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INTRODUCTION



L'expression des genes, jusqu'a la production de protéines actives, est contrélée a
quatre niveaux:
1) transcriptionnel: transcription ou non d'un géne donné
2) post-transcriptionnel: épissage, maturation, stabilité, localisation des ARNm, etc...
3) traductionnel: ARNm traduit ou masqué, état de la machinerie de traduction
4) post-traductionnel: glycosylation, phosphorylation, etc....

Nous nous intéressons a I'un des facteurs de la machinerie de traduction eEF-1 et a ses
changements de phosphorylation dans les mécanismes de régulation traductionnelle.

Nos recherches ont été conduites chez I'embryon d'oursin qui constitue un modéle
expérimental de choix pour les études de régulation de I'expression des génes au niveau
traductionnel et post-traductionnel.

Nous avons étudié l'origine phylogénetique de la protéine eEF-1d, sous-unité du
facteur eEF-1 (article 1). Nous avons identifié eEF-1d chez I'oursin et démontré une régulation
de I’expression de ses ARNm au cours du développement (article 2), qui est découplée de celle
de eEF-1a (article 3). Nous avons demontré I’existence pendant le developpement précoce,
d’un pic transitoire d'une activité eEF-1d kinase et I’avons identifiée a la caséine kinase 2
(CK2) (article 4).

L'introduction de ce mémoire fait le point des connaissances sur:

- Le facteur d'élongation de la synthese protéique : eEF-1.
- Le modele expérimental: le développement des embryons d’oursin

- L activité et la régulation de la CK2.

Note : La nomenclature du facteur d’élongation eEF-1 est actuellement trés confuse
(voir tableau I, page 5). Nous utiliserons pour le facteur eEF-1a la nomenclature eEF-
1A et pour le complexe d’échange qui contient eEF-19, eEF-1B.



I- Le facteur d'élongation de la synthése protéique: eEF-1
A- Etapes de la synthese protéique

Les protéines constituent plus de la moitié de la masse d'une cellule et leur synthése est
nécessaire pour I'noméostasie, la division et la différenciation cellulaires. La traduction de
I'ARNmM en protéine a lieu au niveau des ribosomes. Elle est composée de trois étapes:
I'initiation, I'élongation et la terminaison qui font intervenir plus de 200 molécules dont les
ribosomes, les ARNt, les ARNm et des protéines appelées facteurs de traduction (revues dans
Merrick et Hershey, 1996; Clemens et Bommer, 1999). La figure 1 représente la succession

des trois phases de la synthése protéique.

Initiation Elongation Terminaison

elFs et Methionyl-ARNt eEFs et aminoacyl-ARNt eRFs

Figure 1: Les trois phases de la synthése protéique (Proud et Denton, 1997).

Le schéma montre un ARNm avec sa coiffe en 5' et sa queue poly(A) en 3'. Au cours de la phase d'initiation, un
ARNmM est recruté par la machinerie de traduction et forme un complexe d'initiation avec la petite sous-unité
ribosomale. Dans ce complexe, I'anticodon de I'ARNt-méthionine initiateur interagit avec le codon d'initiation
AUG. Cette association spécifie la phase de lecture. La phase d'élongation provoque I'addition séquentielle
d'acides aminés a I'extrémité carboxy-terminale de la chaine polypeptidique naissante (ellipse rouge).

Lors de la rencontre d'un codon stop, la terminaison a lieu et le polypeptide ainsi que les ribosomes sont
relargués. Chacune des phases nécessite des facteurs spécifiques : elFs: eukaryotic initiation factors; eEFs:
eukaryotic elongation factors; eRFs: eukaryotic releasing factors. m7GTP: 7 -méthyl -GTP (coiffe).

Les sous-unités ribosomales 40s et 60s sont respectivement en jaune et en vert

L'initiation est la phase la plus étudiée (revue dans Merrick et Hershey, 1996). C'est au

cours de cette étape que I'ARNmM est sélectionné et forme un complexe d'initiation au niveau



du ribosome dans lequel I'anticodon du méthionyl-ARNt initiateur interagit avec le codon
initiateur. L'étape de liaison du méthionyl-ARNTt et de 'ARNmM aux ribosomes fait intervenir
11 facteurs d'initiation (elFs) (revue dans Merrick et Hershey, 1996).

La phase d'élongation consiste en I'allongement de la chaine polypeptidique naissante

par ajout successif d'acides aminés a I'extrémité C-terminale (Figure 2).

@3
EF-1A-GTP

complexe ternaire
EF-1A-aminoacyl-ARNt-GTP

liaison de
I'aminoacyl-ARNt

Transfert @

du peptide

Figure 2: Représentation schématique de la phase d'élongation de la synthése
protéique chez les eucaryotes (Merrick et Hershey, 1996)

Les chiffres de 1 a 4 représentent la succession des différentes étapes de I'élongation

1) L'aminoacyl-ARNt se lie sur le site A du ribosome via eEF-1A (formation d'un complexe ternaire: eEF-1-
aminoacyl-ARNt-ribosome). Cette liaison nécessite I'hydrolyse de GTP lié a eEF-1A.

2) Recyclage de GDP/GTP au niveau de eEF-1A

3) Formation du pont peptidique

4) Translocation du peptidyl-ARNt sur le site P du ribosome

La phase d’élongation est composée de quatre etapes: (1) fixation de I'aminoacyl-ARNt
sur le site A du ribosome par eEF-1A (formation d'un complexe ternaire: eEF-1-aminoacyl-
ARNt-ribosome) et hydrolyse de GTP lié a eEF-1A; (2) recyclage de GDP/GTP au niveau de



eEF-1A; (3) formation du pont peptidique et (4) translocation du peptidyl-ARNt sur le site P
du ribosome par eEF-2. Le site A du ribosome est alors libre pour accueillir un nouvel
aminoacyl-ARNt. L'ARNTt est transféré au site E du ribosome puis est libéré (revues dans Riis
et al., 1990; Proud, 1994; Merrick et Hershey, 1996). La premiere étape est assurée par le
facteur d'élongation eEF-1A tandis que le facteur d'élongation eEF-2 catalyse I'étape 4.
Curieusement, les levures possedent un facteur supplémentaire: eEF-3 (revue dans Belfield et
Tuite, 1993) qui stimule la liaison du complexe ternaire au site A du ribosome en facilitant le
relargage de I'ARNt déacylé du site E du ribosome (revue dans Chakraburtty, 1999). Le facteur
eEF-3 est nécessaire pour la synthése protéique avec les ribosomes de levure mais pas avec les
ribosomes mammaliens (revue dans Chakraburtty, 1999).

Le fonctionnement du facteur eEF-1A nécessite la fixation de GTP et son hydrolyse en
GDP. Il doit étre rechargé en GTP pour assurer un nouveau cycle d'élongation. Le complexe
eEF-1B est le facteur d'échange de GTP au niveau de son partenaire eEF-1A (revues dans Riis
et al., 1990; Merrick et Hershey, 1996).

La terminaison est catalysee par des facteurs de type "releasing factors” (eRFs), ils
provoquent I'hydrolyse du peptidyl-ARNt dans le site P du ribosome. Les bactéries
possédent quatre facteurs: RF1 a RF4. Chez les eucaryotes, eRF1 équivaut a RF1/2 et eRF3
stimule I'activité de eRF1 (revues dans Tuite et Stansfield, 1994; Kisselev et Frolova, 1999).
La levure posséde deux facteurs impliqués dans la terminaison: SUP35 et SUP45
correspondant respectivement a eRF3 et eRF1 (Zhouravleva et al., 1995).

B- Structure et phosphorylation du facteur eEF-1

Le facteur eEF-1 est composé de deux éléments: la protéine G: eEF-1A qui catalyse le
transfert de I'aminoacyl-ARNTt sur le ribosome et le complexe eEF-1B responsable de I'échange
de GDP/GTP au niveau de eEF-1A. Selon les espéces, eEF-1B présente plusieurs structures
selon sa composition en sous-unités: eEF-1bb’gchez les végétaux, eEF-1bg ou bgd- ValRS
chez les animaux et eEF-1bg chez les levures (Figure 3).
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eEF-1B animal eEF-1B végétal eEF-1B de levure

Figure 3: Composition de eEF-1B.

Représentation schématique de la composition des facteurs eEF-1B déterminée a partir des différents organismes
(voir texte). Val-RS: Valyl-ARNt synthétase.

Nous utiliserons dans ce texte la nomenclature ‘A et B’ proposée pour les facteurs
d'élongation (revue dans Merrick et Hershey, 1996). En revanche, la nomenclature proposée
par ces auteurs, pour les sous-unités du complexe d'échange augmente la confusion dans leur
appellation, notamment entre les protéines correspondantes de végétaux et d’animaux
(Tableau I), nous conserverons donc les noms usuels de la littérature.

Facteur (nom usuel) Correspondance*
Protéine G : eEF-1a eEF-1A
Complexe d’échange GTP/GDP: eEF-1B
(eEF-1bg/ bb’g/ bgd-ValRS)
b animal a
d animal b
b’ végétal a
b végétal b
g g
eEF-2 eEF-2

Tableau I: Nomenclature des facteurs d'élongation chez les eucaryotes (* d'apres:
Merrick et Hershey, 1996).



1) La protéine G : eEF-1A

Le facteur eEF-1A est une protéine de 50 a 55 kDa initialement caractérisée comme un
élément catalysant la phase d'élongation de la synthése protéique (revues dans Moldave, 1985;
Riis et al., 1990; Merrick et Hershey, 1996; Negrutskii et El'skaya, 1998). C'est une des
protéines les plus abondantes dans la cellule (1 a 3% des protéines solubles) qui apparait
maintenant multifonctionnelle. En effet, elle est impliquée dans la prolifération cellulaire,
I'organisation du cytosquelette et le métabolisme des acides nucléiques (revues dans Riis et al.,
1990; Hershey, 1991; Bellé et al., 1995; Merrick et Hershey, 1996). Elle intervient aussi, en
dehors de I'élongation, a d'autres étapes de la synthése proteique: l'initiation (Herrera et al.,
1991); le transport orienté de I'aminoacyl-ARNTt (revue dans Negrutskii et El'skaya, 1998) et
la fidélité de la traduction (Thompson, 1988; Song et al., 1989; Dinman et Kinzy, 1997). Il est
intéressant de noter que plusieurs formes protéiques de eEF-1A existent dans une méme
cellule pouvant étre impliquées dans ces différentes fonctions.

Au cours de la phase d'¢élongation de la synthése protéique, eEF-1A catalyse le
transfert de I'aminoacyl-ARNt sur le ribosome (revues dans Riis et al., 1990; Nygard et
Nilsson, 1990; Merrick et Hershey, 1996). L’hydrolyse du GTP fournit I’énergie nécessaire a
I’élongation. La protéine eEF-1A possede une activité GTPase intrinséque. C'est une protéine
G (liant le GTP) membre de la superfamille des GTPases (revues dans Bourne et al., 1991;
Sprinzl, 1994). La protéine eEF-1A possede la méme affinité pour les deux nucléotides (GDP
ou GTP) (revue dans Negrutskii et El'skaya, 1998) et nécessite pour son recyclage un systéme
d’échange des nucléotides (GDP/GTP). L’échangeur est le complexe eEF-1B. La protéine
eEF-1A interagit avec eEF-1B par son domaine C-terminal (Van Damme et al., 1992). Elle est
présente sous deux formes: une forme libre (majoritaire) et une forme complexéee a eEF-1B (10
a 30%) (Nagata et al., 1976).

La protéine eEF-1A a été isolée et séquencée dans de nombreuses especes animales et
végétales (revues dans Merrick et Hershey, 1996; Browning, 1996) et représente a I'heure
actuelle un outil de choix pour la construction d'arbres phylogénétiques (Nordnes et al., 1994;
Kidou et Ejiri, 1998). Le grand degré de conservation de la protéine suggére un rdle essentiel
pour la protéine eEF-1A (revues dans Riis et al, 1990; Browning, 1996). Cette conservation se
retrouve aussi entre procaryotes et eucaryotes. L'équivalent structural et fonctionnel de eEF-
1A chez les procaryotes, est EF-Tu (thermounstable) (Nagata et al., 1976). L'analyse
cristallographique de EF-Tu, seule disponible, montre que la protéine est composée de trois
modules globulaires. Le domaine de liaison des nucléotides est localise dans le module
globulaire du c6té N-terminal de la protéine. Le domaine de liaison de I'aminoacyl-ARNTt fait



intervenir les deux modules globulaires de la partie C-terminale (revues dans Sprinzl, 1994;
Merrick et Hershey, 1996; Negrutskii et El'skaya, 1998).

Des modifications post-traductionnelles ont été décrites pour eEF-1A. La méthylation
est capable d'activer eEF-1A (Fonzi et al., 1985) et I'incorporation d'éthanolamine permet
I'ancrage au reticulum endoplasmique (Hayashi et al., 1989). La protéine eEF-1A peut aussi
étre phosphorylée. Elle est substrat de la PKC delta (protéine kinase C delta) sur un résidu
thréonine 431 (Venema et al., 1991b; Peters et al., 1995; Kielbassa et al., 1995) et de la
protéine kinase S6 kinase multipotentielle (Chang et Traugh, 1997). En réponse au PMA (le
phorbol 12-myristate 13-acetate) (Venema et al., 1991a) ou a I’insuline (Chang et Traugh,
1998), des activateurs de chacune de ces kinases, une stimulation des activités d'échange de
nucléotides et d'élongation est observée. Cette stimulation est corrélée dans les deux cas, a la
phosphorylation non seulement de eEF-1A mais aussi de eEF-1B.

2) Le facteur d'échange de GDP/GTP: eEF-1B

Les complexes eEF-1B issus de différents organismes (Figure 3) contiennent jusqu’a
quatre types de sous-unités: les protéines eEF-1g, les protéines du type eEF-1 b ou b’, les
protéines eEF-1d et la valyl-ARNt synthétase.

a) La protéine eEF-1y

La sous-unité eEF-1ga été clonée pour la premiere fois chez I'artémie (Maessen et al.,
1987) puis chez plusieurs especes (Tableau I1). Elle existe chez les eucaryotes inférieurs et
supérieurs: animaux et végétaux. L'alignement (Altschul et al., 1997) des séquences montre une
grande similitude entre elles, sur toute la longueur de la séquence. La protéine eEF-1g est
apparue avec les eucaryotes et avant la spéciation végétaux-animaux.

La protéine eEF-1ga un poids moléculaire compris entre 47 kDa et 50 kDa, c'est une
protéine hydrophobe contenant une petite région hydrophile riche en lysines (Figure 4). Elle
possede en N-terminal un domaine ayant une similitude avec un domaine GST (glutathione S-
transférase) (Koonin et al., 1994). Ce domaine, connu pour intervenir dans la régulation de
I'assemblage de complexes multimériques (Koonin et al., 1994), pourrait jouer ce rdle dans
eEF-1B. De plus, la capacité du domaine GST de lier les composés lypophiles permettrait a
eEF-1gde participer a la détoxification cellulaire (Billaut-Mulot et al., 1997).



organisme

r éférence

Arabidopsis thaliana (AAB60721)

Artemia salina (P12261/S00162)

Caenor habditis elegans (Z72507)

Homo sapiens (X63526)

Homo sapiens (P26641/211531)

Oryctolagus cuniculus (X68142/P29694/S26649)
Oryza sativa (D89802)

Saccharomyces cer evisiae (S29345/X67917)
Saccharomyces cer evisiae (P36008/P29547/S37906)
Schizosaccharomyces pombe (297210)
Schizosacchar omyces pombe (P40921/D14606)
Sus scr ofa (Q29387)

Trypanosoma cruzi (P34715/541648)

Xenopus laevis (X62508/P26642/S69726/S69724)

Vysotskaia et al., 1997*
Maessen et al., 1987
Murray, 1996*
Kumabe et al., 1992
Sanders et al., 1992
Sheu et Traugh, 1992
Kidou et al., 1998
Kambouriset al., 1993
Kinzy et d., 1994
Brown et al., 1997*
Momoi et al., 1993
Wintero et al., 1996
Billaut-Mulot et al., 1993
Cormier et dl., 1991

Tableau I1: Les différentes protéines eEF-1y séquencées.
Les séquences sont rangées par ordre alphabétique. Les numéros entre parenthéses correspondent aux numéros

d’accession aux banques de données. Les références correspondent
références des séquences dans les banques(*).

Apres purification, eEF-1gest toujours retrouveée
n'est possible qu'en milieu dénaturant (Motoyoshi et

aux articles publiés ou, le cas échéant, aux

associée a eEF-1b, leur dissociation
Iwasaki, 1977; Bec et al., 1989).

