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Introduction



Chapltre 1:

L'élongation de la
synthese proteique



La synthése protéique est importante au sein d'une cellule. Les protéines
représentent plus de la moitié de la masse seche totale et leur synthése est capitale pour la
division et la différenciation cellulaires ainsi que pour I'hnoméostasie. Elles possédent des fonctions
essentielles et variées: protéines enzymatiques, protéines structurales, protéines de sécrétion
(hormones, immunoglobulines...). Cette multiplicité de fonction nécessite des mécanismes
moléculaires de régulation.

L'expression des genes jusqu'a la production de protéines actives peut étre
contrblée a quatre niveaux:
1-transcriptionnel: transcription ou non d'un gene donné
2-post-transcriptionnel:  épissage des ARN messagers (ARNm), maturation, stabilité,

localisation...
3-traductionnel: ARNm traduit ou masqué, état de la machinerie de traduction
4-post-traductionnel: phosphorylation, glycosylation...

L'ensemble de ces niveaux est soumis a des régulations fines, et en particulier la
traduction, sur laquelle porte plus spécifiquement notre étude. La traduction des messagers est
constituée de trois phases, l'initiation, I'élongation et la terminaison. Nous nous intéressons
principalement a I'étape d'élongation et a ses régulations. En effet, si I'étape d'initiation est
particulierement bien documentée dans la littérature, I'élongation et surtout sa régulation sont
moins bien connues. Nous étudions le facteur d'élongation eEF-1 de la synthese protéique, d'une
part au niveau de sa structure et d'autre part au niveau de sa fonction a travers la régulation de
I'élongation de la synthese protéique.

Nos recherches ont été réalisées a partir de I'embryon d'oursin au cours du
développement précoce, modele de choix pour I'étude de la régulation de I'expression des génes
aux niveaux traductionnel et post-traductionnel.

En introduction & nos résultats, nous établirons un bilan des connaissances sur
I'élongation de la synthése protéique puis nous aborderons le modéle expérimental, les embryons
d'oursin.



|- Situation de I'élongation dans la synthese
protéique

La synthése protéique est un événement biochimique majeur indispensable au
maintien de la vie cellulaire. Elle fait intervenir une machinerie trés élaborée dans laquelle plus de
200 molécules sont impliquées (revue dans Merrick et Hershey, 1996). Parmi ces molécules, sont
recensés les ARN messagers (ARNm), les ribosomes, les ARN de transfert (ARNt), les
synthétases ainsi que les facteurs de traduction (revue dans Merrick et Hershey, 1996; Pain,
1996; Proud et Denton, 1997; Clemens et Bommer, 1999). La traduction d'un messager comporte
trois phases successives, l'initiation, I'élongation et la terminaison (Figure 1). L'initiation permet le
recrutement d'un ARNm dans un ribosome et spécifie la phase de lecture de cet ARNm. La phase
d'élongation réalise I'addition séquentielle d'acides aminés a I'extrémité carboxyterminale de la
chaine polypeptidique naissante. La chaine peptidique sera ensuite libérée lors de la terminaison.

Initiation Elongation Terminaison

elFs et Méthionyl-ARNt eEFs et aminoacyl-ARNt eRFs

O O ‘ polypeptidique
408 . /
\ g

ribosome
80S

Figure 1: Les trois phases de la synthese protéique.

Ces trois phases mettent en jeu des facteurs spécifiques, elFs (eucaryotic Initiation Factors), eEFs (eucaryotic
Elongation Factors), eRFs (eucaryotic Releasing Factors).



A- Initiation de la synthese protéique

Au cours de la phase d'initiation, la machinerie de traduction sélectionne un ARNm
et forme un complexe ribosomal de 80S dans lequel I'anticodon de I'ARNt Méthionine "initiateur"
(ARNt-Met-i) intéragit avec le codon initiateur. Cette interaction établit précisément le cadre de
lecture du messager. L'initiation est un processus extrémement complexe qui nécessite
I'intervention d' au moins 11 facteurs d'initiation (elFs) ainsi que de I'énergie sous forme de GTP
et d'ATP (Moldave, 1985; Merrick et Hershey, 1996). Nous allons présenter brievement dans
cette partie les différentes étapes ainsi que les différents facteurs impliqués dans la phase
d'initiation (revue dans Moldave, 1985; Hershey, 1991; Merrick et Hershey, 1996; Pain, 1996).
Les étapes schématisées sur la figure 2 sont:

Etape 1- dissociation des ribosomes et accumulation des sous-unités ribosomales 40S et 60S
Etape 2- formation d'un complexe contenant le facteur elF2, du GTP et I'ARNt-Met-i et liaison
de ce complexe ternaire a la sous-unité ribosomale 40S afin de former le complexe de préinitiation
43S

Etape 3- liaison de ce complexe sur 'ARNmM suivie par son positionnement sur le codon initiateur
correct AUG

Etape 4- fixation de la sous-unité ribosomale 60S afin de former le complexe 80S sur le codon
initiateur, fin prét a débuter la phase d'élongation. A cette étape, le complexe 80S ne contient plus
de facteurs d'initiation.

L'initiation débute par I'utilisation de la petite sous-unité ribosomale 40S,
maintenue dissociée de la sous-unité 60S. Trois facteurs d'initiation contribuent & maintenir ces
deux sous-unités dissociées. Les facteurs elF1A et elF3 se lient a la sous-unité 40S afin de
prévenir sa réassociation avec la sous-unité 60S (Goumans et al., 1980; revues dans Moldave,
1985; Merrick et Hershey, 1996; Pain, 1996). Le facteur elF1A empéche la dimérisation des sous-
unités 40S (Goumans et al., 1980). Le facteur d'initiation elF6 se fixe sur la sous-unité 60S évitant
ainsi toute reassociation avec la sous-unité 40S (revue dans Moldave, 1985; Merrick et Hershey,
1996).
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Figure 2: Initiation de la synthése protéique chez les eucaryotes.

L'initiation comprend quatre étapes principales: la dissociation des sous-unités ribosomales (Etapel), la formation du
complexe de préinitiation 43S (Etape 2), la liaison de ce complexe sur le messager puis le positionnement sur le
codon initiateur AUG (Etape 3) et la fixation de la sous-unité ribosomale 60S formant ainsi le complexe 80S prét a
démarrer I'étape d'élongation (Etape 4). Ces étapes nécessitent la mise en place de facteurs d'initiation spécifiques qui
sont mentionnés sur le schéma.



L'ARNt Méthionine initiateur forme un complexe ternaire ARNt-Met-i-elF2-GTP,
stabilisé par les facteurs d'initiation elF2C et elF3 (Gupta et al., 1990). Le facteur elF2C évite la
libération du complexe ternaire de I'ARN (Roy et al., 1988). Ce complexe ternaire se lie alors a la
sous-unité 40S afin de former le complexe de préinitiation 43S. Les facteurs elF1A et elF3
stabilisent la liaison du complexe ternaire et sont présents dans le complexe de préinitiation 43S
(Trachsel et al., 1977; Benne et Hershey, 1978; Goumans et al., 1980).

Deux types de mécanismes de reconnaissance du codon initiateur existent chez les
eucaryotes. Pour la majorité des messagers, le complexe de préinitiation se fixe a I'extrémité 5' et
avance sur I'ARNm dans le sens 5'/3" jusqu'a ce qu'il rencontre le codon initiateur AUG (Kozak,
1989; Altmann et Trachsel, 1993; Kozak, 1994). Ce mécanisme est dépendant de la coiffe (cap) et
fait intervenir le facteur elF4F, complexe trimérique constitué de elF4E, elF4A et elF4G. La
formation de ce complexe elF4F est nécessaire pour le dépliement des structures secondaires des
messagers et pour établir la liaison au ribosome (revue dans Cormier, 2000; Caraglia et al., 2000).
Le facteur elFAE s'associe avec la coiffe a I'extrémité 5' du messager. C'est le facteur limitant dans
la mise en place du complexe trimérique (Sonenberg et Gingras, 1998). Le facteur elF4A posséde
une activité hélicase permettant I'élimination des structures secondaires en coordination avec le
facteur elF4B. Le facteur elF4G forme un pontage entre elF4E et elF3 dirigeant ainsi le
recrutement du complexe 43S sur I'ARN. Ce facteur aide également a la liaison de elF4A sur le
complexe. Le recrutement de nouvelles molécules de elF4A et elF4B évite d'autres repliements
secondaires susceptibles de géner la migration du complexe de préinitiation jusqu'au codon AUG
de départ. Les nucléotides se trouvant dans I'environnement proche du codon AUG, identifiés par
Kozak (1989, 1991), permettent d'arréter le glissement (scanning) de la sous-unité 40S au niveau
du codon d'initiation. L'autre mécanisme de reconnaissance du codon AUG consiste en une
fixation du ribosome sur un site interne du messager appelé IRES (Internal Ribosome Entry Site)
(Pelletier et Sonenberg, 1988). Ce procédé ne nécessite pas la reconnaissance du cap et/ou le
glissement sur le messager; le complexe 40S-Met-ARNt initiateur se fixe directement sur un site
interne IRES. Ceci est observé pour des messagers viraux qui ne possedent pas de coiffe en 5' et
existe pour un petit nombre de messagers cellulaires (c-myc (revue dans Clemens et
Bommer,1999); ornithine décarboxylase (Pyronnet et al., 2000)...).

La libération de tous les facteurs du complexe de préinitiation permet aux sous-
unités 60S et 40S de s'associer en sous-unité 80S (Merrick, 1992; Pain, 1996). Cette libération est
dépendante de I'hydrolyse du GTP lié a elF2, catalysée par elF5 (Chaudhuri et al., 1994).
L'hydrolyse de elF2-GTP permet la libération de elF3 et de tous les autres facteurs du complexe
d'initiation. Le complexe d'initiation 80S peut alors entrer dans la phase d'élongation de la



synthése protéique. Le facteur elF2B recharge elF2 en GTP afin de débuter un nouveau cycle
d'initiation (Trachsel, 1996).

La phase d'élongation consiste en I'allongement de la chaine peptidique naissante
par ajout successif d'acides aminés a l'extrémité C-terminale. Ce processus sera longuement
détaillé dans le paragraphe II.

B- Terminaison de la synthese protéique

Lorsque I'élongation de la chaine polypeptidique est achevée, la translocation
conduit le polypeptidyl-ARNt au niveau du site P du ribosome et un codon de terminaison UAA,
UAG ou UGA (Beaudet et Caskey, 1971) se trouve au niveau du site A (revue dans Moldave,
1985). La terminaison est gouvernée par des protéines spécifiques appelées eRF pour eucaryotic
Releasing Factors. Le premier, eRF1, a été purifié par Frolova et al. (1994) dans des réticulocytes
de lapin. Il catalyse, in vitro, I'nydrolyse du peptidyl ARNt sur le ribosome en présence d'un
codon stop (Frolova et al., 1994). Le facteur eRF1 reconnait quatre nucléotides adjacents, dont le
codon stop, sur le site A (Brown et al., 1990). Le second facteur, eRF3 (Zhouravleva et al., 1995)
contient un motif liant le GTP et stimule in vitro I'activité de eRF1 en présence de GTP. A la
différence de eRF1 qui possede une structure hautement conservee, eRF3 peut étre subdivisé en
deux parties: un domaine N-terminal trés variable qui ne possede pas d'effet sur l'activité de
stimulation de eRF1 (Zhouravleva et al., 1995; Frolova et al., 1996) et un domaine C-terminal
essentiel pour l'activité de eRF3. Le facteur eRF3 possede une activité GTPase dépendante de
eRF1 et du ribosome (revue dans Kisselev et Frolova, 1999).

La levure posséde deux facteurs impliqués dans la terminaison, SUP 35 et SUP 45,
correspondant respectivement a eRF3 et eRF1 (Zhouravleva et al., 1995; revue dans Buckingham
et al., 1997). Les bactéries possédent quatre facteurs de terminaison: RF1 a RF4. Les facteurs
bactériens RF1 et RF2 ont un role équivalent a eRF1; RF3 posséde une activité identique a eRF3
(Freistroffer et al., 1997).

Apres I'étape de terminaison, les sous-unités ribosomales se détachent de I'ARN
messager et un nouveau cycle de traduction peut débuter. Pour la plupart des messagers
eucaryotiques qui sont monocystroniques, la réinitiation apres la terminaison n'a pas lieu (revue
dans Merrick et Hershey, 1996). Toutefois, elle existe pour des messagers contenant de petites
sequences ORF (Open Reading Frame ou cadre de lecture ouvert) qui sont présents dans le
systeme GCN4 chez la levure (Hinnebusch, 1996) et pour plusieurs messagers eucaryotiques
(Geballe, 1996).



II- La phase d' élongation de la synthese
protéique

La phase d'élongation est un procédé cyclique qui consiste en I'allongement de la
chaine peptidique naissante par ajout successif d'acides aminés a I'extrémité C-terminale (Figure
3). Chaque cycle d'élongation est trés rapide; chez les mammiferes, plus de huit acides aminés
sont incorporés par seconde et par ribosome. Le ribosome posséde trois sites de liaison a I'ARNL.
Le site A, ou site de liaison de I'aminoacyl-ARNt, fixe la molécule d'ARNt entrante, le site P, ou
site de liaison du peptidyl-ARNt, fixe, aprés translocation, la molécule d'’ARNt liée a I'extrémité
en croissance de la chaine polypeptidique et le site E, fixe I'ARNt déacétylé avant son éjection du
ribosome (revue dans Proud, 1994).

Nous allons détailler les étapes d'élongation puis décrire les facteurs impliqués.

A- Les réactions de I'élongation

L'élongation est constituée de trois étapes successives (revues dans Moldave, 1985;
Hershey, 1991; Merrick et Hershey, 1996; Figure 3):

I- la liaison de I'aminoacyl ARNt sur le site A du ribosome, catalysée par le facteur
d'élongation eEF-1.

I1- la formation de la liaison peptidique, catalysée par la peptidyltransférase localisée dans
la sous-unité ribosomale 60S.

I11- la translocation du peptidyl-ARNt sur le site P du ribosome par le facteur d'élongation
eEF-2.



