fig 3C) or NH4CI



treatment (Fig 3D). It was verified that the amowftactin, used as a loading control, remained
unchanged whatever was the treatment (Fig 3).dstieigly, while Sg4E-BP remained undetectable
for at least 3 hours after fertilization or aftet@um ionophore activation, the protein could badily
detected in eggs 90 min following NH4CI treatmélt. analyze whether this reappearance resulted
from new protein synthesis, we used emetine, anpatdibitor of elongation, which at 100 uM
rapidly abolishes protein synthesis in sea urcggsgHogan et Gross, 1971]. Emetine applied 30 min
before NH4CI exposure did not interfere with thgrelation of SgQ4E-BP 15 min following NH4CI
treatment but totally prevented the reappearan&g4E-BP normally occurring after 90 min (Fig 4).
Taken together, these results demonstrate thatdéigeadation of Sg4E-BP triggered by
fertilization involves a calcium and pH dependeiginaling pathway and that eggs alkalinization
implicated a specific process, depending on newteprosynthesis and resulting in Sg4E-BP

reappearance after the degradation phase.

Sea urchin egg activation induces Sg4E-BP/Sgl FAE dissociation. We purified sea urchin SgIF4E in
the different activation conditions by affinity dmatography and compared the co-purified proteins
by Western Blot analysis (Fig 5). As already shoy@drmier et al, 2001], Sg4E-BP was associated
with SgIF4E in unfertilized eggs (Fig 5A) and férttion triggers the dissociation of Sg4E-
BP/SgIF4E complex (Fig 5B). Interestingly, calciuomophore (Fig 5C) and NH4CI (Fig 5D)
activation also induced a decrease in the assogidietween Sg4E-BP and SgIF4E. Thus, the
dramatic decrease in Sg4E-BP total amount afteraetjgation was correlated with SQ4E-BP/SgIF4E
complex dissociation. Moreover, it was shown that $g4E-BP that reappears after NH4CI treatment
was able to re-associate with SgIF4E (Fig. 5D).sEhesults indicate that SgIFAE/Sg4E-BP complex

is regulated by calcium and pH modifications.



SglFAG association with SglF4E increases after sea urchin egg activation. Several SgIF4G
isoforms exist in sea urchin unfertilized eggs @ambryos and are able to associate with SgIF4E
[Oulhen et al, 2007]. Using a sea urchin specifittedy, we showed that a low level of two SgIF4G
isoforms (at 175kDa and below) was associated WthF4E in unfertilized eggs (Fig 5A).
Fertilization increased the association of the D#bksoform with SgIF4E and induced SglF4G high
isoforms (above 175kDa) association with SgIF4E (BB). In a similar manner, the 175kDa and
higher isoforms of SgIF4G were found associatech VBgIF4AE in sea urchin eggs activated by
calcium ionophore (Fig 5C). Strikingly, in eggsiaated by NH4CI, no high SgIF4G isoforms were
found associated with SgIF4E (Fig 5D). We obseramdncrease in the association of SgIF4E with
the two low SgIF4G isoforms (at 175kDa and belowdified from unfertilized eggs. Moreover, the
association of these SgIF4G isoforms with SglF4& ekesed at 120 min after treatment, in correlation
with the Sg4E-BP association increase. These eesldmonstrate that SglF4G association with
SgIF4E is controlled by the presence of Sg4E-BA7&Ifollowing activation by calcium ionophore
and NHA4CI as it is the case after fertilization.rtRarmore, NH4CI treatment led to a specific

SgIF4G/SgIF4E association.

SglF2 is dephosphorylated after sea urchin egg activation. Another important step of translation
initiation regulation involves elf2phosphorylation. Previous results suggest that&gparticipates

to the control of translational regulation duringasurchin early embryonic development in
physiological conditions [Le Bouffant et al, 2008jammunoblotting of proteins from unfertilized
(Fig 6A) and fertilized eggs (Fig 6B) collected gvd5 min, were used as a control to confirm that
SglFa, was dephosphorylated early after fertilization agthained under its dephosphorylated during
the first three hours. The Sglirotal amount was analyzed in parallel and shoveedamiation during
the same time. The Sgl&dhosphorylation state was then explored afteuselasin egg activation by
calcium ionophore and NH4CI| (Fig 6C and 6D). In thatases, SglF2 was progressively
dephosphorylated as it happens following sea urdeitilization. This result indicates that the
dephosphorylation of Sglle2is under a calcium and pH dependent signaling weathas the

degradation of SQ4E-BP



Unfertilized eggs contain two phosphorylated SgEF2 isoforms. Analysis of thetrongyl ocentrotus
purpuratus complete genome [Morales et al, 2006] revealetttigasea urchin elongation factor 2 was
encoded by a unique gene sharing 75% identity #gthuman homolog at the level of protein primary
sequence, and possessed the conserved phospHhueytataonine residue (Thr-56 as numbered in the
human sequence) known to be the site of reguldtyoeEF2kinase [Browne et Proud, 2002]. Using
commercial antibodies, we analyzed the presenceghaosgphorylation status of eEF23ngranularis
unfertilized eggs (Fig. 7). Unexpectedign antibody directed against the phosphorylatech fof
human EF2 (hEF2), revealed two proteins migratingeapectively 80 and 83kDa in the sea urchin
unfertilized eggs (Fig 7A). These two bands wess aletected with an antibody directed against the
C-Terminal region of hEF2 (Fig 7B). Using this &wotily, quantification analysis indicated that the
upper band was 10 times more abundant than the otfee In contrast, an antibody directed against
hEF2 N-Terminal region did not recognize the lovpeotein (Fig. 7C). Altogether, these results
demonstrate the presence of two isoforms for SgH¥&th proteins are expressed under their
phosphorylated form in unfertilized eggs. The dpitof the N-Ter region of the human protein is
present only in the upper 83 kDa isoforsuggesting that the lower protein represents ecétaa

SgEF2 missing the N-Terminal region.

Phosphorylation of sea urchin SgEF2 isofor ms shows complex pattern following fertilization and
activation. The level and phosphorylation of the two SgEF2digus was analyzed after fertilization
and activation by calcium ionophore or NH4CI treattn(Fig 8). Whatever treatment, the amount and
ratio of the two SgEF2 isoforms remained unchangga.the other side, fertilization as well as
ionophore or NH4CI treatment triggered dephosplabigh of both SQEF2 isoforms in less than 15
minutes. Strikingly, as early as 30 min, the phasplation of the lower 80 kDa reappeared increasing
progressively with time up to at least 3 hours (8 8C, 8D). By the same time, the upper 83 kDa
remained weakly or undetectably phosphorylatedg @B, 8C, 8D). Taken together, these results
indicate that SgEF2 phosphorylation is highly ret¢ed after sea urchin eggs fertilization through a

calcium and pH dependent regulatory pathway.



Cyclin B is synthesized and accumulates after egg activation but it is not sufficient for
CDK L/cyclin B activation. In sea urchins, CDK1/cyclin B complex activatiaridrgely dependent on
translation to enter the first cell cycle followirfgrtilization [Arion and Meijer, 1989]. Protein
synthesis increases after calcium ionophore and QIH#eatment in sea urchin eggs, but no
CDK1/cyclin B complex activation was observed [Meipnd Pondaven, 1988]. In order to correlate
the results of translational factor modificatiopsptein synthesis increase and entry in the callegy
the CDK1/cyclin B activation was analyzed in thexd@tions used above. CDK1/cyclin B complexes
were purified by affinity chromatography on pl3-ti®epharose beads and assayeditro for
histone H1 Kinase activity following eggs fertiltian and artificial activation (Fig 9). As expected
whereas activity remained unchanged in unfertiliegds, a characteristic peak of CDK1/cyclin B
activation was observed 105 to 120 min after fedilon (Fig 9A, 9B). During the same period, no
H1kinase activity peak, reflecting the CDK1/cydBrcomplex activation, was detectable after calcium
ionophore (Fig 9A) or NHACI (Fig 9B) treatment. $hé consistent with the observation that no cell
division occurs after sea urchin eggs artificiativetion. The cyclin B level was monitored by
immunoblotting in total extracts of eggs after ifezdtion and artificial activation using a speciea
urchin cyclin B antibody [Lozano et al, 1998]. Twands of cyclin B were reproducibly observed in
unfertilized eggs (Fig 10A), related to differerfigsphorylated forms of the protein [Meijer et al,
1989]. After fertilization, the intensity of thev@r band increased with time until 105 min, reflegt
the synthesis of cyclin B triggered by fertilizatiand required for CDK1/cyclin B complex activation
A shift in the ratio between the lower and the ugmend then occurred that is the sign of the oleral
phosphorylation of cyclin B correlated to CDK1/dpcB activation, Thereafter, the two bands became
undetectable between 165 and 180 min (Fig 10B)rasult of cyclin B degradation corresponding to
the cells exit from mitosis. These observationscamesistent with the data obtained in the sea aorchi
Arbacia punctulata [Evans et al, 1983]. In calcium ionophore (FigClCand NH4CI (Fig 10D)
activated eggs, cyclin B was synthesized and therdoand accumulated, reachilegel well above
the level observed in fertilized eggs. However,¢haracteristic shift of CDK1/cyclin B activationd

the disappearance of the band reflecting the CDKlix¢éed degradation of cyclin B was never



observed up to 3 hours after treatment. In allgabe amount of CDK1 as revealed with the PSTAIR
antibody, did not vary. It was verified that thecly B synthesized in the artificially activatedgsg
was able to interact with CDK1 since the proteinswaund associated to CDK1 upon affinity
purification on p13 beads (data not illustratedtodether, our results demonstrate that cyclin B is
synthesized after egg activation as well as aéidilization, but this is not sufficient for CDK/clin

B complex activation.

Discussion

In this report, we investigated the molecular patpwnvolved in the protein synthesis
increase triggered by fertilization in sea urchmbeyo. It had yet been reported that posttrangiatio
degradation of 4E-BP [Cormier et al, 2001; Salauale2003] and complex modifications of elF4G
[Oulhen et al., 2007] were responsible, at leasparnt for the stimulation of translation following
fertilization. Our present results demonstrate thet additional translational regulators are meatifi
in sea urchin embryos in time correlation with flretein synthesis increase. The initiation factor
elF20. and the elongation factor eEF2, known to act asbitors of translation under their
phosphorylated forms [Proud, 2007], are both rapidephosphorylated following fertilization.
Altogether, this suggests that the protein synghesstraint could be coordinately controlled by the
presence of high level 4E-BP and the inhibitory g@fwrylation of elF2 and eEF2 in unfertilized
eggs and that the post-fertilization translatiocréase relies on the release from these threeitiotyib
factors. Our results further demonstrate that 4EdBgradation, elF2 and eEF2 dephosphorylation are
under the control of Gaand pH dependent events which are triggered hijlization since they
occurred in unfertilized eggs after artificial aetiion induced by calcium ionophore or ammonia
treatment. We further show that 4E-BP degradatimh @lF2. and eEF2 dephosphorylation induced
by artificial activation are correlated, as in ilezéd eggs, with an increase in global proteintbgsis
activity together with the neosynthesis of cyclin Bhe level of cyclin B reached in artificially
activated eggs is even higher than in fertilizedems although the complex CDK1/cyclin B remains

in its inactivated form. Our results confirm thgtkn B synthesis although necessary is not sfici

10



to trigger CDK1/cyclin B activation and that an @duhal event, probably related with the tyrosine
dephosphorylation of CDK1 is triggered by fertitimm but not by artificial activation through
intracellular calcium or pH increases.

