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RESUME

La division cellulaire est un processus physiolagigextrémement régulé et la
moindre anomalie entraine la mobilisation de pailgsurveillance. Lorsque qu’un probléme
survient dans le contrdle de la division, cela pmitainer I'apparition de pathologies graves
comme le cancer. L'étude de l'implication des facsede traduction lors de la mobilisation
des points de surveillance a été realisée en andfiles atouts du modéle de I'embryon
d’oursin.

Les travaux réalisés au cours de cette these, ontrénque le point de surveillance de
I'ADN endommagé (arrét du cycle-réparation-apoptésat fonctionnel des le premier cycle
suivant la fécondation dans I'embryon d'oursin. Nauons également mis en évidence que
dans les embryons d'oursin, la phosphorylation ad@rbtéine elF& est impliquée dans
laugmentation de synthése protéique induite pafétandation et dans linhibition de
synthese protéique induite par un traitement anecnoolécule alkylant ’ADN, le MMS.

Nos études montrent que la protéine 4E-BP, un itghib de la traduction, est
surexprimée et fonctionnelle en réponse a la nsatibn du point de surveillance de I'ADN
endommagé par une molécule radiomimétique (bléameyca un stress hypoxique ou lors de
I'exposition a un métal lourd (Chromelll) dans Iteyon d’oursin. Enfin, nous démontrons
gue lors du traitement des embryons par le MMS ngnduit pas de surexpression de 4E-BP,
la protéine elF4G est modifieée, dégradée ou clbaden la dose de drogue utilisée.

Nos études renforcent l'intérét et les connaissasce I'implication des facteurs de
traduction lors de la mobilisation des points devsillance du cycle cellulaire dans
'embryon d’oursin mis en situation de stress etl@ndommagement de I'ADN. Ainsi les
résultats obtenus permettent de poser les basewuleelles régulations des facteurs de
traduction elF4E et elF4G et de leur inhibiteur BIE-permettant de contrdler la synthése
protéique lorsque la cellule s'engage dans lad®igsurvie ou de mort cellulaire.

ABSTRACT

Cell division is a highly regulated process and mvheproblem occurs, the cell cycle
checkpoints are activated. When cell cycle cheaksare defective, pathological disease, as
cancer, can occur. The implication of translatiantdérs during checkpoints activation was
studied in sea urchin embryo model.

The work realized during this PhD demonstrated actional DNA damage
checkpoint during the first cell division of se&zhin embryo. The elk2 phosphorylation was
shown to be implicated in translational activatiafter fertilization and in translation
inhibition after MMS treatment, a DNA alkylating hecule.

This study shows an expression of functional 4EpBétein, a translational inhibitor,
after induction of DNA damages by radiomimetic d{bteomycin), hypoxic stress or heavy
metal (Chromelll) treatment in sea urchin embryoe \Wemonstrated that, after MMS
treatment, which doesn’t induced 4E-BP expressibe, elF4G protein was modified,
degraded or cleaved as a function of drug dose.

Our work support interest and knowledge on tramsiat factors implication when
checkpoint was mobilisated after DNA damages dulzglstress in sea urchin embryo. These
results are a starting point to study new regutatiof translational factors elF4E, elF4G and
4E-BP when cell is directed toward survival or ckdhth pathways.
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AVANT PROPQOS

La régulation traductionnelle est depuis 10 ansmeue comme un niveau de contréle
important de [I'expression des génes. Controler faduction d'un ARN (Acide
RiboNucléique) messager en protéine permet a lalegle répondre dans un contexte spatio-
temporel fin a différents stimuli physiologiques @des conditions de stress. Ainsi le contréle
au niveau de la traduction est impliqué dans debmeax mécanismes cellulaires tels que la
croissance, la survie, la division cellulaire, l@fétenciation ou encore la mort cellulaire
programmeée, I'apoptose. Ainsi, la perte de contdiletaux de traduction est étroitement
associée a la transformation des cellules saineslkries cancéreuses.

Il est maintenant admis que les cancers ont pagmerun dysfonctionnement des
points de surveillance de 'ADN (Acide Désoxyribodikiqgue) endommagé. Les points de
surveillance sont les mécanismes qui assurent ljague étape de la division cellulaire se
déroule sans défaut et au bon moment. Ainsi, 'eamdagement de I’ADN, le contrdle du
cycle cellulaire et la régulation de I'expressioéngjue, en particulier au niveau de la
traduction, sont étroitement liés. Généralemerst,dimides de ces processus physiologiques
sont réalisées dans des modeles de cellules emegltii présentent plusieurs inconvénients.
Ces cellules sont transformées et possédent dgaaidéhénotype altéré. Ces cellules sont
asynchrones et la réponse observée a la suiteact®ohb d’'une molécule génotoxique est le
résultat d'un mélange de réponses en fonction dihése du cycle dans laquelle se trouve
chaque cellule. L'étude de la réponse sur des lesllsynchronisées nécessite I'utilisation
d'agents qui sont eux méme des molécules endommiadaacellule et rendent les

interprétations tres délicates. L'étude de la régoih de I'expression des genes au niveau de

12



la traduction dans les cellules en culture estedgant difficile car elle nécessite I'emploi de
drogues permettant de s’affranchir de la régulatianscriptionnelle.

Ainsi, I'étude de l'implication des facteurs daduction lors de I'activation des points
de surveillance du cycle cellulaire demande un neogéésentant des divisions synchrones
ainsi qu'une activité transcriptionnelle la plusbfa possible. Le modéle de I'embryon
précoce d'oursin a été choisi pour ces raisonsplbe, contrairement a d'autres modeéles
reconnus pour I'étude du cycle cellulaire comme desfs et embryons de xénope ou les
ovocytes d’étoile de mer, I'ovule d’oursin présetaecaractéristique d’avoir terminé sa
maturation méiotique et permet d'étudier directemmles divisions mitotiques lors de la
fécondation. Associée a ces caractéristiques plogiiues, I'acquisition récente de nouvelles
données renforce l'intérét du modéle de I'embryo@cpce d'oursin. D’un c6té, plusieurs
acteurs de la régulation traductionnelle ont dégacéractérisés d’'un point de vue fonctionnel
dans ce modele. D’'un autre c6té, I'obtention rézeht génome complet de cet organisme

permet d'envisager des études génomiques.

Au cours de ce travail de thése, nous avons ablardpiestion des liens entre la
régulation traductionnelle et la réponse cellulaide un stress, en particulier un
endommagement de 'ADN en tirant profit du modelee geprésente le développement
embryonnaire précoce de l'oursin. L'ensemble deroget nous a amené a nous confronter
aux mécanismes complexes qui contrblent le cydlelaiee, la réparation de I'’ADN, la mort
programmée des cellules et ceux qui orchestrenddalation traductionnelle. Appréhender
ces meécanismes dans leur globalité représente aifermpe important. Dans ce manuscrit,
dans un souci de clarté pour le lecteur, nous awhiési de présenter une introduction

générale divisée en trois parties principales.
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La premiére partie présente la régulation du cgelkulaire et aborde les différents
mécanismes de surveillance existant pour répondne @ndommagement de '’ADN. Nous
avons ensuite décrit les mécanismes de réparatidiABN et d’apoptose, faisant partie de
ces points de surveillance. Un dysfonctionnementce®® mécanismes étant a la base de
pathologies graves, cela nous a amené naturelleenesatuligner leur importance dans le
processus de cancérisation.

La seconde partie de lintroduction est consacréa @&gulation traductionnelle au
niveau de linitiation. Nous avons mis l'accent des relations entre linitiation de la
traduction et le contréle du cycle cellulaire, éponse au stress et les mécanismes d’apoptose.
Nous avons conclu cette partie en montrant l'ingouce de ces régulations dans la
compréhension des mécanismes de cancérisation.

Dans la troisieme partie de lintroduction, nousoms illustré I'ensemble des
mécanismes précédemment décrits dans le contexisiofdgique particulier du
développement embryonnaire précoce de l'oursinteQidrniére partie permet d'intégrer les
résultats des travaux expérimentaux effectués atsate cette thése portant sur I'étude des
facteurs de traduction et des points de survedahccycle cellulaire.

Les données expérimentales originales acquisesl’@amsryon précoce d’oursin sont
ensuite présentées sous forme de quatre artidlstiiques. L'ordre de présentation de ces
articles permet d'aborder dans un premier tempsmibilisation des mécanismes de
surveillance a la suite de 'endommagement de 'ADbk deux articles suivants démontrent
la relation étroite et originale qui existe entee hiveau d’expression d'un régulateur
traductionnel important et la réponse au stres®Xigpe et génotoxique. Enfin le quatrieme
et dernier article présente l'analyse de plusieiarsteurs de traduction au cours des
mécanismes de mort cellulaire induits par un stggsmtoxique. L'ensemble des résultats

originaux obtenus au cours de cette thése nousgpeem fin de ce manuscrit, de présenter
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une conclusion générale qui met en avant une riéguilsophistiquée des différents acteurs en
fonction des conditions étudiées.

En annexe, sont présentées deux revues auxquellssamons participé.

En conclusion, ces études effectuées dans I'embpyéooce d’oursin apportent de
nouvelles connaissances importantes pour la coraps@&n de la régulation traductionnelle
dans le contexte spécifigue du modéle et aussi Bamadre général de la régulation de

I'expression des géenes au sein de la cellule.
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INTRODUCTION

1 Point de surveillance du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est le processus qui permelivagsion des cellules, indispensable a
la vie d'un organisme. Chaque phase du cycle eséreement régulée et des points de
surveillance sont constamment sollicités afin @tar la division a la moindre anomalie
(Kastan and Bartek 2004). Lorsqu’un des points wigedllance est activé, le blocage de la
division est suivi de la mise en place de mécarssrapables de réparer la Iésion cellulaire et
ainsi de permettre a la division de se poursuivoesque les dommages sont trop importants
pour étre réparés, la mort cellulaire programméa &poptose) est déclenchée. Un
déréglement de ces points de surveillance peutuiend I'apparition de pathologies graves
comme le cancer.

Dans cette premiére partie, le mécanisme de divisatiulaire des cellules eucaryotes
est brievement décrit, puis les points de surveka mobilisés en réponse a
'endommagement de ’ADN sont abordés. Enfin, detewrs impliqués dans ces voies et

pouvant entrainer la transformation cellulaire gésentés.

1-1 Cycle cellulaire

Description

Le cycle cellulaire est composé de l'interphasaadulaquelle la cellule prépare sa
division, et de la phase mitotique (phase M) quiaid & la formation des deux cellules filles
(Nurse 1990). L'interphase est constituée de plusigtapes, la phase S de synthése de
I'ADN et les phases G1 (Gap 1) et G2 (Gap 2) quirdtent la préparation des phases S et

M, respectivement.
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La progression dans le cycle est assurée par désinas appelées cyclines, qui sont
synthétisées a des moments précis du cycle etfaldégradation permet le passage a la phase
suivante. Les cyclines sont indispensables a Vaétdes kinases CDKs (Cyclin Dependent
Kinase) et seul le complexe CDK-Cycline est adihaque complexe CDK-Cycline est
spécifiguement activé pour une phase particuliéigu¢e ). Les complexes CDK4/6-Cycline
D, CDK2-Cycline E et CDK2-Cycline A coordonnentnferphase alors que les complexes

CDK1-Cycline A et CDK1-Cycline B régissent la migogMurray 2004).

CDK2

CDKa4/6 Cycline E

Cycline D

N\ J CDK2

G1 Cycline A
s v

M G2
f \ CDK1
Cycline A
CDK1
Cycline B

Figure 1 : Complexes CDK-Cycline durant le cycle drilaire
Les complexes CDKA4/6-Cycline D, CDK2-Cycline E dDKE-Cycline A contrélent

l'interphase alors que les complexes CDK1-CyclineetACDK1-Cycline B contrdlent la
mitose.
L’entrée en phase G1 est sous dépendance du camp@K4/6-Cycline D et Rb, la

protéine du rétinoblastome (Sherr and Roberts 18RBBpIm and Reed 2000). Les facteurs de

transcription DP1 (Dimerisation Partner 1) et EBRtsnhibés par interaction avec la protéine
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Rb. Lorsque le complexe CDK4/6-Cycline D est aciif,phosphoryle la protéine Rb
provoquant ainsi le relargage de DP1 et E2F. Lese@ms de transcription ainsi libérés
peuvent induire I'expression de genes requis potransition G1/S, notamment le gene de la

cycline E (Bartek and Lukas 2001).

La transition G1/S est contrdlée par la cycline Ut sjassocie a CDK2 et induit la
fixation de Cdc45 (Cell Division Cycle 45) sur leraplexe de pré-réplication composé des
protéines ORC (Origin Recognition Complex), Cdcel(®ivision Cycle 6) et MCM (Mini-
Chromosome Maintenance). Ceci induit le relargagg€dc6 et ORC, et permet l'initiation de
la réplication par le recrutement de 'ADN polymssasur I’ADN (Bartek and Lukas 2001).
Le complexe kinasique CDK2-Cycline A est nécessait@&longation de la réplication bien
gue sa fonction exacte dans la réplication soitoendargement recherchée. Pendant les
phases S, G2 et M, la fixation de MCM sur les iogg de réplication est bloquée, ce qui
empéche la re-réplication (Bartek and Lukas 20D&)complexe de pré-réplication peut étre
assemblé uniqguement en G1 et activé uniqguement. dmiSque le complexe kinasique
CDK2-cycline A est actif, les protéines Cdc6 et Ofiit phosphorylées, ce qui verrouille la
machinerie de réplication (Yam et al. 2002).

En fin de phase S, la cycline A s’associe a CDKplaisphoryle la phosphatase
Cdc25 qui retire le phosphate inhibiteur du compl€PDK1-Cycline B et participe ainsi a son

activation (Mitra and Enders 2004).

Le complexe CDK1-Cycline B activé orchestre la ghastotigue des cellules qui
conduit a la ségrégation chromosomique (Nurse dndidux 1980; Nurse 1990). La mitose
est séparée en plusieurs phases, la prophase,é&agrgula condensation des chromosomes et

finissant par la rupture de I'enveloppe nuclédagyrométaphase caractérisée par la formation
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du fuseau mitotique, la métaphase permettant ieligent des chromosomes sur le fuseau,
'anaphase caractérisée par la séparation des akides sceurs et enfin la télophase qui
termine la mitose par la disparition du fuseauesttiée en cytokinése. Le complexe CDK1-
Cycline B est impligué dans toutes ces étapesatptoryle des protéines comme les lamines
au cours de la rupture de I'enveloppe nucléairs, lidstones (H1) lors de la condensation
chromosomique ou des MAP (Mitogen Activated Protémpliquées dans la formation du
fuseau mitotique (Nigg 1995). Le complexe kinasiqBK1-Cycline B est capable de
phosphoryler également 'APC (Anaphase Promotinghflex) ou cyclosome, permettant la
dégradation de la cohésine qui assure la cohéssrckdromatides. Les chromatides soeurs
peuvent alors migrer vers les pbles opposés duafusgii s'écartent 'un de l'autre. La
phosphorylation de 'APC permet également la déafiad de la cycline B par la voie de

I'ubiquitine, ce qui entraine la fin de la mitodéurray 2004).

Réqulation des CDKs

L’activité des complexes CDK-Cycline est controlgear un équilibre de
phosphorylation - déphosphorylation. Certaines phosylations sont indispensables a
lactivité du complexe CDK-Cycline, dautres entraint son inhibition. Les résidus
phosphorylés provoquant une inhibition devront d&phosphorylés pour permettre I'activité
du complexe kinasique (Figure. 2

L’activité des complexes CDK-Cycline est égalemeégulée par des protéines

appelées CKiIs (Cyclin dependent Kinase Inhibitors).
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CAK Cdc25
= Kinase activatrice = Phosphatase activatrice

w

®i .Tl | : T1
Y1 Y1l CDK1

— S .
é P)T16 P)T16 écydme i

Forme inactive Forme inactive Forme active

m

Mytl / Weel
= Kinases inhibitrices

Figure 2 : Régulation des complexes CDK-Cycline pgrhosphorylation.

Les phosphorylations activatrices (en vert) sordlis€es par la kinase CAK alors que les
phosphorylations inhibitrices (en rouge) sont rééés par des kinases Weel et Mytl. Les
déphosphorylations activatrices sont réaliséeslpamphosphatases Cdc25.

* Les phosphorylations activatrices

Les CDKs impliguées dans le cycle cellulaire sphbsphorylées sur un résidu
thréonine (Thr-160 pour CDK2 et Thr-161 pour CDKiez 'lhomme), ce qui entraine la
stabilisation et I'activation du complexe CDK-Cywdi (Gu et al. 1992). La kinase responsable
de cette phosphorylation est la kinase CAK (CDKivating Kinase) (Figure )2 qui est elle-

méme une CDK (CDK7) et se lie a la cycline H.
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* Les phosphorylations inhibitrices

L’activité des CDKs est inhibée par des phosphtinia sur des résidus thréonine et
tyrosine (Thr-14 et Tyr-15 pour CDK1 et CDK2 chdmmme) présentes dans le domaine de
liaison de I'ATP. La phosphorylation de ces résidbmure 3 est réalisée par les kinases
Weel ou Mytl (Membrane-associated tyrosine- anckothine-specific cdc2-inhibitory
kinase). La kinase Wee 1 (Parker et al. 1992) mspioryle que la tyrosine 15 alors que Myt

1 (Mueller et al. 1995) est capable de phosphotgkedeux résidus.

 Les déphosphorylations activatrices

Les phosphates inhibiteurs doivent étre retires@BKs pour que celles-ci assurent
leurs fonctions kinasiques. Pour cela, des phoaphatde la familles des Cdc25 (Cdc25A,
Cdc25B et Cdc25C chez I'homme) sont capables deerdées phosphates inhibiteurs des
résidus Tyr-15 et Thr-14 (Millar et al. 1991; Rudl 2007) (Figure 2 Cdc25A est
classiquement décrit comme un régulateur fonctiohsaulement en G1/S alors que Cdc25B
et C sont considérés comme actifs seulement en QA& des études récentes ont démontré
gue les différentes isoformes de Cdc25 coopérent peguler chaque transition du cycle

(Boutros et al. 2006).

¢ Les CKis

Il existe deux familles d’inhibiteurs de CDKs (CIl$a famille des INK4 (Inhibiteur

de CDK4) et la famille des Cip1/Wafl/Kipl-2. Le®f@ines de la famille INK4 sont capables

de se fixer et d'inhiber CDK4 et CDK6. Les INK4 $azomposés de pf * p1g™ 4
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p18™ “Cet p19™ 4 L'action de ces protéines entraine un arrét dlecyn G1 en formant des
complexes ternaire INK4-CDK4/6-Cyclin D ou binaidK4-CDK4/6 (Jeffrey et al. 2000;
Maddika et al. 2007). Les protéines de la famile @Kls Cipl/Wafl/Kipl-2 incluant
p21°PWatl ot n2FP1 peuvent se fixer et inhiber le complexe CDK2- @yelE (Figure R I

a également été montré que [J27est capable de s’associer au complexe kinasiqu&é2€D
Cycline A (Russo et al. 1996). Les protéines 124/ et p27"** peuvent également avoir
une fonction activatrice et permettent 'assembldigeomplexe CDK4-Cycline D (Coqueret

2003).

ps: @

|
«»

J J_ CDK1
CDK2

Cycline B

< Cycline A ’ yemne

CDK2 CDK1
CDK4/6 Cycline E Cycline A
@yclineD

™ ] @ | s | G2 | M|

Figure 3 : Cibles des CKI au cours du cycle cellulee.

Les CKils de la famille des INK4 (p15 et pl16) inhibles CDK4/6 alors que les CKis de la
famille Cip1/Wafl/Kip1-2 (p21 et p27) inhibentG®K?2.
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1-2 Points de surveillance

Lorsque des anomalies interviennent au cours de&igion, des points de surveillance
sont mobilisés. C’est en particulier le cas lorsl'dpparition de dommages de I’ADN qui
peuvent étre causés par des agents exogenes negg@eoduits chimiques, rayons UV ou
ionisants), par le métabolisme cellulaire commeriaduction d’especes oxygénées réactives
au cours de la respiration, ou encore un mauvagarament de bases par une polymérase
réplicative. La réponse cellulaire mise en plags liun endommagement de I'ADN se fait
en plusieurs étapes. Tout d’abord, les senseursctdét la lésion puis transmettent
information, par le biais de transducteurs, adfeceurs qui déclenchent les mécanismes
d’arrét du cycle et de réparation de I'ADN, et larincellulaire programmeée, I'apoptose
(Hartwell and Weinert 1989; Hoeijmakers 2001; vaenGet al. 2001; Kastan and Bartek

2004).

Détection des lésions

Les kinases ATM/ATR (ATM : Ataxia Telengiectasia Mted et ATR : ATM and
Rad3-related) sont les principaux acteurs impliq@gésms les premieres étapes de la
mobilisation des points de surveillance enclendtwssd’'un dommage de 'ADN (Figure 4)

La protéine ATM est présente et inactive sous fodeeimeéres dans les cellules dont 'ADN
n'est pas endommageé, et active sous forme de maeemiinduction de cassures double
brin de I'ADN conduit a la dissociation des dimerebATM entrainant son

autophosphorylation et aboutissant ainsi a I'atitivad’ ATM (Bakkenist and Kastan 2003).
La protéine ATM ainsi activee, phosphoryle la proté NBS1 (Nijmegen Breakage
Syndrome), qui fait partie du complexe MNR (MrelB®l/Rad50) présent au niveau du

dommage. La phosphorylation de NBS1 stabilise faptexe MNR et permet le recrutement
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de molécules ATM supplémentaires au niveau desrgogie Iésions (Zhao et al. 2000). Le
complexe MNR augmente aussi directement I'actikitéasique d’ATM (Lee and Paull

2004).

Dommages de I’ADN\

DNA-PK | /l// HeAr bsl\g

e N
D Mrell Réparation
’ TR\~ VY Rad50 ~"ge rADN
~ /!
-
c-abl Rad51

Arrét du cycle Apoptose

Figure 4 : Détection des dommages de ADN.
Les kinases ATM/ATR (jaunes) et DNA-PK (vert-rowage) sont impliquées avec différents

complexes dans la détection des liaisons afin dimedl’arrét du cycle, la réparation de
I’ADN et 'apoptose.

Un des substrats de la protéine ATM est le varifimistoneyH2AX (Histone 2AX)
qui permet le recrutement de la protéine Mdcl (Miedtiof DNA damage checkpoint 1). La
protéine Mdcl forme ensuite un complexe avec legépres BRCAL1 (Breast Cancer
Associated Protein), 53BP1 (p53 Binding Protein I&),MNR et ATM qui vont ainsi
s’accumuler au site de la lésion. ATM peut égaldnpdrosphoryler c-abl (Abelson murine
leukaemia viral oncogen) qui phosphoryle a son Ran51 afin de permettre son interaction
avec Rad52, impliqué dans la réparation des cassorgle brin de 'ADN (Chen et al. 1999;

Shangary et al. 2000). Ainsi, la protéine ATM pernte recrutement de protéines de

réparation au sein des foyers de réparation.
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En réponse a un endommagement par les UV, le campiotéique ATR / ATRIP
(ATR-Interacting Protein) est capabl@ vitro, de se lier au niveau d'une fourche de
réplication en interagissant avec la protéine RRAp{ication Protein A), protéine impliquée
aussi dans la détection des dommages (Zou andgel2@D3).

Comme ATM et ATR, la DNA-PK (DNA dependent Protédmase), enzyme clé de
la réparation par NHEJ (Non Homologous End Joinieg} considérée comme un senseur
primaire des dommages de ’ADN (Durocher and JatkXi91; Yang et al. 2003). La DNA-
PK peut se fixer directement sur des cassures ddubi de 'ADN par le biais de sa sous-
unité régulatrice, I'hétérodimere Ku 70/80 (Mimarid Hardin 1986; Blier et al. 1993). De la
méme maniére que la protéine ATM, la DNA-PK peubgghoryler le variant d’histone
yH2AX (Paull et al. 2000).

De maniere intéressante, il a été montré que lactiéh des dommages double brin
par ATM ou par la DNA-PK nécessite respectivemel@Bl et Ku70/80, alors que la
détection de cassures simple brin par ATR nécesdiRIP. Les régions C terminales des
protéines NSB1, Ku 80 ou ATRIP présentent de fdn@wologies de séquences (Falck et al.
2005).

La détection de la Iésion peut également fairewetdr d’autres facteurs, comme des

glycosylases (pour la réparation par excision deppar exemple (Hoeijmakers 2001).

Arrét du cycle cellulaire

e Arrét du cycle en G1

Les kinases ATM/ATR, activées lors d’un endomagenaen’ADN, phosphorylent
la protéine p53 (Vousden and Lane 2007), soit threent, soit par le biais des kinases

CHK1/CHK2 (Checkpoint protein 1 et 2). Le facteue dranscription p53 contréle la
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transcription du géne codant pour p#1"*" et inhibe le complexe CDK2-Cycline E,
responsable de la transition G1/S (Ekholm and R&6@; Child and Mann 2006) en se fixant

sur la CDK (Figures 3 et)5La protéine p2iPYVa™ est également capable de bloquer la

réplication en se fixant sur le facteur de procéEsiPCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen), nécessaire a l'activité de 'ADN polymseaet donc a la réplication, empéchant
ainsi I'entrée en phase S (Luo et al. 1995).

Le point de surveillance G1/S implique égalemenphasphatase Cdc25A. Lorsque
Cdc25A est phosphorylée par CHK1 ou CHK2, elles mé&gctivées par ATM ou ATR, elle
est ubiquitinylée puis dégradée par le protéasamme goeut donc plus activer le complexe

CDK2-Cycline E (Busino et al. 2004).

Dommages de I’ADN\
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cytoplasmique x\ CDK
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Figure 5 : Dommages de I'ADN et arrét du cycle callaire par inhibition des complexes
CDK-Cycline.

Les kinases ATM/ATR peuvent réguler différentesépres impliguées dans les points de
surveillance en les activant (vert) ou en les ialito(rouge) par phosphorylations.

26



« Arrét du cycle en phase S

Le mécanisme du point de surveillance de la phasst £ moins bien caractérisé. La
phosphatase Cdc25A joue un réle tres important danségulation de ce point de
surveillance. En effet, a la suite d’'une erreuréf#ication ou de l'induction de dommages de
'ADN, la kinase ATM phosphoryle CHK2 entrainantnhibition par phosphorylation de
Cdc25A qui est alors incapable de déphosphoryldirlase CDK2 (Falck et al. 2001). La

kinase CDK2 ne peut donc plus activer l'initiatide la réplication (Nyberg et al. 2002).

 Arrét du cycle en phase G2/M

Le point de surveillance G2/M, qui contrble I'adté&vdu complexe kinasique CDK1-
Cycline B, impligue les phosphatases Cdc25B et &@c2Ll'inhibition de [lactivité
phosphatase peut avoir différentes origines. Cdcgé@ étre phosphorylée par CHK1 ou
CTAK1 (Cdc25 Associated Protein Kinase 1) en répomasix dommages de I'ADN,
entrainant sa fixation a la protéine 14-3-3 quaklas la séquestrer dans le cytoplasme et ainsi
'empécher d’activer CDK1-Cycline B nucléaire (Bm# et al. 2006; Hermeking and
Benzinger 2006). De plus, en réponse aux dommagd@DN, I'activité de Aurora A est
inhibée et ne permet donc plus d’activer Cdc25Bz&Bss et al. 2005). En effet, lors de la
transition G2/M, la protéine Aurora A peut phospter et activer Cdc25B au niveau des
centrosomes, ou le complexe CDK1-Cycline B estal@ient activé, et participer ainsi au
contrble de la phase M (Dutertre et al. 2004).

En réponse aux dommages induits par les UV, laépret MAPKp38 (Mitogen
Activated Protein Kinase) est activée tres rapidenpeur induire I'arrét G2/M. La protéine

MAPKp38 active, phosphoryle Cdc25B ce qui entradaefixation sur la protéine 14-3-3,
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bloguant I'accés de Cdc25B a son substrat (Bulavial. 2001; Hermeking and Benzinger
2006).

A la suite de 'endommagement de I'’ADN, les kinasd3v/ATR sont capables, par
le biais des kinases CHK1 et 2, de phosphoryler PfRolo Like Kinase 1) et 'empécher
ainsi d'activer Cdc25C (Smits et al. 2000; van Vaghl. 2001). En effet, la protéine PLK1
est capable de réguler la transition G2/M en imftusur CDK1-cycline B par le biais de
I'activation de Cdc25C (Barr et al. 2004).

PUWafl exprimée grace a l'action de la protéine p53t gealement

La protéine p2
étre impliquée dans I'arrét G2/M. Les protéines 1244 Cdc25 et le complexe CDK1-
Cycline B peuvent tous interagir avec PCNA maisgrasméme temps. PCNA joue le role de
plateforme qui permet les interactions entrecﬁl? a1 ou Cdc25, et PCNA-CDK1-Cycline B
(Ando et al. 2001). Lorsque pZR"3" est présent, il interagit avec le complexe PCNA-

CDK1-Cycline B et empéche I'action activatrice ddc25 C. La protéine p2fY/War

peut
également inhiber directement CDK1 en inhibant k@gphorylation activatrice par CAK
(Smits et al. 2000).

La phosphorylation de la protéine BRCA1 par ATM gstispensable a la mise en
place de l'arrét dans deux phases différentes G&/NG, selon le site sur lequel elle est
phosphorylée. En effet, si le dommage intervienplease S le résidu phosphorylé par ATM

sur BRCA1 est la sérine 1387, s'il intervient en/l@2la sérine 1423 (Xu et al. 2001; Xu et

al. 2002).

Réparation de 'ADN

Lorsque les lésions sont détectées, l'arrét du ecyamllulaire est induit (voir

précédemment) et les systemes de réparation svésa(Figure .
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L’ADN est la cible d'un grand nombre d’agents gétéurs de lésions entrainant
I'apparition de bases ou de nucléotides endommagésncore de cassures simple brin (SSB:
Single Strand Break) ou double brin (DSB : Doubleaisd Break). Afin de réparer ces
difféerents dommages, la cellule met en ceuvre différ mécanismes. Cing principaux
systemes de réparation ont été mis en évidencelebheaucaryotes (Hoeijmakers 2001). La
réparation par excision de base, ou BER (Base iBxcRepair) permet de réparer une base
modifiée (oxydée, alkylée ou déaminée) ou délégpentanément clivée). La réparation par
excision de nucléotide, le NER (Nucleotide ExcisiBepair) permet de remplacer des
nucléotides modifiés par des rayons UV (dimere yteypdine). La réparation par le systeme
de réparation de mesappariement, le MMR (MisMatepd®) permet de rétablir les erreurs
causées par l'infidélité des polymérases réplieaties DSBs sont prises en charge par deux
systemes de réparation, la recombinaison homolaguéJR (Homologous Recombinaison)
qui permet le retour a la séquence initiale paric@u brin homologue du chromosome
homologue, et le systéme de réparation par jonatiertrémités non homologues, le NHEJ
(Non Homologous End Joining) qui permet le collalieect des extrémités de la lésion,
entrainant une perte d’'information génétique (Hoaekers 2001).

Les études réalisées au cours de cette these onispd’aborder deux principaux

mécanismes de réparation qui seront détaillésapsuite : le NHEJ et le BER.

 La réparation par NHEJ (Non Homologous End Joining

L’acteur principal de la réparation par NHEJ esfptatéine kinase dépendante de

'ADN (DNA-PK). La DNA-PK est une sérine/thréonimkénase de 465 kDa dont le domaine

catalytigue appartient a la sous famille des "Rif&e related kinase" (PIKK), sans activité

lipide kinase, au méme titre que ATM et FRAP/mMTGHRKBP12 Rapamycin Associated
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Protein / mammalian Target Of Rapamycin). La DNA-B#t composée d’'une sous unité
régulatrice, I'hétérodimére Ku70/80 et d’'une soumtéu catalytique la DNA-PKcs (DNA
dependent Protein Kinase catalytic subunit). Laenais place du mécanisme de réparation par
NHEJ commence par la liaison de I'hétérodimére K8@0qui recrute, au site de la lésion, la
DNA-PKcs (Downs and Jackson 2004). Une fois fiddeDNA-PK s’autophosphoryle, et
permet également le recrutement, au niveau de B, B% complexe XRCC4-Ligase IV (X-
Ray Cross Complementing protein 4) qui va assareésolution de la cassure par religation
(Calsou et al. 2003). Une polymérase de la famibbs polX (Polymerase X) permet de

remplir la breche formée par la jonction (Figuje 6

Bk 58K

l/ﬁ @ Ku70/80

m pl ‘ DNA-PKcs
- om: J

@ XRcCcC4
® LigaselV

> DNA-PK
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Figure 6 : Réparation de cassures double brin deADN par jonction d’extrémités non
homologues (NHEJ).

Cinétigue de recrutement des protéines Ku 70/8@g@tuchia), DNA-PKcs (vert), XRCC4
(bleu clair) et Ligase IV (bleu foncé) dans la ngpi@n des cassures double brin de 'ADN
par NHEJ.
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* La réparation par BER (Base Excision Repair)

Le mécanisme de réparation par excision de bagaré7 prend en charge les bases
modifiees comme les bases oxydées, 8-oxoguanine epample, les bases alkylées,
deaminées ou encore les sites abasiques spontanés.

Le mécanisme de réparation par BER met tout d’aleorgeu une glycosylase qui
permet la détection et I'excision de la base etragm¢ I'apparition du site abasique
(Hoeijmakers 2001). La glycosylase va ensuite clise 3’ du site abasique (1). Une AP
endonucléase (APE1: APurinic/APyrimidinic Endomade 1) clive I'extrémité 5 (2).
Ensuite, dans la voie classique ou voie du ‘ShatthP, la polyméras@ permet, d’apres la
matrice du brin complémentaire, I'incorporation munouvelle base non modifiée (3). La
réparation se termine par I'intervention du complde ligation XRCC1-Ligase Il (4).

Parfois, des dommages simple brin entrainés paradiéstions ionisantes conduisent a
'apparition d’extrémités nucléiques bloquées 3'P 580H nécessitant lintervention du
complexe PARP1/XRCC1/PNK (PARP1: Poly(ADP)Riboselyfmérase 1; PNK:
Polynucléotide Kinase) pour étre rétablies en 3@H1’'P. Les dommages peuvent aussi étre
réparés par la voie minoritaire ou voie du ‘LongtcRa permettant I'incorporation de
plusieurs bases. Cette voie implique les polymérfse et €, un facteur de processivité
PCNA et la protéine PARP1. Il y a alors déplacenduntbrin d’ADN qui est clivé par

'endonucléase FEN1 (Flap Endonuclease 1) (5)idatibn finale est réalisée par la Ligase |

(6).
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Figure 7 : Réparation de bases endommagées par leéoanisme de réparation par
excision de base (BER).

XRCC1

DNA Polp )

DNA -
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(1) La glycosylase (fuchia) va détecter et exciladrase endommagée et cliver en 3’ du site
abasique. (2) L'endonucléase clive en 5’ du sitesajue. (3) et (5) Les ADN polymérases
incorporent les bases manquantes. (4), (5) eté6) jrotéines ligases referment les bréches.

La mort cellulaire programmeée : I'apoptose

Lorsque le nombre et/ou la gravité de lésions sy €élevés pour qu’elles soient
réparées, le processus de mort cellulaire progranitepoptose, est engagé. L'apoptose
permet de détruire la cellule sans répandre sotecarvers I'extérieur et ainsi risquer de
déclencher une forte réponse inflammatoire dansissu par exemple. L'apoptose est,
contrairement a la nécrose, une mort organiséeelkges aboutissant a la fragmentation de
I’ADN ainsi qu’'a la condensation du cytoplasme ¢ éormation de corps apoptotiques (Kerr

et al. 1972).

32



L’apoptose peut emprunter plusieurs voies (Figure&ux voies (intrinseque et
extrinseque) sont caractérisées de caspase-dépesndan elles font intervenir des caspases
(cysteinyl aspartyl proteases). Ces protéases activées par clivage protéolytique de
protéines précurseurs, les pro-caspases, et penndd cliver spécifiquement de nombreuses
protéines cellulaires. La premiere voie caspasern#gmte est la voie intrinséque ou ‘voie de
'apoptosome’ qui met en jeu la mitochondrie. Lauxiéme voie est la voie extrinseque
activée par les récepteurs de mort. Il existe égahe une autre voie apoptotique qui se
déroule sans l'intervention des caspases, dortelagrincipal est le facteur AIF (Apoptosis

Inducing Factor).

| VOIE INTRINSEQUE | G e
Récepteur

de mort | Prolcaspase 9 | \
-y
| Projcaspase 8/10 | -
o
W
(caspase 8110 /

\

| Pro-caspase 3 |

!
/ [caspase 3|
Autres caspases J,

VOIE EXTRINSEQUE

Fragmentation
de 'ADN

VOIE CASPASE
INDEPENDANTE

\ Clivage de
Protéines ®
(PARP, CDK11, o
MDM2, p27, Rb...) Cytoplasme

Figure 8 : Les voies apoptotiques.

Les 3 voies apoptotiques sont représentées sehiensa. La voie intrinseque dépendante des
caspases (en haut) implique I'apoptosome assemBlgecau cytochrome C relargué de la
mitochondrie, et active la caspase 9. La voie ag&que dépendante des caspases (a gauche)
implique les récepteurs de mort et entraine 'ation des caspases 8/10. La voie caspase
indépendante (a droite) entraine la translocatioAld et de I'endonucléase G (endoG) de la
mitochondrie au noyau.
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 Les voies de I'apoptose dépendantes des caspases

Voie intrinseque

La protéine p53, est I'acteur clé de la signal@satapoptotique (Figure)9Elle est
capable d’activer plusieurs voies, mais active @palement la voie intrinseque. L'activation
de p53 est contrblée par la protéine kinase ATM pbbsphoryle, directement ou
indirectement (par CHK1/2), la protéine p53 et/eudcteur Mdm2 (Murine double minute
2). Le facteur Mdm2 est un antagoniste de p53sagisd’'une part en l'ubiquitinylant, ce qui
entraine sa dégradation, et d’autre part en bldgs@m activité transcriptionnelle (Moll and
Petrenko 2003). La phosphorylation de p53 et/odm2 active p53 par trois mécanismes :
(1) la stabilisation de p53 par la dissociationcdmplexe p53/Mdm2, (2) la régulation directe
de son activité transcriptionnelle et (3) sa I&alon nucléaire (Jin and Levine 2001).

La protéine p53 peut également étre activée, emmsipa des radiations ionisantes, par
la DNA-PK. Des cellules de souris DNA-PK -/- sonins incapables d’induire la
phosphorylation de la p53 normalement induite tte$'apoptose (Yang et al. 2003).

L’apoptose induite par p53 peut étre dépendantedépendante de son activité de
transcription. L’'activation du facteur de transtiop p53 entraine I'expression de plusieurs
facteurs apoptotiques directement impliqués dangsoia intrinseque comme, par exemple,
Bax (Bcl2 Associated X protein), Noxa ou p53AIP153pregulated Apoptosis Inducing
Protein 1) (Moll and Zaika 2001).

La protéine p53 peut induire I'apoptose de maniedépendante de son activité de
transcription (Yan et al. 1997; Gao and Tsuchid@9)9En effet, I'utilisation d’inhibiteurs de

synthese protéique ne suffit pas a empécher I'agepnduite, alors que la protéine p53 reste
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indispensable. Bien que cette voie soit encorecp@nue, il semble qu’elle requiert certaines
caspases (Ding et al. 2000; Moll and Zaika 2001).

L’apoptose induite par la voie intrinseque peutlégant étre activée par la protéine
p73, un homologue de p53. Ainsi, la protéine ATMogpbhoryle c-abl qui active par
phosphorylation p73, qui est une protéine pro-apapie (Wang 2000). Bien que les
mécanismes par lesquels p73 induit I'apoptose maspas bien connus, il a été montré que
la protéine p73 est capable d’induire la synthésermtéines de la voie intrinséque comme
Bax et PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptdgiglelino et al. 2004). La protéine c-
abl peut également étre activée par la voie JNKurfcN-terminal Kinase) et MAPKp38

(Kharbanda et al. 1998).

Dommages de I’ADN\
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Figure 9 : Points de surveillance et apoptose.

Les kinases ATM/ATR peuvent réguler différentetépres impliquées dans la mise en place
de I'apoptose en les activant (vert) ou en leshaht (rouge) par phosphorylations.

Lorsque la voie intrinseque est activée, la perifiéalde la mitochondrie est modifiée

afin de permettre le relargage cytoplasmique deicers protéines comme le cytochrome C.
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En effet, le cytochrome C est libéré de la mitoahr@grace a la formation de canaux comme
par exemple le pore Bax (Antonsson et al. 2000%. & une protéine de la famille de Bcl-2
(B Cell Lymphoma 2) qui joue un role primordial dala signalisation de I'apoptose par la
voie intrinseque. La famille des Bcl-2 comprend éesteurs pro-apototiques comme Bax,
Bak, Book, Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, Noxa et PUMA @nti-apoptotiques comme Bcl-2,
Bcl-XL, Bcl-w et Mcl-1 (induced Myeloid leukaemiaekt differentiation protein). Les
protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 jouent I&le en séquestrant des protéines pro-
apoptotigues comme Bax. En réponse a un stimuloptaefique, Bax est libérée de Bcl-2 et
forme un canal (sous forme de tétramére) en samsétans la membrane de la mitochondrie.
Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome C pptgi@ la formation de I'apoptosome en
s’associant a APAF-1 (Apoptotic Protease Activatiagtor-1) et a la pro-caspase 9, via des
domaines CARD (Caspase Recruitment Domain). Le tamepmulti-protéique ainsi formé,
la pro-caspase 9 est clivée en caspase 9 activactiuera a son tour, par clivage de pro-
domaines, des caspases effectrices comme les easpas 7 (Slee et al. 1999).

Il existe des molécules appelées IAPs (InhibitdrsABoptosis) capables d’inhiber
'apoptose. Par exemple, la protéine XIAP (X-linkedibitor of APoptosis) est capable de se
fixer et d’inhiber 'apoptosome (Bratton et al. 2Q00A l'inverse, d’autres protéines facilitent
'apoptose en inhibant les IAPs. Ainsi, la protéiSmac/DIABLO (Second mitochondria
derivated activator of caspases/Direct IAP-bindprgtein with low pl) est une protéine
mitochondriale synthétisée sous la forme d’'un pgEwr de 29 kDa, pouvant étre libérée en
réponse a un stimulus apoptotique et entrainanhibition des IAPs par séquestration
(Verhagen et al. 2000). D’autres protéines commei/l@m2 (High Temperature
Requirement protein A2) ont le méme mode de fonagonent que Smac/Diablo (van Loo et

al. 2002).
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Voie extrinseque

L’activation de la voie extrinseque repose sustienulation des récepteurs de mort
(Enari et al. 1995; Longthorne and Williams 19974s récepteurs de mort comprennent les
récepteurs TNFR1 (récepteurs au TNF), les Fasgtégaess aux FasL) ainsi que DR4 ou DR5
(récepteurs au TRAIL, TNF Related Apoptosis Indgdiigand). Les récepteurs de mort sont
activés par la fixation de leur ligand et recrutdas protéines cellulaires dites adaptatrices.
Ces protéines recrutent a leur tour les pro-caspassatrices (principalement les pro-
caspases 8 et 10) qui sont activées par auto-elivags caspases vont ensuite cliver et activer
les pro-caspases effectrices 3 et 7. Ainsi, pam@ke, le récepteur Fas, le plus décrit, se lie a
la protéine FADD (Fas Associated Death Domain) ¢Kiel et al. 1995) et a la pro-caspase 8
lorsqu’il est activé par un complexe trimériquelidand FasL. La formation de ce complexe
(nommé DISC : Death Inducing Signaling Complex)&inie I'auto-activation de la caspase
8.

De maniére intéressante, il a été démontré queolgipe p53, principal activateur de
la voie mitochondriale intrinséque (Moll and ZaikR@01), peut également activer la voie
extrinseque, ce qui conduit a l'amplification dgnsil apoptotigue (Roos and Kaina 2006).
Ainsi la protéine p53 induit la transcription deegteurs de mort comme Killer/DR5 (Death
Receptor 5) (Wu et al. 1997) ou Fas/Apo-1 (Accurioitaof Photosystem protein 1) (Owen-
Schaub et al. 1995).

L'expression de protéines impliquées dans la veianseque peut étre activée par
d’autres protéines que p53. Ainsi des dommagesneoaies pontages inter-brin de ’ADN,
induisent l'activation des kinases JNK ou MAPKp3&rainant I'expression de FasL, le
ligand Fas qui induit I'apoptose par la voie exdéque (Brozovic et al. 2004; Roos and Kaina

2006).
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Clivage de protéines par les caspases

Les deux voies, intrinséque et extrinséque, caati a I'activation des caspases
effectrices dont la caspase_3 (Figure I83s caspases clivent un large panel de protéines
cellulaires : cytoplasmiques (actine, elF4G (eukfcy Initiation Factor 4G), 4E-BP
(eukaryotic Initiation Factor 4E-binding proteins)), nucléaires (lamines A et B ...), des
protéines impliquées dans le métabolisme et lara¢ipa de 'ADN (PARP, ARN polymérase
1, ADN topoisomérase 1, DNA-PKcs ...), des protéimagliquées dans la transduction du
signal (NF-kB (nuclear factor-kappa B), cytokine$,.des protéines impliquées dans le cycle
cellulaire et la prolifération (pFP*, Rb ...) et des protéines dont le clivage a un diect
dans l'apoptose (caspases, protéines de la faBull®, CDK 11, DAP5 (Death Associated
Protein 5) ...). Bien que le rdle du clivage caspas soit pas établi pour toutes les protéines,
il est généralement admis que le clivage des preséde réparation de I'’ADN, de facteurs
anti-apoptotiques (Bcl-2) ou des protéines nuobsabomme les lamines permet 'inactivation
de protéines pouvant interférer avec le mécanisiapogtose. D’autres protéines comme
DAPS5 peuvent étre clivées afin d’étre activées extmettre de réaliser leurs fonctions pro-
apoptotiques (Earnshaw et al. 1999; Henis-Koremldl. 2000; Shi et al. 2003; Morley et al.

2005).