ETAPE |11

I ””*“ﬂ' e UL

| | ETAPE I
ETAPE I

Figure 3: L'élongation de la synthese protéique chez les eucaryotes.

L'étape | (Figure 3) débute par la formation d'un complexe ternaire entre
I'aminoacyl-ARNt, eEF-1A et du GTP avant I' interaction avec le ribosome. La fixation du
complexe ternaire au site A est suivie par I'nydrolyse du GTP (Proud, 1994; Merrick et Hershey,
1996). La réaction GTPase est catalysée par eEF-1A lorsque cette sous-unité est liée au ribosome.
Cette étape d'hydrolyse du GTP permet la fidélite de la traduction (Hopfield, 1974; Ninio, 1975).
La traduction est fidele lorsque I'aminoacyl-ARNt adequat est incorporé. Lorsque l'interaction
codon-anticodon est imparfaite, elle se dissocie plus vite que le GTP n'est hydrolysé. En
revanche, lorsque I'appariement est stable (codon-anticodon complémentaire), le complexe eEF-
1A-GTP-aminoacylARNL reste lié au ribosome suffisamment longtemps pour réaliser cette étape.
Le complexe eEF-1A-GDP quitte ensuite le ribosome. Le complexe eEF-1B va alors recharger le
facteur d'élongation eEF-1A en GTP (Figure 4) pour réaliser un nouveau cycle d'élongation.
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Figure 4: Activité de eEF-1 au cours de la phase d’élongation de la synthese protéique.

L'étape Il (Figure 3) correspond a la liaison de l'aminoacyl-ARNt au site A, tres
rapidement suivie par la formation d'une liaison peptidique. La liaison peptidique est catalysée
par la peptidyl transférase, seule enzyme associée au ribosome. L' activité de cette enzyme est
localisée dans la sous-unité 60S et dépend a la fois de I'ARN ribosomal (ARNTr) et des éléments
catalytiques protéiques du ribosome (Moldave, 1985; Merrick et Hershey, 1996). La liaison
peptidique est dle a une attaque nucléophilique du groupe amine en a de I'aminoacyl-ARNt sur le
groupement carbonyl du peptidyl-ARNt. L'extrémité carboxylée de la chaine polypeptidique est
ainsi séparée de la molécule d’ARNt du site P et ajoutée par la liaison peptidique a I'acide aminé
fixé a la molécule d'ARNt du site A, libérant un ARNt déacétylé (Moldave, 1985; Proud, 1994;
Merrick et Hershey, 1996). La formation de cette liaison peptidique ne requiert pas d'hydrolyse
de GTP (Proud, 1994) et utilise I'énergie contenue dans les liaisons ester du peptidyl-ARNt
(Merrick et Hershey, 1996).

Au cours de I'étape Il (Figure 3), le nouveau peptidyl-ARNTt est transféré du site A au
site P pendant que le ribosome avance exactement de trois nucléotides le long de la chaine
d'’ARNm. Cette translocation est induite par la fixation du complexe eEF-2-GTP. C'est un
procédé dépendant du GTP mais pas de son hydrolyse. L'avancée unidirectionnelle du ribosome
est dle a la différence d'affinité pour le messager entre les sites A, P et E (Proud, 1994). Le facteur



eEF-2-GTP posséde une forte affinité pour le ribosome. Apres la translocation, le ribosome se
retrouve dans une conformation qui induit I'activation de I' activité GTPase de eEF-2 (Nygard et
Nilsson, 1989). En I'état, le ribosome possede une faible affinité pour le complexe eEF-2-GDP qui
pourra étre rapidement libéré par l'arrivée d'un nouveau complexe ternaire contenant eEF-1A
(Nygard et Nilsson, 1989). Le site E favorise la tranlocation en liant I'ARNt déacétylé qui va étre
éjecté (Nierhaus, 1984). Chez la levure, I'éjection de I'ARNt déacétylé est réalisée par le facteur
eEF-3 (Triana et al.,1993).

B- Les facteurs d'élongation

Deux facteurs (eEF-1 et eEF-2) participent a I'élongation de la synthése protéique chez la
majorité des eucaryotes. Chez les levures un troisieme facteur intervient (eEF-3).

1- Le facteur d'élongation eEF-1

Le facteur d'élongation eEF-1 est constitué de deux éléments: une protéine G, eEF-
1A et un complexe d'échange de GTP/GDP, eEF-1B (revue dans Riis et al., 1990; Nygard et
Nilsson, 1990; Figure 5).

Nous utilisons les nomenclatures eEF-1A et eEF-1B proposées pour les facteurs
d'élongation (revue dans Merrick et Hershey, 1996) et nous conservons les noms usuels de la
littérature pour leurs sous-unités (Tableau 1).

Facteur Nomenclature utilisée
Protéine G : eEF-1a eEF-1A (50 kDa)
Complexe d’échange GTP/GDP eEF-1B

b animal/ b végétal /b’ végétal type b (28-30 kDa)

d animal type d (32-36 kDa)
g type g(50-52 kDa)
Valyl-ARNTt synthétase Val-RS (140 kDa)

Tableau | : Nomenclature des sous-unités du facteur d'élongation eEF1 chez les eucaryotes.
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eEF-1A eEF-1B
Protéine G Echangeur de GTP/GDP

Figure 5: Structure du facteur d'élongation eEF-1.

a- Le facteur eEF-1A

La protéine eEF-1A est responsable de la liaison des aminoacyl-ARNt et de leur
transfert sur le site A du ribosome. Ce transfert requiert de I'énergie et nécessite I'hydrolyse du
GTP lié a eEF-1A. Cette derniere possede une activité GTPase intrinséque et appartient a la
superfamille des GTPases (Bourne et al., 1991; Sprinzl, 1994; Figure 6). La protéine eEF-1A
possede la méme affinité pour le GTP que pour le GDP (revue dans Negrutskii et El'skaya, 1998)
et nécessite le complexe d'échange de nucléotides eEF-1B pour étre rechargée en GTP. Elle
intéragit avec eEF-1B par son domaine C-terminal (Van Damme et al., 1992). Dans la cellule, elle
est présente sous deux formes, la forme liée a eEF1-B qui représente 10 a 30% et la forme libre
majoritaire (Nagata et al., 1976).

Cette proteine de 50 a 55 kDa a été isolée, clonée et/ou purifiée dans de nombreux
organismes (revues dans Browning, 1996; Merrick et Hershey, 1996). C'est une des protéines les
plus abondantes dans la cellule, 1 a 3% des protéines solubles, et elle est trés utilisée pour
I'élaboration d'arbres phylogénétiques (Nordnes et al., 1994; Kidou et Ejiri, 1998). Elle posséde un
tres fort degré de conservation chez les eucaryotes mais également avec son équivalent
procaryotiqgue EF-Tu (Thermo-unstable) (Nagata et al.,, 1976) ce qui suggére un réle tres
important dans la cellule (revues dans Riis et al., 1990; Browning, 1996). L'analyse
cristallographique de EF-Tu a été réalisee et indique que la protéine est composee de trois
modules globulaires. Le domaine de liaison du GTP/GDP se situe dans le module N-terminal et la
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liaison de I'aminoacyl-ARNt nécessite les deux modules globulaires de la partie C-terminale
(revues dans Sprinzl, 1994; Merrick et Hershey, 1996; Negrutskii et El'skaya, 1998).

Plusieurs modifications post-traductionnelles ont été observées: la méthylation
(Hiatt et al., 1982; Fonzi et al., 1985; Dever et al., 1989) active eEF-1A; l'incorporation
d'éthanolamine (Rosenberry et al., 1989; Whiteheart et al., 1989) permet I'ancrage au réticulum
endoplasmique (Hayashi et al., 1989), et la phosphorylation (cf Paragraphe Ill1A). Ces
modifications sont des sources de régulation de l'activité de eEF-1A.

eEF-1b
@ eEF-1d

T ARNt

! :

GTP

eEF-1A I

Figure 6 : Structure de la protéine eEF-1A.

Les fleches indiquent les interactions physiques.

La protéine eEF-1A est multifonctionnelle (Hafezparast et Fisher, 1998 ; Figure
7). En effet, elle est impliquée dans la synthese protéique a d'autres niveaux que I’élongation:
I'initiation (Herrera et al., 1991), le transport orienté de I'aminoacyl-ARNt (revue dans Negrutskii
et El'skaya, 1998) ainsi que la fidélité de traduction (Thompson, 1988; Song et al., 1989; Dinman
et Kinzy, 1997). De plus, eEF-1A intervient dans I'organisation du cytosquelette, le métabolisme
des acides nucléiques, la croissance et la prolifération cellulaires (revues dans Riis et al., 1990;
Hershey, 1991; Bellé et al., 1995; Merrick et Hershey, 1996; Cormier, 2000). Ces différentes
fonctions peuvent étre corrélées a la présence de plusieurs formes de eEF-1A au sein d'une méme
cellule.
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Figure 7: Les différents roles de eEF-1A.

b- Le complexe d'échange de nucléotides eEF1-B

Le complexe d'échange de GTP/GDP, eEF1-B, purifié a partir de différents
organismes, est composé de plusieurs unités en quantité variable selon les especes et les modes de
préparation (Riis et al., 1990). Les complexes purifiés de différents organismes ont en commun la
protéine de 47-50kDa, eEF-1g, et la protéine ayant le plus petit poids moléculaire, eEF-1b, qui
posséde l'activité d'échange de GTP/GDP dans sa partie C-terminale. La sous-unité eEF-1d a
initialement été considérée comme un contaminant de la purification car elle est moins fortement
associée au complexe. C’est une protéine de poids moléculaire intermédiaire qui possede une forte
identité dans sa région C-terminale avec eEF-1b mais est tres différente dans sa région N-
terminale. Chez les eucaryotes supérieurs, la valyl-ARNt synthétase (Val-RS), enzyme qui
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catalyse I’aminoacylation de I’ARNt valine, est associée au complexe eEF1-B (Bec et al., 1989;
Motorin et al., 1991; Bellé et al., 1995; Brandsma et al., 1995). Dans ce cas, la cellule contient
deux formes de complexe eEF1-B, I’'une contenant les sous-unités b et g I’autre contenant les
sous-unités b, g det Val-RS . Chez les levures, le complexe eEF-1B est de forme eEF-1bg, chez
les animaux eEF-1bg ou les deux formes eEF-1bg et eEF-1bgdVal-RS et chez les végétaux, eEF-
1bb'g (Figure 8).

008

eEF-1B végetal eEF-1B de levure eEF-1B animal

Figure 8: Composition des differents complexes eEF-1B existant dans la nature.

Représentation schématique des différents facteurs eEF-1B. b: eEF-1b; b': eEF-1b'; g: eEF-1g, d: eEF-1d. Val-
RS:Valyl-ARNt synthétase.

La protéine eEF-1g (47-50kDa) a été identifiee dans de nombreuses espéeces
(artémie, levure, xénope, trypanosome, souris, homme). Elle est apparue avec les eucaryotes, se
retrouve chez les levures, les végétaux et les animaux. C’est une protéine majoritairement
hydrophobe avec une petite région hydrophile contenant un domaine riche en lysines. Une
particularité intéressante est la présence dans I'extrémité N-terminale d'un domaine homologue a
celui des glutathione S-transférases (domaine GST) (Figure 9). Ce motif pourrait intervenir dans la
régulation de I'assemblage spécifique et multimérique d'un complexe protéique (Koonin et al.,
1994). De plus, le domaine GST est capable de lier des composeés lipophiles; eEF-1gserait ainsi
susceptible de prendre part au processus de détoxification cellulaire (Billaut-Mulot et al., 1997).
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Figure 9: Structure de la protéine eEF-1g

Les fleches indiquent les interactions physiques.

La sous-unité eEF-1gintéragit avec les autres sous-unités du complexe (b et d) au
niveau de sa partie N-terminale (Van Damme et al., 1991). La protéine eEF-1g est toujours
retrouvée associée a eEF-1b (Motoyoshi et lwasaki, 1977; Bec et al., 1989) et augmente son
activité d'échange GTP/GDP (Janssen et Mdller, 1988b).

Dans les cellules en culture, la majorité du complexe eEF1-B se situe au niveau du
réticulum endoplasmique (Minella et al., 1996a; Sanders et al., 1996) probablement par la
présence de domaines hydrophobes dans eEF-1g Aucune activité enzymatique n’a encore été
décrite pour eEF-1g. Elle agirait d’une part comme un ciment en maintenant les sous-unités du
complexe dans une configuration stable (Sheu et Traugh, 1999) et servirait d’autre part a ancrer le
complexe dans les différents compartiments cellulaires (Minella et al., 1998).

La plus petite sous-unité du complexe (26-30kDa), eEF-1b, a été clonée et
séquencée dans de nombreuses especes animales et végétales. Des délétions fonctionnelles
réalisées chez la levure démontrent que ce facteur est essentiel (Hiraga et al., 1993). Les protéines
de type b possédent I'activité d'échange de GDP/GTP sur eEF-1A (Murakami et al., 1978; Slobin
et Moller, 1978; Ejiri et al., 1983; Carvalho et al., 1984). Alors qu'il existe une forte identité entre
eEF-1A et son équivalent bactérien EF-Tu, les deux facteurs d'échange de nucléotides bactérien
EF-Ts (Thermo-stable) et eucaryote eEF-1 b ne possédent pas d'identité de séquence primaire
(Maessen et al., 1986; Janssen et Moéller, 1988a; Matsumoto et al., 1994). En revanche, I'analyse
par résonance magnétique nucléaire montre une ressemblance de structure tridimensionnelle entre
ces deux facteurs (Perez et al., 1999). La partie C-terminale de eEF-1b contient I’activité
catalytique (Van Damme et al., 1991; Carr-Schmidt et al., 1999) et le site d’interaction avec eEF-
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1A (Van Damme et al., 1991). Le site d’interaction avec eEF-1g est situé dans la partie N-
terminale (Van Damme et al., 1991). Entre les deux parties existe une région “ charniere ” riche en
acides aminés acides, aspartate et glutamate (Figure 10).

eEF-1g eEF-1A

N C

eEF-1b (_ Echange de GTP/GDP )

Figure 10: Structure de la protéine de type eEF-1b.

Les fleches indiquent les interactions physiques. Le carré jaune représente la région charniere riche en aspartate et
glutamate.

