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Résumé 

 La traduction est une étape critique de la régulation de l’expression des gènes. Chez l’oursin, 

la fécondation induit une augmentation de la synthèse protéique, qui dépend essentiellement de la 

traduction d’ARN messagers maternels. Cette synthèse protéique est indispensable au déroulement 

des cycles cellulaires du développement précoce. Le développement embryonnaire de l’oursin 

constitue ainsi un modèle de choix pour étudier la régulation de la traduction. Dans le cadre de cette 

thèse, le contrôle de la traduction a été étudié chez l’oursin dans deux situations : le contexte 

physiologique de la fécondation et le contexte de l’induction de l’apoptose. 

 Nous nous sommes interrogés d’abord sur les mécanismes régulateurs impliqués dans la 

synthèse protéique après fécondation. L’une des étapes limitantes de la traduction est l’initiation. 

Dans ce cadre, le facteur d’initiation eIF2 joue un rôle clé. eIF2 est responsable de l’apport de la 

méthionine initiatrice au niveau du ribosome. Lorsque la sous-unité alpha d’eIF2 est phosphorylée, la 

synthèse protéique globale est inhibée et la traduction sélective de certains ARNm est stimulée. Dans 

les ovules non fécondés d’oursin, eIF2alpha est physiologiquement phosphorylé et la fécondation 

provoque sa déphosphorylation. En microinjectant dans les ovules non fécondés un variant 

d’eIF2alpha mimant l’état phosphorylé, nous avons montré que la déphosphorylation d’eIF2alpha est 

nécessaire pour la première division mitotique chez l’oursin. 

 Nous nous sommes intéressés au lien entre la phosphorylation d’eIF2alpha et l’induction de 

l’apoptose chez l’oursin. En effet, la traduction d'ARNm codant pour des protéines pro- ou anti- 

apoptotiques influence directement la survie des cellules. L'embryon d'oursin possède la machinerie 

nécessaire pour le déclenchement de l'apoptose, après induction par l’agent génotoxique MMS. Le 

traitement au MMS des embryons provoque la phosphorylation d’eIF2alpha. Dans cette situation, 

nous avons trouvé que la kinase GCN2 est impliquée dans la phosphorylation d’eIF2alpha. 

 En fin, dans le but d’étudier comment la machinerie traductionnelle module le recrutement 

polysomal, nous avons analysé le traductome en réponse à la fécondation et après le traitement au 

MMS. Nous avons effectué une approche de séquençage à haut-débit des transcrits purifiés par 

gradients de polysomes. L’analyse de ces transcrits nous permettra d'appréhender le réseau des 

gènes régulés au niveau traductionnel lors de la fécondation et de l’induction de l’apoptose dans les 

embryons d’oursin. 

 

Mots-clés : régulation traductionnelle, eIF2, développement embryonnaire, oursin, traductome, 

polysome profiling, traduction sélective 

  



 
 

2 
 

 

Abstract 

 Translation is a critical step in gene expression regulation. In sea urchin embryos, fertilization 

induces an increase in protein synthesis, which depends mainly on the translation of maternal 

messenger RNAs. This protein synthesis is essential for the first cell cycles. Embryonic development 

of the sea urchin is an excellent model for studying translational control. In this thesis, translational 

regulation in sea urchin embryos was studied in two situations: the physiological context of 

fertilization and the context of apoptosis induction. 

 We first examined the regulatory mechanisms involved in protein synthesis after fertilization. 

Initiation is one of the limiting steps of translation. In this context, the initiation factor eIF2 plays a 

key role. eIF2 is responsible for bringing the initiator methionine to the ribosome. When the alpha 

subunit of eIF2 is phosphorylated, global protein synthesis is inhibited and the selective translation of 

certain mRNAs is stimulated. In the sea urchin unfertilized eggs, eIF2alpha is physiologically 

phosphorylated and fertilization induces its dephosphorylation. By microinjecting a variant mimicking 

the phosphorylated state of eIF2alpha into the unfertilized eggs, we showed that dephosphorylation 

of eIF2alpha is required for the first mitotic division in the sea urchin. 

 We were interested in the relationship between the phosphorylation of eIF2alpha and 

induction of apoptosis in the sea urchin. Indeed, the translation of mRNAs encoding proteins pro- or 

anti-apoptotic directly influences cell survival. The sea urchin has the molecular tool kit for apoptotic 

induction. Exposing embryos to MMS, a DNA-damaging agent, causes phosphorylation of eIF2alpha 

and apoptosis activation. In this situation, we found that the GCN2 kinase is involved in the 

phosphorylation of eIF2alpha. 

 In order to study how the translational machinery modulates the polysomal recruitment, we 

analyzed the translatome in response to fertilization and after exposure to MMS. We conducted 

deep sequencing of transcripts that are present in polysomes. Analysis of these transcripts, following 

annotation, will allow a better understanding of the genes regulatory network at the translational 

level during fertilization and the induction of apoptosis in sea urchin embryos. 

  

Keywords: translational control, eIF2, embryo, sea urchin, translatome, polysome profiling, selective 

translation 
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Avant propos  

 

Le contrôle de l’expression des gènes est crucial pour le maintien de l’homéostasie cellulaire. 

Cela présente un grand intérêt pour beaucoup de recherches en biologie et en médicine. Mais très 

souvent on confond l’expression d’un gène avec juste la présence d’un transcrit dans la cellule. Un 

gène s’exprime lorsque son ADN est transcrit en ARN et traduit par la suite en protéine. 44% du poids 

sec humain est représenté par les protéines, qui sont les principaux effecteurs des fonctions 

cellulaires : transport, structure, régulation… Il est donc nécessaire de considérer l’étape de 

traduction des ARNm, puisque la régulation traductionnelle permet de contrôler d’une manière 

précise et rapide la quantité et la qualité des protéines synthétisées, dans le temps et l’espace. De 

plus, le rôle dominant de la traduction (60%) par rapport à la transcription a été récemment 

démontré par Schwanhausser et collab. (2011) à l’aide de la modélisation mathématique et des 

données à haut débit des ARNm et des protéines néo-synthétisés. 