Fragmentation de 'ADN

Dans les deux voies caspase-dépendantes, la frégfioande I'ADN se fait par

lintervention de DNases aboutissant a [l'apparitiate fragments nucléosomaux

(oligonucléosomes) de 200 paires de bases (WYIBDLL Il existe trois type de DNases, les

DNases de type |, actives en présence dé @ale Mg & pH neutre, les DNases de type II,
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actives a pH acide en I'absence de cations etscéipendantes uniqguement d’un seul cation,
dont le groupe le plus important est celui des ¥aépendantes du KigCertains auteurs
soutiennent que, parmi ces différentes enzymest ldeDNase | qui est I'enzyme responsable
de la digestion du génome en apoptose (Stephahn ¥996), tandis que d’autres affirment

gu’il s’agit de la DNase Il (Eastman 1994).

 La voie de l'apoptose indépendante des caspases

La voie apoptotigue indépendante des caspasesoestolée par le facteur AIF
(Apoptosis Inducing Factor). AIF est une flavopmogé synthétisée sous la forme d'un
précurseur de 67 kDa dont la partie N-terminaletieah un domaine signal de localisation
mitochondriale. Lorsque la protéine parvient darssplace intermembranaire de la
mitochondrie, le précurseur est clivé et cela énérda formation de la protéine mature de 57
kDa, appelée AIF. Lorsque I'apoptose est induiteptotéine de 57kDa est libérée de la
mitochondrie (Susin et al. 1999). La protéine Albsgede une double fonction de NADPH
oxydase / monodéhydroascorbate réductase, et thufapoptogene. Toutefois, son activité
oxydoréductase n’est pas essentielle a sa fonapoptotique (Klein et al. 2002; Mate et al.
2002).

L’activation de la voie caspase indépendante esbrenaujourd’hui mal connue.
L'étape clé est le relargage dans le cytosol diediaAlF a la suite de son clivage dans la
mitochondrie. L’activation de la voie caspase iretgante repose donc sur la
perméabilisation de la membrane mitochondriale, edé est donc souvent activée
parallelement a la voie intrinséque. Ainsi, la spression de Bax, protéine intervenant dans
la voie mitochondriale, induit également I'actiwatide la voie indépendante des caspases, en

formant des pores membranaires (Cregan et al. 2006%¢t al. 2005).
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Un des mécanismes d’activation de la voie caspaiEpendante a été décrit comme
impliquant la protéine PARP-1, une enzyme nucléaité/ée en réponse au stress oxydatif et
aux dommages de I'ADN pris en charge par le BERnRjue le lien entre PARP-1 et AIF, ne
soit pas élucidé, la protéine PARP-1 entrainemiffdrmation d’'un canal mitochondrial
(MOMP), permettant le relargage d’AlF de la mitootoe (Yu et al. 2002; Hong et al. 2004,

Koh et al. 2005).

Apres un stimulus apoptotique, AlF est libéré dansytoplasme, puis transloqué dans
le noyau des cellules en apoptose et induit, epé&mation avec des endonucléases, comme
'endonucléase G, le clivage de 'ADN en fragmedéshaut poids moléculaires de 50 kpb
(Susin et al. 1999). L'endonucléase G est une eazayitochondriale codée par le génome
nucléaire et son principal réle est dans la répboadu génome mitochondrial. Durant
'apoptose des cellules de mammiferes, I'endongelé@ est elle-méme relarguée par la

mitochondrie, transloquée vers le noyau ou ellérig/ ADN nucléaire (Li et al. 2001).

1-3 Cycle cellulaire, réparation de 'ADN, apoptoset cancer

Les points de surveillance de 'ADN endommagé assue maintien de l'intégrité du
génome. Ainsi, les cellules qui échappent au ctanés points de surveillance, soit parce
gu’'un mécanisme de surveillance est affecté, soitgpque ’ADN n’a pas été correctement
répare, acquierent l'instabilité génétique qui penpar un processus de sélection, de
conduire aux tumeurs et aux cancers (Kastan aneélBa004; Massague 2004).

Dans une cellule en division, si un dommage n'ast igparé, une mutation peut étre
introduite dans le génome. Ces défauts de réparpgavent induire des mutations dans des
genes régulateurs du cycle cellulaire et de I'apsgpt Ces mutations peuvent toucher des

genes codant pour des protéines comme des supmesde tumeurs (régulateurs de
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I'apoptose), ou toucher une région contrblant latls§se d’'oncogénes (régulateurs du cycle
cellulaire). Ainsi I'inactivation d’'un suppressede tumeur ou la perte de régulation d’'un
oncogéne entrainant sa surexpression, induit te percontrdle du cycle cellulaire amenant a

un cancer (Kastan and Bartek 2004; Massague 2004).

» Mutation et réparation

Une déficience d’'un mécanisme de réparation pdtit auentrainer des mutations a la
base de cancers. Dans le cas d’'un systeme de tiépapar BER déficient, une guanine
oxydée conduit a une mutation GG TA (transversion de base), liée a une mauvaise
incorporation lors de la réplication (Michaels Et1®92). De méme, un déficit du NER est a
la base du syndrome Xeroderma Pigmentosum (XP)phagents XP sont déficients dans le
mécanisme prenant en charge les lésions induitedepaUV, et accumulent donc des
mutations qui amenent trés rapidement a des canlilsrs’exposent aux rayons (Mitchell et
al. 2003). Enfin pour le NHEJ, certains patientsiats de leucémie présentent une mutation
sur le géne codant pour la protéine Ligase IV @it $rypersensibles aux rayons ionisants
(Jeggo et al. 1998).

De plus, certains dysfonctionnements de réparadlooutissent a des modifications
génétiques par translocations, amenant a des cah@sr translocations peuvent amener a la
perte de fonction d'un suppresseur de tumeurs ola @erte de régions régulatrices
d’'oncogene, et méme parfois a la formation de nauxeoncogénes. En effet, dans des
leucémies myéloides chroniques, la liaison du chsmme 9 et 22 entraine la synthése d'un
oncogene, la protéine c-abl-BCR par la fusion cueg@CR (Breakpoint Cluster Region) avec

le géne c-abl (de Klein et al. 1982).
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Dans le cas des traitements chimiothérapeutiquesd&ithérapeutiques, la réparation
des nombreuses DSBs engendrées peut amener aads®dations chromosomiques et a
'apparition de leucémies secondaires (van Gentlet2001). Ainsi, dans des cellules
lymphoides tumorales, de nhombreuses translocatigoigguant les chromosomes 2, 7, 14, 22
ont été rapportées (Vanasse et al. 1999).

De maniére générale, les DSBs, lorsqu’elles soistepren charge par le NHEJ,
amenent a la perte d’information génétique pardola base d’'un défaut de régulation d’'un
gene.

Les principaux oncogénes et suppresseurs de tunmepligués dans la cancérisation
sont détaillés ci-dessous. Le processus tumorat passi étre le résultat d’'un simple
échappement apoptotique sans prolifération cetkjlajrace a I'expression de facteurs de

survie.

« Cancer et oncogénes

Dans certaines tumeurs malignes, les cyclines sonéxprimées et considérées
comme des proto-oncogenes. La cycline D est suregprdans les cancers des poumons, du
sein, gastrique et de I'cesophage (Dobashi 2005kythne E, indispensable a la transition
G1/S, est dérégulée dans les cancers du sein teiggas(Dobashi 2005). La cycline A est
egalement surexprimée dans des adénocarcinomesutnop et dans des cancers du foie
(van Diest et al. 2004; Dobashi 2005).

Les protéines régulatrices des CDKs, comme les pttadases, sont également
impliquées dans certains cancers et sont méme ipaifda source de la cancérisation
cellulaire. La surexpression de la phosphatase &£dsP considérée comme un marqueur de

l'agressivité de certaines tumeurs et un mauvamgstiqgue (Boutros et al. 2007). Les
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protéines Cdc25, particulierement les isoformes264cet Cdc25B, sont surexprimées dans
des cancers du sein, des ovaires, de la prosegeyalimons, colorectaux, de I'cesophage, de
la thyroide, du larynx, gastrique, pancréatiqueyolglastique et lymphoblastique (Boutros et
al. 2007). Les troubles entrainés par la protéide26 peuvent étre liés a une mauvaise
régulation de sa fonction. Si la protéine ne pénat @égradée par le protéasome ou séquestrée
par la protéine 14-3-3 (afin d’empécher son adivde déphosphorylation activatrice du
complexe CDK-Cycline), le point de surveillance prurra pas étre mobilisé (Bugler et al.

2006).

« Cancer et suppresseur de tumeur

Le plus connu des suppresseurs de tumeur est teufap53 dont la mutation est
observée dans de nombreux cancers (Soussi and d.@@0b). Des mutations dans les
protéines CHK1 et CHK2 sont observées dans desrsada colon ou des poumons (Stewart
et al. 2003). Des mutations dans les génes codamt BRCALl et 2, deux protéines
impliquées dans la mise en place des points de#lance, sont présentes dans de nombreux
cancers (Kastan and Bartek 2004). Les patient€dass une protéine ATM mutée, souffrent
de [I'Ataxia Telengiectasia Mutated syndrome (ATMndsgome), c'est a dire une
hypersensibilité aux rayons ionisants. Les patidtMiBS (Nijmegen Breakage Syndrome)
possedent une mutation sur le géne codant pouotéaipe NBS1, impliquée dans la détection
de dommages de I'ADN. Les patients ATM et NBS smr@disposés aux cancers (Rotman

and Shiloh 1998; Zhao et al. 2000).
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» Cancer et défaut d'apoptose

Certaines tumeurs sont liées a des cellules qproldérent pas mais échappent a la
mort cellulaire, ce qui aboutit & leur accumulatdans le tissu ou elles se trouvent. C'est le
cas par exemple des cellules de la leucémie lyndelsathronique (LLC) dans lesquelles il a
été observé une inhibition par phosphorylation dd Brotéine de la famille de Bcl-2) et de
la procaspase 9. Cette phosphorylation provoquohibition de leur activité pro-apoptotique,
en séquestrant Bad par liaison avec la protéin8-34d-ranke and Cantley 1997) et en
inhibant le clivage de la procaspase 9 (Cardom ¢998). Ces phosphorylations inhibitrices
sont réalisées par la protéine Akt (protéine kingséee du retrovirus AKT8), elle-méme
activée par la PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 Kingageutes deux impliquées dans I'équilibre

prolifération/apoptose (Barragan et al. 2002).

Les facteurs de traduction sont de véritables o&weg/suppresseurs de tumeurs, et
peuvent conduire a une perte de régulation du ogelellaire, et donc a la cancérisation.
L'implication de ces facteurs dans la régulation clgcle cellulaire a fait I'objet de
nombreuses études, amenant I'idée d’'une réguldin et complexe, indispensable a la
physiologie cellulaire et aux réponses mises eceflars de stress.

Ainsi, la partie suivante met en avant le réle @és facteurs de traduction dans les

meécanismes de cycle cellulaire et de mise en glasgoints de surveillance.
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2 La traduction

2-1 Etape clé de la régulation de I'expression dggnes

La molécule d’ADN est la molécule de base du viyartant I'information génétique
indispensable a I'expression des caracteres d'ta \@8vant. Le niveau de régulation de
I'expression de la molécule d’ADN est fonction decbmplexité de I'étre vivant qui contient
cette information. Les eucaryotes ont ainsi accais cours de ['évolution un noyau
(contrairement aux procaryotes), qui permet unpeetapplémentaire dans la régulation des
ARN messagers par excision de certains domaineslégpxons : I'épissage. L'expression
des genes dans les organismes eucaryotes est sicléénsar la figure 10. La premiere étape
est la transcription, qui permet la synthese airpdet la molécule d’ADN, d'un messager
intermédiaire, I'ARN transformé en ARN messager éaprl'étape d'épissage, de
polyadénylation et d’acquisition d’'une coiffe’@TP (7-methyl guanosine tri-phosphate).
L’ARN messager est alors transporté dans le cysopéa contenant la machinerie de
traduction, pour étre traduit. Les protéines asysithétisées peuvent ensuite étre modifiées de
maniere post-traductionnelle, afin de stabiliserptatéine, d’entrainer sa dégradation ou
encore de permettre son activation ou son intemactvec d’autres partenaires. Ces
modifications peuvent étre trés variées, il pewtgs’ de glycosylation, phosphorylation,
ubiquitination, sumoylation... Toutes ces étapes cmei a la régulation de I'expression et

de la fonction des protéines.
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ADN JFFETRSHTETR

Noyau l TRANSCRIPTION
ARN s N s B s |
transcrit
l MATURATION
ARN messager () I AAAAAA
1 TRADUCTION
Cytoplasme A
Protéine k p( 0
non maturée QOO
l POST-TRADUCTION
Protéine
mature

Figure 10 : Etapes de la régulation de I'expressiodes genes chez les eucaryotes.

Dans le noyau, 'ADN (orange) est transcrit (bldaic/ bleu foncé). Le transcrit est maturé
par retrait des séquences introniques (bleu fonagut de la coiffe (jaune) et de la queue
polyA (AAAAAA) et forme 'ARN messager (bleu claiARN messager est transloqué dans
le cytoplasme pour étre traduit et donner naissadda séquence peptidigue correspondante
(disques colorés). Les protéines sont ensuite réatufrepliement + étoiles).

2-2 Les étapes de la traduction

La traduction des ARN messagers (ARNm) en protéfagsintervenir un nombre
important de facteurs (ribosomes, ARN de transf@&RNt), synthétases, facteurs de
traduction), impliqués dans trois phases distinctes phase d’initiation de la traduction
permet le recrutement du ribosome sur '’TARNm eahlae en place du premier acide aminé de
la future chaine peptidique, la méthionine de dép&ajout des acides aminés, succédant a la

méthionine initiatrice, est réalisé au cours déofigation de la traduction, catalysée par les
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facteurs d’élongation eEF1 et eEF2 (eukaryotic §#pion Factor). La synthese de la protéine

se termine lors de la reconnaissance d’'un codomnateur (codon stop) sur ’ARNm par les

protéines de terminaison de la traduction eRF12eRERF3 (eukaryotic Releasing Factors).
Le travail réalisé au cours de cette these seifacdlsur les facteurs d'initiation de la

traduction, seule cette étape sera détaillée.

2-3 L'initiation de la traduction

Tous les ARNm eucaryotes (Gebauer and Hentze 20@g5édent une extrémité 5’
non traduite (5’'UTR), un cadre ouvert de lectureegpondant a la séquence codant pour la
protéine (ORF : Open Reading Frame) et une extéégiinon traduite (3'UTR) se finissant
par une succession de résidus adénine (queue polyaArégion 5’'UTR est le domaine du
messager ou a lieu, dans la plupart des cas, tateatent des facteurs d’initiation de la
traduction (Figure 1)1 Cette région contient différentes structureséguences sur lesquelles
viennent se fixer les facteurs d'initiation : uraffe m'GTP & I'extrémité du domaine 5’ UTR
ou une séquence interne (IRES : Internal Ribosontey Site).

L’initiation de la traduction est un phénomeéne kautnt régulé. Cette régulation peut
se faire par des structures secondaires (épinglebemeux) empéchant l'initiation des
messagers, par des séquences spécifiques d’ampmrageertains facteurs régulateurs, par une
structure UORF (détaillé plus bas) ou encore par diero ARN (miRNAs) qui peuvent
s’hybrider sur des séquences spécifiques souvamdesi en 3'UTR (Gebauer and Hentze
2004) et inhiber la traduction du messager (Fidude Les messagers peuvent également étre
régulés par polyadénylation, afin d’obtenir un med&n boucle permettant la stabilisation du

complexe d'’initiation.
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Dans cette partie, la régulation des facteurs titition (elF, eukaryotic Initiation
Factors) ainsi que linitiation de messagers sjfieifs dans des contextes physiologiques

particuliers sont détaillées.

Cadre ouvert
5 UTR de lecture 3' UTR

s T D—

Coiffe mMIRNA
m7GTP

1
Epingle IRES
a cheveu

Figure 11 : Structure de 'ARN messager mature.

L’ARN messager mature peut contenir une coiffenguune séquence uORF (vert), un cadre
de lecture ORF (violet), une séquence d’ancraged®RNA (violet clair), une queue polyA en
3’ainsi gu'une séquence IRES ou des épingles dectxean 5’'UTR.

Initiation dépendante de la coiffe

Observée pour une large majorité des ARN messdbetsik and Sonenberg 2005),
l'initiation de la traduction dépendante de la f#st un processus complexe (Figurg 1P)
La structure de la coiffe de TARNm interagit avacprotéine elF4E qui forme un complexe
ternaire stable avec les protéines elF4A et ellgpelé le complexe elF4F. (2) La protéine
elF4A est une ARN hélicase, de la famille des DEHABp-Glu-Ala-Asp protein), qui permet
de dérouler les structures secondaires de la régidhR du messager, avec l'aide du facteur
elF4B. La protéine elF4G est une protéine qui pemeestructurer le complexe elF4F. La

protéine elF4G est capable de s’associer avec aeéines se fixant a la queue poly A,
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comme PABP (Poly(A) Binding Protein), formant aitsimodele en boucle stabilisant la
formation du complexe et facilitant la réutilisatides ribosomes (Derry et al. 2006). (3) Un
complexe ternaire contenant la protéine elF2 saufoine active, c’est a dire liee au GTP
(Guanosine TriPhosphate) et a 'aminoacyl-tRNA deait (Roll-Mecak et al. 2004), se fixe
sur la sous unité ribosomale 40S, avec les pratédE3, elF1 et elF1A, pour former le
complexe de pré-initiation 43S. (4) Le complexepdé-initiation se lie a elF4F et elF4B et
forme le complexe 48S qui scanne le messager jagqcodon initiateur (AUG). (5) La

reconnaissance du codon initiateur déclenche ldlyde de GTP par elF2 (Kapp and Lorsch
2004) catalysée par elF5 (Unbehaun et al. 2004peemet la dissociation des facteurs
d’initiation. (6) La fixation de la sous unité 6@8cessite l'intervention de la protéine elF5B
et permet la formation du ribosome complet (80%cthange de GDP/GTP sur la protéine

elF2 est réalisé par la protéine elF2B, et estgs&iee pour réactiver elF2.

49



. elF3 Met @

elF2 @ - elF4G | elF4F
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Figure 12 : Initiation dépendante de la coiffe.

Implication des facteurs de la traduction au codesl’initiation de la traduction dépendante
de la coiffe.
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Régulation de la synthése protéique dépendanteadepiffe

La synthese protéique dépendante de la coiffe azpilée a toutes les étapes de
l'initiation de la synthese. L'assemblage du comeplelF4F peut étre bloqué par une protéine
inhibitrice de la traduction 4E-BP (4E Binding Raioi), pour protéine se liant a elF4E (Figure
13). Chez les mammiferes trois 4E-BPs ont été idéeislj les mieux caractérisées sont les
protéines 4E-BP1 et 4E-BP2. Ces dernieres sontbtepale s’associer avec la protéine
elF4E, empéchant ainsi la protéine elF4G de se figeinhibition compétitive (méme site de
liaison). Toutefois, un inhibiteur compétitif deFdiG (inhibant sa liaison avec elF4E)
n‘empéche pas la liaison de 4E-BP1 a elF4E, démontne spécificité de liaison des
partenaires de elF4E (Moerke et al. 2007). Ladaisle 4E-BP1 et 4E-BP2 a elF4E est
régulée par phosphorylation chez les mammiferess@&t al. 1994). Chez les embryons
d’oursin (Salaun et al. 2003) et de drosophile €fireln et al. 2005; Tettweiler et al. 2005), la
protéine 4E-BP est également régulée au niveawmexpression. La protéine 4E-BP1 peut
étre phosphorylée par des kinases de la familleRIBK comme la kinase FRAP/MTOR
(Hara et al. 1997; Burnett et al. 1998; Gingraalefi998; Yang et al. 1999) ou par la kinase
ATM (Yang and Kastan 2000). Cette phosphorylatiat en mécanisme complexe et
hiérarchisé. Elle fait intervenir plusieurs sitesghosphorylation sur 4E-BP1 et cela dans un
ordre précis. Chez les mammiferes, la phosphooylades thréonines 37 et 46 est nécessaire
mais non suffisante pour la libération d’elF4Esédmble en effet que la phosphorylation
d’autres sites soit requise pour dissocier elFAE4HeBP1 (Gingras et al. 1999). Cette
phosphorylation supplémentaire se situe au niveda thréonine 70 et de la sérine 65 et peut
étre inhibée par la rapamycine dans des celluiesiltes a I'insuline (Proud 2006). Enfin, la
protéine 4E-BP1 est phosphorylée, en réponse suliime, sur la sérine 111 par la kinase
ATM (Yang and Kastan 2000). La protéine 4E-BP1 pdssune constante d’affinité pour

elF4E qui est forte lorsqu’elle est sous forme Ipymsphorylée, et faible lorsqu’elle est
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hyperphosphorylée (Fadden et al. 1997; Gingrad. €t988; Marcotrigiano et al. 1999). La
protéine 4E-BP1 ne présente toutefois pas de steudtidimensionnelle figée, et est le
premier exemple de protéine qui peut se lier aartepaire et étre fonctionnelle sans avoir de
structure tridimensionnelle définie (Matsuo etl#197; Fletcher et al. 1998).

L’expression de la protéine 4E-BP1 est réguléesdies cellules hématopoiétiques
humaines traitées au PMA (phorbol 12-myristate d&ate), par le facteur de transcription
Egr-1 (Early Growth Response protein 1) qui se fiMela région promotrice du géne codant
pour 4E-BP1 et inhibe son expression. L'expressierEgr-1 est régulée, dans ces cellules,
par l'activation des protéines ERK et MAPKp38 (Ralkerkinderen et al. 2003).

Un niveau de régulation existe également pour latépre elF4E, car elle est
phosphorylée sur la sérine 209 par la kinase MMAR Kinase-interacting protein) lorsque
celle-ci est activée par la protéine MAPKp38 et BRK (Waskiewicz et al. 1997; Pyronnet
et al. 1999; Ueda et al. 2004). La phosphorylatonla sérine 209 a pour effet de modifier
I'affinité de la protéine elF4E pour la coiffe, higue la forme la plus affine soit encore
aujourd’hui tres discutée. En effet, une premidrel@€ a montré que la phosphorylation de
elF4E augmente son affinité pour des analogues deiffe (Minich et al. 1994), mais des
études plus récentes démontrent que la phosphoryld¢ elF4E réduit son affinité pour des
ARN messagers coiffés (Scheper et al. 2002; Zubetrak 2003).

Le complexe protéique elF2 peut également réguleitidtion de la synthése
protéique grace a une de ses sous unitésoelER effet, le complexe elF2 qui permet
'apport de I'ARNt porteur de la méthionine de dépast composé de trois sous unités
protéiques, elR, elFZ3 et elF%. La phosphorylation de elB2augmente I'affinité de elF2
pour son facteur d’échange de GTP/GDP, le comm#x2B. Ainsi, elF2 séquestre elF2B en

formant un complexe, ce qui entraine une inhibitlena recharge de GTP de edf~2t donc

linhibition de la traduction. La sous unité ebFZeut étre phosphorylée par difféerentes
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kinases telles que la PKR (double-stranded RNA-dégpeat Protein Kinase), PERK (Pkr-like
Endoplasmic Reticulum Kinase), GCN2 (General CdnhNon-derepressible-2), ou HRI

(Haem Regulated Inhibitor kinases) (Holcik and Sdrezg 2005).

AAAA
elF4E /

o

4E-BP /

kinase

Figure 13 : Régulation de l'initiation dépendante & la coiffe.

La protéine 4E-BP (violet) est capable de s’assoagielF4E (vert) lorsqu’elle est sous forme
hypophosphorylée. La phosphorylation de 4E-BP &b&lF4E qui s’associe a elF4G
(orange) et permet le recrutement des protéine8 @bfeu), elF4A (rose) et la sous unité 40S
du ribosome (jaune-orangé).

Initiation par une séquence IRES

Certaines séquences présentes sur le messagestieaitnte recrutement des facteurs
d’initiation de la traduction indépendamment de caiffe (Figure 14. Ces séquences
particulieres sont appelées IRES et permettentradection spécifique de certains messagers
au cours de processus physiologiques ou patholegigbn effet, la synthése protéique
indépendante de la coiffe est utilisée lors de itmms$ physiologiques particuliéres, durant
une infection virale, un stress, au cours du cydiulaire ou de I'apoptose par exemple
(Sarnow 1989; Johannes and Sarnow 1998; Johanras ¥399; Clemens 2001; Qin and
Sarnow 2004). Les séquences IRES sont la plupadrdps observées dans la région 5’UTR

de ’TARNm ou parfois méme dans la région codantEPpour la protéine. A ce jour, il existe
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85 IRES cellulaires et 39 IRES virales connuesr(Bat al. 2006), dont la liste est disponible

sur le web littp://ifr31w3.toulouse.inserm.fr/IRESdatabdsékes séquences IRES virales ne

présentent pas d’homologie de séquence mais onstdegures tres conservées. Les IRES
cellulaires ne présentent ni d’homologie de ségeiemd’homologie de structure, ce qui rend
impossible toute prédiction. Cela implique une gsalindividuelle de chaque IRES a l'aide
de messagers bicistroniques rapporteurs. La triatudRES est trés spécifique puisque
chagque ARNm traduit spécifiquement détient une sggel unique permettant le recrutement
de facteurs spécifiques (Baird et al. 2006). Epteffour étre reconnues, les structures IRES
nécessitent I'intervention d’'ITAF (IRES transacting factors). Ce sont des protéines se liant
a 'ARN (RNA binding protein) qui reconnaissent Esuctures et se fixent sur les séquences
IRES. Les ITAFs permettent le recrutement de fastelinitiation et du ribosome sur le
messager. Il existe un grand nombre d’'ITAFs (listgalement sur le site internet) faisant,
pour la plupart, partie de la famille des hnRNPs et@dogeneous Nuclear
RiboNucleoProteins).

Le recrutement et l'implication des facteurs dimtion de la traduction dans
linitiation de séquences IRES sont moins bien darésés que dans le cas de l'initiation
dépendante de la coiffe. Il est démontré que leedias elF4G et DAP5, un homologue de
elF4G, stimulent la traduction IRES lorsqu’ils sativés (Henis-Korenblit et al. 2002), et
permettent le recrutement des protéines elF4ARS.dla protéine elF3 apporte la sous unité
ribosomale 40S (Lamphear et al. 1995). L'initiatida la traduction au niveau de séquences
IRES peut impliquer, pour des messagers du picausg\Je recrutement du complexe de pré-
initiation 43S (Pestova et al. 1996) ou engagezatiiment la sous unité 40S du ribosome,
dans le cas des messagers du virus du criquet quwVigs al. 2000). Les IRES peuvent
permettre l'initiation de la synthése protéiquenieeau d’'un codon AUG ou non-AUG (Jan

2006) et ne requierent donc pas forcement la pretélF2. Pour linitiation au niveau des
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séquences IRES cellulaires, la phosphorylationbitide de la protéine el a pu étre
observée lorsque des messagers étaient traduitSirgarmeédiaire d’IRES (Tinton et al.

2005).

IRES
@ AUG AAAA

ITAF  elF4G
ou DAP5

Figure 14 : Facteurs de traduction impliqués dans’ihitiation dépendante de séquence
IRES.

Les séquences/structures IRES sont reconnues pdif 4€s (vert) entrainant le recrutement
des protéines elF4G ou DAP5 (orange), elF3 (blellr4A (rose) et la sous unité 40S du
ribosome (jaune-orangé).

2-4 Initiation de la traduction et cycle cellulaire

Les facteurs de traduction jouent un réle clé damrggulation du cycle cellulaire. La
synthese protéique est indispensable pour I'exjmesie messagers codant pour des protéines
régulant le cycle comme par exemple les cycline(@nhd Richter 2002; Salaun et al. 2003).
L’activité de synthése globale des protéines eauteup plus faible durant la mitose que
pendant I'interphase (Bonneau and Sonenberg 19&7yynthese protéiqgue en mitose est
finement régulée et permet I'expression de messagmcifiques (Pyronnet and Sonenberg

2001). Ces regulations sont présentées ici.
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Synthése spécifique

La surexpression artificielle de la protéine 4E-BRdn-phosphorylable dans des
cellules MCF7 (cellules de cancers du sein) ergrdén surexpression de g&% et la
répression de lI'expression de la cycline D1 (Jieh@l. 2003). Le messager de la protéine
p27%! est traduit spécifiquement grace & une séquen&s IBans la région 5'UTR
(Miskimins et al. 2001). La protéine g7 ainsi traduite se lie & la protéine CDK2 et inhibe
son activité, ce qui induit I'arrét du cycle.

La dissociation de la protéine elF4E de ses indilgt est nécessaire a la synthese de
cycline B et donc au déroulement du cycle cellelaians I'embryon de xénope et d’oursin
(Cao and Richter 2002; Salaun et al. 2003).

La traduction spécifigue de messagers initiée @aidis d’'une séquence IRES est trés
importante pour la régulation et la mise en plaoecgcle cellulaire. La protéine kinase
PITSLRE posséde une séquence IRES dans 'ORF cpdantla p1107°""F (CDK11). La
protéine p110™"RE est impliquée dans I'épissage des pré-messageemnstla régulation de

la transcription (Trembley et al. 2002). Lors dentrée en mitose, le messager est initié au

PITSLRE aTSLRE

niveau de la séquence IRES et permet la synthélsepds alors que p11 n'est
pas traduit (Cornelis et al. 2000). La protéine P58"F est impliquée dans la formation des
centrosomes et du fuseau mitotique (Petretti &Q416).

La protéine 14-3-8 régule la traduction en mitose en interagissaecde facteur
elF4B (Wilker et al. 2007). L’inhibition de la tradtion dépendante de la coiffe et la
stimulation de la traduction IRES dépendante eroseitne sont pas observées dans des
cellules déficientes pour la protéine 14-@-3insi, des protéines régulées en mitose par des

séquences IRES, comme pB38°-"Fne sont plus traduites causant ainsi des problé&taes

cytokinese (Wilker et al. 2007).
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L’ornithine décarboxylase (ODC), est une enzyme d#ns la biosynthése des
polyamines, nécessaire a I'entrée en phases Sdu bycle cellulaire (Childs et al. 2003).
L’initiation de la traduction du messager de 'OBE fait de maniere trés faible par la voie
dépendante de la coiffe car son extrémité 5’UTR s&ucturée empéche la fixation et le
scanning du ribosome (Manzella and Blackshear 199 transition G2/M, l'initiation de la
traduction du messager codant pour 'ODC se faitgaoie indépendante de la coiffe, par la
liaison de la sous unité 40S du ribosome sur ugeeste IRES en 5" UTR du messager
(Pyronnet et al. 2000).

La synthése de 'ODC et de p58°FF est observée en mitose lorsque la protéine
elF2o est fortement phosphorylée. Il a été démontré,sddes cellules surexprimant
artificiellement la PKR, que la phosphorylation dé-20 provoque l'augmentation de la

synthése de ces messagers (Tinton et al. 2005).

Svynthése globale

La protéine 4E-BP1 semble jouer un réle importaamsdl’inhibition de synthése
protéigue globale en mitose bien que cela soiutisd_es différents résultats obtenus peuvent
s’expliquer par la position différente des celluliess le cycle (début ou fin de phase M).

En effet, une premiére étude montre que la protélExd8P1 est un des substrats du
complexe CDK1-cycline B, actif en phase M, et elbgphorylée sur la sérine 65 et la
thréonine 70. Ces phosphorylations empéchent |&ipe 4E-BP1 de se lier & elF4E,
permettant ainsi la traduction dépendante de IdfecolLes auteurs proposent que la
phosphorylation de 4E-BP1 par CDK1-cycline B sepaéisente en fin de phase M, afin de

permettre une augmentation de synthese protéidientte en G1 (Heesom et al. 2001).
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Une deuxiéme étude indique que 4E-BP1 est souseftipophosphorylée en entrée
de mitose, empéchant ainsi la formation du compédkdF, et donc l'initiation de la synthése
protéique dépendante de la coiffe. De plus, la den®nkl liée a elF4G ne peut plus
phosphoryler la protéine elF4E séquestrée par 4E-BRtte derniére étude permettrait de
donner une premiére explication a la baisse deytdhgése protéique globale en mitose,
associée a une baisse de la synthése protéiquedadye de la coiffe (Pyronnet et al. 2001).
Cette étude montre également que la protéine elfe8GRyperphosphorylée lors de I'entrée
en mitose, ce qui pourrait contribuer a la disdamiade elFAE du complexe elF4F.

D’autres auteurs montrent que l'utilisation de IRaxel, provoquant I'accumulation
de cellules arrétées en G2/M, induit une hyperphagpation de 4E-BP1 entrainant la
formation du complexe elF4E-elF4G. L’hyperphospletign de 4E-BP1 est sous la
dépendance de l'activité de CDK1 (Greenberg anchz®@n2005).

La traduction du messager codant pour la cycline ttéine impliguée dans la
régulation du cycle cellulaire lors du passage G&ss augmentée lorsque la protéine elF4E
est artificiellement surexprimée (Shantz et al. 49®Rousseau et al. 1996). Cette
augmentation n’est toutefois pas due a 'augmentatiune initiation dépendante de la coiffe
mais au rble de transport de la protéine elF4E.eHet, elF4E permet le transport du
messager de la cycline D1 dans le cytoplasme, cemaine sa traduction (Rousseau et al.
1996).

Le complexe multiprotéique elF3 est également iqu#idans la régulation du cycle
cellulaire : chez la levur8accharomyces cerevisiame mutation de la sous unité p110 de
elF3 (homologue de p170 humain) entraine le blgcelgez un mutant thermosensible, du
cycle cellulaire en G1 (Kovarik et al. 1998). Lausaunité moe 1 de elF3 (homologue de p66
humain) interagit chezsSchizosaccharomyces pombgec Scdl (Shape and conjugation

deficiency 1) (Chen et al. 1999), un effecteur @es,Ruggérant ainsi son implication dans la
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voie de transduction mitogéniqgue. L'’homologue humap39 de elF3 chez
Schizosaccharomyces pomisem1 : suppressor of uncontrolled mitosis 1)iregliqué dans
la progression du cycle cellulaire de la phase Syle a la phase G2/M (Humphrey and
Enoch 1998) en interagissant avec la voie de trartisosh MAPK de réponse au stress.

Chez Arabidopsis thalianaCDKA (homologue de CDK1 humain) interagit avec la
protéine elF4A. Le complexe CDKA-elF4A est tres rdent dans les cellules en
prolifération mais absent dans les cellules quiese indiquant un rdle potentiel du

complexe dans la prolifération cellulaire (Hutch@isal. 2004).

2-5 Initiation de la traduction dans un contexte destress et d’apoptose

Les facteurs de traduction sont impligués danfmmse cellulaire apoptotique ou
mise en place en réponse a un stress cellulaireneol® choc thermique, I'hypoxie (van den
Beucken et al. 2006) ou encore lors d’'une privaibmentaire (Tettweiler et al. 2005). Une
des réponses cellulaires la plus souvent rencoaggnhibition de la traduction dépendante
de la coiffe. Cette inhibition permet de limiter éGansommation en énergie de la cellule,
estimée a plus de 50% de I'énergie de la cellular&r 1999; Rudra and Warner 2004) pour
le seul processus de traduction et de redirigeefests vers la réparation des dommages ou

la mise en place de mécanismes de survie.

Synthése globale

En condition hypoxique, dans des cellules de magmesf le complexe TSC1/TSC2
(Tuberous Sclerosis protein) inhibe la kinase FRAFRDR qui ne peut plus phosphoryler 4E-

BP1. La protéine 4E-BP1 hypophosphorylée se lidFdE empéche la liaison de elF4G et
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entraine l'inhibition de la traduction globale da®téines (Wouters et al. 2005). Le stress
hypoxigue entraine I'expression de 4E-BP dans |t d’'oursin (Le Bouffant et al. 2006).
La protéine 4E-BP est également exprimée dansndsy®ns de drosophile par le biais du
facteur de transcription FOXO (Forkhead box pro®@inlorsqu’ils sont soumis a un stress
oxydatif ou & une privation alimentaire. Dans cs, G=-BP est exprimée pour permettre la
survie des embryons jusqu’au retour de conditiongrennementales favorables (Teleman et
al. 2005; Tettweiler et al. 2005). Cette régulatianscriptionnelle a également été mise en
évidence dans des cellules de muscle de mammifeeegrotéine FOXO1 entraine une
augmentation de la protéine 4E-BP1 et inhibe l'egpion et l'activité de la kinase
FRAP/mTOR. Ainsi, l'activité de FOXO1 provoque userexpression de 4E-BP1 actif
(Southgate et al. 2007). La protéine 4E-BP1 eshd&ghorylée en réponse a des agents
endommageant 'ADN comme I'étoposide, le cisplatimeencore la mitomycine C (Tee and
Proud 2000). La protéine 4E-BP1 est déphosphordées des cellules Swiss 3T3, avant le
déclenchement de l'apoptose et clivée pendant ptgse. Ce clivage est dépendant des
caspases car il est inhibé en présence d'un iehibde caspases, le Z-VAD-FMK (Tee and
Proud 2000). La protéine 4E-BP1 sous sa forme (torgee, peut étre également
ubiquitinylée puis dégradée par le protéasome glal. 2007).

Dans des cellules MEL (murine erythroleukemia)cti\eation de p53 induit une
inhibition de synthese protéique liée a la déphospation de 4E-BP1. Les protéines 4E-
BP1let elF4G1 sont ensuite clivées dans ces cellldemaniére dépendante de p53 mais
indépendante des caspases (Constantinou and Cl@0@hb)s

Chez les mammiféeres, la protéine 4E-BP1 peut égalerétre déphosphorylée en
réponse aux rayons ionisants via linhibition dekiaase FRAP/MTOR et entrainer la
traduction de TLK1 (Tousled-Like Kinase 1) (SunavBlossabhoy et al. 2004). De maniere

intéressante, la kinase TLK1 est impliquée dansite en place du point de surveillance en
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interagissant avec ATM et CHK1 (Groth et al. 20@8B)facilite la réparation des cassures
double brin de 'ADN (Sunavala-Dossabhoy et al. 20Q activation du récepteur de mort
TRAIL induit I'inhibition de la synthése protéiquerrélée a la déphosphorylation de 4E-BP1
qui s’associe alors a elF4E (Morley et al. 2005).

Lors d’'un stress hypoxique, la protéine elF4AE gt séquestrée par son inhibiteur
4E-BP1 (paragraphe précédent) mais aussi par sospwrteur 4E-T (elF4E Transporter)
(Koritzinsky et al. 2006). La protéine 4E-T est @hle de s’associer a elF4E sur le méme site
d’interaction que 4E-BP1 et elF4G, ce qui permdtdasport d’elF4E du cytoplasme vers le
noyau (Dostie et al. 2000) et empéche ainsi I'#€étide elF4E dans le cytoplasme.

La protéine elF2 est également une protéine impégians la réponse au stress par la
phosphorylation de elff2 En effet, les kinases responsables de cette phbpgption
inhibitrice (voir paragraphe précédent) sont aetsvéen réponse aux différents stress
cellulaires. La kinase HRI, par exemple, est aetiésque le niveau d’heme dans le sang est
bas ou en réponse a des traitements a I'arserépi@s un choc osmotique ou thermique. La
kinase GCN2, quant a elle, est activée a la suite mhanque d’acides aminés (Kimball 2001)
ou a la suite d’'un endommagement de ’ADN par iaion UV (Deng et al. 2002; Jiang and
Wek 2005). La kinase PKR est activée par les ARbbtlobrin produits lors d’'une infection
virale et enfin, la kinase PERK est activee en m8pa un stress du réticulum endoplasmique
entrainé par une accumulation de protéines maileph ce niveau (Ron 2002). La protéine
elF2o est impliquée dans la réponse rapide a un stygesigue permettant I'inhibition de la
synthése protéique et la survie cellulaire (Wougdral. 2005; Koritzinsky et al. 2007). Des
études récentes ont montré que chez la levureét’alu cycle en G1/S, a la suite d’'un
traitement aux rayons UV, est complétement dépdrakata kinase GCN2 et est accompagné

de la phosphorylation de el&ZTvegard et al. 2007).
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La protéine elF& est phosphorylée consécutivement a I'activationréhiepteur de
mort TRAIL et est clivée au cours du processus tgimue par la caspase 3 (Morley et al.
2005).

L’activité de la protéine elF4G est régulée direwtat ou indirectement par la
protéine PAK2 (p21 Activated protein Kinase 2). PAKst une kinase activée en réponse a
'endommagement de ’ADN entrainant I'apoptose (Rand Traugh 1999). La kinase PAK2
se fixe et phosphoryle elF4G inhibant ainsi satiaia elF4E (Ling et al. 2005). La kinase
PAK2 peut également réguler elF4G indirectemergrgrainant la phosphorylation de Mnk1
qui ne pourra plus se fixer sur elF4G pour phosgborelF4E (Orton et al. 2004). Dans les
deux cas, l'activité de PAK2 entraine une inhilitae I'initiation dépendante de la coiffe.

Le facteur multiprotéique elF3 est impliqué damapdptose. La sous unité p35 de elF3
est clivée par les caspases au cours du procegspague caspase dépendant (Clemens et
al. 2000). Une interaction, par double hybride 8TGull down, a été mise en évidence entre
la sous unité p44 de elF3 et l'acteur principal’dpoptose caspase indépendant AlF (Kim et

al. 2006). Cette interaction entrainerait I'inhidit de la synthese protéique.

Synthese spécifiqgue

La phosphorylation de ell2entraine une inhibition de la synthese de la nitajdes
protéines, mais permet également la traduction dssagers spécifiques. Par exemple, a la
suite d'une privation en acides aminés, la kina€NZ% phosphoryle elR2 et induit ainsi
I'inhibition globale de la synthése protéique, alque la traduction du messager codant pour
GCN4 augmente. La protéine GCN4 est un facteuratesctription impliqgué dans la synthése
des acides aminés. La région 5’UTR de son messagient plusieurs cadres de lecture en

amont (UORF) de celui codant pour la protéine act@uand le niveau de phosphorylation de
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elF2a est faible, le ribosome initie le premier uORF@&hitie les UORFs suivants, car des
complexes elF2 sont disponibles pour chaque raiiati, sans parvenir a 'ORF de GCN4
(Figure 15-A. Lorsque la protéine elleest phosphorylée, la sous unité 40S du ribosome ne
peut plus initier les uUORFs, par manque de compfer&ique elF2 disponible, et continue
de scanner le messager jusqu'a 'ORF de GCN4 (Bidis-B. D’autres messagers sont
régulés de cette maniére, comme par exemple, lsages codant pour la protéine ATF4

(Activating Transcription Factor 4) (Harding et 2000).

@ Cogwlgxe
%%' %%.%ﬁ%- %%- | AUG5

AUG1 AUG2 AUG3 AUG4

%%_ AUGS5

AUG1 AUG2 AUG3 AUG4

Figure 15 : Traduction du messager GCN4

Le messager codant pour GCN4 posséde quatre sésgia@RF et son initiation est fonction
de la quantité de complexe elF2 disponible. (Anbmbre de complexe elF2 disponible est
tres éleve, ce qui permet au ribosome d’initiertégues séquences UORFs sans arriver a la
séquence codant pour la protéine GCN4. (B) Le nend® complexe elF2 est faible, le
ribosome ne va pas pouvoir initier les uUORFs panquee d’elF2 disponible et continuera de
scanner le messager. Le ribosome aura ainsi unbéghitité plus forte d’arriver jusqu’a
I'ORF codant pour la protéine GCN4.
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La traduction de messagers spécifiques, initiéedparséquences IRES est importante
dans la régulation de I'équilibre survie / mortlagkdire. Ainsi, certaines molécules anti-
apoptotiques, comme XIAP, sont synthétisées pdrides d’'IRES, en réponse aux rayons
ionisants (Holcik et al. 1999). Des protéines ppofaotiques, comme APAF, indispensable
au bon déroulement de I'apoptose induite par la wdrinséque (voir paragraphe apoptose) et
permettant la formation de I'apoptosome et l'adivade la caspase 9, sont exprimées suite a
une initiation IRES dépendante, lorsque la celiidmgage sur la voie apoptotique (Coldwell
et al. 2000). De plus, il a été démontré que lduttion de messagers pro-apoptotiques est
privilégiée dans un contexte de mort cellulairelest anti-apoptotiques dans un contexte de
survie. Ainsi, le messager de APAF est expriméépomse au UV pour des doses induisant la
mort cellulaire alors que le messager de XIAP npest traduit (Ungureanu et al. 2006).

La protéine elF4G est clivée spécifiguement parckspases au cours du processus
apoptotigue (Clemens et al. 2000). La protéine gaessdeux sites de clivage qui vont
permettre de générer trois fragments, le N-FAGg(frant N-terminal), le C-FAG (fragment
C-terminal) et le M-FAG (fragment du Milieu). Le MAG peut étre recruté par
'intermédiaire d’'un ITAF sur des structures IRESpermettre linitiation spécifique d'un
messager (Holcik and Sonenberg 2005). Un homolaguéa protéine elF4G, la protéine
DAP5/p97/NAT1 est également clivée lors de I'apsptafin de permettre la traduction IRES
des messages nécessaires a I'apoptose (Holcik2&04l).

De maniére trés intéressante, I'hétérodimeére K@8®0sous unité régulatrice de la
DNA-PK, complexe protéique indispensable a la réfpam par NHEJ (voir paragraphe
réparation) est capable de s’associer a un grambreod’ARN porteurs de séquences IRES.
De plus, la surexpression de Ku 80 entraine unmantation de I'activité IRES alors que les
cellules Ku-/- ont une activité IRES trés faibleiggérant que la protéine Ku joue un réle

important dans la traduction IRES dépendante (&ile¢al. 2006).
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2-6 Initiation de la traduction et cancers

La division des cellules est le résultat de la hedaentre I'expression de génes qui
stimulent et permettent la division, et ceux quinHibent. L'expression des génes étant
régulée au niveau de différentes étapes, donathuttion, il n'est pas étonnant de voir que
certains facteurs clés de cette étape sont dedipesta forte propriété oncogénique comme
les protéines elF4E et elF4G ou au contraire, defipes considérées comme de veéritables

suppresseurs de tumeurs, comme 4E-BP.

» elF4E/elF4G

La surexpression artificielle de la protéine elfetiraine la transformation de cellules
NIH-3T3 en cellules tumorales et I'apparition d’'uteneur suite de leur injection dans des
souris nudes (Lazaris-Karatzas et al. 1990). Laexgquession de elF4E active la
transformation cellulaire par l'activation de I'agene Ras (Lazaris-Karatzas et al. 1992)
bien que le mode d’activation de Ras par elF4Eisoiinnu. La protéine elF4E est capable
de coopérer avec les oncogenes v-myc et 'adéro@dA pour entrainer la transformation
de fibroblastes d’embryons de rat (Lazaris-Karatas Sonenberg 1992). Une surexpression
artificielle du partenaire de elF4E, elF4G entrag@galement la transformation de cellules
NIH3T3 provoquant I'apparition de tumeurs lorsqlésl sont injectées a des souris nudes
(Fukuchi-Shimogori et al. 1997).