Interestingly, specific features were observe@raftmmonia treatment. First, following an
early phase of degradation, SQ4E-BP protein reappedhe treated eggs, under an emetine sensitive
process. A possible explanation would be that thatient by ammonia provoked only a transient
intracellular alkalinization of the eggs, whichreversed after 1 hour. However, on the one hand, it
seems strange that the reversibility does not afaptize other factors, Sglkand SgEF2 that remain
under their dephosphorylated form at least up teetthours after NH4Cl treatment and, on the other
hand, measurements of intracellular pH performedeuncomparable incubation conditions in
ammonia were not indicative of a transient alkaltion [Dube and Epel, 1986]. It has been shown
that Sg4E-BP expression is up regulated in seairummbryos following hypoxic stress, or DNA
damage checkpoint activation implicating Sg4E-BRhi@ apoptotic activation pathway [Le Bouffant
et al, 2006; Le Bouffant et al, 2008]. As reporteste and confirming previous studies, ammonia
treatment never induces the occurrence of a M-phragke sea urchin eggs. Such activated eggs
contain high level of cyclin B capable to associatth CDK1, however the complex remains in its
inactivated form, probably due to the tyrosine liifory phosphorylation of CDK1, a situation
characteristic of the G2/M checkpoint activationiethis often followed by apoptosis activation
[Kastan et Bartek, 2004]. We hypothesize that itificially activated eggs, the reversible
disappearance of Sg4E-BP would allow the cellsstégteby checkpoint mobilization or waiting for
missing pathways existing after fertilization, threpresenting equilibrium between survival and
apoptosis.

The situation appears somehow different in eggwatetd by calcium ionophore. As after
ammonia treatment, the calcium ionophore treatrdezuts to protein synthesis activation and cyclin B
synthesis, through Sg4E-BP degradation and Sgiid SgEF2 dephosphorylation. However, the
large increase in intracellular calcium triggered lonophore incubation does not mimic the
physiological transient and localized modificatiarfscalcium intracellular levels that are known to

occur in fertilized eggs [review in Roux et al, BDOAbove all, the sustained high intracellular
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calcium concentration induced by ionophore treatmaust result in an inhibition of the CDK1/cyclin
B activity as already demonstrated [Suprynowical £1994].

A second interesting result observed after ammimaced eggs activation is the behaviour
of the SgIF4G isoforms. As already reported [Oulbeal, 2007], our results confirm that fertilizati
induces the appearance of a number of SgIF4G imsf@and their rapid association with SgIF4E in
perfect synchronization with the release of Sglffetn its repressor Sg4E-BP. The same pattern of
SglIF4G isoforms madification and association wWithFE is observed in calcium ionophore treated
eggs demonstrating that both the Sg4E-BP degradatid the SgIF4G modifications are under the
calcium-signaling pathway of fertilization. On othband, after ammonia treatment, the rapid
association of the low SgIF4G isoforms with SglFetirelates with the disappearance of Sg4E-BP
and the associated increase in translation rateighmgly, the high SgIF4G isoforms are not
associated with SgIF4E. Furthermore, the reappearahSg4E-BP in 120 min ammonia treated-eggs
correlates with its re-association with SgIF4E tbge with a decrease in the SglF4G isoforms
association. Altogether, an acute comparison ofntioglifications in the Sg4E-BP/SgIF4E/SgIF4G
complex formation after fertilization and ammonieatment will help to characterize the role of this
highly regulated complex in the control of translat

A major essential finding reported here concermaseflongation factor eEF2 and its regulation
after fertilization. We found that two SQEF2 isaofer are present in sea urchin eggs and embryos. As
only one gene was identified in the sea urcipurpuratus genome [Morales et al, 2006he two
isoforms can result either from the translationtltd same messenger at the level of two close
initiation sites either from a post-translationaddification such as a cleavagehese hypotheses are
under investigations. Moreover, we provide herefitise evidence that SgEF2 is regulated in eggs and
embryos. In unfertilized eggs both SgEF2 isoformespghosphorylated, therefore under their inhibited
form involving SgEF2 in the protein synthesis regien that exists in the eggs before fertilization.
Fifteen minutes following fertilization, both SgEHR&oforms are de-phosphorylated, presumably
participating to the derepression of the proteintlsgsis machinery induced by fertilization. As
reported up to now, eEF2 is phosphorylated by thigue eEF2kinase (eEF2K), which has calcium-

calmodulin dependent activity [Ryazanov, 2002] a&d2 is dephosphorylated by the phosphatase
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PP2A [Everett et al, 2001]. Considering that ingthdar calcium is increased after fertilizationdan
calcium ionophore activation, our results suggéstt tthe dephosphorylation of SgEF2 in these
conditions is not due to eEF2K inhibition but resufom a phosphatase activation. Therefore, we
propose that the signaling pathway leading to tttevation of PP2A depends on calcium and pH
increase.

Strikingly, while the upper SgEF2 isoform remainaimty under its de-phosphorylated form
during at least 3 hours after fertilization (as Iveel after calcium ionophore or ammonia treatmeént),
correlation with the high translation rate duringe tsame time, the lower form begins to re-
phosphorylate as early as 30 min. Consideringttieatower form represents a minor part of the total
SgEF2 amount, we propose that this phosphorylaied fhhibits the synthesis of a specific protein
involved in the control of fertilization events.visstigations are currently performed to define the
specific role(s) of the SQEF2 isoforms in translatand cell cycle regulation.

All these data concerning translational factors rnzations will be use to design the first

translational regulation network during the eartybeyonic development in sea urchin.

Materialsand M ethods

Chemicals

4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonylfluoride hydroclider (AEBSF) and glycine were purchased from
Interchim. Acetylcholine, Sodium orthovanadate, ragbdium pyrophosphate (PPi), EDTA;
glycerophosphoate, dithiothreitol (DTT), leupeptigprotinin, soybean trypsin inhibitor, Calcium
ionophore (C5149), NH4CI (A0171) and emetine webgaimed from Sigma.yf’P]JATP, [°S]L-
methionine, Optiphase Supermix scintillation liguihs purchased from Perkin—Elmer. ECL and
ECL+ detection reagents, 7-methyl-GTP-Sepharose béBds were obtained from Amersham
Pharmacia Biotech. Rabbit anti-guinea pig, goat-mouse and swine anti-rabbit IgG (horseradish
peroxydase-coupled) were obtained from Dako SA. $omonoclonal antibody directed against
elF4E from rabbit (610269) was purchased from Biansduction Laboratories (Lexington, KY).

Rabbit polyclonal antibodies directed against ti&IGusion proteirSphaerechinus granularis SQ4E-
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BP were produced by Eurogentec. Rabbit polyclontibadies directed against human actin (20-33),
Mouse monoclonal antibodies directed against huR@mAIR (7962) were purchased from Sigma.
Polyclonal antibodies directed agairgthaerechinus granularis SgIF4G were previously described
[Oulhen et al, 2007]. Rabbit polyclonal antibodaected against human full length edF@EL-315)
and Rabbit polyclonal antibodies directed againshdin C-Ter eEF2 (sc-25634) were obtained from
Santa Cruz and those directed against human NHIER €#2332) were from Cell Signaling. Rabbit
polyclonal antibodies directed against phosphoegdafer-51 elR2 (9721) and Rabbit polyclonal
antibodies directed against phosphorylated Thr62e(2331) were obtained from Cell Signaling.
Rabbit polyclonal antibodies directed against sehin Cyclin B were a generous gift from Professor

Gérard Peaucellier (Banyuls, France).

GST-Sg4E-BP antibodies purification

GST-Sg4E-BP protein was overexpressedE. coli (strain BL21) and purified on a glutathione
SepharosdB column according to the manufacturer's instandi (AmershanPharmacia Biotech).
This protein was used to produce antibodies afijeciion in rabbits. Antibodies were purified using
the GST-Sg4E-BP fusion protein. GST-Sg4E-BP wa#igdron glutathione Sepharod8 column,
the column was washed 2 times 5 min by 0.2 M bopite8.6 and centrifuged 1 min at 400 g to
discard the supernatant. To cross-link GST-Sg4EsBRhe glutathione, 1 ml of DMP solution (7.25
mg of dimethylpimelimidate diluted in 1 ml of 0.2 Miethanolamine pH 8.3) was added to the
column. After 30 min incubation at room temperattine column was centrifuged 1 min at 400 g and
the supernatant was discarded. The cross-linkiagtien was stopped by a 60 min incubation in 0.2M
ethanolamine pH 8.2 followed by 2 washes of 3 mif.i. M glycine pH 2.5 and 2 washed in TBS 1x
(20 mM Tris HCI pH7, 150 mM NaCl). Anti Sg4E-BP sar was purified on this GST-Sg4E-BP
column after 10 hours incubation at 4°C. The sugtamt was discarded after centrifugation 1 min at
400 g. After 5 washes in TBS 1x and 2 washes wBB 0.1x, anti-Sg4E-BP were eluted by 500 pl of
0.1M glycine HCI pH 2.5. 2 M Tris pH 8.5 were addadthe elution before the storage of antibodies

at —20°C. Using Western analysis, we first chedkatl the anti-Sg4E-BP recognized the recombinant
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GST-Sg4E-BP protein (0,5ug of this protein weredéd) (Fig 1A). Sg4E-BP is known to be
associated with SgIF4E in unfertilized eggs andissociate after fertilization [Cormier et al, 2001
Thus, we verified that this anti-Sg4E-BP recognittezl Sg4E-BP protein after’'@TP purification in

unfertilized eggs (Fig 1B); pre-immune serum did yield any signal.

Preparation of gametes

Sphaerechinus granularis sea urchins collected in the Brest area (Franeeje kept in running
seawater and used within 5 days. Spawning of ganveds induced by intracoelomic injection of 0.1
M acetylcholine. Eggs were collected in 0.22 umliptire-filtered seawater and rinsed twice by
centrifugation at 2,000 rpm for 2 min. For the @egtion of lysates, eggs were dejellied by swirling
twenty seconds in 3.5 mM citric acid pH5 and ringbacee times in filtered seawater prior to
fertilization. For fertilization, eggs were suspeddn filtered seawater (5% suspension) containing
0.1% glycine. Diluted sperm was added to the efgs.eggs activation, stock solution of 10 mM
calcium ionophore was prepared in DMSO and stotee2@°C. A final concentration of 10 uM was
added to the eggs. Stock solution of 100 mM NH4B8 pvas prepared in seawater and stored at
16°C. A final concentration of 10 mM was addedhe &ggs for activation. Experiments were only
performed on batches exhibiting greater than 90&ization and activation, each experiment used

gametes from a single female. Cultures were peddrat 16°C under constant agitation.

Total embryo extracts

At different times following fertilization and aeftion, total extracts were obtained by
homogenisation of 20 pl pelleted cells (eggs orrgo®) in 150 pl of SDS-Fix buffer containing 2%
sodium dodecyl-sulfate (SDS), 10% glycerol, $nercaptoethanol, 62.5 mM Tris HCI pH 6.8.

Proteins were separated on SDS-PAGE.
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I solation of el FAE and associated proteins

At the indicated times after fertilization and aetion, cells were collected by centrifugation in a
Heraeus Labofuge 4000 centrifuge for 2 min at 2,§0Cells were lysed by passage through a 25G
synringe in one cell volume of 2x binding bufferO(4nM HEPES pH7.4, 0.2 mM Sodium
orthovanadate, 100 mM NacCl, 0,4 mM EDTA, 2 mM DBD,mM PPi, 100 mM sodium fluoride, 100
mM B-glycerophosphate, 1mM AEBSF and 20 pug/ml of apiotand leupeptin). Cell lysates were
centrifuged for 15 min at 16,000 g at 4°C in an &pjorf centrifuge 5415R and the supernatants were
stored at —20°C before use. Protein quantificati@s performed in duplicate by Bradford assay.
Isolation of elF4E and its partners from egg extraas performed using’@TP column as described
previously [Salaun et al, 2004]. Briefly, 2 mg abfeins were mixed with 25 ul of TP Sepharose
beads (fGTP column) and incubated end-over-end for 60 niif°€. Then, the samples were
washed three times with 1 ml of 1x binding buffentining 100 mM NaCl. Laemmli sample buffer
was added directly to the beads and proteins veseived by SDS-PAGE and analysed by Western

blotting.