La synthèse protéique a été étudiée depuis plus de soixante ans et certains modèles 

biologiques comme le xénope, la drosophile, le nématode C. elegans ou l’oursin, ont joué un rôle 

important dans la compréhension du rôle de la synthèse protéique. Chez l’oursin, la fécondation 

provoque une augmentation de la synthèse protéique, essentielle pour le développement. Les 

premières divisions sont principalement sous la dépendance de la traduction. Dans ce contexte 

traductionnel, beaucoup d’études des années ’70 - ’80 ont fourni des quantifications importantes par 

rapport aux variations de synthèse protéique (vitesse de traduction, nombre de ribosomes par 

polysome..) pendant le développement précoce de l’oursin. 

L’oursin a également l’avantage d’une synchronie naturelle de ses cycles cellulaires 

embryonnaires. En faisant le lien entre la synthèse protéique et la division cellulaire chez l’oursin, 

Tim Hunt a identifié la cycline, qui est une découverte majeure pour l’étude du cycle cellulaire et qui 

lui a valu le prix Nobel de la médecine. 

 

Malgré ces avancées, les réseaux des acteurs moléculaires régulateurs de la traduction ont 

commencé à être décryptés seulement depuis peu de temps. L’arrivée des « omics » permet une 

vision globale des réseaux de régulation de la synthèse protéique, au sein desquels, les facteurs 

d’initiation, qui sont responsables de l’assemblage du ribosome sur l’ARNm, constituent des acteurs 

régulateurs majeurs. Cependant, leur rôle ainsi que les mécanismes de régulation dans un contexte 

cellulaire particulier, tel que celui de la fécondation et du développement embryonnaire, n’est que 

peu exploré. 
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 Mon travail de thèse s’est focalisé autour des questions suivantes : 

- Quels sont les mécanismes traductionnels responsables de la synthèse protéique dans les 

ovules et les embryons précoces d’oursin ? Quel est le rôle de la phosphorylation d’eIF2α dans le 

contexte traductionnel du premier clivage embryonnaire de l’oursin ? 

- Quel est l’impact des mécanismes traductionnels sur le recrutement polysomal des ARNm 

maternels ? Quels sont les messagers traduits sélectivement dans les ovules et les embryons 

d’oursin ?   

- Comment sont modifiés les facteurs d’initiation en réponse à l’induction de l’apoptose au 

cours du développement embryonnaire de l’oursin. Quels sont les transcrits traduits dans cette 

condition ? 

 

Pour mieux répondre à ces questions, (i) la première partie de l’introduction est consacrée à 

la présentation de l’embryon d’oursin comme modèle biologique intéressant pour l’étude de la 

synthèse protéique. (ii) Par la suite, j’ai tenu à faire le point sur le contrôle de la synthèse protéique 

dans un contexte de régulations post-transcriptionnelles. Les acteurs moléculaires impliqués dans la 

traduction seront présentés ensuite, avec l’accent mis sur eIF2, ainsi que sur l’implication des 

facteurs de traduction dans l’apoptose. (iii) La fin de l’introduction présente succinctement les 

données au niveau des facteurs de traduction chez l’embryon d’oursin. 

 

Les résultats présentés dans le chapitre 2 sont organisés en deux parties. (i) Je me suis 

d’abord penché sur la question des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la 

synthèse protéique après fécondation chez l’oursin, en s’appuyant sur les facteurs d’initiation et 

surtout sur le facteur eIF2, capable de moduler la synthèse protéique en fonction de son état de 

phosphorylation. (ii) Je me suis également intéressé au lien entre la traduction et l’induction de 

l’apoptose, qui représente un moment décisionnel ultime pour la cellule. J’ai analysé donc l’impact 

des changements de la machinerie de traduction sur le recrutement d’ARNm dans les polysomes. 

Grâce aux nouvelles technologies de séquençage à haut-débit, nous pouvons réaliser une étude 

exhaustive du traductome, constitué par les transcrits en cours de traduction. Cette approche 

permet de répondre à des questions qui concernent à la fois la synthèse globale de protéines mais 

aussi la synthèse sélective de protéines nécessaires à un moment donné ou à un endroit donné, au 

niveau de la cellule. 

L’ensemble des résultats obtenus apportent une nouvelle vision sur le rôle et la régulation 

des facteurs de traduction, notamment autour de la phosphorylation d’eIF2alpha, dans le contexte 

physiologique de la fécondation et également, lors de l’induction de l’apoptose dans les embryons 

d’oursin.  
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1. L’embryon d’oursin, un modèle biologique incontournable 

 

e développement embryonnaire de l’oursin constitue un des modèles embryologiques 

les plus étudiés depuis plus d’un siècle (Derbès, 1847; Beetschen et Fischer, 2004). Ce modèle 

expérimental permet aux chercheurs de répondre à des questions qui peuvent aller de la polarisation 

embryonnaire ou larvaire aux problématiques du cycle cellulaire, en passant par les mécanismes 

moléculaires liés à la fécondation. Malgré le grand nombre d’études publiées, de multiples 

interrogations restent sans réponse ou sont reconsidérées grâce à de nouvelles approches 

conceptuelles et technologiques (par exemple : l’essor de la biologie moléculaire, les omics, la 

biologie systémique). 

 

Cette première partie introduit d’abord les principales espèces d’oursin étudiées en France et 

dans la communauté scientifique internationale, avec un aperçu sur les phases précoces du 

développement ainsi que sur les avancées des données génomiques des échinodermes. Ensuite, 

l’accent sera mis sur les différents mécanismes régulateurs du développement précoce, en particulier 

la synthèse protéique.  

 

1.1.  Les principales espèces « modèles » 

 

Les oursins font partie du groupe des Echinodermes où se retrouvent également les étoiles 

de mer, les ophiures, les holothuries et les crinoïdes. Ce sont des invertébrés Deutérostomiens 

exclusivement marins, qui développent en 3 - 4 jours après fécondation, une larve pélagique appelée 

L 
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pluteus caractérisée par une symétrie bilatérale. Les plutei se métamorphosent après quelques 

semaines, en formant un rudiment à partir de la poche cœlomique gauche uniquement. Les adultes 

ont une symétrie penta-radiaire, sont benthiques et se nourrissent en broutant des algues ou du 

biofilm. La maturité sexuelle est atteinte après 6 mois environ. La capacité de produire des gamètes 

ne diminue pas jusqu’à la fin de la vie, qui peut atteindre une centaine d’années chez certaines 

espèces (Giudice, 1973; Ebert, 2008).  