Un inhibiteur spécifique de [linteraction elF4E/é(E entraine [I'induction de
'apoptose dans des cellules leuceémiques (Jurkdiplkibition de synthese de I'oncogéne c-
myc (Moerke et al. 2007).

De plus, des facteurs d'initiation de la traductsmmt surexprimés dans de nombreux

cancers. La protéine elF4E est surexprimée dankyahgdhiomes non-hodgkinien (Wang et al.
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1999) et tres abondante dans les cancers du sgiadivt al. 1995; Anthony et al. 1996), son
abondance dans ce cancer étant associée a I'agpeesi la tumeur (Li et al. 1997). La
surexpression de elF4E est corrélée avec I'exmmesde TLK1B (Tousled-like kinase 1B)
dans des cancers du sein (Byrnes et al. 2007). ddicomprendre les mécanismes liant la
surexpression de elF4E et la transformation tureptal recrutement de messagers dans les
polysomes a été étudiée par ‘microarray’ pour disiles NIH3T3 ou la protéine elF4E est
surexprimée. Les ARN messagers traduits dans cddesesont, pour la plupart, des
messagers codant pour des protéines anti-apopstmudes facteurs de croissance (Mamane

et al. 2007).

« 4E-BP

La protéine 4E-BP peut étre considérée sous certspects comme un suppresseur
de tumeur, car la surexpression de 4E-BP1 ou 4E{BR® reverser le phénotype tumoral
associé a I'expression de elF4E (Rousseau et 86)1€et effet pro-apoptotique de 4E-BP
est intimement lié a sa capacité d’inhibition de4# puisque I'ajout du peptide d’'interaction
de 4E-BP ou de elF4G avec elF4E suffit a reversephénotype tumoral des cellules
surexprimant elF4E et déclenche le processus ajqueoHerbert et al. 2000).

De plus, les patients possédant une protéine ATNEenprésentent notamment une
réponse cellulaire anormale a l'insuline. Or, deglés ont montré un réle nouveau pour la
protéine ATM dans la réponse a l'insuline passamtlg phosphorylation de la protéine 4E-
BP1. Cela suggeére I'implication de la protéine 4EiBlans le défaut de réponse a l'insuline

observé chez ces patients (Yang and Kastan 2000).
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e elF2

L’expression d’'une protéine el&2non phosphorylable (sérine 51 mutée en alanine)
inhibe la mise en place de I'apoptose (Srivastdval.e1998) et induit la transformation de
cellules NIH3T3 saines en cellules malignes (Dagtza. 1995).

L’expression du mutant dominant négatif d’'une kenphosphorylant el la PKR,
entraine la transformation des cellules NIH3T3 @foilas et al. 1992), proposant ainsi la
PKR comme un suppresseur de tumeur (Meurs et &#@3)19e facon corrélée, la
surexpression de TRBP (TAR RNA Binding Protein)(Beane et al. 1997) ou de p58
(Barber et al. 1994), inhibiteur de la PKR, enteafa transformation de cellules saines en

cellules malignes.

* elF3

L’expression artificielle de plusieurs protéines damplexe multiprotéique elF3
entraine la transformation de cellules NIH3T3 ehules malignes (Zhang et al. 2007).
L’expression individuelle de cing des sous unitéet-3 entraine une perte de contrble de la
croissance cellulaire ainsi qu'un échappement leélki au processus apoptotique. Des
protéines du complexe elF3 sont également suregpsmdans de multiples cancers.
L’expression de la sous unité p170 est tres fatesdes cancers mammaires et de I'cesophage
(Bachmann et al. 1997) et la surexpression deua snité p40 d’elF3 a été observée dans des

cancers du sein et de la prostate (Nupponen £999).

Ainsi, les facteurs de traduction jouent un rékeaans la régulation du cycle cellulaire

et peuvent étre a l'origine de la perte de contd#ela division. Le modele de I'embryon
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d’oursin est un modéle avéré pour I'étude du cgeldulaire et de la traduction. La troisieme

partie illustre cette affirmation.
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3 L’embryon d’oursin, un modele pour I'étude du cyde cellulaire et de la
traduction

L’'oursin est un invertébré marin deutérostome #ppant a I'embranchement des
Echinodermes, comme les étoiles de mer, les hadstutes ophiures ou les crinoides.
L'oursin est un modele biologique important, quiparmis la découverte des cyclines,
couronnée par I'obtention du prix Nobel par Tim Hen 2001. Actuellement, I'intérét pour
loursin grandit grace au récent séquencage du rgénale I'oursin américain, le
Strongylocentrotus purpuratugn effet, 'analyse du génome de 814 megabasésutsin a
permis d’annoter 23 300 genes non redondants etaférer que les échinodermes sont les

invertébrés les plus proches phylogénétiquementhimsiés (Sodergren et al. 2006).

3-1 Embryon d’oursin, cycle cellulaire, réparationde 'ADN et apoptose

Cycle cellulaire

L’embryon précoce d’oursin est un modéle remargugbolur I'étude biochimique du
cycle cellulaire au méme titre que I'embryon deogou I'ovocyte d’'étoile de mer. D’autres
modeles, comme la levure, sont utilisés pour lesled génétiques. L'ovule non fécondé
d’oursin est naturellement bloqué en phase G1 dle®ellulaire et la fécondation permet la
reprise de la division. Les ceufs fécondés présente@ synchronicité physiologique a la
différence des levures ou des cellules en cultgressont immortalisées (transformées) et
doivent étre traitées pour étre synchronisées.dritage de I'oursin sur les autres espéces
modeles est que la maturation méiotique est acheéags I'ovule non fécondé. L’embryon
d’oursin permet ainsi d’étudier le cycle en s’afithissant des régulations observées au cours

de la maturation méiotique (Prigent and Hunt 2004).
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» Etude génomique

Le séquencage récent de I'oursin ameéri&nongylocentrotus purpurat$odergren

et al. 2006) a rendu possible la comparaison dgses€es obtenues dans d’autres espéces.
Ainsi ceci a permis de savoir que toutes les CDKEexception de CDK3, possédent des
homologues chez I'oursin. Les kinases CDK4 et CDK&ont représentées que par une seule
kinase chez l'oursin qui a été annotée CDK4. LedsQit également été trouvées, mais un
seul homologue a été annoté pour les protéine§PHP4™ et p2#**. Les protéines de la
famille des INK4 sont absentes, indiquant leur Bp#é aux vertébrés. Les protéines
impliquées dans I'activation du point de surveilarmobilisé en réponse aux dommages de
’ADN, comme les protéines CHK1 et 2 ou ATM et ARt leurs homologues chez I'oursin.
Les kinases mitotiques comme Aurora ou Plk1 onkeégant leurs homologues chez I'oursin.
Enfin, les protéines régulant les CDKs comme lesmases Weel et CAK, la phosphatase
Cdc25 qui n’a qu’un seul isoforme, le facteur dascription E2F ou encore les suppresseurs
de tumeur p53 et pRb sont présentes chez I'oursm protéines 14-3-3, régulant le cycle par
séquestration protéique, ont trois isoformes chemrdin contre sept chez I'humain

(Fernandez-Guerra et al. 2006).

* Etudes fonctionnelles

Dans I'ceuf d’oursin, la fécondation permet le déckement de la transition G1/S
puis le déroulement des différentes phases du §;ce2 et M. Le mécanisme de reprise du
cycle cellulaire dans I'ceuf fécondé d’oursin estaa mal connu aujourd’hui. En effet, le
complexe CDK2-Cycline E, responsable de I'entréplease S dans les cellules humaines, est

constitutivement actif dans I'embryon d'oursin (Sarel et al. 2001). Le complexe CDK2-
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Cycline E est requis pour la maturation du pronogle mais pas pour la réplication de
'ADN dans la premiére division de I'embryon d’oirrs(Schnackenberg et al. 2007). La
synthése de la cycline A n’est pas requise non ptug la phase de synthese d’ADN et
I'activité de la CDK2 est stable durant les prem$edivisions (Zhang and Ruderman 1993;
Moreau et al. 1998).

La transition G2/M est régulée par le complexe CEBILline B. La découverte de la
cycline B, indispensable a I'entrée en phase Maddisiles, a été mise en évidence pour la
premiere fois dans I'embryon d’oursin par Tim H@Bvans et al. 1983). La synthése de la
cycline B et donc la transition G2/M est dépendaldd’activité de traduction. L'activation
de CDK1 est dépendante de la dégradation spécitigueertaines protéines, car I'inhibition
du protéasome provoque l'arrét en phase M (Kawadtaah 2000).

L'existence de points de surveillance dans la eardivision de I'embryon d’oursin
a longtemps été controversée et certains auteamgent que ces points de surveillance ne
seraient fonctionnels qu’a partir du stade blagtidfzel 2003). Une étude montre que chez des
embryons d’oursirstrongylocentrotus droebachiensis stade blastula (Figure)l#t exposés
aux rayons UV, les protéines p53 et P24"e™ sont surexprimées, ce qui provogue une
inhibition de l'activité CDK1 et l'arrét du cycleetiulaire (Lesser et al. 2003). Lors d'un
cotraitement aphidicoline (un inhibiteur de la régalion) avec de la caféine, les embryons ne
sont plus capables d'induire I'arrét en G2/M noemant observé en présence d'aphidicoline
(Patel et al. 1997). La caféine est connue poubérHes kinases ATM/ATR (Sarkaria et al.
1999).

Nos études ont démontré clairement que la mackipermettant de bloquer la cellule
en entrée de mitose durant la premiére divisiotulegle est fonctionnelle dans I'embryon
d’oursin Sphaerechinus granularisEn effet, lorsque des embryons sont traités par de

pesticides (Marc et al. 2002) ou par des agentsranthgeant 'ADN (Le Bouffant et al.
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2007) , le cycle de division cellulaire est arréreG2/M et cet arrét impliqgue une inhibition
du mécanisme d’activation du complexe kinasique Ci¥cline B, dont la tyrosine reste
phosphorylée. En réponse a I'endommagement de I'ADksque le cycle cellulaire est
arrété, les mécanismes de réparation de I'ADN aapaptose se mettent en place (Le

Bouffant et al. 2007).

Contraste Fluorescence

Stade de phase (ADN)

1 cellule

2 cellules

4 cellules

8 cellules

Blastula
nageante

Gastrula

Prisme

Figure 16 : Stades de développement de I'embryonalirsin.

Observations microscopiques en contraste de phaséonne de gauche) permettant
d’observer la morphologie de 'embryon ou a fluaesce (colonne de droite) permettant
d’observer 'ADN des cellules de I'embryon marquaedioescht.
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Réparation de '’ADN

» Etude génomique

La plupart des acteurs de la réparation de I’ADNt gwésents chez I'oursin, dix sept
géenes correspondant a des protéines prédites dmti@n ont été annotés pour le BER, huit
genes pour la réparation des DSBs (HR et NHEJ)ndi¥ génes pour le NER et sept génes
pour le MMR (Fernandez-Guerra et al. 2006). PoOBHE®R, toutes les protéines connues sont
présentes chez 'oursin a I'exception d’'une gly¢asy. Pour le NHEJ, les sous unités formant
la DNA-PK (DNA-PKcs, Ku70 et Ku80) et le complexdRKC4-Ligase IV sont présents

chez 'oursin.

* Etudes fonctionnelles

La réparation des dommages de I'’ADN est fonctidengez I'oursinSphaerechinus
granularis (Le Bouffant et al. 2007). En effet, les travawalrsés durant cette these ont
permis d’observer que les embryons d’oursin soptlskes de réparémn vivo des dommages
entrainés par une molécule radiomimétique (bléongycou une molécule alkylant 'ADN
(MMS : méthyl méthanesulfonate), réparés respecierd par le NHEJ et le BER dans des
cellules de mammiferes. De plus, des oligonucléstitiimant des cassures de I’ADN, prises
en charge par le mécanisme du NHEJ ou du BER, tintréparés par des extraits
embryonnaires d’oursin (Le Bouffant et al. 2007).

Les protéines Ku 70 et Ku 80 jouent un rble indisgadble dans les premieres divisions
d’oursin puisque la microinjection d’'un anticorp#igé contre I'hétérodimére Ku70/80
entraine un arrét de la division chHegechinus pictusCet arrét de division peut étre reversé

par I'apport de complexe DNA-PK actif (Kanungo et1®99).
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Apoptose

» Etude génomique

L’annotation du génome de l'oursin a permis d’amatyla conservation des voies
mises en place lors du processus apoptotique (Bolpeet al. 2006). La comparaison de
séquences (conservation de domaines spécifigueg)rdegines humaines avec les protéines
prédites d’oursin a mis en évidence I'existenceare protéines de la famille d’APAF chez
I'oursin contre une seule chez 'humain. De la ménamniére, I'oursin possede un nombre
important de caspases. En effet, quatre génes tpdan des protéines de la famille de la
caspase 9, un gene codant pour des protéinesfalmilie des caspases 3/7 et caspase 6, cinq
géenes codant pour des protéines de la famille dadpase 8 ont été trouvés chez I'oursin. De
maniére intéressante, onze ‘nouvelles’ caspases,laddonction est inconnue, sont prédites
chez I'oursin. Des genes codant pour les protéileeka famille des Bcl-2 ou pour les IAPs
ont été trouvés chez l'oursin. Pour les acteursladevoie extrinseque, sept protéines
correspondant aux TNFR (récepteur au TNF) et quatrd NF ligand sont prédites chez
I'oursin alors que les récepteurs Fas, ou TRAIL sdrsents ainsi que leurs ligands respectifs.
Enfin, les acteurs de la voie de I'apoptose caspatpendante, comme le facteur AlF sont

présents et bien conservés chez I'oursin.

* Etudes fonctionnelles

Au cours du développement embryonnaire, certairedisiles de I'embryon tardif
d’oursin entrent naturellement en apoptose afinpdemettre le bon développement et la
métamorphose (Roccheri et al. 1997; Voronina ands&le2001). L’exposition d’embryons

tardifs (pris aux stades blastula et gastrula :uf€igl§ a des molécules chimiques

74



cytotoxigues (Roccheri et al. 1997) ou a des ragorants UV (Lesser et al. 2003), induit le
processus apoptotique.

Le traitement d’ovules non fécondés ou d’embrydinsirsin en premiere division par
la staurosporine (inhibiteur des kinases PKC, PRAotein Kinase A) et MLCK (Myosin
Light Chain Kinase)), induit 'apoptose (VoroninadaWessel 2001). Toutefois, les résultats
obtenus par Voronina et Wessel ont été récemmentas@rsés : la mort cellulaire induite
par la staurosporine ne serait pas une apoptoseunainécrose, et 'apoptose ne pourrait pas
étre induite dans I'embryon avant le stade blagéga Thurber and Epel 2007).

Les études réalisées au cours de cette these démtomie I'apoptose est induite dans
la premiére division de I'embryon d’oursin en répera des agents endommageant ’ADN,
comme une molécule radiomimétiqgue (bléomycine) ae molécule alkylant 'ADN (Le
MMS) (Le Bouffant et al. 2007) ou encore par unahé&iurd le chrome(lll) (Le Bouffant et

al, submitted : Article B

3-2 Embryon d’oursin et facteurs d’initiation de la traduction

» Etude génomique

Les données génomiques ont ici encore apportéetisgignements trés importants sur
les facteurs de traduction (Morales et al. 200@) plupart des protéines (predites) possedent
des homologues chez I'oursin mais la plupart n‘gniun seul isoforme. Par exemple, la
protéine 4E-BP posséde trois isoformes chez I'haonediun seul, proche de 4E-BP2, chez
loursin. La protéine elF4G a deux isoformes chémrhain et n'en a qu'un seul chez
'oursin. De maniére tres intéressante, la protéifk&lE a trois isoformes chez I'humain qui

sont présentes chez l'oursin, mettant ici en avamt importance. Les acteurs de la voie
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régulant le complexe elF4F sont également présgamts I'embryon d'oursin. Enfin des
facteurs d'initiation de la traduction impliquésndale processus apoptotique, comme la

protéine DAP5/p97/NAT1, sont présents chez I'oursin

* Etudes fonctionnelles

L’embryon d’oursin est un modele avéré pour 'étudie cycle cellulaire et de sa
régulation, mais est également un excellent mop@le étudier la régulation de I'expression
des genes au niveau de leur traduction. En effetéponse a la fécondation, la traduction
augmente de maniere trés forte et est indispensalie division (Wagenaar 1983). La
transcription, quant a elle, n’est pas indisperesadurant les premiers stades de
développement (Epel 1967; Brandhorst 1976). Lsadiiion d’un inhibiteur de transcription,
I'actinomycine D, entraine un arrét, ou du moingalentissement du développement, a partir
du stade 16 cellules alors que les premiers clwvaglulaires ne sont, eux, pas affectés
(Gross and Cousineau 1963; Gross and Cousineay.1964

L’existence d’un inhibiteur du complexe d’initiaticelF4F dans I'ovule non fécondé
était soupconné depuis longtemps puisque I'ajoutaieplexe elF4F purifié dans des lysats
d’'ovule d'oursin entraine l'augmentation de la $yse protéique (Huang et al. 1987). Le
facteur 4E-BP a été impliqué dans la levée deibitilon de la synthese protéique en réponse
a la fécondation (Cormier et al. 2001). En effatplotéine 4E-BP est tres abondante dans
'ovule non fécondé et, en réponse a la fecondatietie protéine est dégradée, dégradation
qui est sous dépendance de la kinase FRAP/mTORUis&t al. 2004). Lorsque la protéine
4E-BP est dégradée, elF4E est libre, ce qui peant@tprotéine elF4G de se fixer sur elF4E
(Oulhen et al. 2007) et entraine 'augmentationadeynthése protéique (Salaun et al. 2003).

Cette régulation de la protéine 4E-BP est trésimalg et permet d’étudier facilement les
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modifications d’expression de la protéine 4E-BPcaurs du développement ou dans des
conditions particulieres. La premiére division taribryon d’oursin est sous la dépendance
de la protéine 4E-BP, car linhibition de dégradatide la protéine 4E-BP, en réponse a la
fécondation, empéche la synthése de la cyclineala(® et al. 2003).

Le répresseur de la traduction 4E-BP est exprinm& ambryon d’oursin en réponse
a un stress hypoxique, a un radiomimétique (larbi@ine) et au chrome (Le Bouffant et al.
2006 ; Le Bouffant et al. submitted Article). 3L’expression de 4E-BP est régulée
traductionnellement et entraine l'inhibition globale la synthése protéique par dissociation
du complexe elF4F impliquant la fixation de 4E-BRI&R4E dans des embryons traités au
chrome (Le Bouffant et al. submitted Article 3

Des études précédentes avaient déja suggéré leimplertant de elF2 dans la
régulation de la synthése protéique chez 'ourainl'ajout de I'échangeur de GTP de elF2,
elF2B, permet 'augmentation de la synthése prattidans des lysats d’embryons (Dholakia
et al. 1990; Akkaraju et al. 1991). Nos travaux petmis de mettre en évidence que la
protéine elF2 est impliqguée lors de la fécondagbren réponse a I'endommagement de
'ADN. En effet, la sous unité elE2 est phosphorylée dans l'ovule d’oursin puis
déphosphorylée en réponse a la fécondation (Lef&uwukt al. submitted Article)4 La
protéine elF& est rephosphorylée en réponse a un agent génogxig MMS (Methyl

methanesulfonate), de fagon corrélée a I'inhibitdleria synthese protéique.
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Article 1

Le Bouffant, R., P. Cormier, A. Cueff, R. Belle andO. Mulner-Lorillon (2007). "Sea
urchin embryo as a model for analysis of the signelg pathways linking DNA damages

checkpoint, DNA repair and apoptosis.” Cell Mol Life Sci 64, 1723-34.

Ce premier travail a pour objectif d’étudier la étionnalité du point de surveillance
(arrét du cycle, réparation de I'ADN et apoptose)s men place en réponse a
'endommagement de I'ADN au cours de la premiereistin cellulaire de I'embryon
d’oursin.

Le traitement par une molécule alkylant I'ADN, le M&, ou par un agent
radiomimétique, la bléomycine, entraine l'arrét dycle cellulaire, en inhibant la
déphosphorylation activatrice du complexe CDK1-@yB. Les embryons soumis a I'action
des molécules génotoxiques, durant de courtesdaefyisont capables de réparer les Iésions
induites, afin de reprendre un développement norbmaikque les Iésions de '’ADN sont trop
importantes, le processus de mort cellulaire prognée, ou apoptose, caractérisée par la
fragmentation de I'ADN, la présence de corps aptigpies ou encore l'activation des
caspases est déclenchée dans I'embryon d’oursin

Les résultats démontrent que ces cellules posseddas mécanismes fonctionnels
enclenchés lors de I'activation du point de survddnce, a la suite d'un endommagement
de I'ADN. Cette caractérisation est indispensable pour pouwvoiaborder par la suite

I'étude des relations entre les points de surveiltae et les facteurs de traduction.
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Abstract. DNA integrity checkpoint control was
studied in the sea urchin early embryo. Treatment of
the embryos with genotoxic agents such as methyl
methanesulfonate (MMS) or bleomycin induced the
activation of a cell cycle checkpoint as evidenced by
the occurrence of a delay or an arrest in the division of
the embryos and an inhibition of CDKl/cyclin B
activating dephosphorylation. The genotoxic treat-
ment was shown to induce DNA damage that
depended on the genotoxic concentration and was
correlated with the observed cell cycle delay. At low
genotoxic concentrations, embryos were able to repair
the DNA damage and recover from checkpoint arrest,

whereas at high doses they underwent morphological
and biochemical changes characteristic of apoptosis.
Finally, extracts prepared from embryos were found to
be capable of supporting DNA repair in vitro upon
incubation with oligonucleotides mimicking damage.
Taken together, our results demonstrate that sea
urchin early embryos contain fully functional and
activatable DNA damage checkpoints. Sea urchin
embryos are discussed as a promising model to study
the signaling pathways of cell cycle checkpoint, DNA
repair and apoptosis, which upon deregulation play a
significant role in the origin of cancer.

Keywords. DNA damage, cell cycle checkpoint, sea urchin embryo, DNA repair, apoptosis, cancer biology.

Introduction

There is evidence that tumors and metastases origi-
nate from a minority of undifferentiated cells, which
were called cancer stem cells, and resemble normal
stem cells in their multipotency and their capacity to
replicate almost indefinitely [1]. The hypothesis then
arises that cancers can be viewed as a stem cell disease

* Corresponding author.

[2,3]. Obviously, the stem cells possess a life span long
enough to accumulate the six to eight mutations
required for a cell to become cancerous [4], support-
ing the concept that cancer stem cells could originate
from the stem cell compartment [3]. The unlimited
replication capacity of adult stem cells is normally
tightly constrained by highly orchestrated processes
controlling growth, elimination of abnormal cells or
anarchic migration of the cells [5]. Accordingly,
normal cell growth is controlled by surveillance
mechanisms known as cell cycle checkpoints [6],
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which ensure the faithful transmission of undamaged
genetic information. These genome-surveillance
mechanisms monitor the integrity of the chromo-
somes and coordinate repair and cell cycle progression
[7]. Usually, the parallel activation of programmed
cell death (apoptosis) ensures that the abnormal cells
are eliminated if no repair occurs (for review see [8]).
Among the actors known to be implicated in the
checkpoint response, the PI3-kinase-related protein
kinases of the ATM/ATR family play a central role as
a transducer in the DNA damage signaling response.
ATM orchestrates the cell response by arresting/
delaying the cell cycle through a phosphorylation
cascade involving Chk1/2 and cdc25, by activating the
DNA repair through a pathway that may implicate
RPA, BRCA1 and H2AX phosphorylation, and by
inducing the p53-dependent activation of the caspase
apoptotic pathway [9]. An alteration of one actor
implicated in these surveillance pathways would
produce cells that escape the normal control of cell
proliferation and cell death and acquire the genomic
instability underlying cancer cells [10-12].

Deciphering the pathways that regulate proliferation,
self-renewal, survival and differentiation of normal
stem cells is a pre-requisite to the comprehension of
mechanisms which are deficient or circumvented in
cancer stem cells, resulting in delineating new ther-
apeutic strategies to selectively kill the cancer stem
cells, the ultimate condition to irreversibly cure
cancers. The description of the molecular machines
required to execute cell cycle control steps resulted
primarily from genetic studies with yeast [13], and
benefited from the discovery that a number of genes
classified as oncogenes or tumor suppressor genes
were actors in the checkpoint pathways [10]. Subse-
quent biochemical analyses of the pathways rely on
the use of synchronized culture cells. Thus, timely
progression through cell division was shown to require
phosphorylation events orchestrated by cyclin-de-
pendent protein kinases (CDKs), the universal cell
cycle regulators. Their activity is controlled at multiple
levels by synthesis of the regulatory cyclin subunits,
phosphorylation of both the catalytic and cyclin
subunits, binding to CDK inhibitors (CKIs), subcel-
lular localization, and by specific ubiquitination
targeting of cyclins and CKIs to proteasome-mediated
proteolysis (for review see [14]). Amphibian or
marine invertebrate oocytes or eggs have been used
for a long time as relevant models for studies on cell
cycle control biochemical mechanisms. The reason is
that female gametes are physiologically cell-cycle
arrested cells, which are synchronously induced to
resume the cycle under a natural stimulus, ie.,
fertilization. Upon fertilization, the cells are naturally
and synchronously triggered to enter cell cycle and go

DNA damage signaling pathways in sea urchin embryo

through mitotic divisions in a saline medium without
addition of external drugs or growth factor. The sea
urchin female gamete is an especially advantageous
model in cell cycle studies since it has completed the
entire maturation process and is arrested in the G1
phase of the cell cycle (reviewed in [15]). Therefore,
fertilization in sea urchin allows the study of the
molecular pathways involved in cell cycle entry with-
out interference with a prior step of meiosis resump-
tion, as it is the case in Xenopus embryos (reviewed in
[16]). Furthermore, the whole genome of the sea
urchin, Strongylocentrotus purpuratus, has recently
become available (http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/
projects/seaurchin/) [17] and was shown to contain
the orthologs for the major genes known to be
implicated in the cell cycle and its checkpoints [18, 19].
The archetype for a normal stem cell is the zygote, the
initial totipotent embryonic cell from which all the
cells of an organism originate [20], further favoring
the use of embryos to study the transformation of a
normal stem cell into a cancer stem cell. However, it
was generally assumed that rapidly developing em-
bryos lack checkpoints and induction of stress re-
sponses until after mid blastula transition [21]. This
assumption relied mainly on the observation that cells
in embryos proceed through rapid and continuous
cycles of DNA replication (S-phase) and nuclear
division (M-phase), without gap (G) periods, which
allow for the repair of DNA damage and replication
errors. Nevertheless, activation of the G2/M check-
point has been demonstrated to occur during the first
cell cycle of sea urchin embryos in response to toxic
exposure [22, 23]. Furthermore, eukaryotic initiation
factor-4 binding protein (4E-BP), the universal inhib-
itor of translation initiation known to be implicated in
cell survival and/or apoptosis was overexpressed in sea
urchin embryos under hypoxic stress or prolonged
bleomycin exposure [24]. We show here that geno-
toxic drugs induce DNA breaks in sea urchin embryos
leading to cell cycle delay or arrest. The embryo
response depends on the importance of the DNA
damage induced by the genotoxics. At low dose or
short exposure time, the DNA damage provokes a
delay in development and the induction of DNA
repair. At high doses, the cell cycle is arrested and the
embryo manifests cytological and biochemical hall-
marks of apoptosis. Furthermore, we report the
production of embryo extracts that are appropriate
for studying DNA repair activities in vitro. The results
demonstrate the presence of a fully functional and
activatable DNA damage checkpoint in sea urchin
embryos favoring the use of embryos as a powerful
model to study the pathways of cell cycle checkpoints
and the consequences of their deregulation on the
origin of cancer.
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Materials and methods

Handling of gametes and embryos. Sea urchins (Sphaerechinus
granularis) were collected in the Brest area and maintained in
running seawater. Spawning of gametes was induced by intra-
coelomic injection of 0.1 M acetylcholine. Sperm was collected
dry’ and kept undiluted at 4°C. Eggs, collected in 0.22-um
Millipore-filtered seawater, were dejellied by swirling for 30's in
filtered seawater (pHS5), rinsed twice in fresh seawater and
suspended in filtered seawater at 5% (v/v) dilution. Diluted (1/
1000°) sperm was added to the eggs and withdrawn after 5 min.
Experiments were only performed on batches exhibiting greater
than 90% fertilization. Each experiment used gametes and eggs
from a single female.

Embryo treatments. At the indicated time after fertilization,
genotoxic agents bleomycin (Aventis) or methyl methanesulfonate
(MMS) (Sigma) were added to the incubation medium at the
indicated concentration. Genotoxic mother solutions were made in
seawater and adjusted to pH 7.5 before addition to the embryo
incubations. When needed, genotoxic agents were removed from
the incubation medium by rinsing embryos twice in fresh seawater.
Cytological analysis. Embryos were cultured at 16°C under
constant stirring and observed at time intervals by phase-contrast
microscopy for developmental progression. Thousands of embryos
were incubated for each experimental determination from which
around 100 were scored for the developmental stage [23]. At
various times after fertilization, 0.2-ml aliquots of the embryo
suspension were fixed overnight in 1 ml methanol/glycerol (3:1, v/
v) in the presence of the DNA dye Hoechst (bisbenzimide, 0.1 pg/
ml), mounted in 50% glycerol and observed under fluorescence
microscopy [25].

For transmission electron microscopy, embryos were fixed for 2 hin
amixture of 2.5 % glutaraldehyde, 1 % paraformaldehyde buffered
to pH 7.2 with 0.2 M sodium cacodylate and 20 % sea water. They
were then rinsed three times in 0.2 M sodium cacodylate, pH 7.2
containing 450 mM sucrose and 20% sea water. After the
dehydration series in ethanol, samples were embedded in epoxy
resin (SPURR). The resin was cut and ultra-thin sections were
mounted on a grid and labeled with uranyl acetate and lead citrate
(Reynolds). Observations were made under transmission electron
microscope (JEOL 1200EX).

CDKI1/cyclin B activation in vivo. The activation state of CDK1/
cyclin B at various times after fertilization was determined from
activity measurements of the protein kinase affinity purified from
the embryos as already described [23]. Briefly, low-speed (16 000 g,
10 min) supernatants were prepared from 1 ml pelleted embryos
homogenized in 400 ul ice-cold buffer [60 mM -glycerophosphate
pH 7.2, 15 mM p-nitrophenyl phosphate, 25 mM 4-morpholine-
propanesulfonic acid (MOPS), 15 mM ethylene glycol tetraacetic
acid (EGTA), 15 mM MgCl,, 2 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM
sodium orthovanadate, 1 mM sodium fluoride, 1 mM disodium
phenylphosphate, 10 pg/ml soybean trypsin inhibitor (SBTI),
100 uM  benzamidine, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin,
0.1% Triton]. The CDK1/cyclin B complex was isolated from the
extract supernatants by affinity chromatography on p13*“' Sephar-
ose beads prepared as described in [23] and the activity of the
bound kinase was determined using histone H1 substrate under
standard conditions [26].

Western blot analyses. Electrophoretic resolution of the p13* -
affinity purified proteins was performed under SDS denaturing
conditions on a 15% polyacrylamide gel according to Laemmli
[27]. Proteins were electro-transferred from the gel onto nitro-
cellulose membranes (Schleicher and Schuell). The membranes
were saturated in Tris buffer saline containing 0.1 % Tween 20 and
5% BSA (Serva) during 1 hour. The membranes were then
incubated overnight at 4°C in monoclonal anti-phosphotyrosine
horseradish peroxidase-conjugated antibody (ref PY99, Santa
Cruz) at 1:500. The antigen-antibody complexes were revealed by
the chemiluminescence system (ECL) according to the manufac-
turer’s instructions (Amersham). The total amount of CDK1, taken
as a loading control, was verified after immunorevelation using a
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mouse monoclonal antibody directed against human PSTAIRE
(ref 7962, Sigma).

Analysis of DNA damage and repair in vivo. The DNA profile was
analyzed by pulse-field gel electrophoresis (PFGE) [28]. At 20 min
after fertilization, the embryo suspension was treated for 30 min in
the presence of different genotoxic agents at the indicated
concentrations. After treatment, aliquots (50 ul) of pelleted cells
were embedded in agarose plugs [1% low melting point agarose
(Appligene), 0.5x Tris-borate-EDTA buffer (TBE, Sigma)] and the
plugs were incubated for 48 hin 0.5 M EDTA, 1 % N-laurylsarcosyl
and proteinase K (1 mg/ml; Amresco) at 20°C in the case of
bleomycin treatment, and at 20°C or 50°C in the case of MMS
treatment. The 50°C treatment was reported to convert the heat-
labile alkylation sites induced by MMS to double-strand breaks
observable after PFGE [29]. Agarose plugs were washed twice with
washing buffer (10 mM Tris, pH 7.5, and 0.1 M EDTA) and
incubated with RNase [10 mM Tris, pH 7.5, 0.1 M EDTA and
0.1 mg/ml RNase A (Sigma)] at 37°C for 1 h. Electrophoresis was
carried out with a CHEF-DR 1I system (Bio-Rad) in 1% agarose
gels. Gels were run at 14°C with increasing pulse times from 60 to
240 s over 24 h at 100 V. DNA was revealed by ethidium bromide
staining and quantified by densitometry. Regression analysis of
DNA fragmentation was realized and expressed as the fraction of
activity released (FAR), which is the ratio of fragmented DNA to
total DNA [28].

DNA repair activity in vitro. Extracts were prepared from embryos
at 60 min after fertilization by the previously described protocol
[30]. Briefly, embryos were washed twice in 10 volumes of lysis
buffer (10 mM HEPES, 250 mM NaCl, 25 mM EGTA, 5mM
MgCl,, 110 mM glycine, 250 mM glycerol, 1 mM DTT and 1 mM
phenylmethansulfonyl fluoride), then resuspended in lysis buffer at
aratio of 1:1 and homogenized with a syringe fitted with a 23-gauge
needle. The lysate was centrifuged twice at 16 000 g for 10 min at
4°C and the supernatant was stored at —-80°C. An ATP regenerating
system (final concentration: 2 mM ATP, 20 mM phosphocreatine
and 50 pg/ml creatine kinase) was added to the extracts before the
DNA repair assay. A non-homologous end-joining (NHEJ) assay
was performed using the duplex oligonucleotides (P1/P3 and P2/
labeled-P4; see below) and the method described in detail by Fan
and Wu [31]. Briefly, repair activity is reflected by the appearance
of a 62-base labeled oligonucleotide after electrophoresis, resulting
from ligation of the precursors P3 and P4. The assay was conducted
using 2 pmol of each oligonucleotide incubated in the presence of
embryo extract (100 pg protein) for 180 min at 37°C. Base excision
repair (BER) was analyzed using the protocol described by Cabelof
et al. [32]. In brief, restoration of a restriction site was used to test
the repair of a G:U mismatch-containing oligonucleotide (labeled-
P5/P7; see below). The assay was conducted using 2 pmol of duplex
oligonucleotide P5/P7 mimicking BER substrate, or control sub-
strate (labeled P6/P7 containing the original restriction site),
incubated in the presence of the embryo extract (100 ug protein)
for 10 min at 37°C. After purification, oligonucleotides were
digested with 50 U Hpall (New England Biolabs) for 30 min. For
both assays, oligonucleotides were resolved on denaturing gels
(50% urea, 20 %, acrylamide, 30 % formamide) and analyzed by
PhosphorImager scanning. The oligonucleotides were purchased
from Eurogentec. Their sequences are indicated below:

P1 (5-ACAAAGTTTGGATTGCTACTGACCGCTCTC
GTGCTCGTCGCTGCGTT-3, 47-mer)

P2 (5-GCCTCGCGACGCATG-3, 15-mer)

P3 (5-GCGACGAGCACGAGAGCGGTCAGTAGCAATCCA
AACTTTGT-3, 41-mer)

P4 (5-CATGCGTCGCGAGGCAACGC-3, 20-mer)

P5 (5-ATATACCGCGGUCGGCCGATCAAGCTTATT-3, 30-mer)
P6 (5-ATATACCGCGGCCGGCCGATCAAGCTTATT-3, 30-mer)
P7 (5-AATAAGCTTGATCGGCCGGCCGCGGTATAT-3,
30-mer).

Caspase activity assay. Acetyl-DEVD-4-methyl-coumaryl-7-amide
(Ac-DEVD-MCA), a fluorogenic substrate for caspase, and acetyl-
DEVD-aldehyde (acetyl-DEVD-CHO), a caspase inhibitor, (BD
Bioscience) were used for the estimation of caspase activity in
embryo extracts. At different times after fertilization, 1 ml from a
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5% suspension of control or treated embryos was pelleted. Pellets
were suspended in 500 pl ice-cold buffer A (100 mM HEPES,
pH 7.5, 10 mM DTT) and homogenized by short sonication (5 s,
amp. 40). Embryo extracts were clarified by a 14 000 g centrifuga-
tion for 15 min at 4°C. Caspase assays were carried out at 20°C for
3 hin 1 ml buffer A containing 10 uM substrate, in the presence of
embryo extract (100 pg protein). At the end of the incubation, the
fluorescence of 7-amino-4-methylcoumarin that had been cleaved
from Ac-DEVD-MCA by caspase was detected by excitation at
380 nm and emission at 460 nm with a luminescence spectropho-
tometer (LS 50 Perkin Elmer).

Results

Embryonic sea urchin cells contain an activatable
DNA damage checkpoint. In mammalian cells, gen-
otoxics like MMS, which induces DNA base alkylation
[29], or bleomycin, a radiomimetic agent that causes
double-strand DNA breaks [33], are commonly used
to trigger DNA damage checkpoints. In this study, the
genotoxic agents were applied to sea urchin embryos
to investigate the DNA damage checkpoint. MMS or

DNA damage signaling pathways in sea urchin embryo

bleomycin when added to embryos 20 min after
fertilization provoked a delay in the occurrence of
the first cleavage as observed under phase-contrast
microscope (Fig. 1). The delay in the first cytokinesis
was dependent on the concentration of the genotoxic
agents, and ranged from several minutes to complete
arrest. Depending on the experiments using different
animals, an average 30 min delay was observed with
concentration ranges 1-4 mM MMS or 0.4-4 mM
bleomycin (Fig. 1a). Complete cell cycle arrest, as
judged by the absence of cell division was reprodu-
cibly obtained for doses of 10 mM MMS or 10 mM
bleomycin (Fig. 1a). The chromatin morphology, as
illustrated in Figure 1b, was comparable during all
phases of the cell cycle in the genotoxic-treated and
the control embryos at the interphasic state (uncon-
densed chromatin) and at the three main mitotic steps
(chromosome condensation, metaphasic alignment
and chromatin segregation). Thus, genotoxic treat-
ments specifically affected cell cycle kinetics without
major metabolic injury. Figure 1b further shows that

. @ MMS Bleomycin
2100 100
S 80 80
< 60 60
= 40 10 mM 40
T(_-,’ 20 -« Control 20
g ErEEd e o eSS s e
i 130 150 170 190 210 230 120 140 160 180 200 220
Time after fertilization (minutes)
interphasis condensation metaphase segregation
Control
50
MMS
Bleomycin

Figure 1. Genotoxic treatment affects the kinetic of the first cell division. Sea urchin eggs were fertilized and the embryos were transferred
20 min later to fresh seawater (5 % suspension) without (Control) or in the presence of MMS (MMS) or bleomycin (Bleomycin). (a) For
each treatment, 100 embryos were scored for the first cleavage by phase-contrast microscopy as a function of time after fertilization.
Control embryos are represented by closed symbols and genotoxic-treated embryos at the indicated concentrations by open symbols. Each
kinetic was obtained for the eggs isolated from a single female and is representative of at least three independent experiments. (b) The
chromatin morphology was observed by fluorescence microscopy after Hoechst staining of the control embryos, 4 mM MMS-treated
embryos or 1.2 mM bleomycin-treated embryos. The four main cell cycle stages (interphasis, chromatin condensation, metaphase
alignment, chromosome segregation) are illustrated. Each photograph shows an embryo representative of at least 80 % of the embryo
population at the related time. The time in minutes after fertilization is indicated for each stage in the control lane; for the treated lanes, the
number (mean of three experiments) in each panel symbolizes the time delay (in minutes) as compared to the control to reach the identical
stage. Bar: 100 pm.
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Figure 2. Genotoxic treatment affects CDK1/cyclin B activation in vivo. Sea urchin eggs were fertilized and embryos were transferred
20 min later to fresh seawater or in the presence of MMS or bleomycin. At the indicated times after fertilization, batches of embryos were
processed for CDK1/cyclin B affinity purification on p13-Sepharose beads as indicated in Materials and methods. (a) The CDK1/cyclin B
activation state estimated by the kinase activity of the purified complex was measured in control embryos (Control), in 1 mM MMS-treated
embryos (MMS) or 0.4 mM bleomycin-treated embryos (Bleomycin). In this experiment, the first cleavage indicated by an arrow occurred
around 110 min after fertilization for control embryos. (b) The phosphorylation state of CDK1 was analyzed by Western blot on purified
complex using phosphotyrosine (p-Tyr) antibodies. The experiment was done on control (Control), MMS-treated embryos at 4 mM
(MMS4) or at 10 mM (MMS10) and bleomycin-treated embryos at 10 mM (Bleomycin). The total amount of purified CDK1, revealed by
PSTAIRE antibodies, is taken as the loading control. Arrows indicate the time for first cleavage in control embryos.

the genotoxic agent induced the cell cycle delay as
early as the chromosome condensation stage (i.e.,
entry into M-phase), a feature reminiscent of the
DNA damage checkpoint activation. The checkpoint
triggering was further supported by the analysis of
CDK1/cyclin B activation in vivo (Fig. 2). As already
reported [34], control embryos presented a character-
istic peak of CDK1/cyclin B activation at 90 min after
fertilization, around 20 min before the cleavage
occurred. Figure 2a illustrates that during the same
period, no CDKl/cyclin B activity peak was detect-
able in the genotoxic-treated embryos, indicating that
the complex activation had been impaired. The fact
that, at the doses tested, the embryos finally under-
went cell division, although with a delay kinetic (see
Fig. 1a) implies that activation of CDKl/cyclin B
complex has been delayed in the treated embryos as
compared with the control. The phosphorylation state
on tyrosine of CDK1 was analyzed in control and
genotoxic-treated embryos (Fig. 2b). In control em-
bryos, CDKI1 tyrosine phosphorylation increased
progressively up to 70 min after fertilization and
abruptly disappeared around 90 min, indicative of
the CDK1/cyclin B complex activation, as already well

documented [23]. When the embryos were incubated
in the presence of MMS or bleomycin, the tyrosine
dephosphorylation of CDK1 was either delayed
(4 mM MMS) or barely detectable (10 mM MMS or
10 mM Bleomycin) in correlation with the dose-
dependent delay or arrest in the cell division occur-
rence (see Fig. 1a). Therefore, genotoxics dramatical-
ly affect the activating dephosphorylation of CDK1 on
tyrosine, a critical feature in the DNA damage
checkpoint pathway [10].

Altogether, the experiments demonstrated that the
cell cycle DNA damage checkpoint is operative and
can be triggered in sea urchin embryos.

Induction of DNA repair in the genotoxic-treated
embryos. To test whether genotoxics affect the sea
urchin embryo DNA as they do in mammalian cells
[35], the embryo DNA profile was examined by
PFGE under different experimental conditions
(Fig. 3). Intact chromosomal DNA isolated from
control embryos was reproducibly found to resolve as
large bands at the top of the gel (Fig. 3a, both panels,
lanes 0, brackets). DNA isolated from embryos
treated with 10 or 20 mM MMS displayed a smear
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Figure 3. Genotoxic treatment induces embryo DNA damage. Sea urchin eggs were fertilized in fresh sea water (5% suspension) and,
20 min later, the embryos were treated for 30 min in the presence of MMS at the indicated concentrations. Pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) was realized on 50-pl aliquots of pelleted embryos embedded in agarose plugs as described in Materials and methods. DNA was
visualized on gel after BET staining. (¢) MMS produces heat-labile DNA damage. The agarose plugs from control embryos (0) and MMS-
treated embryos at 10 mM (10) or at 20 mM (20) were incubated at 20°C or 50°C before electrophoresis. (b) DNA damage increases with
MMS concentration. The DNA profile on PFGE was analyzed after embryo treatment at increasing MMS concentration. Left panel: Gel
after BET staining. Right panel: Quantification of the intensity of DNA damage after densitometric analysis of the gel, and is expressed as

fraction activity release as described in the Material and methods.

profile created by high molecular weight DNA
fragments entering the gel (Fig. 3a, 50°C left panel,
lanes 10 and 20), indicating that the sea urchin
embryo DNA was damaged by MMS. Likewise,
PFGE analysis demonstrated that bleomycin in-
duced double-strand breaks in sea urchin embryo
DNA as judged by the occurrence of smear DNA
profile (illustrated below). It is noteworthy that when
the preparation of DNA from MMS-treated embryos
was not pre-heated at 50°C before electrophoresis, a
treatment which reveals the heat-labile site induced
by MMS-induced DNA alkylation (see Materials and
methods), no smear bands could be observed
(Fig. 3a, compare 50°C left and 20°C right panels),
indicating that no huge unspecific DNA damage had
occurred. Further analyses of the DNA damage
induced by MMS in embryos showed that the size and
mobility of the smear increased with the concentra-
tion of the genotoxic (5-30 mM) applied to the
embryos (Fig. 3b, left panel). Quantification of the
smear after densitometry of the gel (Fig. 3b, right
panel) illustrated the dose-dependent intensity of the
DNA damage, which is then correlated with the dose-
dependent activation of the checkpoint shown in

Figure 1a. Altogether, this demonstrates that expo-
sure to MMS or bleomycin induces DNA damage in
sea urchin embryos as well as in mammalian cells.