Chez les plantes, eEF-1B contient deux protéines de type eEF-1b (Ejiri et al.,
1983; Oizumi et al., 1992; Matsumoto et al., 1992). Ces deux protéines b et b' possédent des
similitudes de séquences de 60%, le domaine C-terminal étant le plus conservé (Matsumoto et al.,
1994). Un nouveau géne codant pour une autre sous-unité de type b, appelée b2, a été isolé chez
le Riz (Terui et al., 1998). L'analyse des sequences permet de regrouper toutes les protéines b/b'
animales et végétales (Article 2). Les complexes eEF-1b de plantes contiennent les deux protéines
issues de genes paralogues b et b' dont les fonctions respectives ne sont pas connues. Les
complexes eEF-1b d'animaux contiennent une seule protéine de type b. Les complexes de ver a
soie (Taira et al., 1992) et de drosophile (Murphy et al., 1998) ne dérogent pas a la régle mais la
protéine b a été appelée b'.

En association avec sa fonction d’échange de GDP/GTP, la protéine eEF-1b
participe a la fidélité de la traduction chez la levure (Kinzy et Wooldford, 1995; Carr-Schmidt et
al., 1999).

La protéine eEF-1d a été identifiée chez le xénope (Morales et al., 1992), I'hnomme
(Sanders et al., 1993), I'artémie (Amons et al., 1994), le lapin (Sheu et Traugh, 1997 ) et plus
récemment, l'oursin (Article 1). Elle est absente chez les levures et chez les végétaux; les
séquences de la protéine de poids moléculaire intermédiaire des complexes de riz et de blé,
appelées b, sont clairement différentes de eEF1d (Matsumoto et al., 1994). Dans le régne animal,
elle est apparue apres I’émergence des Arthropodes (Article 2). La protéine eEF-1d (28 a 36 kDa)
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possede un domaine analogue a celui des protéines de type eEF-1b, situé dans le domaine C-
terminal (Morales et al., 1992; Amons et al., 1994) (Figure 11). Elle posseéde une activité
d’échange de nucléotides sur eEF-1A (Van Damme et al., 1990; Bec et al., 1994; Sheu et Traugh,
1997). Toutefois, bien que le domaine C-terminal de eEF-1b d’humain complémente un mutant
déficient en eEF-1b chez la levure, eEF-1 d humain en est incapable (Carr-Schmidt et al., 1999).
Ceci suggere que ces deux protéines possedent des spécificités de fonction bien distinctes y
compris dans leurs domaines C-terminaux pourtant homologues. Le domaine N-terminal de eEF-
1 d est différent de celui des protéines de type eEF-1b (Figure 12) et ne montre pas d'identité
avec d’autres protéines (Article 2). Il contient un motif leucine zipper dans une structure en hélice
de type "coiled-coil” (Morales et al., 1992; Amons et al., 1994) (Figure 11). C'est un motif
d'interaction protéine-protéine (Abel et Maniatis, 1989). Ce motif est particulierement long et
pourrait étre responsable de multimérisation (revue dans Minella et al., 1998). L’analyse
phylogénétique montre que la protéine provient d’un géne ancestral de type b fusionné avec un
domaine leucine zipper (Article 2). La protéine eEF-1d caractérisée chez I’oursin (Article 1) est
présente, comme chez les autres especes, dans un complexe de haut poids moléculaire (cf
Résultats: analyse structurale du complexe eEF-1B d'oursin). Il est intéressant de noter que, chez
I’oursin, eEF-1d copurifie avec des protéines faiblement associées qui n’avaient pas été détectées
dans les autres espéces, en particulier, des protéines ayant des similitudes avec une protéine
ribosomale (L10A) et une protéine chaperone (HSP90) qui pourraient jouer un rdle dans la
synthése protéique (Burston et Clarke, 1995). Cette structure du facteur eEF-1B conforte
I’hypothése d’un regroupement des éléments de la machinerie de traduction dans la cellule
(Negrutskii et Deutscher, 1991).

Val-RS
Intéraction protéine/protéine eEF-1A
N C
Leucine
eEF-1d C ioper (' Echange de GTP/GDP )

Figure 11: Structure de la protéine eEF-1d.

Les fleches indiquent les interactions physiques.
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Figure 12: Représentation schématique de la comparaison des séquences protéiques de eEF-1d et
de eEF-1b.

La région C-terminale, identique entre eEF-1d et eEF-1b, possede I'activité d'échange de GTP/GDP. Les régions N-
terminale n'ont qu'une faible identité.

Les ovocytes de xénope contiennent deux sous-unités d1 (p34) et d2 (p36), dans
un rapport 1/10, traduites a partir de deux messagers différents (Minella et al., 1994) conduisant a
de multiples isoformes (Minella et al., 1998). Il existe trois isoformes de eEF-1d dans les
réticulocytes de lapin: p34, p36 et p38 qui résultent de modifications post-traductionnelles
(Chang et Traugh, 1998). Dans les ovules d'oursin, la protéine eEF-1d est présente sous deux
isoformes de 33 et 35kDa (cf. Résultats non publiés). Ni I’origine, ni la signification
physiologique de la présence d’isoformes multiples de eEF-1d ne sont élucidées.
La protéine eEF-1d intéragit avec eEF-1A par son domaine C-terminal (Sheu et Traugh,
1997; Carr-Schmidt et al., 1999) (Figure 11). Elle est associée au complexe par son interaction
avec eEF-1g, dans un site différent de celui de eEF-1b (Sheu et Traugh, 1997). Elle est
responsable de I'ancrage de la Val-RS au sein du complexe eEF-1B (Bec et al., 1994; Figure 11).

La Valyl-ARNt synthétase est la seule aminoacylARNt synthétase associée au
complexe eEF-1B. Elle est présente sous cette forme dans I’ovocyte de xénope (revue dans Bellé
et al., 1995), dans le foie de lapin (Bec et al., 1989; Motorin et al., 1991) et chez l'artémie
(Brandsma et al., 1995). Elle n'a jamais été retrouvée associee a eEF-1B chez les plantes ou les
levures en relation avec I’absence de la sous-unité eEF-1d chez ces organismes.

Chez les mammiféres et le xénope, toute l'activité Valyl-ARNt synthétase est
associée au complexe eEF-1B (bgd) (Motorin et al., 1988; Bec et al., 1989; Minella et al., 1998).
Une forme libre de I'enzyme est aussi présente, chez I'artémie, représentant le vestige de la forme
ancestrale de I’enzyme (Brandsma et al., 1995). Le domaine de fixation de la Val-RS a la sous-
unité eEF-1d se situe dans sa partie N-terminale (Brandsma et al., 1995; Figure 13). La séquence
humaine contient une extension de 200 acides aminés dans la partie N-terminale, possédant une
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similitude avec eEF-1g (Hsieh et Campbell, 1991). Cette extension est nécessaire a I’intégration de
la Val-RS dans le complexe eEF-1B par la sous-unité d (Bec et al., 1994).

eEF-1d

Val-RS

Domaine homologue
aeEF-1g

Figure 13: Structure de la Val-RS.

Les fleches indiquent les interactions physiques.

Le role de la présence d’une seule aminoacyl-ARNt synthétase dans une forme du
complexe eEF-1B, est encore inexpliqué mais est corrélé avec I’existence d’une nouvelle régulation
de I’élongation que déemontrent nos résultats (cf. § I11A et Article 5).

2- Le facteur d'élongation eEF-2

Le facteur eEF-2 catalyse la translocation du peptidyl-ARNTt du site A au site P du
ribosome. Il lie le GTP sur un domaine proche de I'extrémité N-terminale (revue dans Proud,
1994). Ceci induit un changement de conformation augmentant I’affinité du facteur pour le
ribosome. La translocation du peptidyl-ARNt induit I’activité GTPase du facteur et sa libération
du ribosome sous forme eEF-2-GDP (revue dans Riis et al., 1990; Proud, 1994). La vitesse de
dissociation du GDP sur eEF-2 étant 5 fois plus élevée que celle du GTP, un facteur d’échange
n’est pas nécessaire (Nygard et Nilsson, 1990). La protéine eEF-2 est conservée (Rapp et al.,
1989), et apparait sous la forme d'un unique polypeptide de 95 a 110 kDa (Figure 14).

Le facteur eEF-2 peut subir des modifications post-traductionnelles covalentes de
trois ordres: la formation de diphtamide, I'ADP ribosylation et la phosphorylation (Riis et al.,
1990; Proud., 1994). La premiére modification est la présence d’un acide aminé modifié qui résulte
de la conversion de I'histidine (Histidine 714 chez les mammiferes) en diphtamide (Van Ness et
al., 1978; Rapp et al., 1989). C'est un processus nécessitant l'intervention d'au moins cing
enzymes différentes (Chen et Bodley, 1988). Cependant la conversion d’histidine en diphtamide
n’est pas requise pour la fonction de eEF-2 (Phan et al., 1993). En revanche, les mutants pour
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lesquels I'histidine a été remplacée par un autre acide aminé (lysine, arginine, acide aspartique...)
deviennent inactifs (Omura et al., 1989).
N C

eEF-2 E

T56 T58 Dip 714

Figure 14: Structure de la protéine eEF-2 chez les eucaryotes.

Les traits jaunes représentent les éléments liant le GTP, les résidus T56 et T58, les sites de phosphorylation et
I'emplacement de la diphtamide est indiqué (Dip 714). Le domaine E est le domaine effecteur de la translocation.

L’ existence du dérivé diphtamide est nécessaire pour que le facteur puisse subir
son deuxiéme type de modification, I'ADP ribosylation. La diphtamide peut é&tre ADP ribosylée
par au moins deux toxines d'origine bactérienne, la toxine diphtérique et I'exotoxine A issue de
Pseudomonas aeruginosa (revue dans Riis et al., 1990). L'ADP ribosylation inactive totalement
eEF-2 (Nygard et Nilsson, 1990; Marzouki et al., 1991).

Le troisieme type de modification est la phosphorylation qui a lieu sur deux
résidus Thréonine proches de I'extrémité N-terminale (les Thr 56 et Thr 58) (cf §I11A).

3- Le facteur d'élongation eEF-3

Des études réalisées sur les facteurs d'élongation chez la levure ont démontré
l'existence d'un troisieme facteur, eEF-3, présent chez les levures et certains champignons
(Kamath et Chakraburtty, 1986; revue dans Riis et al., 1990; Belfield et Tuite, 1993; Proud,
1994). Le facteur eEF-3, polypeptide de 115a 125 kDa, lie et hydrolyse le GTP et I'ATP
(Miyazaki et Kagiyama, 1990). Le facteur eEF-3 est spécifique de la levure et n’a pas d’effet sur
des ribosomes de mammiféres in vitro (Skogerson, 1979; Kamath et Chakraburtty, 1986; revues
dans Riis et al., 1990; Merrick et Hershey, 1996). La protéine stimule la liaison du complexe eEF-
1A-GTP-aminoacyl ARNt sur le site A en facilitant la libération de I'ARNt déacétylé du site E
(Triana et al., 1993; Chakraburtty, 1999). Cette réaction nécessite I'nydrolyse d'ATP. Le facteur
eEF-3 contient plusieurs motifs de liaison a I'ATP (Figure 15). L'extrémité carboxyterminale
contient une région homologue aux aminoacyl-ARNt synthétases (Belfield et Tuite, 1993; revue
dans Proud, 1994) dont la fonction est indéterminée (Figure 15).
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Figure 15: Structure du facteur eEF-3.

La protéine eEF-3 posséde une région homoloque a la protéine ribosomale S5 de E.coli, quatre régions semblables
aux cassettes liant I'ATP (Al a AIV) et une séquence homologue a celle des aminoacyl ARNt synthétases (carré
jaune).

I11- La régulation de la traduction au niveau de
I'élongation

Plusieurs modeles ont été développés pour étudier le contréle de la traduction de
messagers endogénes ou exogenes. Le choix de ces modeles est guidé par le fait que la traduction
est modifiée en réponse a différents stimuli sans I’intervention des voies de synthese et de
transport des nucléotides.

Les réticulocytes de mammiferes sont les plus utilises. Ces cellules énuclées font
activement de la traduction, essentiellement d’hémoglobine. Cette traduction s'effectue, sans
transcription, sous le contrdle des concentrations en fer et en héme, par un mécanisme de tout ou
rien. Les lysats préparés a partir de ces cellules sont extrémement actifs in vitro, avec des
messagers endogénes ou exogenes. lls permettent de traduire plusieurs fois le méme messager:
dans une incubation de 90 minutes a 26°C, chaque molécule d’/ARNmM est réinitiée de 40 a 70 fois
avec un taux d'élongation de la chaine polypeptidique d'environ un acide aminé par seconde
(Palmiter, 1973). Ces lysats ont permis de caractériser I’essentiel des étapes et des facteurs de la
traduction (Clemens, 1984; revue dans Wahba et al., 1990). Le lysat de germe de blé a été
également largement utilisé, il permet d’étudier la traduction de messagers exogenes car la
traduction des messagers endogenes est faible a inexistante. D’autres systemes acellulaires existent
bien que moins efficaces pour effectuer de la traduction (revue dans Clemens, 1984). L’ensemble
de ces lysats est a I’origine de la mise au point de systémes artificiels reconstitués a partir des
différents acteurs purifiés de la syntheése protéique. L'isolement et la purification des sous-unités
ribosomales, facteurs d'initiation, d'élongation et de terminaison ainsi que d' ARN de transfert et d'
aminoacyl-ARNt synthétases ont été realises a partir d’extraits de levure Saccharomyces

21



cerevisiae (Clemens, 1984). De méme, I'étude de la phase d'élongation a été réalisée a partir des
facteurs purifiés chez I'artémie (Janssen et al., 1990).

La fécondation de I’ovocyte fournit le deuxiéme grand modéle d’étude de la
traduction. Avant la fécondation, les cellules se trouvent dans un état "quiescent”, le taux de
traduction y est faible. A la fécondation, le taux de synthese protéique augmente trés rapidement
sans intervention de transcription. Parmi les organismes, les Invertébrés dont I’oursin sont des
modéles de choix (revue dans Mathews et al., 1996).