Western blot analyses

Western blot analyses were performed following tetgxhoretic transfer of proteins from SDS-PAGE
onto 0.22 pum nitrocellulose membranes [Towbin, 19¥&mbranes were incubated with antibodies
against elF4E (1:2000), Sg4E-BP (1:1000), actinq@0), PSTAIR (1:1000), SglF4G (1:2000), full
length elF2 (1:1000), phospho-elli2(1:1000), full length eEF2 (1:1000), phospho-eEEA000),
cyclin B (1:1000). The antigen-antibody complex waeasured by chemiluminescence using
horseradish peroxydase-coupled secondary antib@diesrding to the manufacturer’'s instructions

(ECL or ECL+).

Protein synthesisin Vivo.
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Every 15 min, embryos (5% suspension in sea waterp pulse-labelled for 10 min witi°g]-L-
Methionine at the final concentration of 10 uCi/®00 ul of cells were pelleted and frozen in liquid
nitrogen. Cells extracts were prepared as descriive in 2xbinding buffer. {°S] Methionine
incorporation into proteins was measured on dugicgiquots after 10% TCA precipitation on
Whatman 3M filters and counting in a scintillatiocounter in the presence of Optiphase Supermix
scintillation liquid. The results are expressedpascentage incorporation of°$]-methionine into

protein over total radioactivity taken up by thdse

M easurement of CDK 1/cyclin B complex activity in vitro

Every 15 min following fertilization or activatiori, ml of cells were packed by centrifugation for 5
seconds at full speed in an Eppendorf centrifugeidly frozen in liquid nitrogen, and stored at 280
until further use. 50ul pelleted cells were resuspended in 4@dOice-cold buffer (60 mMp-
glycerophosphate; 15 mig-nitrophenyl phosphate, 25 mM MOPS pH 7.2, 15 mMQl#4g2 mM
dithiothreitol, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM iswadl fluoride, 1 mM disodium phenylphosphate,
1 mM AEBSF, 10ug/ml soybean trypsin inhibitor, leupeptin 18/ml; aprotinin 10ug/ml, 100 mM
benzamidine, 1% Triton) and were homogenized thioag25-G needle. The homogenates were
clarified by 14,000 rpm centrifugation for 10 min42C. Using the ability of the 13-kDa product of
the suc-1 gene from yeast to interact with CDK1rjphy et al., 1988], CDK1/cyclin B complex was
extracted from 30Qul of homogenate by affinity on pl3suc-1-Sepharosadb, prepared using
bacterially produced p13suc-1 protein coupled foh8eose [Arion and Meijer, 1989]. Incubation was
performed for 45 min under constant rotation at #1Ghe presence of 5@ of p13““‘Sepharose
beads, and after three washes, the activity ofothend kinase was determined using the following
protocol. CDK1/cyclin B activity was assayed undi&mdard conditions using histone H1 (Sigma type
IlI-S) as a substrate [Borgne and Meijer, 1996]odgiorylation of histone H1 (50y/ml final) was
performed for 10 min at 30°C in 50 reaction mixture containing ACi/ml [y-**P]JATP (20uCl/ml
final), 10 uM unlabeled ATP in buffer containing 60 mpAglycerophosphate; 30 mignitrophenyl

phosphate; 25 mM MOPS pH 7.2, 5 mM EGTA, 15 mM MgCImM dithiothreitol, 0.1 mM sodium
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orthovanadate. Reaction was stopped by chillingtties in ice. Duplicate aliquots of 10 were
spotted on Whatman P81 phosphocellulose papershwinice washed five times in 1% phosphoric

acid and counted in a scintillation counter in pinesence of Optiphase Supermix scintillation liquid

Figure Legends

Figure 1. Specificity of Spohaerechinus granularis Sg4E-BP antibody. (A) Anti-Sg4E-BP antibodies
recognized the GST-Sg4E-BP fusion protein. (B) Ag#E-BP antibodies recognized endogenous
Sg4E-BP. Affinity-purified proteins using an’@TP column at the indicated times: 0 and 1 howr aft
fertilization. Proteins were resolved by 15% SDS3¥Aand subjected to Western Blot using anti-

elF4E (top panel), anti-Sg4E-BP antibodies or pmeiune serum (bottom panel).

Figure 2. Protein synthesis increases after sea urchin agdiial activation. The rate of vivo

protein synthesis was monitored in eggs unfertiliggF) fertilized (F), activated by 10 uM calcium
ionophore (C.1.) or 10 mM NH4CI pH8 (NHA4CI). Embsyavere metabolically pulse-labelled in the
presence of *fS] Methionine and radioactivity incorporation infaCA-precipitated proteins was

determined, as explained under Materials and mestraidhe indicated times after treatment.

Figure 3. Sg4E-BP is degraded after sea urchin eggs aatifactivation. Extracts from unfertilized
(A), fertilized (B) or activated eggs by calciunmaphore (C) and NH4CI (D) were preparadthe
indicated times. After resolution on 15% SDS-PA@Eteins were analysed by Western blot using

anti-Sg4E-BP (bottom panels), anti-actin was used ading control (top panels).

Figure4. Sg4E-BP reappearance after NH4ACI activation dégpen protein synthesis. Total extracts
of NH4CI activated eggs were analysed by Westeoh lsing anti-Sg4E-BP (bottom panels), anti-
actin was used as a loading control (top panelgjo® activation, eggs were pre-incubated 20 min

with 100 pM emetine (right panel).
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Figure 5. Sg4E-BP/SgIF4E dissociates and SgIF4AG/SgIF4E asscafter eggs artificial activation.
Affinity-purified proteins using an ABTP column at the indicated times: 0, 30, 60, 120 after
treatment for unfertilized (A), fertilized (B), aeaited eggs by calcium ionophore (C) and NH4CI (D)
were resolved by 7.5% SDS-PAGE for SgIF4G and W BDS-PAGE for SgIF4E and Sg4E-BP.
Proteins were subjected to Western blot using $gii~4G (top panels), anti-elF4E (middle panels) or

anti-Sg4E-BP antibodies (bottom panels).

Figure 6. SglF2: is dephosphorylated after sea urchin eggs adifiectivation. Extracts from
unfertilized (A), fertilized (B) or activated egds/ calcium ionophore (C) and NHA4CI (D) were
preparedevery 15 min. Proteins from total extracts werelesd on 12% SDS PAGE and analyzed

by Western blot using anti-elE2ull length (top panels) or anti-phospho-el{®ottom panels).

Figure 7. Two SgEF2 isoforms, full length and N-terminal trated, exist in sea urchin eggs. Proteins
from unfertilized eggs extracts prepared at thecateéd time: 0, 15, 30, 45, 60 min were analysed
after resolution on 10% SDS PAGE and Western bigudifferent anti-eEF2 antibodies. Anti-
phospho-eEF2 (A) and anti-C-eEF2 directed agaihst €-terminal region of human EF2 (B)
recognized two isoforms. Anti-N-eEF2 antibodiesedied against the N-terminal region of human

EF2 recognized only the upper band.

Figure 8. SQEF2 is dephosphorylated after sea urchin eggston. Extracts from unfertilized (A),
fertilized (B) or activated eggs by calcium ionoph¢C) and NH4CI (D) were preparedery 15 min.
Proteins from total extracts were separated by% $0S PAGE and analysed by Western blot using

anti C-eEF2 (top panels) or anti-phospho-eEF2 ¢ootpanels).

Figure 9. CDK1/cyclin B complex is not activated after saahin eggs artificial activation. Eggs
were frozen at the indicated times. Histone H1 K@activity of CDK1/cyclin B complex purified on
pl3 sepharose beads was measured, as describedténiai4 and methods. (A) CDK1/cyclin B

complex is not activated after calcium ionophomatment. Activity in unfertilized eggs (UF) is
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represented by lozenges, in fertilized eggs (Flstpyares and in calcium ionophore activated eggs
(C.1) by triangles. (B) CDK1/cyclin B complex ioonactivated after NH4CI treatment. Activity in
unfertilized eggs (UF) is represented by lozengedertilized eggs (F) by squares and in NH4CI

activated eggs (NH4CI) by triangles.

Figure 10. Cyclin B is synthesized after sea urchin eggsfieieti activation. Unfertilized (A),
fertilized (B) or activated eggs by calcium ionoph@¢C) and NH4CI (D) were stopped every 15 min.
Proteins from total extracts were separated by %12DS PAGE and analysed by Western blot using

anti-cyclin B (top panels). Anti-PSTAIR (bottom @s) was used as loading control.
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IV) Traduction dépendante de la coiffe et synthesde cycline B lors de la maturation

méiotique chez I'étoile de mer.

Article 4: Lapasset L, Pradet-Balade B, Vergé V, Lozano J@hén N, Cormier P and
Peaucellier G. (2008). Cyclin B synthesis and ragamsensitive regulation of protein
synthesis during starfish oocyte meiotic divisiod®l Reprod Dev. 75(11): 1617-26.

Ce dernier article nous montre que la traductiopedéante de la coiffe est aussi
régulée lors de la maturation méiotique de I'étalke merAstropecten aranciacust que
contrairement a la régulation observée aprés fétmrd chez I'oursin, la synthése de la
cycline B fait intervenir un autre mécanisme dégamndale CPEB.

Apres la vitellogenese, les ovocytes d’étoiles der ont arrétés en prophase de
premiere division méiotique. La 1-méthyladénineMA) stimule la synthése protéique et
permet la reprise du cycle cellulaire. La synthélge cycline B est nécessaire a cette
progression méiotique et passe par une voie dépande la phosphorylation de CPEB. La
synthese de cycline B est sensible a la rapamyaprés fécondation chez I'oursi8.
granularis,elle fait intervenir la traduction dépendante deddfe. Pour regarder si cette voie
dépendante de la coiffe intervient aussi au coans anaturation méiotique de I'étoile de mer,
nous avons étudié la sensibilité de la cycline Baaapamycine et nous nous sommes

intéressés aux partenaires d’elF4E.

Résultats:

La rapamycine inhibe la traduction globale maisffe@e pas les synthéses de la
cycline B et de Mos, induites par la 1-MA.

La rapamycine n’inhibe pas la premiere division atigue mais bloque I'émission du
deuxieme globule polaire, indiguant que la synthémgamycine-sensible d’'une ou de
plusieurs protéines est nécessaire a la deuxievwsahi méiotique.

Les résultats montrent pour la premiére fois quesdas ovocytes dA. aranciacus
arrétés en prophase |, elF4E est lié a 4E-BP. Ipeptexe se dissocie dés 40 minutes apres
addition de 1-MA, cette dissociation est sensiblie @pamycine. De maniére intéressante, les
deux protéines se réassocient 120 minutes apnéslation.

Dans ces ovocytes arrétés en prophase |, elF4Busst en complexe avec CPEB.

L’'ajout de 1-MA provoque sa dissociation ainsi qu'gchangement électrophorétique de
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CPEB qui correspondrait a sa phosphorylation. Césamismes font intervenir une voie

indépendante de la rapamycine.