L'association forte entre eEF-1get eEF-1b suggére que cette association ne joue pas de role

régulateur (Van Damme et al., 1991) bien que eEF-1g puisse in vitro stimuler Il'activité
d'échange de GTP/GDP de eEF-1b (Janssen et Mdller, 1988a). Le domaine N-terminal de

eEF-1ginteragit par son domaine N-terminal avec eEF-1b

(Van Damme et al., 1991; Figure 4).

autres structures
eEF-1p ancrage du complexe

A

/ »:
N ¢ domaine hydrop& C

eEF-1y GST

domaine hydrophobe

Figure 4: Structure de la protéine eEF-1y.
Les fleches représentent les intéractions physiques.

domaine hydrophobe



Au cours de la purification, eEF-1gs'associe avec la tubuline probablement du fait de
sa région riche en lysines (Janssen et Moller, 1988a). Cette propriété peut expliquer, dans les
ovocytes en petit accroissement, la présence de eEF-1A et eEF-1B dans les corps de Balbiani
qui sont des amas de mitochondries riches en tubuline (Viel et al., 1990). La grande majorité du
complexe eEF-1Best localisée dans les cellules en culture au niveau du reticulum
endoplasmique (Minella et al., 1996a; Sanders et al., 1996). Cette localisation est compatible
avec la presence de domaines hydrophobes dans eEF-1g La protéine eEF-1g serait donc une
protéine d'ancrage. Traugh et collaborateurs ont défini eEF-1gcomme une "glue™ dont le réle est
de maintenir les deux autres protéines du complexe eEF-1b et eEF-1d dans une position stable,
cette stabilisation des sous-unités d'échange pourrait avoir comme fonction daugmenter
I'efficacité d'élongation (Sheu et Traugh, 1999). Bien que les mutations des génes codant pour
eEF-1 gchez la levure n'aient pas d'effet 1étal (Kambouris et al., 1993; Kinzy et al., 1994), la
forte conservation des séquences suggere un role essentiel.

La protéine eEF-1gde xénope est un substrat in vivo de CDK1/cycline B (Bellé et al.,
1989; Mulner-Lorillon et al., 1989; Janssen et al., 1991), kinase contrélant la transition G2-M
du cycle cellulaire. Cette phosphorylation constitue le premier lien entre la machinerie de
traduction et le cycle cellulaire. Le site de phosphorylation de eEF-1gpar CDK1/cycline B a
été identifie, il correspond au résidu thréonine 230 (Mulner-Lorillon et al., 1992). Il se trouve
dans la région hydrophile de la protéine. Ce site concensus de phophorylation est conservé
chez I'humain et le lapin. Chez ce dernier, la protéine est effectivement phosphorylée par
CDK1/cycline B (revue dans Minella et al, 1998). La phosphorylation de eEF-1gpar CDK1/
cycline B est un acquis au cours de I'évolution dans la mesure ou le site concensus de
phosphorylation est absent des séquences de I'artémie, du nématode, du riz et des levures.
Correlativement, eEF-1g purifié d'artémie n'est pas phosphorylable in vitro par CDK1/cycline
B (Janssen et al., 1991). Le(s) role(s) de la phosphorylation de eEF-1greste(nt) a déterminer.
La phosphorylation de eEF-1gde xénope ne modifie pas I'activité d'échange de GDP/GTP in
vitro (Mulner-Lorillon et al., 1992).



b) Les protéines de type eEF-1p ou B’

La sous-unité b a été clonée pour la premiére fois chez I'artémie (Maessen et al., 1986),
elle ne posséde pas de similitude de séquence primaire avec I'nomologue fonctionnel
procaryotiqgue EF-Ts (thermostable) (Maessen et al., 1986; Janssen et Mdller, 1988a;
Matsumoto et al., 1994). En revanche, I'analyse par résonance magnétique nucléaire montre
une ressemblance de structure tridimentionnelle entre eEF-Ts et eEF-1b (Perez et al., 1999).

Les différentes séquences connues codant pour les sous-unités b ou b' sont indiquées dans le

Tableau I1I.

B Aeropyrum parnix (partielle) (BAA81496) Kawarabayasi et al., 1999*
Arabidopsis Thaliana Gidekel et al., 1996
(X74733/X74734/S37102/P48006)

Artemia salina (M35636/P12262) Maessen et al., 1986
Beta vulgaris (Z97067) Viereck, 1997*
Caenorhabditis elegans (L25599) Sulston et al., 1992
Candida albicans (X96517/P78590) Maneu et al., 1996
Dictyostelium discoideum Chae et Maeda, 1998
(ABO07025/BAA25924)

Gallus gallus (AF103726/AAD16874) Ghatpande et Siddiqui, 1998*
Homo sapiens (X60656/S25432) von der Kammer et al., 1991
Homo sapiens (X60489/P24534) Sanderset al., 1991

Mus musculus (AAC13264/AF029844) Tuetad., 1997*
Oryctolagus cuniculus (P34826/X74728) Chen et Traugh, 1995
Oryza sativa (D23674/S41086) Matsumoto et a., 1994
Plasmodium falciparum (AL034559) Bowman et a., 1999*
Pimpinella brachycar pa (U87222) Moon et al., 1997*
Sacchar omyces cerevisiae Hiragaet al., 1993
(D14080/P32471/543445)

Schyzosacchar omyces pombe (D82574) Mitaet a., 1997
Sulfolobus solfataricus(X76768/S57286/S57268) | Arcari et a., 1995

Sus scr ofa (P29412/A61442) Amonset al., 1992*
Trypanosoma cruzi (L12584/P34827) Plumas-Marty et a., 1994
Xenopus laevis (X69764/P30151/S30223) Cormier et a., 1993
Bombyx mori (P29522/D13339) Taraet a, 1992
Drosophila melanogaster (CAA21314/A1.031864) | Murphy et a, 1998*

' Oryza sativa (P29545/D12821/S29224) Matsumoto et al, 1992
Triticum aestivum (D13147/S35501/P29546) Oizumi et a, 1992

beta2 |Oryza sativa (D83727/D83726) Terui et a, 1998

Tableau Il1lI: Les différentes protéines de type eEF-1f8, eEF-18'et eEF-1lbeta2
sequenceées.

L es ségquences sont rangées par ordre al phabétique. L es numéros entre parenthéses correspondent aux huméros
d’ accession aux banques de données. L es références correspondent aux articles publiés ou le cas échéant aux
références des séquences dans les banques (*).
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La protéine de type eEF-1b (Figure 5) est la plus petite sous-unité du complexe, son
poids moléculaire est compris entre 26 kDa et 30 kDa. Elle posséde I'activité d'échange de
GDP/GTP au niveau de eEF-1A et ainsi stimule la liaison de I'aminoacyl-ARNt sur le
ribosome (Murakami et al., 1978; Slobin et Mdller, 1978; Ejiri et al., 1983; Carvalho et al.,
1984). La similitude entre les séquences de eEF-1b est plus forte dans les domaines C-
terminaux, ce qui est corrélé a I'activité catalytique qui réside dans ce domaine (Van Damme et
al., 1990; Van Damme et al., 1991; Carr-Schmid et al., 1999). La partie C-terminale seule
assure la fonction d'échange de GDP/GTP de eEF-1b (Carr-Schmid et al., 1999). La protéine
eEF-1b possede une région hydrophile en position centrale, elle n'est pas directement
impliquée dans l'activité mais son absence provoque une diminution de celle-ci (Van Damme et
al., 1990). La région C-terminale de eEF-1b interagit avec eEF-1A alors que la partie N-
terminale interagit avec eEF-1g(Van Damme et al., 1991; Figure 5).

eEF-1y eEF-1A

A A

o v

eEF-1p échange de GTP/GDP

Figure 5: Structure de la protéine de type eEF-1p.
Les fleches représentent les intéractions physiques.

Les expériences de délétion fonctionnelle de eEF-1b indiquent que ce facteur est
essentiel pour la levure (Hiraga et al., 1993; Carr-Schmid et al., 1999). Les expériences de
mutations montrent que eEF-1b intervient dans l'activité du facteur eEF-1A non seulement
pour stimuler I'élongation, mais aussi pour assurer la fidélité de la traduction (Kinzy et
Woodford, 1995; Carr-Schmid et al., 1999).

Chez les plantes, une deuxieme protéine légérement plus petite que b, nommée eEF-
1b', a été trouvée au cours des purifications (Ejiri et al., 1983). Elle a été clonée chez le riz
(Matsumoto et al., 1992) et le blé (Oizumi et al., 1992). Les deux protéines ont des séquences
similaires (60 %) avec une plus grande conservation dans le domaine C-terminal (Matsumoto
et al., 1994), elles ont la méme activité d'échange de GDP/GTP et de stimulation de I'activité
de liaison de I'aminoacyl-ARNt au ribosome (Ejiri et al., 1983). Le complexe eEF-1B isolé a
partir de plantes, contient les deux protéines eEF-1b et eEF-1b' en quantités équimolaires
(Ejiri et al., 1983).
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Un nouveau type de géne codant pour une sous-unité b nommée beta2, ayant des
similitudes avec b et b’ a été découverte récemment chez le riz (Terui et al., 1998).

L'analyse des séquences permet de regrouper toutes les protéines b/b' animales ou
végétales (articlel). Les complexes eEF-1B de plantes contiennent les deux protéines issues de
genes paralogues b et b' dont les fonctions respectives ne sont pas connues. Les complexes
eEF-1B d'animaux contiennent une seule protéine de ce type b. Les complexes de ver a soie
(Taira et al., 1992) et de drosophile (Murphy et al., 1998*) ne font pas exception bien que
I'unigue protéine b ait été nommée "b' "'

En 1986, Maessen et collaborateurs ont observé que eEF-1b était phosphorylable in
vitro (Maessen et al., 1986). La phosphorylation de eEF-1b est réalisée par une protéine
kinase de type CK2 (Janssen et al., 1988). La CK2 phosphoryle, in vitro, les sous-unités eEF-
1b de l'artémie, de germe de blé, des réticulocytes de lapin et des ovocytes de xénope (Janssen
et al., 1988; Bellé et al.,, 1989; Palen et al., 1990; Palen et al., 1994). Le site de
phosphorylation a été identifié chez I'artémie a la sérine 89 (Janssen et al., 1988) et chez le
lapin aux sérines 106 et 112 (Chen et Traugh, 1995) qui se trouvent dans des sites consensus
de phosphorylation par la CK2 (revue dans Pinna et Meggio, 1997). La figure 6 représente
I'alignement des séquences des protéines eEF-1b/b' dans la région des sites consensus de
phosphorylation par la CK2.

site 111 site | site Il
beta S. cerevisiae SAAAAEEE EDDDVDL FGSDDEEADAEAEKW
beta C. al bi cans AAAAAEEE DDEDVDL FGSDDE- VDEEAEKL
beta S. ponbe GAAAAEE- - - DElI DLFGSDEE- EDPEAERI
beta T.cruzi PAKQADE- - DEEI DLFGEATEEETAALEAK
beta D. di scoi deum I AAPAAPK ADDDVDL FGSDDEDDEEYDRQL
beta C. el egans - APAAAAADGDDFDL FGSDDEEEDAEKAKI
beta A salina PTSASKEED- DDVDLFGS- - DEEDEEAEKI
bet a' B. nori PAPAAKDDDDDDVDL FGSGDEEEDAEAERI
bet a' D. nel anogast er AAAKPAADDDDDVDL FGSDDEE- DEEAERI
beta X. | aevis AAKETKEEDDDDI DL FGSDDEEESEDAKRV
beta H. sapi ens GATDSK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAKRL
beta O cuni cul us GATDSK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAKRL
beta G gall us GATDSK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAKRL
beta M nuscul us GAADAK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAEKL
beta P. brachycar pa KASAAEDDDDDDVDL FGEETEEEKKASEE-
beta B.vulgaris KASAADDDDDDDVDL FGEETEEEKKAAEE-
beta O sativa KAPAADDDDDDDVDL FGEETEEEKKAAEE-
beta A.thaliana KDAAPDEE DDDDVDL FGQETEEEKKAAEE-
beta2 O sativa KAPAADEE DDDDVDL FGEETEEEKKAAEE-
beta' O sativa PAAKDADEDDDDL DL FGDETEEDKKAAD- -
beta' T.sativum PAASKDEDDDDDNVDL FGDETEEDKKAAA- -

Figure 6: Alignement des séquences protéiques de eEF-1p, eEF-1p" et de eEF-1beta2

dans la région contenant le ou les sites de phosphorylation par la CK2 .
les résidus thréonine phosphorylables par la CK2 sont en vert
les résidus sérine phosphorylables par la CK2 sont en rouge.
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Les sites consensus sont localisés dans la région contenant des successions (au moins
12) d' acides aminés acides D (aspartate) et E (glutamate), région charniere entre les domaines
N et C-terminaux. L'observation des alignements fait ressortir trois positions consensus
(Figure 6). Toutes les sequences animales contiennent le site | (correspondant a la sérine 89 de
I'artémie) sous forme de sérine ou pour le trypanosome sous forme de thréonine. Les plantes
possédent une thréonine dans I'environnement voisin du site I. Cependant, eEF-1b' de blé et
de riz (Ejiri et Honda, 1985; Matsumoto et al., 1994) n'étant pas phosphorylées par la CK2 in
vitro cette thréonine ne serait pas un site pour la CK2. Il faut noter que eEF-1b de blé et de riz
sont phosphorylées par la CK2 in vitro, sur un résidu sérine non identifié (Matsumoto et al,
1993), et donc hors du site 1. Les séquences des vertébrés possedent le site Il (correspond a la
sérine 112 du lapin). Le site 111 est aléatoirement présent. Toutes les sequences animales
possedent donc dans la région charniére riche en DE au moins un, et jusqu'a trois sites de
phosphorylation par la CK2. Certaines des séquences végétales possedent un site non
identifié pour la CK2.

La phosphorylation de eEF1b par la CK2 pourrait avoir lieu a un moment précis du
cycle d'élongation lorsque eEF-1A-GDP est associée a eEF-1B puisque la phosphorylation est
fortement stimulée en présence de GDP (Palen et al., 1994).

Le r6le de la phosphorylation de eEF-1b par la CK2 est controverse. Janssen et
collaborateurs ont rapporté que la phosphorylation de eEF-1b par la CK2 provogque une
diminution de l'activité d'échange de eEF-1b sur eEF-1A (Janssen et al., 1988). En revanche,
Sheu et Traugh (1997) n'observent pas de modification de l'activité d'élongation de la sous-
unité eEF-1A lorsque eEF-1 est phosphorylée par la CK2 (Sheu et Traugh, 1997). Les
conditions expérimentales sont difficilement comparables (substrat: protéine native ou
recombinante, enzyme, réaction etc...) et les résultats devraient étre réévalués.

La protéine eEF-1b de lapin est phosphorylable in vitro par la protéine kinase C sur
un résidu sérine non défini. La phosphorylation de eEF-1 provogue une stimulation de
I'échange de nucléotides et de I'activité d'élongation (Venema et al., 1991a; Venema et al.,
1991b; Peters et al., 1995), cette stimulation d'activité est retrouvée in vivo dans les
réticulocytes en réponse au PMA (Venema et al., 1991b).

La protéine eEF-1b est également phosphorylable par la S6 kinase multipotentielle sur
un résidu sérine in vitro et en réponse a l'insuline. Cette phosphorylation provoque aussi une
stimulation de I'activité d'élongation (Chang et Traugh, 1997; Chang et Traugh, 1998).

En conclusion, les complexes eEF-1B animaux contiennent une protéine de type eEF-
1b et les complexes de plantes, deux protéines du méme type. La protéine kinase C et la S6
kinase peuvent réguler I'élongation par I'intermédiaire de la phosphorylation de eEF-1b, tout
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au moins chez les animaux. Le r6le de la phosphorylation par la CK2 pourrait étre au niveau
de la régulation des interactions entre les constituants de eEF-1B.

c) La protéine spécifique de eEF-1B des animaux: eEF-18

La protéine eEF-1d est la plus récente des sous-unités du complexe eEF-1 a avoir été

identifiée (Bellé et al., 1989). La séquence est déterminée chez quelques eucaryotes (Tableau
V).

Artemia salina (P32192) Amonset al., 1994
Homo sapiens (P29692/NP001951) Sanderset a., 1993
Oryctolagus cuniculus (U47663/U42769/P53787) | Sheu et Traugh, 1997
Sphaerechinus granularis (Y 14235/Y 14236) aticlel

Xenopus laevis 81 (X66387/P29693) Moraleset a., 1992
Xenopus laevis 62 (X85096) Minedlaet al., 1996b

Tableau IV: Les différentes protéines eEF-18 séquencées.
L es séquences sont rangées par ordre alphabétique. L es numéros entre parentheses correspondent aux NUMEéros
d'accession aux banques de données. Les références correspondent aux articles publiés.

La protéine eEF-1d (PM entre 28 et 36 kDa) possede un domaine d'échange de
nucléotides analogue a celui des protéines de type eEF-1b, situé dans le domaine C-terminal
(Morales et al., 1992; Amons et al., 1994; figure 7). Elle stimule I'échange de nucléotides in
vitro (Van Damme et al., 1990; Bec et al., 1994). En revanche, la protéine eEF-1d n'est pas
similaire aux protéines de type eEF-1b, si I'on en juge par le domaine N-terminal totalement
différent (article 1). En particulier, elle ne correspond ni a eEF-1b ou b' des plantes
(Matsumoto et al., 1994; article 1).

dimérisation

intéraction protéine-protéine
Vval-RS eEF-1A

| |

eEF-16 ';;gg'g‘f échange de GTP/GDP

Figure 7: Structure de la protéine eEF-14.
Les fleches représentent les intéractions physiques.
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La protéine eEF-1d est absente des complexes de plantes ainsi que des séquences
déduites des génomes de plantes partiellement ou entierement séquencés. Elle est absente
également des levures (voir article 1 et banques de séquences). Initialement découverte chez le
xénope (Bellé et al, 1989), elle a été identifiée chez d'autres vertébrés et invertébrés dont
I'oursin (article 2). Cependant la protéine eEF-1d pourrait ne pas étre universelle dans le regne
animal (article 1). La protéine provient d'un ancétre commun aux protéines de type eEF-1b
auquel s'est adjoint un domaine N-terminal particulier. La partie N-terminale ne montre pas
d'’homologie significative avec d'autres protéines (Van Damme et al., 1990). Elle contient un
motif de type leucine zipper (Morales et al., 1992; Sanders et al., 1993; Amons et al., 1994;
Figure 7 et 8) qui permet les intéractions de type protéine-protéine ou de dimérisation (Abel
et Maniatis, 1989).