In mammalian cells, activation of the checkpoint is
accompanied by the mobilization of the repair
machinery allowing the resumption of cell cycle
[7]. We then tested the reversibility of the geno-
toxics-induced damages in sea urchin embryos. In
correlation with the DNA damage induced by a 30-
min treatment in the presence of MMS, short (30 or
60 min) incubation in high dose (10 mM) MMS led
to the checkpoint activation, as judged by the
significant delay in the occurrence of the first cell
division (Fig. 4, compare the 3-h column control
lane with the 30-min and 60-min MMS lanes).
Similarly, checkpoint triggering was induced by
short incubations in a high dose (10 mM) of bleo-
mycin, with the delay in cell division increasing with
the incubation time (from 30 to 120 min, Fig. 4).
Moreover, when the embryos were washed free of
the genotoxics and further incubated in fresh sea-
water, the cell cycles resumed and the embryos
developed at least to the blastula stage (about 400 or
800 cells) (Fig. 4, 20-h column). Cell cycle resump-
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Figure 4. The reversibility of cell cycle arrest depends on the time of treatment in the presence of the genotoxic. At 20 min after
fertilization, batches of embryos were incubated in fresh seawater in the absence (control), in the presence of 10 mM MMS (MMS) for 30,
60, or 120 min, or in the presence of 10 mM bleomycin (Bleomycin) for 30, 60, 120 or 180 min. After the treatment, the genotoxics were
removed by two successive washes in fresh seawater. The chromatin morphology was observed by fluorescence microscopy after Hoechst
staining on batches of embryos taken at different times from 50 min to 20 h after fertilization. Each photograph shows an embryo
representative of at least 80 % of the thousand present in the population at the related time. Bar: 100 pm.

tion suggested either that the checkpoint has been
by-passed or that the lesions have been repaired.

Sea urchin embryos were therefore tested for their
ability to repair DNA in vitro. Two main DNA repair
processes were analyzed: BER and NHEJ. The BER
system repairs modified bases generated by alkylating
agents such as MMS and endogenous hydrolytic and
oxidative processes, whereas NHEJ repairs DNA
double-strand breaks, the more toxic DNA damage
for the cell, which is induced by ionizing radiation or
radiomimetic drugs such as bleomycin (for review see
[36]). When oligonucleotides mimicking double-
strand breaks were introduced into the extracts,
NHE]J repair occurred, as judged by the occurrence
after denaturing gel analysis of a high (62 bases)
nucleotide (nt) band (arrow in Fig. 5, upper panel),
resulting from the ligation of two short linear duplex
precursors. Quantification of the joining activity was
estimated by densitometric analysis of the autoradio-
graph. The ligated product at 62-nt represented
around 8.7 % of the total labeled signal, comparable
to the activity reported for 5 nM ligase complex tested
under the same experimental conditions [31]. Figure 5
(lower panel) shows that the embryo extracts were

also able to support a base-mismatch repair. Whereas
a control oligonucleotide, 30 bases long, containing a
restriction site, was efficiently cleaved into a 12-base
fragment (lane 1), the same oligonucleotide contain-
ing a base mismatch (C—U) could not be cleaved
(lane 2). After incubation in the presence of embryo
extracts, the mismatch-containing oligonucleotide
could now be cleaved as well as the control one
(Fig. 5, lower panel, lanes 3 and 4), indicating that the
restriction site had been restored by incubation in the
extract, by means of BER. Therefore, two of the main
DNA repair activities are functional in embryos and
can be easily measured in extracts in vitro.

It was then essential to demonstrate that the embryos’
DNA repair activities were mobilized after genotoxic-
induced damage and allowed the resumption of cell
cycle through repair of the lesions. The DNA state was
then examined by PFGE experiments after a short
(30 min) high-dose (10 mM) treatment of the embryos
in the presence of the MMS or bleomycin, and further
incubation in fresh seawater (Fig. 6). DNA was found
to be repaired as early as 60 min after washing, as
judged from the disappearance of the smeary profile
and migration of the DNA as a single band at the top
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Figure 5. Embryo extracts repair DNA in vitro. Extracts were prepared from 60-min fertilized embryos as described in the Materials and
methods. (Upper panel) Non-homologous end-joining (NHEJ) activity was measured by incubation of the duplex oligonucleotides (nt)
mimicking DNA breaks (illustrated at the top left) in the absence (-) or presence (+) of the embryo extracts (100 ug protein). (Lower
panel) Base excision repair (BER) activity was measured using the duplex oligonucleotides (nt) illustrated at the bottom left. Control (C)
or damaged (D) oligonucleotides were subjected to digestion by the restriction enzyme Hpall either directly (-) or after pre-incubation in
the presence of the embryo extract (100 pg protein). The resulting oligonucleotides were analyzed by denaturing gel electrophoresis and
visualized after autoradiography of the gel. Arrows indicate the position of the expected relevant product of reaction. Note that labeling at
the level of 35-nt (in NHEJ) corresponds to incomplete denaturation of the P2/P4 precursor duplex.
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Figure 6. DNA repair occurs in embryos after genotoxic treat-
ments. Sea urchin eggs were fertilized and, 20 min later, the
embryos were incubated for 30 min in the absence (C) or in the
presence of 10 mM MMS (MMS) or 10 mM bleomycin (Bleomy-
cin). At the end of the incubation, one batch of the treated embryos
(M or B) was immediately prepared for PFGE and another was
transferred to fresh seawater and further incubated for 60 min
before preparation for electrophoresis (MW or BW). PFGE was
realized on 50-pl aliquots of pelleted embryos as described in the
Materials and methods. The DNA was visualized on gel after BET
staining.

of the gel, which was comparable to the profile in
control embryos (compare lanes M and W in Fig. 6,
left panel and lanes B and W in Fig. 6, right panel).
Therefore, in addition to the activation of the cell cycle
checkpoint to arrest cell cycle, the sea urchin embryos

respond to DNA damage by an activation of the DNA
repair machinery.

Induction of apoptosis in the genotoxic-treated
embryos. Incubation of the embryos for 120 min or
more in 10 mM MMS, or 180 min or more in 10 mM
bleomycin induced complete arrest in cell cycle. The
embryos remained at the one cell stage for at least a
20-h period (see Fig.4), indicative of permanent
checkpoint activation probably related to permanent
DNA damage. Although cytologically intact, the
cells started to look unhealthy at the chromatin
morphology level (Fig. 4, lanes 6 h or 20 h for treated
embryos), and the main proteins underwent exten-
sive degradation as judged from the electrophoretic
profile after Ponceau red staining (data not shown).
To further address this point, embryos were treated
for 5h in 10 mM MMS or bleomycin and thereafter
maintained in fresh seawater for 4 days. Whereas
control embryos had developed normally until the
prism stage (Fig. 7, control column), both the MMS-
and bleomycin-treated embryos, remained undivid-
ed until 90 h after treatment and progressively
presented typical apoptotic figures. The DNA of
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Figure 7. Genotoxics induce cell death in sea urchin embryos. Sea urchin eggs were fertilized and 20 min later the embryos were
transferred to fresh seawater in the absence (Control) or presence of 10 mM MMS (MMS) or 10 mM bleomycin (Bleomycin) for 5 h.
Control or treated embryos were then thoroughly washed and further incubated in fresh seawater. Left panel: The cytoplasmic and DNA
morphologies of the embryos were followed for 4 days under, respectively, phase-contrast microscopy (left column for each treatment) and
fluorescence microscopy after Hoechst staining (right column for each treatment). Bar: 100 um. Right panel: Comparison at high
magnification (x9) of the DNA (Hoeschst) and cytoplasmic (phase-contrast) morphologies in untreated (untreated) or genotoxic-treated
(treated) cells. The photographs (a—d) correspond to the zones highlighted by squares on the left panel. Arrows indicate the characteristic
apoptotic features (DNA fragmentation and cytoplasm budding) as described in text.

these one cell-stage-arrested embryos appeared
condensed and fragmented (Fig. 7, compare insert a
and insert b), whereas the cytoplasm displayed
figures of budding (Fig. 7, compare insert ¢ and
insert d). At 90 h, the treated embryos underwent
cytoplasmic shrinkage (Fig. 7, lane 90 h). To further
confirm the occurrence of apoptosis in genotoxic-
treated embryos, electron microscopy analysis was
conducted (Fig. 8). At 20 h after fertilization, the
MMS-treated and bleomycin-treated embryos con-
tained small round bodies surrounded by membranes
and containing intact organelles, a characteristic of
apoptotic bodies [37, 38].

The molecular hallmark of apoptosis is the activation
of cysteine proteases named caspases, which are
central regulators of apoptosis [9]. Caspase activity
was therefore assayed in extracts from control and
genotoxic-treated embryos (Fig. 9). Whereas no sig-
nificant caspase activity could be detected in control

embryos from 5 to 50 h after fertilization, the MMS-
treated embryos displayed a peak of caspase activity at
around 20 h after treatment. The specificity of the
activity was ascertained by its inhibition in the
presence of caspase inhibitor in the incubation
medium (Fig. 9).

Thus, over the limit of possible reversion of DNA
damage by DNA repair, sea urchin embryos engage a
cell death program when they are treated with
genotoxics.

Discussion

The results reported here demonstrate for the first
time that the complete DNA damage checkpoint
pathway is fully functional and activatable during the
early divisions of sea urchin embryos. In mammalian
cells, alkylating agents (such as MMS), double-strand
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Figure 8. Apoptotic bodies arise in genotoxic-arrested sea urchin
embryos. Sea urchin eggs were fertilized and 20 min later the
embryos were transferred to fresh seawater in the absence or
presence of 10 mM MMS or 10 mM bleomycin for 5 h. Control or
treated embryos were then thoroughly washed and further
incubated in fresh seawater. At 20 h after fertilization, batches of
control eggs (Untreated), 10 mM MMS-treated (MMS) or 10 mM
bleomycin-treated (Bleomycin) embryos were processed for trans-
mission electron microscopy observation as described in the
Material and methods. Each photograph shows an embryo
representative of the population at the related time and treatment.
Photographs in the lower lane are 3.2 magnification of the upper
lane.
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Figure 9. Genotoxics activate caspase in sea urchin embryos. Sea
urchin eggs were fertilized and 20 min later the embryos were
transferred to fresh seawater in the absence or presence of 10 mM
MMS for 5 h. Control or treated embryos were then thoroughly
washed and further incubated in fresh seawater. At different times
after fertilization, 50-pl aliquots of pelleted control (Untreated) or
10 mM MMS-treated (Treated) embryos were processed for
caspase activity assay as described in the Material and methods.
The caspase activity assay was performed in triplicate for each
extract in the absence or presence of the caspase inhibitor (Treated
+ inhibitor). Caspase activity (expressed in arbitrary unit) was
measured by the intensity of the fluorescence detected by the
photometer.

break inducing agents (such as bleomycin) were
shown to activate a complex response known as the
DNA damage response, implicating a signal trans-

DNA damage signaling pathways in sea urchin embryo

duction network leading to cell cycle arrest, DNA
repair or apoptosis [7]. Accordingly, we have shown
that MMS or bleomycin treatments of sea urchin
embryos induce cell cycle delay or arrest as evidenced
by the delay or absence of cytokinesis correlated with
delay or absence of the peak of CDKl/cyclin B
activation and CDKI1 tyrosine dephosphorylation.
The DNA from treated embryos presents the charac-
teristic lesions described generally for MMS or
bleomycin [28, 29]. The embryos are also able to
activate the repair of damage, as demonstrated by
pulsed-field analysis of the DNA state. In addition,
two main DNA repair processes are measurable in
embryo extracts: BER, and NHEJ. Finally, in the case
of excessive or sustained DNA damage induced by
high dose or long exposure time to genotoxics, the
embryos switch on the program of cell death, as shown
by the appearance of characteristic apoptotic mor-
phological and biochemical features (apoptotic bod-
ies, caspase activity). Therefore, the sea urchin em-
bryo, already used as a relevant model for studies of
cell cycle control, is a pertinent and advantageous
model for analysis of checkpoints and their regulation.
Major challenges in cancer biology are to understand
how stem cells transform into cancer stem cells, and
how the cancer stem cells generate tumors and cancer
(see Introduction). In these processes, main clues may
be found by understanding the involvement of cell cycle
checkpoints, DNA damage and apoptosis control in the
origin of cancerization [10]. Since human stem cell, the
most relevant model for such studies, are not readily
available and are not synchronized in their division, the
sea urchin early development model, which involves
authentic stem cells [20], constitutes a powerful alter-
native and complementary model. Embryonic cells
offer the advantage of being naturally dividing stem
cells, easily and quantitatively available from sea
urchins. They are not affected in their cell cycle
regulators in contrast with most available cell lines,
which are transformed cells and therefore already
affected in the cell cycle checkpoints. Quantitative
amounts of cells or cell extracts can be obtained at
specific stages of cell division, as also reported for
Xenopus (reviewed in [39]) and have already been used
for biochemical analysis, for instance, extracts repro-
ducing in vivo cell cycle regulation [40-43]. Further
valuable advantages of the sea urchin embryo model
are (1) the experimental facility for phase-specific
determination due to the transparency of the embryos,
(2) the possibility for functional analysis in vivo using
fluorescent probes, and (3) the tools provided by the
recent availability of the sea urchin complete genome
[17] in which the genes were found that are implicated
in the cell cycle and the cell cycle checkpoints (CDKs,
p21/27, ATM/ATR, Chk1/2, p53, ...) as well as DNA
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metabolism [18] and the basic apoptotic machinery
(caspases, Apaf-1, IAP and the bcl2 family proteins)
[19].

Thus, we propose the sea urchin embryo as a pertinent
alternative and complementary model for studies on
cell cycle checkpoints and their de-regulation, a
feature at the origin of the transformation of a normal
cell into a cancerous one.
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Ce travail a pour but d’étudier des modificatioes dacteurs de traduction en réponse a
la mobilisation du point de surveillance.

Cette étude a permis de montrer que lorsque lesyemb d’oursin sont soumis, aprés
fécondation, a un stress hypoxique ou lorsqu’ilst $mités par un agent radiomimétique, la
bléomycine, un retard de la premiére division etdéweloppement est observé. De facgon
intéressante, ce retard est associé a I'expresiida protéine 4E-BP qui avait été dégradée
dans les premiéres minutes suivant la fécondati@xpression de 4E-BP est observée 1h
aprés l'induction de I'hypoxie. Lorsque le nivealoxygéne est restauré, les embryons
soumis au stress hypoxique reprennent un dévelopmenormal et le niveau de 4E-BP
redevient bas. Cette observation suggére que 4EfPun facteur associé a la survie
cellulaire. La protéine 4E-BP est exprimée tredit@ment, a 20h dans des embryons traités
avec la bléomycine en corrélation avec un dévelogpe trés retardé par rapport aux

témoins. Le niveau de la protéine est fonctionadédse de drogue utilisée.
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d’oursin, que la mobilisation prolongée du point desurveillance ou un stress hypoxique
sont corrélés avec une modification du niveau d’expssion de l'inhibiteur de traduction

dépendante de la coiffe, 4E-BP.
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Hypoxia and DNA-Damaging Agent Bleomycin Both
Increase the Cellular Level of the Protein 4E-BP
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Abstract The 4E-binding proteins (4E-BPs) regulate the cap-dependent eukaryotic initiation factor 4E (elF4E). The
level of 4E-BP protein is regulated during early development of sea urchin embryos. Fertilization leads to the rapid
disappearance of the protein that reappears later in development. We show that two important cellular stresses, hypoxia
and bleomycin prolonged checkpoint mobilization provoked the overexpression of the protein 4E-BP in developing sea
urchin embryos. Hypoxia resulted after 1 h in a reversible gradual increase in the protein 4E-BP level. At 20 h, the protein
4E-BP had reached the level existing in the unfertilized eggs. Bleomycin used as a DNA-damaging agent for checkpoint
activation, provoked cell cycle inhibition and after prolonged exposure (20 h), induced the expression of the protein 4E-
BP. The effect of bleomycin on 4E-BP protein overexpression was dose-dependent between 0.4 and 1.2 mM. The role of
the overexpression of the protein 4E-BP is discussed in relation with cellular stress responses. ). Cell. Biochem. 99: 126—

132, 2006. © 2006 Wiley-Liss, Inc.

Key words: 4E-BP; hypoxia; bleomycin radiomimetic; cell cycle checkpoint; sea urchin early development

Hypoxiaisinsufficient oxygen delivery for the
demand of the tissue and cellular hypoxia can
arise from physiological circumstances such as
exercise or travel to high elevation, as well as
from pathophysiologic conditions such as poorly
formed tumor vasculature [review in Papan-
dreou et al., 2005; Wouters et al., 2005]. The
investigation of the hypoxia cellular response is
of great importance since hypoxia impacts
normal development, wound healing, and the
malignant progression of a solid tumor.
The cellular response to hypoxia depends on
the severity of the hypoxic insult, and may
result in complex gene expression changes
designed to maintain cellular and tissue viabi-
lity by involvement of transcriptional and post-
transcriptional events. Severe hypoxia has cell
cycle adverse effects and provokes apoptosis
[review in Hammond and Giaccia, 2005]. Many
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results have been obtained in the past decade on
the cellular mechanisms of hypoxia response
[review in Papandreou et al., 2005]. Response to
hypoxia is driven in a large part by a transcrip-
tional program initiated by stabilization of
hypoxia-inducible factors (HIF), which promote
both angiogenesis and cell survival [reviews
in Guillemin and Krasnow, 1997; Semenza,
2003; Cummins and Taylor, 2005; Wouters
et al., 2005]. The hypoxia-inducible factor
1 (HIF-1) activates transcription of genes that
are involved in crucial aspects of cancer biology
and its discovery has opened an attractive field
in anticancer therapeutics since inhibition of
HIF-1 activity was shown to have marked
effects on tumor growth [review in Semenza,
2003].

Beside HIF stabilization, hypoxia also results
in all cell lines tested to date, in a rapid
inhibition of protein synthesis, which occurs
through the repression of the initiation step of
mRNA translation [review in Wouters et al.,
2005]. Inhibition of translation has been found
to be mediated by two distinct mechanisms
involving on the one hand the eukaryotic
initiation factor eIF20 and on the other hand
the eukaryoticinitiation factor, eIF4E [Wouters
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et al., 2005]. The eukaryotic initiation factor,
elF4E, is implicated in cap-dependent transla-
tion and serves as a major control point for
regulating the efficiency of mRNA translation
by the cell [review in Richter and Sonenberg,
2005]. The eIF4E factor is the rate-limiting
element of cap-dependent translation and is
regulated by the small 4E-binding protein
family, 4E-BPs [Pause et al., 1994; Haghighat
et al., 1995]. The availability of eIF4E protein
has been involved in the hypoxia responses in
part by the phosphorylation of the 4E-BPs
[review in Wouters et al., 2005]. Hypoxia
negatively regulates the protein kinase mTOR
resulting in the decrease of the phosphorylation
of 4E-BP leading to its reassociation to eIF4E
and the consequent inhibition of cap-dependent
translation [Wouters et al., 2005]. No effect of
hypoxia on the synthesis or level of 4E-BP has
yet been described. Sea urchin early embryos
contain a small 4E-BP protein of 16 kDa
[Cormier et al., 2001] which is, asin mammalian
cells under the control of the protein kinase
mTOR [Salaun et al., 2003, 2004]. Early devel-
opment of sea urchin is characterized by rapid
cell divisions and a large increase in protein
synthesis independent of transcription [David-
son, 1986; Epel, 1990; Gilbert, 2003]. The 4E-BP
is fully degraded shortly after fertilization in
correlation with the cap-dependent protein
synthesis increase [Salaun et al., 2003]. There-
fore, sea urchin early development offers
the opportunity to analyze new insights into
the regulation of 4E-BP under hypoxic stress.
In addition to regulation of translation and
translation factors [review in Epel, 1990; Math-
ews et al., 2000], sea urchin early development
allows the study of cell cycle regulation [Evans
et al., 1983; Epel, 1990; Nurse, 2002]. It is
noteworthy that sea urchin embryo contains the
DNA-damage checkpoint of the cell cycle [Marc
et al., 2002; 2004a,b]. The cell cycle checkpoint
refers to mechanisms by which the cell actively
halts progression through the cell cycle until it
can ensure that an earlier process, such as DNA
replication or mitosis, is complete [review in
Hartwell and Kastan, 1994; Kastan and Bartek,
2004; Van Vugt et al., 2005]. Since hypoxia may
induce DNA-damage checkpoint activation
through reactive oxygen species (ROS) produc-
tion [Barzilai and Yamamoto, 2004], it was of
interest to compare the hypoxia response of the
embryos with a DNA-damaging agent. We used
bleomycin, a radiomimetic [Povirk, 1996] shown

to be an efficient DNA-damage checkpoint
inducer. Bleomycin provokes DNA double-
strand breaks mobilizing the ATM pathway
[Scott and Zampetti-Bosseler, 1985; Kaufmann
and Kies, 1998] and producing ROS [Barzilai
and Yamamoto, 2004]. The radiomimetic bleo-
mycin provokes both G2 cell cycle delay and
apoptosis in mammalian cells as a result of the
checkpoint activation [Kaufmann and Kies,
1998; Vernole et al., 1998]. Interestingly, the
4E-BP protein was shown to be regulated by
ATM phosphorylation under cell growth condi-
tion [Yang and Kastan, 2000].

We show here for the first time, that hypoxia
and the radiomimetic drug bleomycin both
induce expression of the protein 4E-BP. There-
fore, the protein 4E-BP provides a molecular
link between hypoxia cellular response and
prolonged activation of the cell cycle DNA-
damage checkpoint.

MATERIALS AND METHODS
Handling of Eggs and Embryos

Sphaerechinus granularis sea urchins were
collected in the Brest area and maintained in
running seawater. Spawning of gametes was
induced by intracoelomic injection of 0.1 M
acetylcholine. Eggs were collected in 0.22-um
Millipore-filtered seawater, rinsed twice and
suspended in filtered seawater containing 0.1%
glycine. Diluted sperm was added to the eggs
and withdrawn after fertilization membrane
elevation. Experiments were only performed on
batches exhibiting greater than 90% fertiliza-
tion and each experiment used eggs from a
single female [Marc et al., 2002].

DNA Staining

At various times after fertilization, 0.2 ml
aliquots of the embryos suspension were fixed
overnight in 1 ml methanol/glycerol (3:1 v/v) in
the presence of the DNA dye Hoechst (bisbenzi-
mide: 0.1 pg/ml), were mounted in 50% glycerol
and observed under fluorescence microscopy
[Marc et al., 2002].

Embryo Treatments

For bleomycin treatment, eggs were dejellied
by swirling 30 s in pH 5.0 filtered seawater, and
rinsed twice in fresh seawater prior to fertiliza-
tion. Twenty minutes post-fertilization, bleomy-
cin (Aventis) was added to the incubation medium
at the indicated concentration. Bleomycin was
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removed from the incubation medium by rinsing
the embryos twice in fresh seawater.

Hypoxia (oxygen level under 2 mg/l) was
induced by incubation of the embryos 10 min
post-fertilization, at the indicated dilution, in a
closed chamber device preventing oxygen turn-
over. To relieve from hypoxia, the device was
opened. Oxygen concentration in the embryos
suspension was measured with oxygen electro-
des DW3 Clark-type, Hansatech Instruments,
King’s Lynn, UK [Kupper et al., 2001].

Embryo Extracts and Protein Analysis

At different times following fertilization,
whole embryo extracts were obtained by homo-
genization of 30 pul pelleted cells in 100 pl of
buffer containing 2% sodium dodecyl sulfate
(SDS), 10% glycerol, 5% p-mercaptoethanol,
62.5 mM Tris-HC], pH 6.8 [Boulben et al., 2003].

Western Blot Analyses

Electrophoretic resolution of proteins was
performed under SDS denaturing conditions on
a 15% polyacrylamide gel according to Laemmli
[1970]. Proteins were electro-transferred from
the gel onto nitrocellulose membranes (Schlei-
cher and Schuell). The membranes were satu-
rated overnight in tris buffer saline (TBS)
containing 0.1% Tween 20 and 10% skimmed
milk. The protein 4E-BP was analyzed using
rabbit polyclonal antibodies directed against
human 4E-BP2 [Rousseau et al., 1996] used at
1:1,000. Rabbit polyclonal anti human actin (20—
33, Sigma) was used at a 1:500 dilution.
Secondary peroxidase conjugated antibodies
(goat anti rabbit IgG antiserum, DAKO)
were used at 1:5,000. Revelation was done by
ECL method according to the manufacturer
instruction (Amersham).

RESULTS

Effect of Hypoxia on the level of
4E-BP Expression

We took advantage of the physiological
disappearance of the protein 4E-BP shortly
after fertilization in sea urchin [Salaun et al.,
2005] to analyze the effect of hypoxia on the
level of the protein. Figure 1 illustrates the
cellular level of the 4E-BP protein as judged
from immunoblotting experiments using speci-
fic anti-4E-BP antibodies at different times
following fertilization. The 16 kDa protein 4E-
BP rapidly disappeared and slowly reappeared
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Fig. 1. Hypoxia regulates the protein 4E-BP expression in sea
urchin embryo. Sea urchin eggs (15% suspension) were fertilized
and after 10 min, placed in a closed chamber (—O,), orinan open
chamber (+0O,). At4 h, part of the embryos in the closed chamber
was transferred in an open chamber (— — +) to restore oxygen
level (~7 mg/l). Oxygen level was measured with a Clark
electrode. At the indicated time after fertilization whole protein
extracts were performed and analyzed after electrophoresis for
the presence of 4E-BP by immunoblotting. Immunoblotting with
anti-actin antibodies was used as a loading control. NF:
unfertilized eggs.

in the control embryos in concordance with
previous results [Salaun et al., 2005]. In the
hypoxia condition, which occurred after 2 h as
judged from the oxygen concentration in sea-
water (below 2 mg/l), the reappearance of 4E-BP
occurred at 3 h post-fertilization, that is, as
early as 1 hour after hypoxia condition. At 20 h
post-fertilization, whereas the expression of 4E-
BP in the control embryos was barely detect-
able, the level of the protein in the hypoxia
embryos was comparable to the initial level in
the unfertilized embryos (Fig. 1). Correlatively,
we observed a delay in early development in the
hypoxia conditions both in the kinetic of cell
divisions and hatching event (data not shown).
Nonetheless, no sign of cytolysis, or apoptosis
was observed under phase contrast microscopic
analysis. When the embryos were replaced after
4 h under normal conditions, almost all of the
embryos fully recovered progression in early
development and the level of 4E-BP returned
after 20 h to the basal level observed in
untreated embryos (Fig. 1; right side). When
hypoxia was applied 30 h post-fertilization,
hatching was inhibited, gastrulation did not
occur and again, 4E-BP protein expression was
induced and reached the initial unfertilized egg
level 20 h later (data not shown). Therefore,
hypoxia induced 4E-BP protein expression in
sea urchin embryos.
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Bleomycin Impedes Sea Urchin
Early Development

The radiomimetic bleomycin, known to affect
the DNA-damage checkpoint of mammalian
cell cycle (see Introduction) was applied to sea
urchin embryos. When bleomycin was added
to embryos 20 min post-fertilization, a delay in
the first cell cycle was observed as judged by the
occurrence of the first cleavage under phase
contrast microscope (Fig. 2). The delay in cell
cycle was dependent on the concentration of
bleomycin (Fig. 2). Therefore, sea urchin cell
cycle is affected by the radiomimetic as reported
for mammalian cells involving a mobilization of
the DNA-damage checkpoint, which resultsin a
delay in the cell cycles [Kaufmann and Kies,
1998]. Analysis of the morphology of chromatin
using Hoechst dye showed that the evolution of
chromatin correlated with the delay observed in
the first cleavage (Fig. 3). The delay in cell cycle
judged as the number of nuclei was again
dependent on the concentration of bleomycin
(Fig. 3; compare the time at which one DNA spot
separated into two, and the time at which the
two DNA spots separated into four). After 20 h
in bleomycin, when the control embryos had
reached blastula stage, the bleomycin-treated
cells were strongly delayed in development.
The number of cells was estimated as the
number of individual nuclei labeled spots.
Control embryos contained around 300 cells,
and bleomycin-treated embryos 150, 67, and
26 cells for concentrations of bleomycin of
respectively 0.4, 0.8, and 1.2 mM (Fig. 3).
Bleomycin-treated embryos, therefore, perform
one to three less rounds of cell division com-
pared to control. When bleomycin was removed
from the incubation medium at 3 h post-
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Fig. 2. Bleomycin affects the kinetic of the first cell division. Sea
urchin eggs were fertilized. The embryos (5% suspension) were
left in fresh seawater (control: continuous line) or treated (dotted
line) after 20 min with various concentrations of bleomycin. At
the indicated times, embryos (batches of one hundred) were
scored by phase contrast microscopy for the first cell division.
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Fig. 3. Bleomycin delays early development. Sea urchin eggs
were fertilized (5% suspension) and treated after 20 min with
various concentrations of bleomycin. At the indicated time after
fertilization, the chromatin state was observed by fluorescence
microscopy of Hoechst stained embryos. Continuous: embryos
treated by bleomycin during 20 h. Wash: embryos treated by
bleomycin during 3 h, washed twice and transferred in fresh
seawater.

fertilization, all the embryos recovered cell
cycles upon further incubation in fresh sea-
water as shown at 20 h post-fertilization (Fig. 3;
wash column compared to continuous column).
The embryo recovery is indicative of a release in
cell cycle inhibition due to release of the DNA-
damage checkpoint effect [Lukas et al., 2004;
Van Vugt et al., 2005]. As seen in Figure 3,
recovered embryos conserved the initial delay
induced by the radiomimetic (Fig. 3; compare
180 min evolution and 20 h evolution). Alto-
gether, the radiomimetic bleomycin reversibly
affects cell cycles of the sea urchin embryo most
probably by the mobilization of the DNA-
damage checkpoint of the cell cycle.

Bleomycin Induces Expression of the
Protein 4E-BP

We investigated the effect of the bleomycin-
induced stress on the level of 4E-BP protein. The
level of 4E-BP protein was analyzed in the
bleomycin-treated embryos and compared to
the control embryos. As shown in Figure 4A, the
disappearance of 4E-BP post-fertilization was
observed (Fig. 4A; lanes b and c¢). Whereas the
level of 4E-BP protein at 20 h was barely
detectable in the control embryos, strikingly,
4E-BP was overexpressed in the bleomycin-
treated (0.4 mM) embryos to a level comparable
to the level in the unfertilized egg. In the
embryos washed from bleomycin at 3 h post-
fertilization, the level of 4E-BP protein was only
slightly higher than the level in the control
embryos (Fig. 4; lanes c.w and b.w). Since
the embryos are released from the cell cycle
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Fig. 4. Bleomycin affects expression of the protein 4E-BP. Sea
urchin eggs (5% suspension) were fertilized and treated or not
after 20 min with bleomycin. A: The embryos were treated with
0.4 mMbleomycin. Whole protein extracts from control embryos
(c) or treated embryos (b) were prepared at different times and
analyzed by immunoblotting with anti-4E-BP and anti-actin
antibodies as described in materials and methods. Half of the
embryos (w) were washed twice at 3 h post-fertilization and
further incubated prior to immunoblotting analysis. B: The
embryos were treated with 0.4, 0.8, or 1.2 mM bleomycin.
Whole protein extracts were performed at 20 h and analyzed by
immunoblotting with anti-4E-BP and anti-actin antibodies as
described in materials and methods. The quantification of 4E-BP
level from the immunoblots is indicated in arbitrary units as a
function of bleomycin concentration. Insert: immunoblots.

inhibition under these conditions (see Fig. 3),
high level of 4E-BP protein in the bleomycin-
treated embryos is correlated with the main-
tenance of delayed early development. The level
of 4E-BP protein was analyzed (Fig. 4B) in the
embryos treated with varying concentration of
bleomycin (0.4, 0.8, and 1.2 mM) by densito-
metric measurement of the 4E-BP signal on the
immunoblots (Fig. 4B; insert). The expression of
4E-BP protein was proportional to the concen-
tration of bleomycin (Fig. 4B), and therefore to
the extent of the delay in early development (see
Fig. 3). We, therefore, establish that bleomycin-
induced stress of sea urchin embryos leads to
expression of the protein 4E-BP.

DISCUSSION

The protein 4E-BP of sea urchin embryo was
shown to be regulated at the level of its
expression. First, 4E-BP decreased shortly after
fertilization liberating the factor eIF4E for
protein translation [Salaun et al.,, 2003,
2005]. Later in development, 4E-BP gradually
reappeared from 10 h post-fertilization, and
associated to eIF4E [Salaun et al., 2005]. We
demonstrate that hypoxia induces a strong

reversible overexpression of the 4E-BP protein.
Using the radiomimetic bleomycin, we show
that the first cell cycles of sea urchin early
development are under the control of the DNA-
damage checkpoint. The action of bleomycin
was reversible indicating that the checkpoint
could release the cell cycle blockage, a property
of the checkpoint function [review in Van Vugt
et al., 2005]. In the case of prolonged bleomycin
stress, the expression of the protein 4E-BP was
found to be strongly induced. Expression of 4E-
BP was dose-dependent on bleomycin concen-
tration and was mostly prevented when the
embryos were removed from the drug. There-
fore, 4E-BP expression appears to be a common
feature of the hypoxic response on the one hand
and of prolonged DNA-damage checkpoint
mobilization on the other hand (Fig. 5). How
the protein 4E-BP is upregulated under the
stress conditions of hypoxia and DNA-damage
checkpoint prolonged mobilization remains to
be elucidated. Hypoxia and the radiomimetic
bleomycin may both induce oxidative stress via
ROS production [Barzilai and Yamamoto,
2004]. This effect may be related to the dFOXO
regulation of 4E-BP in Drosophila [Tettweiler
et al., 2005]. The upregulation of 4E-BP, shown
to be critical for survival under dietetary
restriction and oxidative stress resistance [Tett-
weiler et al., 2005] would function as a metabolic
brake under stress conditions [Teleman et al.,
2005]. Thus, the role of 4E-BP expression could
be to buffer the amount of eIF4E and by that
way impede cap-dependent protein translation,
limiting energy spending, and assuring the
survival of the cells (Fig. 5). Interestingly, in
that context, 4E-BP would be a stress-induced
protein necessary for cell survival. Another
consequence of 4E-BP expression could be to
participate in the apoptotic issue of the stressed
cells (Fig. 5). It should be noted that hypoxia
may lead to p53-mediated apoptosis [Hammond
and Giaccia, 2005] and that DNA-damage
checkpoint activation may also lead to apoptosis
when DNA repair is not efficient [Hartwell and
Kastan, 1994; Kastan and Bartek, 2004; Van

. Survival
Hypoxia
4E-BP
DNAdamage
checkpoint Apoptosis

Fig. 5. Schematic model for 4E-BP implication in hypoxia and
prolonged DNA-damage checkpoint mobilization (see text for
details).
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Vugt et al., 2005]. The apoptotic function of
the protein 4E-BP through its association
with eIF4E was suggested in mammalian cells
[Clemens et al., 2000; Holcik and Sonenberg,
2005; Morley et al., 2005] and makes this
attractive hypothesis of general concern. What-
ever the role in cell survival or apoptosis, for the
protein 4E-BP overexpression, its upregulation
could result in preferential translation of
mRNAs, which translate in a cap-independent
manner, via an internal ribosome entry site
(IRES) as documented under various stress
conditions including irradiation and hypoxia
[Holcik et al., 2000].
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Le Bouffant, R., O. Mulner-Lorillon, J. Morales, P. Cormier and R. Belle
"Chromium(lll) triggers the DNA-damaged checkpoint of the cell cycle and induces a

functional increase of 4E-BP."Under revision in Chemical Research in Toxicology

Parmi les agents capables d’'induire la mobilisationpoint de surveillance du cycle
cellulaire, nous avons observé que le Chrome(ih)métal lourd, connu notamment pour sa
capacité a endommager ’ADN entraine un retardr(esudoses faibles) ou un arrét (pour les
doses fortes) du cycle cellulaire, et 'apoptosesdéa premiere division de I'embryon
d’oursin. De plus, comme I'hypoxie et la bléomycif@rticle 2) le chrome induit une
expression de la protéine 4E-BP, de facon dépeeadbmta dose de chrome(lll) utilisée.

Dans cet article, nous avons étudié la régulatide ele de la protéine 4E-BP exprimée
en réponse a la mobilisation du point de surveikaimduit par un métal lourd, le chrome.
L’accent est mis sur I'activité fonctionnelle de-BP au niveau des interactions avec ses
partenaires mais également a un niveau plus gédiaraibition de la synthése protéique.

L’expression de la protéine 4E-BP aprés inductiea dommages cellulaires est liée a
une régulation traductionnelle et non transcripigte. Lorsque la protéine 4E-BP est
exprimée, elle est fonctionnelle, capable de s@es@ elF4E, induisant ainsi la dissociation
de la protéine elF4G, et donc la dissociation duplexe elF4F, responsable de l'initiation de
la plupart des ARNm. Des analyses de la synthestgigue ont permis de montrer qu’une
inhibition de la synthése protéique est correléexpression de la protéine 4E-BP

Ces travaux permettent de mettre en évidence la régation et la fonctionnalité de
la protéine 4E-BP dans un contexte de mobilisatiodu point de surveillance induite par

I'exposition au chrome(lll).
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ABSTRACT

Using sea urchin early embryo as a pertinent model, chromium(III) provoked cell cycle arrest
and induced apoptosis. The molecular machinery of translation initiation was investigated. At
concentration inducing the apoptotic response (ImM), chromium provoked the early synthesis of
4E-BP, the natural regulator of the cap-dependent initiation factor 4E (eIF4E). Neosynthesized 4E-
BP was functional for physiological eIF4E binding, removal of elF4E from the initiation factor

elF4G and almost full inhibition of cap-dependent translation in vivo.

KEYWORDS cell cycle checkpoint/apoptosis/4E-BP/sea urchin early development/translation.

BRIEFS: Chromium(III) induces cell cycle arrest and apoptosis associated with an early synthesis of

functional 4E-BP a regulator of translation.

Introduction

The heavy metal chromium is a well-known environmental and industrial pollutant for its use
in welding, chrome plating, chrome pigmenting, ferrochrome industry and leather tanning (/-3).
Adverse human health effects of chromium have been described and are abundantly documented,
among which carcinogenesis that can lead to cancer in humans (4-7). The primary effect of
chromium(IIl) is DNA damage (2, 8) and the carcinogenecity is initiated by affecting the DNA-
damage checkpoints of the cell cycle leading to genomic instability (9-12). Apoptosis, the cellular
response in the case of DNA repair failure (/3, /4) is induced by the heavy metal (9-11, 15).

Marine invertebrates, among which sea urchins, have contributed to the acquisition of the
current concepts in the field of cell cycle regulation (/6-18) and protein translation regulation (/9).
Two concepts have emerged in cancer biology, one that failure in the DNA-damage checkpoint is

responsible for acquisition of genetic instability (20-24), the second that cancer first emerges in stem

ACS Paragon Plus Environment



Page 3 of 24 Submitted to Chemical Research in Toxicology

cells (25-27). The sea urchin early development model appears then even more accurate since the
zygote and the first embryonic cells are the primary stem cells and the early embryonic cells possess
a functional DNA-damage checkpoint including the pathways for cell cycle arrest, DNA repair and
apoptotic pathway in the case of repair failure (28). Sea urchin early development allows
experiments in naturally highly synchronized dividing cells following fertilization and is an
alternative complementary model to stem cells which may be obtained readily (29), but whose
divisions are much longer and necessitate drugs for synchronization. Extracts for biochemical and
immunological analysis can be prepared in convenient amounts from sea urchin embryos at precise
time of cell division. After completion of the meiotic division, the female gamete is arrested in G1
phase of the cell cycle. Upon external fertilization in seawater, embryos enter synchronously into the
Gl to S transition of the first cell division. Cells undergo the G2 to M transition in 100 to 120
minutes. Rapid cell cycles occur during the rapid cleavage phase leading to the morula stage at 5-6
hours of development in a post-transcriptional independent process. The blastula stage occurs around
16-20 hours and the embryos become mobile by transcription and translation of the hatching enzyme
(30).

The sea urchin embryo has for long been used for the study of protein translation and the factors
involved in all steps of the protein synthesis machinery (37, 32). Since sea urchin early development
is independent of transcriptional control and relies on pre-existing mRNAs, the contribution of
protein synthesis regulation in gene expression can be studied in embryos independently of
transcriptional regulation (/9, 32). Fertilization triggers a 10-30 fold increase in protein synthesis
(33, 34) required for the onset of the M-phase and subsequent embryonic cell cycles (35, 36) and
which involves both an increase of initiation and elongation rates of translation (37). The initiation
rate of translation relies on the binding of the protein elF4E, eukaryotic initiation factor 4E, on the
m'GTP cap structure of the mRNAs (38). A stable ternary complex is formed with eIF4A,
eucaryotic initiation factor 4A, a DEAD family RNA helicase (39) and elF4G, eucaryotic initiation

factor 4G, a scaffolding protein (38, 40). The elF4E binding inhibitory proteins, 4E-BPs were
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discovered as important regulators of translation through their regulation of eIF4E-elF4G interaction
(41). They are members of an increasing family of elF4E inhibitory proteins with immense
biological importance for affecting such processes as cell growth, development, repression of tumor
formation and for influence on axon guidance and synaptic plasticity (42). In sea urchin, the 4E-BP
so far characterized corresponds to the small 4E-BPs 1, 2 and 3 of mammals, closer in sequence to
mammalian 4E-BP2 and is encoded by a unique gene in the sea urchin Strongylocentrotus
purpuratus (43, 44) whose complete genome was recently obtained (45). The low level of protein
synthesis in sea urchin unfertilized eggs is due to repression of the translation machinery at least in
part by the binding of 4E-BP to elF4E making the cap-binding protein unavailable to elF4G (46).
After fertilization, 4E-BP dissociates from elF4E and is degraded in 15 minutes (43, 47, 48). The
cap binding protein eIlF4E then binds to elF4G (46) allowing the increase in cap-dependent
translation. The level of the protein 4E-BP remains low for several hours after fertilization (47).
Furthermore it has been shown that 4E-BP could be induced in the sea urchin embryo upon
treatment with the radiomimetic bleomycin or under hypoxic stress (49). Therefore, sea urchin early
development offers the experimental opportunity to study translation regulation in this original
context.

Using the sea urchin early development as a pertinent experimental model, we show here
that chromium(III) inhibits cell cycle progression and induces the apoptotic response, two hallmarks
of the DNA-damaged cell cycle checkpoint. Furthermore we demonstrate that chromium provokes
the early synthesis of the 4E binding protein (4E-BP) functionally active as an inhibitor of cap-

dependent translation in vivo.

Materials and Methods
Chemicals
Chromium(IIT) chloride, hexahydrate (CrCls), Emetine, Actinomycin D were purchased from

Sigma. Acetyl-DEVD-4-methyl-coumaryl-7-amide (Ac-DEVD-MCA) and Acetyl-DEVD-aldehyde
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(Acetyl-DEVD-CHO) were obtained from BD Bioscience. [35S]-L-methionine and 7-methylGTP-
sepharose beads were purchased from Amersham Biosciences. Rabbit polyclonal antibodies directed
against human 4E-BP2 (50) were a generous gift from Nahum Sonenberg (Mc Gill University,
Montreal, Quebec, Canada). Guinea pig polyclonal antibodies directed against sea urchin eIF4G was
previously described (46). Mouse monoclonal antibody directed against rabbit eIF4E was obtained
from Transduction Laboratories. Rabbit polyclonal anti-human actin was from Sigma (product

number A 5060). Secondary peroxidase conjugated antibodies were obtained from DAKO.

Handling and treatment of Eggs and Embryos

The sea urchins Sphaerechinus granularis were collected in the Brest area and maintained in
running seawater. Spawning of gametes was induced by intracoelomic injection of 0.1 M
acetylcholine. Eggs, collected in 0.22-um Millipore-filtered seawater, were dejellied by swirling for
30 s in acidified seawater (pH 5), rinsed twice in fresh seawater and suspended in filtered seawater at
5% (v/v) dilution. Diluted sperm was added to the eggs and withdrawn after 5 min. Experiments
were only performed on batches exhibiting greater than 90% fertilization. Each experiment used
gametes and eggs from a single female (49). At 20 minutes after fertilization, Chromium was added
to the incubation medium at the indicated concentration from a 100 mM stock solution in seawater.
When required, emetine (10 mM stock solution in seawater) and Actinomycin D (10 mg/ml in

ethanol) were added to the incubation medium at 60 minutes after fertilization.

Cytological Analysis

Embryos were cultured at 16°C under constant stirring and observed at time intervals by phase
contrast microscopy for developmental progression. Thousands of embryos were incubated for each
experimental determination from which around 100 were scored for the developmental stage. At

various times after fertilization, 0.2 ml aliquots of the embryo suspension were fixed overnight in 1
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ml of methanol/glycerol (3:1, v/v) in the presence of the DNA dye Hoechst (bisbenzimide, 0.1

pg/ml), mounted in 50% glycerol and observed under fluorescence microscopy (49).

Embryo extracts and protein analysis

Whole embryo extracts were obtained by homogenization of 30 ul of pelleted cells at different
times following fertilization, in 100 pul of buffer containing 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10%
glycerol, 5% P-mercaptoethanol, 62.5 mM Tris HCI, pH 6.8 (51).

Protein extracts for m’GTP purification and synthesis analysis were prepared as already described
(52) from 500 pl of pelleted control or treated embryos. Embryos were lysed in one cell volume of
2X binding buffer (40 mM HEPES pH 7.4, 100 mM p-glycerophosphate, 0.2 mM sodium
orthovanadate, 100 mM NaF, 20 mM tetrasodium pyrophosphate, 0.4 mM EDTA, 2 mM DTT, 100
mM NaCl, 100 mM AEBSF, and 20 pg/ml aprotinin and leupeptin).

Protein extracts for caspase activity were prepared from 1 ml of pelleted control or treated
embryos (28). Pellets were suspended in 500 pl ice-cold buffer A (100 mM HEPES, pH 7.5, 10 mM
dithiothreitol) and homogenized by short sonication (5 sec, amp. 40). Embryo extracts were clarified

by a 14,000 x g centrifugation for 15 min at 4°C.

Isolation of eIF4E and associated proteins

Isolation of eIF4E and its partners from egg extracts was performed using m’GTP beads as
described previously (52). Lysates obtained as described above were centrifugated for 15 minutes at
14,000 x g at 4°C. Aliquots (2 mg proteins) were mixed with 25 ul of m’GTP-Sepharose beads.
After 60 minutes incubation at 4°C, the beads were washed three times with 1 ml of 1x binding
buffer, described above, containing 100 mM NaCl. Laemmli sample buffer was added directly to the

beads and purified proteins were analyzed by Western blot after electrophoretic resolution.