Giudice (1973) a recensé 26 espèces d’oursin au niveau mondial, qu’on peut retrouver dans 

l’océan Pacifique, Atlantique ou la Mer Méditerranée et qui ont été décrites au niveau de leur 

développement ainsi que leur saison de ponte. En France, les deux espèces auxquelles s’intéresse la 

majorité des laboratoires de recherche sont Paracentrotus lividus (« châtaigne de mer ») qui est 

l’oursin commun en Méditerranée et Atlantique et Sphaerechinus granularis (Figure 1.1.) qu’on 

retrouve également dans la Méditerranée et Atlantique, mais avec une distribution plus limitée, qui 

inclus notamment la pointe bretonne. 

A la Station Biologique de Roscoff, nous utilisons couramment les oursins S. granularis qui 

sont collectés en plongée au niveau de la Rade de Brest ou de l’Archipel des Glénans et maintenus en 

stabulation pendant plusieurs mois. L’induction expérimentale de la ponte chez S. granularis peut 

être effectuée tout au long de l’année, mais avec un optimum pendant le printemps et l’été, en 

contraste avec P. lividus qui présente une saisonnalité bien marquée au niveau de la production de 

gamètes : de janvier à juin en Méditerranée et de mars à septembre en Atlantique. La taille des 

adultes de S. granularis est de 2 à 3 fois supérieure par rapport à P. lividus. La quantité de ponte de S. 

granularis peut être de 20 à 50 mL d’ovules non fécondés (>108 ovules d’un diamètre de 100µm). Ces 

aspects sont importants pour les approches biochimiques qui nécessitent une quantité importante 

de matériel biologique.  

 

Figure 1.1. Les deux espèces d’oursin majoritairement utilisées en France comme modèle biologique : 

Paracentrotus lividus et Sphaerechinus granularis. Les photos montrent les adultes (A), l’induction expérimentale 

de la ponte chez les femelles (B) et la larve pluteus (C) correspondant à l’espèce (photos : Vlad Costache). 

Paracentrotus lividus 

Sphaerechinus granularis 

A. 

A. 

B. 

C. 

C. 

B. 
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1.2.  Données génomiques des échinodermes. Ressources disponibles en 2011 

 

La communauté internationale a publié le premier génome d’échinoderme en 2006 

(Sodergren et al., 2006). Il s’agit du génome de Strongylocentrotus purpuratus (l’oursin commun 

californien) présent dans l’océan Pacifique, au long de la côte Nord-Américaine. Le séquençage du 

génome de 814 megabases de l’oursin a permis de mettre en évidence sa position clé dans l’arbre 

phylogénétique : les échinodermes sont les invertébrés les plus proches de la branche des Chordés. 

Les 29 144 gènes annotés (Cameron et al., 2009) incluent des représentants de presque toutes les 

familles de gènes des vertébrés. Certains de ces gènes qui étaient considérés spécifiques des 

vertébrés, ont été attribués plus largement aux deutérostomes. D’autres gènes identifiés chez 

l’oursin sont manquants de la lignée des chordés, indiquant une perte de ces gènes chez les 

vertébrés. L’étude de l’expression des gènes au niveau transcriptomique montre qu’entre 11 000 et 

12 000 gènes sont employés pour l’embryogenèse chez l’oursin. Ces gènes codent majoritairement 

pour des facteurs de transcription et protéines de signalisation, ainsi que pour quelques familles de 

protéines impliquées dans le métabolisme et le cytosquelette (Samanta et al., 2006). 

 

L’analyse génomique des éléments des voies de signalisation indique une forte ressemblance 

avec les voies de signalisation des vertébrés, mais souvent sans la complexité de la redondance 

génétique qui caractérise ces derniers. L’oursin n’a perdu aucune des 158 sous-familles de kinases 

primordiales des métazoaires, comme c’est le cas chez les insectes et les nématodes (Bradham et al., 

2006). Les échinodermes possèdent également un système immunitaire inné très sophistiqué, et des 

gènes orthologues associés à la vision, l'ouïe, l'équilibre et la chemoreception des vertébrés, ce qui 

suggère des capacités sensorielles inconnues jusqu’à présent. De plus, il a été montré que 70% des 

gènes sont communs entre l’oursin et l’homme et beaucoup de voies de signalisation sont 

conservées. Les gènes associés à de nombreuses maladies humaines sont présents chez l’oursin 

(Sodergren et al., 2006).  
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Le génome de S. purpuratus constitue ainsi un outil très important. De plus, aujourd’hui, 

grâce aux techniques de séquençage à haut débit, plusieurs projets de séquençage des génomes et 

transcriptomes d’autres espèces d’échinodermes sont en cours. Au niveau européen, une banque 

EST est disponible pour P. lividus et son génome est en cours de séquençage et annotation. Pour 

S. granularis, à ce jour, seulement 47 séquences de protéines sont connues (selon NCBI).  

 

 

Données d’âge  

approximatives 

 

  Patiria miniata 
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Figure 1.3. Les projets de séquençage des échinodermes, en cours. Les distances phylogénétiques sont indiquées 
en millions d’années (mya) et mettent en évidence l’écart entre les différents taxons et S. purpuratus, qui est le 
seule génome d’échinoderme publié, à ce jour (voir texte) (crédit données et images : NCBI - 
www.ncbi.nlm.nih.gov et Baylor College of Medicine (Richard Gibbs) - www.hgsc.bcm.tmc.edu). Les positions 
phylogénétiques de P. lividus et A. japonicus ont été estimées et insérées selon les données du génome 

mitochondrial - Perseke et al. (2010). 