Les ovocytes de xénope possedent deux sous-unités d1 et d2 traduites a partir de deux
messagers différents. Elles sont présentes toutes les deux dans un rapport quantitatif de 1
pour 10 (p34/p36) dans un complexe de haut poids moléculaire (Minella et al., 1996b).
Chacune des protéines existe sous plusieurs isoformes (Minella et al., 1994). 1l existe aussi
trois isoformes de eEF-1d dans les réticulocytes de lapin: p34, p36 et p38. La protéine p36
est la forme prédominante, p34 est présente en plus faible quantité et p38 est seulement
observable par immunodétection, les formes multiples sont en partie dles aux modifications
post-traductionnelles (Chang et Traugh, 1998).

La protéine eEF-1d possede le méme taux d'activité d'échange de GDP/GTP que eEF-
1b (Van Damme et al., 1990; Sheu et Traugh, 1997). Cependant, alors que le domaine C-
terminal de eEF-1b humain complémente un mutant déficient en eEF-1b chez la levure, eEF-
1d humain (entier ou sa partie C-terminale) en est incapable (Carr-Schmid et al., 1999). Ceci
suggere que eEF-1b et eEF-1d ont des spécificités de fonction y compris dans leurs parties C-
terminales similaires.

Le motif leucine-zipper du domaine N-terminal de eEF-1d peut étre impliqué dans la
structure supramoléculaire de eEF-1B ou dans I'association avec d'autres composés cellulaires
(Figures 7 et 8). Le motif est particulierement long, et pourrait étre responsable de
multimérisation (revue dans Minella et al, 1998) en relation avec la propriété de la protéine de
s'aggréger in vitro (Bec et al., 1994; Sheu et Traugh, 1997).
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SQKPAAASQPAI EVAARVQKVQUTIPAAKEENGTIEEDDDDDDDI DLF- EEEDAEAAR
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| - REERLKQYAEKKSKKPGVI AKSSI LLDVKPWDDET DIVAKL EECVRT VQVDGL VWGSSK
L- REERLKQYAEKKSKKPGVI AKSSI LL DVKPWDDET DVAKL EECVRT VQVDGL VWGSSK
L- REERL RQYAEKKARKPAL VAKSSI L L DVKPVWDDETDVARL EACVRSVQL DGLVWGASK
L- REERLRQYAEKKAKKPAL VAKSSI LL DVKPWDDETDVAQLEACVRSI QL DGLVWGASK
RQTEERLAEYRAKKAKKPGPI AKSNI | L DVKPVWDDETDVAEVEKAVRSVEKDGL LWGASK
KVKAERI AAYQAKKSHKPTVI AKSSI LLDI KPMWDDETDMGAMEREVRSI AVDGLI WGASK

LVPVGYG KKLQ QCVVEDDKVGTDI LEEEI TKFEDYVQSVDI AAFNKI
LVPVGYG KKLQ QCVVEDDKVGIDI LEEEI TKFEDYVQSVDI AAFNKI
LVPVGYG RKLQ QCVVEDDKVGTDLLEEEI TKFEEHVQSVDI AAFNKI
LVPVGYG RKLQ QCVVEDDKVGTDLLEEElI TKFEEHVQSVDI AAFNK-
LVPLAFG KKLQ TCVVEDDKVGTEDI EEALDAFEDLI QSVDVAAFNKYV
LVPVAFGVKKLQ SCVVEDDKVSVDEL VEKI EAFEDYVQSVDI AAFNKI

Figure 8: Alignement des sequences proteiques de eEF-14.

Les séquences sont alignées par clustal W. Les leucines en rouge représentent la région de la leucine zipper tres
conservée dans les différentes séquences eEF-1d.

En rose, site de phosphorylation par la CK2

En jaune, site de phosphorylation par CDK1/cycline B
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La protéine eEF-1d intéragit avec eEF-1A via son domaine C-terminal pour assurer son
role d'échangeur de GDP/GTP (Sheu et Traugh, 1997; Carr-Schmid et al., 1999, Figure 7).

La protéine eEF-1d est capable d'interargir avec eEF-1g mais pas avec eEF-1b (Sheu et
Traugh, 1997). L'ancrage de eEF-1d dans eEF-1B peut donc étre assuré par eEF-1g Il ne peut
s'expliquer par Il'interaction avec eEF-1A facilement dissocié de eEF-1B (Morales et al., 1991;
revue dans Bellé et al., 1995). Au cours de la purification de eEF-1B, eEF-1d se dissocie
aisément de eEF-1B alors que eEF-1b reste associée ce qui suggere que le domaine de fixation
de eEF-1d a eEF-1gest différent de celui de eEF-1b. Le rble du motif leucine zipper dans cette
interaction est peu problable car eEF-1gne posséde pas de motif analogue.

La protéine eEF-1d est responsable de I'ancrage de la valyl-ARNt synthétase dans
eEF-1B (voir chapitre 1 paragraphe 2d) (Bec et al., 1994). Il n'est pas défini si le motif leucine
zipper joue un role dans cet ancrage.

La protéine eEF-1d sert-elle a associer le complexe eEF-1B a d'autres partenaires?
L'intéraction de eEF-1d avec des protéines exogénes a été montrée dans deux cas d'infection
virale. La protéine eEF-1d est capable d'interagir avec ICPO (Infected cell protein 0) du virus
Herpes simplex virus. Cette intéraction est responsable de changements d'activité de synthése
protéique résultant de I'infection virale (Kawaguchi et al., 1997). Elle peut aussi interagir avec
la protéine Tat du virus HIV-1 et affecter la traduction des messagers de la cellule hote (Xiao
et al., 1998). Ces protéines pourraient détourner eEF-1d de ses partenaires naturels endogenes.

En résumé, la protéine eEF-1d est spécifique des animaux. Elle est présente dans eEF-
1B corrélativement a la valyl-ARNt synthétase. Elle joue un role d'échangeur de GDP/GTP et
posséde dans son domaine C-terminal une spécifité par rapport a eEF-1b. Elle joue un role
dans la structure supramoléculaire de eEF-1B et probablement une fonction propre en relation
avec son motif leucine zipper.

Chez le xénope, eEF-1d (d1 et d2) est phosphorylée in vivo par la Kkinase
CDK1/cycline B lors de la maturation méiotique des ovocytes (Mulner-Lorillon et al., 1994;
Minella et al., 1996b). Deux sites de phosphorylation ont été mis en évidence dans chacune
des protéines. L'un correspond a la thréonine dans la séquence TPA(A)K, l'autre a une sérine
non identifiée (Mulner-Lorillon et al., 1994; Minella et al., 1996b, Figure 8). La protéine eEF-
1d de lapin est aussi substrat de CDK1/ cycline B. Le site de phosphorylation correspond au
site sérine de la protéine eEF-1d du xénope (revue dans Minella et al, 1998). L'analyse des
séquences de mammiferes montre qu'un acide glutamique occupe la place de la thréonine dans
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le site de phosphorylation (TPA(A)K) de la séquence de eEF-1d de xénope. La protéine eEF-
1d d'artémie ne posséde pas le site TPA(A)K et n'est pas phosphorylée par CDK1. La
protéine eEF-1d de l'oursin ne contient pas non plus le site TPA(A)K et n'est pas
phosphorylée par CDK1 (article 4, Figure 8). Le réle de la phosphorylation de eEF-1d par
une CDK, chez les eucaryotes supérieurs doit étre recherché en tenant compte de I'aspect
évolutif.

La protéine eEF-1d est substrat in vitro de la CK2 chez le Xénope (Bellé et al., 1989;
Figure 8). Elle est phosphorylée sur des acides aminés sérine et thréonine dans un rapport 1/2
chez le xénope (revue dans Bellé et al., 1995). Il a été montré que la sérine 162 est
phosphorylée par la CK2 chez le lapin (Sheu et Traugh, 1999). La protéine eEF-1d d'oursin
est aussi substrat de la CK2 sur un acide aminé sérine (article 4). La sérine 162 de eEF-1d de
lapin est présente dans un site consensus de phosphorylation par CK2 qui se retrouve dans
les six séquences connues de eEF-1d (Figure 8). Ce site est homologue au site | de eEF-1b
(comparer Figures 6 et 8). Le site 11 décrit dans les séquences de eEF-1b est présent aussi dans
les séquences eEF-1d d'artémie et d'oursin.

La proteine eEF-1d de lapin est phosphorylable par la PKC (Venema et al., 1991a;
Venema et al., 1991b) et par la S6 kinase multipotentielle in vitro ainsi que in vivo en réponse
a I'insuline (Chang et Traugh, 1997, Chang et Traugh, 1998). Comme dans le cas de eEF-1A et
eEF-1b, ces phosphorylations sont corrélées a une stimulation de I'activité d'élongation du
complexe.

Nous avons observé une phosphorylation de eEF-1d d'oursin par la PKA in vitro
(article 4). Une autre phosphorylation a été décrite sur eEF-1d par une protéine kinase U(L)13
lors de I'infection par le virus de I'Herpes. Dans ce cas, eEF-1d est multiphosphorylée sur des
sites indéterminés (Kawaguchi et al., 1998; Kawaguchi et al., 1999).

La protéine eEF-1d est substrat de plusieurs kinases, CDK1/cyclineB, CK2, PKC, S6
kinase, PKA, U(L)13 selon son origine. La phosphorylation par CK2 est la plus conservée.
Dans le complexe eEF-1B, eEF-1d est la protéine qui présente le plus de régulations
potentielles par des protéines kinases multiples suggérant une fonction régulatrice essentielle
pour eEF-1d.
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d) La valyl-ARNt synthétase, la seule aminoacyl-ARNt synthétase
associée a eEF-1B

Parmi toutes les aminoacyl-ARNt synthétases, la valyl-ARNt synthétase est la seule
associée a eEF-1B chez le xénope (revue dans Bellé et al., 1995), dans les cellules de
mammiféres (Bec et al., 1989; Motorin et al., 1991) et chez I'artémie (Brandsma et al., 1995).
Elle n'a jamais été retrouvee dans les complexes eEF-1B de plantes ou de levures, ce qui est en
accord avec le fait que c'est eEF-1d qui est responsable de I'ancrage de I'enzyme dans eEF-1B
(revue dans Minella et al., 1998 et voir eEF-1d). Chez le xénope et le lapin, la totalité de
I'enzyme est dans le complexe eEF-1B alors que chez I'artémie, il existe aussi une forme de
I'enzyme non associée (Brandsma et al., 1995). Chez le lapin (Bec et al., 1989), de méme que
chez le xénope (Minella et al, 1998), une fraction de eEF-1 est dépourvue de la valyl-ARNt
synthétase. Le domaine de fixation de la valyl-ARNt synthétase a la protéine eEF-1d se situe
dans la partie N-terminale (Brandsma et al., 1995). Ce domaine posséde une homologie
structurale avec la partie N-terminale de eEF-1g, il pourrait étre responsable de I'association.

La valyl-ARNt synthétase est substrat de la PKC in vitro et in vivo en réponse a une
stimulation par le PMA. La phosphorylation provoque une stimulation de son activité
d'aminoacylation (Venema et al., 1991a; Venema et al., 1991b).

3) Roles des phosphorylations de eEF-1

Les différentes sous-unités du complexe eEF-1 sont phosphorylables par différentes
kinases (Figure 9). Ces phosphorylations peuvent étre régulatrices a plusieurs niveaux:

- dans la structure du complexe eEF-1

- dans l'activité d'échange de GDP/GTP

- dans une autre activité liée a I'élongation (fidélité, spécificité...)

- ou dans I'une des multiples activités de eEF-1A.
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Figure 9: Les phosphorylations des différentes protéines de eEF-1.
Le schéma représente la forme la plus complexe de eEF-1 et rassemble les données sur les phosphorylations

mises en évidence a partir des différentes especes.
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La CK2 phosphoryle les sous-unités échangeuses de GDP/GTP. Les effets de la
phosphorylation sur I'activité d'échange de nucléotides sont controversés (voir chapitre 1
paragraphe 2b).

La CDK1l/cycline B peut phosphoryler les protéines eEF-1g et eEF-1d. Ces
phosphorylations sont corrélées a l'augmentation de la synthése protéique lors de la
maturation méiotique chez le xénope par un mécanisme a élucider.

Les phosphorylations de eEF-1 par la PKC ainsi que par la S6 kinase provoque une
stimulation de la synthése protéique et implique quatre des protéines du complexe: eEF-1A,
eEF-1b, eEF-1d et la valyl-ARNt synthétase.

Il est intéressant de noter que des sites de phosphorylation de CDK1 et de CK2 sont a
la charniere des domaines de leurs substrats respectifs, indiquant une grande possibilité de
modification de la plasticit¢ des molécules. La protéine eEF-1d par la multiplicité des
protéines kinases qui peuvent la phosphoryler, apparait comme un régulateur central.

4) Structure quaternaire de eEF-1

Le complexe eEF-1 a été purifié a partir de plusieurs especes animales et végétales. Les
protocoles utilisés different par leurs criteres de purification: la protéine eEF-1g chez le
xénope, la valyl-ARNt synthétase chez le lapin et l'activité d'élongation chez les autres
(Tableau V).

Il a été isolé des formes dites lourdes, appelées eEF-1H qui contiennent eEF-1B et
eEF-1A chez les animaux (Hattori et Iwasaki, 1980; Slobin et Mdller, 1975; Slobin et Méller,
1976; Carvalho et al., 1984) ainsi que chez les végétaux (Bollini et al., 1974; Ejiri et al., 1983).
Les formes légeres ne contiennent que eEF-1A. Le facteur eEF-1B présente une structure
différente selon les organismes. Il est composeé de quatre proteines: eEF-1b, eEF-1g, eEF-1d
et valyl-ARNt synthétase chez les animaux et eEF-1b, eEF-1b' et eEF-1gchez les végétaux.
Chez les plantes, les protéines sont en quantité équimolaire (Ejiri, 1986; Ejiri et al., 1994). La
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quantité relative des composants de eEF-1B animaux pose des problemes pour la construction

d'un modeéle de structure quaternaire.

espece

structure

r éférence

artémie (cystes)

eEF-1abc (PM 200 000)
eEF-1a (PM=53000)

Slobin et Mdller, 1976

artémie (cystes)

eEF-1bg1:1

Janssen et Moller, 1988a

blé (embryon)

eEF-1labc (PM=187000)
eEF-1a (PM=51000)

Bollini et a., 1974

blé (embryon)

eEF-1abb'c 1,3:1:1:0,9

Ejiri et al., 1983

cochon (foie)

eEF-1A
eEF-1Abg 1:1:1 (PM=136 kDa)

Hattori et Iwasaki, 1980

lapin (réticulocytes)

eEF-1A,; eEF-1bg eEF-1bgd
eEF-1Abgd 1:0,5:1:0,5

Carvaho et al., 1984

lapin/rat/boeuf(foie)
lapin (réticulocytes)

eEF-1H/Val-RS
eEF-1A

Motorin et a., 1991

lapin (foie)

eEF-1AbgdVal-RS 1:1:1:1:1
(PM= 700 kDa)

Becetal., 1989
Bec et Waller, 1989

lapin (réticulocytes)

eEF1AbgdVa-RS1:1:1:1:1

Venemaet d., 1991a
Venemaet al, 1991b

lapin (réticulocytes)

eEF-1Abgd/aminoacyl-tRNA synthétase

Sarisky et Yang, 1991

riz (embryon)

eEF-1 Abb'g

Ejiri, 1986

xénope (ovocytes)

dodécamere: 3 tétrameres eEF-1bgdVal-
RS 1:1:1:1 (PM=760 kDa)

Mulner-Lorillon et d.,
1989; Minedllaet d.,

dodécamere: 6dimeres bg1:1 (PM=550 | 1998
kDa)
ver a soie (glande) |eEF-labg(=eEF-1Agb) Ejiri et al., 1977

Tableau V: Purification et structure de eEF-1.
eEF-la=eEF-1A; eEF-1b=eEF-1b et eEF-1c=eEF-1g

Des modéles de structure quaternaire de eEF-1 d'animaux ont pourtant été proposés a

partir des purifications et des expériences de reconstitutions (Janssen et al., 1994; Bec et al.,
1994; Minella et al, 1998; Sheu et Traugh, 1999; Figure 10).
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Modele de Janssen et al, 1994
reconstitution & partir des protéines
purifiées

a2pyd

Modeéle de Bec et al,
1994

reconstitution a partir
des protéines purifiées
a2p2y2Val-RS2

dodécamére dodécamere

3 tétrameres 6 dimeres

(y/p/dIValRS) o/B)
PM= 760 PM=460

Modele de Minella et al., 1998
stucture déterminée a partir de la purification du complexe

Modele de Sheu et Traugh, 1999
reconstitution a partir des sous unités
recombinantes

adp2y4d2Val-RS2

Figure 10: Modeles structuraux de eEF-1.
N et C correspondent respectivement aux domaines N-terminaux et C-terminaux
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Le modeéle d'artémie propose une association A, b, get den proportion 2:1:1:1; la
valyl-ARNTt synthétase n'est pas prise en compte (Janssen et al., 1994). Le modele de Bec et
collaborateurs comprend A, b, g, d valyl ARNt synthétase dans les rapports 1:1:1:1:1 dans
un dimere (Bec et al., 1994). Le groupe de Traugh propose le complexe sous forme A, b, g, d
et valyl-ARNt synthétase dans les rapports 2:2:1:1:1 dimérisé (Sheu et Traugh, 1999). Notre
groupe propose le modele contenant d'une part b, g, d et valyl-ARNt synthétase dans un
rapport 1:1:1:1 dans un trimére et d'autre part b et gdans un rapport 1:1 en hexamere (trimere
de dimeres) (revue dans Minella et al, 1998).