Ces résultats indiguent que la traduction dépendamt de la coiffe est réegulée lors
de la maturation méiotique de I'étoile de mer et d@ontrent que la synthése de la cycline
B fait intervenir des mécanismes traductionnels dirents de ceux identifiés aprés

fécondation chez I'oursin.
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Figure 29 : Régulation de la traduction dépendantele la coiffe et synthése de cycline B
lors de la maturation méiotique chez l'étoile de ne Dans les ovocytes arrétés en
prophase de premiére division méiotique (temps @),nté protéine elF4E est associée a
linhibiteur 4E-BP. elF4E est aussi en complexeca@EB qui se fixe spécifiquement sur
'ARNm de la cycline B par I'intermédiaire d’'un é&ént CPE. Pour poursuivre la méiose, la
1-méthyladénine (1-MA) stimule d’une part la voRAP/MTOR pour dissocier le complexe
elFA4E/4E-BP et induit d’autre part la phosphorytatide CPEB pour stimuler la synthese de
la cycline B (temps 60 min). Par la suite, le coempl elFAE/4E-BP se reforme alors que le
complexe elF4AE/CPEB se dissocie (temps 120 min)priéaence d’'une protéine comme
Maskine (représentée par un ?) reliant elF4E et BREste a prouver. (GVBD : germinal
vesiclebreakdowiy.
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ABSTRACT Translation of cyclin mRNAs rep-
resents an important event for proper meiotic matura-
tion and post-fertilization mitoses in many species.
Translational control of cyclin B mRNA has been
described to be achieved through two separate but
related mechanisms: translational repression and
polyadenylation. In this paper, we evaluated the
contribution of global translational regulation by the
cap-dependent translation repressor 4E-BP (eukaryotic
initiation factor 4E-binding protein) on the cyclin B
protein synthesis during meiotic maturation of the
starfish oocytes. We used the immunosupressant drug
rapamycin, a strong inhibitor of cap-dependent trans-
lation, to check for the involvement of this protein
synthesis during this physiological process. Rapamy-
cin was found to prevent dissociation of 4E-BP from
the initiation factor elF4E and to suppress correlatively
a burst of global protein synthesis occurring at the
G2/M transition. The drug had no effect on first meiotic
division but defects in meiotic spindle formation
prevented second polar body emission, demonstrating
that a rapamycin-sensitive pathway is involved in this
mechanism. While rapamycin affected the global
protein synthesis, the drug did not alter neither the
specific translation of cyclin B mRNA nor the expres-
sion of the Mos protein. The expression of these two
proteins was correlated with the phosphorylation and
the dissociation of the cytoplasmic polyadenylation
element-binding protein from elF4E. Mol. Reprod.
Dev. © 2008 Wiley-Liss, Inc.

Key Words: cyclin B; translation; elF4E; 4E-BP;
CPEB; rapamycin; meiosis; starfish oocytes

INTRODUCTION

During eukaryotic cell division, transcription is
mostly shut down, due to chromatin compaction, and
the adjustment of regulatory protein levels relies
significantly on the regulation of translation, see Le
Breton et al. (2005) for a review. Oocyte meiosis is an
extreme case where large amounts of messenger RNAs

© 2008 WILEY-LISS, INC.

are stored during vitellogenesis but must be translated
only later and in a precise order for meiotic divisions and
early development (Richter, 1991). Special attention has
been devoted to the regulation by polyadenylation of the
stored messenger RNAs, since the discovery of cytoplas-
mic polyadenylation in sea urchin eggs (Slater et al.,
1973; Wilt, 1973). In Xenopus laevis oocytes, cytoplasmic
polyadenylation regulates the translation of proteins
essential for meiotic divisions, as Mos and cyclins
(Sheets et al., 1994; Stebbins-Boaz et al., 1996; de Moor
and Richter, 1997). The stored mRNAs have short
poly(A) tails, which must be elongated by poly(A)
polymerase (PAP) to be translated (Fig. 1A). This is
regulated by two cis-acting sequences, in the 3’ untrans-
lated region (UTR), the U-rich cytoplasmic polyadeny-
lation element (CPE) and the hexanucleotide AAUAAA
(Foxetal., 1989; McGrew et al., 1989). The CPE is bound
by the cytoplasmic polyadenylation element binding
protein (CPEB) (Paris et al., 1991; Hake and Richter,
1994). When activated by phosphorylation, CPEB
stabilizes the binding, on the hexanucleotide sequence,

Abbreviations used: 1-MA, 1-methyladenine; 3'UTR, 3’ untranslated
region; 4E-BP, eIF4E binding protein; ERK, extracellular-signal-
regulated kinase; cdc2, p34cdc2; CPE, cytoplasmic polyadenylation
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CPSF, cleavage and polyadenylation specific factor; eIF4E, eukaryotic
initiation factor; GV, germinal vesicle; GVBD, germinal vesicle
breakdown; Inh-2, inhibitor-2 of protein phosphatase 1; MAPK,
mitogen-activated protein kinase; Mnks, MAPK signal-integrating
kinases; MPF, M-phase promoting factor; mTOR, mammalian target
of rapamycin; PABP, poly(A) binding protein; PAP, poly(A) poly-
merase.

Grant sponsor: Association pour la Recherche contre le Cancer; Grant
sponsor: Ligue Nationale contre le Cancer (Délégations Départemen-
tales Finistére, Morbihan, Vendée et Cote d’Armor); Grant sponsor:
Conseil Régional de Bretagne and Conseil Général du Finistere.
*Correspondence to: Gérard Peaucellier, Laboratoire Arago, UMR
7628, BP 44, F 66650 Banyuls-sur-Mer, France.

E-mail: gerard.peaucellier@obs-banyuls.fr

Received 22 November 2007; Accepted 28 January 2008

Published online in Wiley InterScience
(www.interscience.wiley.com).

DOI 10.1002/mrd.20905



Molecular Reproduction and Development

2 L. LAPASSET ET AL.

translational activity

inhibited

eIFdE;
Maskln

%

PEE llllir
o

activated

! Maskin

progesterone

1- methyladenme

HEDN

{

. phesphatase

CPEB
GRS —(cPe—nn

Eytoplasm

Fig. 1. Regulation of specific cyclin B mRNA translation during the
reinitiation of meiosis in Xenopus and in starfish oocytes. A: In Xenopus
oocytes blocked in prophase I, Maskin binding to both CPEB and eIF4E
prevents cyclin B mRNA translation. After meiosis reinitiation by
progesterone, CPEB is phosphorylated and recruits CPSF, which
attracts PAP to the 3’ end of the mRNA. PABP binds both to the newly
elongated poly(A) tail and eIF4G. This complex displaces Maskin from
eIF4E allowing eIF4G association with e[F4E and consequent trans-

of the cleavage and polyadenylation specific factor
(CPSF)(Mendez et al., 2000), which in turn attracts
PAP to catalyse poly(A) elongation. The polyadenylation
process must finally activate translation initiation at
the mRNA &' cap. The initiation factor eIF4E is bound
there to the 7-methyl guanosine residue but is prevented
to recruit the 40S ribosomal subunit by an inhibitory
protein, maskin, which is also bound to CPEB. Maskin
binds eIF4E at the same region as elF4G, a scaffold
protein of the 40S ribosomal subunit. Maskin phosphoryla-
tion and association of e[F4G with the poly(A) binding
protein (PABP), on the folded elongated poly(A) tail,
frees elF4E which then can bind eIF4G, forming the
complete elF4F initiation complex (Cao and Richter,
2002; Barnard et al., 2005; Pascreau et al., 2005).
Similar regulatory processes are known to operate in
Drosophila where translation of development regula-
tors, as the germ line determinant oskar, are controlled
by the binding of an inhibitory complex on 3’ UTR
specific response elements, reviewed in Richter and
Sonenberg (2005).

Translation can also be inhibited in a non-mRNA
specific way by small eIF4E binding proteins (4E-BPs),
which prevent eIF4G interaction (Lin et al., 1994; Pause
etal., 1994). The tightness of the interaction depends on

cytoplasm

lation of the cyclin B mRNA. B: In starfish oocytes blocked in prophase
of the first meiotic division, the phosphorylation of CPEB is inhibited by
a cytoplasmic type 1 phosphatase. During meiosis reinitiation induced
by 1-methyladenine, the cytoplasmic phosphatase is inhibited by a
nuclear type 2 inhibitor (Inh-2) released after the disruption of the
germinal vesicle (GV), and CPEB is consequently phosphorylated
allowing cyclin B mRNA translation.

4E-BP phosphorylation level. It is high when 4E-BP is
hypophosphorylated, null when maximally phosphory-
lated. 4E-BP is sequentially phosphorylated by several
protein kinases, with the involvement of the mamma-
lian target of rapamycin kinase (mTOR). This kinase
was initially discovered by searches on the toxicity of
rapamycin, a potent immunosupressant, isolated from a
Streptomyces strain (Heitman et al., 1991). It plays a
central role in the response pathways to growth factors,
hormones or nutrients (Hay and Sonenberg, 2004), but
the precise interactions with substrates, activators and
inhibitors are still controversial (Proud, 2007). However
a recent report on mice lacking 4E-BPs confirms that
they are major physiological targets of stimulatory
extracellular signal transduction (Le Bacquer et al.,
2007). elF4E is also submitted to phosphorylation by
Mnks (MAPK signal-integrating enzymes), themselves
regulated by extracellular-signal-regulated kinase
(ERK) and stress- and ctytokine-activated p38 MAPK
(mitogen-activated protein kinase) (Pyronnet et al.,
1999). The effect of eIF4E phosphorylation on its binding
to the cap is still controversial (Scheper and Proud,
2002) but, in Drosophila, it plays an important role
in normal development and growth (Lachance et al.,
2002).
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Sea urchin eggs and starfish oocytes are also relevant
models to study the relationships between translation
and cell division, and examples of involvement of both
cap-dependent and 3'UTR dependent mechanisms have
been reported. Starfish oocytes have proven useful to
complete the data obtained on meiosis reinitiation with
Xenopus oocytes (Fig. 1), due to several simplifications
in regulatory processes, see Kishimoto (2003) for a
review. In both cases, oocytes, after completion of
vitellogenesis, are arrested in prophase of first meiotic
division. Meiosis reinitiation is induced by hormonal
stimulation, a steroid in Xenopus, 1-methyladenine (1-MA)
in starfish, both of which act on the oocyte surface. The
hormone receptor is not identified in starfish while
several have been described in Xenopus. Signal trans-
duction is then effected by an activation cascade leading
to transformation of stored inactive pre-MPF (M-phase
promoting factor) into active cyclin B-cdc2 (see Doree
and Hunt, 2002), responsible for the G2-M transition. In
both species, the rate of protein synthesis increases upon
meiosis reinitiation (Guerrier and Doree, 1975; Richter
et al., 1982; Wasserman et al., 1982) but it is absolutely
necessary only in Xenopus (see Kishimoto, 2003;
Haccard and Jessus, 2006 for review) and the chronol-
ogy is different, with Mos synthesis beginning before
cdc2 activation in Xenopus while only after in starfish.
Cyclin is one of the major newly synthesized protein,
with a simpler system in starfish where there is only one
cyclin B, whereas Xenopus has four, with cyclins B2 and
B5being replaced by cyclins B1 and B4 during entry into
meiosis II (Hochegger et al., 2001). It has been shown
that, as in Xenopus, cyclin synthesis is regulated by
polyadenylation of pre-existing mRNAs, upon starfish
oocyte meiosis reinitiation (Rosenthal et al., 1982;
Standart et al., 1987) and, in a recent work, we gave
evidence for a CPEB-dependent regulation (Fig. 1B). In
various experimental conditions where cyclin B syn-
thesis was prevented by enucleation or restored by
microinjection of a phosphatase inhibitor we showed a
correlation with CPEB phosphorylation and cyclin B
mRNA translation. Thus the regulation of cyclin B
translation could result from an equilibrium between
CPEB phosphorylation, by cdc2 activation following
hormone addition, and dephosphorylation, by a cyto-
plasmic type 1 phosphatase finally inactivated by a
nuclear inhibitor released at the disruption of the
germinal vesicle (Lapasset et al., 2005).