Protein synthesis in vivo
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Batches (1 ml) of unfertilized eggs or embryos were taken at different times after fertilization and
incubated in the presence [*>S]-L- methionine during 1 hour at the final concentration of 10uCi/ml.
Protein extracts were prepared as described upper and [S]-L-Methionine incorporation into
proteins was measured on duplicate aliquots after 10% TCA precipitation on Whatman 3M filters
and counting in the presence of Optiphase Supermix scintillation liquid. Qualitative analysis of the
neosynthesized proteins was performed after electrophoretic resolution by Typhoon trio imager

(Amersham Bioscience).

Protein electrophoresis and Western blot analysis

Electrophoretic resolution of proteins was performed under SDS denaturing conditions on 12 or 15
% polyacrylamide gel according to Laemmli (53).

For immunodetection, proteins were electro-transferred from the gel onto nitrocellulose
membranes (Schleicher and Schuell). The membranes were saturated one hour in Tris Buffer Saline
(TBS : 20 mM Tris and 150 mM NaCl) containing 0.1% Tween 20 and 1% Bovine Serum Albumine
(BSA). Membranes were incubated overnight at 4°C in TBS 0.1% Tween 1% BSA in the presence
of antibodies directed against 4E-BP (1:2000), eIF4E (1:2000), eIF4G (1:5000) or actin (1:500).
Secondary peroxidase conjugated antibodies were used at 1:5000. Revelations were done by ECL

method according to the manufacturer’s instructions (Amersham).

Caspase activity assay

Caspase activity was measured with the use of a fluorogenic substrate (Ac-DEVD-MCA) as
previously described (28). Caspase assays were carried out at 20°C for 3 hours on 100 pg protein
embryo extracts in 1 ml homogeneisation buffer A containing 10 uM substrate in the presence or
absence of the caspase inhibitor, Ac-DEVD-CHO. Fluorescence was measured by excitation at 380

nm and emission at 460 nm with a luminescence spectrophotometer (LS 50 Perkin Elmer).
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Results

A-Chromium impedes cell cycle progression and induces the apoptotic response.

Twenty minutes after fertilization, sea urchin embryos were incubated in seawater containing
chromium at various concentrations from 0.1 mM to 1 mM. The progression of cell cycle was
drastically inhibited as judged from the kinetic of the first cell cycle of early development (fig. 1A,
left). Inhibition of cell cycle progression was dose-dependent with an IDsy of 0.5 mM of chromium
(fig. 1B, right). Cells were analyzed for DNA morphology by Hoescht staining. Chromosome
segregation occurred at 90 minutes after fertilization in the control embryos and was delayed to 140
minutes in the chromium-treated embryos at chromium concentrations of 0.3 and 0.6 mM (fig. 1 B).
When observed at 20 hours, the number of nuclei in the treated-embryos was around half of the
number in the control embryos therefore indicating a specific effect of chromium (< 0.6 mM) which
is a delay in cell cycles of early development without toxicological acute damages of the embryos
(fig. 1B, see 20 hours). When chromium was applied at higher concentration (1 mM), the cell cycle
was fully arrested (fig. 1A) and significant cytological changes were observed after 5 hours of
development (fig. 2A). Since the cytological changes looked like the changes induced by DNA-
damaging agents when cells were undergoing apoptosis (28), further characterization was
performed. Cytological analysis and DNA morphology respectively showed the presence of
apoptotic bodies and the fragmentation of DNA starting from 20 hours and clearly visible at 30 and
45 hours of development (fig. 2 A). Enzymatic analysis of caspase activity, an hallmark of apoptosis
induction was performed. Caspase activity of embryos extracts prepared at various times after
fertilization increased from 5 hours and remained high up to 30 hours (fig. 2B), therefore
strengthening the conclusion that chromium 1 mM induced the apoptotic response occuring after the
DNA-damaged checkpoint cell cycle arrest in the case of DNA repair failure (28). Altogether, in sea
urchin early embryos, chromium activates the canonical response of the DNA-damaged checkpoint

including cell cycle arrest and, at high concentration, apoptosis induction.
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B- Chromium provokes an increase in the amount of 4E-BP.

When measuring the level of different proteins known to regulate protein synthesis in
chromium-treated embryos, an interesting observation was made on the immunoblots. As already
documented (47, 49), the level of 4E-BP decreased rapidly after fertilization and remained low for
at least 20 hours. Strikingly, upon 1 mM chromium addition, the level of 4E-BP was found to
increase (fig. 3 A, left). The increase in 4E-BP was detectable 3 hours post treatment and reached the
amount of 4E-BP present in the unfertilized egg (fig. 3A, right). As shown in figure 3B, the increase
in 4E-BP was time- and dose-dependent. Therefore, chromium induces the synthesis of 4E-BP early

after the metal exposure at high concentration.

C- The 4E-BP chromium-induced increase is functional.

The elF4E binding function of 4E-BP was tested after chromium treatment. 4E-BP was
detected in the crude extracts from 1 mM chromium-treated embryos (fig. 4, left) prepared 4 hours
after fertilization and was strongly increased at 6 hours. The protein was found associated to eI[F4E
upon m’GTP affinity purification (fig. 4, right) therefore demonstrating the physiological binding
capacity of 4E-BP expressed in the chromium-treated cells. The role of 4E-BP was related to
competition with the protein eIF4G for the cap-dependant protein eIF4E in sea urchin embryos (46).
Whereas the amount of elF4G isoforms (46) remained constant in the untreated embryos, the
fraction associated to eIF4E was greatly reduced to undetectable levels in the chromium-treated
embryos (fig. 4) suggesting that 4E-BP binding to eIF4E had physiologically displaced elF4G. We
further showed that the chromium-induced increase in 4E-BP was independent on transcription as
judged by incubation of the embryos with the transcription inhibitor actinomycin D whereas it was
fully abolished by emetine treatment of the embryos (fig. 5) ascertaining that the 4E-BP appearance
was the result of a translation increase from pre-existing mRNAs.

Protein synthesis was analyzed in the chromium-treated embryos using [*°S] methionine

labeling. Protein synthesis increased after fertilization as expected in the control embryos (43); fig.
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6). The post-fertilization increase was notably inhibited in the chromium-treated embryos by 30 %
during the 20 to 80 minute pulse and by 90 % at 5 and 7 hours after fertilization (fig. 6A).
Interestingly, the translation rate at 7 hours in the chromium-treated embryos was comparable to the
level in the unfertilized embryos (fig 6, zero time) suggesting a major contribution of 4E-BP in the
control of global protein translation. The profile of the neosynthesized proteins was analyzed by
autoradiography after SDS-PAGE and corroborated the global translation measurements (fig. 6 B).
Note that, although synthesized in chromium-treated embryos (see fig. 3), 4E-BP was not detected in
the experimental conditions used for direct translational analysis. Altogether, increase in the

synthesis of 4E-BP takes place while general protein translation is strongly reduced.

Discussion

Chromium(IIl) is known as a carcinogen most probably by causing DNA damage (see
introduction). Our results using sea urchin embryo as a pertinent model favor this assumption since
chromium(III) inhibited cell cycle progression and induced apoptosis, two hallmarks of the DNA-
damage cell cycle checkpoint pathways (23). Chromium effect on the first cell cycle of sea urchin
embryo was comparable to the effect of DNA damaging agents such as bleomycin and MMS (28,
49), delaying or arresting cell cycle. The ID50 for chromium(III) cell cycle effect was 0.5 mM. At
higher concentration, at the millimolar range, the cell cycle was fully arrested and after a period of
20 hours, apoptosis occurred in all the cells. The concept that most cancers, if not all, originate from
acquisition of genomic instability through the DNA damage checkpoint defect occurring in stem
cells is now generally accepted (see introduction). A clonal selection would then occur to generate
the cancer stem cells, escaping apoptosis induction and acquiring all the properties of the cancerous
cells. Our results support the characterization of chromium(Ill) as a carcinogenetic compound of
human health concern.

Surprisingly, chromium(III) provoked at the mM range concentration an increase in the level

of the protein 4E-BP. The increase was readily detectable on the immunoblots and reached high

10
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values at 3 hours after chromium treatment. Interestingly, inhibition of the global protein synthesis
was almost complete at 5 hours post treatment . Therefore while global synthesis was inhibited, the
specific synthesis of 4E-BP remained high. Since the neosynthesized 4E-BP could associate to
elF4E and provoke the release of elF4G, the global protein synthesis inhibition can be ascribed, at
least in part to 4E-BP. Such increase in 4E-BP has been shown using the sea urchin embryo after
radiomimetic treatment with bleomycin and in hypoxic conditions which both activated the DNA-
damage checkpoint (49). The increase in the amount of 4E-BP therefore appears like a common
consequence of the DNA-damage checkpoint activation. Changes in the phosphorylation state of 4E-
BPI1 in mammalian cells (54) in comparable conditions, i.e. upon activation of the DNA-damage
checkpoint has been reported and proposed to be related to the anti-oncogenicity of 4E-BP1 (50)
towards activity of eI[F4E. We conclude that two mechanisms may be involved in the mechanism of
elF4E inhibition by 4E-BPs, one involving post-translation phosphorylation changes by the
ATM/Akt/mTOR pathway (55, 56) and the new one describe here by specific neosynthesis of 4E-
BP. Both mechanisms would lead to the global translation reduction observed in response to most,
if not all, types of cellular stress (57) with a notable saving of cellular energy which is mainly
consumed in the process of translation (58).

The switch observed in translation of a few selective mRNAs among which 4E-BP mRNA
would be of cap-independent nature such as a mechanism involving internal ribosome entry site
(IRES) translation (59) which is currently under investigation in the sea urchin embryo. In our
experiments it is interesting to note that during the course of chromium induction of apoptosis,
caspases are activated around 5 hours post-treatment when the translation main changes are almost
accomplished, therefore suggesting that the increase in 4E-BP may be part of the mechanism that
determines the cell between survival or death as already suggested (49).

Conclusions
Chromium(IIT) activates the DNA-damage checkpoint of the cell cycle and therefore may be

of human health concern in cancerization. The synthesis of the protein 4E-BP is selectively induced

11
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by chromium and is functional to prevent global protein synthesis during the course of the apoptotic

response.
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Legend of figures

Figure 1. Chromium affects the kinetic of the first cell division. Sea urchin eggs were fertilized and

the embryos were transferred 20 min later to fresh seawater (5% suspension) in the absence
(-Cr) or in the presence of Chromium (+Cr) at the indictaed concentration in mM. (A) For
each treatment, one hundred embryos were scored for the first cleavage by phase contrast
microscopy as a function of time after fertilization. Left panel: each kinetic was obtained for
the eggs isolated from a single female and was representative of at least three independent
experiments. Right panel: semi-logarithmic representation of the dose-response effect. (B)
The chromatin morphology was observed by fluorescence microscopy after Hoechst staining
of the control, 0.3 mM and 0.6 mM chromium-treated embryos at the indicated times after
fertilization. Each photograph shows an embryo representative of at least 80% of the embryo

population at the related time. Bar 100 pm

Figure 2. Chromium induces cell death in sea urchin embryos. Sea urchin eggs were fertilized and

20 min later the embryos were transferred to fresh seawater in the absence (-Cr) or presence
of 1 mM Chromium (+Cr) for 5 h. Control or treated embryos were then thoroughly washed
and further incubated in fresh seawater. (A) The cytoplasmic and DNA morphologies of the
embryos were followed for 4 days under, respectively, phase contrast microscopy (left
column for each condition) and fluorescence microscopy after Hoechst staining (right
column for each condition). Bar 100 pum. Right panel is a magnification (x9) of the zones
highlighted by squares on the left panel. (B) At different times after fertilization, 50 ul
aliquots of pelleted control (-Cr) or I mM Chromium-treated (+Cr) embryos were processed

for caspase activity assay as described in material and methods. The caspase activity was
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performed in duplicate for each extract and is indicated in arbitrary units. The curve +caspase
inhibitor corresponds to the activity of chromium extracts assayed in the presence of the

inhibitor.

Figure 3. Chromium affects expression of the protein 4E-BP. Sea urchin eggs (5% suspension) were
fertilized and treated or not after 20 min with chromium. (A) The embryos were treated with
I mM chromium. Whole protein extracts from control embryos (-Cr) or treated embryos
(+Cr) were prepared at different times (hours) and analyzed by immunoblotting with anti-4E-
BP and anti-actin antibodies as described in Materials and Methods. (B) The embryos were
incubated in the absence (-Cr) or presence (+Cr) of 0.3 mM, 0.6 mM, or 0.9 mM chromium.
Whole protein extracts were performed at 4h, 8h and 20h and analyzed by immunoblotting

with anti-4E-BP and anti-actin antibodies as described in Materials and Methods.

The densitometric quantification of 4E-BP level from the immunoblots is indicated on

the right in arbitrary units as a function of time for each chromium concentration.

Figure 4. Chromium induces functional 4E-BP. Sea urchin eggs (5% suspension) were fertilized and
treated or not after 20 min with 1 mM chromium. Total cytosolic extracts (left) and m'GTP
affinity purified extracts (right) were performed at 2h, 4h and 6h after fertilization of control
embryos (-Cr) and chromium treated embryos (+Cr). Proteins were detected by
immunoblotting with anti-4E-BP, anti-eIF4E and anti-eIF4G antibodies as described in

Materials and Methods.

Figure 5. Chromium-induced 4EBP increase is due to translation. Sea urchin eggs (5% suspension)
were fertilized and treated (+Cr) or not (-Cr) after 20 min with 1 mM chromium. The
embryos were treated with 300 uM emetine (+E) or with 100ug/ml actinomycin D (+A) at

60 minutes and 4E-BP level was analyzed by immunoblotting with anti-4E-BP and anti-actin
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antibodies as described in materials and methods. The densitometric quantification of the
immunoblots (lower panel) in the different experimental conditions is shown on the upper

panel.

Figure 6. Chromium provokes inhibition of translation correlated with 4E-BP expression. Sea

urchin eggs (5% suspension) were fertilized and treated (+Cr) or not (-Cr) after 20 min with
I mM chromium. (A). Protein synthesis in vivo was measured after 1 hour pulse in
[3 5S]methionine, performed at 20 minutes, 5 and 7 hours after fertilization. (A)
Quantification of protein synthesis by TCA precipitation as described in Materials and

methods. (B) Qualitative determination after SDS-PAGE (12%) and radioactive detection.
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Fig. 1. Chromium affects the kinetic of the first cell division. Sea urchin eggs were fertilized and
the embryos were transferred 20 min later to fresh seawater (5% suspension) in the
absence (-Cr) or in the presence of Chromium (+Cr) at the indictaed concentration in mM.
(A) For each treatment, one hundred embryos were scored for the first cleavage by phase
contrast microscopy as a function of time after fertilization. Left panel: each kinetic was
obtained for the eggs isolated from a single female and was representative of at least
three independent experiments. Right panel: semi-logarithmic representation of the
dose-response effect. (B) The chromatin morphology was observed by fluorescence
microscopy after Hoechst staining of the control, 0.3 mM and 0.6 mM chromium-treated
embryos at the indicated times after fertilization. Each photograph shows an embryo
representative of at least 80% of the embryo population at the related time. Bar 100
microm
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Fig. 2. Chromium induces cell death in sea urchin embryos. Sea urchin eggs were fertilized and
20 min later the embryos were transferred to fresh seawater in the absence (-Cr) or
presence of 1 mM Chromium (+Cr) for 5 h. Control or treated embryos were then
thoroughly washed and further incubated in fresh seawater. (A) The cytoplasmic and DNA
morphologies of the embryos were followed for 4 days under, respectively, phase
contrast microscopy (left column for each condition) and fluorescence microscopy after
Hoechst staining (right column for each condition). Bar 100 mm. Right panel is a
magnification (x9) of the zones highlighted by squares on the left panel. (B) At different
times after fertilization, 50 pl aliquots of pelleted control (-Cr) or 1 mM Chromium-treated
(+Cr) embryos were processed for caspase activity assay as described in material and
methods. The caspase activity was performed in duplicate for each extract and is
indicated in arbitrary units. The curve +caspase inhibitor corresponds to the activity of
chromium extracts assayed in the presence of the inhibitor.
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Fig.3. Chromium affects expression of the protein 4E-BP. Sea urchin eggs (5% suspension)
were fertilized and treated or not after 20 min with chromium. (A) The embryos were
treated with 1 mM chromium. Whole protein extracts from control embryos (-Cr) or
treated embryos (+Cr) were prepared at different times (hours) and analyzed by
immunoblotting with anti-4E-BP and anti-actin antibodies as described in Materials and
Methods. (B) The embryos were incubated in the absence (-Cr) or presence (+Cr) of 0.3
mM, 0.6 mM, or 0.9 mM chromium. Whole protein extracts were performed at 4h, 8h and
20h and analyzed by immunoblotting with anti-4E-BP and anti-actin antibodies as
described in Materials and Methods. The densitometric quantification of 4E-BP level from
the immunoblots is indicated on the right in arbitrary units as a function of time for each
chromium concentration.
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Fig. 6. Chromium provokes inhibition of translation correlated with 4E-BP expression. Sea
eggs (5% suspension) were fertilized and treated (+Cr) or not (-Cr) after 20 min with 1
mM chromium. (A). Protein synthesis in vivo was measured after 1 hour pulse in
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Quantification of protein synthesis by TCA precipitation as described in Materials and
methods. (B) Qualitative determination after SDS-PAGE (12%) and radioactive detection.
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Le Bouffant, R., P. Cormier, O. Mulner-Lorillon, R. Belle and J. Morales. "Inhibition of
translation and modification of translation factors during apoptosis induced by the DNA

damaging agent MMS in sea urchin embryos.'Submitted

Contrairement a I'hypoxie, la bléomycine et le ¢cheo(Article 2 et 3 le MMS qui
entraine aussi la mobilisation du point de suraedk du cycle cellulaire _(Article) Iv'induit
pas I'expression de 4E-BP. Le comportement d’ad&reteurs d'initiation de la traduction est
étudié dans ce contexte.

Ainsi, ce travail consiste en l'étude de la synthgsotéique et des facteurs de
traduction lors de la mort cellulaire déclenchégpraitement par le MMS dans I'embryon
d’oursin. Le traitement au MMS induit I'inhibitiode synthese protéique sans surexpression
de 4E-BP, mais corrélée avec I'apparition de lantmphosphorylée de el&2Les résultats
obtenus mettent aussi en évidence une régulatigmale de elF4G, dépendante de la dose
de MMS utilisée. Lors de l'utilisation d’une dose MMS (10mM) connue pour activer les
caspases et induire I'apoptose (Article an clivage de la protéine elF4G est observé. En
revanche, l'utilisation de fortes doses de MMS (h®&) provoque une modification rapide de
la protéine elF4G détectable par migration élettoogtique. L'isoforme observé peut
toujours se lier a elF4E alors que la synthéseémoe est inhibée. Ensuite, la protéine elF4G
est totalement dégradée, sans apparition de fragmeeciivage. Dans ces conditions, aucune
activité caspase n’est décelable. Enfin, le congmoent de ces facteurs dans I'ovule non
fécondé, contenant beaucoup de 4E-BP a été éttidiélea comprendre I'importance de la
protéine 4E-BP dans ces régulations. De maniémnatde, la protéine 4E-BP est dégradée
tres rapidement dans I'ovule non fécondé apresetrant par le MMS. Lorsque 4E-BP est

dégradé dans I'ovule non fécondé traité au MM$yrtdaéine elF4G est capable de s’associer

81



a elF4E alors que la traduction est inhibée. Laéme elF2 reste phosphorylée dans ces
conditions.
Ce travail montre une régulation originale des faaurs de traduction lors de I'induction

de la mort cellulaire dans des embryons d’oursin @ités au MMS.
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Abstract

Translational control was investigated in sea uwr@ggs and embryos in response to
DNA-damaging agent methyl methanesulfonate (MMS)ciwvhnduces cell death. We have
shown in this report that exposure of sea urchibrgos to MMS induces drastic effects on
protein synthesis activity and on the level, intiggand post-translational modification of
translation factors. In sea urchin, fertilizationggers rapid degradation of translation
inhibitor 4E-BP. In response to MMS treatment ofbeyos, protein synthesis is inhibited,
independently of the presence of 4E-BP, and inetation with the phosphorylation of elé2
subunit. A striking feature of translation inhiloii in response to MMS treatment is that 4E-

BP is dispensable in embryos and even targetediefgradation in unfertilized eggs.



Introduction

Apoptosis is a physiological and tightly contrdllprocess which leads to cell death
[1]. Cellular damages induced by ionizing radiateord DNA damaging agents are integrated
in signaling cascades that lead to caspases activgR]. Apoptosis involves post-
translational regulation of pre-existing proteingls as phosphorylation, proteolytic cleavage
and intracellular translocation. De novo proteimtlBgsis contributes also to the apoptotic
process, because various apoptotic pathways reqgogeing translation of specific mMRNAs
for their proper execution, while global translatieduction is observed in response to most
types of cellular stresses as a way of energy g4@in

Protein synthesis is mainly regulated at the leafethe initiation step. Translation
initiation involves a complex biological machinefd]. The cap structure of the mRNA
interacts with the cap-binding protein elF4E (eykdrc initiation factor 4E) which forms a
stable ternary complex with elF4A and elF4G. elRéAa DEAD family RNA helicase,
thought to unwind secondary structures of the Sramslated region of the mRNA in
conjunction with elF4B. elF4G is a scaffolding @iot that interacts with elF4E and elF4A.
elF4G binds also to the poly(A) binding protein %), which interacts with the poly(A)
tail, and this allows a closed loop conformationtbé mRNA, thought to stabilize the
interaction of the cap binding complex and to ftatié the recycling of ribosomes.
elF4E/elFAG complex assembly is controlled by ailfarof translational repressors, the
elF4E binding proteins (4E-BPs) which compete vatR4G for a common binding site on
elF4E [5]. A ternary complex comprising elF2, GTidanitiator methionyl-tRNA, binds to
the 40S ribosomal subunit to form the 43S compldxs complex is recruited to the mRNA
via the interaction of the multisubunit elF3 with-éG and scans the mRNA up to the start

codon. Initiation codon recognition triggers elF@&bd GTP hydrolysis, releasing of



initiation factors and joining of the large ribosainsubunit. Translation can be negatively
regulated by phosphorylation of tbhesubunit of elF2 on a conserved serine residungsén

in mammals), which sequesters the guanine nucke@ithange factor elF2B in an inactive
complex.

The importance of the regulation of protein sysibeduring apoptosis has become
increasingly prominent in the literature [3, 6]ofin synthesis rate is controlled by a number
of apoptosis inducing agents, and it is noteworthgt protein synthesis machinery
modification precedes and/or is concomitant to &p&p, involving phosphorylation
modification and cleavage of components of theslational machinery including elB2
elF4G, PABP, elF4B and 4E-BPs [6, 7]. The elF4Eiliaproteins were recently implicated
in the mechanisms of survival and apoptosis in maham cells: elF4AE has been
characterized as anti-apoptotic and as an onco@r83d. Conversely 4E-BP is identified as
pro-apoptotic [10, 11], although some reports destrate that 4E-BP may be a survival
factor [12-14]. While cap-dependent translatiomtsbited during apoptosis due to the strong
association of elF4E with 4E-BP, an alternativengfation can overcome the general
inhibition of translation, and depends on the im&rrecruitment of the ribosomes in the
vicinity of the AUG codon mediated by an IRES (mt& ribosome entry site) element [3,
15].

Sea urchin early embryonic development is a vengdgnodel for translational control
analysis. Fertilization triggers a 10-30 fold irase in protein synthesis rates while initiating
the synchronous divisions of early development [II4, In unfertilized eggs, the translation
initiation elF4E is associated to its inhibitor 88 after fertilization, 4E-BP dissociates from
elF4E and is rapidly degraded [18, 19]. elF4E enthvailable to interact with elF4G, which
isoforms are post-translationally modified aftertifization [20]. The formation of the

elF4E/elFAG complex correlates with the increasgrotein synthesis [18, 20]. Moreover



gene expression regulation is controlled at a pasiscriptional level during the first
divisions, which allows the study of the contrilmutiof protein synthesis regulation in gene
expression independently of transcriptional regoiaf21].

Apoptosis in sea urchin is a physiological prodesghe remodeling of the larva and
the cellular homeostasis occurring at metamorphH@&s23]. The apoptotic gene toolkit has
been explored in the sea urchin genome [24]. Tmegeénvolved in the intrinsic pathway,
activated by various intracellular signals suclDdBA damage, and in the extrinsic pathway,
activated by binding of secreted ligands to reaeptd the Tumor Necrosis Factor Receptor
family, are present in the genome [24]. Interesin®NA damaging agents like methyl
methanesulfonate MMS or bleomycin induce cell cyaleest and apoptosis in the first cell
division of sea urchin embryo [25].

We reported here the analysis of translation agti@nd translation factors during
apoptosis induced by the DNA-damaging agent MMSea urchin eggs and embryos. We
showed that protein synthesis is inhibited in resgoto MMS, in correlation with the
phosphorylation of elR2 subunit and independently of the presence of 4EMN&reover,
new modification of translation initiation factoiFdG protein is induced by MMS exposure.
This elF4G modified protein interacts with elF4R,a context of global protein synthesis

inhibition.

Materials and methods

Chemicals

Methyl methanesulfonate (MMS, M4016), SB 203580 aatbbit polyclonal antibodies
against human actin (20-33) were purchased froom&IBAPTA-AM was obtained from
Fluka. Ac-DEVD-MCA substrate was obtained from BDo&ience. Rabbit polyclonal

antibodies against human 4E-BP2 obtained from Dahuxh Sonenberg, and guinea pig



polyclonal antibodies against elF4G were previoudgscribed [20]. Rabbit polyclonal
antibody directed against human full length @ REL-315) was obtained from Santa Cruz.
Mouse monoclonal antibody against human elF4E (63D%as obtained from Transduction
Laboratories. Rabbit polyclonal antibodies directaghinst phosphorylated Ser 51 aF2
(9721) and against phosphorylated Thr180/Tyr182My88K (9211) were obtained from
Cell Signaling. Peroxidase-conjugated secondanpadies were obtained from DAKO.
Handling and treatment of Eggs and Embryos

Sea urchins phaerechinus granularis) were collected in the Brest area and maintaimed i
running seawater. Spawning of gametes was indugethtbacoelomic injection of 0.1 M
acetylcholine. Eggs, collected in 0.p& Millipore-filtered seawater, were dejellied by
swirling for 30 s in filtered seawater (pH 5), matwice in fresh seawater and suspended in
filtered seawater at 5% (v/v) dilution. Diluted spewas added to the eggs and withdrawn
after 5 min [12]. Experiments were only performed lmtches exhibiting greater than 90%
fertilization. Each experiment used gametes and éggn a single female. At 20 minutes
post-fertilization, methyl methanesulfonate (MMSasvadded to embryos at the indicated
concentration.

| solation of el F4E and associated proteins

After fertilization, at the times indicated, embsyand eggs were collected by centrifugation
for 2 minutes at 2000 g. The cell pellet (fiQ)0was frozen in liquid nitrogen and stored at —
80°C. Cells were lysed by passage through a 25@gey/in one cell volume of 2x binding
buffer (40 mM HEPES pH 7.4, 100 mM sodium fluorid®, mM ATP, 20 mM tetrasodium
pyrophosphate (PPi), 100 mM NaCl, 0.4 mM EDTA, 2 ddithiothreitol, 1 mM AEBSF, and
20 pg/ml of aprotinin and leupeptin). Cell lysatesre centrifuged for 15 minutes at 14,0009
at 4°C. Isolation of elF4E from cytosolic egg exteaand its partners was performed using

M7GTP beads as described previously [20]. Bridftyates (2 mg proteins) were mixed with



25 pl of m7GTP-Sepharose beads. After 60 minutesbation at 4°C, the beads were
washed three times with 1 ml of 1x binding buffentaining 100 mM NaCl. Laemmli sample
buffer was added directly to the beads and derdtar®5°C for 5 minutes before Western
blot analysis.

In vivo protein synthesis

Embryos (5% suspension in seawater) were cultunedontinuous presence of°$]-L-
methionine at the final concentration of 5pCi/n31TS|]Methionine incorporation into proteins
was measured on duplicate aliquots of cell extrastsprepared above after 10% TCA
precipitation on Whatman 3M filters [17] and cowmgtiin a scintillation counter in the
presence of Optiphase Supermix scintillation liquid

Total embryo extracts

At different times following fertilization, whole nebryos extract were obtained by
homogenization of 3l pelleted cells in 10Qul of buffer containing 2% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 10% glycerol, 5%-mercaptoethanol, 62.5 mM Tris HCI, pH 6.8 [26] and
separated on SDS-PAGE. Note that under these expatal conditions, the modifications of
elF4G protein seen in cytosolic extract are noteolable in total embryo extracts.

Western blot analyses

Electrophoretic resolution of proteins was perfodnumder SDS denaturing conditions on a
polyacrylamide gel. Proteins were electro-transi@rifrom the gel onto nitrocellulose
membranes (Schleicher and Schuell). The membramee wsaturated for 1 hour in Tris-
buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween 20 &#dBovine Serum albumin. Membranes
were incubated overnight with antibodies directgdiast 4E-BP (1:1000), elF4E (1:2000),
elF4G (1:5000), full-length (FL) elfe2(1:1000), Phospho-Ser51 etiFZ1:1000), Phospho-
Thr180/Tyr182 p38 (1:1000) and actin (1:500). Seleon peroxidase conjugated antibodies

were used at 1:5000 for full length proteins an@0Q0 for phosphorylated proteins.



Revelation was done by ECL method according to thanufacturer's instructions

(Amersham). Signals were quantified using the mutlbmain ImageJ program (written by
Wayne Rasband, NIH, USA).

Caspase-3 activity assay

Protein extracts for caspase-3 activity were preghpdirom 1 ml of pelleted control or treated
embryos at the indicated times [25]. Pellets wergpended in ice-cold buffer A (100 mM

HEPES-NaOH, pH 7.5, 10 mM dithiothreitol), homog®d by short sonication (5 second
pulse, amp. 40), and centrifuged at 14,000 g fomi® at 4°C to obtain cytosolic extracts.
Proteolytic reactions were carried out in 1 ml affer A, containing 100ug of proteins and
10 uM of Ac-DEVD-MCA substrate (BD Bioscience) ad°€. The fluorogenic product

substrate was detected by excitation at 380 nmeamdsion at 460 nm with a fluorescence

spectrophotometer (LS 50 Perkin Elmer).

Results
Inhibition of protein synthesis by MMS exposure.

The DNA-damaging agent MMS has been shown to i@damoptosis in sea urchin
early embryos [25]. We asked whether induced asipis correlated with protein synthesis
modification. We analyzed the protein synthesisvagtin embryos treated with the DNA
damaging agent methyl methanesulfonate (MMS) bysmmirgg the incorporation ofS]
methionine into newly synthesized proteins (fig. YMS was added at 20 minutes post-
fertilization. Embryos were exposed to low dose (@& MMS) corresponding to the
minimal concentration established to induce apaptws sea urchin [25] and to high dose
(100 mM MMS) to induce massive DNA damage. Prossinthesis activity increased 10 fold
after fertilization within the first 3 hours in cwal embryos (fig. 1). Complete inhibition of

[**S] methionine incorporation into proteins occurreapidly (40 minutes after MMS



addition) in 100 mM MMS-treated embryos (fig. 15°§] methionine incorporation into
proteins was also affected by 10 mM MMS, whereaspete inhibition occurred around 120
minutes post-fertilization (fig. 1). Therefore, MM8xposure affected strongly protein
synthesis activity in sea urchin early embryos.

Inhibition of protein synthesisinduced by MMS occursin the absence of 4E-BP.

Protein synthesis inhibition during apoptosis leeen correlated with the strong
association of elF4E with 4E-BP [6]. In sea urch#E-BP is rapidly degraded after
fertilization [21]. We asked whether the inhibitiaf protein synthesis activity induced by
MMS treatment was correlated to the reappearancdEeBP. Western blot analyses of
embryos treated with 10 mM or 100 mM MMS showed tha 4E-BP was detected after
MMS treatment (fig. 2A) despite the inhibition ofogpein synthesis, suggesting that other
translational regulation is involved in this inhibn.

Inhibition of protein synthesis induced by MMS is correlated to phosphorylation of
initiation factor el F2a.

Inhibition of translation during apoptosis hasibeassociated to the phosphorylation of
elF2o [6]. Sea urchin elR2 possesses the conserved phosphorylatable residinalent to
the Ser-51 [27], suggesting a possible control rahdlation at this level. To test this
hypothesis, an antibody directed against the plogih2x was used to analyze the
phosphorylation status of el&2n control and MMS treated embryos (fig. 2B). ByselF2u
was phosphorylated in unfertilized eggs, and fedtiion triggered the dephosphorylation of
elF20. Interestingly, this result suggests that effgarticipates to the control of translational
regulation during sea urchin early embryonic depelent in a physiological condition (fig.
2B). Secondly, elR@ re-phosphorylation occurred following MMS treatrhéirg. 2C). High
concentration (100 mM) of MMS treatment of embryaggered the phosphorylation of

elF2o rapidly within 40 minutes after exposure, whergaatment with 10 mM MMS led to



an increase of elfe2 phosphorylation 120 minutes after exposure (fig).2n both cases,
elF2o phosphorylation is correlated with the inhibitiohtranslation activity.
el FAG protein is modified following MMS treatment.

It was shown previously that fertilization triggethe formation of elF4E/elF4G
complex and the rapid modification of the migratpattern of elF4G proteins [20]. Since 4E-
BP was still absent in the embryo after MMS treattheve then asked whether elF4G was
associated with elF4E in MMS treated embryos. @ajs{P) columns were used to purify
the cap binding protein elF4E and its associateoteprs. Fertilization triggered the
dissociation of 4E-BP from elF4E and the assoanatibelF4G with elF4E (fig. 3A, compare
NF and 1 hour lanes on control embryos), as showewiqusly [20]. Interestingly while
elF4AG isoforms were associated to elF4E after Miatiment (fig. 3A), electrophoretic
mobility of these elF4E-associated elF4AG isofornas wifferent in 200 mM MMS treated-
embryos when compared to the control. Whereas mtraloembryos several isoforms were
associated with elF4E after fertilization (fig. 3Ayvo main isoforms of ~175 kDa and ~200
kDa were associated to elF4E after 1h of 100 mM Mi&tment, and only the ~200 kDa
isoform was associated with elF4E after 2 houg @A; see arrow). These results suggest a
drastic modification of the elF4E/elF4G complexeasponse to MMS.

We then asked whether MMS treatment modified Huforms pattern of elF4G in
cytosolic extracts. Analysis of cytosolic proteisisowed a striking modification of elF4G
electrophoretic migration pattern in 100 mM MMSated embryos, while elF4E and actin
proteins were not affected (fig 3B). When embryosrev exposed to 10 mM MMS,
modification on elF4G protein was not consisteothgerved, and when it was, only a fraction
of elF4G was modified (not shown), probably refiegtthe sensitivity to DNA-damaging
agent of embryos obtained from individual females.

el FAG modification induced by MM S treatment is independent of p38MAPK activation

10



Stress-activated p38 MAPK activates Mnk1 [28],imake that binds to elF4G and
phosphorylates both elF4G and elF4E [29]. Since slress-activated protein kinase
p38MAPK is activated in response to MMS in mamnmmaleells [30], we asked whether
p38MAPK was also activated in the sea urchin endgfter exposure to MMS, and whether
it could be implicated in elF4G isoforms modificati (fig. 4). Embryos were analyzed by
Western blot with an antibody against active p38i{phospho-p38MAPK). Figure 4A shows
the appearance of an active form of p38MAPK in gmbrtreated with 100 mM MMS. In
contrast, phospho-p38 was not (or faintly) deteateeimbryos treated with 10 mM MMS. In
order to test whether p38MAPK activation could tmplicated in the modification of elF4G
isoforms induced by MMS, embryos were treated V88203085, a specific inhibitor of
p38MAPK and elF4G was analyzed by Western blot. iflhébitor treatment prevented the
activation of p38MAPK induced by 100 mM MMS, butldiot inhibit MMS-induced elF4G
isoforms modification (fig. 4B). These data suggéisat p38 activation and elF4G
modification are two unrelated downstream evendsiced by MMS exposure.
el FAG protein is degraded in response to long exposure time of MM S

Since MMS treatment triggers drastic modificatioh the elF4G electrophoretic
mobility pattern in embryos within the first threeurs, we then analyzed the level of elF4G
after longer exposure time. Total extracts fromwwehin embryos were taken at the indicated
time up to 20 hours and analyzed by Western blaomrol and MMS treated embryos (fig
5A). elF4G protein was detected in control totar@sts as two major bands. elF4G protein
was degraded six hours following 10 mM MMS expostite upper band disappeared while a
lower molecular weight fragment (~100 kDa, indicabg an arrow) was detected by the anti-
elF4G antibody. This elF4G degradation was not thue general protein clearance, as
indicated by the actin loading control. In contrast100 mM MMS treated embryos elF4G

was degraded rapidly 3 hours after MMS exposurejdiver molecular weight fragment was
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not detected. Again, elF4G degradation occurred wefbre the general protein degradation,
as indicated by the actin loading control. It hasrbshown that elF4G is cleaved at specific
sites during apoptosis in mammalian cell lines #mat elFAG cleavage is dependent on
caspase-3 activity [7, 31]. We asked whether in Mk&&ted embryos, caspase-3 activity was
detected when the ~100kDa elF4G band was obse@Gaspase-3 activity was monitored by

cleavage of the fluorogenic substrate Ac-DEVD-AMES hours (no fragment) and 20 hours
(fragment) following 10 mM MMS exposure, and 2 oUyelF4G present) and 5 hours

(reduced levels of elF4G) following 100 mM MMS expoe (fig. 5B). Caspase activity was

detected only in the 20 hours-time point in 10 mN¥BHreated embryos, whereas no activity
was detected in 100 mM MMS treated embryos (fig). SBhus caspase activity correlates

with the presence of the ~100kDa elF4G fragment.

MMS treatment of unfertilized eggs induces protein synthesis machinery modification.

All the previous experiments were conducted inwgeain embryos, when 4E-BP was
absent. We asked whether exposure to the DNA damaamgent MMS could also induce
similar modifications of translation factors in enilized eggs, where 4E-BP was present. We
examined the translation factors by Western blainfertilized eggs after exposure to MMS.
Surprisingly, the inhibitory protein 4E-BP was ramdjer detected after MMS treatment (fig.
6A). The degradation of 4E-BP occurred within 10+bfutes in 100 mM MMS-treated
embryos, and between 1-2 hours in 10 mM MMS treatabryos. The translation initiation
factor elF2x remained phosphorylated in MMS treated eggs, dabag protein synthesis
activity did not increase (not shown). elF4G wagrdded rapidly after MMS exposure
compared to its partner elF4E, and compared toldbading control actin (fig. 6A). As
observed for embryos treated with MMS (fig. 5), ffegtern of elF4G degradation was dose-

dependent in MMS-treated unfertilized eggs; a loalaoular weight elF4G protein was only
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detected after 10 mM MMS exposure of unfertilizggy® whereas 100 mM MMS induced
the complete degradation of elF4G.

Since MMS treatment of unfertilized eggs triggetad degradation of 4E-BP, we
asked whether elF4G and elF4E were able to intevdahteach other after MMS exposure.
Cap-column purification of elF4E-containing commexshowed that elF4G and elF4E were
able to interact when 4E-BP was degraded (fig. 6B).

Exposure of unfertilized eggs to 100 mM MMS indaitke activation of p38MAPK
and the modification of elF4G isoforms (fig. 6C)al€@lum signaling was shown to be
implicated in p38MAPK activation in response to MNf8atment in mammalian cells [30].
We tested the effect of the calcium chelator BAPAM-on p38 MAPK phosphorylation in
MMS-treated eggs. Pre-incubation with BAPTA-AM befdMMS treatment inhibited the
activation of p38MAPK induced by 100 mM MMS (fig BCWe then analyzed the
modification of elF4G isoforms in presence of SB283 or BAPTA-AM. The inhibition of
p38MAPK activation by SB203085 did not reverse e¢lfe4G electrophoretic profile induced
by MMS treatment (fig. 6C), suggesting that the moation of elF4G isoforms was
independent of p38MAPK activity also in unfertildceeggs, as observed in embryos (see
above). BAPTA-AM did not prevent the elF4G profiteodification induced by MMS

treatment, suggesting that calcium pathways aremaltcated.
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Discussion

We have shown in this report that exposure of wehin embryos to the DNA
damaging agent methyl methanesulfonate (MMS) inslucastic effects on protein synthesis
activity, and on translation factors level, intégand post-translational modification (fig. 7).
A striking feature of translation inhibition in ense to MMS treatment is that 4E-BP is
dispensable in embryos and even targeted for datjomdin unfertilized eggs. In both
unfertilized eggs and embryos, exposure to diffiecencentrations of MMS leads to different
cellular responses: phosphorylation of p38MAPK, 4&8F modification and degradation
pattern.
Protein synthesisinhibition isindependent of 4E-BP during MMS induced apoptosisin sea
urchin

Methyl methanesulfonate (MMS) exposure of seaiareimbryos induces inhibition
of protein synthesis activity (this study), cellcty arrest following DNA damage and cell
death in case of repair failure [25]. In sea urclentilization leads to a rapid degradation of
4E-BP, correlated to the increase of protein sygithectivity [18, 19]. Bleomycin, a
radiomimetic agent that induces cell cycle arrest @optosis in sea urchin [25] provokes the
reappearance of 4E-BP [12]. In contrast, exposfireea urchin embryos to the alkylating
agent MMS does not induce the reappearance of 4ERBRefore the inhibition of translation
is independent of 4E-BP/ elF4E binding. MMS andobigcin are two genotoxic drugs that
triggers different DNA repair processes and mayvatg different pathways for translation
inhibition. Treatment of mammalian cells with DNAmaging agents results in severe
inhibition of protein synthesis, involving dephospylation of 4E-BP and increase in 4E-BP
binding to elF4E [32]. In this report, we have désed an original model for the study of
translation regulation in apoptosis, the sea urenmbryo, where translation inhibition during

apoptosis is uncoupled from the binding of 4E-BRIEAE.
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MMS exposure induces degradation of 4E-BP in tilifesd eggs, and no protein
synthesis activation is observed. Activation of KMadse FRAP/MTOR induces
phosphorylation of 4E-BP and its degradation atilieation, leading to activation of
translation [19, 33]. PI3kinase ATM is implicated response to DNA-damaging agents in
cells [34]. 4E-BP is phosphorylated by ATM followinnsulin treatment of mouse culture
cells [35]. Since phosphorylation of 4E-BP is ctated to degradation in sea urchin [19], we
suggest that MMS could induce a signaling pathveageting 4E-BP for its phosphorylation
and its degradation.
el F2a phosphorylation correlates with trandation inhibition during apoptosis.

We have shown that phosphorylation of initiatiactbr elF2: is a rapid response to
MMS exposure and is correlated with the inhibitmfnprotein synthesis. Phosphorylation of
the a subunit of elF2 is a widely used mechanism of dlaional control. Many different
types of stress reduce translation activity bygeigng the phosphorylation of el&2at a
conserved serine residue. The phosphorylation B2celis mediated by a family of elF2
kinases, sharing sequences and structural featutegir catalytic domains, but with unique
flanking regulatory regions allowing for distincbrdtrol pattern, in response to different
stresses [36-38]. Links between phosphorylatioalbfo and apoptosis have been suggested:
a phosphomimetic mutant of eléf2nduces apoptotic cell death, activation of PKR ca
induce or enhance apoptosis [39, 40]. Conversedjls cdeleted for the PKR gene or
expressing the non-phosphorylatable elF2utant or a dominant negative PKR mutant are
resistant to apoptosis by inducers such as dsRNIBN&+a [39, 41]. Three elF2 kinases were
identified in the sea urchin genome, homologou&@N2, HRI and PERK respectively, no
PKR homolog is found in the genome [27]. Whethé2al phosphorylation is necessary for
apoptosis induction in sea urchin and which kinssévolved in sea urchin have to be

determined.
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Moreover, we showed for the first time that thegphorylation of elF@ decreases at
fertilization, a mechanism by which translation daa activated after fertilization. Protein
synthesis in sea urchin eggs increases upon fattdn, translational control is exerted
through multifactorial mechanisms, including mRNA&cruitment into polysomes and
increased rates of translation initiation and e#tiog [42, 43]. The regulation through
initiation factor elF2 was suggested to be an irtgrarregulatory step of protein synthesis
upon fertilization, because addition of exogendi& estimulated the rate of protein synthesis
in sea urchin egg extracts [44, 45]. To date, tnitiation factors have been shown to be
inhibited in sea urchin eggs and activated follayfartilization: elF4E (by interaction to /
release from the inhibitor 4E-BP [19]) and edFgy phosphorylation/ dephosphorylation;
this study)

Trangdlation factor el F4G is modified following 100 mM MMS exposure

Following exposure to 100 mM MMS, elF4G proteimapidly modified in sea urchin
eggs and embryos (1-2 hours after exposure). Isty®B8VS exposure induces different post-
translational modifications of PCNA depending wieetDNA repair or death pathways are
activated. SUMO conjugation of PCNA is triggeredd®wvere DNA damage, whereas lower
doses of MMS leads to ubiquitination of PCNA [48htibodies against human ubiquitin and
SUMO proteins do not cross react with sea urchingims [20], it is therefore not yet possible
to test whether such modifications occur on elF4Bbiwing MMS exposure of sea urchin
embryos. The nature of the modification of elF4@aes to be determined.