Il apparait un certain nombre de contradictions entre les différents modéles proposés.
Le nombre de molécules eEF-1A est présent dans un rapport 0,5 a 1 par rapport a eEF1 b et
eEF-1d. Les différents modeles représentent tous eEF-1bgen ratio équimolaire sauf celui de
Sheu et Traugh (1:2). Apres purification, les protéines eEF-1b et eEF-1g sont toujours
retrouveées équimolaires et il existe une entité eEF-1bg naturellement présente dans les cellules
(Motoyoshi et al., 1977; Janssen et al., 1988; Minella et al., 1998). Les modéles présentent
également eEF-1d et la valyl-ARNTt synthétase équimolaires ce qui est cohérent avec le réle
d'ancrage de valyl-ARNt synthétase par eEF-1d.

Nous préférons écarter le modele de Traugh dont les expériences de reconstitution
(Sheu et Traugh, 1999) ne s'accordent pas avec les résultats précédents de purification du
méme groupe (Venema et al., 1991b). Notre groupe est le seul a proposer un modeéle en trimére
plutdt qu'en dimere, pour la cohérence avec les poids moléculaires des formes natives plutét
que des formes reconstituées.

La structure supramoléculaire de eEF-1 sera définitivement résolue par I'analyse en
spectrométrie de masse. Le complexe eEF-1B est dans tous les cas un édifice supramoléculaire
élaboré.

5) Interactions cellulaires de eEF-1

Des protéines homologues a eEF-1A (ABP-50) ont été retrouvées au niveau de I'actine
du cytosquelette chez Dictyostelium discoideum (Yang et al., 1990) et associées aux filaments
d'actine dans les fibroblastes humains (Bassell et al., 1994). La protéine eEF-1A s'associe a
I'actine dans des cellules métastasiques (Edmonds et al., 1996). Une forme de eEF-1A se lie a
I'actine et facilite sa polymérisation in vitro (Yang et al., 1993). Il existe donc des formes de

eEF-1A qui s'associent avec I'actine filamenteuse in vitro ou in vivo.
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D'autre part, il a été montré des associations de eEF-1A avec la tubuline et/ou les
microtubules. La protéine eEF-1A de carotte s'associe sur colonne d'affinité avec de la tubuline
(Durso et Cyr, 1994). Une protéine responsable de la fragmentation des microtubules de
cellules mammaliennes a été identifiée a eEF-1A (Shiina et al., 1994). Des expériences
d'immunocytochimie, in situ, en présence de détergents, ont montré qu'un homologue de eEF-
1A (ABP50) colocalise avec les microtubules chez des protoplastes de carotte (Durso et al.,
1996).

Des formes de eEF-1A peuvent donc interagir avec des éléments du cytosquelette,
filaments d'actine et microtubules. La présence de eEF-1B dans ces structures n'a pas été
recherchée.

Les localisations de eEF-1A et de eEF-1B ont été étudiées dans les cellules en culture,
cellules A6 de xénope (Minella et al., 1996a) et dans les fibroblastes humains (Sanders et al.,
1996). Les composants de eEF-1 sont au niveau du réticulum endoplasmique dans les cellules
A6 (Minella et al., 1996a). Une partie de eEF-1B est associée aussi au niveau des
centrosomes. Sanders et collaborateurs observent également la localisation de eEF-1B au
niveau du réticulum endoplasmique (Sanders et al., 1996). Ils observent une localisation plus
diffuse de eEF-1A dans la méme région et trouvent de plus, une localisation nucléaire de ce
facteur. Les formes quantitativement majoritaires de eEF-1 sont donc essentiellement au
niveau du réticulum endoplasmique, ce qui est corrélé avec sa fonction de synthese protéique
et qui probablement implique les domaines hydrophobes de eEF-1g (Bellé et al., 1995).

La contradiction apparente de ces derniers résultats avec I'interaction montrée avec le
cytosquelette peut résulter de I'existence des isoformes de eEF-1A dont les roles seraient
spécifiques et de la présence ou non de eEF-1B et surtout des différences de quantités
relatives en protéine.

Le complexe eEF-1B peut interagir avec I'ADN lorsque celui-ci a été endommage par le
chrome ou le transplatine, suggérant une localisation nucléaire potentielle du complexe dans
des conditions physiologiques particuliéres (Wang et al., 1997). Ceci pourrait étre lié a une
fonction speécifique de eEF-1 dans la réparation de I'ADN. L'interaction eEF-1B/acides
nucléiques est compatible avec I'hnomologie structurale étonnante entre eEF-1B et les facteurs
de transcription, qui présentent a la fois des motifs leucine zipper et des motifs riches en
lysines (Amons et al, 1994).
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6) Régulation de I'expression de eEF-1

Les niveaux des messagers et/ou des protéines constitutives de eEF-1 peuvent
dépendre d'effecteurs externes, de régulations développementales, de la croissance et de la
différenciation cellulaire.

L'expression des messagers de eEF-1A est régulée par des effecteurs externes. Les
études chez les plantes indiquent une régulation rapide de I'expression des messagers de eEF-
1A en réponse a des signaux de développement ou aux conditions environnementales pour
modifier le taux de synthése protéique (revue dans Browning, 1996; Kidou et Ejiri, 1998).

Chez les animaux, trois types de messagers eEF-1A fonctionnels ont été observes
chacun ayant une expression spécifique associée aux cellules embryonnaires, aux cellules
adultes musculaires et non musculaires (revue dans Merrick et Hershey, 1996). Chez le
xenope, il a été montré une expression différentielle dans I'ovogenése et le développement
précoce de trois messagers, thésaurine (forme de stockage de eEF-1A), eEF-1A ovocytaire et
eEF-1A somatique (Picard et al., 1980; Djé et al., 1990).

Dans les cellules animales en culture, les taux d’ARNm codant pour eEF-1A, eEF-1b et
eEF-1gsont plus élevés en comparaison avec leur tissu d'origine. De plus, les trois messagers
augmentent de facon coordonnée suggérant une régulation concertée (Sanders et al., 1992). En
revanche, I'expression de eEF-1b et eEF-1gest découplée qualitativement et quantitativement
de celle de eEF-1A au cours du développement précoce du xénope (Morales et al., 1993).
Nous avons montré un découplage du méme type entre eEF-1A et eEF-1d au cours du
développement précoce chez I'oursin (article 3). Ces résultats indiquent une régulation non
concertée entre eEF-1A et eEF-1B. Chez I'oursin, deux ADNc codant pour la méme protéine
eEF-1d ont été mis en évidence (article 2). Le profil d'expression des deux messagers n'est pas
le méme au cours du développement de I'oursin (article 2).

Bien qu'il existe des régulations au niveau transcriptionnel, les quantités protéiques de
eEF-1g, eEF-1b et eEF-1d du xénope (Morales et al., 1993; Minella et al., 1994) ou eEF-1d de
I'oursin (Delalande et al., non publié) restent constantes au cours du développement précoce.
La répartition cellulaire ainsi que les régulations de dégradation et synthéese de la protéine ne
sont pas connues.

Au cours du développement d'artémie ou de germe de ble, eEF-1A devient totalement
dissocié de eEF-1B (Slobin et Moller, 1975; Sacchi et al., 1984). La fonction de cette
régulation n'est pas connue.
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Des dérégulations de I'expression des composants de eEF-1 ont été décrites (revue dans
Cormier, 2000). La surexpression de eEF-1g a été observée dans différents types de cancer:
colorectaux, pancréatiques et oesophagiens (Lew et al., 1992; Chi et al., 1992; Ender et al.,
1993; Mimori et al., 1996; Mathur et al., 1998). L'expression de eEF-1g peut étre un marqueur
de I'agressivité de tumeurs (Ender et al., 1993; Frigerio et al., 1995; Mimori et al., 1996). La
surexpression de eEF-1gest un événement tres précoce dans le développement de cancers
(Ender et al., 1993). La surexpression de eEF-1g pourrait rendre compte par le domaine GST
(voir chapitre 1 paragraphe 2a) de la résistance des tumeurs aux traitements (Billaut-Mulot et
al., 1997). Il reste une question non résolue: la surexpression de eEF-1g est-elle une
consequence ou la cause du développement de la tumeur ?

L'ARNm codant pour eEF-1d est fortement exprimé dans plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses ovariennes et mammaires (Jacob et al., 1996; Kolettas et al., 1998). De plus, eEF-
1d est un gene inductible par les radiations ionisantes qui arrétent la prolifération a la
transition G2/M. Puisque I'expression de eEF-1d précede l'arrét en G2, il aurait un réle dans la
transition G2/M du cycle cellulaire et dans la réparation de I'ADN (Jung et al., 1994; voir aussi
chapitre 1 paragraphe 5).

L’analyse d’une banque d'’ADNc de cellules cancéreuses colorectales humaines a
montré que non seulement I’expression de eEF-1g, mais aussi de eEF-1b et surtout de eEF-
1A était augmentee (Frigerio et al., 1995). L expression élevée de eEF-1A est aussi corrélée a
la prolifération cellulaire (Grant et al., 1992; Jefferies et al., 1994). Or, il existe une protéine
appelée PTI-1 (prostatic carcinoma tumor inducing gene) correspondant a une forme tronquée
et mutée de eEF-1A (Shen et al., 1995) exprimée dans les tissus cancereux de la prostate, du
colon, du poumon et du sein (Sun et al., 1997). La surexpression de PTI-1 dans des cellules
fibroblastiques d’embryons de rats sains provoque un phénotype tumoral agressif. De plus, le
blocage de I’expression de PTI-1 avec des oligonucléotides antisens entraine un retour a une
morphologie cellulaire normale (Su et al., 1998). PTI-1 est donc un réel oncogene (Shen et al.,
1995). La protéine eEF-1A est-elle le proto-oncogéne de PTI-1?

En conclusion, les données obtenues sur la régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle des différentes protéines du facteur eEF-1 permettent de considérer le
complexe eEF-1 comme un acteur essentiel dans la régulation de la traduction, maillon de la
régulation de l'expression des genes. Le facteur eEF1 est une cible multiple de plusieurs
proteines kinases. Le role de ces phosphorylations est loin d'étre élucidé. Cette
compréhension nécessite de tenir compte des fonctions spécifiques de chaque constituant, de
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la structure méme de chaque type de complexe eEF-1B et aussi des différences évolutives dans
les compositions et les sites de phosphorylation. Les phosphorylations et les changements
dans I'expression des constituants de eEF-1 sont associés a de grandes modifications de
I'activité cellulaire dans lesquelles de nombreux mécanismes biologiques sont impliqués, dont

ceux responsables de la synthése protéique.

Le role de eEF-1 dans la regulation de la synthese protéique associée a des grandes
fonctions biologiques peut étre abordé grace a plusieurs modeles biologiques: les actions des
virus, les cellules en culture, les lysats de réticulocytes et les oeufs d'amphibiens ou
d'échinodermes (Mathews et al, 1996). Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi le

développement précoce des oeufs de I'oursin Sphaerechinus granularis.

I1- Le developpement des embryons d’oursin

A- Choix du modeéle biologique

Les résultats concernant le facteur eEF-1 ont été principalement obtenus grace aux
études effectuées dans les ovocytes du xénope, dans les réticulocytes de lapin et les embryons
de l'artémie. Les eétudes de complémentation de génes chez les levures n'ont pas permis pour
I'instant de comprendre le réle régulateur de eEF-1. Elles ne peuvent apporter de réponse sur
la fonction de eEF-1d, absent chez les levures (Kinzy et Woodford, 1995; Carr-Schmid et al.,
1999). Aucune autre approche génétique, notamment chez la drosophile, n'a pour I'instant été
débutée.

L'oursin nous apparait comme le modéle de choix pour tenter de comprendre le rdle de
la phosphorylation de eEF-1 dans la régulation de ses fonctions. La fécondation provoque une
augmentation de la synthése protéique et le synchronisme des oeufs permet d'étudier la
régulation de celle-ci au cours du cycle cellulaire et du développement précoce. Les ovocytes
d'oursin ont d'autres atouts intéressants. La grande quantité d'oeufs disponible permet les
études quantitatives et biochimiques. Les oeufs peuvent étre fécondés facilement, les
phénomenes reliés a la fécondation peuvent étre suivis clairement (élévation de la membrane de
fécondation) et le développement est rapide (stade plutéus en 3 jours). La transparence des
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embryons permet de faire une observation microscopique du développement. La
multiplication cellulaire n'est pas accompagnée par une augmentation de la masse. L'enveloppe
ne présente pas de résistance a I'homogénéisation et est perméable aux précurseurs
métaboliques (Giudice, 1973).

De nombreuses études ont été consacrées au développement des échinodermes et en
particulier celui de I'oursin, modéle de référence dans ce domaine (Horstadius, 1973; Giudice,
1973).

Les espéces generalement utilisées sont Strongylocentrotus purpuratus, Lytechinus
pictus et Arbacia punctulata. Les principales especes présentes au large de Brest sont
Sphaerechinus granularis, Paracentrotus lividus et Echinus esculentus. Nous avons choisi
dans le cadre de notre étude Sphaerechinus granularis pour des raisons de disponibilité des

gametes fécondables toute I'année et de facilités expérimentales.

B- Fécondation et développement de I'oeuf d'oursin Sphaerechinus granularis

Les oursins sont des membres du large groupe des invertébrés marins, ils appartiennent
au phylum des Echinodermes (animaux recouverts d'épines) qui inclue aussi les étoiles de mer,
les concombres de mer, les lis de mer, et les ophiures (Kato and Schroeter, 1985)

Les oursins sont gonochoriques et la fécondation est externe. En laboratoire, la ponte
est induite par injection de KCI ou d'acétylcholine a travers le péristome ou encore par choc
électrique (Hinegardner, 1969; revue dans Giudice, 1973). L'ajout de glycine avant la
fécondation facilite la levée de la membrane de fécondation. La fécondation d'ovocyte d'oursin
est visualisée par la levée de cette membrane, facilement observable au microscope (Figure 11,
revues dans Epel, 1977; Schuel, 1978; Epel, 1978).

La fécondation de I'oeuf d'oursin entraine une réactivation du métabolisme cellulaire
(revues dans Epel, 1978; Swann et Whitaker, 1990) et constitue le point de départ du
programme de développement de l'embryon (revue dans Epel, 1990). La vitesse de
développement dépend de la température (revue dans Giudice, 1973), en général, les cultures
se font entre 16°C et 18°C, conditions dans lesquelles le stade pluteus est obtenu en trois

jours.
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Figure 11: Schéma de I'oeuf d'oursin a la fécondation.
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La maturation chez I'oursin, qui correspond a la levée du blocage prophase 1, s'effectue
dans la cavité générale sous l'influence d'un stimulus encore inconnu. L'oeuf mature a un
diametre de 80 a 180 um (Sphaerechinus granularis: 90-100 pM) et est bloqué en phase G1
du cycle cellulaire aprés avoir terminé sa méiose (stade ovule). Le spermatozoide fécondant,
non seulement fournit son ADN pour restaurer la diploidie mais aussi active l'oeuf en le
libérant de son blocage en phase G1 (environ 1 heure) Aprés la fusion des gameétes, les
embryons progressent en phase S (phase de synthése de I'ADN, durée 20 minutes) puis c'est
le début des divisions mitotiques (Figure 12).

]
(¢}
- —
méiose
ovocyte ovule mitose
prophase 1 arréten G1

Figure 12: Déroulement de la maturation méiotique et de la fécondation chez I'oursin.
L'ovocyte d'oursin apreés avoir effectué la maturation méiotique est bloqué en phase G1, la fécondation lui permet
de répliquer son ADN puis de reprendre les divisions mitotiques.