D’autres modeles expérimentaux ont également été exploités pour I’étude du contréle de la
synthése protéique au niveau traductionnel:
- I’infection virale de cellules mammaliennes, au cours de laquelle la machinerie de traduction de la
cellule est détournée au profit du virus
- les réponses cellulaires & de nombreux stimuli externes, qui implique la production rapide d’une
ou de quelques protéines spécifiques.

Ces modéles expérimentaux ont permis de mettre en évidence des régulations de la
traduction au niveau de la phase de I’élongation. Nous nous attacherons a décrire les régulations
induites par les mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation et celles résultant de la
présence de polyamines naturelles dans les cellules.

A- Régulation de I’élongation par phosphorylation

1- Le facteur d'élongation eEF-1

Les différentes sous-unités du complexe eEF-1 sont phosphorylables par plusieurs
kinases (Figure 16). Ces phosphorylations sont potentiellement régulatrices a plusieurs niveaux:
-dans la structure du facteur eEF-1
-dans l'activité d'échange de GDP/GTP
-dans une autre activité liée a I'élongation (fidélité, spécificité...)

-dans I'une des nombreuses fonctions de eEF-1A.
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Figure 16: Les phosphorylations des différentes sous-unités de eEF-1.

CDK1/cycline B
<G S6 kinase
CK2, PKA, UL13,PKC

~ CEEIED

eEE-1B \ CCKZ, SGkinase)

Cette figure dresse le bilan de I’ensemble des phosphorylations mises en évidence a partir des différents organismes.

La protéine eEF-1A est substrat de la protéine kinase S6 (Chang et Traugh, 1997) ainsi
que de la protéine kinase C delta (PKC delta) (Venema et al., 1991b; Peters et al., 1995; Kielbassa
etal., 1995). En reponse a des activateurs de ces deux kinases, l'insuline et le phorbol 12-
myristate 13-acétate (PMA), une stimulation de l'activité d'élongation est observée.

La sous-unite eEF-1gde eEF-1B est un substrat majeur de la kinase de contréle de I'entrée
en phase M, CDK1 (ou p34cdc?2), dans les ovocytes de xénope in vivo (Mulner-Lorillon et al.,
1989; Janssen et al., 1991) et dans les cellules de mammiferes in vitro (Minella et al., 1998; Figure
17). Cette phosphorylation suggére une relation entre machinerie de traduction et cycle cellulaire
qui serait apparue apres I’émergence des arthropodes puisqu’elle n’existe pas chez I’Artémie. Le
réle de cette phosphorylation n’est pas déterminé dans la mesure ou le réle spécifique de la
protéine au sein du complexe n’est pas connu. La phosphorylation de eEF-1gn’a pas d’effet sur
les activités in vitro d’échange de nucléotide de eEF-1B.
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1 Région hydrophile 246

5
eEF-1g GST <
Région hydrophobe Région hydrophobe
CDK1/Cycline B / \
Xénope FAEMQPKKET(230)PKKEKPAKE
XLEF1G, X62508
Lapin FAESQPKKDT(230)PRKEKGSREE
OCEF1G, X68142
Humain FAETQPKKDT(230)PRKEKGSREE
HSEF1G, X63526
Artémie

WSEF1G Mgz VAEFQAAIGS(227)GEKKKTEKAP

Figure 17: Alignement des séquences protéiques de eEF-1g dans la région contenant le site
phosphorylé par le complexe CDK1/cycline B.

Le site de phosphorylation sur Thréonine 230 (Mulner-Lorillon et al., 1992) est conservé chez le xénope, le lapin et
I'humain mais absent de I'artémie.

La protéine eEF-1b peut étre phosphorylée par plusieurs protéine kinases dans différents
organismes. Elle est phosphorylée par une protéine kinase de type caséine kinase 2 (CK2)
(Minella et al., 1998). La CK2 phosphoryle eEF-1b d’Artémie sur la Sérine 89 (Janssen et al.,
1988) et chez le Lapin sur les Sérines 106 et 112 (Chen et Traugh, 1995). La Figure 18 présente
I'alignement des séquences des protéines eEF-1b animales dans la région des sites consensus de
phosphorylation par la CK2. Deux sites consensus ressortent de cet alignement (sites | et I1).
Toutes les protéines eEF-1b animales possédent au moins un site: le site | correspondant a la
Sérine 89 de I'artémie. Les séquences des vertébrés possédent également le site Il, correspondant a
la Sérine 112 du lapin. Les protéines eEF-1b' de blé et de riz (Ejiri et Honda, 1985; Matsumoto et
al., 1994) ne sont pas phosphorylées par la CK2. En revanche, les protéines homologues a eEF-
1 b de ces mémes especes sont phosphorylées par la CK2 sur un résidu Sérine non identifié
(Matsumoto et al., 1993).
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Le role de la phosphorylation de eEF-1b par CK2 est controversé; pour Janssen et
collaborateurs (1988), elle diminue I'activité d'échange de eEF-1b sur eEF-1A alors que Sheu et
Traugh (1997) n'observent pas de modification dans I'activité d'élongation. Le GDP stimule la
phosphorylation ce qui suggere qu’elle a lieu a une étape précise de I’élongation lorsque eEF-1A-
GDP est associé a eEF-1B (Palen et al., 1994).

site | site Il
beta S.cerevisiae SAAAAEEEEDDDVDL FGSDDEEADAEAEKW
beta C. al bi cans AAAAAEEEDDEDVDL FGSDDE- VDEEAEKL
beta S. ponbe GAAAAEE- - - DEI DLFGSDEE- EDPEAERI
beta T.cruzi PAKQADE- - DEEI DLFGEATEEETAALEAK
beta D. di scoi deum I AAPAAPK ADDDVDL FGSDDEDDEEYDRQL
beta C. el egans - APAAAAADGDDFDL FGSDDEEEDAEKAKI
beta A salina PTSASKEED- DDVDLFGS- - DEEDEEAEKI
bet a' B. nori PAPAAKDDDDDDVDL FGSGDEEEDAEAERI
bet a' D. nel anogast er AAAKPAADDDDDVDL FGSDDEE- DEEAERI
beta X.|aevis AAKETKEEDDDDI DL FGSDDEEESEDAKRV
beta H. sapi ens GATDSK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAKRL
beta O cuni cul us GATDSK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAKRL
beta G gall us GATDSK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAKRL

GAADAK- - DDDDI DL FGSDDEEESEEAEKL
KASAAEDDDDDDVDL FGEETEEEKKASEE-
KASAADDDDDDDVDL FGEETEEEKKAAEE-
KAPAADDDDDDDVDL FGEETEEEKKAAEE-
KDAAPDEEDDDDVDL FGQETEEEKKAAEE-
KAPAADEEDDDDVDL FGEETEEEKKAAEE-
PAAKDADEDDDDL DL FGDETEEDKKAAD- -
PAASKDEDDDDDIVDL FGDETEEDKKAAA- -

beta M nuscul us
beta P. brachycarpa
beta B.vulgaris
beta O sativa

beta A.thaliana
beta2 O sativa
beta' O sativa
beta' T.sativum

Figure 18: Alignement des sequences protéiques de eEF-1b, eEF-1b' et de eEF-1b2 dans la région
contenant les sites de phosphorylation par la CK2.

Les résidus Thréonine phosphorylables par la CK2 sont représentés en vert et les résidus Sérine en rouge.

La protéine kinase C phosphoryle in vitro eEF-1b de lapin sur une Sérine non
déterminée et, dans ce cas, augmente l'activité d'échange de GDP/GTP (Venemaet al., 1991 a et b;
Peters et al., 1995). Une stimulation du méme ordre est observée in vivo dans les réticulocytes en
réponse au PMA (Venema et al., 1991b). La sous-unité eEF-1b est également phosphorylée in
vitro par la S6 kinase sur un résidu Sérine non identifiée et in vivo en réponse a l'insuline. Cette
phosphorylation augmente l'activité d'élongation (Chang et Traugh, 1997; Chang et Traugh, 1998).

La protéine eEF-1 d est substrat de nombreuses protéine kinases selon les especes
: la CDK1/cycline B, la CK2, la PKC, la S6 kinase, la PKA et U(L)13.
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Les protéines eEF-1dl et d2 du Xénope sont phosphorylées in vivo par le
complexe CDK1/ cycline B lors de la maturation méiotique des ovocytes (Mulner-Lorillon et al.,
1994; Minella et al., 1996b). Deux sites de phosphorylation ont été mis en évidence dans chacune
des protéines: I'un est une Thréonine dans la séquence TPA(A)K, l'autre est une Sérine non
identifiée (Mulner-Lorillon et al., 1994; Minella et al., 1996b). Chez les mammiferes, la protéine
est aussi phosphorylée par CDK1 / cycline B (Minella et al., 1998); en revanche, les protéines
eEF-1d d'artémie et d'oursin (Delalande et al., 1999) ne le sont pas. Cette phosphorylation serait
donc acquise au cours de I'évolution.

La protéine eEF-1d est substrat in vitro de la CK2 chez le Xénope (Bellé et al.,
1989). Elle est phosphorylée sur des résidus Sérine et Thréonine dans un rapport 1/2 (revue dans
Bellé et al., 1995). Chez le lapin, la Sérine 162 est phosphorylée par la CK2 (Sheu et Traugh,
1999); cette Sérine est présente dans un site consensus de phophorylation par la CK2 qui se
retrouve dans les séquences connues de eEF-1d. Ce site est homologue au site | de eEF-1b (Figure
18). La protéine eEF-1d d'oursin est également substrat de la CK2 sur un résidu Sérine (Delalande
etal., 1999). Le site Il décrit dans les séquences de eEF-1b se retrouve dans les séquences eEF-1d
d'artémie et d'oursin (Figure 19).

Il est intéressant de noter que les phosphorylations de eEF-1b et d par la CK2 et
que celle de eEF-1d par la CDK1 sont situées dans la région charniére de ces protéines, séparant

deux domaines fonctionnels.
N C

—
eEF-1d (;;ggf)

( Echange de GTP/GDP )

A NA

¥ X

CDK1/CYCLINE B CK2

deltal X laevis SQKPAAASQPAI EVAARVQKV AAKEENGT GEDDDDDDDI DL F- EEEDAEAAR
delta2 X laevis SQKPAAAPQPVI KVAAPVQKV AKEE- NGT GE- - DDDDDI DLF- EEDAESAR
delta O cuniculus THRASAPQTQHVSPMR- - - - - QVEPPAKKAAAPAEDDEDDD- | DLF- EEEDKEAAR
delta H. sapiens GHRATAPQTQHVSPMR- - - - - QVEPPAKKPATPAEDDEDDD- | DLF- EEEDKEAAQ
delta S.granularis - AAPPASQPAQSKP- - - - - - VQ ------- NGKADEDEDDDDFDPFA DEEESEEKK
delta A.salina GAKLAAPPQKE- - - - == --=---mmmmm e - - EEDDD- - VDLF- - EE- SEEAE

Figure 19: Alignement des séquences protéiques de eEF-1d.

Les séquences sont alignées par clustal W. Le site de phosphorylation par la CK2 est indiqué en rose et celui de
phosphorylation par le complexe CDK1/cycline B en jaune.
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La protéine eEF-1d de lapin est substrat de la PKC et de la S6 kinase in vitro et in
vivo en réponse a l'insuline (Chang et Traugh, 1997; 1998). Ces phosphorylations sont corrélées
a une stimulation de l'activité délongation de la traduction. Chez I'oursin, eEF-1d est
phosphorylée in vitro par la PKA (Delalande et al., 1999). Une autre phophorylation a été décrite
par une protéine kinase U(L)13 lors de I'infection par le virus de I'Herpes. Dans ce cas, eEF-1d est
multiphosphorylée sur des sites non encore identifiés (Kawaguchi et al., 1997; Kawaguchi et al.,
1999).

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

Le complexe eEF-1 est la cible de multiples protéine kinases sur de multiples sites.
Il est a remarquer que le réle des phosphorylations est peu élucidé, en grande partie parce que les
fonctions des sous-unités elles-mémes ne sont pas connues. Soit les effets in vitro sont
inexistants, quantitativement faibles ou controversés, soit, comme c’est le cas pour la PKC, I’effet
est significatif et global impliquant la phosphorylation de toutes les sous-unités.

Nous avons privilégié la recherche de modifications globales afin de déterminer le
role de la phosphorylation de CDK1/ cycline B. Nous nous sommes appuyés sur deux évidences :
eEF-1B de mammifere est substrat de la kinase et il contient une aminoacyl-ARNt spécifique, la
valyl-ARNTt synthétase. Nous avons alors étudié I’élongation de polyValine comparée a une autre
élongation (polySérine) dans le lysat de réticulocytes sous I’effet de la phosphorylation par
CDK1/ cycline B. Nos résultats mettent en évidence une nouvelle régulation de I’élongation
(Article 5). CDK1/ cycline B défavorise la traduction du codon Valine et favorise la traduction des
autres codons. Nos résultats sont interprétés en terme de phosphorylation des deux sous-unités
eEF-1d et eEF-1g Il y aurait activation de I’élongation par la phosphorylation de la sous-unité
eEF-1g, présente dans I’ensemble du pool de eEF-1B, et inhibition spécifique pour la traduction
du seul codon valine par la phosphorylation de la sous unité eEF-1d présente dans une fraction de
la population de eEF-1B contenant la valyl-ARNt synthetase (Article 5; cf Conclusions et
Perspectives: Figure 29).

2- Le facteur d'élongation eEF-2

Le facteur eEF-2 de réticulocytes est phosphorylé sur deux résidus Thréonine
proches de I'extrémité N-terminale (les Thr 56 et Thr 58). Ces deux sites se situent dans la région
responsable de la liaison du GTP (Price et al., 1991). La phosphorylation résulte en I'inactivation
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compléte du facteur et I’arrét de traduction du fait de I’absence de translocation (Nairn et Palfrey,
1987; Ryazanov et al., 1988; Redpath et al., 1993). La phosphorylation du résidu Thr 56 est
suffisante pour cette inactivation (Redpath et al., 1993). La kinase qui phosphoryle les deux sites
est hautement spécifique (Nairn et al., 1985; Redpath et al., 1993) d'ou son nom de eEF-2 kinase.
Elle a été purifiée dans les cellules de mammiferes. C'est une protéine kinase appartenant a la
famille des protéines kinases dépendantes du calcium et de la calmoduline (Nairn et al., 1985;
Redpath et Proud, 1993). Une protéine phosphatase de type 2A est capable de déphosphoryler
eEF-2 (Gschwendt et al., 1989) et ainsi de rendre eEF-2 a nouveau actif sans nécessiter de
nouvelle synthése (revue dans Riis et al., 1990). La phosphorylation du facteur eEF-2 apparait
jouer un réle physiologique. Elle est toujours associée a une inhibition de I’élongation dans les
cellules et elle se produit en réponse a des stimuli induisant une augmentation du calcium
intracellulaire (Nairn et Palfrey, 1996).