The MAP kinase p38 activates Mnkl [28], a kinassponsible for elF4G
phosphorylation [29]. p38MAPK plays a critical role stress responses and apoptosis in
mammalian cell lines, and is activated by many &gy#mat induce apoptosis. For example,
MMS treatment of U937 or PC12 cells induces thevaton of p38MAPK [30]. In

echinoderms, spontaneous apoptosis occurs whenarsdaufish eggs are left unfertilized for
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more than 10 hours, and requires the activatiop3@8VIAPK [47]. Precocious activation of
p38MAPK in sea urchin embryos leads to their rageath by a yet undetermined pathway
[48]. Following MMS treatment, p38MAPK is activatemly upon high MMS doses, and is
not implicated in elF4G modification induced by DBA damaging agent.
Trangdlation factor el FAG is degraded during apoptosis

A later response to MMS exposure of sea urchirs eggl embryos is the degradation
of elF4G. Mammalian elF4G is substrate for caspesavage during apoptosis and is
dependent on caspase 3 activity [7, 31]. The ckkg@veducts (termed Fragment of Apoptotic
cleavage of elF4G or N-FAG, M-FAG, C-FAG) can bdedéed by Western blot [6]. We
showed that a smaller fragment of sea urchin eli@etected following 10 mM MMS
treatment and is concomitant with caspase actimityeated embryos. Predicted caspase sites
were detected in sea urchin elF4G sequence. Imasintvhen we failed to detect caspase-3
activity in 100 mM MMS treated embryos, no addiabrelF4G fragment was detected.
Moreover, modified elF4G was observed early aft thhM MMS exposure (fig. 3). In these
embryos, we observe a degradation of elF4G protéinin the first 4 hours of exposure,
while the general loss of cytoplasmic content osauithin 8-10 hours of exposure, as shown
by the degradation of the actin protein. Other gaeés, such as calpain, were shown to be
implicated in the apoptotic degradation of tranefatfactors (e.g. PABP, [49]). Other
caspases than caspase-3 may be implicated : tharce@a genome analysis revealed the
existence of new caspases, which role in apopémslfor other physiological process remains
to be discovered [24]. In addition, excessive DNsméige following DNA alkylating agent
exposure induces preferentially apoptotic death iated by caspase independent AIF
pathway [50]. Caspase activation is not a preréguisr apoptosis [51, 52], and it has been
reported the apoptosis can occur in a caspaseendept pathway involving the apoptosis

inducing factor AIF [53]. This pathway could be igated in sea urchin in response to 100
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mM MMS. Interestingly, AIF was shown to interacttiitranslation initiation factor elF3g
(p44) subunit in apoptotic condition, and to inhiibanslation [54]. elF3 interacts with elF4G
in the normal translation. Whether this interacti®mstill possible in an apoptotic context and
with a modified elF4G remains to be determined.
Specific trandation in apoptosis

We have shown in this report that the DNA-damagaggnt MMS that induces
apoptosis, provokes inhibition of protein synthearsl modification of translation factors
(summarized in fig. 7). In mammalian cells, whilgoptosis induces a inhibition of protein
synthesis activity by targeting cap-dependentatidn, translation of specific mMRNAs are
maintained through IRES-dependent translation [dje translated mRNAs encode for
proteins involved in the apoptotic process, such-ag/c, APAF-1 or DAPS. elF4G cleavage
products have been implicated in IRES mediatedstasion [55, 56]. In sea urchin, in a
context of 4E-BP absence, a complex containing EI&Ad elF4G is observed after MMS
exposure. Whether this elF4E/elF4G complex is cdemefor residual cap-dependent
translation or for specific translation is unknowrater on, elF4G is degraded rapidly in
response to MMS, suggesting that the cap-depertdemdlation is inhibited. A search for
MRNAs specifically translated in apoptosis after BIMxposure will be undertaken by
polysomal profiling. This analysis will help undemsd the translational regulation of the
apoptotic process in sea urchin and these datacaiitribute to the establishment of a

translational regulatory network [57].
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Figurelegends

Figure 1: MMS inhibits protein synthesis triggered by fizaaition. The rate of in vivo protein
synthesis was monitored in untreated embryos (dms)p in 10 mM MMS (squares) or 100
mM MMS (triangles) treated embryos. Incorporatidri®dS] labeled methionine into proteins
was measured by TCA precipitation at indicated sirafter fertilization. The data represent
the mean of 2 independent experiments.

Figure 2: Inhibition of protein synthesis induced by MMSiiglependent from 4E-BP and
correlates with elR@ phosphorylation. A- MMS exposure does not induee re-apparition
of 4E-BP. Total extracts from unfertilized eggshtol and MMS-treated embryos were
taken 3 hours post-fertilization and analyzed vath antibody directed against 4E-BP. An
antibody against actin is used as a loading can®el Fertilization provokes the rapid
dephosphorylation of the translation initiation ttacelF2x. Total extracts were prepared
from unfertilized eggs and embryos at the indicaiates after fertilization, and analyzed
with antibodies against phospho-Ser51 elfR-elF2x) or full length elF2 (FL elF2x). C-
MMS treatment of sea urchin embryos induces thespiharylation of elF&. Total extracts
were prepared from unfertilized eggs and embryost(ol or 200mM MMS-treated) at the
indicated times after fertilization, and analyzegdWestern blot as above. D- The timing of
phosphorylation of elR2 induced by MMS treatment is dose-dependent. Etgtréom
control or MMS treated embryos (10 mM or 100 mM MM&re analyzed by Western blot
as above. Signals were quantified and the ratiphafsphorylated el over total elFa
(ratio P/FL) is indicated under each lane.

Figure 3: MMS induces the modification of elF4G isoforms. Wnfertilized eggs, control
embryos or 100 mM MMS treated- embryos were cadieéct the indicated times, and the
interaction of elF4G with elF4E was analyzed by-cajumn purification. Affinity purified

proteins using an TP column were subjected to Western blot usingbadies against
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elF4G, elF4E and 4E-BP. B- Cytosolic extracts fronfertilized eggs, control or 100 mM
MMS-treated embryos collected at the indicated simere analyzed by western blot using
antibodies against elF4G, elF4E and 4E-BP. An adglagainst actin was used as a loading
control.

Figure 4: elF4G modification and p38MAPK activation are twrelated downstream events
induced by 100 mM MMS treatment. A- p38 MAPK kiras activated following exposure
to 100 mM MMS. Sea urchin embryos were incubateth WD or 100 mM MMS twenty
minutes after fertilization, and collected at 3 f®ulotal embryos extracts were analyzed by
Western blot using an antibody against phospho 80iilyr182 p38MAPK. An antibody
against actin was used as a loading control. B4@®@Ifnodification is independent of
p38MAPK. Embryos were treated with or without u@0 SB203580 (added 10 minutes after
fertilization) before 100 mM MMS treatment, and werollected 3 hours after fertilization.
Total extracts were prepared and analyzed by Wedtiet. An antibody against actin was
used as a loading control.

Figure 5. elF4G cleavage in 10 mM MMS treated embryos iscomitant with caspase-3
activity. A- elF4G is degraded following MMS expesuand the degradation pattern is dose-
dependent. Total extracts from embryos were andlymewestern blot with elF4G antibody
at the indicated times after fertilization in prese of 10 mM or 100 mM MMS. An antibody
against actin is used as a loading control. B- @ses{8 activity was monitored in 10 mM and
100 mM treated embryos at 2, 5 and 20h as indicaied expressed as a ration of activity in
MMS-treated versus control embryos.

Figure 6: MMS induces translation factors modification infertilized eggs. Unfertilized
eggs were exposed to 10 mM or 100 mM MMS and cigteat indicated times. A- Total
extracts were analyzed by western blot against@J4F4E and 4E-BP. Actin was used as a

loading control. B- elF4G interacts with elF4E inrM8-treated unfertilized eggs. Using an
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m’GTP column, affinity purified proteins from controt 10 mM MMS-treated eggs were
analyzed by Western blots with antibodies againsd4®, elF4E and 4E-BP. C- elF4G
modification in unfertilized eggs is independentp@8MAPK. Eggs were incubated 2 hours
with or without 10QuM SB203580 or 100M BAPTA-AM, before 100 mM MMS treatment.
Total extracts were prepared from control or tréaggs after 3 hours of MMS treatment and
analyzed by western blot using antibodies agairgispho-p38MAPK and elF4G. An
antibody against actin was used as a loading dontro

Figure 7: Impact of DNA damaging agent MMS on translationtdéag in sea urchin eggs and
embryos. MMS treatment induces protein synthesiibition, phosphorylation of
translational initiation factor elflRand degradation of elF4G in embryb&VS also induces
the degradation of 4E-BP in unfertilized eggs. lmthbeggs and embryos, exposure to
different concentrations of MMS leads to differam@llular responses: phosphorylation of
p38MAPK, elF4G modification and degradation patt@leavage intermediate or total), and

cell death (caspase-dependent or independent).
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Figure 1. MMS inhibits protein synthesis triggered by fiztition. The rate of in vivo protein
synthesis was monitored in untreated embryos (dms)p in 10 mM MMS (squares) or 100
mM MMS (triangles) treated embryos. Incorporatioh [85S] labeled methionine into
proteins was measured by TCA precipitation at iaid times after fertilization. The data
represent the mean of 2 independent experiments.
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Figure 2: Inhibition of protein synthesis induced by MMSiiglependent from 4E-BP and
correlates with elR@ phosphorylation. A- MMS exposure does not indue® re-apparition
of 4E-BP. Total extracts from unfertilized eggshtol and MMS-treated embryos were
taken 3 hours post-fertilization and analyzed vath antibody directed against 4E-BP. An
antibody against actin is used as a loading can®el Fertilization provokes the rapid
dephosphorylation of the translation initiationttacelF2x. Total extracts were prepared from
unfertilized eggs and embryos at the indicated siratter fertilization, and analyzed with
antibodies against phospho-Ser51 elkR-elF2x) or full length elF2 (FL elF2x). C- MMS
treatment of sea urchin embryos induces the phoglattion of elF2x. Total extracts were
prepared from unfertilized eggs and embryos (céontro 100mM MMS-treated) at the
indicated times after fertilization, and analyzgdWestern blot as above. D- The timing of
phosphorylation of elR2 induced by MMS treatment is dose-dependent. Etgtréom
control or MMS treated embryos (10 mM or 100 mM MM&re analyzed by Western blot
as above. Signals were quantified and the ratiphafsphorylated elF2 over total elFa
(ratio P/FL) is indicated under each lane.
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Figure 3: MMS induces the modification of elF4G isoforms. Wnfertilized eggs, control
embryos or 100 mM MMS treated- embryos were cadieéct the indicated times, and the
interaction of elF4G with elF4E was analyzed by-cajumn purification. Affinity purified
proteins using an m7GTP column were subjected tst®vie blot using antibodies against
elF4G, elF4E and 4E-BP. B- Cytosolic extracts fronfertilized eggs, control or 100 mM
MMS-treated embryos collected at the indicated simere analyzed by western blot using
antibodies against elF4G, elF4E and 4E-BP. An adgilagainst actin was used as a loading
control.
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Figure 4: elF4G modification and p38MAPK activation are twarelated downstream events
induced by 100 mM MMS treatment. A- p38 MAPK kinaseactivated following exposure to
100 mM MMS. Sea urchin embryos were incubated W@hor 100 mM MMS twenty minutes
after fertilization, and collected at 3 hours. Tambryos extracts were analyzed by Western blot
using an antibody against phospho Thr180/Tyr182Mp88BK. An antibody against actin was
used as a loading control. B- elF4G modificationndependent of p38MAPK. Embryos were
treated with or without 1M SB203580 (added 10 minutes after fertilizatiorfdoe 100 mM
MMS treatment, and were collected 3 hours aftetilifeation. Total extracts were prepared and
analyzed by Western blot. An antibody against astis used as a loading control.
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Figure 5: elF4G cleavage in 10 mM MMS treated embryos iacomitant with caspase-3
activity. A- elF4G is degraded following MMS exposu and the degradation pattern is dose
dependent. Total extracts from embryos were andlpgevestern blot with elFAG antibody at the
indicated times after fertilization in presencel®6f mM or 100 mM MMS. An antibody against
actin is used as a loading control. B- Caspaseti@itgcwvas monitored in 10 mM and 100 mM
treated embryos at 2, 5 and 20h as indicated, gmegsed as a ration of activity in MMS-treated
versus control embryos.
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Figure 6: MMS induces translation factors modification infertilized eggs. Unfertilized eggs
were exposed to 10 mM or 100 mM MMS and collecteiddicated times. A- Total extracts were
analyzed by western blot against elF4G, elF4E &BR. Actin was used as a loading control.
B- elF4G interacts with elF4E in MMS-treated unfeméd eggs. Using an f8TP column,
affinity purified proteins from control or 10 mM MS§ttreated eggs were analyzed by Western
blots with antibodies against elF4G, elF4E and 4E-B- elF4G modification in unfertilized eggs
is independent of p38MAPK. Eggs were incubated @$avith or without 100M SB203580 or
10uM BAPTA-AM, before 100 mM MMS treatment. Total extts were prepared from control
or treated eggs after 3 hours of MMS treatment amalyzed by western blot using antibodies
against phospho-p38MAPK and elF4G. An antibodyrsgjactin was used as a loading control.
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Figure 7: Impact of DNA damaging agent MMS on translationtdas in sea urchin eggs and
embryos. MMS treatment induces protein synthednbition, phosphorylation of translational
initiation factor elF& and degradation of elF4G in embryos. MMS also ieduthe degradation

of 4E-BP in unfertilized eggs. In both eggs and B, exposure to different concentrations of
MMS leads to different cellular responses: phosplation of p38MAPK, elF4G modification
and degradation pattern (cleavage intermediateotat)t and cell death (caspase-dependent or
independent).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail de thése était de comprenkimplication des facteurs de
traduction au cours de la mobilisation de pointsudeeillance en réponse au traitement par
des génotoxiques ou au stress cellulaire. Poundtgecet objectif, nous avons tiré profit du
modele que représente 'embryon d’oursin qui séesré puissant pour I'étude des relations
entre la régulation de la traduction et le cycléutare (Wagenaar 1983; Cormier et al. 2001;
Salaun et al. 2003). De facon remarquable, le génaymplet de cet organisme a été obtenu
dans le méme temps par I'ensemble de la commursaigétifique travaillant sur I'oursin
(Sodergren et al. 2006) et nous a conforté danshééx du modele pour notre approche
expérimentale avec, en particulier, la démonstnatie la non redondance des génes codant
pour les protéines d’intérét et leur conservatiarcaurs de I'évolution. De plus, I'embryon
d’oursin s’est révelé étre un modéle extrémemergiral pour I'étude des modifications
d’expression de la protéine 4E-BP en réponse aeétondation dans les conditions
physiologiques (Cormier et al. 2001).

Dans ce contexte scientifique dynamique, le modalsin nous a permis d’apporter
des données nouvelles et originales dans les nskgaside régulation traductionnelle lors du
cycle cellulaire et de la mobilisation des poinégssirveillance. Dans un premier temps, le
point de surveillance de I'ADN endommagé a étéctéraé pour la premiére fois dans
'embryon d’oursin et nous a permis d’identifierndacet organisme des mécanismes de
réparation de ’ADN et d’apoptose fonctionnels,casss a I'arrét du cycle cellulaire. Dans un
deuxieme temps, nous avons étudié les liens emdse neécanismes moléculaires et la
machinerie traductionnelle. Ce travail de thesesrmmnduit a présenter des perspectives pour
étendre encore les connaissances sur les réguslatamuction/points de surveillance du cycle

cellulaire.
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1 L’'embryon d’oursin et endommagements de ’ADN

L’analyse des points de surveillance (arrét dueyctéparation de I’ADN — apoptose)
activés en réponse a des génotoxiques (bléomycirddMS) nous a permis de démontrer la
puissance du modele que représente I'embryon dioyssur étudier ces mécanismes

moléculaires (Article 1 Figure 17. Au cours de la premiere division mitotique, un

endommagement de I'ADN induit l'arrét de la divisicellulaire dans I'embryon. Si les
dommages ne sont pas trop importants, le systemépaeation de I'embryon va étre recruté
de facon appropriée en fonction du type de lésigreamnettre, apres réparation de I'ADN, de
reprendre le cycle cellulaire. En revanche, sidesmamages sont trop importants, la mort
cellulaire programmée ou apoptose est déclenchées dambryon. En réponse aux
génotoxiques, l'arrét du cycle cellulaire est clEréu maintien d'une phosphorylation
inhibitrice de la protéine CDK1 sur un résidu tynes Deux hypotheses non exclusives
peuvent rendre compte de I|'état de phosphorylat®rCDK1 dans ces conditions. Soit la
phosphatase activatrice Cdc25 est inhibée, sokiteses inhibitrices Weel et/ou Myt 1 sont
activées. Il faut noter qu'en réponse a I'endommmege de I'ADN, linhibition des
phosphatases Cdc25 a souvent été rapportée (Kafssenthal and Millar 2006).

La dissection des voies de signalisation impliquisess ces mécanismes moléculaires,
devrait pouvoir tirer avantage des données génamsiqecentes obtenues chez I'oursin,
démontrant en particulier I'existence d'une sesdéorme de Cdc25 chez I'oursin (Fernandez-

Guerra et al. 2006).
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Article 1 G1

Arrét du cycle
Dommages ADN y

(MMS, Bléomycine..... M S
\ Q Phase M Q
DK1
— C Arrét G2 G2

Cycline B

Réparation de 'ADN Apoptose
(BER, NHEJ) (Caspase 3, Corps apoptotique,
Fragmentation de I’ADN)

Figure 17: Activation du point de surveillance de '’embryon d’oursin traité par des
molécules génotoxiques.

L'endommagement de I'’ADN induit I'arrét du cyclelgkire, en impliquant le complexe
CDK1- Cycline B, la réparation de 'ADN appropri@eix types de dommages ou l'apoptose
dans I'embryon d’oursin.

2 La protéine elF2Zx, un inhibiteur de la traduction dans I'embryon d’oursin

L’état de phosphorylation du facteur etFa été impliqué dans le contrdle de l'activité
traductionnelle (Gebauer and Hentze 2004). Dansd#ales de mammiferes, la protéine
elF2a est phosphorylée au niveau de la sérine 51 emsépad un stress ce qui contribue a
l'inhibition de la synthése protéique (Wek et aD0B). Cette sérine est conservée chez
I'oursin (Morales et al. 2006). Nous avons mona®,cours de ce travail de thése, deux
points importants qui concernent la régulation diecprotéine _(Article ¥ Premierement,
nous avons démontré que la protéine alfEat présente sous forme phosphorylée dans
I'ovule et que la fécondation induit sa déphosplatign de fagcon corrélée a 'augmentation

de la synthéese protéique. Deuxiémement, nos trawvaliguent que la protéine el&Zeut
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étre a nouveau phosphorylée dans I'embryon d’ouedince, de maniére corrélée a
I'inhibition de synthese protéique lors d'une expos au MMS. Ainsi, la protéine elk2
participe a la régulation de l'activité traductietie de I'embryon lors de la fécondation et
lors de la mobilisation du point de surveillance'd®N endommageé par le MMS. |l serait
intéressant d’étudier la voie de signalisation oespble de la phosphorylation de edf-2
d'une part en réponse a la fécondation et d'auwtre lprs du traitement par le MMS. Les
résultats de I'annotation du génome de I'oursin arimis de prédire que trois des quatre
elF2-kinases sont présentes chez l'oursin. LessksiaGCN2, PERK et HRI ont été
annotées dans cet organisme alors que la kinase édtRabsente. La kinase GCN2,
impliquée dans la réponse cellulaire engagée ajpeendommagements de 'ADN (Deng

et al. 2002; Jiang and Wek 2005) est la candidapdus prometteuse dans l'action du MMS.

3 La protéine 4E-BP, entre survie et apoptose

3-1 Expression de la protéine 4E-BP

La petite protéine 4E-BP est un répresseur extr@merefficace de la synthése
protéique dépendante de la coifféGTP (Salaun et al. 2003; Gebauer and Hentze 2064).
niveau d’expression de ce régulateur traductiorestl contrélé dans I'embryon d’oursin
(Oulhen and Cormier 2006). Depuis la découvertes daat organisme de la dégradation de
4E-BP comme nouveau mécanisme de controle de lpordlslité d’elF4E pour ses
partenaires (Salaun et al. 2003), des études examit montré que cette régulation est
egalement présente chez les mammiféres et paridgeegulation traductionnelle (Elia et al.

2007). De plus, le niveau d’expression de la pnatélE-BP est intimement lié a la réponse
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cellulaire induite aprés un stress dans I'embry@n diosophile (Teleman et al. 2005;
Tettweiler et al. 2005).

Au cours de cette thése, nous avons montré queréesion de 4E-BP varie en
réponse a un stress hypoxique, a la mobilisatiofopgée du point de surveillance de 'ADN
endommagé _(Article )2 ou a l'action endommageante du chrome (Artic)e 1B est
remarquable que dans ces conditions de stressoti@ine 4E-BP soit néo-synthétisée alors
que la synthése protéique globale est inhibée (€idd. Comprendre comment le niveau
d'expression de 4E-BP est spécifiguement contrélés cces conditions est maintenant un
challenge important. En effet, dans de nombreurealgystémes, la production de protéines
régulatrices est modulée en réponse aux agentsrenageant '’ADN dans un contexte de
survie ou de mort cellulaire. Certains mécanismesahtrble impliquent des séquences cis-
régulatrices telles que les IRES (Holcik and Soeeql2005). Il serait donc maintenant trés
intéressant d’analyser le mode de régulation dusaggs codant pour la protéine 4E-BP en
recherchant la présence éventuelle d'une séqu&ie® tlans la région 5’ non traduite de son
ARNmM.

Parallelement, I'analyse du ratio entre les adsvile synthese et de dégradation de la
protéine 4E-BP est une étape importante pour campgecomment est contrblée cette
protéine dans I'embryon d’oursin dans les condgiphysiologiques et / ou dans un contexte

de stress et de survie cellulaire.
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Figure 18: Comportement de la protéine 4E-BP en régmse a l'action de molécules

génotoxiques.

La protéine 4E-BP (violet) est dégradée en répansae molécule alkylant ’ADN, le méthyl
methanesulfonate (MMS) dans 'ovule non fécondéh@an) entrainant la liaison de elF4G
(orange) avec elF4E (vert). La protéine 4E-BP egirinée en réponse a différents stress,
induits par une molécule radiomimétique (Bléomygime chrome(lll) ou encore I'hypoxie
dans I'embryon (en bas) entrainant la dissociationcomplexe elF4E-elF4G et I'inhibition

de la synthése protéique.

3-2 Dégradation de la protéine 4E-BP

L'utilisation du modéle embryonnaire précoce deut®n pour [I'étude des
mécanismes impliqués dans la dégradation de laéipeot4E-BP est extrémement
prometteuse. Ceci d’autant plus que nous avons wdiEénaue nous pouvions induire

rapidement sa dégradation dans l'ovule non fécomaéutilisant une molécule alkylant
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'ADN, le MMS (Article 4). Il a été montré que la protéine 4E-BP est déggash réponse a
la fécondation, de maniere dépendante de I'actWRAP/mTOR sensible a la rapamycine
(Salaun et al. 2003). Ainsi, il serait maintenaréiessant d’analyser I'effet de la rapamycine
sur la dégradation de 4E-BP induite par le MMS danalle, ce qui permettrait de savoir si
la kinase FRAP/mTOR contrdle aussi la dégradatamsdes conditions. Cette donnée serait
d’autant plus intéressante que, dans le cas aapknrycine bloquerait la dégradation de 4E-
BP induite par le MMS, elle impliquerait ainsi lankse FRAP/mMTOR dans la voie de
signalisation induite par un agent endommagem@mN. L'implication de la kinase ATM,
précédemment impliquée dans la régulation de 4EYBIAg and Kastan 2000) chez la souris
pourra aussi étre étudiée chez I'embryon d'oursiicg a l'utilisation d’'un inhibiteur, la
caféine.

Le mécanisme responsable de la dégradation deotéimpe 4E-BP dans le modéle
oursin reste encore a identifier. De maniere isgante, des travaux récents ont montré que la
phosphorylation de la protéine 4E-BP provoque doiquitination et sa dégradation par le
protéasome dans des cellules humaines (Elia 20@l). Cette voie de dégradation pour 4E-

BP est susceptible d’étre conservée chez I'outsitoi donc étre étudiée.

3-3 Implication du niveau d’expression de 4E-BP :gvie ou mort cellulaire ?

Nos travaux démontrent que la protéine 4E-BP esixpumée lorsque les embryons
d’oursin sont placés en condition d’hypoxie. Cedteexpression est corrélée a un arrét du
développement embryonnaire. Lorsque les embryomd semis en condition normale
d’oxygéne dissous, une reprise du développemest qirlune disparition de la protéine 4E-
BP est observée. Nous associons le role de lap@ssion de la protéine 4E-BP a la survie

cellulaire, comme cela a déja été proposé danstrdsaumodéles (Teleman et al. 2005;
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Tettweiler et al. 2005). La protéine 4E-BP seratessaire a l'inhibition de la synthéese
protéigue, permettant ainsi une grande économieedye pour la cellule (Holcik and
Sonenberg 2005) et facilitant la mise en latencé&emebryon. Nous proposons maintenant,
par des approches d’invalidation de génes, derdéter le rble de 4E-BP qui réapparait dans
I'embryon d’oursin dans les conditions hypoxiqu&issi, des tests de survie effectués sur des
embryons ne pouvant plus exprimer la protéine 4E+iRjueront son implication dans ce
phénomene. Ces études pourront aussi étre menéesleav différents stress entrainant la
surexpression de 4E-BP comme l'addition de drogodommageant 'ADN telle que la
bléomycine ou le traitement par le chrome (Artidest 3.

Il est intéressant de noter que les variations pession de la protéine 4E-BP sont
spécifigues du type de stress. Si les conditionmokigues, la bléomycine et le chrome
provoquent une surexpression de 4E-BP au cours élappement embryonnaire de
'oursin, en revanche le MMS ne provoque pas dammgpation de production de cette
protéine. Au contraire, cette molécule est capatiées I'ovule non fécondé, d'induire la
dégradation de la protéine 4E-BP, permettant dingbrmation du complexe elF4E-elF4G
alors que la synthése globale reste inhibée. Aj@@mdation et au cours du développement
embryonnaire, l'addition de MMS provoque l'entrée apoptose de I'embryon précoce.
Savoir si I'absence de surexpression de 4E-BP dassonditions peut étre impliquée dans
l'orientation de la mort cellulaire, induite par MMS, dans I'embryon reste un point
important a déterminer. Une voie possible d'anakeaeit d'imposer la surexpression de la
protéine 4E-BP dans I'embryon d’oursin et de |&dregpar le MMS. La réponse de I'embryon
vers une voie de survie plutdt qu’'une voie de moetlulaire permettrait d’associer
définitivement le role de ce suppresseur de lautioin a la survie cellulaire. La variation
d’expression de 4E-BP dans ces différentes comditiipse naturellement la question de la

disponibilité de la protéine elF4E liant la coifféGTP. Nous nous sommes donc intéressés,
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au cours de ces travaux de these, au facteur edle#Gl’'association a la protéine elF4E est

largement sous contréle de 4E-BP.

4 La protéine elFAG dans tous ses états

4-1 Modification de la protéine elF4G

Tres réecemment, il a été montré que la protéind@IEst modifiée en réponse a la
fécondation dans I'embryon d’oursin (Oulhen et 2007), en effet apres fécondation, il
apparait des formes de elF4G migrant au dessus geotéine nativel[{ 175 kDa). Ces
modifications ressemblent a une ubiquitination éflehde poly-ubiquitine). Au cours de nos
travaux de thése, nous avons observé que la peotdidG est modifiée, en réponse a une
forte dose de MMS _(Figure }.9avec une forme hautél 00 kDa) qui apparait alors que la
forme bassel{ 175 kDa) disparait proportionnellement. La fornee200 kDa de elF4G est
capable de s’'associer a elF4E (Article gourtant la synthése protéique globale est é&wib
(voir paragraphe elfd. L'apparition de la forme de 200 kDa augmentecaurs du temps
apres traitement au MMS, parallelement les formemstds liées a la fécondation semblent
disparaitre (Article ¥ Or il est connu qu’'un petit peptide appelé SUMS capable de se
fixer sur les mémes résidus (lysine) que l'ubiongti(Hoege et al. 2002). Ce type de
modification post-traductionnelle doit donc étreadéé dans notre systéme. Ceci est d’autant
plus important que, chez la levure, la protéine R@st ubiquitinylée apres traitement par de
faibles doses de MMS (permettant la survie celle)aet sumoylée apres traitement par de
fortes doses léthales de MMS (Hoege et al. 200uties modifications ne sont pas exclues
pour expliquer les variations de mobilité électroqgtique observées. Ainsi, un traitement de

la protéine modifiece a la phosphatase par exemplengitra de dire s'il s’agit d’'une
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phosphorylation. Dans tous les cas, une analysgpeatrométrie de masse, bien qu’encore

délicate pour I'étude des modifications post-traumelles, est envisageable.

Article 4 elF4E -

modification

A
— [ -
é’ — 2z
C-r

- caspase

Méthyl methanesulfonate 0&‘&\ dégradation
8 ?®
=<
Mort cellulaire
J,
0,)744

clivage

+ caspase ‘ +

-

Figure 19 : Comportement de la protéine elF4G en monse a l'action de molécules
génotoxiques.

La protéine elF4G (orange) est modifiée en réporsede fortes doses de méthyl

méthanesulfonate (MMS). La protéine elF4G modsgeeée a elF4E (vert) puis est dégradée.

La protéine elF4G est clivee en réponse a de faibleses de MMS et de fagon corrélée a
I'activation des caspases.

4-2 Clivage de la protéine elF4G

Nous avons montré qu’un fragment de la protéinel@IRpparait (fragmenrii 100
kDa) apres traitement des embryons avec du MMS @MNIO L'apparition de cette bande de

clivage est corrélée a une activité caspase. Gsemammiferes, la protéine elF4G est clivée

92



par la caspase 3 en apoptose (Holcik and Sonerit@h§). Ces clivages génerent trois
fragments (N-FAG, M-FAG et C-FAG). Des sites potelstde clivage par les caspases sont
observés dans la protéine elF4G d’oursin. Afin éefier si le fragment est bien le produit du
clivage de elF4G par les caspases, les embryoitéstaux MMS devront étre incubés avec
un inhibiteur de caspase. Un essai de clivaggtro pourra également étre réalisé en incubant
la protéine elF4G avec des caspases actives. ltitiéletu peptide clivé devra aussi étre

définie afin de comprendre le role potentiel déragment dans les mécanismes étudiés.

4-3 Dégradation de elF4G

Enfin, nous avons montré que lorsque les embryonstgités par des fortes doses de
MMS (100mM), la protéine elF4G est dégradée préoece alors qu’aucune activité caspase
n'est détectée. Cette observation laisse suppaserla) cellule meurt par une autre voie
(Article 4) indépendante des caspases. De maniére intéresdaat déja été publié que
induction de dommages par un agent alkylant I'’ApEut induire une apoptose caspase
indépendante faisant intervenir le facteur AIF @fwal. 2002). La protéine AIF peut interagir
avec elF3 (Kim et al. 2006), un partenaire de elFd&dégradation de elF4G peut se faire
par d’autres protéases que les caspases. Afin rifenvéette éventualité chez I'oursin, des

inhibiteurs de protéases pourront étre utilisés.

5 Endommagement de I’ADN et synthése protéique spégue

Les résultats obtenus durant cette thése démomjrentdes facteurs de traduction,
reconnus comme étant des régulateurs de la syngiréseéique, sont modifiés de facon
importante et spécifique en fonction des conditidigdude. Ces modifications permettent de

penser que des traductions spécifiques de cemagssagers sont réalisées en fonction des
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conditions de stress utilisées (Figure) 2@r elles sont observées dans un contexte ou la
synthése globale des protéines est inhibée (soitheBP, soit par elR®. Ainsi, afin de
savoir si des messagers spécifiques sont syntbgtis&erait intéressant de purifier les
fractions polysomales, contenant les messagersitsad'embryons non traités, afin de les
comparer a des fractions polysomales d’embryorigsrdne telle approche post-génomique
est dorénavant envisageable depuis I'annotatiog@ome de I'oursin et 'accumulation
d’outils moléculaires tels que des banques ESTiffierehts stades larvaires et des puces a
ADN. L'analyse des ARNm différentiellement recrutdsns les fractions polysomales dans
différentes conditions de développement embryoené&onditions physiologiques) ou en
condition de stress devrait se révéler riche eormétions pour les mécanismes de régulation
traductionnelle.

Les messagers recrutés dans les polysomes densory@ités pourront étre
caractérisés aprés un traitement au chrome(liggloe 4E-BP est présent (Articlg. 3.e
messager codant pour la protéine 4E-BP devraitegample étre retrouvé au niveau des
polysomes, car il est exprimé malgré I'inhibitiololgale de la traduction. D’autres protéines
impliquées dans la survie ou/et la mort cellulas@nt attendues. Les expérimentations
pourront également étre réalisées dans les awrebtions entrainant I'expression de 4E-BP,
c'est-a-dire apres un traitement a la bléomycinei®ud’un stress hypoxique.

La purification des fractions polysomales pourralément étre réalisée sur des
embryons traités par le MMS utilisé a des concéntra de 10 ou 100 mM , afin de comparer
les profils obtenus lorsque la protéine elF4G estlifree, dégradée ou clivée. La protéine
elF4G modifiée étant capable de s’associer a elfid que la synthese protéique globale
soit inhibée (Article % nous suspectons que cette modification permateetraduction de
messagers spécifiques. De méme, le fragment dé&edBtiobservé lorsque les caspases sont

actives. Or, chez les mammiferes, un fragment tage de elF4G joue un rdle important
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dans la traduction spécifique des messagers cortafes séquences IRES. Le réle du
fragment de clivage sur le recrutement d’IRES fametels chez I'oursin devrait étre étudié.

Enfin, lorsque la protéine elF4G est dégradée mgelaprés traitement des embryons par du
MMS, des messagers spécifigues de la mort cekulp@uvent avoir été recrutés dans les
polysomes. L'identification de ces messagers sémggressante a obtenir et permettrait de
faire le lien entre les mécanismes traductionmalsits par le génotoxique et 'engagement de

la cellule vers la mort.

W
c\\‘o((\e
Ribosomes

MMS 100 mM — 2h

Figure 20 : Analyse de messagers recrutés dans Ipslysomes d’embryons d’oursin
traités avec des molécules génotoxiques.

Les protéines 4E-BP (violet) et elF4G (orange) serprimées, modifiées, dégradées ou
clivées dans un contexte d’inhibition globale de dgnthése protéique. L’'analyse des
messagers recrutés au niveau des polysomes peangiettmettre en évidence la synthése de
messagers spécifiques dans les conditions entralesumodifications de ces facteurs.
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6 Conclusions générales

La régulation traductionnelle est hautement cdé¢r@ans 'embryon d’oursin, dans
les conditions physiologiques et au cours de diffés stress. De plus, I'embryon d’oursin se
réveéle étre un modeéle prometteur pour I'étude deisite de surveillance en réponse a
l'endommagement de I'’ADN. En utilisant ce modéleus avons pu souligner différentes
relations entre les mécanismes de surveillanceyde cellulaire, de réparation de I’'ADN, de
'apoptose et des modulations de régulateurs ttamhnels. Les observations importantes que
nous avons faites sont intéressantes pour com@déadégulation de I'expression des genes,
non seulement dans I'embryon d’oursin, mais aussiedmaniere générale dans un contexte
cellulaire. Nos observations sont une premiéreectigns I'analyse du réseau complexe de
'ensemble des acteurs susceptibles d’intervemsd#s régulations. Le réseau traductionnel,
dans son intégralité, n'a encore jamais été abpaidéune approche systémique telle que
décrite pour le réseau transcriptionnel chez liauflsevine and Davidson 2005). Ainsi, nos
résultats vont servir de base a un projet ambitipagé par I'équipe, qui consiste en
I'établissement du premier réseau des régulateadsid¢tionnels au cours du développement
embryonnaire précoce en condition physiologiqueert condition de stress induit par

'endommagement de I’ADN.
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Abstract

Translational regulation of gene expression in eukaryotes can rapidly and accurately control cell activity in response to stimuli or when rapidly
dividing. There is increasing evidence for a key role of the elongation step in this process. Elongation factor-1 (eEF1), which is responsible for
aminoacyl-tRNA transfer on the ribosome, is comprised of two entities: a G-protein named eEF1A and a nucleotide exchange factor, eEF1B. The
multifunctional nature of eEF1A, as well as its oncogenic potential, is currently the subject of a number of studies. Until recently, less work has
been done on eEF1B. This review describes the macromolecular complexity of eEF1B, its multiple phosphorylation sites and numerous cellular

partners, which lead us to suggest an essential role for the factor in the control of gene expression, particularly during the cell cycle.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

This article is dedicated to Professor Wim Moller (Fig. 1)
who passed away on the 28th of March 2005. A molecular
biologist at the University of Leiden, Wim Moller’s main
interest was to elucidate the translation mechanism that leads to
the synthesis of proteins, the real actors of the living world.
While our understanding of the pathways of translation is based
on experiments that began in the 1950s, Wim Moller
contributed as early as 1962 [1] to the identification of ribosome
structure and characterization of the factors involved in the
elongation step of translation in eukaryotes using, as early as
1975, acellular extracts derived from cysts of the brine shrimp
Artemia salina [2]. This paper highlights the important
contribution of Wim Moller in the elucidation of the molecular
mechanism of peptide chain elongation. Our collaboration
started in 1988 and, from the beginning, it was a very friendly
and kind relationship in Leiden, Paris or at his family house in
Manobre, Dordogne.

* This review was written in memory of Professor Wim Moller.
* Corresponding author. Tel.: +33 2 98 29 23 37; fax: +33 2 98 29 23 24.
E-mail address: mulner@sb-roscoff.fr (O. Mulner-Lorillon).

0167-4781/$ - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbaexp.2006.02.003

Biosynthesis of proteins, the real actors of cell life, relies on a
highly regulated process that begins with the transcription of
DNA, the depository of genetic information, into messenger
RNAs (mRNA), and ends at the level of ribosomes where the
genetic information contained in mRNAs, is translated into
proteins. Each step of this essential process is under strict
control in order to produce the specifically required protein, in
the correct amount, at the right time and in the right place.
Although the regulation of gene expression is largely achieved
through transcriptional control, cells have developed mecha-
nisms of fine regulation at the level of translation to ensure
direct, rapid, reversible and spatial control of protein concen-
tration [3]. An important area of study is the regulation of
translation at the initiation level, i.e., mRNA recruitment on
ribosomes. On the one hand, there are reports of modifications
in the amount and/or activity of translation initiation factors
leading to global changes in protein synthesis. On the other
hand, regulation at the level of a specific mRNA has been
shown to be driven by regulatory protein complexes that
recognize particular structures usually present in the 5’ and/or 3’
untranslated regions (UTRs) of mRNAs, allowing their specific
recruitment for translation (reviews in [4,5]).

Although less explored, there is growing evidence of
additional regulation at the level of elongation. The first
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Fig. 1. Dr. Wim Moller, Emerit Professor in Molecular Biology at Leiden
University, 1935-2005.

indication for control of the elongation step came from the
consideration that any increase in initiation activity must
obviously occur in coordination with an increase in the
elongation rate to avoid ribosome blockage at the level of the
initiation codon. Moreover, since increases in elongation rate
have been linked with increasing translational errors [6,7], it is
necessary for a cell to keep elongation at the lowest rate
consistent with initiation. Furthermore, there have been several
reports of control of protein synthesis via the elongation rate in
physiological processes such as serum or insulin stimulation
(review in [8]), heat shock [9], fertilization [10,11] or
morphogenesis [12]. It has been proposed that transitory
inhibition of the elongation rate could be a way to globally
regulate the level of short-lived proteins and to specifically
favor the translation of mRNAs with weak initiation constants
[13]. Although actively investigated, the mechanism(s) of
translational control during the cell cycle has not yet been fully
elucidated. It is well established that a number of regulatory
proteins must be synthesized as required for entry and
progression through the cell cycle, whereas the synthesis of
the majority of proteins decreases at entry in the M-phase
(review in [5]). Elongation was demonstrated to significantly
contribute to protein synthesis regulation during the cell cycle
[11]. In parallel, it was proposed that polyadenylation of
specific mRNAs and/or translation at the level of internal
ribosome entry site (IRES)-containing mRNA specifically
regulate mitotic protein synthesis, although the actors involved
have not all been identified (review in [14]).

Translation elongation in eukaryotes requires a set of non-
ribosomal proteins called eukaryotic elongation factors or eEFs
(review in [15]). They include the factors eEF1A and eEF1B,
which are involved in recruitment of aminoacyl-tRNAs onto the
ribosome, and the factor eEF2, which mediates ribosomal
translocation. A number of reviews have recently addressed the
regulation of translation by eEF1A and eEF2 [16—19]. In this
report, we focus on the eukaryotic partner of ¢EFI1A, the

nucleotide exchange factor, eEF1B. The discovery of its
increasingly complex macromolecular structure as well as its
implication in a number of physiological processes led us to
attribute a pivotal role for eEF1B in the regulation of multiple
cellular functions.

2. eEF1B structure and its canonical role

In prokaryotes, EF1, the soluble factor catalyzing the transfer
of aminoacyl-tRNA to ribosomes in the first step of elongation,
was shown a long time ago [20] to contain two reversibly
interacting components, EF-Tu (elongation factor thermo-
unstable) and EF-Ts (elongation factor thermo-stable). The
structural and functional properties of each subunit have been
extensively studied (reviews in [15,21]). EF-Tu is a G-protein
that associates in a ternary complex with GTP and aminoacyl-
tRNA, to catalyze the binding of aminoacyl-tRNA to the A site
ribosome via codon—anticodon interaction (Fig. 2A). Upon
ribosome-dependent hydrolysis of GTP, EF-Tu is released from
the ribosome under its GDP-bound form and interacts with the
nucleotide exchange factor EF-Ts, which exchanges GDP for
GTP to regenerate active EF-Tu. This active EF-Tu is then able
to perform another round of elongation. The requirement for a
guanine nucleotide exchange factor, EF-Ts, to reactivate EF-Tu
is due to the 100-fold higher affinity of EF-Tu for GDP
compared to GTP [22], resulting from a large structural change
between the two forms of EF-Tu (review in [15]).

The characterization of eukaryotic EF1 (eEF1) has been a
long process. Early purifications of the factor responsible for the
transfer of aminoacyl-tRNA onto ribosomes from rat liver [23],
rabbit reticulocytes [24], yeast [25], bombyx [26], calf brain
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Fig. 2. First step of protein synthesis elongation. (A) Schematic representation of
peptide chain elongation. The guanine nucleotide exchange factor (EF-Ts)
reloads GTP on the G-protein EF-Tu which catalyzes the binding of aminoacyl
(red circle)-tRNA to the A site of the ribosome (green and blue circles)
associated with the messenger RNA (right) at each elongation cycle. (B)
Schematic subunit composition of prokaryotic (left) and eukaryotic (right) forms
of elongation factor 1. The different complexes are depicted according to the
subunit composition independently from the stoichiometry. See text for details.
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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[27], wheat germ [28,29] or Artemia [30], led to the isolation of
macromolecular complexes of variable molecular weight
(ranging from 50 to several hundred kDa), depending on the
species or the isolation procedure. The higher-molecular-weight
forms, referred to as EF1H, were initially considered to be
aggregates, containing, as a main component, a polypeptide
chain of 50—60 kDa, referred to as EF1L (review in [31]). It was
then proposed that EFIL protein represented the functional
counterpart of bacterial EF-Tu, which catalyzes the binding of
aminoacyl-tRNA to the ribosome. Further confirmation came
from the high degree of similarity between the primary
sequences of EF-Tu and the 50-kDa protein [32]. Initially
designed as EFIL, the eukaryotic G-protein was then called
eEFla, and must now be referred to as eEF1A according to
Merrick’s nomenclature (Table 1).

A eukaryotic equivalent of EF-Ts was initially thought not to
be necessary, since it was reported that eEF1 from calf brain had
a nearly equal affinity for GDP and GTP [33]. However, it
rapidly became clear that factors stimulating eEF1 activity in a
manner analogous to EF-Ts do exist in mammals [34,35], in
invertebrates [36,37] and in plants [38]. It was shown that the
eEF1 heavy form, EF1H, arises from a reversible interaction
between eEF1A and a macromolecular complex, referred to as
eEF1B, which contains nucleotide exchange activity. It has been
demonstrated that eEF1B enhances the recycling rate constant
of eEF1A-GDP to eEF1A-GTP by a factor of 1000 [39]. The
interactions between the various eEF1B subunits are stronger
than those between eEF1A and eEF1B leading to the different
purified forms of eEF1. The different subunits constituting
eEF1B were reported to depend on the species (Fig. 2B). The
yeast eEF1B is made of two subunits, a guanine nucleotide
exchange protein (formerly eEF1P) and a structural protein
(formerly eEF1vy) [40], the plant eEFIB is a trimer of the
structural protein (formerly eEFlvy) plus two nucleotide
exchange subunits (formerly eEF1p and eEF1R7) [41], whereas
the metazoan complex is a heteromer of at least four subunits:
the structural protein (formerly eEF1+y), two exchange factors

(formerly eEF1p3 and eEF106), plus a unique tRNA synthetase,
the valine-tRNA synthetase (Val-RS) (review in [42]).

Much confusion arose in the naming of the different
nucleotide exchange subunits, among the different kingdoms.
A unifying nomenclature had been proposed by Merrick ([15],
and see Table 1). The G-protein was referred to as eEF1A
instead of eEF 1« and the guanine nucleotide exchange complex
was referred to as eEF1B. The light guanine nucleotide
exchange protein, formerly eEF1p’ in plants and eEF1p in
yeasts and animals, was named eEF1Ba in all kingdoms,
whereas the heavy guanine nucleotide exchange protein,
formerly eEF1P in plants and eEF10 in animals, was named
eEF1Bp. The structural protein name became eEF 1By in place
of eEF1y. However, using the same name, eEF1Bp, for the
heavy guanine nucleotide exchange protein in both plants and
animals is not appropriate since the protein of animals has
clearly specific structural and phylogenetic features, as
described below. We therefore propose a new terminology
presented in Table 1, which takes into account Merrick’s
nomenclature for the G-protein eEF 1A, for the structural protein
eEF1B+y and for the light guanine nucleotide exchange protein,
eEF1Ba in all eukaryotic kingdoms, but which differentiates
the names for the heaviest guanine nucleotide exchange proteins
regarding the kingdom, eEF1BR (formerly eEF1p) in plants
and eEF1B0 (formerly eEF16) in animals (Table 1).