La premiére partie du développement consiste en une succession de phases S/M de
divisions rapides, avec un taux de division dix fois plus élevé qu'au moment de la blastula
(Parisi et al., 1978). La premiere division s'effectue en 2 a 2h 30, la deuxiéme en 1h 30 et les
suivantes en 30 minutes. Le retour a des divisions plus lentes a partir de la blastula (environ
12h aprés fécondation) correspond a l'acquisition de phases d'intervalle G1 et G2. Au stade
blastula (400 cellules), les embryons sécrétent une protéase qui dissout la membrane de
fécondation pour permettre I'éclosion. L'archentéron (intestin embryonnaire) va se développer
a partir du blastopore qui donnera I'anus. L'archentéron se forme aux environs de 46h (stade
gastrula) puis la morphogénése a lieu. A 72 heures apres la fécondation, la larve plutéus (1500
cellules) est suffisament développée pour se nourrir et exister sous forme pelagique libre
(Figure 13).
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Gastrula tardive (28 h) Prisme précoce (40 h)

Plutéus (70 h)

Figure 13: Quelques stades de développement précoce de I'oursin Sphaerechinus
granularis

Les temps correspondent aux heures auxquelles les photos ont été prises.
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Jusqu'a la prise de nourriture la masse de protéines et d'’ARN reste constante. Les
messagers maternels et les protéines accumulés pendant I'ovogénese permettent le
développement rapide ultérieur (Davidson et al., 1982). Avant la prise de nourriture,
I'embryogénese fait intervenir un processus de division cellulaire, de réorganisation des
composés maternels, d'apparition de nouveaux transcrits et de leurs produits.

C- La synthese protéique au cours du développement précoce: transcription et

démasquage

La fécondation provoque une augmentation de la synthése protéique. Celle-ci peut
résulter de I'augmentation du nombre de messagers trancrits (transcription et traduction) et/ou
de l'augmentation de la traduction de messagers déja présents (démasquage et traduction).

1) Disponibilité des ARN messagers

Les ARN messagers traduits pendant le développement proviennent de deux sources,
les ARNm maternels accumulés au cours de l'ovogénese et ceux qui sont nouvellement
transcrits dans I'embryon.

La régulation de la transcription a été largement étudiée au cours du développement,
notamment chez I'oursin (revues dans Giudice, 1973; Davidson, 1986). 1l est clairement établi
que la transcription continue dans le zygote et au cours des divisions (Nemer et Infante, 1965;
Rinaldi et Monroy, 1969; Kedes et Gross, 1969; revues dans Giudice, 1973; Davidson, 1986).
Contrairement au xénope ou a la drosophile, il n'y a pas d'arrét de la transcription (revue dans
Davidson, 1986). La reprise de la transcription dans ces especes s'effectue a la blastula, on
parle alors de MBT (mid-blastula-transition) (revues dans Etkin, 1988; Yasuda et Schubiger,
1992). Afin de déterminer le réle de la transcription au cours des premiéres divisions chez
I'oursin, des études ont été réalisées en présence d'un inhibiteur spécifique de la transcription:
I'actinomycine D (Gross et Cousineau, 1963; Gross et Cousineau, 1964; revue dans Giudice,
1973). En présence d'actinomycine D, les divisions sont ralenties et les embryons sont
incapables de dépasser le stade blastula. Les transcrits précoces sont donc nécessaires pour la
chronologie des divisions et pour permettre la transition blastula/gastrula. L'un de ces premiers
transcrits correspond a I'histone 2A (Palla et al., 1999).

Quelques ARN messagers (ARNmMm) transcrits au moment de la blastula précoce ont été
caractérisés. Ces messagers appelés transcrits VEB (Very Early Blastula) sont en nombre
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restreint, parmi eux le messager codant pour I'enzyme d'éclosion SpHE (Strongylocentrotus
purpuratus hatching enzyme), et sont progressivement spacialement distribués le long de I'axe
animal-végetal (Reynolds et al., 1992).

Les ARNm stockés dans I'ovocyte non fécondé sont présents sous forme masquée
dans des complexes mMRNP (messenger ribonucleoprotein: ARN complexé avec des protéines
ou ribonucléoparticules) ou sous forme de messagers incomplétement matures representant
jusqu'a 70% de la masse des poly(A). Ces messagers, de grande taille (de 5 a 15 kb),
contiennent une queue poly(A) de 50 & 120 nucléotides et des séquences caractéristiques
appelées "interspersed repeat sequences™ (revue dans Davidson et al, 1982). Ces sequences,
généralement présentes dans les ARNmM nucléaires (Posakony et al., 1983) consistent
généralement en des motifs répétés de 150 a 200 nucléotides (Constantini et al, 1980). Elles
peuvent étre soit localisées dans la partie 3' non codante soit intercalées entre les séquences
codantes (Posakony et al., 1983). Ce type de messagers représente encore 15% des messagers
au stade gastrula. Les séquences répétitives sont absentes dans les ARNm polysomaux (revue
dans Davidson et al, 1982). Ces séquences existent aussi chez le xénope (Anderson et al.,
1982). La conservation de ces séquences au cours de I'évolution de I'oursin indique qu'elles ont
une importance fonctionnelle (Moore et al, 1980). Ces séquences constitueraient une réserve

pour le développement et seraient régulatrices de la traduction.

Le profil d'expression des ARNm change au cours de la transition blastula-gastrula
précoce avec l'apparition massive de messagers zygotiques synthétisés (Brandhorst et
Humphreys, 1971; Galau et al., 1977). Le point de développement auquel les messagers
maternels sont remplacés par les messagers zygotiques est variable selon les ARN (Cabrera et
al., 1984).

Les messagers majoritaires ont été analysés a trois stades différents du développement:
oeuf non fécondé, stade gastrula et stade pluteus. Ils sont qualitativement trés comparables
aux trois stades (Figure 14). La quantité des messagers est fortement diminuée a la gastrula
(Lasky et al., 1980; Flytzanis et al., 1982). Les transcrits maternels disparaissent et sont
remplacés par de nouveaux transcrits. Cependant, 10% des transcrits qui sont abondants aux
stade gastrula ou pluteus sont absents ou rares dans I'oeuf (Flytzanis et al., 1982). Quelques
rares ARN spécifiques ne sont exprimés qu'aux stades précoces (Lev et al., 1980).
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Figure 14: Profil des principales classes de messagers.

L'épaisseur fine du trait signifie que les messagers sont présents mais en plus faible quantité
CSS: cleavage stage specific

PCS: post cleavage stage specific

Kelso-Winemiller et collaborateurs ont défini deux classes de messagers selon leur
profil d'expression (Figure 14). Les ARNs CSS (cleavage stage-specific) spécifiques des stades
de division rapide et les ARNs PCS (post cleavage specific), spécifiques des stades ultérieurs
(Kelso-Winemiller et al., 1990). Cette étude a été réalisée avec des ADNCc obtenus a partir des
ARNM recrutés dans les polysomes au stade 2 cellules. Les CSS, abondants dans les stades de
division rapides, déclinent en début de la blastula. Les PCS sont présents a des concentrations
relativement faibles au cours des divisions rapides et ensuite augmentent au stade blastula avec
I'accumulation de nouveaux transcrits. Tous les CSS ont une taille supérieure a 3 kb et
contiennent une longue région 3' non codante, les PCS ont une taille inférieure a 3 kb (Kelso-
Winemiller et al., 1990). Les régions 3' non codantes tres longues sont caractéristiques des
messagers maternels de I'oursin (Pines et Hunt, 1987). Ces régions 3' non codantes doivent
contenir des séquences régulatrices responsables des profils d'expression des CSS. Leur
recrutement dans les polysomes est différent, les CSS sont recrutés plus vite que les PCS et
sont traduits plus efficacement (Kelso-Winemiller et al., 1990; Kelso-Winemiller et al., 1993).
Les PCS font partie des messagers qui apparaissent apres le stade gastrula et qui représentent
10% des messagers majoritaires (voir ci-dessus).

Nous avons étudié les messagers codant pour les proteines eEF-1d et eEF-1A. Les
messagers de 2,7kb codant pour eEF-1A et pour eEF-1d se comportent comme les messagers
majoritaires (articles 2 et 3). Les messagers eEF-1A (2,7kb) et eEF-1d (2,0 et 2,7 kb) peuvent

appartenir a la classe des PCS.
Les mécanismes d'élimination des séquences répétées ou de démasquage des messagers

ne sont pas élucides. La polyadénylation, nécessaire a la traduction a été étudiée et augmente a
la fécondation (Slater et al., 1973; Slater et al., 1974; Wilt, 1977; Peters et Jeffery, 1978).
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L'acquisition de la coiffe en 5' est nécessaire pour la traduction des messagers (Winkler et al.,
1983; Caldwell et Emerson, 1985). L'oursin n'est pas utilis¢é comme modéle pour les
mécanismes de démasquage et d'entrée dans les polysomes (revues dans Spirin, 1996; Richter,
1996).

2) Régulation de la traduction

La fécondation des oeufs d'oursin provoque une augmentation de 5 a 15 fois de la
synthése proteique (Gross et Fry,1966; Epel, 1967; Humphreys, 1969; Brandhorst, 1976;
Regier et Kafatos, 1977; Grainger et al., 1979). La synthése protéique est nécessaire a la
division cellulaire (Hultin, 1961; Wilt et al., 1967; Wagenaar et Mazia, 1978; Wagenaar, 1983;
Grainger et al., 1986), dont la synthese de cyclines (Evans et al., 1983), protéines de régulation
du cycle cellulaire (Morgan, 1997).

L'augmentation de la synthése protéique, au cours des divisions rapides, est
indépendante de la transcription jusqu'au stade blastula. Elle n'est pas affectée par la présence
d'actinomycine D (Gross et Cousineau, 1963; Gross et Cousineau, 1964) ni par I'énucléation
des oeufs (Brachet et al., 1963; Denny et Tyler, 1964). L'augmentation observée est
principalement quantitative (Bedard et Brandhorst,1983; Grainger et al., 1986). Cependant,
quelques changements qualitatifs ont été décrits (Herlands et al., 1982; Evans et al., 1983;
Standart et al., 1985; Grainger et al., 1986).

L'augmentation de la synthése protéique a la fécondation est un processus complexe,
faisant intervenir deux types de mécanismes: le recrutement des messagers dans les polysomes
et l'activation de la machinerie de traduction. La quantitt d'ARNm dans les polysomes
augmente (Rinaldi et Monroy, 1969; Epel et al, 1974; Hille et Alberts, 1979; Brandis et Raff,
1979; Goustin et Wilt, 1981; Raff et al., 1981). La quantité d’ARNm traduits augmente de 10 a
15 fois (Humphreys, 1971). Le nombre de ribosomes dans les polyribosomes augmente de 20
a 25 fois (Infante et Nemer, 1967; Humphreys, 1971; Goustin et Wilt, 1981; Kelso-
Winemiller et Winkler, 1991). Ces observations impliquent le recrutement de plus de
messagers par leur démasquage et une activation de Il'initiation de la traduction. La fécondation
provoque le démasquage des ARN maternels par le relargage des protéines associées aux
messagers dans les mMRNPs (Grainger et Winkler, 1987). La machinerie de la traduction est
mobilisée aussi au niveau de I'élongation qui est stimulée de 2 a 3 fois (Brandis et Raff, 1978;
Brandis et Raff, 1979; Hille et Alberts, 1979; Raff et al., 1981). La stimulation a la fois de
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I'initiation et de I'élongation de la synthése protéique explique que la taille des polysomes reste
constante (revue dans Hille et al., 1990).

Les facteurs limitants de l'initiation ont été recherchés par des expériences de synthése
protéique in vitro a partir de lysats. La synthese de messagers exogenes est stimulée par
addition de facteurs d'initiation purifiés (Colin et al, 1987; revue dans Hille et al, 1990). En
particulier I'addition de GEF(elF2B) (Colin et al, 1987), elF2 (Winkler et al, 1985), el4F
(Huang et al, 1987) stimulent I'activité in vitro. L'addition de elF4F aux lysats est capable de
réverser I'effet inhibiteur contenu dans des extraits d'oeufs non fécondés (Huang et al, 1987,
Hansen et al, 1987). Le facteur elF4 pourrait donc étre présent sous une forme inactive dans
les oeufs non fécondés et activé par la fécondation (Jagus et al, 1992). Ces expériences n'ont
pas été poursuivies apres 1992 et mériteraient d'étre complétées.

La stimulation de I'élongation n'est pas expliquée. Deux facteurs d'élongation appelés
T1 et T2, dont I'activité augmente, ont été décrits (Felicetti et al, 1972). Ces deux facteurs
n‘ont pas été caractérisés depuis.

L'augmentation du pH intracellulaire et le flux de calcium sont impliqués dans
I'activation de la synthese protéique (Winkler et al., 1980). L'augmentation du pH est
indispensable pour induire cette stimulation (Brandis et Raff, 1979), elle active de 25 fois le
recrutement des ARNm et des ribosomes (Johnson et Epel, 1976; Winkler et al., 1980). Elle
est capable d'induire une augmentation de la synthese protéique dans les oeufs non fécondés
(Grainger et al., 1979). Le calcium serait nécessaire a l'activation de I'élongation (Brandis et
Raff, 1979; Winkler et al., 1980).

Il'y a deux phases dans I'augmentation de la synthése protéique: la premiére due au
recrutement des messagers maternels (cf ci-dessus) et la deuxieme qui est due a la traduction
des nouveaux messagers transcripts, a partir de la transition morula/blastula. Apres la premiere
stimulation de la synthese protéique qui résulte directement de la fécondation, I'augmentation
se poursuit avec le développement (Regier et Kafatos, 1977; Goustin et Wilt, 1981). Elle
passe de 120 pg/heure par embryon au premier clivage a plus de 500pg/heure par embryon au
stade blastula (Régier et Kafatos, 1977; Goustin et Wilt, 1981). La synthése protéique
augmente proportionnellement a I'augmentation de ribosomes dans les polysomes entre le
stade non fécondé et gastrula, le nombre de ribosomes dans les polysomes pouvant atteindre
60% des ribosomes (Infante et Nemer, 1967; Mackintosh et Bell, 1969; Denny et Reback,
1970; Humphreys, 1971). Les messagers PCS (Post-Cleavage Specific) sont recrutés dans les

polysomes apres la blastula (Kelso-Winemiller et al., 1993).
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En conclusion, la premiére phase d'augmentation de la synthese protéique est réalisée a
partir des ARN maternels, sans modification sensible du profil des protéines. La deuxieme
correspond a un changement a la fois quantitatif et qualitatif et s'effectue a partir de la
traduction de nouveaux transcrits. Si la deuxieme phase permet aux embryons de croitre et de
se différencier, le rdle de I'augmentation dans la premiere phase ne s'explique pas. Les seules
protéines, dont la traduction est indispensable au déroulement des divisions rapides, sont
quantitativement minoritaires.

Les mécanismes moléculaires précis impliqués dans l'augmentation de synthése
protéique sont encore inconnus, ils pourraient notamment impliquer des meécanismes de
phosphorylation/déphosphorylation des protéines des mMRNP et des facteurs de traduction.

D- Régulation des activités de phosphorylation/déphosphorylation

La phosphorylation (par les protéines kinases) et la déphosphorylation (par les
protéines phophatases) des protéines sont impliquées dans tous les événements de la vie
cellulaire. Les deux grandes familles de protéines kinases phosphorylent soit les acides aminés
serine/thréonine soit la tyrosine dans leurs substrats protéiques (revue dans Hunter, 1995,
Fischer, 1997).

La fécondation chez I'oursin, provoque une modification du niveau de
phosphorylation sur les résidus sérine, thréonine ou tyrosine de nombreuses protéines (Keller
et al, 1980; Pelech et al., 1988). Nous avons, dans ce paragraphe, exposé les changements
d'activité des protéines kinases pouvant étre impliquées directement ou indirectement dans la
régulation de la fonction de eEF-1 (chapitre 1) ainsi que dans le développement précoce de
I'embryon d'oursin (chapitre 2).

1) Activités tyrosine kinases

Ce sont les activités kinasiques les plus étudiées au cours du développement. La
fécondation provoque une activation des tyrosine kinases (Dasgupta et Garbers, 1983; Ciapa
et Epel, 1991; Figure 15). Elles jouent un réle important dans l'initiation du développement et
son bon déroulement. Les changements de phosphorylation sur tyrosine ont lieu trés tot en
réponse a la liaison du spermatozoide (Kinsey, 1984; Peaucellier et al, 1988; Ciapa et Epel,

1991). Leur implication dans les mécanismes de transduction est discutée, en effet, si la
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stimulation des tyrosine kinases est capable d'activer les oeufs, lI'inhibition des activités ne
bloque pas la reprise de I'activité métabolique de I'oeuf (revue dans Kinsey, 1997; Shen et al.,
1999).

Les activités tyrosine kinase interviennnent aussi dans le développement de I'embryon
(revue dans Kinsey, 1997). Les inhibiteurs de tyrosine kinases inhibent le développement
(Moore et Kinsey, 1995). Les activités tyrosine kinase jouent un réle dans I'initiation des
mouvements pronucléaires, I'entrée en phase S du cycle cellulaire et I'entrée en phase M
(Moore et Kinsey, 1995).

Une activité tyrosine kinase est requise 30 a 45 minutes aprés fécondation pour la
gastrulation de I'embryon (Kinsey, 1995) et plus spécifiguement pour linvagination de
I'intestin primitif (archentéron), la fusion des cellules du mésenchyme primaire et I'élaboration
des spicules du squelette (Livingston et al., 1998).

Parmi les tyrosine kinases impliquéees dans le développement, deux ont été identifiées.
La protéine kinase p220 %' (Moore et Kinsey, 1994) et la protéine kinase p59 V" (Kinsey,
1996). L'identification des kinases et de leurs substrats permettront d'expliquer leurs roles.