Données d’âge 
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Figure 1.2. La position phylogénétique de l’oursin par rapport aux autres modèles en biologie du développement 

et par rapport à l’humain. Les taxons situés le plus en haut sur l’arbre ont au moins un représentant du groupe 

dont le génome est connu (Sodergren et al., 2006). 
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1.3.  L’ovogénèse et les principales étapes du développement chez l’oursin 

 

Les oursins sont gonochoriques et pour la plupart des espèces, les adultes ne présentent pas 

de dimorphisme sexuel. C’est le cas également de P. lividus et S. granularis. Les gamètes sont 

obtenus lorsqu’on induit la ponte en injectant dans la cavité générale de l’oursin de l’acétylcholine à 

100mM. Une femelle pond jusqu’à 108 ovules qui mesurent 100 µm de diamètre et qui sont entourés 

d’une enveloppe de polysaccharides appelée gangue. Ils contiennent des pigments caroténoïdes qui 

leur donnent une couleur orange. Les embryons et les plutei sont parfaitement transparents, adaptés 

à l’observation par microscopie optique. 

 

En conditions naturelles, la maturation méiotique de l’ovocyte d’oursin a lieu avant la ponte, 

au niveau des ovaires. Le temps nécessaire pour la différentiation et la croissance d’une population 

d’ovocytes varie entre 1 et 3 mois, en fonction de l’espèce (Harvey, 1956; Walker et al., 2005; Song et 

al., 2006). Ce processus comporte des modifications majeures au niveau du gamète femelle 

(Figure 1.4), initialement une cellule souche de 10-15µm caractérisée par des multiplications 

mitotiques actives. Ces modifications incluent (1) l’entrée en méiose, (2) la vitellogenèse qui se 

déroule en deux phases : une de croissance lente et de réplication des organelles, et une deuxième 

phase d’incorporation rapide de nutriments, glycogène, lipides et vitellus, ensuite (3) la fin des 

divisions méiotiques marquée par l’expulsion successive des deux globules polaires qui mène à la 

formation du gamète femelle haploïde, concomitant à un changement global du pattern d’expression 

des ARNm de l’ovule (Song et al., 2006).  
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Au laboratoire, en conditions expérimentales un ovule d’oursin est viable pendant 2 à 3 jours 

(Meidel et Yund, 2001) et jusqu’à 7 jours selon d’autres auteurs (Spiegler et Oppenheimer, 1995). 

Chez un autre échinoderme, l’étoile de mer, la viabilité des ovocytes est plus courte, moins d’une 

journée. Ces ovocytes sont arrêtés en Prophase I, la reprise de la méiose est stimulée par la 1-

méthyle-adénine sous contrôle hormonale (Guerrier et Doree, 1975), et la fécondation peut 

intervenir ensuite, pendant la méiose. Il a été montré qu’en absence de fécondation, l’ovocyte de 

l’étoile de mer entre en apoptose 10 heures après la rupture de l’enveloppe germinale (Sasaki et 

Chiba, 2004). Chez l’oursin, la mort des ovules par mort cellulaire programmée n’a pas été encore 

observée, même si les mécanismes moléculaires d’induction de l’apoptose sont présents dans l’ovule 

d’oursin (Voronina et Wessel, 2001; Le Bouffant et al., 2008a). 

 

Figure 1.4. L’ovogénèse et la maturation méiotique chez l’oursin. A. Les phases majeures de l’ovogonie à l’ovule, 

au cours du cycle cellulaire méiotique. Les cercles avec une ligne interrompue symbolisent la vésicule germinale 

ou le pronoyau au niveau de l’ovule. Les globules polaires sont expulsés lors de la méiose. Ils seront dégradés par 

la suite, par les cellules somatiques des ovaires (non montré). B. L’état des chromatides correspondant à chaque 

étape de l’ovogénèse. Les flèches indiquent les phases du cycle méiotique (S- synthèse de l’ADN, G2- gap 2, M I – 

méiose I, M II – méiose II). Les noyaux des globules polaires ont le fond en gris. Le carré montre le détail de la 

recombinaison de l’ADN au niveau d’un chiasme entre les chromatides sœurs (adapté de Song et al., 2006). 
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Après la maturation méiotique, les ovules d’oursin sont bloqués en phase G1 du cycle 

cellulaire et la fécondation provoque la reprise du cycle cellulaire (section 1.4). La fécondation est 

externe et déclenche la levée d’une enveloppe qui joue un rôle important contre la polyspermie 

(Vacquier, 2011). Cependant, en milieu naturel cette fonction de l’enveloppe de fécondation ne 

serait jamais exercée puisque la présence des conditions de polyspermie chez l’oursin en milieu 

marin semble impossible à cause de la dilution et du brassage important de l’eau (Dale et Defelice, 

2011).  

 

Les deux premiers clivages sont méridionaux selon l’axe AV (pôle animal-pôle végétatif) et 

aboutissent au stade 4 cellules, 3 heures après la fécondation. Le troisième clivage est équatorial, 

après lequel 8 blastomères symétriques sont formés. Les divisions suivantes sont asymétriques et 

forment une morula caractérisée par une succession spécifique de ses blastomères selon l’axe AV : 

mesomères, macromères et les micromères qui jouent un rôle essentiel dans la lignée des cellules 

germinales et la formation des gonades du futur adulte (Yajima et Wessel, 2011). Au stade blastula, 

l’embryon éclot de son enveloppe et peut nager dans la colonne d’eau grâce à la ciliature de 

l’ectoderme. La formation de l’archentéron (intestin primitif) se fait par invagination au niveau du 

pôle végétatif. Cette étape est spécifique du stade gastrula qui intervient à 30 heures après 

fécondation chez P. lividus et à 40 heures après fécondation chez S. granularis. L’archentéron de la 

gastrula s’allonge jusqu’à atteindre l’ectoderme latéral où se forme l’orifice buccal de la future larve, 

preuve de l’appartenance aux deutérostomiens. Le pluteus présente une symétrie bilatérale et se 

nourrit activement dans la colonne d’eau par filtration jusqu’à la formation d’un rudiment à partir de 

la poche cœlomique gauche (hydrocoele), qui donne naissance à un juvénile avec une symétrie 

pentaradiaire, lors de la métamorphose. Cette étape est simultanée avec sa sédimentation au fond 

de l’eau, où le futur adulte va mener toute sa vie, en broutant le biofilm et les algues benthiques. 

(Ebert et Southon, 2003).  