2.1. The eukaryotic specific EFIB protein: eEF1BYy

The eEF1B complex from eukaryotes contains a 47—52 kDa
protein named eEF 1By (formerly eEF 1+y). The primary structure
of eEF1B+y was initially characterized in the invertebrate,
Artemia salina [43]. The first vertebrate sequence was published
for an amphibian, Xenopus laevis [44], and was followed by the
human sequence [45,46]. The shrimp, amphibian and human
sequences showed a high (58%) degree of similarity. An
eEF1By encoding gene, absent from known prokaryotic
genomes, was then characterized in all eukaryotes from

Table 1
A new clarified nomenclature of eEF1B components
H 1 3
Canonical function Former nomenclature Merticl's Propesed new Apparent
nomenclature nomenclacure MW
G-protein e¢EFla eEF1A 50 kDa
animal and yeast eEF1[3 24-28 kDA
_ _ cEF 1B
guanine nucleotide plant cEF1p’ 28 kDA
exchange proteins plant ¢EF1B ; cEF1BB 30 kDA
3 eEF1B|
animal eEF 15 F B cEF1B& 32-36 kDA
e v 1
structural protein plasit, dn;gn:l;md yeast B eEF 1By 47-52 kDA
aminoacyl «
animal Val-RS z B
t-RNA synthetase YalRS o0

Eukaryotic elongation factor 1 (eEF1) is composed of a G-protein, now eEF1A, and the guanine—nucleotide exchange factor, now eEF1B. The composition of
eEF 1B depends on the living kingdom; the structure and function of each subunit is detailed in the text. The nomenclature of Merrick and Nyborg [15] is revisited to
take into account the specific structure/function relationship of the eEF1Bd present in animal eEF1B. Val-RS corresponds to valyl-tRNA synthetase.
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unicellular species (trypanosomes, leishmania and plasmodial
parasites, and Giardia lamblia), to fungi (Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans,
Aspergillus nidulans), plants and metazoans (from cnidarians to
mammals).

Two eEF1By genes, encoding highly homologous proteins
(92%), are expressed in Xenopus oocytes and embryos, and
this duplicity had been attributed to the known genome
duplication in this species [47]. Similarly, two genes could be
found in polyploid plants, as Arabidopsis thaliana (GenBank
AAMG62488, GenBank AAB60721) or Oryza sativa (DBJ
BAA34206, DBJ BAD61828). On the other hand, two genes
(TEF3 and TEF4) encoding the yeast homologue of eEF1By
have been described in Saccharomyces cerevisiae, neither
gene being essential for growth. The deduced protein
sequences from the two genes showed 64.5% identity [48].
Similarly, two eEF1B~y homologues were found in the fungi,
Yarrowia lipolytica (EMBL CAG82547, EMBL CAG83057)
and in the euglenozoa, Crithidia fasciculata (GenBank
AAS55634, GenBank AASS55635). The identity at the level
of the related encoding proteins from the same species was
77.4 and 85.5%, respectively. About 20 human sequences
referred to as “human elongation factor gamma” were found
while screening the protein databases using the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) resources. All
these sequences were 100% identical at the protein level. On
the other hand using BLAST [49] on the human genome,
several loci encoding for the human eEF1B+y sequence were
found on chromosomes 3, 7, X and 11. However, only one
human EEFIBG gene located on chromosome 11 has been
identified (location 11q12.3). It is not known if other loci
correspond to pseudogenes or paralogues.

In conclusion, eEF 1By protein is universal in the eukaryotic
kingdom and appears to be encoded by more than one gene.

2.1.1. eEFIBy structure

Eukaryotic EF1B~y proteins (Fig. 3) are comprised of two
rather hydrophobic domains of approximately 200 amino acids
each (domain I and domain II), which are connected through a
highly polar central lysine-rich stretch of about 60 residues
[43,50,51]. The interaction sites in eEF1By (Fig. 3) which
allow the protein to associate with the other subunits present in
the eEF1B complex, were mapped by the use of limited tryptic
digestion of the complex [52,53], by the study of interactions
between the different recombinant proteins [54—56] or by using
the yeast two hybrid system [57]. No direct interactions of
eEF1By with eEF1A or with Val-RS were detected. The
interaction domains of eEF 1B~y with eEF1Ba and eEF1B6 were
localized in the N-terminal region (domain I) of the protein. The
studies further demonstrate that specific binding sites must exist
for each exchange subunit on eEF1By domain I, since it can
bind eEF1Ba and eEF1B6 simultaneously but not two identical
subunits [57].

Multiple alignment analysis, sequence motif searching as
well as tertiary structure modeling revealed that the eEF 1B~y N-
terminal region (domain I) shares two conserved sequence
motifs with the theta family of glutathione S-transferases (GST)

humanEF1By
SITE | SITE I
NR*“TPEF KD?*TPRKEK
,/:|=. }
16 #ly 2231 % % 290 437
NH2:<[5] [§| DOMAIN I . DOMAINIT
/ \ eEF1By
| eEF1Ba| |eEF1Ba |

Fig. 3. Schematic structure of the eEF1By protein component of elongation
factor 1B illustrating the structural and functional domains (boxed), the
phosphorylation sites detailed in one letter amino acids and their position
arrowed in the sequence (red) according to the different species, and the
localization of the binding domain (blue arrow) to the associated partners.
Phosphorylation site I should be considered as putative. Amino acid numbering
refers to the human sequence. See text for details. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article.)

([58] and Fig. 3). Furthermore, it was shown that the ¢eEF1B~y
protein binds glutathione sepharose [59,60]. Recently, the
crystal structure of the N-terminal region of Saccharomyces
cerevisiae ¢EF1B+y confirmed the existence of a highly
structural homologous pocket between eEF1Bvy-domain I and
the theta class of GSTs [51].

The sequence of eEF 1By domain II, the C-terminal domain
(Fig. 3), is highly conserved between species (57%) and
contains a high number of aromatic residues (20% of all
residues). The high level of identity indicates a conserved
function. However, no sequence or structural homology with
known functional domains has so far been described for this
domain. The three-dimensional structure of the recombinant
domain II from human eEF1Bvy as resolved by NMR [50]
showed a contact lens shape with a concave face that could be
the site of interaction between two eEF 1By molecules and thus
participate in the quaternary arrangement of the whole eEF1B
complex. Such interaction between eEF 1B~y subunits has been
proposed by Bellé et al. and by Sheu et al. to support the
structural models described for eEF1B [8,42].

The eEF1B+y subunit is a substrate for CDK1/cyclinB, the
cell cycle protein kinase that controls entry into M-phase.
eEF 1By was actually the first reported physiological target for
maturation promoting factor (MPF, the early name for CDK1/
cyclinB) during the resumption of meiosis in amphibian oocytes
[61]. The phosphorylation site was identified as a threonine in
the Xenopus sequence 2*TPKK [62]. This site, referred to in
this paper as Site II, was found conserved in all identified
mammalian sequences (Table 2). Site II is located between
domains I and II in the hydrophilic part of the subunit (Fig. 3).
An identical, or very similar CDK phosphorylatable motif
(Table 2), was present in this region of the eEF 1By sequences of
other deuterostomes (chicken Gallus gallus, dipneust, hagfish,
cephalochordata and urochordata), as well as cnidarians, the
majority of fungi and a number of protists (7rypanosoma cruzi,
plasmodia and Giardia lamblia). However, Site I was not
found in the eEF1By sequences of many teleost fish or the
majority of plants (Table 2). Nevertheless, goldfish eEF 1B+ has
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been reported to be substrate for CDK1/cyclin B in vitro and in
vivo [63]. A number of (S/T)-P motifs fitting the known
consensus site for CDK phosphorylation [64] were found in the
goldfish sequence and in particular a serine residue in the motif
NKSP, in the N-terminal region of domain I. The same motif is
conserved at the same position in all fish and plant sequences. It
was designed Site I (Fig. 3). Finally, when all the available
eEF 1B+ sequences in the databases were screened, it was found
that almost all the sequences from protists to human presented a
CDK phosphorylatable motif, either at Site I, at Site II or at both
sites (Table 2).

The conservation through evolution of a CDK site in
eEF1B+y is highly indicative of a conserved function.
Considering the location of the two phosphorylatable domains,
on each side of domain I, which is the binding site(s) for the
nucleotide exchange proteins, one can hypothesize for a
structural role in eEF1B complex. As shown in Table 2, the
only notable exceptions for a CDK site were the proteins from
the sea urchin, Strongylocentrotus purpuratus (EMBL
AJ973179), and the annelid, Lumbricus rubellus (GenBank
C0O047839), most probably the cartilaginous fish, some fungi
and the majority of arthropods eEF1B~y. However, as described
in Section 2.2.1, these species appear to possess a conserved
CDK phosphorylation site on another subunit of the complex,
namely eEF1Ba.

Although the eEF1Bvy sequences present other putative
consensus phosphorylation sites for a number of kinases, none
of them have yet been demonstrated as a physiological target.
For example, protein kinase C does not phosphorylate eEF 1B~y
either in vitro or in vivo [65,66].

2.1.2. eEFIBY function

The contribution of eEF1By to the nucleotide exchange
activity of eEF1B complex was difficult to test since in almost
all eEF1B biochemical purifications, eEF 1By was found tightly
associated with eEF1Ba. It has been possible, using strong
denaturing conditions, to isolate the eEF1B~y subunit from the
eEF1B complex [54,67,68]. It was thus reported that eEF 1By
has no nucleotide exchange activity by itself and that eEF1Ba
alone has either the same [54], or a slightly lower nucleotide
exchange activity than the eEF1Bay complex [67,68], suggest-
ing a stimulatory function for eEF1By. However, it cannot be
assumed that either protein, eEF1Ba or eEF 1By, was recovered
in its full active form after the isolation procedure. On the other
hand, studies of complex reconstitutions from purified recom-
binant proteins did not lead to conclusive evidence [55]. Thus, a
regulatory role for eEF 1B~y through reversible interaction with
eEF1Ba remains unlikely considering that both subunits are
always found associated in a cell. In addition, no effect on the
exchange activity of the complex was observed after eEF1By-
phosphorylation by CDK, supporting the presumption that
eEF 1By does not directly act on the catalytic exchange function
of the complex [62].

The usual assumption is that eEF1B~y serves to anchor the
eEFIB complex to the membrane or the cytoskeleton.
Supporting this assumption: (i) co-purification of eEF1Bry
with tubulin has often been reported [39]; (ii) the Saccharomy-

ces cerevisiae eEF1By homologue was identified through a
screen for calcium dependent membrane-binding protein [69];
and (iii) immunofluorescence studies localized the eEF1B
complex to the reticulum endoplasmic membrane [70,71].

Finally, as predicted by the presence of a domain homologous
to a typical glutathione transferase motif (see Section 2.1.1), it
was reported that a recombinant rice eEF 1By protein possessed
GST activity although it is about one-fiftieth the activity of
authentic GST [72]. Furthermore, a purification of the
trypanothione (a derivate of glutathione) transferase activity of
Leishmania led to a parasite eEF1B complex, with the S-
transferase activity associated with the eEF 1By subunit [73,74].
Furthermore, it was shown that Trypansosoma cruzi over-
expressing TcEF 1By presented a strong resistance to clomipra-
mine, a lipophilic compound [75]. Since GST enzymes are
known to play a central role in the mechanism of drug resistance
(review in [76]), it was suggest that the GST activity of eEF 1B~y
would be implicated in the protection of parasites from lipid
peroxidation. Such a detoxification role for eEF1B+y in other
species remains to be demonstrated. Interestingly, it was
reported that loss of eEF1By in yeast resulted in constitutive
resistance to oxidative stress, without significant changes in
translation [77]. This could also explain why the overexpression
of eEF 1By in a number of tumors is linked to the aggressiveness
of the tumors [78].

In conclusion, we propose that the main role for eEF1By is
to ensure the proper scaffolding of the different subunits in the
eEF1B complex as well as to direct its intracellular localization.
Furthermore, owing to the conservation of the CDK phosphory-
lation motif on this protein throughout evolution, it is suggested
that macromolecular structure and complex localization are
regulated by CDK phosphorylation in order to ensure efficient
protein synthesis at the right place, at the right time.

2.2. The guanine nucleotide exchange protein family: eEF1Bo,
eEF 1B and eEF1B)

2.2.1. eEF1Bo, the eukaryotic canonical nucleotide exchange
subunit

The lightest subunit (MW ranging from 24 to 28 kDa)
characterized in the eEF1B complex was initially named eEF1p
in metazoans and yeasts and eEF 1B’ in plants, and should now
be designated as eEF1Ba (Table 1). eEF1Ba was shown to
support the canonical function of GTP/GDP exchange on the
eEF1A protein [41,79-82]. The eEF1Ba protein is highly
conserved throughout the eukaryotic kingdom. Gene disruption
experiments in yeast showed that eEFIBa is essential for
cellular growth [83]. In addition, eEF1Ba was shown to play a
critical role in translational fidelity [84].

The C-terminus part of the protein (from amino acids 116 to
224 as numbered in the human eEF 1 Ba sequence, Fig. 4) is both
necessary and sufficient for normal cell growth [84]. This region
has been demonstrated to possess the nucleotide exchange
activity [85,86] and to interact with eEF1A [52,57,84,87] (Fig.
4). The crystal structure of a complex between yeast eEF1 A and
a C-terminal catalytic fragment of yeast eEF1Ba has been
performed (review in [21]). The tri-dimensional structure
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CDK1/cyclinB phosphorylation sites in ¢eEF 1By among phyla

SITEI |SITEN
Homo sapiens + +
Pan troglodyltes ? +
4%0 Bos taurus + +
%} Sus scrofa + +
i Oryctolagus cuniculus +* +*
Rattus norvegicus + +
Mus musculus + +
. Gekko japonicus ? +
%,
“‘ef% Bothrops insularis + ?
Gallus gailus +* +
Xenopus laevis + +
D Xenopus tropicalis + +
E 2 Rana sylvatica + +
U Ambystoma mexicanum +
SITE | | SITEN
T C lLa!fmerfa chalumnae * T Prunus avium + -
E Dipneust: [ Protapterus dotior + Malus » domestica + -
R - - Glycine max + +
Hippoglossus hippoglossus + ? Euphorbia esula + 2
O Paralichthys olivaceus ? + Arabidopsis thalisna + +
S Fundulus heteroclitus ? + P Ricinus communis + ?
T & Takifugu rubripes + + L | Gossypium hirsutum + -
O Tetraodon nigroviridis + - Ipomoea batatas + ?
’%ﬂ Oryzias latipes + ? A Solanum tuberosum + +
M i Oncorhynchus mykiss + + N Lycopersiconesculentum + ?
E Salmo salar + ? T Capsicum annuum + ?
S Danio rerio + & S Phaseolus coccineus + ?
Carassiusauratus + - ystal + 2
Ietalurus furcalus + + Oryza sativa + -
Menacotyledons Hordeurn vulgare + -
Carlagaaiis Scytiorhinus canicula ? - s sy &+ -
fishes Squalus acanthias ?
Mosses lPhyscomFrre{.‘a patens l f I +
Agnathes |Perromyzun marinus + -
Hagfish Myxine glutinosa ? + SITE | |SITE I
Cephalochordates | Branchiostoma lanceolatum + + Schizosaccharomyces pormbe - _
Utdchorans Cicna = 53 Saccharomyces cerevisiae + *
Echinodems Strongylocentrotus pupuratis - = Candida albicans + +
Candida glabatra + +
SiELISnE |l Yarrowialipoiytica + +
Scorpions Mesobuthus gibbosus + ? F 1% Debaryomyces hansenii ? +
o Artemia salina - - U "z'%m E gossypii - E
?’% Artemia franciscana - ? N Kiuyvaromyces lactis +
9,{9 Penaeus monodon 7 + G Neurosporacrassa - *
Callinectes sapidus - = | Aspergiilus nidulans = +
Drosophila melanogaster - - Gibbereila zeae = =
Drosophila yakuba ? = |—Magnaporthe grisea + +
& Cryptococcus necformans + .
42,0 SomByxmert : - - Basidomycetes Ustilagomaydis - -
R Anopheles gambiae = - Pisoluthus tinctorius - ?
Aedes aegypli = ?
Locusta migratoria = =
Toxoptera citricida = = SITE 1| SITEl
Tarligrada Hypsibius dujardini - ? Plasmodium falciparum L =
Plasmodium yoelii + +
Mollusks Argopecten imadians + - Plasmodium berghei + +
Crassostrea gigas + ? ‘%& Plasmodium chabaudi + =
%, Cryptosporidium parvum + -
Annelids |Lumbriccus rubellus - a S Cryptosporidium homints + -
Neospora caninum + +
P snf LISITER Toxoplasma gondif + +
Toxocara canis + ? Totrahymena pyrormS + =
Caenorhabdilis elegans L] - Trypanosoma cruzi + +
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revealed the essential role and location of two residues in
eEF1Ba for interaction with eEF1A and for the exchange
mechanism, namely '*F and **°K (review in [21]). Both
residues are highly conserved in all eukaryotes, in the C-terminal
motifs P—(V/L/I)-(A/G)—(Y/F)-G-I) and (F/M/W)—(N/Q)—
K—(I/L/V). The protein eEF1Ba is the functional equivalent of
the bacterial nucleotide exchange factor EF-Ts. Both proteins,
although poorly comparable in their primary sequence [88,89],
possess common tri-dimensional features as judged by NMR
[90] and crystallography [21]. The crystal structure of the
complex between eEF1A and the C-terminal of eEF1Ba
indicates that these factors interact in a way that is quite distinct
from that observed with the prokaryotic factors. These structural
differences between the eukaryotic complex compared to the
prokaryotic complex likely correlate with the differences in the
enzymatic properties [39].

Much less is known about the structure of the N-terminal
region of eEF1Ba. Primary sequence identity between species
in this region is weaker than for the C-terminal region. The N-
terminal region was demonstrated to strongly interact with the
N-terminal half of eEF1By [52,56,57,85] and therefore to have
a role in the structure of the eEF1B complex. It may, therefore,
be speculated that conservation will be found at the level of
tertiary structure rather than in the primary sequence.
Confirmation of this hypothesis is waiting for the elucidation
of the structure of this region of the protein.

The N- and C-terminal regions of eEF1Ba are connected by
a hinge containing stretches of aspartic (E) and glutamic acid
(D), surrounded by numerous lysines (K) (Fig. 4). A
phosphorylation site for CK2 is located in this hydrophilic
stretch, FG'"*SDDEEE (numbered according to the human
sequence). Indeed, it has been demonstrated that CK2 could
phosphorylate the eEF1Ba subunit in vitro on this serine
residue in Artemia [91], Xenopus [92] and rabbit [93]. An
alignment of more than 100 sequences in this region showed
that this site is highly conserved in all metazoans as well as in
fungi and even in some protists including Giardia lamblia and
Plasmodium yoelii (alignment is presented as Supplementary
material; data 1). Interestingly, the plant sequences contained a
slightly modified motif, although fitting as well the CK2
phosphorylation consensus site [94], with a threonine residue in
the acid stretch (plant consensus: FG—(E/D)-ETEE). However,
an early report suggested that neither wheat nor rice eEF1Ba
could be phosphorylated in vitro by CK2 [95] suggesting that
the site is not accessible.

The functional role for the phosphorylation of eEF1Ba by
CK2 is not clear since Moller’s group reported that it leads to a
decrease in the nucleotide exchange activity of the complex
[91], while Traugh et al. showed that it had no effect on the rate
of elongation [55]. Since this site is not essential for yeast
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Fig. 4. Schematic structure of the eEF1Ba protein component of elongation
factor 1B illustrating the structural and functional domains (boxed), the
phosphorylation site position arrowed in red, and the localization of the binding
domain (blue arrow) to the associated partners. The squaring area corresponds to
the guanine nucleotide exchange domain activity. Amino acid numbering refers
to the human sequence. See text for details. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)

growth [84], a possible role of its phosphorylation could be to
regulate the interaction of eEF1Ba with its partners and/or with
subcellular structures.

The purified eEF1 complex from rabbit was reported to be
phosphorylated in vitro by PKC and the multifunctional S6
kinase, as well as in vivo following stimulation of these kinases
with phorbol ester or insulin. This phosphorylation was
demonstrated to affect three subunits of eEF1, namely eEF1A,
eEF1Ba and eEF1B&. Phosphorylation on all three subunits
was accompanied by a twofold enhancement of the rate of
elongation over the non-phosphorylated controls, although
individual contributions could not be assigned [65,66,96—-98].

The sequence of eEF1Ba from Strongylocentrotus purpu-
ratus, a sea urchin, has recently been obtained (EMBL
AJ973180). Interestingly, a CDK phosphorylation site
(*’TPAA) was detected upstream of the CK2 site in the sea
urchin sequence. We analyzed all the known eEF1Ba (formerly
eEF1P) sequences from metazoans and found that a CDK
phosphorylation site was present in eEF1Ba sequences from a
cartilagenous fish (Squalus acanthias, GenBank CX197134)
and the majority of arthropods (Drosophila melanogaster,
Refseq NP_524808; Bombyx mauri, DBJ BAA02602; Plutella
xylostella, DBJ BAD26687; Heliconius melpomene, GenBank
CX700548; Antheraea yamamai, DBJ] BAD22537; Lonomia
obliqua, GenBank CX816635 and Callinectes sapidus, Gen-
Bank CV527425). It is important to note that a number of
species from the same families (namely echinoderms, cartilag-
inous fish and arthropods) lacked the CDK phosphorylation site
in their eEF1B+y sequence (see Table 2). The in vivo CDK
phosphorylation of those eEF1Ba proteins remains to be
demonstrated. Nevertheless, we speculate that eEFIB

Notes to Table 2:

The eEF1Bvy proteins from different species were extracted from the nucleic or proteic databases using NCBI resources and searched for the presence (+) or absence
(—) of consensus phosphorylation motifs for the protein kinase CDK1/cyclinB. Site I refers to the phosphorylation motif present in the N-terminal region of the protein
in the neighborhood of threonine 46 of the human sequence; site II refers to the motif present in the hydrophilic central stretch of the protein, in the neighborhood
of threonine 230 of the human sequence. The species devoid (—) of site I and site II are highlighted in yellow. (?) refers to unknown site sequences.
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phosphorylation by CDK at the level of the eEF1B+y subunit or
of the eEF1Ba subunit depending on the species, is universal
and suggestive of a conserved function through the eukaryotic
kingdom.

Related to the “essential” nature of the eEF1Ba gene [83],
yeast genome contains a unique gene EFB1 corresponding to
yeast eEF1Ba (GenBank AAC04954)) located on chromosome
1. As expected from their polyploidy, two highly similar
isoforms for eEF1Ba exists in rice (DBJ D12821 and Refseq
NP_910927) and in thale cress (EMBL AJ249596 and EMBL
AJ249597). Surprisingly, two expressed eEF1Ba sequences
were found in blue crab (GenBank CV527893 and GenBank
CV527425). Analysis of the human genes encoding eEF1Ba
suggested that there are at least three functional loci in the
human genome [99]. Searches in the human genome revealed a
single identified EEF1B gene located on chromosome 2
(location: 2q33—q34); the other loci (chromosomes 5, 6, 7,
15, X) most probably correspond to tissue specific intronless
paralogues (as demonstrated for locus on chromosome 5 [100])
or to processed pseudogenes (as demonstrated for locus on
chromosome 15 [100]). The data suggest that a unique essential
gene encodes the eukaryotic EF1Ba subunit.

In addition to the protein eEF1Ba, the eEF1B complex of
plants on the one hand and metazoans on the other, contains a
second nucleotide exchange protein formerly named eEF1 in
plants and eEF16 in metazoans. Although it was proposed to
give the same name, i.e., eEF1BP to the second nucleotide
exchange protein whatever its origin (review in [17]), we
recommend maintaining the differentiation of the two subunits
since, as we explain below, obvious structural differences exist
between the two specific subunits. Thus, the plant subunit
should be designated eEF1BP and the metazoan subunit,
eEF1B0o (see Table 1).

2.2.2. eEFIBp: the plant-specific second nucleotide exchange
protein

The first evidence for the existence of at least two different
proteins for the exchange nucleotide protein came from studies
on the eEF1B complex in plants. After purification from wheat
embryos, two subunits of low molecular weight were co-
purified with eEF1B<y, both having nucleotide exchange
activity and sharing common tryptic peptides, as shown by
microsequencing [41]. Subsequently, three beta-type isoforms
were cloned from rice embryos, called eEF1R’, eEFIR and
eEF1p2 [89,101,102]. Searches in the plant sequence database
revealed a number of sequences in each species matching the
rice sequences. We performed a full-length alignment of the 40
plant “beta-type” sequences using CLUSTAL X [103] and a
neighbor-joining tree using % identity [104] was calculated
(Fig. 5). The analysis confirmed and extended an early report
[105] that the plant nucleotide exchange protein sequences
separated into two groups named the “a type” and the “p type”
with respect to Merrick’s nomenclature (see Table 1). Note that
the “a type” clusters are the sequences formerly referred to as p’
while the “p type” clusters are the sequences formerly referred
to as B (Fig. 5). Each species contains a guanine nucleotide
exchange protein of the “o type” and one of the “PB type”,

supporting the hypothesis that gene duplication occurred before
speciation.

In addition, in some cases (rice or thale cress), the same
species contains two closely related isoforms for each type
probably corresponding to two copies that have slightly
diverged in these polyploid organisms.

At the level of protein primary sequence (Fig. 6), eEF1Ba
(formerly eEF1B’) and eEF1BpB (formerly eEF1(3) from the
same species showed around 60% similarity, the highest
similarity being in the C-terminal domain, in concordance
with the location of the nucleotide catalytic exchange activity of
both proteins and their interaction with eEF1A. The N-terminal
domains of the eEF1Ba and eEF1Bp proteins from the same
species were more divergent although they showed good
conservation probably in relation to the property to bind
eEF1Br~y. Notably, both proteins contained the same conserved
CK2 phosphorylatable motif FG—(E/D)-DTEE at the level of
the hydrophilic hinge of the glutamate and aspartate stretch
(Fig. 6). It has been reported that wheat and rice eEF1Bp were
phosphorylated in vitro by CK2 [101,106]. The most evident
difference between eEF1Bp and eEF1Ba resides in the
presence in eEF1BpR sequences of a conserved putative CDK
phosphorylation site (3 TP—(P/S)—(V/A), as numbered in the
rice sequence), just ahead of the CK2 site. In vitro, pea eEF1Bp
was shown to be phosphorylated by CDK1 [107]. Interestingly,
Kinzy et al. demonstrated that cDNAs coding for plant eEF1Bp
subunits failed to complement a yeast mutant deleted for the
eEF1Ba gene (whereas the plant eEF1Ba did complement)
unless the CDK phosphorylation site was replaced by a non-
phosphorylatable site [107].

A surprising feature when one compares the data from
eEF1Ba and eEF1Bp is the effect of CK2 in vitro, which was
unable to phosphorylate wheat and rice eEF1Ba, whereas it
easily phosphorylated eEFIBp [101]. We hypothesize that, in
both proteins, the CK2 site (which is slightly modified in
relation to the site found in metazoans) is not accessible to the
kinase and that in eEF1BP it may be unmasked upon
phosphorylation of the neighbor CDK site. Such regulation
by “cooperative phosphorylation” was already demonstrated in
the combined action of CK2 and GSK3 onto glycogen
synthase or protein phosphatase 1—inhibitor 2 (review in
[108]).

Thus, it can be assumed that the two nucleotide exchange
subunits, eEF1Ba and eEF1Bp, which have been identified in
plants, possess specialized functions, one of which is regulated
by cooperative CK2 and CDK phosphorylations.

2.2.3. eEFIBJ: the metazoan-specific second nucleotide
exchange protein

The eEF1Bd (formerly eEF10) protein was discovered during
screening for MPF substrates in maturing amphibian oocytes. It
always co-purified as a complex with two other proteins, which
were identified as eEF1B+y (formerly eEFly) and eEF1B«
(formerly eEF1p3) [61,109]. Such additional components
observed earlier in other eEF1B purifications were usually
considered as contaminants [68] or breakdown products [81,82].
The complete sequence of eEF1BO protein was described in
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Fig. 5. Consensus tree inferred from the full-length sequences of 40 eEF 1 Ba (formerly eEF13") and eEF1Bp (formerly eEF 1) proteins from plants as described in the
text. Sequences were extracted from nucleic and proteic data banks using NCBI resources via the Internet. The tree is unrooted. The common names of organisms are
used for convenience. Scientific binomials can be obtained from the accession numbers associated with the names of the organisms. The two clusters corresponding to
proteins of a and P type are boxed in color. Branch lengths are scaled and correspond to mean substitution values per site as obtained from njplot. Numbers are the

bootstrap values.

Xenopus and the protein was shown definitively to be an intrinsic
part of the eEF1B complex [110]. The eEF1B6 protein was
purified and characterized from Artemia [85,111], human [112],
rabbit [55] and sea urchin [113].

The protein comprises two domains (Fig. 7). The C-terminal
domain shows significant similarity to the C-terminal region of
eEF1Ba proteins, the catalytic domain of the exchange factor
and, as expected, the protein was demonstrated to have
nucleotide exchange activity on eEF1A [54-56,85]. The
hydrophilic hinge of acidic residues containing the CK2
phosphorylation site described for eEF1Ba was also found in
the eEF1B6 sequence, and eEF1B6 proteins were actually

shown to be phosphorylated by CK2 [92,114,115]. Interesting-
ly, it was demonstrated that binding of ¢eEFI1A to eEF1B«
resulted in masking of the CK2 phosphorylation site, whereas
this is not the case upon binding of eEF1 A to eEF1B6 [55]. This
result suggests that, although the eEF1Ba and eEF1Bo C-
terminal domains present high sequence similarity, the
interaction site with eEF1A must differ between the two
exchange proteins.

Analysis of the N-terminal primary sequences revealed that
eEF1B6 differs greatly from eEF1Ba and did not show any
identity with other proteins [105,111]. The eEF1B& N-terminal
is characterized by the presence of a leucine zipper motif
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Fig. 6. Schematic structure of the eEF1Ba (upper) and eEF1Bp (lower) protein
components of rice elongation factor 1B illustrating the structural and functional
domains (boxed), the phosphorylation sites position arrowed in red, and the
localization of the binding domain (blue arrow) to the associated partners. The
squaring area corresponds to the guanine nucleotide exchange domain activity.
Amino acid numbering referees to the rice sequences. See text for details. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

[110-112]. A leucine zipper motif consists of a periodical
repetition of leucine (or other hydrophobic) residues in an
amphiphatic a-helix conformation, at the secondary structure
level, with leucines (and other hydrophobic residues) clustered
at one side. Importantly, two zippers can dimerize to form a
parallel two-stranded «-helical coiled coil, in which the
hydrophobic residues create the dimer interface [116]. It
must be noted that the leucine zipper in eEF1B0 is of unusual
length (5—6 repeats), twice that reported in other leucine zipper
proteins.

Based on the presence of the two characteristic domains, the
leucine zipper motif and the highly conserved catalytic C-
terminal domain, we searched in the databases for the presence
of eEF1B0 protein across species. We identified eEF1B6 in all
metazoans from cnidarians to mammals (alignment is presented
in the Supplementary material; data 2). No eEF1B6 equivalents
were found in the available sequences from fungi and plants. It is
essential to note that, although they have been reported to be
homologues [17], the plant eEF 1 B3 proteins are clearly different
from the metazoan eEF 1B in that they do not present a leucine
zipper domain and cluster separately upon sequence analysis
(see below and Fig. 9). Thus, the eEF1B0 subunit appeared
during evolution at the same time as the emergence of
metazoans. It has been proposed to be the result of a fusion of
a Ba-type ancestral gene with a leucine zipper N-terminal
domain [105].

Interestingly, in protists, we identified three sequences
containing the consensus C-terminal catalytic domain of the
nucleotide exchange proteins together with a repeat of four or
five hydrophobic residues (L/V/M) at every seven amino acids
in their N-terminal domain. This was found in three euglenozoa,
Leishmania major (designated elongation factor 1B beta,
GenBank AY677168) Leishmania guyanensis (designated
putative elongation factor 1 beta, GenBank AY763288), and
Trypanosoma brucei (designated putative elongation factor 1-

beta, GenPept AAX79212). Moreover, in Leishmania major,
two different nucleotide exchange proteins were found,
designated elongation factor 1B alpha (GenBank AY677167)
and elongation factor 1B beta (GenBank AY677168) reminis-
cent of the situation found in metazoans, two nucleotide
exchange proteins, one of which possesses a leucine zipper
motif. We therefore hypothesized that duplication of the gene
encoding the nucleotide exchange protein occurred early and
that through evolution, the leucine zipper motif independently
appeared by fusion from one of the duplicated genes in the
animal and protist phyla. The duplicated gene then disappeared
in fungi.

The presence of a leucine zipper motif in a protein is
correlated with the existence of protein dimerization [117].
Using reconstitution experiments with recombinant proteins
[55,57], it was shown that the N-ter domain of eEF1B®
interacts with the N-terminal domain of eEF1B+y. Due to the
lack of similarity in the N-ter sequences of eEF1Ba and
eEF1B0o, one must suppose that eEF1By has two different
binding sites for the two exchange proteins, which correlates
with the fact that eEF1B+y can simultaneously bind eEF1B«
and eEF1B6 but not two eEF1Ba or two eEF1B0 proteins (see
above). It was also demonstrated that the eEF1B6 subunit was
responsible for the binding of the Val-RS to the eEF1B
complex [54,118], in relation to the absence of the enzyme in
eEF1B complexes of species that do not have the eEF1Bo
subunit, i.e., plants or fungi. Interestingly, the human Val-RS
displays an N-terminal extension that bears strong sequence
similarity to the N-terminal moiety of eEFI1By [119].
However, no leucine zipper motif was found in Val-RS or in
eEF 1By sequences. Therefore the zipper might be involved in
the interaction with, as yet unidentified, partners for eEF1B6.
Furthermore, it was shown that eEF1B6 protein is able to
dimerize [57] and actually has a propensity to form high
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Fig. 7. Schematic structure of the eEFIBO protein component of human
elongation factor 1B illustrating the structural and functional domains (boxed),
the phosphorylation sites indicated in one letter amino acids and their position
arrowed in the sequence (red) according to the different species, and the
localization of the binding domain (blue arrow) to the associated partners. The
leucine zipper motif is indicated LZ in a striated box. The squaring area
corresponds to the guanine nucleotide exchange domain activity. Amino acid
numbering refers to the human sequence. See text for details. (For interpretation
of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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molecular aggregates, which assemble in ordered quaternary
complexes in the presence of eEF1By and eEF1Ba [54]. A
role for eEF1Bo might, therefore, be to generate the assembly
of a defined eEF1B quaternary structure through the
dimerization of two or more eEF1B6 molecules (due to the
long size of the leucine zipper) fitting the models proposed
[42,57].

Studies performed in amphibian oocytes, revealed that
two highly identical eEF1B& proteins are present in the same
complex of the same cell [120]. The two isoforms came
from two different messengers (EMBL X66837 and EMBL
X85096), one of them, containing an internal initiation
codon, encoded for a slightly shorter protein (34 kDa vs.
36 kDa). Further complexity in the structure of eEF1B came
from recent studies on eEF1B0 in sea urchin embryos. Two
eEF1Bo isoforms, designated as e¢EF1BO1 and eEF1B62,
were found to be present in the same purified fraction of
eEF1B complex from sea urchin embryos [121]. The primary
sequences of eEF1B61 (EMBL Y14235) and eEF1Bo2
(EMBL AJ973181) were 100% identical except for a 26
amino acid insertion in the N-terminal domain of eEF1B62
upstream of the leucine zipper motif (Fig. 8). Searches in the
NCBI resources revealed that each of the Xenopus eEF1B6
isoforms were also found under an insert-containing isoform
and an insert-free isoform. In the Xenopus sequences, the 25
length insert was present at the same position as in the sea
urchin sequence, i.e., upstream of the zipper. In human, the
gene EEFID was characterized on chromosome 8. It is
transcribed into two mRNAs (Refseq NM_001960, Refseq
NM_032378) issued from the same precursor by alternative
splicing. The two encoded proteins, eEF1Bo6-isol and
eEF1B6-is02, are of highly different MWs, 30 kDa and
66 kDa, and are 100% identical over their 275 amino acid
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Fig. 8. Schematic structure of the eEF1B06 1 and 2 proteins components of sea
urchin elongation factor 1B illustrating the structural and functional domains
(boxed) and the phosphorylation site (red). The leucine zipper motif is indicated
LZ in a striated box. The squaring area corresponds to the guanine nucleotide
exchange domain activity. Amino acid numbering refers to the sea urchin
sequence. The insert of 26 amino acids is boxed in gray and its sequence in
different organisms expanded after CLUSTAL X alignment, the highly
conserved amino acids are indicated in blue. See text for details. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

C-terminus. We further found that the databases contain four
different cDNAs encoding for human eEF1B06, each mRNA
being present under an insertion-containing form (Refseq
NM_001960 and Refseq NM_032378) and an insertion-free
form (GenBank BC094806 and GenBank BCO000678); the
insertion encodes for a 24 amino acid sequence located
before the leucine zipper motif.

Of interest, an insertion motif was recovered in sequences
from mammals, amphibians, fishes and hydra. In those species,
two identical sequences, apart from the insertion, were found in
the databases. Sequence comparisons further showed high
similitude at the level of the insertion motif between species
(Fig. 8). It must be noted that three species, zebrafish, takifugu
and blue crab, although they possess two eEF1B6 isoforms
differing only by the presence of a short sequence insertion at the
N-terminus, do not show conservation in the insertion sequence
either between them or with that of other species. Nevertheless,
the conservation in the amino acid sequence as well as in the
localization of the insert, found in almost all eEF1Bo sequences,
indicates a functional relevance for this motif.

As stated above, the eEF1BO subunit was discovered by
screening for CDK substrates during amphibian oocyte
maturation. Two phosphorylation sites have been found in the
Xenopus eEF1B6 sequences, a threonine residue in the sequence
13I'TPA—(A)-K and a serine residue which has not been
identified and which was responsible for a “shift” in protein
mobility when phosphorylated [122]. The threonine-containing
phosphorylation motif was conserved in primates, amphibians,
chicken, mouse and rat but no other mammals. On the other
hand, a serine residue in motif '**SPMR (numbered as in the
human sequence), a consensus CDK target, was found in the
sequences of most vertebrates (except amphibians) and was
actually demonstrated to be the site of CDK phosphorylation
(see Fig. 7) in human eEF1B& [123]. The presence of a
conserved phosphorylation site in vertebrates would be related
to the acquisition of a regulated function for the protein eEF1Bo
in these species (see Section 3).

A full-length alignment of all the nucleotide exchange
proteins found in the databases was done using CLUSTAL X
[103] and a neighbor-joining tree using % identity [104] was
calculated (Fig. 9). It clearly separates the metazoan eEF1Bo
sequences from all the eEF1Ba and plant eEF1BR sequences.
Noteworthy, no clustering could be seen between metazoan
eEF1Bos and plant eEF1Bps. When comparable analysis were
performed using the C-terminus of the sequences that contain the
guanine nucleotide exchange domain, highly comparable results
were obtained in concordance with previous accurate analysis
obtained with a narrower set of sequences [105]. Therefore this
justifies our proposal to designate the heaviest guanine nucleotide
exchange protein differently in plants and in metazoans, namely
eEF1Bp and eEF1B0o, and fits with monophyly for eEF1Ba and
eEF1Bp in plants and monophyly for eEF1Ba and eEF1B6 in
metazoans as already proposed [105].

As for eEF1Ba and eEF1Bp in plants, the presence in the
same complex (eEF1B) of two proteins, namely eEF1Ba and
eEF1Bo, sharing the same function (GTP/GDP exchange
activity) raised the question of their respective physiological
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Fig. 9. Consensus tree inferred from the full-length sequences of 179 eEF1Ba, eEF1Bp, eEF1BS proteins from all organisms as described in the text. Sequences were
extracted from nucleic and proteic data banks using NCBI resources via the Internet. The tree is unrooted. The common names of organisms are used for convenience.
Scientific binomials can be obtained from the accession numbers associated with the names of the organisms. The clusters corresponding to protein types are boxed in
color. Branch lengths are scaled and correspond to mean substitution values per site as obtained from njplot. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)

role in metazoans. As for plant eEF1Bp, it was demonstrated functional in the same complementation test. Complementa-
that eEF1B& from metazoan (human) could not complement  tion could not be obtained even if the highly identical C-ter
eEF1Ba-deficient yeasts, whereas the human ¢EF1Ba was domain of eEF1B0 was used [84]. This clearly demonstrated
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that although both proteins show high sequence similarity,
they assume different physiological functions.

Taken together, the data demonstrate that the nucleotide
exchange component of elongation factor-1B (eEF1B) com-
prises a family where the exchange function is achieved
primarily by the eEF1Ba isoform, although it can also be
assumed by eEF1B in plants or eEF1B06 in metazoans under
certain experimental conditions. The proper physiological
function(s) of eEF1Bp and eEF1BS, is(are) not yet known.

3. eEF1B, a multifunctional regulator
3.1. eEF1B, cell cycle and tumorigenesis

The cell cycle is made up of several highly regulated and
synchronized phases, which are controlled by survey mecha-
nisms known as checkpoints [124]. Key effectors of the
checkpoints are the cyclin dependent kinases (CDKs), respon-
sible for entry, progression and coupling of these phases (review
in [125]). The activity of the CDKs is regulated mainly by
cyclical proteolysis of their partners (cyclins) and by
phosphorylation cascades [126,127]. The first evidence for a
possible implication of elongation control in the cell cycle was
the discovery that eEF1B is a physiological target for MPF
(CDKl1/cyclinB, prototype of the CDKs family) during the
maturation of amphibian oocyte [61]. Interestingly, the two
targets for CDK phosphorylation in eEF 1B are the two subunits
for which a function in the complex is still largely unknown,
namely eEF1Bvy and eEF1Bo [62,122]. Each eEF1B subunit is
also substrate for one or another kinases implicated in mitotic
signaling, i.e., PKC, CK2, S6 kinase, PKA (see Fig. 10 and
[42]).

The function(s) of eEF1B phosphorylation and its implica-
tion in mitotic signaling has not been elucidated although some
clues are beginning to emerge (Fig. 11). On the one hand, it can
be proposed that eEF 1B phosphorylation by CDK 1 has a global
inhibitory effect on elongation. It has been reported that the
protein synthesis rate significantly decreases at the time of M-
phase. Such a decrease was initially attributed to the inhibition
of initiation [128,129], however it was demonstrated that it also
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Fig. 10. Schematic representation of eEF1 showing various protein kinases
subunit targets in the G-protein subunit eEF1A (left) and the different
components (right) of the guanine—nucleotide exchange factor eEF1B. See
text for details.
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Fig. 11. Schematic representation of the known biological implications in the
cell cycle of the different components of eEF1. See text for details.

results from pauses at the elongation level in synchrony with
CDKI activation [11]. Furthermore, a plant eEF1Bp failed in
complementing a yeast mutant deleted for the eEF1Ba gene
unless the CDK phosphorylation site was mutated to an
unphosphorylatable residue, indicating a phosphorylation
inhibitory role at this level [107].

On the other hand, it was demonstrated that, in a reticulocyte
lysate, the phosphorylation of eEF1B (both eEF1B6 and eEF 1By
subunits) by CDK decreased the synthesis of valine-rich proteins
to the benefit of the others. This effect was correlated to the
presence of Val-RS in association with the complex [130]. This
result indicates that the eEF1B complex was able to promote the
translation of a specific set of mRNAs. It was further shown that
eEF 1By protein could bind to a highly conserved element in the
3’ untranslated region of vimentin RNA and therefore could
target this mRNA for translation [131]. Although Siegal et al.
suggested that binding of eEFIB+y to a nucleotide could be
artefactually obtained with any type of RNA molecules [50], it
may be postulated that physiological binding could be specified
by another eEF1B subunit, i.e., cEF1B6. In fact, the lysine-rich
domain in eEF1B+y together with the leucine zipper motif in
eEF1BO constitutes a structure reminiscent of transcription
factors that bind specific DNA regions [132]. Binding of the
eEF1B complex to mRNA, possibly regulated by CDK
phosphorylation, could lead to the specific translation of one
type of mRNA.

Another link implicating the eEF 1B complex in the cell cycle
came from cellular immunolocalization experiments of the eEF1
components during the cell cycle. In cultured cells the major
fraction of the complex localized at the level of the endoplasmic
reticulum, related to its role in peptide chain elongation [70,71].
In sea urchin embryos, a pool of eEF1B was shown to exhibit
specific localization changes correlated with progression
through the cell cycle. At the time of S-phase and just before
nuclear membrane breakdown, part of eEFIB complex
concentrated as a ring around the nucleus; thereafter in M-
phase when the mitotic spindle is formed, eEF1B localized as
two large diffuse spheres around the spindle pole [121]. These
data indicate a role for the eEF 1B complex during the cell cycle.

An interesting hypothesis might be an implication of eEF1B
in the mechanisms of checkpoints control, responsible for the
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fidelity of DNA replication and the accuracy of chromosome
segregation [124]. Two additional data actually support the
possibility that eEF1B plays a role in DNA damage checkpoint
during the cell cycle. First, under exposure to ionizing radiation
that induced double strand DNA breaks or base oxidations, cells
arrested at the G2/M transition and showed an overexpression of
eEF1B® [133]. Second, it was reported that the eEF1B complex
displayed DNA binding activity on chromium- and transplatin-
damaged DNA [134]. Although one possibility could be that
elongation factors act by targeting efficient and, possibly specific,
protein synthesis where it is required, more direct yet still
putative, function could be expected in the mechanisms of
checkpoint.

Further evidence for a connection between elongation factors
and checkpoints came from studies of the expression of the
different eEF1 subunits in tumor cells (Fig. 11). “Anarchic” cell
divisions, a hallmark of cancer, are known to result from the
disruption of cell cycle checkpoint control mechanisms (review
in [135,136]). It is now well established that the level of cellular
eEF1A is correlated with the senescence or longevity of the
cells as well as their apoptotic and proliferative state (review in
[19]). Overexpression of eEF1 A mRNA and/or protein has been
associated with numerous carcinomas (review in [137]). The
levels of eEF1Ba and eEF1By mRNA were 20 times higher in
transformed culture cells compared with tissue, as was the level
of eEF1IA mRNA [45]. Correlatively, eEF1By mRNA was
shown to be highly overexpressed in a number of esophageal,
gastrointestinal, pancreatic and colorectal carcinomas [138—
141]. The level of eEF1B+y expression has also been related to
the aggressiveness of the tumor [78]. An abnormal, elevated
level of the protein was also observed in colorectal carcinomas
[142]. A number of transformed cellular lines from ovarian,
breast or lung origins exhibited a high level of eEF1Bo
expression [143—145]. Clinical studies from patients suffering
from esophageal carcinomas showed overexpression of eEF1Bo
mRNA [146]. Overexpression of eEF1B6 was associated with
the chemoresistance of malignant melanoma [147]. These data
demonstrate the existence of a tight connection between
deregulation of elongation factor expression and cell cycle
disorders, even if causal/effect relationships cannot be estab-
lished at this point. More direct evidence of elongation factor
implication in cell cycle regulation came from the discovery that
some of them are true oncogenes. This was first demonstrated
for a mutated and truncated form of eEF1A, named PTI-1
(prostatic carcinoma tumor inducing gene) (review in [148]).
More recently eEF1A2 was recognized as an important ovarian
oncogene [149]. Since eEF1A activity is dependent on its GTP
loading, eEF1B, the oncogenic effect of the exchange factor,
could be through its ability to increase GTP exchange on
eEF1A. Evidence for an oncogenic role for the eEF1B subunits
by themselves is accumulating. Thus, studies from Joseph et al.
demonstrated that the eEF1B6 protein was a true oncogene.
They identified eEF1B6 as an overexpressed gene in cadmium
transformed mouse fibroblasts. Transfection of eEF1BO was
sufficient to transform 3T3 fibroblasts and make them
tumorigenic in nude mice. The effect was reversed by co-
transfection with antisense mRNA (review in [150]).