CK2

——
— phosvitine kinase
—— PKA

. PKC

P MBP
CDK2
I — histone H1 kinase
1 l l |

4 tyrosine kinase

1/ | | |
T 77 T T T

I I T
NF 1h 2h 3h blastula gastrula plutéus

Figure 15: Profil des activités kinases mesurées au cours du développement précoce.
Ce profil est un profil global représentant les grandes variations au cours du développment précoce. L'intensité
du trait est représentive de I'activité.

2) Activites serine/thréonine kinases

Des activités sérine/thréonine kinases sont aussi impliquées au cours de I'embryogénése

précoce et pour certaines, le role a été déterminé.
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La phosphorylation sur les acides aminés sérine/threonine est trés documentée, dans
d'autres espéces que l'oursin, en ce qui concerne le contrdle de la division cellulaire (revue dans
Ohi et Gould, 1999). L'activité CDK1/cycline B, kinase contr6lant la transition G2/M du
cycle cellulaire, a été étudiée au cours des premiers cycles de division. Elle est activée (Histone
H1 kinase) transitoirement 20 min avant chaque division (Schatt et al., 1983; Meijer et
Pondaven, 1988, Figure 15). CDK1/cycline B est composé de deux sous-unités: une sous unité
catalytique: p34cdc2 et une sous unité régulatrice: la cycline B, protéine initialement
découverte chez l'oursin (Evans et al., 1983). Comme chez toutes les espéces étudiées (Ohi et
Gould, 1999), I'activation de CDK1/cycline B est dépendante de la synthese de la cycline et
des processus de phosphorylation et de déphosphorylation de p34cdc2 (Arion et Meijer,
1989). La transition G2/M nécessite la fin de la réplication de 'ADN (Meijer et al., 1991;
Geneviere-Garrigues et al., 1995) et I'inactivation de CDK1/cycline B est nécessaire pour la
sortie de mitose (Meijer et al, 1989; Suprynowicz et al., 1994). Chez I'oursin, un mécanisme
d'activation de CDK1 a été montré par l'intermédiaire de la P13 kinase. La P13 kinase, enzyme
impliquée dans le métabolisme des polyphosphoinositides joue un réle dans la transduction du
signal (Toker et Cantley, 1997). En présence de wortmamine, inhibiteur de la PI3 kinase,
I'activation de la CDK1/cycline B est inhibée et il n'y a pas de formation du fuseau mitotique
bipolaire (De Nadai et al., 1998).

En revanche, de facon étonnante, la CDK2 (Cyclin dependent kinase 2) possede une
activité faible et stable au cours du cycle cellulaire chez I'oursin (Moreau et al., 1998; Figure
15) alors qu'elle est clairement impliquée dans la division des autres cellules (Ohi et Gould,
1999). CDK2 n'est pas indispensable a la réplication de I'ADN chez I'oursin (Moreau et al.,
1998).

Les autres sérine/thréonine kinases impliquées dans le développement de I'oursin sont
la GSK3, protéine kinase C (PKC), MAP kinase, protéine kinase A (PKA) et la CK2.

La GSK3 (glycogen synthase kinase) est une enzyme sensible au lithium jouant un réle
tres important dans le développement de I'embryon, elle est impliquée dans la voie de
transduction Wnt (revue dans Arias et al, 1999). En effet, la surexpression d'un dominant
négatif de la GSK3 entraine une végétalisation de I'embryon tandis que la surexpression de
GSK3 provoque une animalisation de I'embryon (Emily-Fenouil et al., 1998).

L'activation de la protéine kinase C est détectée deux minutes aprés fécondation, elle
est dépendante du calcium et restreinte a la zone corticale (Olds et al., 1995; DeBarry et al.,
1997; Figure 15). Elle joue un rdle dans I'augmentation du pH en activant I'échangeur Na/H
(Heinecke et Shapiro, 1990; revue dans Swann et Whitaker, 1990). De plus, elle est impliquée
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dans [I'activation du métabolisme oxidatif en régulant [I'activitt de la NADPH/O2
oxydoréductase (Heinecke et Shapiro, 1989).

Une activité MAP kinase (revue dans Whitmarsh et Davis, 1998), initialement détectée
comme MBP kinase (Pelech et al., 1988), augmente immédiatement aprés fécondation et
présente une activité cyclique au cours des deux premieres divisions (Philipova et Whitaker,
1998; Figure 15). La forme Erk1 (Extracellular regulated kinase) correspond a la MAP kinase
régulee (Chiri et al., 1998).

Des changements d'activité de protéines kinases dépendantes de I'AMPc (PKA) ont
été décrits. L'inhibition des protéines kinases dépendantes de I'AMPc empéche la premiere
division mitotique (Browne et al, 1990). L'activité présente un pic transitoire au moment de la
blastula nageante (Fujino et Yasumasu, 1983a; Figure 15).

Une activité phosvitine kinase varie aussi au cours du développement. Cette activité
est forte au stade blastula tardive puis redevient faible au stade gastrula. L'activation est
associée a un changement de répartition entre une forme soluble et sédimentable (Fujino et
Yasumasu., 1983b; Figure 15). L'activité ne phosphorylant pas la caséine (Fujino et
Yasumasu., 1983b), elle ne peut étre attribuée a la CK2. Une activité CK2 a été partiellement
purifiée d'oeufs non fécondés et serait activée par les protamines du spermatozoide a la
fécondation (Ohtsuki et al., 1993). Nous avons démontré I'existence d'une activité eEF-1d
kinase, identifiée a la CK2 qui présente un pic transitoire d'activité atteignant son maximum
entre 24-30h apres fécondation et impliquée dans la transition blastula/gastrula (article 4;
Figure 15).

Le développement précoce de l'oursin fait intervenir trois grands processus
biologiques: la transduction du signal, la régulation du cycle cellulaire et les mécanismes
moléculaires du développement. Notre revue met l'accent sur l'importance de I'étude chez
I'oursin du réle de la phosphorylation/déphosphorylation des protéines dans chacun de ces
grands domaines de la biologie.
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I11- L'activité et la régulation de la CK2

La CK2, protéine kinase pléiotropique ubiquitaire, est une enzyme impliquée dans
plusieurs processus cellulaires comme la régulation de la transcription, la signalisation, la
prolifération et différentes étapes du développement (revue dans Guerra et Issinger, 1999).
Bien que décrite pour la premiere fois il y a 45 ans, elle demeure I'enzyme la plus énigmatique
pour ses fonctions ainsi que sa régulation cellulaire (Pinna et Meggio, 1997). La CK2
phosphoryle le facteur eEF-1 (chapitre 1) et intervient dans le développement de I'oursin
(chapitre 2). Sans faire une revue exhaustive, nous présentons les propriétés marquantes de
I'enzyme et ses implications les plus significatives.

A- Structure et activité de la CK?2

1) Structure et localisation de la CK2

La CK2, d'un poids moléculaire de 130 kDa, posséde une structure quaternaire de
composition a2b2, a'2b2 ou aa'b2 (Chester et al., 1995). Les sous-unités catalytiques a et
a' et régulatrice b font respectivement entre 36-44 kDa et 25-28 kDa. La sous-unité a'
possede un domaine C-terminal un peu plus court que a. Le role spécifique pour chacune des
sous-unités a et a' reste indeterminé. La structure et la composition de la CK2 ont fait I'objet
de plusieurs revues (revues dans Pinna, 1990; Tuazon et Traugh, 1991; Pinna et Meggio,
1997; Guerra et Issinger, 1999).

L' activité CK2 a été retrouvée dans tous les tissus examinés (Nakajo et al., 1986). Elle
est préférentiellement active dans certains tissus comme le cerveau et les testicules (revue dans
Issinger, 1993). Les résultats concernant sa localisation sont contradictoires: parfois présente
principalement dans le cytoplasme, parfois principalement dans le noyau et parfois répartie
entre le noyau et le cytoplasme (revue dans Issinger, 1993).

2) Activité de I'enzyme in vitro

L'activité CK2 est indépendante des nucléotides cycliques et est insensible au calcium
(Edelman et al., 1987; Guerra et Issinger, 1999). Elle est dépendante des concentrations
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ioniques en KCI et NaCl (Grankowski et al., 1991). Les ions Mg2+ indispensables a I'activité
peuvent étre remplacés par le Mn2+ (Plana et al., 1985; Meggio et al., 1992a; Gatica et al,
1993). La CK2 utilise le GTP comme donneur de phosphate aussi efficacement que I'ATP
(revue dans Hathaway et Traugh, 1982; Pinna et Meggio, 1997).

La caractérisation de I'enzyme dépend de sa réponse a des effecteurs, activateurs ou
inhibiteurs définis (revues dans Hathaway et Traugh, 1982; Hathaway et Traugh, 1983; Pinna,
1990; Tuazon et Traugh, 1991). Le tableau VI indique les régulateurs potentiels de la CK2

ainsi que leurs constantes.

[ TNHIBITEURS Ki (M) Référence
Heparine 1,410° Hathaway et al, 1980
DiCI-RB 23107 Meggio et al, 1990
DiBr-RB 6,010° Meggio et al, 1990
DiCI-Bz 35107° Meggio et al, 1990
T étrahalogeno-2- 0,2-0,6 10°® Szyszkaet al, 1995
azabenzimidazoles
2,3-bisphosphoglycerate 1,010 Gonzatti-Haces et Traugh, 1982
inositol hexasulfate 20107 Hathaway et Traugh, 1982
[STIMULATEURS Ka (M) Référence
spermidine 7.010% Hathaway et Traugh, 1984c
spermine 2810* Hathaway et Traugh, 1984c
polypeptides basiques 6 10° Meggio et al, 1983

Tableau VI: Effecteursdela CK2

Dans ce tableau, sont indiqués les effecteurs de la CK2: inhibiteurs et stimulateurs ainsi que leurs constantes
d'inhibition (Ki) et leurs constantes d'activation (Ka), les plus couramment utilisés pour caractériser une activité
CK2 in vitro.

a) Les inhibiteurs de la CK2

La CK2 n'est pas sensible a la staurosporine, inhibiteur compétitif trés puissant
d'autres protéines kinases (Meggio et al., 1995).

Certains acides nucléiques spécifiques peuvent inhiber I'activité CK2 comme I'ADN
simple brin du phage M13, certains ARNs comme le polyU et certains ARNt (Méenpéa,
1977; Gatica et al., 1989; Kandror et Stepanov, 1990). Lors de la purification de protéines
liant 'ARN a partir de réticulocytes de lapin, d'embryons d'artémies et d'ovocytes de



grenouille verte, des complexes stables CK2-ARN ont été observés (Rittschof et Traugh,
1982; Kandror et Stepanov, 1984; Thoen et al., 1986)

L'héparine est l'inhibiteur le plus efficace et spécifique de la CK2 (revues dans
Hathaway et Traugh, 1983; Tuazon et Traugh, 1990). L'inhibition est compétitive du substrat
(Hathaway et al., 1980; Meggio et al., 1982; Hathaway et Traugh, 1983). La CK2 est inhibée
par de faibles concentrations (IC50=1 pg/ml) d'héparine (Hathaway et al., 1980). La constante
d'inhibition (Ki) est fortement dépendante du substrat (Singh et al., 1983; Linnala-Kankkunen
et al., 1984; Taylor et al., 1987). Des dérivés de I'héparine, I'héparane sulfate ou d'autres
glycosaminoglycanes inhibent aussi la CK2 (revue dans Tuazon et Traugh, 1991).

Le 2,3 bisphosphoglycerate est un inhibiteur compétitif du substrat. Le taux
d'inhibition est dépendant de la concentration en Mg2+ dans le milieu (Hathaway et Traugh,
1984a).

L'inositol hexasulfate et le myoinositol 2-phosphate sont aussi des inhibiteurs de la
CK2. L'inositol hexasulfate est le plus inhibiteur. L'inhibition est compétitive. D'autres
composeés a base d'inositol testés par Tuazon et Traugh sont sans effet (revue dans Tuazon et
Traugh, 1991).

La CK2 est plus sensible aux dérivés halogénés de benzimidazole et benzotriazole que
la plupart des autres kinases (Meggio et al., 1990; Dobrowolska et al., 1991; Szyszka et al.,
1995). L'inhibition par le dichloro-ribofuranosyl-benzimidazole (DRB) et par ses analogues
est compétitive avec I'ATP et le GTP (Meggio at al., 1990). Deux autres analogues les
tétrahalogeno-2-azabenzimidazoles, inhibiteurs de la CK2, ont été décrits (Szyszka et al.,
1995).

L'hémine est aussi un inhibiteur de I'enzyme CK2 (revue dans Hathaway et Traugh,
1982).

b) Les stimulateurs de la CK2

Les stimulateurs de I'activité CK2 sont des composés basiques, ils comprennent les
polyamines dont les plus efficaces sont la spermine et la spermidine (Mdenpad, 1977; Cochet
et al., 1980; revue dans Cochet et Chambaz, 1983a; Hathaway et Traugh, 1984b; Hathaway et
Traugh, 1984c), les polypeptides basiques comme les polylysines et les polyarginines, les
histones et les protamines (Meggio et al., 1983; Meggio et Pinna, 1984; Ahmed et al., 1986).

La réponse aux composeés polybasiques dépend de la conformation du substrat et la
composition de I'enzyme (Ahmed et al., 1986; Meggio et al., 1992a). L'effet des polypeptides
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basiques dépend de la présence de la sous-unité b (Meggio et al., 1983; Ahmed et al., 1985;
Traugh et al, 1990; Lin et al, 1991).

Le mode d'action des polyamines est discuté, cependant, il a été montré que la CK2
possede un site de liaison a la spermine (Hathaway et Traugh, 1984b). La stimulation par les
polyamines est dépendante de la concentration en sels et en magnésium (revues dans
Hathaway et Traugh, 1983; Tuazon et Traugh, 1991). Généralement, la spermine est plus
efficace que la spermidine (revue dans Tuazon et Traugh, 1991). La spermine, la spermidine et
I'histone sont capables de réverser les effets de I'héparine (Méenpéa, 1977; Feige et al., 1980;
Hara et al., 1981) ou du 2,3 bisphosphoglycérate (Hathaway et Traugh, 1984c).

Ces composés basiques sont necessaires pour la phosphorylation de certaines
protéines: la calmoduline (Meggio et al., 1987; Sacks et Mc Donald., 1992) ou eEF-1 (Palen et
al., 1990).

Les mécanismes moléculaires des inhibiteurs et stimulateurs ne sont pas définitivement
élucidés. De fagon générale, les inhibiteurs, composés acides, inhibent directement I'activité
catalytique alors que les stimulateurs, composés basiques, agissent par I'intermédiaire de la
sous-unité b.

B- Régulation de I'activité CK2

Des regulations physiologiques font intervenir soit directement I'enzyme, soit des
changements dans les effecteurs. Nous insisterons dans ce paragraphe sur les régulations
réelles ou potentielles les plus pertinentes.

1) Réle de la sous-unité p régulatrice

La sous-unité b ne peut étre dissociée de a qu'en milieu dénaturant (Cochet et
Chambaz, 1983b) indiquant qu'il n'existerait pas de régulation de I'activité catalytique de a par
association/dissociation de b. Il faut noter également qu'il peut exister une forme monomérique
de a fonctionnelle puisque des expériences de complémentation de a et a' réalisees chez
S.cerevisiae ont montré que la sous-unité catalytique de drosophile était capable de restaurer
un phénotype normal alors qu'elle n'est pas capable d'interagir avec les sous-unités b et b’
endogenes (Padmanabha et al, 1990). De plus, des formes dépourvues de sous-unité régulatrice
ont été isolées chez Dyctyostelium discoideum et Zea mays et une forme de I'enzyme observée
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dans les noyaux n'est pas associée a la sous-unité régulatrice (revues dans Allende et Allende,
1995; Guerra et Issinger, 1999).

Pourtant, il existe des données indiquant que la sous-unité b intervient dans la
régulation de l'activité in vitro (revue dans Pinna et Meggio, 1997). Trois fonctions distinctes
peuvent étre attribuées a la sous-unité régulatrice b: stabilité, spécificité et intermédiaire de
certains effecteurs. La sous-unité b stabilise I'activité de la sous-unité catalytique a puisque
I'activité basale de a est nettement augmentée en présence de la sous-unité b (Cochet et
Chambaz, 1983b; Grankowski et al., 1991; Meggio et al, 1992b; Birnbaum et al, 1992). La
sous-unité b participe a la reconnaissance du substrat (Lin et al., 1991; Bidwai et al, 1993).
Elle module la spécificite de liaison du substrat sur la sous-unité a (Meggio et al, 1992b ;
revue dans Pinna et Meggio, 1997). La sous-unité b est nécessaire pour la réponse a certains
effecteurs, comme les composés basiques (voir plus haut).

De nombreuses protéines peuvent intéragir avec la sous-unité régulatrice, identifiées
essentiellement par criblage en double hybride (Guerra et Issinger, 1999). Ces protéines, en
dehors des substrats, sont toutes des régulateurs potentiels de I'activité enzymatique.

2) Régulation par phosphorylation

Des corrélations entre la phosphorylation de I'enzyme et son activité ont été mises en
évidence (revues dans Pinna, 1990; Pinna et Meggio, 1997).