 

 

 

Figure 1.5. Différents stades de développement embryonnaire de l’oursin P. lividus (voir texte). L’échelle de 

temps relatif est non proportionnelle (photos : Vlad Costache). 
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1.4.  L’étude du cycle cellulaire et le développement précoce de l’oursin 

 

Le cycle cellulaire mitotique est constitué de quatre phases : deux phases de gap (intervalle) 

G1 et G2 qui alternent avec la phase S (réplication d’ADN) et la phase M (division mitotique). Le cycle 

cellulaire méiotique constitue un type particulier de cycle cellulaire, qui intervient pendant 

l’ovogenèse (voir section 1.3).  

 

Les ovules d’oursins ont donc terminé leur maturation méiotique et sont naturellement 

bloqués en phase G1 du cycle cellulaire. Les cellules embryonnaires d’oursin possèdent une 

synchronie naturelle des divisions cellulaires déclenchée par la fécondation, sans ajout de drogues, et 

constituent un modèle privilégié pour l’étude de la régulation du cycle cellulaire, par rapport à 

d’autres modèles biologiques comme la levure ou les cellules de mammifères en culture. 

Jusqu’au stade gastrula les cycles mitotiques sont relativement rapides et ne présentent pas 

de phase G (Parisi et al., 1978; Marc et al., 2004).  

 

Chez l’oursin Arbacia punctulata, il a été montré qu’une protéine est fortement synthétisée 

après fécondation. Elle a été appelée cycline, puisqu’elle apparaissait et était dégradée cycliquement 

(Evans et al., 1983). Cette découverte a valu le prix Nobel de Physiologie et Médecine en 2001 à Tim 

Hunt. Les cyclines sont des acteurs clés qui régulent la division cellulaire chez les eucaryotes (Pines, 

1999).  

Précédant la découverte de la cycline, Yoshio Masui avait montré l’existence du facteur 

cytoplasmique MPF (Maturation Promoting Factor), lorsqu’un ovocyte de Xenope bloqué en G2 a été 

activé et a repris le cycle cellulaire après avoir été microinjecté avec quelques nanolitres de 

cytoplasme provenant d’un ovocyte en métaphase (Masui et Markert, 1971). Le facteur MPF a été 

identifié plus tard quand il fut décrit comme étant le complexe formé par la cycline B et la CDK1 

(cyclin dependant kinase1) également appelée cdc2 (cell division control 2) (Lohka et al., 1988; Doree 

et al., 1989; Labbe et al., 1989a; Labbe et al., 1989b). Le complexe CDK1/cycline B est un régulateur 

universel du cycle cellulaire lors de la transition G2/M pour le cycle mitotique et méiotique 

également (Voronina et Wessel, 2003). Il est maintenu inactif jusqu’en G2/M et désactivé après la 

mitose. La régulation du complexe CDK1/cycline B peut se réaliser par la phosphorylation de CDK1 

(Meijer et al., 1991; Morgan, 1997), par la localisation cellulaire de la cycline B (Takizawa et Morgan, 

2000), par dégradation de la cycline B (Hershko, 1999) ou par association à des protéines inhibitrices 

(Besson et al., 2008). 
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L’ARNm de la cycline B chez l’oursin est présent dans les ovaires et dans les ovules, persistant 

dans les embryons jusqu’à la blastula. La synthèse de cycline B n’est pas indispensable à l’entrée en 

méiose mais elle est nécessaire à la progression méiotique (Voronina et al., 2003). Sa traduction 

augmente fortement après fécondation et est indispensable à la formation du complexe 

CDK1/cycline B (Meijer et al., 1989; Voronina et al., 2003). Chez S. granularis, l’activité du complexe 

est nulle dans les ovules, augmente légèrement après la fusion des pronuclei mâle et femelle à 30 

minutes après fécondation. Par la suite, l’activité du complexe monte rapidement pour attendre un 

pic à 60 minutes post fécondation (Genevière-Garrigues et al., 1995). 

 

En dehors de la cycline B et de la CDK1, de multiples types de cyclines, ainsi que de CDKs ont 

été décrits dans plusieurs modèles et intervenant à différents moments au cours du cycle cellulaire. 

Le séquençage du génome a permis de savoir que toutes les CDKs humaines, à l’exception de CDK3, 

possèdent des homologues chez l’oursin. Le complexe CDK2/cycline E, responsable de l’entrée en 

phase S (synthèse d’ADN) dans les cellules humaines, est constitutivement actif dans l’embryon 

d’oursin (Sumerel et al., 2001). Le complexe CDK2/cycline E est requis pour la maturation du 

pronucleus mâle mais pas pour la réplication de l’ADN dans le premier cycle mitotique de l’embryon 

d’oursin (Schnackenberg et al., 2007). La synthèse de la cycline A n’est pas requise non plus pour la 

phase S et l’activité de la CDK2 est stable durant les premières divisions (Zhang et Ruderman, 1993; 

Moreau et al., 1998). 

 

Au cours du cycle cellulaire, l’intervention des points de surveillance permet de vérifier 

l’intégralité de l’ADN, essentielle pour la poursuite du cycle. Lors de la première division mitotique de 

l’embryon d’oursin l’existence des points de surveillance a longtemps été controversée. Certains 

auteurs proposent que ces points de surveillance ne soient fonctionnels qu’à partir du stade blastula 

(Epel, 2003). Notre équipe a montré clairement que la machinerie permettant de bloquer la cellule 

lors de l’entrée en mitose durant le premier clivage est fonctionnelle dans l’embryon d’oursin S 

granularis. En effet, lorsque des embryons sont traités avec des pesticides (Marc et al., 2002) ou avec 

des agents génotoxiques (Le Bouffant et al., 2007; Le Bouffant et al., 2008b), le cycle de division 

cellulaire est arrêté en G2/M, impliquant une inhibition du mécanisme d’activation du complexe 

CDK1/cycline B. En réponse à l’endommagement de l’ADN, lorsque le cycle cellulaire est arrêté, les 

mécanismes de réparation de l’ADN ou d’apoptose se mettent en place (Le Bouffant et al., 2007; Le 

Bouffant et al., 2008a). 

 

La reprise du cycle cellulaire chez l’oursin en conditions physiologiques (réponse à la 

fécondation) ou perturbées (issue des points de surveillance) est donc sous dépendance de la 
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synthèse de cycline B. La synthèse protéique constitue ainsi un paramètre cellulaire fondamental et 

sa liaison au développement embryonnaire de l’oursin sera présentée par la suite. 