B- Régulation de I’élongation par les polyamines

Les polyamines sont de petites molécules présentes dans toutes les cellules
(lgarashi et al., 1982). Leur rdle ne se résume pas a leur propriétés cationiques puisqu’elles sont
soumises a un métabolisme complexe et qu’il existe une corrélation étroite entre de fortes
concentrations de polyamines et des taux de prolifération cellulaire rapide (Wallace, 1998). Elles
sont présentes sous trois formes majoritaires synthétisées a partir de I’ornithine : la putrescine, la
spermidine et la spermine. Les polyamines sont indispensables pour la croissance et le
fonctionnement normaux de la cellule. Il est généralement admis qu’elles jouent un réle régulateur
de nombreuses fonctions cellulaires (Figure 20) méme si les mécanismes moléculaires ne sont pas
toujours élucidés (lgarashi et Kashiwagi, 2000; Wallace, 2000). En particulier, leur r6le régulateur
dans la syntheése protéique est largement documenté (revue dans Tabor et Tabor, 1984).

Les expériences réalisées dans les systémes acellulaires démontrent qu’elles font
partie des composés de petit poids moléculaire dont I’absence (dialyse ou gel filtration) provoque
une importante baisse de I’activité de traduction. L’addition de polyamines rétablit le taux de
traduction des lysats de réticulocytes de lapin dialysés (lgarashi et al., 1988). La stimulation de la
traduction par les polyamines provient d’une part d’un effet de charge, synergique avec les ions
magnésium, et d’autre part d’un effet propre et spécifique (lgarashi et al., 1974). Dans les
systemes acellulaires, la concentration optimale de polyamines permettant la traduction est de
I’ordre de grandeur des concentrations physiologiques millimolaires (Hunter et al., 1977; Igarashi
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et Kashiwagi, 2000). En dehors des effets pouvant s’expliquer au niveau de I’initiation,
I’élongation est aussi spécifiqguement concernée (Hunter et al., 1977; Giannakouros et al., 1990).
Les effets stimulateurs, au niveau de la traduction de messagers spécifiques (Russel, 1983;
Igarashi et al., 1988), de I’assemblage des sous-unités ribosomales (Rheinberger et Nierhaus,
1987), du controle de la dégradation des ARNm inactifs par le facteur elF5A (contenant un dérivé
de la spermidine) (Cooper et al., 1983), impliquent principalement I’initiation. Au niveau de
I’élongation, les polyamines agissent sur la fidélité de traduction en contribuant a spécifier
I'interaction correcte codon/anticodon (Abraham, 1981; Igarashi et al., 1982; Balasundaram et al.,

1994), ainsi que sur les aminoacyl-ARNt synthétases qu’elles stimulent ou inhibent (Kern et
Lapointe, 1979; Kim et Mehler, 1981).

Facteurs de croissance

\ seconds messagers
Antioxydants /

CPonamlnes

/ \ Nutriments

Stabilisateurs des structures: duﬁi%‘;;%fﬁ;; .
ADN, ARN, Membranes

Figure 20: Les polyamines et leurs multiples fonctions.
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V- Les facteurs d'élongation: du cycle cellulaire
au cancer

L’ information génétique et ses altérations sont largement prises en compte dans
les études des anomalies de la division cellulaire qui conduisent aux tumeurs et aux cancers. En
revanche, peu d’études abordent le probléme de I’implication des dérégulations de la traduction
des protéines dans ces phénomenes. Les informations liant la synthése protéique et le cycle
cellulaire méritent d’étre présentées.

A- Les facteurs d'élongation et le cycle cellulaire

La synthése protéique et le cycle cellulaire sont étroitement associés. La synthese
protéique est nécessaire pour I'entrée et le bon déroulement du cycle cellulaire et le cycle cellulaire
s’accompagne de modifications de traduction. Les CDK, protéines kinases dependantes des
cyclines, régulent la division cellulaire (Morgan, 1997). Des études démontrent que le taux de
synthese protéique varie au cours du cycle cellulaire, avec une chute importante au cours de la
phase M. Cette chute est généralement décrite comme résultant d’une inhibition de I’initiation
(Fan et Penman, 1970; Kanki et Newport, 1991). Un certain nombre de données suggérent que
I’inhibition de I’élongation pourrait jouer un réle important.

Les sous-unités get d du complexe eEF-1B sont des substrats de CDK1/cycline B
(Minella et al., 1998). Au cours de la maturation méiotique de I’ovocyte de xénope, cette
phosphorylation est corrélée aux changements de la synthése protéique et établit un lien direct
entre machinerie de traduction et les CDK du cycle cellulaire.

Le gene codant pour eEF-1d est inductible par des radiations ionisantes qui arrétent
la prolifération a la transition G2/M. Puisque I'expression de eEF-1d précede l'arrét en G2, elle
aurait un role dans la transition G2/M du cycle cellulaire et dans la réparation de I'ADN (Jung et
al., 1994). Le complexe eEF-1B intéragit avec I'ADN lorsque celui-ci est endommagé par le
chrome ou la transplatine (Wang et al., 1997). Ceci pourrait étre lié a une fonction spécifique de
eEF-1 dans la réparation de I'ADN. La protéine eEF1-d possede un domaine leucine zipper et la
protéine eEF-1g, un domaine riche en lysines qui rappellent la structure des facteurs de
transcription; ces deux domaines pourraient étre impliqués dans la liaison du facteur eEF-1B a
I”’ADN.

De nombreuses données bibliographiques démontrent qu’ il existe dans les cellules
intactes une corrélation entre la phosphorylation de facteur eEF-2 et une inhibition de la synthése
protéique au niveau de I’élongation (revue dans Nairn et Palfrey, 1996). La stimulation des
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cellules quiescentes par le sérum ou des facteurs de croissance s’accompagne d’une augmentation
transitoire de la phosphorylation du facteur eEF-2 (Carlberg, 1990), probablement responsable
d’une inhibition de la phase d’élongation régulant I’expression des protéines spécifiques a demi-
vie courte ( Ryazanov et al., 1988; Ryazanov et al., 1991).

B- Les facteurs d’élongation et la transformation
cellulaire

Des dérégulations de I’expression des protéines constitutives de eEF-1A et eEF-
1B sont associées a des phénotypes de transformation cellulaire (revues dans Cormier 2000;
Caraglia et al., 2000; figure 21).

Surexpression
rolifération cellulaire
@ncogéne PTI-lD Association
/ a I'ADN endommageé
\

\ A Gene inductible
I par radiations ionisantes

™~

(—CCDKl/cycIine B)

-//
7/
V4
¥

Figure 21: Relations entre le facteur d'élongation eEF-1, le cycle cellulaire et la tumorigenese.
Les fleches en traits pleins indiquent des faits expérimentaux acquis et celles en pointillés refletent des hypothéses.
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L'expression élevée de eEF-1A est corrélée a la prolifération cellulaire. Dans des
fibroblastes humains et murins, la quantité et l'activité de eEF-1A diminuent au cours du
vieillissement cellulaire. Elles demeurent constantes dans des lignées de fibroblastes tumorales
transformées par le virus SV-40. Dans plusieurs lignées de fibroblastes, I'expression constitutive
de eEF-1A rend les cellules plus sensibles a la transformation maligne (Tatsuka et al., 1992) et un
criblage différentiel d'adénocarcinome pancréatique a montré que I'ARNm codant pour eEF-1A est
surexprimé dans les cellules tumorales (Grant et al., 1992). Dans les cellules quiescentes 3T3
apres une stimulation mitotique, l'augmentation de I'expression de la protéine est due a un
recrutement spécifique de 'ARNm dans les polysomes (Jefferies et al., 1994). Il existe une
protéine appelée PTI-1 (prostatic carcinoma tumor inducing gene) correspondant a une forme
tronquée et mutée de eEF-1A (Shen et al., 1995) exprimée dans les tissus cancéreux de la prostate,
du colon, du poumon et du sein (Sun et al., 1997). La surexpression de cette protéine dans des
cellules fibroblastiques d'embryons de rat sains provoque un phénotype tumoral aggressif. De
plus, le blocage de I'expression de PTI-1 entraine un retour a une morphologie cellulaire normale
(Su et al., 1998). PTI-1 est donc un réel oncogene (Shen et al., 1995).

Le complexe eEF-1B est également impliqué dans le processus de cancérisation.
L'ARNm codant pour eEF-1gest surexprimé dans de nombreuses lignées tumorales: carcinomes
intestinaux et pancréatiques (Lew et al., 1992; Chi et al., 1992), carcinomes gastriques,
adénocarcinomes oesophagiens (Su et al., 1998) et carcinomes colorectaux (Ender et al., 1993).
Dans ce dernier cas, un taux également élevé de la protéine eEF-1ga été observé (Mathur et al.,
1998). De plus, la surexpression de eEF-1 gconstitue un marqueur de I'agressivité de la tumeur
(Ender et al., 1993; Frigerio et al., 1995; Mimori et al., 1996). La surexpression de eEF-1gest un
événement tres précoce dans le développement de cancers (Ender et al., 1993). La surexpression
de cette sous-unité pourrait étre un des acteurs de la résistance de certaines tumeurs aux
traitements anticancéreux par la présence de son domaine GST (Billaut-Mulot et al., 1997). En
revanche, il n'a pas encore été démontré si cette surexpression est une cause ou une conséquence
du développement de la tumeur.

L'analyse d'une banque d'ADNc de cellules cancéreuses colorectales humaines a
montré que non seulement I'expression de eEF-1g mais également celles de eEF-1b et eEF-1A sont
augmentées (Frigerio et al., 1995). La sous-unité eEF-1d joue, elle aussi, un role dans le processus
de cancérisation, car on note un taux d'expression élevé du messager codant pour EF-1d dans
plusieurs lignées cellulaires cancéreuses ovariennes et mammaires (Jacob et al, 1996; Kolettas et
al., 1998).

L’infection par des virus interfere avec les contrdles de traduction de la cellule hote
et peut contribuer a la transformation cellulaire. Dans ce contexte, il est intéressant de remarquer
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une association de la protéine régulatrice ICPO (infected cell protein O) du virus de I'Herpes avec
la protéine eEF-1d (Kawaguchi et al., 1997). De méme, la protéine Tat du virus HIV-1 s'associe a
eEF-1d pour réprimer la traduction des ARNm de la cellule hote infectée au profit des messagers
du virus (Xiao et al., 1998). Une recherche de ce type de protéines dans le cas des virus
transformant permettrait de relier ces deux observations.

L’ensemble des données que nous avons développées dans cette revue permettent
d’attribuer un role essentiel du facteur eEF-1 dans la traduction et probablement d’autres
fonctions cellulaires. Les fonctions spécifiques du facteur et de ses sous-unités demeurent
cependant mystérieuses. Nous avons utilisé le lysat de réticulocytes et les embryons d’oursin
pour étudier ces régulations fonctionnelles.
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Chapltre 11]:

L'ermnbryon d'oursin



La fécondation de I'oeuf d'oursin provoque une augmentation considérable du taux
de synthese protéique indépendante de la transcription jusqu'au stade blastula (Epel, 1990). La
fécondation induit également de nombreuses modifications au niveau des phosphorylations
/déphosphorylations des protéines (Keller et al., 1980; Meijer et al., 1982). La fécondation de
I'oursin constitue un modele de choix pour I'étude de la régulation de la synthése protéique
notamment au niveau de I'élongation permettant d'aborder la fonction de eEF-1. Ce chapitre décrit
les évenements biochimiques majeurs induits par la fécondation et leurs mécanismes.

|- La fécondation et le développement précoce

L'oursin est un invertébré marin qui appartient au phylum des Echinodermes
(animaux recouverts d'épines) constitué d'environ 6000 espéces réparties en deux sous-
embranchements qui difféerent esssentiellement par leur mobilité. Les Pelmatozoaires sont fixés
par un pédoncule et sont actuellement représentés par les crinoides. Les Eleuthézoaires sont
toujours libres et regroupés en quatre classes: les étoiles de mer ou astéries, les ophiures, les
holoturies et les échinides ou oursins (Kato et Schroeter, 1985). Actuellement 900 espéces
d'oursin sont connues. Parmi les trois espéces majoritaires présentes au large de Brest, nous avons
choisi Sphaerechinus granularis. De nombreuses études portent sur le développement précoce de
I'oursin qui est une référence dans ce domaine (Giudice, 1973; Horstadius, 1973).

Les oursins ont un mode de reproduction sexue et gonochorique (a sexes séparés).
La fécondation s'effectue dans le milieu extérieur et sans accouplement (Platel, 1992).