The sea urchin egg is another widely used model for
the study of proteins synthesis regulation in relation
with cell division (Epel, 1967; Evanset al., 1983; Morales
et al., 2006). The cell cycle context differs from oocytes
since unfertilized eggs are arrested after completion of
meiosis, at the G1 stage, and will undergo mitotic
divisions after fertilization. The increase in protein
synthesis which follows fertilization has been exten-
sively studied and is correlated with an elevation of
intracellular pH (see Hille et al., 1990 for areview). Asin
oocytes, this synthesis relies on stored mRNAs whose
translation is inhibited until fertilization. Cyclin B are
among the main proteins to be synthesized but their

translation has been recently shown to be regulated by a
rapamycin-sensitive pathway (Salaun et al., 2003). In
starfish oocytes also, significant changes in cap regu-
latory proteins have been found to be correlated with the
maturation induced increase in protein synthesis, but
these studies were mostly focused on the regulation of
elF4E phosphorylation (Xu et al., 1993; Lee et al., 2000).
This prompted us to investigate the effect of rapamycin
on starfish meiotic divisions, in search for specific cap-
dependent regulations. The present results demon-
strate that in starfish oocytes, while the increase of the
global protein synthesis triggered by 1-MA is regulated
by a rapamycin-sensitive pathway, specific translation
of cyclin B and other key initiators of meiosis reinitia-
tion, as Mos, are not affected by rapamycin. Cylin B
translation and Mos expression are correlated with the
phosphorylation and the dissociation of CPEB from
elF4E. Furthermore, we also show that rapamycin
precludes the completion of the starfish oocytes meiotic
maturation suggesting that a cap-dependent trans-
lation is involved in this crucial physiological process.

MATERIALS AND METHODS
Starfish Oocytes

The starfishes Astropecten aranciacus were collected
by diving during the breeding season near the marine
biological station of Banyuls sur mer (Banyuls, France),
and kept in running sea water (SW). Prophase-blocked
oocytes were prepared free of follicle cells by washing in
calcium-free SW, before returning to normal SW, and
meiosis reinitiation was induced by addition of 1 uM
1-methyladenine, as previously described (Picard and
Doree, 1984).

Oocyte Labeling With 3°S-Methionine

Batches of 10 oocytes of A. aranciacus were pulse
labeled for 10 min in the presence of 300 pCi/ml 3°S-
methionine (G.E. Healthcare, Saclay, France), trans-
ferred in SW containing 100 mM methionine, fixed in
sample buffer (Laemmli, 1970) and processed for SDS—
PAGE and autoradiography of 3°S incorporated into
proteins (Galas et al., 1993). Quantification was per-
formed, from densitometric scanning of the autoradio-
grams, with BiolD software (Vilber-Lourmat, France).
35S uptake was measured on pulse labeled oocytes
washed three times with 100 v of SW, dissolved in
Laemmli sample buffer and counted by liquid scintil-
lation. For immunoprecipitation, 50 oocytes were
homogenized and frozen in 400 pl of IP buffer (50 mM
Tris—HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 256 mM NaF, 10 mM
phenylphosphate, 5 mM Na pyrophosphate, 0.5 mM Na
orthovanadate, 0.1% Triton X-100, 0.1 mg/ml Soybean
Trypsin Inhibitor). After thawing, sonication and clear-
ing by centrifugation for 10 min at 10,000g, anti-cyclin B
or non immune immunoglobulins were added to the
supernatant (10 pg/ml) for 2 hr at 4° and recovered on
10 pl of protein A sepharose beads (Moreau et al., 1998).
Beads and supernatants were fixed and processed for
SDS—PAGE and autoradiography.
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Antibodies

The anti-cyclin B polyclonal antibody was raised in
rabbit against a synthetic peptide (Neosystem, Stras-
bourg, France) corresponding to the N-terminal part of
A. aranciacus cyclin B: MALRERGTPNVLGNC (EMBL
accession no. AM851052), and affinity purified on the
same peptide. Polyclonal anti-eIF4E, raised in rabbit
against eIF4E protein of the starfish Pisaster ochraceus
(Lee et al., 2000), was a generous gift from Dr M. Hille.
Polyclonal antibody directed against human 4E-BP2
(Rousseau et al., 1996), was a generous gift from Dr N.
Sonenberg. The anti-CPEB antibody was produced in
rabbit and affinity purified against the recombinant
protein corresponding to Marthasterias glacialis CPEB
sequence (Lapasset et al., 2005). Anti-active-ERK anti-
body was from Santa-Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, sc-7383).

Immunofluorescence

The jelly coat and vitelline membrane were removed
by a 20 min pronase treatment (0.5 mg/ml in SW),
followed by three rinses in bovine serum albumin (0.1%
in SW). Oocytes were extracted for 1 hr in extraction
buffer (20% glycerol, 50 mM MES, pH 6.7, 10 mM EGTA,
0.5 mM MgCl,, and 0.5% NP40) then fixed in methanol
for 1 hr. Anti-o tubulin (monoclonal, G.E. Healthcare,
dil. 1/100) was applied overnight at 4° and second
antibody for 2 hr at room temperature. Hoechst (1 pg/ml)
was added to the last wash, for DNA-staining.

Isolation of eIF4E and Associated Proteins

Pellets of oocytes, treated or not with rapamycin, were
frozen in liquid nitrogen and kept at —80° until use.
Cells were thawed in 5 volumes of binding buffer (20 mM
HEPES, pH 7.4, 50 mM NaCl, 50 mM pB-glycerophos-
phate, 50 mM NaF, 5 mM ATP, 10 mM tetrasodium
pyrophosphate (PPi), 0.2 mM EDTA, 0.1 mM Na3zVOy,,
1 mM DTT, 0.5 mM 4-(2-aminoethyl)-benzenzesulfonyl-
fluoride hydrochloride (AEBSF), and 10 upg/ml of
aprotinin and leupeptin), briefly sonicated and centri-
fuged for 10 min at 10,000g. The supernatant was
mixed with 1/40 volume of m’GTP-Sepharose beads and
incubated for 1 hr at 4°C. The beads were washed
four times with binding buffer containing 100 mM NaCl,
and then added with Laemmli sample buffer.

Western Blots

For western blots, 10 A. aranciacus oocytes in 5 pl SW
were added to 15 pl Laemmli sample buffer, separated
by SDS—PAGE, blotted, incubated with antibodies and
visualized by ECL plus (G.E. Healthcare).

Far-Western Analysis

Far-western blots were performed using *?P-labeled
heart muscle kinase (HMK)-tagged recombinant mur-
ine eIF4E, as described previously (Pause et al., 1994).
Briefly, proteins were separated on SDS—-PAGE and
electrotransferred onto a nitrocellulose membrane.
Membranes were pre-incubated in HBB buffer (25 mM
HEPES-KOH pH 7.7, 25 mM NaCl, 5 mM MgCly, 1 mM

DTT, 0.1% Nonidet P40 and 5% skimmed milk) for 2 hr
at 4°C and then incubated in Hyb75 buffer (20 mM
HEPES-KOH pH 7.7, 75 mM KCl, 2.5 mM MgCl,,
0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1% Nonidet P40 and
1% skimmed milk) containing 3?P-labeled HMK-eIF4E
(250,000 cpm/ml) overnight at 4°C. After extensive
washing in Hyb75 buffer, the membrane was dried and
autoradiographed.

RESULTS

Cyclin B Synthesis is Independent of the
Rapamycin-Sensitive Pathway During the
Meiotic Maturation of Starfish Oocytes

New cyclin B synthesis is required for progression
from meiosis I into meiosis IT and correlates with the
increase of general protein synthesis in starfish oocytes.
In sea urchin, another echinoderm, cyclin B translation
has been shown to be regulated by a rapamycin-
sensitive pathway following fertilization (Salaun et al.,
2003). To test the effect of rapamycin on cyclin B
translation during the meiotic maturation of starfish
oocytes, the pattern of proteins synthesized de novo in
oocytes stimulated by 1-MA in the presence of the drug
was analyzed following resolution of 2*S-methionine-
labeled proteins by SDS—PAGE and autoradiography
(Fig. 2A). In untreated oocytes (left panel), 1-MA
induced a rapid increase of global translation and a
46 kDa labeled protein appeared somewhat later (40 min),
just after germinal vesicle breakdown (GVBD) and
became gradually predominant until completion of both
meiotic divisions at 180 min after 1-MA addition. The
production of this labeled protein was in agreement with
the expected cyclin B protein pattern (Galas et al., 1993).
Following immunoprecipitation using specific anti-
cyclin B, this protein was definitively identified as A.
aranciacus cyclin B (Fig. 2B). As previously reported on
another starfish species (Lee et al., 2000), rapamycin
had no effect on the time or the extent of GVBD (results
not shown), but the main increase in global translation
rate, which occurred between 20 and 120 min, was
suppressed in rapamycin treated oocytes (Fig. 2A,
compare right and left panels). Interestingly, the
pattern of cyclin B de novo synthesized was not affected
by rapamycin treatment (Fig. 2A, right panel). In
similar experiments with oocytes isolated from four
different females, rapamycin was found to induce a 20%
decrease of 3*S-methionine uptake, which may account
for the similar lower incorporation in cyclin B, measured
by quantitative analysis of the autoradiograms,
whereas global protein synthesis was reduced by more
than 50% (Fig. 2C). These results suggest that the
mTOR pathway controls partially the global protein
synthesis triggered by 1-MA but does not alter the
specific translation of cyclin B during the meiotic
maturation of starfish oocytes.

Effect of Rapamycin on the
Second Polar Body Emission

Since rapamycin did not affect cylin B translation, we
then tested the effect of the drug on the completion of
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Fig. 2. Rapamycin affects global protein synthesis more than cyclin
B synthesis. A: Protein synthesis in Astropecten aranciacus oocytes
treated with 10 pM rapamycin (Rapamycin) or not (Controls), 10 min
before 1-MA addition. Autoradiography of 3°S-pulse labeling, for
10 min, taken at the indicated time after 1-MA addition (min).
Germinal vesicle breakdown occurred at 35 min, first polar body
emission at 105 min, and second polar body emission at 135 min, in
controls, while rapamycin treated oocytes did not emit second polar
body. The migration positions of molecular weight markers, with their
value in kDa, are indicated on the left and that of cyclin B on the right,
by an arrow. B: Immunoprecipitation of cyclin B from 2°S-labeled

maturation. Oocytes were preincubated in the presence
of rapamycin for 10 min and then 1-MA was added and
maintained in the presence of rapamycin. The different
stages of the meiotic cell cycle were monitored by DNA
staining with bis-benzimide and microtubular network
analysis was performed using anti-tubulin antibodies
(Fig. 3). While rapamycin did not affect the first polar
body emission, the drug impaired second polar body
emission. When compared to control oocytes at the time
of metaphase II (panel A) or second polar body emission
(panel B), rapamycin-treated oocytes showed damaged
microtubular networks, with condensed chromatin in
the vicinity of two unorganized asters with long micro-
tubules, localized near the cell surface, which failed
to reassemble a normal spindle (panel C) and emit
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oocytes at 80 min after 1-MA addition. Autoradiography of the
immunoprecipitates (IP) with anti-cyclin B (CB) or non-immune (NI)
immunoglobulins, or of the extracts after immunoprecipitation (SN).
C: Quantitative analysis of rapamycin effect on cyclin B or global
protein synthesis. Autoradiograms of 3°S-pulse labeling between 60
and 140 min were analyzed by densitometry for global protein
synthesis (T) or the cyclin B peak (C) and compared to **S uptake (U).
The results are indicated as the percent of rapamycin treated versus
control samples. The standard deviation from four independent
experiments is indicated.

the second polar body (panel D). Taken together, our
data suggest that rapamycin does not affect the first
meiotic division but prevents the synthesis of one or
several essential proteins necessary for a correct
distribution of the chromosomes and the completion of
the second meiotic division.

Rapamycin Prevents eIF4E Release
From its Repressor 4E-BP

Since rapamycin treatment of starfish oocytes affects
partially the global protein synthesis increase and
inhibits the second meiotic division triggered by 1-MA
addition, we asked whether the drug could act on the
cap-binding protein eIF4E and its association with the
small protein inhibitor 4E-BP (Fig. 4). To test this
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.