Thus, eEF1B as well as eEF1A appear to be involved in
regulation of the cell cycle, normal and pathological, although
the precise mechanism of their action remains to be elucidated

(Fig. 11).
3.2. eEFIB and virus

Viruses appropriate the translational machinery of the
eukaryotic cells they infect, to achieve the production of large
amounts of viral proteins. This strategy leads to the optimal
translation of the viral mRNAs at the expense of the host
mRNAs. The eEF1B6 protein has long been recognized as the
target of a number of viral proteins.

Thus, the second coding exon for Tat, a lentivirus (HIVs and
SIVs) conserved protein, was shown to interact with eEF1B6
leading to a dramatic reduction in the efficiency of the
translation of cellular, but not viral mRNAs [151].

In the same way, in herpes simplex virus 1 (HSV-1) infected
cells, one of the earliest expressed viral proteins, named
infected-cell protein 0 (ICP0), was demonstrated to bind to
eEF1B6 and to affect the translational efficiency of viral
mRNAs [152]. Moreover, in infected cells eEF1B6 accumula-
ted in a hyperphosphorylated form, due to the phosphorylation
of the protein by the Uy 13 viral gene encoded kinase [153]. This
post-translational modification is conserved in alpha-, beta- or
gamma-herpes viruses that contain UL13 homologues [154],
like the BGLF4 kinase of Epstein—Barr virus [155]. The site
phosphorylated by the viral kinases in eEF1B6 has been
mapped and was reported to correspond to the site phosphory-
lated by the CDKl/cyclin B kinase, serine residue in the
sequence S'**PMR (as numbered after the human sequence).
The authors raised the possibility that the viral kinases mimic
CDK in infected cells [123]. These data lead to the conclusion
that eEF1B6, upon binding to a viral protein and phosphory-
lation by a viral kinase, could be responsible for the global
protein synthesis inhibition of the host cell, and/or allow the
specific translation of viral RNA.

viral partner
(ICPO,TAT)
, [ \‘\\ Host mRNAs
Viral infection eEF1 B m—
Viral RNA
> viral kinase’ (IRES)
unidentified
parines ' Cap mRNAs
Mitosis eEF1B5 memm—-
-~ {
CDK1/eyclin IRES mRNAs

Fig. 12. Schematic representation of the speculative role of eEF1Bd in the
regulation of protein synthesis during viral infection (upper) and during mitosis
(lower). The protein eEF1B& would favor (green arrow) translation initiated at
the internal ribosome entry site (IRES) and inhibit (red arrow) cap-dependent
translation, through ICPO/TAT binding and viral kinase phosphorylation of
eEF1B6 in the case of viral infection, and through binding of a yet unidentified
partner and phosphorylation of eEF1B6 by CDK 1/cyclinB in the case of mitosis.
See text for details. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)



F. Le Sourd et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1759 (2006) 13-31 27

A distinctive feature of viral mRNAs is the presence of an
internal ribosome entry site (IRES) in the 5'UTR, allowing
efficient viral protein synthesis in infected cells in spite of a
severe modification of translation initiation factors induced by
viral proteases that leads to a fast inhibition of cellular protein
synthesis by the canonical cap-dependent pathway (reviews in
[156,157]). The existence of cellular mRNAs containing
functional IRES has become increasingly clear even if their
associated items (IRES trans activating factors) have not
always been characterized (review in [158]). It is noteworthy
that these IRES elements were generally found on mRNA
encoding for proteins whose translation is required when the
vast majority of cellular mRNAs is significantly impaired,
i.e., stress conditions, G2/M transition, and apoptosis. Such
situations are reminiscent of what happens in infected cells
when the translation of host cellular mRNAs is repressed to
the benefit of viral IRES-containing RNA. As viruses act by
hijacking the normal protein synthesis machinery of their host
cells, an attractive speculative hypothesis would be that, in
normal uninfected cells, one (or the) cellular role of eEF1Bo
is to regulate the translation of mRNAs, depending on its
interaction with an as yet unidentified cellular homologue of
Tat or ICPO and its phosphorylation by CDKs in relation to
the stage of the cell cycle (Fig. 12).

4. Conclusion

As shown in this report, eukaryotes have evolved into a
sophisticated complex to, at first glance, merely achieve the
exchange of nucleotides on eEF1A for the elongation step of
protein biosynthesis. Compared to the bacterial apparatus, for
which nucleotide exchange is ensured by a single subunit EF-
Ts, eukaryotic EFIB is a high macromolecular complex
comprising various numbers of subunits depending on species.
Containing two subunits (¢éEF1Ba and eEF1B<y) in yeast,
eukaryotic EF1B reaches its highest complexity in higher
vertebrates where at least five subunits are present: eEF1Ba,
eEF1B61, eEF1B62, eEF 1B+ and the Val-RS. The question of
considering Val-RS as a true subunit and not an associated
protein is currently under investigation although it seems to be
clearly the case in the mammalian factor [54,118].

The most striking characteristic is the occurrence of a family
of nucleotide exchange proteins in the same complex. Whereas
eEF1Ba would be sufficient to ensure the exchange function, as
it appears to be in fungi, the plant complex contains two
exchange subunits (eEF1Ba and eEF1Bp), and the metazoan
factor, three subunits (eEF1Ba, eEF1B61 and eEF1B62).

There is no doubt that eEF1B6 and eEF1Bp have specific
function(s), even in their nucleotide exchange domain, since
they cannot supplement nucleotide exchange deficient yeast.
The major challenge in the coming years will be the discovery
of the physiological function(s) of these subunits as well as their
regulation through phosphorylation. Towards this aim, struc-
tural data would certainly be of help.

Clues for the specific role of the eEF1B6 subunits should
come from further studies on the specification of translation

during viral infections through binding to ICP0O and phosphor-
ylation. Identification of a cellular functional homologue to
ICPO is now a challenge. Furthermore, it would seem valuable
to analyze the implication of eEF1B in IRES regulation during
the cell cycle, specifically during the M-phase.

The key issue is whether elongation rates and elongation
factors have causal roles in regulating the cell cycle. Whatever
the case, the accumulation of information on elongation factors
will ultimately lead to the identification of cancer markers and/
or to targets for cancer therapy.
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Summary

Sea urchin embryo, DNA-damaged cell
cycle checkpoint and the mechanisms at the
origin of cancer development.

Cell division is an essential process for
heredity, maintenance and evolution of all living
kingdom. The sea urchin early development represents
an excellent experimental model for the analysis of cell
cycle checkpoint mechanisms since embryonic cells
contain a functional DNA-damage checkpoint and since
the whole sea urchin genome is available. The DNA-
damaged checkpoint is responsible for the arrest in the
cell cycle when the DNA is damaged or incorrectly
replicated, for the activation of DNA repair mechanism,
and for commitment to cell death by apoptosis in the
case of failure to repair. New insights in cancer biology
lead to two fundamental concepts at the very first
origin of cancerogenesis. Cancers originate from
dysfunction of the DNA-damaged checkpoints and
cancers appear as a result of normal stem cell (NCS)
transformation into cancer stem cell (CSC). The second
one suggests a new definition of “cancer”, when CSC
can be detected, far before any clinical evidence. Since
early development starts from the zygote, the primary
stem cell, sea urchin early development allows analysis
of the early steps of the cancerization process.
Although sea urchins don’t develop cancers, the model
is alternative and complementary to stem cells which
are not of easy isolation, don’t divide in a short time
and don’t divide in synchrony. In the field of
toxicology and incidence on human health, the sea
urchin experimental model allows assessment of cancer
risk of molecules alone or in combination long before
any epidemiologic evidence. Sea urchin embryos were
used for the testing of the worldwide used pesticide
Roundup that contains glyphosate as the active
herbicide agent and that was shown to activate the
DNA-damage checkpoint of the first cell cycle of

Note : Roundup est une marque déposée par Monsanto Company,
St. Louis, USA

development. The model therefore allows considerable
increase in risk evaluation of new products in the field
of cancer and offers a tool for the discovery of
molecular markers for early diagnostic in cancer
biology. Prevention and early diagnostic are two
decisive elements of human cancer therapy.

Résumé

La division cellulaire est essentielle pour
I’hérédité, le maintien et I’évolution du monde vivant.
Lors d'une lésion de I’ADN au cours de la division
cellulaire, les « points de surveillance (=checkpoints)
de 'ADN endommagé » exécutent les fonctions d’arrét
du cycle, de la réparation de 'ADN et de l'orientation
vers la mort cellulaire par apoptose lorsqu'une
réparation est impossible. A 1'origine des cancers, deux
concepts majeurs se renforcent de jour en jour: les
cancers s’initient par un dysfonctionnement des points
de surveillance de ’ADN endommagé et les cancers
naissent de la transformation de cellules souches
«normales » en cellules souches « cancéreuses ». Ce
dernier concept modifie la définition méme des cancers
puisqu’il est démontré qu’'une cellule souche
« cancéreuse » suffit pour générer la tumeur, bien
avant les signes cliniques de la maladie.
Le développement précoce de l'oursin représente un
excellent modele expérimental pour appréhender
I’analyse du fonctionnement des points de surveillance
(checkpoints) du cycle de division et présente
I'ensemble des éléments de régulation comme le
montrent l'analyse du génome complet et l'existence
d’un point de surveillance de ’ADN endommagé tout a
fait opérationnel. Le modele biologique du
développement précoce de loursin, dont [I'ceuf
constitue une cellule souche par excellence, permet
d’aborder l'étude de l'origine de la cancérisation. Dans
le domaine de la toxicologie et de l'implication de
nouvelles molécules en matiere de santé, le modele
peut étre utilisé pour prédire le risque de cancer de
molécules ou de combinaisons de molécules, bien avant



le moindre signe clinique de la maladie. C’est ainsi que
le risque en matieére de cancer d’'un herbicide d’usage
intensif dans le monde, le Roundup? dont le
glyphosate est ’élément actif, a pu étre démontré. Le
modele expérimental de l'embryon d’oursin permet
ainsi de progresser considérablement dans la
prévention des cancers par la connaissance des
produits a risques et d’envisager de nouvelles formes
de diagnostic précoce de la maladie par la mise en
évidence de marqueurs moléculaires. Prévention et
diagnostic précoce sont deux des éléments décisifs de
la lutte contre le cancer.

Introduction

Parmi les modeles marins, l’embryon
d’oursin est un modeéle de choix pour I'étude du
cycle cellulaire, de sa régulation et de son
dysfonctionnement. L’objet de cette revue est
d’exposer les concepts récents en matiere de
points de surveillance (checkpoints) de la
division cellulaire, et de la pathologie essentielle
de leur dérégulation dans les mécanismes
initiaux conduisant aux cancers. Le modeéle
biologique de I'embryon d’oursin permet de
répondre a des questions fondamentales de la
biologie et ouvre des perspectives nouvelles
pour comprendre les mécanismes a ’origine des
cancers. Il procure des outils moléculaires de
prévention des risques et de diagnostic précoce.
Les résultats scientifiques étant tres abondants
dans les différents domaines, nous avons choisi
de référencer le texte avec des articles
scientifiques de revues, en francais s’ils existent,
qui relatent les travaux originaux et les
connaissances approfondies des fonctionnements
des processus biologiques traités. La derniere
partie montre 'intérét du modele expérimental
en matiere de toxicologie et de santé humaine, et
en particulier les effets et leurs conséquences en
matiere de santé, de I’herbicide a base de
glyphosate, le Roundup, trés largement employé
dans le monde.

1- La division cellulaire essentielle pour
I’hérédité, le maintien et 1I’évolution du
monde vivant.

Une des découvertes biologiques
majeures du XIXe siecle réside dans le fait que les
cellules constituent les unités structurales et
fonctionnelles de tous les organismes vivants et
qu’elles proliférent par croissance et division. Il
est admis que toutes les cellules du monde vivant
actuel ont pour origine une cellule ancestrale,
apparue il y a environ 0,9 milliard d’années, qui
a conduit par un continuum de divisions
cellulaires aux organismes actuels dont ’homme
(Cavalier-Smith, 2006). L’unité cellulaire du
vivant, «ex ovo omnia», (fig.1) sert de

fondement conceptuel a la théorie de Darwin de
I’évolution et est la base des grandes découvertes
de la biologie cellulaire et de I’embryologie du
XXe siecle. La division cellulaire est un processus
biologique universel aussi ancien que l’existence
des cellules et probablement le mieux conservé
au cours de I’évolution. Ainsi, la division
cellulaire, qui a chaque cycle de division d’une
cellule mére donne naissance a deux cellules
filles, se perpétue depuis la cellule ancestrale
(fig.1). Elle permet a partir d’'une cellule unique,
I'ceuf, de former les dix mille milliards de cellules
qui constituent un étre vivant tel que ’homme
(Nasmyth, 2001). Parmi les cellules des
organismes parents, les cellules germinales,
spermatozoides et ovocytes, fusionnent pour la
continuité de l’espece (fig.1). Dans l'organisme
humain adulte, un milliard de cellules sont
renouvelées  quotidiennement par autant de
divisions cellulaires pour maintenir I'intégrité de
I'individu (Meijer, 2003).

spermatozoide
Oeuf

O< s 2 D—
r &9

ovocyte

©

cellule
ancestrale

évolution
spéciation

Figure 1. Ex ovo omnia, toute cellule actuelle provient
d’une cellule ancestrale.

La division cellulaire permet ainsi la croissance,
le développement et le maintien de tous les
organismes vivants. Cependant, elle est aussi la
source de pathologies graves, dont les cancers,
deuxieme cause de mortalité dans les
populations des pays développés (Kanavos,
2006). Les grandes avancées de la génétique, de
la biologie cellulaire, de la biochimie, de la
biologie moléculaire et plus récemment de la
génomique permettent d’appréhender les
mécanismes de la division cellulaire en termes de
genes, de protéines codées par ces geénes, de
fonctions cellulaires complexes et de réseaux de
régulations dans lesquels les protéines
kinases/protéines phosphatases jouent un role
prépondérant (Alberts et al.,, 2002). L’étude de
ces mécanismes, dont nous ne sommes qu’a
I’aube de leur compréhension, est essentielle a
notre entendement du monde vivant et a
I’analyse de l'influence de I'’environnement sur
celui-ci. Elle est aussi nécessaire pour la mise en
ceuvre de stratégies de prévention et de thérapie



pour empécher ou traiter les pathologies issues
des déréglements des processus biologiques.

2- Le cycle cellulaire et les points de
surveillance du cycle (=checkpoints).

La division cellulaire est le processus
fondamental par lequel une cellule mere donne
naissance a deux cellules filles, identiques entre
elles et a la cellule mére dont elles dérivent. La
réplication des chromosomes (phase S) et leur
ségrégation dans chacune des cellules filles
(phase M) constituent les deux événements clefs
du cycle cellulaire. Ces phases, S (synthése de
I'ADN) et M (mitose), sont séparées par des
phases G (gap) : G1 qui préceéde la phase S et G2
qui prépare la phase M. Les cellules quiescentes,
en phase GO, entrent dans un cycle cellulaire
sous l'action de facteurs mitogenes. La
découverte des concepts fondamentaux de
fonctionnement du cycle cellulaire, concrétisée
par lattribution du prix Nobel de physiologie et
médecine en 2001 est exemplaire et issue des
différentes approches cellulaires et génétiques de
I’étude du cycle (Nasmyth, 2001). Le prix Nobel a
récompensé Lee Hartwell, pionnier de ’approche
génétique chez la levure, Paul Nurse, découvreur
du gene cdc2 (cell cycle control 2) de la
transition G2-M du cycle chez la levure de fission
et Timothy Hunt pour la découverte de la
protéine régulatrice de cdc2, la cycline, au cours
des divisions précoces embryonnaires chez la
palourde et loursin (Nasmyth, 2001). Par
I'utilisation de quelques modéles biologiques de
choix, tels que les levures, les embryons
d’oursins, les ovocytes d’étoile de mer et de
xénope, ou les cellules de mammiferes en
culture, les mécanismes moléculaires de
I'orchestration du cycle cellulaire par la famille
des protéines kinases dépendantes des cyclines
(CDKs, cyclin dependent kinases) ont été
élucidés. Ces protéines kinases jouent un role
essentiel dans le déclenchement, le controéle et la
succession harmonieuse des différentes phases
du cycle. Elles sont constituées d’une sous unité
catalytique, la kinase, associée a une sous unité
régulatrice, la cycline, et s’activent
séquentiellement pour assurer le bon
déroulement du cycle. Les détails de leur activité
et de leur activation ont fait l'objet de
nombreuses revues (Nasmyth, 2001; Meijer,
2003; Nurse, 2000; Murray, 2004). Le complexe
CDK1 (initialement dénommé cdc2) associé a la
cycline B, s’active pour assurer la transition G2-M
du cycle cellulaire, et représente ’archétype des
CDKs. Des la découverte de CDK1, le concept de
point de contréle du cycle (checkpoint) a
émergé, comme le mécanisme permettant aux
cellules de ne s’engager dans la phase suivante

du cycle que lorsque la précédente est
correctement exécutée. Rapidement, le concept
s’est affiné en « points de surveillance » du cycle
cellulaire dans lesquels s’intégrent non
seulement les éléments effecteurs sur le cycle
(CDKs), mais aussi les éléments de détection des
anomalies, de la transduction du signal et des
effecteurs comme les éléments de réparation des
erreurs de division ou I'engagement des cellules
vers ’apoptose, la mort programmée des cellules
(fig. 2). Il est a noter cependant que plusieurs
auteurs restreignent le point de surveillance au
mécanisme de l'arrét du cycle cellulaire. Nous
privilégions le concept qui englobe l’ensemble
des voies de signalisation entre le stress initial et
les différents acteurs, dont les mécanismes de
détection des erreurs, de leur médiation vers les
voies de transduction qui activent les différents
effecteurs des processus biologiques concernés
(fig.2).

Y
J
Y

Cycle cellulaire ) v A Apoptose

Figure 2. Les étapes schématiques des voies des points
de surveillance du cycle cellulaire.

Les effecteurs des CDKs assurent le bon
déroulement du cycle alors que l’ensemble des
constituants des points de surveillance est
mobilisé en cas d’erreurs, soit dans les phases de
duplication des chromosomes (ADN non répliqué
ou endommagé), soit au moment de leur
ségrégation (points de surveillance du fuseau de
division). Les cellules étant soumises en
permanence a des agents lésant I’ADN, tels que
les radiations ionisantes ou des molécules issues
du métabolisme cellulaire lui-méme, et la
réplication a chaque cycle de division des trois
milliards de bases que constitue le génome
humain ne s’effectuant pas sans erreurs
inhérentes a tout processus biologique, les points
de surveillance sont les mécanismes
fondamentaux du maintien de lintégrité du
génome. A ce jour, plus de cent acteurs
protéiques des points de surveillance du cycle
cellulaire sont identifiés et font I'objet de
nombreuses publications. Les acteurs et



mécanismes des points de surveillance de ’ADN
endommagé ou non répliqué sont les plus
documentés (Kastan & Bartek, 2004; Sancar et
al., 2004), non seulement pour Ileur roéle
biologique fondamental, mais aussi pour leur
role dans la genése de pathologies comme les
cancers (Kastan & Bartek, 2004; Hartwell &
Kastan, 1994). La figure 3 présente les acteurs
moléculaires identifiés des points de surveillance
de ’ADN endommagé, classés selon leur fonction
et les cibles terminales dans le déroulement du
cycle cellulaire. La mobilisation des points de
surveillance de 'ADN endommagé provoque un
ralentissement ou un arrét du cycle cellulaire et
active la machinerie tres sophistiquée de
réparation de ’ADN (Sancar et al., 2004; Wang &
Cho, 2004; Houtgraaf et al, 2006; Lisby &
Rothstein, 2004). Les mécanismes de Ila
réparation sont multiples et dépendent du type
de l'endommagement (Sancar et al, 2004).
Lorsque la réparation est effective, I'inhibition de
la progression dans le cycle cellulaire est levée.
Lorsque la réparation échoue, par exces de
dommages ou défaut génétique de la machinerie
de réparation, l'arrét du cycle peut étre
permanent et conduire a la sénescence,
I’apoptose ou la cancérisation (Kastan & Bartek,
2004; Schultz et al., 2000; Massague, 2004; Liu et
al., 2003).
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Figure 3. Les composants du point de surveillance de
’ADN endommagé et les phases d’inhibition du cycle
cellulaire (d’apres Sancar et al.,, Annu. Rev. Biochem,
2004).

L’apoptose, la mort programmée des
cellules, permet I’élimination de la tres grande
majorité des cellules dont ’ADN est endommagé
et non réparé (Norbury & Zhivotovsky, 2004).
Ainsi, lorsque le point de surveillance de 'ADN
endommagé est mobilisé, les protéines kinases
ATM/ATR orchestrent la réponse (voir fig. 3).
Elles inhibent la progression du cycle cellulaire

par une voie de phosphorylation impliquant les
protéines kinases Chk1/Chk2, engagent la
réparation par les protéines RPA, BRCAl et la
phosphorylation de H2AX et activent la voie
apoptotique des caspases par l'intermédiaire de
la protéine p53 (Nyberg et al, 2002).
L’acquisition par les cellules de la résistance a
I’'apoptose favorise l'instabilité génétique et ses
conséquences au cours du processus de la
cancérisation (Kastan & Bartek, 2004; Sawyers,
2004).

La découverte des proto-oncogénes et des
geénes suppresseurs de tumeurs, genes cellulaires
dont la surexpression ou une altération
génétique favorise ou méme, comme dans le cas
de c-myc est suffisante pour conduire au cancer,
a fourni une base au concept de lorigine
génétique du cancer dans les dernieres
décennies. La relation entre les oncogenes et les
mécanismes de la surveillance du cycle cellulaire,
soit parce que les oncogénes sont des éléments
des pojnts de surveillance, soit parce qu’ils
agissent sur ceux-ci par des voies de signalisation
cellulaire, mene au nouveau concept de
I'instabilité génétique des cellules permettant le
processus de la cancérisation (Blanchard, 2003).

3- Points de surveillance et cellules
souches a ’origine des cancers.
Deux concepts fondamentaux ont

progressivement émergé au cours des deux
dernieres décennies. Le premier est le role des
points de surveillance du cycle cellulaire a
lorigine des cancers, et le deuxieme plus récent,
est que les cancers ont pour origine des cellules
souches.

Bien que I'aneuploidie, une mauvaise répartition
des chromosomes, caractérise beaucoup de
cellules tumorales et résulte du
dysfonctionnement du point de surveillance du
fuseau mitotique, il parait de plus en plus
évident que I'aneuploidie est la conséquence de
la cancérisation plutdt que son origine
(Malmanche et al.,, 2006; Lopes & Sunkel, 2003;
Kops et al, 2005). En revanche (fig. 4),
I'implication des points de surveillance de I’ADN
endommagé ou non correctement répliqué est
généralement reconnue comme la source initiale
de la cancérisation (Kastan & Bartek, 2004;
Massague, 2004). La genése d’un cancer nécessite
6 a 8 mutations qui conferent aux cellules
cancéreuses leur propriétés I'instabilité
génétique, 1’échappement au controle par les
facteurs externes, I'induction de I'angiogenése et
la propriété de migration pour former les
métastases. Les points de surveillance de ’ADN
endommagé ou incorrectement répliqué assurent
le maintien de l'intégrité du génome. Ainsi, les



cellules qui échappent au controOle des points de
surveillance, soit parce qu’'un mécanisme de
surveillance est affecté par l'erreur de division,
soit parce que I’ADN n’a pas été correctement
réparé, acquierent Ulinstabilité génétique qui
permet par un processus de sélection de
conduire aux tumeurs et aux cancers (Kastan &
Bartek, 2004; Massague, 2004). Au cours de cette
sélection, elles acquierent 1la  possibilité
d’échapper a I'apoptose (fig. 4). Trois a quatre
décennies peuvent s’écouler entre le stress initial
et les signes cliniques de cancers, a l’exception
de cancers a évolution rapide pour lesquels un
ou plusieurs éléments de la machinerie des
points de surveillance est génétiquement affecté.
Par exemple, dans le cas du rétinoblastome, la
protéine Rb est génétiquement affectée et
provoque une tumeur hautement maligne de la
rétine chez le nourrisson et ’enfant. La protéine
Rb est l'un des effecteurs du point de
surveillance de la transition G1/S (Wang et al,
2001). Puisque 80 % des cancers sont considérés

de source non génétique, c’est-a-dire sans
prédisposition génétique initiale (Kanavos,
2006), les mécanismes endogenes ou

environnementaux qui lesent ’ADN géneérent les
mutations nouvelles qui rendent les points de
surveillance inefficaces et induisent l’instabilité
génétique transmissible aux cellules filles.
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Figure 4. Schéma général de la réponse a I’ADN
endommagé ou non répliqué sur la destinée de la
cellule. Les cellules réparent leur ADN ou s’orientent
vers l’apoptose. Les cellules acquiérent linstabilité
génétique par les dommages dans les voies de
signalisation des points de surveillance. Celles qui
échappent au contrbole de I’apoptose par de nouveaux

dommages génerent le cancer ( d’apreés Kastan et
Bartek, nature, 2004).

L’origine du cancer au niveau des cellules
souches constitue le deuxiéeme  concept
émergeant depuis quelques années (fig. 5).

Relations cellules souches et cancer.
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Figure 5. Relations entre les cellules souches identifiées
et des cancers avérés (d’apres Ratajczak et al., 2000).

Ainsi, les cellules souches sont a l'origine de
cancers (fig. 5). Lors des anomalies de leurs
divisions ou lorsqu’elles sont affectées au niveau
de leur ADN, soit par le métabolisme naturel, soit
par les agents carcinogénes, elles acquierent
Iinstabilité génétique. Elles sont alors des
cellules pré-cancéreuses et se transforment
progressivement par un mécanisme de sélection,
en cellules souches cancéreuses qui génerent
alors le(s) cancer(s). A partir de 'oeuf, 'embryon
est constitué de cellules souches totipotentes,
capables de se différencier en tous les tissus d’'un
organisme, qui deviennent progressivement
multipotentes aptes a se différencier en un ou
quelques types cellulaires (fig. 6 ; gauche). Les
cellules souches normales sont multipotentes
indifférenciées et capables de se renouveler
indéfiniment, elles sont retrouvées dans la
plupart des tissus humains et en assurent le
maintien (Reya et al., 2001; Sell, 2004; Pardal et
al., 2003) grace a leur propriété d’auto
renouvellement (fig. 6; gauche). Elles sont alors
des cellules souches adultes progénitrices des
différentes cellules des tissus différenciés (fig. 6).
Dans un nombre croissant de cancers, des
cellules souches dites « cancéreuses » sont
découvertes et caractérisées, renforcant le
concept que les cancers prennent naissance dans
les cellules souches (Sell, 2004; Pardal et al.,
2003; Ratajczak et al., 2006; Beachy et al., 2004).
Les tumeurs se développent et sont entretenues
par l'auto renouvellement des cellules souches
cancéreuses qu’elles contiennent (fig. 6; droite).
De nombreuses données expérimentales récentes,
dont des exemples sont illustrés la figure 5,
viennent renforcer le conceptdes cellules
souches cancéreuses a lorigine de nombreux
cancers. Cependant, il n’est pas exclu qu’un



cancer puisse aussi étre généré a partir de la
dédifférenciation de cellules tissulaires ou
progénitrices (fig. 6 droite). Les propriétés de
migration des cellules souches cancéreuses
expliquent les métastases et le développement
des tumeurs secondaires (Sell, 2004; Pardal et al.,
2003; Ratajczak et al., 2006; Beachy et al., 2004).
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Figure 6. Les cellules souches a ’origine des cancers.
Gauche : Les cellules souches embryonnaires donnent naissance
aux cellules souches progénitrices qui assurent le
renouvellement tissulaire en se différenciant en cellules
matures. Droite: par mutations, en particulier par
endommagement de I’ADN, les cellules souches normales
donnent naissance aux cellules souches précancéreuses puis
par évolution clonale aux cellules souches cancéreuses. Les
dernijéres forment les tumeurs et assurent leur renouvellement
(d’apres Pardal et al., Nature reviews, 2003). Il n’est pas exclu
que des cellules matures a faible taux de renouvellement
puissent se dédifférencier pour donner des cellules souches
précancéreuses.

Ces concepts ont deux implications
importantes. D’'une part, dans la définition méme
du «cancer », terme jusqu’alors utilisé lorsque
les signes cliniques apparaissent, et qu’il faut
maintenant reconsidérer dans la mesure ou, les
cellules souches elles-mémes sont « cancéreuses »
des lors qu’elles ont acquis les propriétés pour
générer un cancer. D’autre part, ces concepts
changent radicalement les perspectives
thérapeutiques, non seulement pour la
prévention, car tout agent qui agit sur 'un des
mécanismes des points de surveillance est
potentiellement cancérigene, mais aussi pour la
détection précoce de cancers pour laquelle la
détection des cellules souches cancéreuses serait
un excellent critére, et enfin pour les stratégies
de traitement qui doivent s’orienter vers
I’élimination ciblée de ces cellules souches
cancéreuses (Sell, 2004; Pardal et al., 2003;
Ratajczak et al., 2006; Beachy et al., 2004).

4- L’oursin, un modele biologique de choix
pour étudier les relations entre les
éléments des points de surveillance de
I’ADN endommagé.

La complémentarité des approches,
génétiques chez les levures, biochimiques et
cellulaires dans des extraits ovocytaires ou
embryonnaires précoces (xénope, oursin, étoile
de mer, palourde), a permis 1’explosion rapide
des connaissances dans le domaine des acteurs
du cycle cellulaire et de leur régulation (cf.
partie 2). Parmi les modéles biologiques de choix,
les ovocytes des invertébrés marins se sont
révélés pertinents pour aboutir aux concepts
actuels de la régulation du cycle cellulaire
(Nurse, 2000; Dorée, 2003). L’abondance du
matériel biologique et la disponibilité d’ovocytes
et de gametes arrétés physiologiquement a des
stades précis, et pouvant poursuivre le cycle
cellulaire de facon synchrone par stimulation
naturelle, constituent les raisons majeures de la
pertinence des modeles ovocytaires. La
fécondation provoque de maniere naturelle
I'entrée des gametes dans le cycle cellulaire et
des divisions synchrones des cellules sans qu’il
soit nécessaire d’y adjoindre des drogues ou des
facteurs de croissance. Le fait que les gametes
d’oursin aient achevé leur méiose avant la
fécondation et soient arrétés en phase G1 du
cycle cellulaire (fig. 7) confére au modele un
avantage particulier par rapport aux autres
métazoaires dont les gametes sont arrétés en
métaphase de la seconde division méiotique. La
fécondation de l'oursin (fig. 7) permet I’analyse
des voies biochimiques de régulation du cycle
cellulaire sans interférence avec les mécanismes
d’achévement de la méiose comme c’est le cas
dans les modeéles alternatifs des embryons, dont
le xénope ou la souris (Gilbert, 2003).
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G1 S/G2/M S/M G1/SIG2/IM
t >

1ére division mitotique cycles rapides cycles lents

Régulation traductionnelle Traduct?or? et
et post-traductionnelle Transcription

Figure 7. Le développement précoce de 'oursin.

L’obtention récente du génome complet
de Strongylocentrotus purpuratus (Sodergren et
al.,, 2006) montre que 'oursin posséde les génes
orthologues impliqués dans la régulation du
cycle cellulaire, dans les points de surveillance,
la réparation de 'ADN endommagé et ’apoptose
(Fernandez-Guerra et al., 2006; Robertson et al.,
2006). La disponibilit¢ du génome complet



donne accés aux approches de génomique
fonctionnelle  facilitant les  études  des
mécanismes moléculaires du cycle cellulaire et
des voies reliant la détection, la transduction et
les effecteurs des points de surveillance, en
particulier des points de surveillance de I’ADN
endommagé.

L’ceuf étant la cellule souche par
excellence qui conduit a un organisme complet
(Sell, 2004), le développement précoce de
Poursin (fig. 7) offre un modele de choix pour
comprendre les premieres étapes de la
transformation de la cellule souche en cellule
souche « cancéreuse ». Les divisions précoces
offrent I’avantage d’étre rapides. La premiere
division est compléete en 2 heures avec les
transitions G1-S et G2-M. Les 4 ou 5 divisions
suivantes sont rapides avec une succession des
phases S et M puis plus lentes avec I'apparition
des phases G1 et G2. Les premieres divisions
jusqu’au stade morula obtenu en 6 heures sont
régulées par des modifications traductionnelles
et post-traductionnelles sans nécessité de
nouvelles transcriptions. Le stade d’une blastula
nageante est observé a 20 heures et poursuit le
développement jusqu’au stade adulte (Glibert,
2003). Les embryons sont observés au
microscope et la coloration de ’ADN permet de
suivre par fluorescence 1’évolution nucléaire,
d’abord de la téte du spermatozoide et du noyau
de l'ovule puis des cycles de division nucléaire
(Marc et al., 2002 ; fig. 7). Bien évidemment, et
puisque les oursins ne développent pas de
cancers, le modéle complete celui constitué par
les cellules souches humaines, le plus approprié
mais dont I'isolement est difficile du fait de leurs
présences en trés faible quantité, et dont les
divisions sont longues et naturellement
asynchrones (Sell, 2004), méme si il est possible
de les obtenir a partir de cellules différenciées
(Egli et al., 2007). Dans le modele de 1’oursin, la
régulation du cycle cellulaire est bien
documentée, en revanche, les acteurs des points
de surveillance n’en sont qu’a leur premieres
caractérisations fonctionnelles. L’existence méme
de points de surveillance était controversée. Les
premieres évidences de leur existence dans les
cellules embryonnaires précoces proviennent des
expériences montrant linhibition du premier
cycle cellulaire par une action inhibitrice de
I’activation de CDK1/ cycline B ayant pour effet
un blocage de la transition G2 -M du cycle (Marc
et al., 2002). Cet effet a été obtenu sous 1’action
d’un pesticide d’usage courant (voir partie 5). La
voie de transduction passant par la protéine
phosphatase CDC25 pour empécher I'activation
de CDK1/ cycline B, s’est révélée fonctionnelle
(Marc et al., 2004a). Par l'utilisation d’agents

lésant I’ADN, la fonctionnalité du point de
surveillance G2 -M en réponse a
'endommagement de I’ADN a été établie (Le
Bouffant et al., 2006, 2007, fig. 8). Et récemment,
par I'utilisation de génotoxiques, la
fonctionnalité de la voie apoptotique a été
démontrée ainsi que celle de la réparation de
I’ADN (Le Bouffant et al.,, 2007, fig. 8). Ainsi le
modele oursin permet I’étude fonctionnelle de
I’ensemble des voies de signalisation du point de
surveillance de ’ADN endommagé. Cette étude
est d’autant plus prometteuse que des extraits in
vitro reproduisant des évenements observés in
vivo a différentes phases du cycle et/ou de
I’activation des points de surveillance peuvent
étre préparés et ont été expérimentalement
probants pour des études antérieurs du cycle
cellulaire. Des extraits interphasiques ont permis
I’analyse de la re-formation du noyau (Collas,
2000), de la synthese d’ADN en phases G1 et S
(Zhang & Ruderman, 1993), des évenements de
la phase M (Collas, 1998). Les études
fonctionnelles dans de tels extraits sont
réalisables par des expériences de
déplétion/complémentation de protéines,
facilittes par la connaissance du génome
complet, et par addition d’effecteurs spécifiques
des voies de signalisation.
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Figure 8. Le point de surveillance de ’ADN endommagé
fonctionnel dans les embryons d’oursin (d’apres Le
Bouffant et al.,, CMLS, 2007)

Le modele des embryons précoces
d’oursin devrait permettre I’étude fonctionnelle
des voies de signalisation du point de
surveillance de I’ADN endommagé, et de son
déreglement pouvant conduire aux propriétés
des cellules souches «cancéreuses » Ces
recherches sont complémentaires des approches
génétiques, et nous postulons que cette
convergence d’approches sera aussi fructueuse
que celle qui a permis lidentification et la
caractérisation fonctionnelle des acteurs du cycle
cellulaire (Nasmyth, 2001).



5- Le modele de I’embryon d’oursin et la
toxicité du Roundup

Un des challenges majeurs de la
toxicologie est la détermination des risques en
matiére de santé d’une exposition a un ou
plusieurs produits apparemment sans
conséquence immédiate (de Rosa et al., 2004). En
particulier, la question se pose pour ’emploi de
pesticides (Barr et al, 1999) dont certains,
comme le Roundup sont utilisés a tres grande
échelle dans le monde dans des applications
domestiques, de services ou agricoles. L’emploi
du Roundup ¢s’intensifie du fait du
développement mondial des organismes
génétiquement modifiés (OGM) rendus tolérants
au Roundup (Blackburn & Boutin, 2003). Depuis
les premiéres mises sur le marché du Roundup
en 1975, les risques sur l’environnement et la

santé publique étaient considérés comme
négligeables (Williams et al., 2000).
Le Roundup contient le glyphosate,

molécule active comme désherbant, associé a des
produits de formulation jouant le roéle de
surfactants et de perméabilisants (Williams et al.,
2000). Lors de I'exposition d’ embryons d’oursin
a différents cocktails de pesticides, le Roundup,
d’usage courant et disponible aisément dans les
commerces, a été choisi initialement comme
controle non toxique pour sa réputation de
sécurité, largement entretenue par les campagnes
de publicité. De facon inattendue, le Roundup
s’est révélé agir sur le déroulement de la division
cellulaire, a des doses bien inférieures (500 a
2500 fois) a celles recommandées par le
fabricant en usage herbicide (Marc et al., 2002 ;
2003 ; 2004a; 2004b). L’analyse de l’action du
produit sur la premiere division de ’embryon
d’oursin montre que le Roundup inhibe
Pactivation = du complexe CDK1/ cycline B,
complexe protéique terminal du point de
surveillance de 'ADN endommagé (cf. partie 3).
L’effet du Roundup s’explique par son contenu
en glyphosate et nécessite la présence de
produits de formulation qui permettent son
entrée dans les cellules (Marc et al.,, 2002). La
connaissance de l'universalité des mécanismes
des points de surveillance du cycle cellulaire a
permis de suggérer qu’il pouvait y avoir un
risque en santé humaine (Marc et al., 2002) et a
justifié 1’alerte des autorités de tutelles en 2002.
L’effet est analogue pour différentes formulations
contenant le glyphosate (Marc et al., 2004b). Le
pesticide affecte la synthése de I’ADN et aboutit a
I'inhibition de l’activation de CDK1/ cycline B
par la voie de transduction impliquant Ila
protéine phosphatase CDC25 (Marc et al,
2004a).

La toxicité du Roundup a aussi été
démontrée au niveau de la transcription dans le
modeéle de 'oursin (Marc et al., 2005), au niveau
d’enzymes du métabolisme des hormones
stéroides dans des modeles cellulaires humains
(Richard et al, 2005) y compris des cellules
embryonnaires en culture (Benachour et al,
2007), et dans des écosystemes reconstitués
(Relyea, 2005). Des effets sur le cycle cellulaire et
le point de surveillance de ’ADN endommagé ont
été démontrés dans un modele in vivo de
poissons (Cavas & Konen, 2007). Le Roundup est
toxique sur des cultures de cellules de
kératinocytes humaines (Gehin et al, 2006)
probablement en relation avec le point de
surveillance de ’ADN endommagé. Le Roundup
est déversé massivement par voie aérienne sur
des cultures en Amérique du Sud (Solomon et
al., 2007), touchant avec évidence I’ADN et le
point de surveillance de ’ADN endommagé chez
I’homme (Paz-y-Mino et al., 2004).

Roundup
(glyphosate en formulation)

J

ADN

l

Point de surveillance de ’TADN endommagé
(transition G2/M)

l

Mécanismes a l'origine des cancers

Figure 9. Représentation schématique des effets du
Roundup, herbicide a base de glyphosate, sur 'ADN, le
point de surveillance de '’ADN endommagé et par voie
de conséquence sur les mécanismes a lorigine des
cancers (cf. texte).

Avec l'accumulation des évidences
expérimentales liant l'origine des cancers avec
I’acquisition de l'instabilité génétique des cellules
qui échappent au point de surveillance du cycle
cellulaire et affectent des cellules souches (cf.
partie 3), les résultats obtenus sur le modele
pertinent du développement précoce de 'oursin
(cf. partie 4) sont révélateurs de conséquences
en matiere de santé humaine. En prenant en
compte la définition émergeante du cancer, des
le début de la tumorigenese (cf. partie 3), le
Roundup est incontestablement un agent
cancérigene (fig. 9). Lorsqu’elles seront possibles,
les études épidémiologiques  permettront
d’estimer l'incidence du produit sur les différents
types de cancers, en particulier les cancers des



voies respiratoires puisque le produit pulvérisé
contient la formulation a des concentrations tres
supérieures a celles qui activent le point de
surveillance de ’ADN endommagé.

Le modele biologique de I’embryon
d’oursin permet d’évaluer les risques de
toxicologie a long terme en matiere de cancer. Il
peut donc étre a la base d’'une méthode cellulaire
et moléculaire fiable de la mesure du potentiel
cancérigene de substances ou de combinaisons
de substances, un probléme majeur de la
toxicologie actuelle, fournissant une évaluation
beaucoup plus précoce que les études
épidémiologiques qui ne peuvent s’effectuer qu’
a posteriori (Marc et al, 2003). Dans une
perspective d’application a grande échelle, la
mise au point d’extraits acellulaires mimant in
vitro le point de surveillance de T’ADN
endommagé, parfaitement réalisables a partir des
embryons, sera d’un intérét majeur (Marc et al,
2003).

Conclusions

Apres un apport important du modele du
développement précoce de l'oursin dans les
connaissances et concepts du cycle cellulaire et
de sa régulation, le modele apparait prometteur
pour l’étude des voies biochimiques des points
de surveillance (checkpoint) dont celui de ’ADN
endommagé. Il permet d’étudier les mécanismes
de détection de I’ADN 1ésé, leur transduction
jusqu’aux effecteurs du cycle cellulaire, de la
réparation et de l'apoptose. Les perspectives
importantes se situent dans la compréhension
des mécanismes initiaux de la cancérisation, de la
prévention et du diagnostic précoce de la
maladie. Le modele offre également Ila
perspective de criblage a haut débit et surtout en
temps tres court de produits a potentiel
cancérigene, bien avant les signes cliniques de la
maladie, et ceci, avant méme le développement
et 'utilisation industrielle de ces produits.
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RESUME

La division cellulaire est un processus physiolagigextrémement régulé et la
moindre anomalie entraine la mobilisation de pailgsurveillance. Lorsque qu’un probléme
survient dans le contrdle de la division, cela pentrainer I'apparition de pathologie grave
comme le cancer. L'étude de l'implication des facsede traduction lors de la mobilisation
des points de surveillance a été realisée en andfiles atouts du modéle de I'embryon
d’oursin.

Les travaux réalisés au cours de cette these, ontrénque le point de surveillance de
I'ADN endommagé (arrét du cycle-réparation-apoptésat fonctionnel des le premier cycle
suivant la fécondation dans I'embryon d'oursin. Nauons également mis en évidence que
dans les embryons d'oursin, la phosphorylation ad@rbtéine elF& est impliquée dans
laugmentation de synthése protéique induite pafétandation et dans linhibition de
synthese protéique induite par un traitement anecnoolécule alkylant ’ADN, le MMS.

Nos études montrent que la protéine 4E-BP, un itghib de la traduction, est
surexprimée et fonctionnelle en réponse a la neatibn du point de surveillance de I'ADN
endommagé par une molécule radiomimétique (bléameyca un stress hypoxique ou lors de
I'exposition a un métal lourd (Chromelll) dans Iteyon d’oursin. Enfin, nous démontrons
gue lors du traitement des embryons par le MMS ngnduit pas de surexpression de 4E-BP,
la protéine elF4G est modifieée, dégradée ou clbaden la dose de drogue utilisée.

Nos études renforcent l'intérét et les connaissasce I'implication des facteurs de
traduction lors de la mobilisation des points devsilance du cycle cellulaire dans
'embryon d’oursin mis en situation de stress etl@ndommagement de I'ADN. Ainsi les
résultats obtenus permettent de poser les basewuleelles régulations des facteurs de
traduction elF4E et elF4G et de leur inhibiteur BIE-permettant de contrdler la synthése
protéique lorsque la cellule va s'engager dansiede survie ou de mort cellulaire.

ABSTRACT

Cell division is a highly regulated process and mvhaeproblem occurs, the cell cycle
checkpoints are activated. When cell cycle cheaksare defective, pathological disease, as
cancer, can occur. The implication of translatiantdérs during checkpoints activation was
studied in sea urchin embryo model.

The work realized during this PhD demonstrated actional DNA damage
checkpoint during the first cell division of se&zhin embryo. The elk2 phosphorylation was
shown to be implicated in translational activatiafter fertilization and in translation
inhibition after MMS treatment, a DNA alkylating hecule.

This study shows an expression of functional 4EpBétein, a translational inhibitor,
after induction of DNA damages by radiomimetic d{bteomycin), hypoxic stress or heavy
metal (Chromiumlll) treatment in sea urchin embrWe demonstrated that, after MMS
treatment, which doesn’t induced 4E-BP expressibe, elF4G protein was modified,
degraded or cleaved as a function of drug dose.

Our work support interest and knowledge on tramsiat factors implication when
checkpoint was mobilisated after DNA damages dulzglstress in sea urchin embryo. These
results are a starting point to study new regutatiof translational factors elF4E, elF4G and
4E-BP when cell is directed toward survival or ckdhth pathways.
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