L'oeuf mature ou ovule (100 um de diameétre) a achevé sa meiose et est bloqué en
phase G1 du premier cycle de mitose. L ovule est entouré d’une enveloppe vitelline protégée par
une gangue gélatineuse composée de mucopolysaccharides. Le cortex de l'ovule situé sous la
membrane plasmique renferme environ 30000 granules corticaux (Giudice, 1973). Le
spermatozoide restaure la diploidie et provoque [I’activation de l'oeuf qui se traduit par
l'augmentation du métabolisme cellulaire et I’initiation du développement (Epel, 1990). En
particulier, la fécondation conduit a la levée du blocage en phase G1 entrainant ainsi une transition
G1/S du cycle cellulaire et les divisions mitotiques. L’exocytose des granules corticaux se produit
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alors et leur contenu fusionne avec I'enveloppe vitelline, formant la membrane de fécondation
(Figure 22). Cette membrane participe au blocage de la polyspermie (Giudice, 1973; Epel, 1990).
La premiére partie du développement (jusqu'a I'éclosion) est constituée de
successions de phases S et M sans phase de latence G1 et G2 avec un taux de divisions dix fois
plus élevé qu'a la blastula (Parisi et al., 1978; Epel, 1990; Figure 23). La premiere division
s'effectue en 2h a 2h 30, la deuxiéme en 1h30 et les suivantes en 30 minutes. A la sixiéme division
(stade morula), I'oeuf est constitué de trois types de cellules différentes, les mésomeéres, les
macromeres et les micromeres. Une petite cavité centrale se forme dés la huitiéme division et
correspond au blastocoéle (Horstadius, 1973). Au stade blastula précoce, de longs cils
apparaissent a la surface externe au niveau du p6le animal. La jeune blastula est constituée d'une
couche de cellules et nage a I'intérieur de la membrane de fécondation. Le retour a des divisions
plus lentes a lieu a cette étape (environ 12 heures aprés fécondation) et correspond a l'acquisition
des phases d'intervalle G1 et G2 (Figure 23). Vers 14-16 heures aprés la fécondation, la blastula
sécrete une enzyme d'éclosion, protéase qui digére la membrane de fécondation libérant ainsi la
blastula ciliée. Les cils présents au pble animal sont remplacés par des stéréocils immobiles
formant ainsi la touffe apicale. La blastula s'aplatit au niveau du péle végétatif pour donner
naissance a la plaque végétative. Les micromeres situés au centre de cette plaque commencent
alors a migrer a l'intérieur du blastocoéle et forment le mésenchyme primaire, précurseur du
squelette de la larve. La gastrulation débute par la mise en place de l'archentéron (intestin
embryonnaire) par invagination des cellules du péle végétatif. L'archentéron sera entierement
formé environ 46 heures apreés fécondation et donnera naissance a l'cesophage, l'estomac et
I'intestin, le stade prisme est alors atteint (Figure 23). La gastrulation peut également étre
caractérisée par la formation du mésenchyme secondaire au sommet de l'archentéron et
I'apparition des spicules tri-radiées a partir de ce mésenchyme ainsi que par la mise en place d'une
symétrie bilatérale. L'embryon devient alors, 72 heures apres fécondation, une larve nommée
plutéus (1500 cellules) capable de se nourrir et de vivre sous forme pélagique libre (Figure 23).
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Figure 22: Fecondation et premiére division de l'owsn Sphaerechinus granularis
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II- La synthese proteigue au cours du
développement précoce

A- Analyse de I’augmentation de la traduction

A la fécondation, la synthese protéique est considerablement augmentée (Gross et
Fry, 1966; Epel, 1967; Humphreys, 1969; Brandhorst, 1976; Regier et Kafatos, 1977; Grainger et
al., 1979). Cette augmentation est surtout quantitative et le profil protéique n'est pas modifié
(Bedard et Brandhorst, 1983; Grainger et al., 1986). En présence d'émétine, inhibiteur de la
traduction, le développement s'arréte a la premiére division mitotique montrant la nécessité de
syntheses protéiques pour le déroulement de la division cellulaire (Hultin, 1961; Wagenaar, 1983;
Grainger et al., 1986; Figure 24). La synthese de la cycline B (Evans et al., 1983), protéine de
régulation du cycle cellulaire (Morgan, 1997) est la seule synthese indispensable pour I’entrée en
mitose (Arion et Meijer, 1989). L’augmentation globale de synthese des autres protéines prépare
le développement ultérieur.

L'actinomycine D, inhibiteur de transcription, provoque I’arrét du developpement
des embryons au stade 16 cellules (Figure 25). L’augmentation de la synthése protéique est donc
indépendante de la transcription jusqu’au stade blastula (Gross et Cousineau, 1964; revue dans
Giudice, 1973). En revanche des transcrits précoces s'averent nécessaires pour la transition
blastula/gastrula. L'un des tout premiers transcrits observés dés la fécondation, code pour
I'histone 2A (Palla et al., 1999). D’autres ARN messagers, en nombre limité, sont transcrits au
stade blastula précoce. Ces messagers de la trés jeune blastula ou « Very Early Blastula » (VEB)
ont une distribution spatiale progressive le long de I'axe animal végetal (Reynolds et al., 1992). Le
messager codant pour I'enzyme d'éclosion ou hatching enzyme en fait partie (Lepage et al., 1992).

Deux types d’ARN messagers sont stockés dans I'ovule non encore fécondé. Ce
sont soit des messagers de grande taille (5 a 15kb) immatures soit des messagers associés avec des
protéines ou des ribonucleoparticules sous forme de complexes appelés mRNP (messenger
ribonucleoparticules) (Moon et al., 1980; Moon, 1983; Le Blanc et Infante, 1992). Les messagers
de grande taille possédent une queue polyA de 50 a 120 nucléotides et des séquences,
principalement présentes dans les ARNm nucléaires (Posakony et al., 1983), appelées
« interspersed repeat sequences » ou séquences répétées intercalées (revue dans Davidson et al.,
1982). Ces séquences sont des motifs répétés de 150 a 200 nucléotides (Constantini et al., 1980)
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intercalés a I’intérieur des séquences codantes ou dans la région 3' non codante (Posakony
et al., 1983). Apres la fécondation, ces séquences sont éliminées puisqu’elles sont absentes des
ARNmM recrutés dans les polysomes. Aprés fécondation, les messagers présents sous forme de
MRNPs doivent étre démasqués par le relargage des protéines qui leur sont associées (Grainger et
Winkler, 1987).

A la transition blastula-gastrula précoce, le profil d'expression des ARN messagers
est nettement modifié par I'apparition des messagers transcrits a partir du génome zygotique
(Brandhorst et Humphreys, 1971; Galau et al., 1977). Les transcrits maternels sont
progressivement remplacés par ces nouveaux transcrits (Cabrera et al., 1984; Davidson, 1986).
Parmi ceux-ci, les articles 1 et 3 présentent le profil d’expression des messagers codant pour les
protéines EF-1d et EF-1A. Nos résultats démontrent I’existence d’une nouvelle régulation de la
transcription pour eEF-1d a la transition blastula-gastrula par un mécanisme de sélection
alternative du site de polyadénylation.

B- Mécanismes impliqués dans I’augmentation de la
traduction

L'augmentation de la synthése protéique peut étre décomposée en deux phases. La
premiére est due a un mécanisme post-transcriptionnel et la seconde, a partir de la transition
morula/blastula, implique la traduction des messagers nouvellement transcrits (Figure 23).

L’augmentation de la synthese protéique dans la premiere phase résulte d'une
régulation a deux niveaux: un recrutement des ARN messagers maternels préalablement transcrits
(Grainger et Winkler, 1987) et une régulation traductionnelle qui conduit a une augmentation de
I'activité de la machinerie de traduction (Brandis et Raff, 1978; Hille et al., 1990). Les mécanismes
de démasquage des ARN messagers maternels et I'élimination des séquences répétées ne sont pas
connus. En revanche, il est démontré que la polyadénylation des ARNmM est nécessaire a la
traduction et augmente a la fécondation (Slater et al., 1973; Wilt, 1977; Peters et Jeffery, 1978).
L’acquisition de la coiffe a I'extrémité 5' des ARNm est stimulée (Winkler et al., 1983; Caldwell et
Emerson, 1985; Showman et al., 1987). La quantité d’/ARN dans les polysomes augmente (Hille et
Alberts, 1979; Brandis et Raff, 1979; Goustin et Wilt, 1981; Raff et al., 1981) de méme que leur
traduction (de 10 a 15 fois) (Humphreys, 1971). Le nombre de ribosomes dans les polysomes
augmente également (de 20 a 25 fois) (Goustin et Wilt, 1981; Kelso-Winemiller et Winkler, 1991)
et I'observation en microscopie électronique indique une modification de leur morphologie (Martin
et Miller, 1983). Ces phénomeénes résultent non seulement de la stimulation de I’initiation mais
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aussi de I'élongation (Brandis et Raff, 1978; Brandis et Raff, 1979; Hille et Alberts, 1979; Raff et
al., 1981).

L'initiation a été largement étudiée afin de mieux appréhender les facteurs limitants.
De nombreuses expériences de synthese protéique ont été réalisées a l'aide de lysats. La synthése
de messagers exogenes est stimulée par ajout de facteurs d'initiation purifiés (Colin et al, 1987;
revue dans Hille et al, 1990). L'addition de elF-2B, facteur d'initiation responsable de I'échange de
GTP sur elF-2, augmente l'activité in vitro dans des lysats d'oursin non fécondés (Colin et al.,
1987). L'activité in vitro est également stimulée par elF-2 de 4 fois (Winkler et al., 1985;
Dholakia et al., 1990) ainsi que par elF-4F (de 2 a 3,5 fois) (Huang et al, 1987; Lopo et al., 1988).
elF-4F est capable de réverser I'effet inhibiteur de traduction présent dans les oeufs non fécondés
(Huang et al., 1987; Hansen et al., 1987). Le facteur elF-4F est présent sous forme inactive dans
les oeufs non fécondés et est activé a la fécondation (Jagus et al., 1992; Jagus et al., 1993).

Les mécanismes de la stimulation de I'élongation demeurent encore non élucidés.
Seule I'augmentation d'activité de deux facteurs d'élongation appelés alors T1 et T2 a été observée
(Felicetti et al, 1972). La correspondance entre ces facteurs et les eEF-1 et eEF-2 n’a pas été
déterminée.

Quels sont les mécanismes de la transduction du signal entre I’interaction du
spermatozoide avec I’ovule et I’augmentation de la traduction ? L'augmentation de la synthese
protéique post-fécondation est dépendante du flux de calcium et du pH. La fécondation induit la
libération de calcium conduisant a une élévation transitoire du calcium intracellulaire. Cette
derniére rentre en jeu dans une séquence d'événements qui aboutissent a I'augmentation du pH
intracellulaire (Winkler et al., 1980). L'augmentation expérimentale du pH, en absence de
fécondation, est capable d’activer de 25 fois le recrutement des messagers et des ribosomes
(Johnson et Epel, 1976; Winkler et al., 1980) et d'induire une augmentation de synthése protéique
(Grainger et al., 1979). Cependant, Rees et collaborateurs (1995) ont montré que I'élévation de pH
a elle seule n'est pas responsable de I'augmentation de synthése protéique post-fécondation mais
participe a une cascade de signaux qui induisent cette augmentation. Le calcium serait également
nécessaire a l'activation de I'élongation (Brandis et Raff, 1979; Winkler et al., 1980).

A la transition morula/blastula, dans la phase dépendante de la transcription,
l'augmentation de synthese se poursuit, elle passe de 120pg/heure/embryon au premier clivage a
500pg/heure/embryon a la blastula (Regier et Kafatos, 1977; Goustin et Wilt, 1981). Le profil des
protéines traduites est dd a la traduction des messagers nouvellement transcrits et impliqués dans
la différenciation cellulaire (Brandhorst, 1976). Cette augmentation est proportionnelle au
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recrutement des ribosomes dans les polysomes. Jusqu'a 60% des ribosomes peuvent étre
regroupés en polysomes (Infante et Nemer, 1967; Denny et Reback, 1970; Humphreys, 1971).

En conclusion, la premiere phase d'augmentation est réalisée a partir de messagers
maternels sans modification sensible du profil des protéines. La seconde correspond a un
changement d'ordres quantitatif et qualitatif et s'effectue a partir de nouveaux transcrits.

I11- Les changements de phosphorylation

Des modifications d’activités de phosphorylation/déphosphorylation sont induites
par la fécondation pour les régulations de la transduction du signal, du cycle cellulaire et du
développement précoce. Elles font intervenir les différents types de kinases, phosphorylant leurs
substrats sur les résidus sérine/ thréonine dans les protéines, et sur I’acide aminé tyrosine (revues
dans Kinsey, 1997; Ohi et Gould, 1999). Le profil des différentes activités kinasiques qui vont
étre détaillées dans ce paragraphe, est récapitulé figure 26.

CK2

——
E— phosvitine kinase
—— PKA
PKC
MAP Kinase
CDK2

| |
-
— e s histone H1 kinase
-
1 1 1 |

— terSine kinase

1/ | | |
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I
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Figure 26: Profil des activités kinases mesurées au cours du développement précoce.

Ce profil est un profil global représentant les grandes variations au cours du développement précoce. L'intensité du
trait est représentative de l'activité.
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A- Changements impliqués dans la transduction du
signal

La fécondation induit tres rapidement (2 minutes) I'activation de la protéine kinase
C (PKC). L’activation de la PKC est dépendante du calcium et se limite a la zone corticale de
I'oeuf (Olds et al., 1995; DeBarry et al., 1997). Elle est suivie d'une chute brutale d’activité,
probablement due a I’hydrolyse de I’enzyme par des protéases calcium dépendante (DeBarry et
al., 1997). La PKC active I'échangeur Na+/H+ qui provoque l'augmentation du pH intracellulaire
(Heinecke et Shapiro, 1990; revue dans Swann et Whitaker, 1990; Shen et Buck, 1990). Elle est
également impliquée dans I'activation du métabolisme oxydatif en régulant l'activité de la
NADPH/O2 oxydo-réductase (Heinecke et Shapiro, 1989; Heinecke et Shapiro, 1990; Heinecke et
al., 1990).

La fécondation induit la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (Ballinger et
al., 1984). Bien que cette phosphorylation est généralement impliquée dans la régulation de la
traduction (Jefferies et Thomas, 1996), elle n’a pas été étudiée depuis chez I’oursin.

Les changements de phosphorylation sur tyrosine débutent trés tot en réponse a la
liaison du spermatozoide (Kinsey, 1984; Peaucellier et al, 1988; Ciapa et Epel, 1991). Abassi et
Foltz (1994) ont mis en évidence une phosphorylation sur tyrosine du récepteur, des la fixation
du spermatozoide, cette phosphorylation est maximale dans les 20 secondes suivantes ce qui
suggére que le récepteur est directement associé a une tyrosine kinase. Une activité tyrosine
kinase est liée a la libération du calcium intracellulaire (Shen et al., 1999). Cette protéine kinase est
la p57 de la famille de la protéine kinase src. Parmi les tyrosines kinases impliquées dans les
toutes premiéres minutes aprés la fécondation, trois sont identifiées, la protéine p2205"'°I (Moore
et Kinsey, 1994), la p59 ™" (Kinsey, 1996) et la p57 ' (Abassi et al., 2000).