Fig. 3. Rapamycin impairs second polar body emission. Oocytes
treated with 10 pM rapamycin (C,D) or not (A,B) 10 min before 1-MA
addition were processed for immunofluorescence detection of tubulin

(green) or DNA (blue) at the time of metaphase II (A,C) or second polar
body emission in controls (B,D).

hypothesis, the eIF4E interaction with 4E-BP during
the oocyte meiotic maturation was first analyzed in
control oocytes after affinity purification of eIF4E on
m’GTP column (Fig. 4A, left panels). Before 1-MA
addition (zero-time), 4E-BP copurified with eIF4E and

A Controls
1-MA, 0 20 40 B0 8O 100 120
AE-BP S S S
4E — — — R — HI_
——
cree DD
B Controls
1-MA 0 40 B0 a0 110 120
., TR
52 % 4 Mk, 51 -
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Fig. 4. Rapamycin prevents dissociation of 4E-BP from eIF4E upon
meiosis reinitiation. A: Extracts of oocytes treated with 10 M
rapamycin (Rapamycin) or not (Controls), 10 min before 1-MA addition,
were taken at the indicated times (min) and incubated with m’GTP
beads. Bound proteins were analyzed by Western-blot with anti-4E-BP,
anti-4E, or anti-CPEB. The areas shown correspond to molecular

interestingly, the amount of 4E-BP associated with
elF4E diminished dramatically 40 min after hormone
addition, remained low until 100 min and then increased
at 120 min. In order to confirm that eIF4E/4E-BP
complex dissociation occurred during starfish oocyte
meiotic maturation, eIF4E/4E-BP interaction was also
analyzed in total extracts of control oocytes by far-
Western blotting at different time during meiotic
maturation. As expected, >?P-labeled recombinant
elF4E bound strongly to 4E-BP (17 kDa) in extracts
prepared before 1-MA addition, while the interaction
decreased dramatically within 40 min, remained low
until 80 min and increased at 90 min following hormone
addition (Fig. 4B, left panel). These results demonstrate
for the first time that the association of 4E-BP with
elF4E is downregulated upon meiotic maturation of the
starfish oocyte, in 40 min after 1-MA. Interestingly, the
eIF4E/4E-BP dissociation, in the 40—80 min post-1-MA
period, is inhibited by rapamycin (Fig. 4, right panels).

eIF4E/CPEB Complex is Regulated
During Meiotic Maturation Via a
Rapamycin-Independent Pathway

The regulation of cyclin B synthesis for progression
through starfish meiosis has been suggested to be depen-
dent of the CPEB phosphorylation status (Lapasset
et al., 2005). In other systems, such as the meiotic
maturation of amphibian’s oocyte, CPEB hasbeen found
to be physically associated to a translational repressor
that sequesters eIF4E and prevents it from binding

Rapamycin

0 20 40 60 80 100 120 min

- — —

——-— -
Rapamycin
1] 40 80 an 110 120 min
3
oo

i I

weights around 17, 26, and 100 kDa respectively. B: Far-Western
analysis of the binding of *?P-labeled eIF4E on electrophoretic blots of
oocytes treated with rapamycin (Rapamycin) or not (Controls), taken at
the indicated times (min) after 1-MA addition. The electrophoretic
migration position of molecular weight markers of 17, 32, and 62 kDa
are indicated.
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elF4G. We then asked whether CPEB could copurify
with elF4E in starfish oocytes. Using the same mem-
branes than for the analysis of eIF4E-associated 4E-BP,
the presence of CPEB was searched using an anti-CPEB
antibody (Fig. 4A, bottom panels). CPEB co-purified
with endogenous eIF4E after m’GTP-column purifica-
tion from starfish oocytes in prophase-blocked oocytes
before 1-MA addition (zero-time). Interestingly, the
level and the electrophoretic mobility of CPEB that co-
purified with elF4E decreased dramatically following
hormone addition (Fig. 4A, bottom left panel). This
decrease in the mobility of elF4E-co-purified CPEB
showed the same behavior that has been previously
described for the CPEB studied in cellular extracts of
whole starfish oocytes (Lapasset et al., 2005). Since it is
well documented that the mobility shift is the conse-
quence of phosphorylation of CPEB on multiples sites
(Parisetal., 1991; Hake and Richter, 1994; Walker et al.,
1999; Thom et al., 2003), we then asked whether the
mTOR signaling pathway could be involved in these
modifications. We therefore tested whether rapamycin
affects the elF4E-co-purified CPEB modifications that
occurred during meiotic maturation. Rapamycin had no
effect on the chronology of CPEB binding to eI[F4E and of
its phosphorylation related mobility changes following
hormone addition (Fig. 4A, bottom right).

Mos Translation is Also
Unaffected by Rapamycin

Mos is one of the central regulators of meiosis in
vertebrate oocytes (Sagata, 1997). It is not detected in
G2 arrested oocytes but starts to be synthesized shortly
after induction of meiosis reinitiation, as a result of
CPEB mediated polyadenylation in Xenopus (Mendez
et al., 2000). Although dispensable for the induction of
GVBD, Mos is also newly synthesized in starfish oocytes
and controls the activation of the MAPK pathway, as
demonstrated in Asterina pectinifera by Tachibana et al.
(2000). We wanted to verify that in starfish also, Mos
synthesis is not regulated through the mTOR pathway.
In starfish as in other oocytes, MAPK activity is
dependent on the continuous presence of Mos: MAPK
activity disappears if Mos synthesis is experimentally
suppressed in maturing oocytes and appears if exoge-
nous Mos protein is injected (Tachibana et al., 2000;
Lapasset et al., 2005). Western blot analysis with anti-
active MAPK antibodies showed the expected appear-
ance of MAPK activity immediately after GVBD, even in
rapamycin-treated oocytes (Fig. 5, bottom panel). The
drug had no effect on the chronology of this activation as
well as the phosphorylation of CPEB, indicated by the
electrophoretic mobility shift (Fig. 5, top panel), or the
progressive destruction of cyclin B related to first polar
body emission at 105 min (Fig. 5, middle panel). Thus, it
can be deduced from this experiment that Mos synthesis
is not affected by rapamycin, and the temporal correla-
tion of MAPK activation, shortly after CPEB phosphor-
ylation, suggests that it is controlled by a CPEB
dependent pathway.

Controls Rapamycin
WA 0 30 40 &0 B0 10D 120 0 20 40 &0 B0 100 120 min
. T — ' — —
CFPEB — - -— -
Cyc B — O — — O ——
MAPH — - — —— — —

Fig. 5. Rapamycin has no effect on Mos-dependent MAP kinase
activation. Western-blot analysis with anti-CPEB, anti-Cyclin B or
anti-active MAP kinase, of oocytes treated with 10 pM rapamycin
(Rapamycin) or not (Controls), taken at the indicated times (min) after
1-MA addition.

DISCUSSION

In the present work, we provide evidence for the
involvement of a rapamycin-sensitive regulation of
protein synthesis during starfish oocyte meiotic divi-
sions. The target of this regulation, by the mTOR
pathway, is the increased synthesis of a large variety
of proteins, occurring between 20 and 100 min after
1-MA stimulation, thus starting before GVBD (35 min)
and around first polar body emission (105 min). The
pattern of newly synthesized protein in the *S-methio-
nine pulse labeling experiments also shows the exis-
tence of a slower and rapamycin-insensitive increase in
protein synthesis reaching its maximal level at com-
pletion of GVBD and staying mostly unchanged until the
end of both meiotic divisions. The most prominent
synthesis in this latter category is that of a 46 kDa
protein identified as cyclin B.

The cap-dependent translational repressor 4E-BP is
an mTOR target and has emerged as a key molecular
actor for the global protein synthesis regulation. The
presence of elF4E and 4E-BP has been previously
reported in the starfish Pisaster ochraceus (Xu et al.,
1993; Lee et al., 2000), and both of them were found to be
associated, by affinity purification on m’GTP beads. In
our experiments using another starfish species, Astro-
pecten aranciacus, these proteins were similarly cop-
urified and identified by Western blot at similar
molecular weights of 26 and 17 kDa for eIF4E and
4E-BP respectively. We further confirm, by far-Western,
the ability of 4E-BP to bind an heterologous eIF4E.
While three 4E-BPs of different molecular weights are
classically described in mammals, a single band is
detected here, suggesting that only one 4E-BP ortholog
exists in starfish oocytes according with what has been
previously demonstrated in sea urchin (Cormier et al.,
2001; Morales et al., 2006), another echinoderm.

Our data demonstrate that, at the time of GVBD
completion, 4E-BP no longer associates with elF4E,
either bound to m’GTP beads or in far-Western, and
that this change is inhibited by treatment with rapa-
mycin, suggesting 4E-BP phosphorylation due to mTOR
signaling pathway activation. This differs apparently
from previous results on Pisaster where 4E-BP was
reported to stay associated with m’GTP bound eIF4E,
upon initiation of maturation (Lee et al., 2000). Besides
species specific differences, the simpler explanation of
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this discrepancy is that the change in affinity occurs at
the time of GVBD, so that 4E-BP may still bind to eIF4E
when the first signs of nuclear envelope disruption can
be seen, whereas it does not at completion of GVBD, as
reported in the present work. Another apparent differ-
ence is that, in the experiments on Pisaster, 4E-BP
was shown to undergo increased phosphorylation, upon
initiation of maturation, which was not significantly
inhibited in the presence of rapamycin. However mam-
malian 4E-BP1 is known to be sequentially phosphory-
lated on several serine and threonine amino acids and
maximal phosphorylation is needed to disrupt asso-
ciation with eI[F4E (Gingras et al., 2001). Thus the
phosphorylation detected by in vivo *?P labeling, in
Pisaster, may result from the initial steps of phosphor-
ylation, which are also reported to be rapamycin
resistant in serum stimulated mammalian cells. Rapa-
mycin may still prevent mTOR to bring 4E-BP to the
maximal phosphorylation level required for inhibition of
elF4E binding, as seen in our results.

Interestingly, the dissociation of the eIF4E/4E-BP
complex is transitory, since the heterodimeric complex
is progressively restored before first polar body emission
and stays unchanged during completion of meiosis
(results not shown). Additional control of 4E-BP through
rapamycin-sensitive proteolysis has been shown in sea
urchin eggs (Salaun et al., 2003) and mammalian cells
(Elia et al., 2008). The question of the stability of 4E-BP
remains open in starfish oocytes, since in this organism,
the protein could not be directly detected in Western
blots from whole oocyte homogenates, even after
removal of heat and acid precipitable proteins (Lee
et al., 2000 and the present work). In any case, these are
evidences for a sophisticated regulation of global protein
translation, through eIF4E association and dissociation
with its repressor, in the different steps of the meiotic
maturation of starfish oocyte.

While cyclin B synthesis, and thus the onset of
mitosis, has been shown to be regulated by a rapamy-
cin-sensitive pathway following sea urchin fertilization
(Salaun et al., 2003), our present data indicate that
during starfish oocyte meiotic divisions, cyclin B trans-
lation occurs independently from this pathway. This
confirms our previous results supporting a regulation of
cyclin B translation through a 3’ UTR specific response
element of its mRNA (Lapasset et al., 2005) controlling
polyadenylation and release of eIF4E inhibition, in
accordance with the Xenopus oocyte model. We showed
that cyclin B synthesis is strictly correlated with the
phosphorylation of CPEB, itself controlled by cdc2
activity and a type 1 protein phosphatase. We bring
here an additional argument by showing the association
of CPEB with eIF4E on m’GTP beads, probably
mediated by an intermediate protein like maskin
(Stebbins-Boaz et al., 1999). Therefore we propose that
in starfish, as in Xenopus, cyclin synthesis is regulated
by the binding of a multiprotein complex to its mRNA.
Specificity is conferred by CPEB, which binds the CPE
3’-UTR sequence, and inhibition by maskin which binds
elF4E, preventing elF4G fixation and translation

initiation, while other components of this complex
regulate polyadenylation (Barnard et al., 2004). Upon
meiosis reinitiation, polyadenylation is activated and
CPEB and maskin are sequentially phosphorylated, by
cdc2 in the last step, releasing completely the inhibition
on elF4E (Cao et al., 2006). This hypothesis is supported
by the kinetic of cyclin synthesis, whose initiation at
GVBD is preceded by cdc2 activation (Labbe et al., 1988;
Galas et al., 1993), and concomitant with CPEB hyper-
phosphorylation (Lapasset et al., 2005 and this work).
Besides cyclin B, the translation of several other key
regulatory proteins, as Mos, has been shown to be
controlled by CPEB and polyadenylation in Xenopus
(Stebbins-Boaz et al., 1996). The present results, which
show that Mos synthesis is not rapamycin-dependent, as
judged from the normal activation of MAP kinase, argue
for a similar regulation in starfish oocyte.