La CK2 pure est autophosphorylée sur sa sous-unité b (revues dans Hathaway et
Traugh, 1982; Meggio et al, 1983) alors que les sous-unités catalytiques ne sont généralement
pas autophosphorylables. Les effets de l'autophosphorylation dépendent des conditions
experimentales et des substrats utilisés, et sont contradictoires (revue dans Hathaway et
Traugh,1982; Delpech et al, 1986; Damuni et Reed, 1988). L'autophosphorylation dépend des
effecteurs incubés en présence de I'enzyme. Les polypeptides basiques (polylysines et
polyarginines) et les proteines basiques (histone, spermine et protamine) permettent la
phosphorylation de la sous-unité a (Meggio et al., 1983; Meggio et Pinna; 1984; Traugh et al.,
1990; Palen et Traugh, 1991). L'héparine inhibe I'autophosphorylation de la sous-unité b
(Meggio et al., 1983; Traugh et al., 1990).

Les protéines kinases sont généralement impliquées dans des cascades régulatrices. Les
données concernant la phosphorylation de la CK2 sont fragmentaires. Les sous-unités a
(Litchfield et al., 1992; Bosc et al., 1995) et b (Mulner-Lorillon et al., 1990; Litchfield et al.,
1991; Litchfield et al, 1992) sont phosphorylées par les CDKs in vitro. Le site de
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phosphorylation dans b est cependant controversé. La phosphorylation de la CK2 de xénope
par CDK1 purifiée provogue une augmentation de son activité (Mulner-Lorillon et al., 1990).
Des phosphorylations inhibitrices de I'activité ont ét¢é mises en évidence (Agostinis et al,
1987) sans que les protéines kinases aient eté identifiées. La CK2 est aussi phosphorylable
par la PKC au niveau de sa sous-unité régulatrice. Dans ce cas, l'activité de la CK2 est stimulée
(Sanghera et al., 1992). La sous-unité a peut étre phosphorylée in vitro par une tyrosine
kinase (Heriche et Chambaz, 1998). Cependant, cette phosphorylation n'a pas été trouvee
dans I'enzyme purifiée (revue dans Pinna et Meggio, 1997).

L'existence de phosphorylations modifiant I'activité de la CK2 permet de proposer un

role régulateur physiologique de cette enzyme.

3) Effecteurs naturels de la CK2.

Un certain nombre d'effecteurs de la CK2 sont caractérisés in vitro (voir plus haut). La
question est: sont ils des régulateurs physiologiques de la CK2 in vivo?

L'héparine et I'néparane sulfate, présents en faibles quantités dans des conditions
normales, peuvent étre des régulateurs de la CK2 dans le foie (revue dans Tuazon et Traugh,
1991). De plus, Pirollet et collaborateurs ont isolé un inhibiteur naturel de la CK2 qui est le
glycosaminoglycane, un analogue de I'héparine (Pirollet et al., 1981).

Le 2,3 bisphosphoglycérate peut &tre un régulateur physiologique de la CK2 dans les
globules rouges (Gonzatti et Traugh, 1988), son taux est largement influence par la quantité
d'hémoglobine oxygénée (revue dans Hathaway et Traugh, 1982). La concentration nécessaire
pour inhiber 50% d'activité correspond a la concentration physiologique de 2,3
bisphosphoglycérate dans les érythrocytes (Kumar et Tao, 1975; revue dans Hathaway et
Traugh, 1982). Les changements d'activité CK2 dans les globules rouges sont corrélés avec le
changement de statut métabolique du globule rouge. Dans les érythrocytes, I'inhibition de la
CK2 est due a une concentration plus faible de polyamines et une quantité plus élevee de 2,3
bisphosphoglycerate tandis que la stimulation de la CK2 dans les réticulocytes est due a une
augmentation des polyamines et une diminution de 2,3 bisphosphoglycérate (Jakobi et al,
1994). Le 2,3 bisphophoglycérate pourrait reguler la synthése protéique dans ces cellules,
puisqu’ il est capable d'agir in vitro sur la synthése protéique (Narita et al., 1979). Dans ce
cas, il provoque une inhibition de la synthése protéique due a l'inhibition directe de la
phosphorylation du facteur d'initiation elF2B par la CK2 (Gonzatti et Traugh, 1988).

47



Les protéines K-ras (Gatica et al., 1987) peuvent étre des effecteurs de la CK2 in vivo
de par leur nature de composés basiques.

Les polyamines sont des constituants naturels de toutes cellules. Les concentrations
physiologiques sont de l'ordre de celles qui régulent in vitro la CK2. Elles sont donc
potentiellement régulatrices de la CK2 in vivo. De nombreuses situations physiologiques sont
associées a des changements des concentrations en polyamines et/ou de [l'ornithine
décarboxylase, impliquée dans leur synthése (Wallace, 1998). C'est le cas par exemple des
cellules en division (Cochet et al., 1980) ou du développement précoce (Osborne et al., 1989).
Les protamines apportées par le spermatozoide & la fécondation pourraient jouer un réle
identique (Ohtsuki et al, 1993).

L'absence de spécificité stricte des effecteurs potentiels de la CK2, ainsi que la
multiplicité des cibles de la CK2 expliquent sans doute le peu de régulations démontrées in
Vvivo pour cet enzyme.

C- Substrats et rdles de la CK2

La CK2 est une des kinases les plus pléiotropiques connues actuellement, en effet, elle
phosphoryle plus de 160 protéines (revue dans Pinna et Meggio, 1997). Ses substrats
préférentiels, in vitro, sont la caséine, la phosvitine et des peptides acides (revues dans
Hathaway et Traugh, 1982; Pinna, 1990). La caséine étant le premier substrat caratérise, on lui
a donné le nom de caséine kinase 2 bien qu'elle ne soit pas physiologiquement une caséine
kinase.

La CK2 est une sérine/thréonine protéine kinase phosphorylant ses substrats sur le
site consensus minimum (S/T)-X-X-(E/D/Sp/Yp). Des résidus acides supplémentaires
favorisent I'efficacité de phosphorylation (revues dans Pinna, 1990; Tuazon et Traugh, 1991).
Etonnemment, il a été montré qu'elle pouvait aussi phosphoryler un résidu tyrosine de la
protéine nucléaire Frp3 de levure aprés phosphorylation du résidu sérine de la protéine par la
CK2. Ces phosphorylations existent in vitro et in vivo (Wilson et al.,1997).

Une grande majorité des substrats de la CK2 est impliquée dans I'expression des génes.
Certains sont des acteurs de la transcription: les ARN polymérases, les ribonucléoprotéines,
des proto-oncogenes, des anti-oncogénes et des oncogenes. D'autres sont des éléments de la
machinerie de traduction: protéines ribosomales, facteurs d'initiation et d'élongation. Parmi les
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autres substrats, certains sont impliqués dans les voies de transduction: récepteurs, protéines
membranaires, kinases; dans le métabolisme intermédiaire: glycogéne synthase, inhibiteur de la
phosphatase 1, ornithine décarboxylase; dans le métabolisme du calcium et dans fonctions
particulieres: protéines nucléaires, protéines du cytosquelette, protéine liant le spermatozoide,
protéines virales... (revue dans Pinna et Meggio, 1997). Dans un certain nombre de cas, il a été
montré un changement d'activité du substrat sous I'effet de la phosphorylation par la CK2
(Issinger, 1993; Allende et Allende, 1995).

machinerie
de traduction

acteurs de la protéines du
transcription cytosquelette
protéines nucléaires protéines impliquées dans le

C K 2 métabolisme intermédiaire

protéines impliquées dans

rotéines virales ’ X X
P le métabolisme du calcium

protéines des voies

de transduction protéines spécifiques

Figure 16: Familles des substrats de la CK2.
La CK2 posséde un grand nombre de substrats (revue dans Pinna et Meggio, 1997), dans cette figure, ils sont
regroupés en plusieurs familles.

Ces grandes familles de substrats indiquent que la CK2 peut étre impliquée dans un
grand nombre de fonctions cellulaires.

Des expériences de mutations des génes codant pour les sous-unités catalytiques chez
S. cerevisiae démontrent que la CK2 est nécessaire pour la division cellulaire (Padmanabha et
al., 1990; revue dans Glover, 1998). La CK2 est active et nécessaire pendant la phase G1
(Carroll et Marshak, 1989; DeBenedette et Snow, 1991; Lorenz et al., 1994; Pepperkok et al.
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1994; Hanna et al., 1995) ainsi qu'a la transition G2/M (Hanna et al., 1995). Bien qu'un groupe
ait détecté une chute d'activité de I'enzyme aprés la phase G1 (Marshak et Russo, 1994), il ne
semble pas y avoir de fluctuations majeures de I'activité de la CK2 au cours du cycle cellulaire
(Bosc et al., 1999). En revanche, la concentration de la sous-unité b augmente dans les cellules
en division (Bosc et al., 1999) et l'injection d'anticorps anti-b provoque Il'arrét de la
progression du cycle cellulaire (Pepperkok et al., 1994). Les sous-unités a et b sont
phophorylées dans les cellules mitotiques sur des sites phosphorylables in vitro par CDK1
(Bosc et al., 1999; et voir paragraphe 2b). De plus, la reprise des divisions est associée a une
localisation prédominante de la CK2 dans le noyau et une partie de la CK2 peut étre associée
au fuseau mitotique (revue dans Litchfield et Lischer, 1993).

La CK2 joue un role dans la maturation méiotique, assimilée a une transition G2/M du
cycle (Jessus et Ozon, 1993). En effet, son activité augmente lors de la maturation dans les
ovocytes de la grenouille verte (Kandror et al., 1989), du xénope (Cicirelli et al., 1988) et
d'étoile de mer (revue dans Pelech et al., 1990; Pelech et al., 1991). La microinjection de CK2
dans des ovocytes de xénope facilite la maturation (Mulner-Lorillon et al., 1988).

Certains substrats de la CK2 sont des acteurs de la division cellulaire (p53, CDK1,
cdc37, DNAIligasel, topoisomérase2, l'inhibiteur de la phosphatase 1 (revue dans Pinna et
Meggio, 1997), et cdc25 (Ducommun, communication personnelle). Curieusement, plusieurs
substrats de la CDK1 sont aussi substrats de la CK2 (revues dans Meisner et Czech, 1991;
Pinna et Meggio, 1997). De plus, la CK2 est capable in vitro de phosphoryler la CDK1
(Russo et al., 1992).

Il est donc clair que la CK2 peut jouer un role dans le cycle cellulaire en association

étroite avec une CDK, une kinase majeure du contréle du cycle.

La CK2 est une sérine/thréonine kinase classée dans la famille des protéines kinases
régulées au cours de la croissance ("growth related protein kinases™) (Ralph et al., 1990). Des
études de génétique moléculaire ont montré que la CK2 est essentielle pour la viabilité de
S.cerevisiae (Padmanabha et al., 1990), quelle est essentielle pour la croissance de
D.discoideum (Kikkawa et al., 1992) et qu'elle joue un réle dans la transduction de la polarité
cellulaire lors de la croissance de S.pombe (Snell et Nurse, 1994). L'activité de I'enzyme est
élevée dans les cellules en divisions rapides: normales ou transformées. En effet, son activité
est plus élevée dans les tissus en prolifération (Geahlen et Harrison, 1984; Perez et al., 1988;
Pancetti et al, 1996) et elle diminue quand les cellules sont & confluence (Schneider et Issinger,
1989). La croissance de fibroblastes en culture est inhibée par injection d'antisens a et b
(Pepperkok et al, 1991). L'enzyme est, en effet, activée par différentes stimuli: serum,
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insuline, IGF1 (insulin growth factor 1), EGF (epidermial growth factor), les facteurs de
nécrose tumorale et les esters de phorbol (revue dans Litchfield et Lischer, 1993). Dans
différentes cellules, cette augmentation rapide est régulée au niveau post-traductionnel par les
facteurs de croissance et le serum (Sommercorn et al., 1987; Carroll et Marshak, 1989;
Ackerman et Osheroff, 1989). Lors d'un traitement a I'EGF, I'activation de la CK2 est corrélée
a une hyperphosphorylation de la sous-unité b (Ackerman et Osheroff, 1989; Ackerman et al,
1990). L'activité de la CK2 est aussi élevée dans les cellules transformées ou tumeurs (Prowald
et al., 1984; Seitz et al., 1989; Boldyreff et al., 1989; Minstermann et al., 1990; Pistorius et
al., 1991). L'augmentation d'activité est dans certains cas due a une augmentation de
I'expression de I'enzyme (Boldyreff et al., 1989; Seitz et al., 1989). Elle peut aussi étre due a
une dérégulation de la synthese ou de la dégradation de ses sous-unités (revue dans Guerra et
Issinger, 1999). La surexpression de la sous-unité catalytique augmente la propension a
développer un lymphome (revue dans Pinna et Meggio, 1997).

Ces augmentations de la CK2 posent une question intéressante, en effet, il n'est pas
défini si elles sont une conséquence de la prolifération cellulaire ou une cause de certains
développements de tumeurs. Il est simplement établi une corrélation entre le degré de
transformation et I'augmentation de la CK2 (revue dans Pinna et Meggio, 1997). La CK2 peut
étre considérée comme un marqueur de prolifération.

L'implication de la CK2 dans la prolifération est également confortée par la nature de
certains de ces substrats comme ceux intervenant dans la transcription (revues dans Meisner et
Czech, 1991, Pinna et Meggio, 1997).

La CK2 modifie I'expression des génes en phosphorylant des facteurs de transcription
ou d'autres protéines nucléaires. Ainsi, la phophorylation de c-jun, composant majeur du
facteur de transcription de AP-1, inhibe la liaison a I'ADN et provoque une diminution de
I'activité AP-1 (Lin et al., 1992). La phosphorylation de la nucléoline augmente son affinité
pour les histones et provoque leurs dissociations de I'ADN et facilite aussi la transcription
(Boldyreff et al., 1989). Dans la majorité des infections virales étudiées, les cibles de la CK2
sont des facteurs de transcription impliquant I'enzyme dans I'expression du génome viral
(revue dans Guerra et Issinger, 1999). Ces substrats cibles incluent Fos, Myb, p53, E1A
d'adénovirus, E7 de papillomavirus et I'antigéne T de SV40 (revue dans Meisner et Czech,
1991).

Parmi les facteurs de transcription phosphorylés par la CK2, il existe des proto-
oncogeénes. Il a été montré que les oncogenes viraux correspondant ne contenaient plus le site
de phosphorylation par la CK2. Ceci suggére que la conversion de ces protéines en oncogenes
est associée avec la délétion ou la substitution d'un site phosphorylable par la CK2,
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engendrant une déregulation de ces protéines normalement associées a la kinase (revue dans
Meisner et Czech, 1991).

Le taux de synthése protéique dans les globules rouges (érythrocytes et réticulocytes)
est correlé a I'activité CK2 (Jakobi et al, 1994; voir paragraphe 3). La CK2 a comme substrats
des facteurs d'élongation: eEF-1b et eEF-1d (cf chapitre eEF-1) et des facteurs d'initiation
(revue dans Pinna et Meggio, 1997) de la synthese protéique, ce qui expliquerait son action sur
la synthése protéique. Les effets de la phosphorylation des facteurs d'élongation par la CK2
ne sont pas encore €lucidés. En revanche, la CK2 régule directement l'activité de elF2B: une
inhibition de la phosphorylation de elF-2B par la CK2 entraine une inhibition de la synthése
protéique in vitro (Gonzatti et Traugh, 1988). Parallelement, la phosphorylation de GEF par
la CK2 stimule I'échange de GDP/GTP in vitro (Dholakia et Wahba, 1988) ce qui augmente le
taux de régénération et la disponibilité de elF-2-GTP (revue dans Tuazon et Traugh, 1991).

Enfin, des changements de l'activité de la CK2 ont été observés au cours du
développement embryonnaire (Schneider et al., 1986; Perez et al., 1987; Boldyreff et al., 1989;
Girault et al., 1990; Young et al., 1996; article 4) et larvaire (Hu et Rubin, 1990; Fialho et al.,
1999). Son expression peut étre aussi modifiée au cours du développement (Maridor et al.,
1991). Pour l'instant, le rdle de ces changements d'activité n'est pas connu.

cycle cellulaire transformation
maturation oncogeénique

\\ /

CK2

! N

croissance

prolifération développement

Figure 17: Roéles de la CK2.
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En conclusion, la CK2, kinase ubiquitaire, est impliquée dans un grand nombre de
processus cellulaires et doit étre considérée comme un acteur essentiel des mécanismes de
prolifération cellulaire, méme s'il parait de plus en plus clair que la CK2 n'est pas régulée de la
méme maniere que les enzymes impliquées directement dans les grandes voies de transduction,
comme les récepteurs-tyrosine kinase, les MAP kinases, la PKA ou la PKC.
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RESULTATS



Nos résultats sont présentés sous laforme d'un recueil d'articles. Une premieére partie
est consacrée al'analyse phylogénétique des séquences codant pour eEF-1d et eEF-1b (article
1). La deuxieme partie est consacrée au clonage et a I'expression de eEF-1d et eEF-1a (=eEF-
1A) au cours du développement précoce d'oursin (article 2 et 3) et la troisiéme porte sur la
caractérisation et les régulations d'une activité eEF-1d kinase identifiée a la CK2 au cours du
développement (article 4).