 

 

1.5.  L’embryon d’oursin et la synthèse protéique 

 

L’oursin constitue un excellent modèle pour étudier les régulations de la synthèse protéique 

qui se définit comme l’orchestration des acteurs impliqués dans le processus de traduction des ARN 

messagers (ARNm) en protéines, puisque les premières étapes du développement embryonnaire 

précoce ne dépendent que de la synthèse protéique. 

Les facteurs de traduction et les mécanismes moléculaires à travers lesquels la synthèse 

protéique est contrôlée, feront l’objet des sous-chapitres suivants. Dans cette partie, je détaillerai les 

mesures de synthèse protéique lors du développement embryonnaire de l’oursin.  

 

L’activité de synthèse protéique est très faible dans les ovules et augmente rapidement après 

fécondation. Cette augmentation dépend uniquement de la traduction des ARNm maternels 

puisqu’elle est insensible à l’inhibition de la transcription par l’actinomycine D (Gross et Cousineau, 

1963; Gross et Cousineau, 1964; Gross et al., 1964a) ou à l’énucléation (Denny et Tyler, 1964).  

La synthèse protéique augmente de 5 à 15 fois dans les 20 minutes après la fécondation 

(Epel, 1967), 40 fois dans les premières heures qui suivent (Nakano et Monroy, 1958) et jusqu’à 113 

fois au stade gastrula (Regier et Kafatos, 1977).  

L’augmentation de la synthèse protéique induite par la fécondation est nécessaire à la 

reprise du cycle cellulaire, puisque l’inhibition de la traduction par la puromycine (Hultin, 1961) ou 

l’émétine (Wagenaar, 1983) provoque l’arrêt du cycle cellulaire. La première division mitotique est 

complètement bloquée lorsque l’émétine est ajoutée dans les 40 premières minutes après 

fécondation (Arion et Meijer, 1989). En fait, le temps nécessaire à la première division mitotique est 

corrélé au niveau de synthèse protéique (Dubé, 1988). Une réduction de 35% de sa valeur normale 

permet toujours le déroulement du cycle cellulaire mais avec un retard important et les embryons 

traités avec des concentrations croissantes d’émétine présentent un retard de division mitotique de 

plus en plus important.  

Si la traduction est cruciale pour le premier clivage et le développement précoce de 

l’embryon d’oursin, la transcription n’est indispensable qu’à partir du stade blastula, environ 15 

heures après fécondation (Gross et Cousineau, 1963; Gross et al., 1964b). 
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L’ovule d’oursin contient dans le cytoplasme une population importante d’ARNm maternels. 

Ceux-ci ne se trouvent pas engagés dans la traduction avant la fécondation, malgré la présence en 

excès de ribosomes (Hultin, 1961; Denny et Tyler, 1964). On admet généralement que la traduction 

des ARNm est proportionnelle à la quantité de polysomes exprimée par le pourcentage de ribosomes 

assemblés en polysomes. On parle de polysomes lorsque plusieurs ribosomes sont recrutés sur un 

messager, constituant une unité fonctionnelle de traduction.  

Chez l’oursin, moins de 1% des ribosomes de l’ovule non fécondé sont assemblés en 

polysomes (Humphreys, 1971). Deux heures après fécondation ce pourcentage atteint 20%. A 12 

heures jusqu’à 60% des ribosomes sont dans les polysomes (Goustin et Wilt, 1981). La fécondation 

provoque donc la mobilisation des ARNm maternels dans les polysomes et ce processus contribue 

directement à l’augmentation de la synthèse protéique dans les zygotes. 

La quantité de messagers nécessaire à l’augmentation des polysomes a été estimée à 3 - 6 pg 

représentant 0,4% de l’ARN total d’un ovule de l’oursin Lytechinus pictus (Humphreys, 1971). Chez S. 

purpuratus, la quantité totale d’ARN par embryon est de 2,8 ng dont 85% constitue l’ARN ribosomal. 

 

L’incorporation des acides aminés lors de la synthèse peptidique chez l’oursin se réalise au 

niveau des polysomes (Malkin et al., 1964). Par conséquence, le faible taux de synthèse protéique 

dans les ovules serait causé par une absence des polysomes. C’est ce qu’il a été considéré dans un 

premier temps, en calculant le rapport polysomes/monosome. Des mesures de densité optique à 

260 nm ont été réalisées après fractionnement des gradients de sucrose qui séparent les messagers 

selon le nombre de ribosomes associés à l’ARN. Le rapport polysomes/monosomes varie entre 0,14 

pour les ovules et 0,98 pour le stade prisme (gastrula tardive) dans le cas de L. pictus. Les rapports 

mesurés pour P. lividus montrent des valeurs plus élevées : entre 0,27 (non fécondés) et 1,29 

(gastrula) (Monroy et Tyler, 1963). Ces rapports peuvent être interprétés comme une dominance des 

Figure 1.6. Le développement précoce de l’oursin et la synthèse protéique. La première division mitotique 

dépend de l’augmentation de la traduction et est indépendante de la transcription. Les zygotes d’oursin sont 

marqués avec Hoechst. On peut visualiser ainsi les étapes du premier cycle cellulaire de la fusion des pronoyaux 

male et femelle (30 min) jusqu’à la cytodiérèse (180 min).  
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monosomes par rapport aux polysomes lorsque la synthèse protéique est faible, comme au niveau 

des ovules et l’inverse lorsqu’il y a un fort recrutement polysomal et le rapport dépasse la valeur 

de 1. 

 

Une approche différente (microscopie électronique et traitement statistique) a permis 

d’observer des polysomes présents dans les ovules de L. pictus (Martin et Miller, 1983). Les auteurs 

ont décrit la structure et la taille moyenne des polysomes des ovules. Ceux ci auraient une taille 

moyenne de 11,96 ribosomes et seraient plus longs que les polysomes des zygotes à une heure après 

fécondation (7,14 ribosomes). Trois types de polysomes ont été ainsi décrits (Figure 1.7) : (1) dans les 

ovules les polysomes présentent des gaps (zones sans ribosomes) et des structures secondaires 

observables pour 10% de la totalité de polysomes. Ce pourcentage diminue à 1% après fécondation. 