Les ovules non fécondés ont une activitt MAP Kkinase de base qui décroit
rapidement aprés la fécondation (Pelech et al., 1988 ; Chiri et al., 1998 ; Philipova et Whitaker,
1998). La MAP kinase est phosphorylée et active dans les oeufs non fécondés puis se
déphosphoryle pour s’inactiver dans les 15 minutes suivant la fécondation (Caroll et al., 2000).
Le calcium est nécessaire et suffisant pour cette inactivation. L’inactivation de la MAP kinase
apres la fécondation est corrélée avec l'initiation de la synthése d’ADN (Caroll et al., 2000).
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B- Changements liés au cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est sous le contrdle de protéine kinases dépendantes des cyclines
ou CDKs (Morgan, 1997). La CDKZ2, associée a la cycline E puis a la cycline A, est impliquée au
cours de la division cellulaire dans le contréle de la phase S (Ohi et Gould, 1999). Chez I'oursin,
bien que la CDK2 posséde une activité faible et constante dans I’embryon, elle ne contrélerait pas
I’initiation de la réplication de I’ADN dans les premiéres divisions (Moreau et al., 1998).

La génisteine, inhibiteur des tyrosine kinases, n'inhibe pas les événements précoces
tels la levée de membrane de fécondation mais empéche les évenements plus tardifs comme la
migration du pronucleus, la synthése de DNA et la division cellulaire. Ceci suggére que les
tyrosine kinases ont un réle dans l'initiation des mouvements pronucléaires et I'entrée en phase S
du cycle cellulaire (Moore et Kinsey, 1995).

Chez I'oursin, la PI3 kinase contréle le cycle cellulaire puisque son inhibiteur spécifique, la
wortmamine, arréte la division entre la phase S et la phase M (De Nadai et al., 1998).

La transition G2/M du cycle cellulaire est régulée par le complexe CDK1/cycline B
ou MPF (M-Phase Promoting Factor) (revue dans Morgan, 1997). Dans les embryons d’oursin,
la kinase CDK1 ou Histone H1 kinase est activée transitoirement 20 minutes avant chaque
division cellulaire (Schatt et al., 1983; Meijer et Pondaven, 1988). Les mécanismes d’activation et
de régulation de CDK1 sont nécessairement en place pour la réalisation de ces cycles cellulaires
(Morgan, 1997).

L activité de la MAP kinase augmente aprés son inactivation initiale (Pelech et al.,
1988; Chiri et al., 1998; Philipova et Whitaker, 1998). Cette activation est dépendante du calcium
et participerait au contrdle de la phase M du cycle cellulaire (Philipova et Whitaker, 1998 ; Caroll
et al., 2000).

Des variations d'activité de protéines kinases dépendantes de I'AMPc (PKA) ont
également été observées au cours de la premiéere division mitotique. Elle augmente aprés la
fécondation et décline juste avant le premier clivage. L'inhibition de I’activité de la PKA empéche
la formation du fuseau mitotique (Browne et al., 1990).

C- Changements liés au développement précoce
La PKC intervient dans le développement: le TPA, activateur de la PKC, cause des

modifications dramatiques du développement lorsqu'il est ajouté entre la fécondation et le premier
clivage. En effet, le nombre de cellules se différenciant en endoderme et mésoderme est plus élevé
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que celui des cellules de I'ectoderme; le TPA induit une accumulation de messagers spécifiques de
I'endoderme et du mésoderme et, simultanément une diminution de ceux spécifiques de
I'ectoderme. Ces résultats indiquent que la PKC joue un réle dans le déterminisme des cellules au
cours du développement (Livingston et Wilt; 1992).

L'activité de la protéine kinase A, PKA, présente un pic transitoire au moment de
la blastula nageante (Fujino et Yamasu., 1983b) dont le réle n’est pas connu.

Chez I'oursin, la mise en place de I'axe animal/végétal est prédéterminée avant la
fécondation et les territoires embryonnaires sont établis le long de cet axe par des mécanismes non
élucidés. Emily-Fenouil et collaborateurs (1998) ont isolé dans les embryons une enzyme
sensible au lithium, la Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3), impliquée dans la voie de
transduction wnt qui joue un rdle essentiel dans la définition de I'axe (revues dans Moon et al.,
1997 ; Arias et al., 1999). La surexpression d'un dominant négatif de la GSK3 entraine une
végétalisation de I'embryon et provogue une diminution du domaine d'expression de l'enzyme
d'éclosion. La surexpression de GSK3 induit une animalisation et élargit le domaine d'expression
de cette enzyme en direction du p6le végétal (Emily-Fenouil et al., 1998; Vonica et al., 2000).

Une activité phosvitine kinase varie également au cours du développement; elle est
élevée au stade blastula tardive puis faible a la gastrula. L'activation de I’enzyme est associée a un
changement de répartition entre une forme soluble et une forme sédimentable (Fujino et
Yasumasu., 1983b).

Delalande et collaborateurs (1999) ont démontré I'existence d'une activité eEF-1d
kinase présentant un pic d'activité transitoire atteignant son maximum a 24-30 heures de
développement et impliquée dans I’éclosion et dans la transition blastula/gastrula. Cette activité a
été identifiée a la CK2,

L’activité d’une tyrosine kinase 30 a 45 minutes apres fécondation, est requise
pour la gastrulation de I'embryon: les embryons traités avec des inhibiteurs forment une blastula
normale, ne gastruleront pas et s'arréteront au stade plutéus (Kinsey, 1995). Cette kinase est
nécessaire a I'invagination de I'archentéron, a la fusion du mésenchyme primaire et a I'élaboration
des spicules du squelette (Livingston et al., 1998).

De nombreuses protéine kinases sont activées ou jouent un rble aprés la
fécondation, pour la transduction du signal, le cycle cellulaire ou le bon déroulement du
développement. Parmi elles, les kinases PKC, PKA, CDK1, CK2 et la S6 kinase peuvent
phosphoryler I’un ou I’autre des éléments de la machinerie de traduction et ainsi étre impliquées
dans la régulation de la synthése protéique. Les protéines kinases spécifiques de facteurs de
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traduction sont tres probablement impliquées a la fécondation. La kinase FRAP/mTOR
(Sonenberg et Gingras, 1998) qui phosphoryle 4EBP, protéine régulatrice du facteur d’initiation
elF4E et la protéine kinase de eEF-2 (cf Chapitre I-8111-A-2) pourraient jouer un rdle important.

V- ROle des polyamines dans le développement
de I'embryon précoce

L’activité de [l'ornithine décarboxylase (ODC), enzyme limitante dans la
biosynthése des polyamines, augmente aprés fécondation (Manen et Russel, 1973; Kusunoki et
Yasumasu, 1978). Il en résulte une augmentation de la concentration en polyamines, de I'ordre du
millimolaire, associée a leur variation cyclique avec les divisions (Kusunoki et Yasumasu, 1976).
Les polyamines sont nécessaires pour le développement précoce puisque I' aHydrazinoornithine
(@aHO), un inhibiteur compétitif de I'ODC, arréte les divisions et que I'addition de putrescine ou
de spermine léve cette inhibition (Kusunoki et Yasumasu , 1978). L’ augmentation est importante
pour la spermidine et la putrescine et moindre pour la spermine (Manen et Russel, 1973,
Kusunoki et Yasumasu, 1976). Au cours des cycles cellulaires, leur concentration est forte avant
et retombe apres le clivage (Kusunoki et Yasumasu, 1976).

Toutefois, ces observations ne permettent pas d'élucider les réles physiologiques
des polyamines. La présence de I'hypusine dans le facteur d'initiation elF5A (cf Chapitrel-§1V),
premier exemple de dérivé des polyamines associé a une molécule spécifique, laisse présager un
réle physiologique (Park et al., 1981). Le profil de protéines, dont une de 30 kDa (Canellakis et
al., 1985) capable de lier la spermidine, varie au cours du développement précoce (Canellakis et
al., 1989) et suggere I’existence de régulations.

Des résultats récents relancent I’'intérét de I’étude des cibles des polyamines
puisque celle-ci sont capables de réguler le cycle cellulaire en induisant I’expression de protéines
inhibitrices de CDK, p21CIP et p27KIP (Ray et al., 1999; Li et al., 1999; Alm et al., 2000).
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Figure 27: Variations cycliques des concentrations de polyamines dans I'embryon d'oursin.

Schéma adapté de Kusunoki et Yasumasu, 1976. Les traits noirs épais indiquent les trois premiéres
mitoses.

En analysant la synthése protéique dans les lysats d’oursin, nous avons obtenu des
lysats capables de faire de I’élongation des messagers préalablement initiés in vivo. Grace a ces
lysats, nous avons montré I’existence d’une régulation de la phase d’élongation par des
concentrations physiologiques (millimolaires) de polyamines (Article 5).

L’ensemble des évenements de la fecondation chez I’oursin, de la transduction du
signal au contrdle du cycle cellulaire, nécessitant I' intervention de multiples protéines kinases et
une régulation post-transcriptionnelle de la synthése protéique, font de I’oursin un modele de
choix pour nos études.
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Résultats



Article 1



Nous avons obtenu de nouvelles données structurales et phylogénétiques sur le
complexe d'échange de nucléotides eEF-1B. Nous avons démontré de nouvelles régulations
de I'@longation: la premiere au niveau de la transcription des éléments de eEF-1A et eEF-1B
au cours du développement, et la seconde, au niveau de la régulation de I'étape d'éongation
par les polyamines naturelles et par la phosphorylation du complexe CDK 1l/cycline B. Les
résultats, sous forme darticles publiés ou soumis, sont complétés par des données non
publiées.

Nous avons étudié le facteur d'élongation eEF-1B en clonant la sous-unité eEF-
1d d'oursin (Article 1), en abordant I'origine phylogénétique des protéines eEF-1b et eEF-1d
(Article 2) et en rédisant I'analyse structurale du complexe eEF-1B (résultats non publiés).
Nous nous sommes ensuite intéressés a la régulation transcriptionnelle de eEF-1d chez
I'oursin en caractérisant un mécanisme de séection aternatif du site de polyadénylation du
messager de eEF-1d au cours du développement (Article 1) et en observant le découplage de
la transcription de eEF-1d de celle de eEF-1A (Article 3). L'étude de I'édlongation a été
abordée par la mise au point d'un lysat d'oursin et de sa régulation par les polyamines
naturelles (Article 4 en préparation). Les régulations de I'éongation par phosphorylation par
le complexe CDK 1/cycline B sont effectuées dans des lysats de réticulocytes de lapin (Article
5 soumis).

|- Le facteur d'élongation eEF-1B

A- Clonage de la sous-unité eEF-1d d'oursin

Article1

Delalande, C., Monnier, A., Minella, O., Geneviére, A-M., Mulner-Lorillon, O., Bellé, R. and
Cormier P.(19984). Developmental regulation of elongation factor-1d in sea urchin suggest
appearance of a mechanism for alternative poly(A) site selection in gastrulae. Exp. Cell. Res.,
242, 228-234.

Dans cet article, nous avons isolé et sequencé par criblage a partir d’ une banque
d’embryons d oursin Sphaerechinus granularis deux ADNc de 2 et 2,7 kb codant pour eEF-
1d (numéro d'accession: Y 14235 et Y 14236). Ces ADNc ont été identifiés a la protéine eEF-
1d (35kDa), selon trois critéres: la séquence protéique contient un domaine d’ échange de
GTP/GDP, la région N-terminale comporte un motif Leucine Zipper et la protéine eEF-1d,
produite dans un systéme d’ expression constitué par les ovocytes de xénope, est capable de
s'intégrer au sein d’ un complexe eEF-1bgd hétérol ogue.

48



Article 2



B- Origine phylogénétigue des protéines eEF-1d et
eEF-1b

Article2

Guerrucci, M.A., Monnier, A., Delalande, C. and Bellé, R. (1999).The elongation factor-1 d
(EF-1 d) originates from gene duplication of an EF-1 b ancestor and fusion with a protein-
protein binding domain. Gene, 233, 83-87.

Nous avons anaysé I'évolution moléculaire des protéines échangeuses de
nucléotides de type béta et de type delta a l'aide des méthodes classiques de phylogénie. Nous
montrons que la proténe de type b est ubiquitaire et se duplique chez les plantes pour donner
deux protéines de type structural b et b'. Chez les animaux, eEF-1b et eEF-1d sont
monophylétiques. Les domaines N-terminaux des protéines eEF-1d possedant le motif
Leucine Zipper sont spécifiques de eEF-1d et ne se retrouvent dans aucune autre séquence.
Nous en avons déduit que la protéine eEF-1d résulte de la fusion d'un domaine Leucine
Zipper avec le domaine C-termina d'un gene ancestral commun de type eEF-1b. La
duplication de I'ancétre b a eu lieu avant I'émergence des Arthropodes et |a protéine eEF-
1d n'est présente que chez les animaux supérieurs. Toutefois, les deux genes eEF-1b et eEF-
1d ont évolué conjointement probablement du fait de leur association avec le méme facteur
eEF-1A.
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C- Anayse structurdle du complexe eEF-1B
d'oursin

Résultats non publiés

Monnier, A., Cormier P., Boulben, S., Morales J., Bellé, R. et Mulner-Lorillon, O. Anayse
structurale du complexe eEF-1B d'oursin.