As previously reported in another starfish species
(Lee et al., 2000) and Xenopus (Morley and Pain, 1995),
we found that rapamycin has no effect on the occurrence
of GVBD. The cytological effect of rapamycin treatment,
on second meiotic division only, reported in the present
work fits with previous reports which showed that first
polar body emission was unaltered, even when protein
synthesis was completely inhibited by emetine (Picard
et al., 1985). However in studies using emetine, the
impairment of second meiotic division was primarily
due to the lack of synthesis of the needed cyclin B. This is
not the case with rapamycin, which does not block cyclin
B synthesis and does not induce exit from M phase, as
evidenced by the condensed state of chromatin. The
defects in spindle formation observed here resemble
those observed upon treatment of mammalian cells with
rapamycin (Bonatti et al., 1998). However, in these cells,
they are assumed to result from inhibition of the
ribosomal protein S6 kinase, p705®¥, which also inter-
acts with the Rho family of G proteins (Chou and Blenis,
1996), known to control various aspects of cytoskeleton.
This interpretation is unlikely in oocytes, since at
that time, S6 kinase activity is due to the rapamycin-
insensitive p90®* (Okumura et al., 2002; Mori et al.,
2006). A direct link with mTOR inhibition may also be
considered, as a recent study in Drosophila showed the
direct involvement of Raptor and RheB, two proteins of
the TOR complex, in chromosome misalignment (Gosh-
imaetal., 2007). Since antisense RNA experiments have
shown that the translation of a large variety of protein
mRNAs is required for meiotic spindle organization (see
Terret et al., 2003; Pearson et al., 2005 as examples in
mouse and Drosophila oocytes), the simplest hypothesis
is that the block results from the lack of synthesis,
during the rapamycin-sensitive period of first meiosis,
of some of these essential proteins. A detailed analysis of
meiotic spindle function in starfish oocyte may shed
light on such a connection.
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Conclusions et perspectives

L'objectif de cette these est de mieux comprendserélations fonctionnelles entre les
facteurs impliqués dans la traduction dépendantta dmiffe NTGTP et la régulation de la
synthese protéique dans I'entrée du cycle cellladfour cela, nous avons utilisé comme
systeme d’étude la fécondation et le développeramtiryonnaire chez les échinodermes qui
représente un modeéle de choix pour I'étude entsytahése protéique et le cycle cellulaire.
La machinerie de traduction est constituée de nembfacteurs représentés de maniére non
redondante dans l'oursin (Morales et al, 2006).pls, la conservation des acteurs au cours
de I'évolution permet sans difficulté de transfdesr données de I'oursin a ’lhomme.

Dans cette thése, nous nous sommes intéressés faateurs clés pour la synthése
protéigue. Nous avons étudié leur réle et leur lamn en réponse a la fécondation et apres
activation artificielle des ovules d’oursin. Leguéations traductionnelles ont également été
mises en évidence au cours d’'un autre processusiataration meéiotique, chez un autre
échinoderme, I'étoile de mer. Les résultats obtenusours de cette these ouvre de nouvelles

perspectives sur les régulations traductionnelles.

1-Les multiples isoformes d’elFAG

1-1-Modifications d’'elF4AG au cours du développemenémbryonnaire

elF4G est une protéine essentielle pour le regreieé du ribosome sur TARNm.
Plusieurs isoformes d’elF4G existent chez les mdares (Byrd et al, 2002 ; Byrd et al,
2005) mais peu de données sont disponibles poupresrdre leur réle respectif (Coldwell et
Morley, 2006). Nous mettons ici en évidence qudameur elFAG est aussi présent sous
plusieurs isoformes dans les ovules d’oursin etaglies-ci sont modifiées tres rapidement de
maniére post-traductionnelle en réponse a la féatoord (Article 1). Chez les mammiféres,
trois sites de phosphorylation sensibles a la rgpara ont été identifiés sur elF4GI (Raught
et al, 2000). Ces trois sites ne sont pas conseives I'oursin. Les modifications d’elF4G
sont insensibles a un traitement a la phosphatasmeaussi insensibles a la rapamycine chez
'oursin. Ces modifications post-traductionnellemnts pour l'instant indéterminées mais le

profil en échelle obtenu en Western blot resserahlae ubiquitination ou a une sumoylation.
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L’'ubiquitination correspond a I'ajout d’'ubiquitineur les lysines des protéines pour les
dégrader par une voie dépendante du protéasomeurbaylation correspond a I'ajout de

sumo également sur les lysines, sumo rentre en &titiop avec 'ubiquitine et protége de la
dégradation (Hoege et al, 2002). Nous avons coménaranalyser ces modifications d’elF4G
chez l'oursin. Apres immunoprécipitation d’elF4GeaV’anticorps spécifique d’oursin, nous
avons étudié les isoformes par Western Blot ersatit différents anticorps anti-ubiquitine et
anti-sumo (résultats non présentés). Ces expésenant pas permis de conclure, il est
probable que les anticorps utilisés ne croisentgyas les protéines d’oursin. Nous avons
€également essayé d’identifier ces modificationseapmmunoprécipitation d’elF4G puis

analyse par spectrométrie de masse mais aucuntatésignificatif n'’a été obtenu. Ces

analyses devront étre poursuivies et complémenfies l'utilisation d’inhibiteurs du

protéasome par exemple.

D’autres résultats obtenus chez le méme ouBsigranularisindiquent qu’elF4G est
également modifié en réponse a un stress induitipagent endommageant I’ADN, le MMS
(Le Bouffant et al, 2008b). L'identification de cesodifications permettra aussi de mieux

comprendre la régulation d’elF4G au cours du dégpmdment embryonnaire.

1-2-Rb6le des isoformes d’elF4G chez I'oursin

elF4G est une protéine plateforme qui recrute plusi facteurs pres de I'ARNm.
Chez l'oursin, elF4G interagit avec elF4E. Les esitpartenaires d’elF4G pourront étre
identifiés aprés immunoprécipitation de ce factewvant et aprés fécondation. Les protéines
qui copurifient avec elF4G seront déterminées aBi2S PAGE et analyse par spectrométrie
de masse. Ces interactions obtenues pourrontd@tferaéesin vitro par GST pull down et la
fonction de ces partenaires sera étudiée par dbsitpies de microinjection de peptides ou
de morpholinos.

Toutes les isoformes d’elF4G qui apparaissent af#ésndation sont capables de
s’associer a elF4E (Article 1), on obtient un drifentique apres activation des ovules par le
calcium ionophore (Article 3). En revanche, seléssformes basses d’elF4G sont recrutées
sur elF4E apres alcalinisation des ovules par ldGIHCela suggéere que ces isoformes sont
suffisantes pour stimuler la synthése protéiquecdleium ionophore et le NH4Cl ont un effet

différent sur les isoformes d’elF4G, I'analyse deges de signalisation impliquées dans ces
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deux activations sera indispensable pour déternfenefgulation d’elF4G par le calcium et le
pH.

Chez I'oursin, les modifications post-traductioneglqui affectent elF4G pourraient
permettre de recruter spécifiguement différentdepaires sur le complexe elF4F. Puisque
seules les formes basses d’elF4G s’associent &edpres traitement au NH4CI, il faudrait
purifier les complexes elF4F sur colonnéGiiP & partir d’ovules activés au NH4CI et les
comparer aux complexes purifiés a partir d’ovubsohdés et d’ovules activés par le calcium
ionophore. Les complexes devront étre analysésSpe8 PAGE puis coloration protéique.

Les protéines associées aux complexes serontfidestpar spectrométrie de masse.

De maniére intéressante, on observe la présenceltaitde de deux complexes
différents avec elF4E apres activation des ovusedgNHA4CI. Deux heures apres activation,
4E-BP réapparait et se réassocie avec elF4E, tepleres elF4G/elF4E diminuent mais sont
toujours présents (Article 3). Malgré cette baidseomplexe elF4G/elF4E, aucune baisse de
la synthése protéique n’est observée. La synthésein@e en NH4CI pourrait correspondre en
grande partie a une traduction indépendante deifieclL’analyse de la synthése protéique
induite apres activation des ovules par le NH4Gireprésence de rapamycine nous donnera

des indications sur la nature des mécanismes njeuen

2-Nouvelle vision sur la régulation de 4E-BP

Le modele oursin a permis d’identifier la dégramtatde 4E-BP comme un nouveau
mécanisme régulateur de ce répresseur de la trady&alaun et al, 2003). Cette régulation
par la dégradation a ensuite été démontrée chendesmiféres (Elia et al, 2008). De plus,
comme chez la drosophile (Teleman et al, 2005 wEdter et al, 2005), I'expression de la
protéine 4E-BP est régulée en fonction des strésxz d’oursin. ChezS. granularis
I'expression de 4E-BP varie en réponse a I'hypoapres un endommagement de ’ADN par
la bléomycine (Le Bouffant et al, 2006) et aprastément par le chrome (Le Bouffant et al,
2008a). 4E-BP est un acteur important dans la foamsition des cellules saines en cellules
cancéreuses (Armengol et al, 2007). La déterminatie la régulation de 4E-BP est
essentielle pour comprendre son influence surdéeasellulaire et pour l'utiliser comme cible

thérapeutique. La fécondation et I'embryon d’ounsprésentent un modele de choix pour
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étudier la régulation de 4E-BP et son implicati@ngl le contrdle de la synthese protéique

dépendante de la coiffe’®TP.

2-1-Expression de 4E-BP

Chez l'oursin, la dissociation du complexe elFAEBIE et la phosphorylation de 4E-
BP sont corrélés a une rapide dégradation aprémdétion (Cormier et al, 2001 ; Salaun et
al, 2003). Cette dégradation de 4E-BP permet dadibération d’elF4E qui peut alors
s’associer a de nouveaux partenaires comme elF4t&IfAl). Cette libération d’elF4E est
cruciale pour le cycle cellulaire puisque l'injextid’'un peptide 4E-BP (Salaun et al, 2005) ou
d'un peptide elF4G (Article 1) possédant le sitetdraction a elF4E retarde la premiére
division mitotique. Le fait que le niveau de la f@ioe 4E-BP soit dramatiquement modifié a
la suite de la fécondation et au cours du dévelmgpe embryonnaire (Salaun et al, 2003 ;
Salaun et al, 2005) offre I'opportunité remarqualiitudier les mécanismes de régulation de
'expression de 4E-BP. Le mécanisme de protéolgseeur l'instant inconnu. Nous avons
montré au cours de cette thése que la protéolygEel®P est aussi activée aprés traitement
des ovules par le calcium ionophore et le NHACLiGd 3). La comparaison des systemes de
protéolyse activés apres fécondation et activasidificielle des ovules nous donnera des
indications sur les mécanismes responsables digtadiation de 4E-BP.