(2) Les polysomes « avec queue » (tailed polysomes) sont représentés par les nouveaux ARNm 

recrutés dans les polysomes après fécondation et où l’on observe le début de la lecture et 

l’avancement de nombreux ribosomes mais sur seulement un segment de l’ARN. (3) Une heure après 

fécondation, les polysomes sont plus « courts » (moins de ribosomes per polysome) mais le nombre 

total de polysomes est significativement plus important qu’avant la fécondation.  

La proportion de ces différents types de polysomes varie au cours du développement 

précoce de l’oursin. Les auteurs attribuent les changements de synthèse protéique en réponse à la 

fécondation à ces variations dans la structure des polysomes (Martin et Miller, 1983). 

 

 

Malgré les nombreuses études et avancées des années ‘80, la question des mécanismes du 

recrutement des ARNm maternels après fécondation demeure comme une interrogation majeure.  

Figure 1.7. Différents types de polysomes extraits des ovules et zygotes d’oursin et visualisés par microscopie 

électronique à transmission (selon Martin et Miller, 1983). A. Un polysome dominant dans les ovules non 

fécondés, qui présente des zones de gap (sans ribosomes) avec des structures secondaires de l’ARNm (flèche). B. 

Polysome avec « queue » (tailed) qui est caractéristique des œufs après fécondation et qui s’explique par 

l’avancement des ribosomes récemment recrutés par l’ARNm pour la lecture de la séquence nucléotidique. C. Un 

polysome d’un zygote d’une heure post fécondation. La barre d’échelle indique 0,1 µm. 

 

A. 
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En effet, l’augmentation de la synthèse protéique après fécondation aurait une cause 

multifactorielle. Certains niveaux de contrôle ciblent la disponibilité des messagers et d’autres des 

éléments régulateurs liés à la machinerie de traduction (Winkler et al., 1985). C’est la réunion des 

deux principaux modèles décrits : « l’hypothèse du messager masqué » (masked message hypothesis) 

qui énonce le fait que les ARNm sont stockés dans les ovules comme des « particules 

ribonucléoprotéiques non traductibles » et que le mécanisme de régulation cible la disponibilité des 

mRNA (Raff, 1980) ; l’autre hypothèse soutient plutôt l’existence d’un élément limitant au niveau de 

la machinerie de traduction (Moon et al., 1982).  

La limitation de l’activité de la machinerie de traduction a été démontrée également par la 

réintroduction de facteurs de traduction dans un lysat d’ovules d’oursin (Jagus et al., 1992).  

 

Cependant, les acteurs moléculaires clés responsables de la synthèse protéique dans les 

ovules et embryons d’oursin (dont les facteurs de traduction) ne sont décrits que depuis moins d’une 

décennie. Les résultats récents obtenus par notre laboratoire apportent un nouveau regard sur ces 

questions. Ces données impliquent des régulations fines par des acteurs clés de la machinerie 

traductionnelle, notamment par les facteurs d’initiation, les eIFs (eukaryotic initiation factors), qui 

seront présentés en détail dans les sous-chapitres suivants de l’introduction. 

 

 

1.6.  Exemples d’ARNm recrutés sélectivement dans les polysomes 

 

Les ovules d’oursin comptent une panoplie d’ARNm maternels dont certains seront recrutés 

sélectivement dans les polysomes pour être traduits en réponse à la fécondation et au cours du 

développement, lors des événements clés comme le premier clivage, la blastulation ou la 

gastrulation. Les ovules non fécondés sont caractérisés par une synthèse protéique globale très 

faible. Même s’il s’agit d’un niveau résiduel, elle est néanmoins existante. Plusieurs études ciblant 

des acteurs préférentiellement traduits dans les ovules et les embryons d’oursin évoquent parmi les 

messagers maternels identifiés : les tubulines (Alexandraki et Ruderman, 1985b; Alexandraki et 

Ruderman, 1985a), les histones (Baker et Infante, 1982; Maxson et al., 1983), les actines (Crain et al., 

1981), la ribonucléotide réductase (Noronha et al., 1972; Standart et al., 1985) et les cyclines (Evans 

et al., 1983). 

 

Les tubulines (et ) synthétisées pendant l’ovogénèse constituent 1-5% de la quantité 

totale de protéines de l’ovule d’oursin (Raff et al., 1971), et leur synthèse augmente 

considérablement après fécondation avec l’augmentation de la traduction des ARNm maternels. Ces 
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tubulines sont nécessaires pour la formation du premier fuseau mitotique ainsi que pour les cils de la 

future blastula nageante. Un remarquable polymorphisme des ARNm en fonction de la taille de la 

séquence peut être observé dans les ovules d’oursin : des classes de taille de 1,75 à 4,2 Kb pour la 

tubuline  et entre 1,8 et 2,25 Kb pour la tubuline . Les séquences de ces tubulines étant bien 

conservées, les ARNm diffèrent surtout au niveau des régions non codantes mais pas la queue 

poly(A), cela étant vérifié par traitement avec la RNase H. Cette diversité de messagers serait 

importante pour la traduction des tubulines avec une spécificité temporelle ou de localisation 

(Alexandraki et Ruderman, 1985a). Ainsi, dans les ovules il a été observé un recrutement polysomal 

uniquement des messagers codant pour la tubuline , et surtout pour les ARNm avec la séquence la 

plus longue, de 4,2 Kb. Au niveau des zygotes (30 minutes après fécondation) différents types de 

tubuline  et  commencent déjà à être synthétisés. Les messagers plus longs de tubuline  sont en 

revanche plus rares que les autres types de tubuline (Alexandraki et Ruderman, 1985b). 

Quantitativement, le recrutement des messagers de tubuline atteint un pic au niveau de la blastula 

précoce, et reste ensuite relativement constant. 

 

Un autre exemple de traduction sélective est celui du recrutement des ARNm codant pour les 

histones. Les messagers maternels des histones se localisent au niveau du pronucleus de l’ovule 

(Showman et al., 1982) et y restent jusqu’à la première division après fécondation quand ils sont 

massivement recrutés dans les polysomes. En effet, il y a une augmentation importante du 

recrutement polysomal des ARNm des histones entre 2 et 12 heures après fécondation et ces ARNm 

sont préférentiellement traduits par rapport à d’autres ARNm. Parmi les quatre types d’histones, il y 

a également un recrutement différentiel puisque deux sont majoritairement présentes dans les 

polysomes (H2/H3) (53%) par rapport à H1 et H4 (37%) (Baker et Infante, 1982). 