A partir d'une protéine recombinante issue de I'ADNc codant pour la sous-unité eEF-
1d, nous avons obtenu un anticorps spécifique de eEF-1d d'oursin. Au cours de cette analyse
structurale, nous montrons que:

- eEF-1d existe dans I'ovule d'oursin sous deux isoformes (33, 35kDa) présentes dans un
complexe de haut poids moléculaire (350kDa)

- comme chez les autres especes, la protéine eEF-1d est fortement associée avec une protéine
identifiée a eEF-1g

- plusieurs protéines nouvelles restent associées a eEF-1d au cours de la purification. Ces
protéines possedent des intéractions labiles avec eEF-1B dans la mesure ou €elles ne sont plus
détectées aprés immunoprécipitation du complexe. Le microsequencage de ces protéines
révéle des similitudes de séquence avec une protéine heat shock, une aryl sulfatase, une actine
et une proténe ribosomale L10A. Trois autres protéines restent de nature inconnue.
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Article 3



|1- Régulation transcriptionnelle de eEF-1d chez |'oursin
A- Sédlection aternative du site de polyadénylation du
messager eEF-1d au cours du dével oppement précoce

Lesdeux ADNc de 2 et 2,7 kb codant pour eEF-1d (cf A-1- clonage de la sous-
unité eEF-1d) sont issus d'un précurseur unique possédant un site de polyadénylation
aternatif: ils sont identiques dans les extrémités 5' non traduites, dans les sequences codantes
ains que dans la région 3' non traduite jusgu'a la position AATAAA (1892). L'ADNc de
2,7kb posséde une séguence supplémentaire de 722 paires de bases a l'extrémité 3UTR.

L’ analyse de I'expression du géne eEF-1d au cours du développement indique
gue le messager de 2,7 kb est présent a la fécondation et diminue au cours des divisions
rapides du développement précoce. A la gastrula, eEF-1d réapparait sous la forme des deux
messagers de 2,7 et 2 kb. L'apparition du messager de 2kb suggére qu'un mécanisme de
sdlection alternative du site de polyadénylation est mis en place alagastrul ation.

Ces résultats sont présentés dans I'Article 1 (p.49).

B- Découplage de la transcription de eEF-1d et eEF-1A
au cours du développement précoce

Article 3

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

Nous avons cloné et sequence un fragment d/ADNc codant pour eEF-1A de
Shaerechinus granularis (numéro d'accesson AJ010972). L'analyse de la régulation de
I'expression de eEF-1d par rapport a celle de eEF-1A révele que I’ expression de EF-1d au
cours du développement est découplée de celle de EF-1A. L'expression de eEF-1A est faible
pendant les divisons précoces puis augmente considérablement a la transition
blastula/gastrula. En revanche, eEF-1 d diminue lors des divisions précoces et réaugmente
plus tardivement et plus réguliérement que l'expression de eEF-1A. Le découplage de
I'expression de ces deux messagers démontre une régulation au cours du développement du
facteur d'éongation eEF-1 et suggere que ces deux protéines peuvent avoir des fonctions
spécifiques et peuvent étre régul ées indépendamment.
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Article 4



Nous avons réalisé enfin des éudes fonctionnelles de eEF-1B. Nous avons
dans ce but utilisé deux systemes acellulaires, un lysat d'embryon d'oursin et un lysat de
réticulocytes de lapin. Nous montrons gréce au lysat d'oursin que les polyamines naturelles
sont de puissants régulateurs de I'éongation (Article 4). Les lysats de réticulocytes nous ont
permis de démontrer une régulation nouvelle de I'&longation par phosphorylation par la kinase
CDKY cycline B (Article5).

I11- Régulation de I'éongation par les polyamines dans
le lysat d'oursin

Article 4 (soumis dans European Journal of Biology)

Monnier, A., Morales, J., Cormier, P., Bellé, R et Mulner-Lorillon, O. Polypeptide chain
elongation in lysates from the sea urchin Sphaerechinus granularis: regulation by polyamines.

Nous avons mis au point un systéme acellulaire dont I'originalité réside dans la
capacité a rédiser spécifiquement de I'élongation. En effet, dans nos conditions
expérimentales, ce lysat ne posséde aucune activité d'initiation puisqu'il n'est pas affecté par
la présence d'inhibiteurs de cette phase (m7-méthyl-GTP, acide aurintricarboxylique) et ne
réalise pas de traduction de messagers exogenes.

Nous avons éudié la cinétique d'activation de la synthése protéique aprés
fécondation des oeufs d’ oursin. Les lysats préparés a partir d’ ovules pondus non fécondés ont
une activité synthétique faible ou indétectable. L’activité augmente dés 15 minutes apres
fécondation, rapidement pendant la premiere heure, puis plus lentement ensuite avec un
infléchissement a chague division ce qui reproduit les cinétiques observées in vivo. Le taux
d'éongation dans ces lysats sest révélé insensible a plusieurs kinases (CDK 1, CKIl ou PKA),
et régulateurs de phosphorylation (6-DMAP, olomoucine, roscovitine, héparine ou acide
okadaique). En revanche, nous avons démontré l'existence dun effet inhibiteur des
polyamines naturelles sur |a phase d'élongation de la traduction. La présence dans les cellules
de ces polyamines et leur régulation au cours du développement suggére gue la traduction
pourrait étre sous leur contréle physiologique.
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Article 5



V- Régulation de I'élongation par phosphorylation du
complexe CDK 1/cycline B dans |le lysat de réticulocytes
delapin

Article 5 (soumis dans Nucleic Acid Research)

Monnier, A., Bellé, R., Morales, J.,, Cormier, P. and Mulner-Lorillon, O. Evidence for
regulation of protein synthesis at the level of the elongation step and effect of CDK 1/cyclin B
phosphorylation.

Pour comprendre le rbéle de I'association de la Va-RS (et uniquement de cette
synthétase) avec le complexe eEF-1B ains que la possibilité d’une régulation a ce niveau,
nous avons mis au point, dans le lysat de réticulocytes, les conditions d’ élongation optimale
d’ARN messagers synthétiques sans initiation spécifique. Afin de comparer I’éongation au
niveau des triplets codant pour la Valine par rapport aux autres acides aminés, nous avons
produit et cloné un ADN synthétique de 141 bases. Selon le site de fixation du ribosome, le
messager conduit a un peptide polyValine ou polySeérine (de 37 acides aminés maximum soit
4kDa). Le troisiéme cadre de lecture donne un codon stop. Dans ces conditions, la traduction
du peptide polyValine est toujours supérieure a celui du peptide polySérine.

Nous observons que I'gout de la kinase CDK1 dans I’incubation conduit a des
changements de I’ efficacité de lecture de I’ un et I’ autre codon. En effet, cette phosphorylation
diminue le taux d'éongation pour le peptide polyValine aors qu'elle I'augmente pour le
polySérine.

Ces résultats démontrent une régulation directe de CDK 1 sur la phase d'élongation par
la phosphorylation des sous-unités du facteur eEF-1B.
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|- Structure du facteur eEF-1B

Le facteur eEF-1B de [Il'oursin Sphaerechinus granularis possede des
caractéristiques semblables aux complexes des eucaryotes supérieurs. Il contient les sous-unités
eEF-1d, eEF-1get tres vraisemblablement eEF-1b. La Valyl-ARNt synthétase est probablement
associée au complexe puisque I'ancrage de cette protéine se fait par la sous-unité d (Hsieh et
Campbell, 1991).

La protéine eEF-1d est présente sous deux isoformes de 33 et 35kDa dans un
rapport 2:1. Les deux isoformes proviennent-elles d'un messager unique? L’une est-elle une forme
phosphorylée de I’autre? Quels sont leurs réles respectifs?

La purification du complexe sur le critére de la présence de la sous-unité eEF-1d
montre I’existence de nouvelles protéines faiblement associées. Deux d’entre elles pourraient étre
des acteurs de la synthése des protéines, I’une posséde des similitudes avec une protéine
ribosomale L10, I’autre avec une protéine chaperon. La présence de ces protéines serait liée au
regroupement dans la cellule de I'ensemble des éléments participant a la traduction, les ARN de
transfert, les aminoacyl-ARNt synthétases et les facteurs d'élongation formant une "super
structure™ autour des ribosomes qui aiderait a promouvoir I'efficacité de traduction (Motorin et al,
1988; Negrutskii et Deutscher, 1991, Negrutskii et al., 1994, Negrutskii et El'skaya, 1998; Figure
28). L’identification définitive de ces protéines ainsi que I’universalité de leur association avec le
complexe eEF-1B devront étre déterminees.

|I- Fonctions du facteur eEF-1B

L'étude de I'expression des messagers codant pour la protéine eEF-1d a montré une
régulation transcriptionnelle particuliere au cours du développement précoce. En effet, nous avons
montré la mise en place a la gastrulation d'un mécanisme de sélection alternative du site de
polyadénylation conduisant a deux ARNm. L'unique différence entre les séquences réside dans la
longueur de la région 3' non codante suggeérant ainsi une régulation particuliére pour chacun des
messagers. Cette région 3'UTR est généralement impliquée dans la stabilité des messagers, dans
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leur efficacité de traduction ou dans leur localisation. L'étude de la stabilité des messagers et la
recherche des protéines capables d'intéragir avec la région 3'UTR des deux messagers de eEF-1d
d’oursin seraient intéressantes. Toutes ces études peuvent étre réalisées par les techniques de
microinjection de constructions codant pour des protéines contenant une étiquette GFP mises au
point chez I’oursin (Arnone et al., 1997).

Le découplage de I'expression de eEF-1A et eEF-1d renforce I’idée que ces deux
protéines ont des fonctions spécifiques indépendantes. La protéine eEF-1A est un facteur
multifonctionnel dont les nombreuses fonctions ne dépendent pas nécessairement de la fonction
de eEF-1B. L'expression de eEF-1bg est également découplée de celle de eEF-1A chez le Xénope
(Morales et al., 1993). Une étude conjointe de I'expression de tous les élements du facteur eEF-1
devrait étre réalisée. Ainsi, un découplage de I'expression de eEF-1bg de celle de eEF-1d et/ou de
la Valyl-ARNt synthétase conforterait I'idée que la population de eEF-1B contenant eEF-1bgd-
Val-RS puisse étre une entité physiologique possédant ses propres fonctions.

La protéine eEF-1d est la sous-unité du complexe eEF-1B qui est phosphorylable
par le plus grand nombre de kinases différentes. Les phosphorylations de eEF-1d en font un
élément central intégrateur d'effecteurs cellulaires multiples chez les eucaryotes supérieurs. |l
devient indispensable de comprendre le r6le de ces phosphorylations. Sont-elles présentes in vivo
et sujettes a régulation pendant le développement? Elles peuvent influer sur la composition
intrinseque du complexe, sur I' intéraction au sein des différentes protéines du complexe ou avec
d'autres partenaires, sur l'activité des protéines de eEF-1B, leur(s) role(s) cellulaire(s) et toute
régulation physiologique qui peut en résulter.

Nous avons montré un effet in vitro des polyamines sur I’élongation de la synthése
protéique. Or, les concentrations en polyamines varient de facon cyclique aprées la fécondation, en
phase avec les divisions cellulaires (Figure 28). Ces fluctuations ont-elles des conséquences sur la
traduction spécifique et/ou globale par une régulation de I’élongation? Par quel(s) mécanisme(s)
agissent-elles sur I’élongation?
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Figure 28: Schéma récapitulatif des protéines potentiellement associées a eEF-1B et de I'effet des

polyamines sur la synthese protéique.
La régulation de I’élongation par CDK1/ cycline B que nous avons déemontrée est

nouvelle et originale. Elle permet de proposer une régulation de la traduction pendant le cycle
cellulaire sous I’effet de la phosphorylation des sous-unités eEF-1d et eEF-1g (Figure 29) et
permet de proposer pour la premiére fois un role de la présence de la VVal-RS dans le complexe
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eEF-1B. Le facteur eEF-1B est présent sous deux formes dans les cellules, eEF-1bg et eEF-
1bgdVal-RS. En I’absence d’activité CDK1 (phase de croissance), la synthése de protéines
structurales (riches en valine; Conway et Pary, 1990) seraient favorisées par rapport aux
protéines régulatrices (Figure 29; gauche). Lors de la transition G2/M, le rapport serait inversé
(Figure 29, droite) au détriment des protéines riches en valine.

Autres phases du cycle Transition G2/M
CDK1/cycline B inactif CDK1/cycline B actif

@ <€— CDKU/
Acide aminé / cycline B
Valine
V ‘ ‘

Autres / \
acides aminés \
X CDK1/

cycline B

/ ELONGATION \

XMXMXXM ricrlljerg;[léi?aﬁine XM
XXXXX Protéines X XX XX XXXXXX

régulatrices

Figure 29: Régulation de I'élongation par phosphorylation du complexe CDK1/cyclineB.
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La synthese protéique est composée de trois phases, l'initiation, I'élongation et la
terminaison. Le facteur d'élongation eEF-1 contient deux éléments: une protéine G, eEF-1A et un
complexe macromoléculaire d'échange de GDP/GTP, eEF-1B. Chez les animaux supérieurs, eEF-
1B est constitue de quatre sous-unités eEF-1bgd et la Valyl-ARNt synthétase (Val-RS).

Nous avons cloné et séquencé deux ADNc de 2 et 2,7kb codant pour eEF-1d chez
I'oursin Sphaerechinus granularis. ls different uniquement par la longueur de leur région 3'UTR.
Leur expression est régulée et découplée de celle de eEF-1A au cours du développement précoce.

L'analyse phylogénétique montre que eEF-1d provient de la fusion d'un domaine
C-terminal du géne ancestral b avec un domaine Leucine Zipper.

A partir d'une protéine recombinante issue de I'ADNc codant pour eEF-1d, nous
avons obtenu un anticorps spécifique. 1l nous a permis de montrer que la protéine eEF-1d existe,
dans I'ovule d'oursin, sous deux isoformes présentes dans un complexe de haut poids moléculaire
et que eEF-1d est fortement associée a eEF-1g. Des protéines présentant des homologies avec une
protéine chaperon et une protéine ribosomale restent associées a eEF-1d au cours de la
purification.

L'utilisation de polyamines a des concentrations physiologiques a montré un effet
inhibiteur de la phase d'élongation dans un lysat acellulaire d'oursin.

Un messager synthétique, sans initiation specifique, a été traduit dans des lysats de
réticulocytes de lapin pour comprendre le role de I'association de la VVal-RS au complexe. Selon le
site de fixation du ribosome, il conduit a un peptide polyValine ou polySérine. La traduction du
polyValine est toujours supérieure a celle du polySérine. La phosphorylation avec CDK1/cycline
B diminue I'élongation du polyValine et augmente celle du polySérine, suggérant une régulation de
CDK1 sur I'élongation par phosphorylation des sous-unités de eEF-1B.
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