I- Analyse phylogénétique

Article 1

M-A. Guerrucci, A. Monnier, C. Delalande, R. Belle (1999).
The elongation factor-1d (EF-1d) originates from gene duplication of an EF-1b ancestor and

fusion with a protein-binding domain, Gene, 83-87.

Cet article présente I'analyse de I'évolution moléculaire des protéines de type eEF-
1b/b' et de eEF-1d & partir des methodes conventionnelles de phylogeénie.

Le complexe eEF-1B contient deux types de facteurs d'échange de nucléotides: eEF-
1b/b' et eEF-1d. L'alignement des domaines C-terminaux des séquences montrent que eEF-1b
et eEF-1b' des végétaux sont monophylétiques de méme que eEF-1b et eEF-1d des animaux.
Les domaines N-terminaux, des protéines eEF-1d, possédant le motif leucine-zipper sont
spécifiques de eEF-1d et ne se retrouvent dans aucune séquence connue. Nous pouvons
conclure que la protéine eEF-1d résulte de la fusion d'un domaine leucine zipper avec le
domaine C-terminal d'un gene ancestral de type eEF-1b. La protéine eEF-1d n'a été retrouvée
que chez les animaux supérieurs. La duplication de I'anceétre eEF-1b a eu lieu avant I'émergence
des arthropodes. Les deux genes eEF-1b et eEF-1d ont cependant évolué de fagon conjointe,
probablement en relation avec leur association avec le méme facteur eEF-1A.
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I1- Clonage et expression de eEF-18 et eEF-1Aau cours du
développement précoce d'oursin

Avrticle 2

C. Delalande, A. Monnier, O. Minella, A-M. Geneviere, O. Mulner-Lorillon, R. Bellé and P.
Cormier (1998).

Developmental regulation of elongation factor-1din sea urchin suggests appearance of a
mechanism for alternative poly(A) site selection in gastrulae, Exp. Cell. Res, 242, 228-234.

Nous avons isolé et séquencé, par criblage d'une banque d'ADNc de Sphaerechinus
granularis, deux ADNc de 2,0 et 2,7 kb codant pour eEF-1d (n° accession: Y14235 et
Y14236). Les deux ADNCc isolés sont identiques dans leurs régions 5' non traduites, séquences
codantes et séquences 3' non traduites jusqu'a la position AATAAA(1892). L'ADNCc de 2,7
kb possede une séquence supplémentaire de 722 pb en région 3'UTR. Ills proviennent de la
selection alternative d'un site de polyadénylation a partir d'un méme précurseur. Ils codent
pour une protéine de 35 kDa identifiée a eEF-1d selon 3 critéres.

- Présence d'un motif leucine zipper dans le domaine N-terminal.

- Domaine d'échange de GDP/GTP dans la partie C-terminale.

- Intégration dans un complexe EF-1 hétérologue.

Nous avons montré que eEF-1d était exprimé sous la forme de deux messagers de 2,0 et
2,7 kb au cours du développement précoce d'oursin et que leurs expressions étaient régulées au
cours du developpement (article 2). L'apparition du messager de 2,0 kb a partir du stade
gastrula suggére qu'un mécanisme de sélection alternative du site de polyadénylation est mis en

place a la gastrulation.
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Article 3

C.Delalande, A.Monnier, P.Cormier, O. Mulner-Lorillon and R. Bellé (1998).
Changes in elongation factor-1a transcripts are uncoupled to changes in EF-1d during sea
urchin development, Biol. Cell, 90, 661-663.

Nous avons analysé la régulation de I'expression de eEF-1d par rapport a celle de eEF-
1A. Cette analyse a été possible grace au clonage et séquencage d'un fragment d’ADNc codant
pour eEF-1A de Sphaerechinus granularis (n° accession AJ010972). L'expression de deux
composants de eEF-1 est découplée au cours du développement précoce. L'expression de eEF-
1A est faible pendant les divisions précoces et augmente tres fortement a la transition blastula-
gastrula. Celle de eEF-1d chute pendant les divisions précoces et réaugmente plus tardivement
et plus progressivement que I'expression de eEF-1A.

Le decouplage de I'expression entre eEF-1A et eEF-1d conforte I'idée que I'une et/ou
l'autre puisse avoir des fonctions spécifiques indépendantes.
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I11- Caractérisation et changement d'une activité eEF-16 Kinase identifiée a
la CKII

Christelle Delalande, Robert. Bellé, Patrick Cormier, and Odile Mulner-Lorillon (1999).
Transient increase of a protein kinase activity identified to CK2 during sea urchin
development, Biochem. Biophys. Res. Commun., 266, 425-431

Nous avons produit et purifié une protéine recombinante bactérienne GST-eEF-1d par
introduction de la partie codante de eEF-1d dans un vecteur de surexpression pGEX-2T. Nous
avons étudié la phosphorylation de cette protéine par différentes kinases in vitro. La PKA et la
CK2 phosphorylent GST-eEF-1d alors que la PKC et CDK1 sont inefficaces.

Nous avons utilisé cette protéine comme substrat afin d'étudier les activités protéines
kinases endogenes d'embryons d'oursin au cours du développement précoce. Une activité
eEF-1d kinase a été mise en évidence. L'activité eEF-1d kinase augmente transitoirement,
atteignant son maximum entre 24 et 30h apreés fécondation. Nous avons identifié, sur plusieurs
criteres, la kinase responsable de cette activité a la CK2.

Avec l'objectif de déterminer le rble de cette activité au cours du développement
précoce, nous avons étudié les effets des inhibiteurs de la CK2 (2,3 bisphosphoglycérate et
DRB) in vivo. Nous avons observé qu'ils affectaient le développement des embryons lors de la

transition blastula-gastrula.



CONCLUSIONS

ET

PERSPECTIVES



L'ensemble des données bibliographiques ainsi que nos résultats conduisent a de
nouvelles questions. Quel est le role de eEF-1d, est-il restreint a I'élongation de la synthése
protéique ? La connaissance de ses partenaires peut-elle aider a élucider cette question? Quand
est-elle exprimée, sous quelle forme? Quels sont les rbles de I'activité eEF-1d kinase?

I- Fonction de eEF-15 et role de sa phosphorylation

La protéine eEF-1d est spécifique des animaux supérieurs et intervient dans
I'elongation comme échangeur de GDP/GTP sur eEF-1A. Présente dans eEF-1B, elle ancre la
valyl-ARNt synthétase dans le complexe. L'implication de la protéine eEF-1d est-elle
restreinte a I'élongation de la synthese protéique? Quel est le rdle spécifique de eEF-1d par
rapport a eEF-1b? Quelle(s) fonction(s) supplémentaire(s) apporte le domaine N-terminal qui
contient le motif leucine zipper ?

L'étude de chaque domaine doit étre abordée séparément, en effet, les expériences de
complémentation de levure indiquent une différence fonctionnelle entre les domaines C-
terminaux, pourtant trés similaires de eEF-1d par rapport a eEF-1b.(voir chapitre 1).

La protéine eEF-1d est la protéine du complexe eEF-1 phosphorylable par le plus
grand nombre de protéine kinases différentes. Le réle de ces différentes phosphorylations se
pose a plusieurs niveaux: la composition de(s) complexe(s) contenant eEF-1d, l'interaction
entre les différents partenaires, les activités de chacun des éléments, les r6les cellulaires de
chacun, et toute régulation physiologique qui peut en résulter. Pour guider la recherche du role
de ces phosphorylations, il faut tenir compte du fait que la phosphorylation par
CDK1/cycline B est acquise au cours de I'évolution, que celles dues a la CK2 sont universelles.
Le potentiel de régulation par phosphorylation est trés important si I'on considere que celle
effectuée par la protéine virale U(L)13 est associée a une modification radicale de la synthese
protéique.

Les phosphorylations spécifiques de eEF-1d, par rapport a I'autre facteur d'échange de
nucléotides eEF-1b, ferait de eEF-1d I'élément central d'intégration d'une multitude
d'effecteurs cellulaires chez les eucaryotes supérieurs. Si eEF-1d a une fonction spécifique par
rapport a eEF-1b, qu'est ce qui assure cette fonction chez les plantes et les levures? Les
plantes possedent aussi un deuxiéme facteur d'échange de GDP/GTP mais il est plus proche
de eEF-1b, on peut donc penser que ces deux facteurs n‘auront pas les mémes fonctions. De

plus, chez la levure, il n'existe que eEF-1b.
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Les embryons d'oursin, parallelement avec les modéles permettant I'approche génétique
(mutation, complémentation fonctionnelle, recombinaison homologue), devraient contribuer a
répondre a ces questions par:

- la mise au point d'extraits cellulaires actifs, comme il en existe déja pour les études de
la synthese protéique. Ces extraits permettraient d'aborder le réle de la protéine eEF-1d dans
la synthése des protéines, le cycle cellulaire et ses anomalies, ainsi que la réparation de I'ADN.

- les approches de localisation intracellulaire, par anticorps ou protéeine fluorescente

verte (GFP) au cours des divisions précoces et du développement.

I1- La protéine eEF-10 et ses partenaires

La comprehension de la fonction de eEF-1d necessite l'identification de tous ses
partenaires. Cette étude a pu débuter dans le laboratoire grace a l'obtention d'anticorps
polyclonaux dirigés contre la protéine eEF-1d recombinante. La purification de composés sur
le critére de la présence de eEF-1d n'a jamais été réalisée. L'existence de protéines virales
(ICPO) capables de s'associer avec eEF-1d laisse présager que des protéines cellulaires sont
capables d'interagir.

La technique de criblage par double hybride constitue une méthode de choix pour
I'identification de protéines qui intéragissent in vivo avec la protéine d'intérét. Elle peut
notamment permettre la détermination d'éventuels partenaires cellulaires de eEF-1d. Cette
approche est envisageable a court terme car les ADNc de la banque de S.granularis sont dans
des vecteurs navette bactérie-levure dont I'expression est inductible.

L'identification de nouveaux partenaires de eEF-1dpermettra d'avancer dans la
compréhension du role de la protéine, soit dans I'élongation de la synthese protéique soit dans
les autres fonctions suspectées comme la réparation de I'ADN ou le contréle du cycle

cellulaire.

I11- Expression de eEF-18

L'étude de I'expression des ARNm codant pour eEF-1dau cours du
développement précoce a montré une régulation transcriptionnelle trés intéressante et la mise
en place d'une sélection alternative du site de polyadenylation a la gastrulation. La seule
différence entre ces deux séquences réside dans la longueur de la région 3' non codante. Cette
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différence suggere une regulation différente pour ces deux ARNm. En effet, la région 3'UTR
peut étre impliguée dans la stabilité du messager, sa localisation, son efficacité de traduction.
La détermination du rdle de ces séquences peut étre abordée de plusieurs fagons: I'étude du
recrutement des ARNm dans les polysomes et la microinjection de protéines de fusion des
séquences 3' non codantes avec une étiquette GFP (green fluorescent protein). La mesure de la
stabilité des messagers et la recherche des protéines susceptibles d'interagir avec la région
3'UTR est également possible. Ces approches sont toutes réalisables chez I'oursin. En
particulier, les techniques de GFP constituent chez I'oursin, de nouvelles approches pour
I'étude de la régulation transcriptionnelle (Arnone et al, 1997).

Le découplage de I'expression entre eEF-1A et eEF-1d conforte I'idée que I'une et/ou
l'autre puisse avoir des fonctions spécifiques indépendantes, en particulier, eEF-1A est
considéré comme un facteur multifonctionnel (chapitre 1) sans nécessairement qu'il soit régulé
dans chacune de ses fonctions par eEF-1B. L'expression de eEF-1bg est aussi découplée de
celle de eEF-1A chez le xénope (Morales et al, 1993), cependant une étude conjointe de
I'expression des cing constituants de eEF-1 devrait étre réalisée. Un découplage de I'expression
de eEF-1bg par rapport a celle de EF-1d, et/ou la valyl-ARNt synthétase renforcerait l'idée
que eEF-1bg puisse étre une entité physiologique avec des fonctions propres.

Alors que les deux messagers codant pour eEF-1d sont régulés au cours du
développement précoce, la protéine reste constante pendant la méme période. Des mesures de
stabilité et de compartimentalisation de la protéine éclairciraient cet apparent paradoxe. Nos
résultats concernant eEF-1d font de I'oursin un modéle pour comprendre le découplage entre
transcription et traduction.

IVV- La eEF-16 kinase

En utilisant, la protéine recombinante eEF-1d comme substrat, nous avons montré une
régulation d'une activité eEF-1d kinase identifiée a la CK2 au cours du développement
précoce. Le lien entre cette activité et la phosphorylation de eEF-1d n'est pas établi. 1l faudrait
étudier d'une part, les éventuels changements de phosphorylation de la protéine eEF-
1d endogene afin de préciser si elle intervient dans les effets de la CK2 au cours du
développement et dautre part, s'il existe une corrélation entre sa phosphorylation et la
régulation de son activité d'échange de GDP/GTP et donc de l'activité d'élongation.
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Nos résultats indiquent un réle de la CK2 dans le développement de l'oursin a la
transition blastula-gastrula. Le développement précoce de I'oursin constitue un des meilleurs
exemples physiologiques d'activation de la CK2 dont il faut trouver maintenant le mécanisme.
Les cibles impliquées dans le blocage de la transition blastula-gastrula sont probablement
nombreuses, du fait de la pléitropicité de la CK2. Elles se situent au moins au niveau de
I'éclosion, soit par I'intermédiaire de la transcription du messager de I'enzyme d'éclosion qui est
I'un des premiers transcrits de la blastula (chapitre Il), soit par I'activation méme de I'enzyme
d'éclosion (modifications post-traductionnelles). Ces deux voies sont abordables
expérimentalement.

Cependant le rdle de la kinase ne peut se limiter a cette étape du développement
puisque son activité continue d'augmenter et reste élevée jusqu'au stade plutéus. Parmi les
substrats de la kinase, il est important de déterminer quel est le réle de la phosphorylation de
eEF-1d lui-méme dans les différentes étapes du développement dans lesquelles la kinase
intervient.

En conclusion, nous pouvons suggérer que eEF-1d serait un intégrateur de différents
signaux (plusieurs phosphorylations possibles, ancrage de la Val-RS...) et donc un élément
fondamental de la régulation de l'activité du facteur d'échange de nucléotides eEF-1B.
L'ensemble des approches proposées chez I'oursin devrait permettre de mieux comprendre la
spécificité de eEF-1d par rapport a eEF-1b. Parallélement, I'étude du réle de I'activité CK2 au
cours du développement et de la phosphorylation de eEF-1d par la CK2 devraient aboutir a la

détermination du réle de la phosphorylation par la CK2 au cours du développement précoce.
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RESUME

La synthése protéique est composée de trois phases: l'initiation, I'élongation et la
terminaison. Le facteur eEF-1 intervient dans la phase d'élongation de la synthése protéique. Il est
constitué de deux éléments: d'une protéine G: eEF-1A et d'un complexe d'échange de GDP/GTP:
eEF-1B. La composition du complexe eEF-1B est différente selon les espéces: eEF-1bgou eEF-
1bgd associé a la valyl-ARNt synthétase chez les animaux et eEF-1bb'gchez les végétaux.

Nous avons cloné et séquencé deux ADNCc de 2,0 et 2,7 kb codant pour eEF-1d chez
I'oursin Sphaerechinus granularis. 1ls codent pour une protéine de 35 kDa identifiée a eEF-1d sur
trois critéres: la présence d'un domaine leucine zipper dans la partie N-terminale, d'un domaine
d'échange de GDP/GTP dans la partie C-terminale et son intégration dans un complexe eEF-1
hétérologue.

Les deux ADNCc sont identiques dans leurs séquences 5' non codante et codante, ils
different par la longueur de leur région 3'UTR. Leur expression est régulée au cours du
développement et suggere la mise en place d'une sélection alternative du site de polyadénylation
au cours du développement. L'expression des ARNm codant pour eEF-1d est decouplée de celle
de son partenaire eEF-1A au cours du développement précoce.

L'analyse phylogénétique des séquences des protéines de type eEF-1b/b' et eEF-1d a
montré que eEF-1b et b’ étaient des genes paralogues et que eEF-1d provenait de la fusion d'un
domaine C-terminal d'un géne ancestral b avec un domaine leucine zipper.

Nous avons utilisé la protéine recombinante eEF-1d pour étudier la régulation de(s)
activité(s) eEF-1d kinase(s) au cours du développement précoce. Nous avons montré une activité
transitoire eEF-1d kinase atteignant son maximum d'activité 24 a 30h apres la fécondation. La
eEF-1d kinase a été identifiée a la CK2, kinase phosphorylant les facteurs d'‘échange de
nucléotides: eEF-1b et eEF-1d. Les inhibiteurs de la CK2 affectent la transition blastula-gastrula,
suggérant un réle de la kinase dans le développement précoce.

La régulation de I'expression de eEF-1dau cours du développement ainsi que la
phosphorylation de la protéine par plusieurs protéines kinases (PKA, PKC, CDK1/cycline B, S6
kinase multipotentielle, CK2, U(L)13) laissent présager un réle d'intégrateur de signaux pour la
régulation de I'activité du complexe eEF-1B dont eEF-1d est un constituant chez les animaux.
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