Chez l'oursinLytechinus pictuslutilisation d’inhibiteur comme le MG-115 indigu

gue le protéasome est important pour la premiansidn mitotique (Kawahara et al, 2000).
Le MG-115 rajouté aprées fécondation retarde leecgellulaire mais n’affecte pas la synthése
protéigue. Ceci suggéere que si 4E-BP est égaledégradé chek. pictus le protéasome ne
serait pas impliqué dans ce processus. Il fautralement que l'inhibiteur a été rajouté 10
minutes aprés fécondation et qu’a ce moment 4E®Peut étre déja dégradé entierement.
Sachant que le MG-115 n’est pas trés soluble daas de mer et doit mettre du temps a
rentrer dans les cellules, il faudrait le rajoyteste apres fécondation. Nous avons testé un
autre inhibiteur du protéasome, le MG-132, Sugranularis.Le MG-132 rajouté 3 minutes
aprés fécondation retarde la premiere division tigjte@ mais n’inhibe pas la dégradation de
4E-BP (résultats non présentés). D’autres protéaspiquées dans le cycle cellulaire sont
aussi présentes dans les embryons d'oursin (Pealn 8976). Leur role dans la dégradation

de 4E-BP devra étre évalué.
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Les extraits acellulaires se sont révélés trdssupour comprendre le rble de la
phosphorylation de 4E-BP chez l'oursin (Article Pour étudier les mécanismes de
dégradation de 4E-BP, des extraits acellulairesafg\étre mis au point a partir d’embryons
d’oursin prélevés quelques minutes apres féconuatperiode a laquelle 4E-BP est
activement dégradé. La dégradation de 4E-BP sathéét par ajout de la protéine de fusion
GST-Sg4E-BP dans ces extraits. Les acides amingiggunds dans la dégradation de 4E-BP
pourront étre identifiés en ajoutant également mesants dans ces extraits. Le niveau de

dégradation sera suivi par Western Blot.

Contrairement a la fécondation et a I'activatiors deules par le calcium ionophore,
I'activation par le NH4CI induit la dégradation pua réapparition de 4E-BP (Article 3). En
condition physiologique, 4E-BP réapparait égalenant environs de 8H apres fécondation
(Salaun et al, 2005). Ces réapparitions de 4E-BR/ge résulter d’'une stimulation de sa
synthése ou d’'une inhibition de sa dégradation.eidiher comment est régulé 4E-BP
représente un challenge important pour comprerelmhtréle de la synthése protéique. En
utilisant a la fois la fécondation, I'activationtiéicielle ainsi que les conditions de stress (Le
Bouffant et al, 2006 ; Le Bouffant et al, 2008&)ufsin apportera de nouvelles données sur le

controle du niveau de 4E-BP.

2-2- Phosphorylation de 4E-BP

Dans l'oursin, 4E-BP est sous forme hypophosphadglés I'ovule et la fécondation
provogue sa phosphorylation rapide (Salaun etl3R Dans les cellules de mammiferes, la
phosphorylation de 4E-BP est le résultat d’'une lagn extrémement fine avec un contrdle
hiérarchique (Gingras et al, 2001a). La phosphtioflades résidus Thr 37 et Thr 46 est
nécessaire a la phosphorylation des Ser 65 et Thite/ modeéle actuellement admis dans les
cellules de mammiféres indique que I'hyperphospladion de 4E-BP est reliée a la
dissociation du complexe 4E-BP/elF4AE (Gingras et28D1b). Cependant, les liens entre
I'état de phosphorylation de 4E-BP et son intecadtiissociation avec elF4E restent encore
incompris. Nous montrons ici que l'oursis. granularis posséde les 4 sites de
phosphorylation cités ci-dessus (Article 2). Nosuttats remettent en cause le modele
classique reliant hyperphosphorylation de 4E-BRlissociation d’elF4E. De maniére tres
originale, un mutant mimant I’hyperphosphorylatiabem 4E-BP che&. granularisest toujours

capable de s’associer a une protéine elfiitro et inhibe la traduction dépendante de la
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coiffe dans des extraits acellulaires d’oursin. @bservations devront étre confirmées par
d’autres expériences. Il faudrait démontrer cetteractionin vivo en purifiant en grande
quantité les partenaires d’elFAE sur colond&TWP & partir d’'ovules et d’embryons prélevés
peu de temps apres fécondation, avant la dégradedimpléte de 4E-BP. La protéine 4E-BP
qui copurifie avec elF4E avant et apres fécondasena analysée par électrophorése
bidimensionnelle (2-D) suivie d’'un Western blot@ilisant I'anticorps spécifique du 4E-BP
d’oursin. Des changements de phosphorylation diBRHeujours lié a elF4E pourront alors
étre visualisés. Ces résultats obtenus @egranularisincitent a analyser la régulation de
4E-BP dans d’autres organismes pour comprendreniasanismes mis en jeu au cours de

I’évolution.

Elia et ses collaborateurs ont recemment montré existe des formes de 4E-BP de
mammiféres de hauts poids moléculaires (Elia et280)8). Ces formes sont a la fois
phosphorylées et ubiquitinées. Les auteurs suggqtenla phosphorylation de 4E-BP régule
a la fois la dissociation du complexe 4E-BP/elF4Eubiquitination de cet inhibiteur. Chez
I'oursin, la phosphorylation de 4E-BP sur les €si{Thr 37, Thr 46, Ser 65 et Thr 70) semble
insuffisante pour le dissocier d’elF4E. Il faudtara comprendre leur rdle et notamment leur

influence sur la dégradation de 4E-BP.

La voie de signalisation qui relie la fécondatiomaadissociation du complexe 4E-
BP/elF4E chez l'oursin est sensible a la rapamy¢8aaun et al, 2003; Salaun et al, 2004),
suggérant lI'implication de la kinase FRAP/mTOR dames processi. L'ovule d’oursin
représente donc un systeme intéressant pour anddys@e de la kinase FRAP/mMTOR dans
la traduction dépendante de la coiffe. Apres clendg FRAP/mMTOR et production d’'une
protéine de fusion, un anticorps spécifique derBousera obtenu pour suivre la protéine en
Western Blot. Pour comprendre I'implication de FRAFOR dans la voie de signalisation
en réponse a la fécondation, les protéines saueagautante pourront étre produites et
introduites par microinjection dans des ovules a¥@condation. L’expression du gene sera
inhibée par [utilisation de morpholinos. L’'antiger permettra d’immunoprécipiter

FRAP/MTOR pour analyser ses partenaires au coudgwloppement embryonnaire.
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3-Partenaires d’elF4E

La fonction d’elF4E est principalement régulée pas partenaires. Chez I'oursin,
elF4E est capable de s'associer a 4E-BP et a elfd&s d'autres organismes, de
nombreuses protéines qui s’'associent a elF4E a@ntidentifiées comme des régulateurs

importants de linitiation de la traduction ou commégulateurs du transport des ARNm.

3-1-Recherche des partenaires d’'elF4E

L’identification de nouveaux partenaires qui stsent avec elF4E et l'analyse de
leur fonction et de leur régulation au cours dueyellulaire et du développement représente
un challenge important pour comprendre le roledgmue du facteur elF4E lors de ces
mécanismes physiologiques. Au cours de cette theses avons fait des mises au point en
vue d’analyse protéomique (résultats non préserdgsps purification sur colonne @TP,
les protéines ont été séparées par SDS-PAGE dligées en bleu de Coomassie. La bande
majoritaire située au-dessus de 25kDa a été idemed tant qu'elF4E-1 par spectrométrie de
masse. Cette technique permettra d’identifier ketepaires d’elF4E présents en fonction des
stades de développement. La fonction de ces pestgiourra ensuite étre analysée par des

approches de microinjection de peptides ou de nudirpds.
Trois génes ont été retrouvés dans le génome desifoS. purpuratuscodant pour
elF4E-1, elF4E-2 et elF4E-3. Des anticorps spasifsgde chaque protéine permettront de les

suivre en Western Blot et d’identifier les diffétermomplexes aprés immunoprécipitation.

3-2-Analyse structurale d’elF4E et de ses partena@s

Les analyses structurales des 3 classes d’elF4E kngs partenaires respectifs
permettront de mieux comprendre les régulations gfiectent elF4E au cours du
développement embryonnaire de I'oursin. Au coursetée these, le 4E-BP et les 3 elF4E de
loursin S. purpuratusont été clonés. Les protéines de fusion correspued ont été
produites. Un projet est initié en étroite colladt@n avec I'équipe de Mirjam Czjzek a la
Station Biologique de Roscoff. La structure cristgdaphique d’elF4E-1 a déja été résolue
chez les mammiferes (Marcotrigiano et al, 1997)phkts récemment celle d'elF4E-2
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(Rosettani et al, 2007). En revanche, aucune sirict’elF4E-3 n’est a ce jour disponible.
Avec l'oursin, nous avons obtenu les premiers auistdelF4E-3 et I'optimisation des
conditions de cristallisation est en cours. Le 4Ed mammifére ne semble pas adopter de
structure particuliere quand il se lie a elF4E-le{¢her et al, 1998). 4E-BP étant une petite
protéine, elle est difficilement cristallisable.eSt pourquoi, des analyses sont également en
cours en utilisant une technique de diffraction dg®ns X aux petits angles (SAXS : small
angle X ray scattering) pour analyser la protéigeB# d'oursin seule et en complexe. Les
résultats préliminaires obtenus a Heidelberg awhayiron Desy (Deutsches Elektronen
Synchrotron) suggéerent que la protéine 4E-BPSdeurpuratusest dépliée quand elle est
seule (résultats non présentés). L'analyse straletude 4E-BP en complexe avec les
différentes classes d’elF4E &e purpuratugpermettra d’analyser les modifications de 4E-BP
aprés association. Les structures obtenues peomettie mieux comprendre le rdle des

interactions au cours du développement embryonnaire

4-Traduction dépendante de la coiffe et cycle cellire

La traduction dépendante de la coiffe est indispble au bon déroulement de la
premiére division mitotique aprés fécondation cHemrsin. Ceci a été démontré par
linjection de peptides et de 'BDP dans les ovules d®. granularis(Article 1). Nous
sommes maintenant capables de suivre et d’analgsdile des facteurs 4E-BP, elF4G et
elF4E chez I'oursin mais qu’en est-il du troisiefaeteur du complexe elF4F? Un seul géne
d’elF4A a été retrouvé dans le génomeSdgurpuratugMorales et al, 2006). Il a été cloné
au cours de cette thése et utilisé pour produiee pnotéine de fusion GST-elF4A. Aprés
optimisation de la production, cette protéine pdtraed’obtenir un anticorps pour suivre la
protéine elF4A au cours du développement. De mlas, résultats préliminaires obtenus sur
l'oursin S. granularisindiquent qu’elF4A est un facteur important poerclycle cellulaire.
L’hippuristanol est la molécule connue pour inhie&#f4A (Bordeleau et al, 2006). Ch8z
granularis I'hippuristanol inhibe la premiére division miigpie aprés fécondation des ovules
d’oursin S. granularis (résultats non présentés). L'effet de I'hippuristasur l'activité
d’elF4A pourra étre analysé en collaboration aveguipe de Jerry Pelletier au Canada qui a
caractérisé I'hippuristanol. L'utilisation de cethibiteur permettra de mieux comprendre le
réle d’elF4A au cours du cycle cellulaire et du eléppement embryonnaire.
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Les extraits acellulaires capables de traductigredéante de la coiffe permettront une
approche fonctionnelle des différents acteurs igmdmour le cycle cellulaire (elF4E, elF4G,
elF4A,...). Il sera intéressant d'analyser I'effettariu sur la synthése protéique aprées ajout
des différents facteurs mais également aprés I'imodéplétion d’'un acteur spécifique suivi

d’'une complémentation par des protéines mutées.

L'un des mécanismes important dans le controle 'elstrée en mitose et faisant
intervenir la traduction dépendante de la coiffe lassynthese de la cycline B. Une part
importante de nos connaissances actuelles des i@ qui contrélent l'activité des
kinases mitotiques, les CDK (Cyclin Dependent Kegsprovient d’études de la maturation
méiotique et de la fécondation chez les échinoderfideshimoto, 1996, Evans et al, 1983).
Chez l'oursinS. granularis les facteurs d’initiation elF4E et 4E-BP sont ligpés dans la
synthese de la cycline B nécessaire a la premigtsiah mitotique suivant la fécondation
(Salaun et al, 2003). Nous mettons ici en évidenee la synthése de la cycline B n’est pas
régulée de la méme fagon en fonction des processsidérés et des or