 

Pendant la phase M de la première division mitotique chez l’oursin, le complexe CDK1/ 

cycline B présente un effet stimulateur pour le recrutement polysomal de certains ARNm. Trois 

clones (appelés 28, A8 et 6) ont été ainsi isolées. Les messagers 28 et A8 codent respectivement pour 

la cycline A et Sg-Nek (une homologue des « NIMA related Kinases »), molécules impliquées dans la 

régulation du cycle cellulaire (Le Breton, 2004). Cette traduction sélective a été prouvée par 

comparaison entre le recrutement polysomal en conditions physiologiques et lors du traitement des 

zygotes à l’aminopurvalanol, un composé capable d’inhiber l’activité du complexe CDK1/cycline B et 

le cycle cellulaire dans les embryons précoces d’oursin (Le Breton et al., 2003).  

 

La synthèse de l’actine est régulée au cours du développement embryonnaire de l’oursin. Les 

deux formes de messagers codant pour l’actine présentes chez l’oursin (1,8 et 2.2 Kb) sont traduites 
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différemment au cours du développement. L’ARNm plus long est préférentiellement recruté dans les 

polysomes dans les temps précoces et c’est l’inverse pour le messager de 1,8 Kb (Crain et al., 1981). 

 

La traduction sélective pendant les temps précoces du développement assure des fonctions 

enzymatiques indispensables à la progression vers les stades suivantes. Cela a été observé dans le cas 

de la ribonucléotide réductase (Standart et al., 1985). Cette enzyme intervient dans le recyclage des 

ribonucléotides qui vont être utilisées dans la synthèse de l’ADN à partir des stades 4 - 8 

blastomères, lorsque le stock de désoxyribonucléotides diminue, après les premiers 2 - 3 clivages.  

La ribonucléotide réductase est composée de deux sous-unités, essentielles à son activité. 

L’activité enzymatique est absente dans les ovules et augmente après fécondation, atteignant un pic 

à 5 heures. Alors que la grande sous-unité est présente dans l’ovule non fécondé, la petite sous-unité 

n’apparaît qu’après fécondation. L’ARNm codant pour la petite sous-unité est massivement recruté 

pendant la phase S des premiers cycles cellulaires embryonnaires ce qui permet la formation du 

complexe et d’avoir ainsi l’activité enzymatique de la ribonucléotide réductase au bon moment 

(Standart et al., 1985). En bloquant la traduction avec l’émétine (inhibiteur de la traduction) cette 

activité enzymatique n’est plus enregistrée, alors que le traitement avec l’actinomycine D (inhibiteur 

de transcription) ne l’affecte pas, indiquant ainsi la dépendance de la traduction pour activer ce 

système enzymatique (Noronha et al., 1972). 

 

Kelso-Winemiller et ses collaborateurs ont proposé le regroupement en deux classes 

distinctes, des ARNm recrutés massivement dans les polysomes, au cours du développement de 

l’oursin. Il y aurait ainsi une classe de messagers maternels traduits d’une manière active pendant les 

stades précoces caractérisés par le clivage rapide des cellules. La deuxième classe regroupe des 

transcrits maternels ou synthétisés précocement mais qui sont traduits intensément uniquement à 

partir du stade blastula, lorsque les cycles cellulaires deviennent plus longs et ne nécessitent plus la 

traduction active des ARNm appartenant à la première classe (Kelso-Winemiller et al., 1993). D’une 

manière intéressante, dans les ovules ce sont plutôt les messagers de la première classe qui sont 

traduits. Après fécondation et une fois les clivages rapides finis, ces messagers sortent des polysomes 

et s’accumulent pour être stockés comme des particules ribonucléotidiques non traduites.  

Parmi les messagers de la première classe, sont ceux qui codent pour la petite sous-unité de 

la ribonucléotide réductase (Standart et al., 1985), pour ets (erythroblastosis), un facteur proto-

oncogène homologue de la protéine virale de E26 (Chen et al., 1988), ainsi que les cyclines B et A 

(Evans et al., 1983). La cycline B est un des ARNm massivement synthétisés pendant l’ovogénèse chez 

l’oursin : cela constitue 5% de la totalité des ARNm dans l’ovule. Sa concentration après fécondation 
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diminue significativement après environ 10 heures de développement (Kelso-Winemiller et al., 

1993). 

La deuxième classe d’ARNm, caractérisés par un pattern de recrutement polysomal plus 

tardif par rapport à la fécondation, inclue ceux qui codent pour l’actine et la tubuline (présentées 

plus haut) mais aussi pour la métallothionéine (Nemer et al., 1984), la calmoduline (Floyd et al., 

1986), des protéines liées au facteur de croissance épidermique (EGF) (Grimwade et al., 1991) et le 

collagène (Angerer et al., 1988). 

 

Ces exemples de recrutement polysomal sélectif contribuent à la notion de traductome par 

laquelle on entend la totalité des protéines néo-synthétisées dans la cellule à un moment donné. La 

régulation du traductome est très importante pour le maintien de l’homéostasie dans un contexte 

physiologique comme celui du développement embryonnaire, mais aussi dans des situations 

cellulaires particulières, comme la présence d’un stress cellulaire majeur, ou le déclenchement de 

l’apoptose.   

Le recrutement polysomal est finement régulé par des mécanismes qui s’exercent sur les 

ARNm et/ou sur la machinerie de traduction. Le chapitre suivant explore les voies de régulation de la 

synthèse protéique avec une emphase sur le facteur de traduction eIF2. 
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I. 2. 

 

 Régulations post-transcriptionnelles de l’expression des gènes chez les 

eucaryotes 

 

 

 

 

 

2. Les  

expression d’un gène constitue l’événement qui marque le passage du patrimoine 

génétique, l’ADN, via l’ARN sous forme des messages, jusqu’au phénotype, les protéines. Ce 

processus constitue le moteur moléculaire de toute entité vivante. Cette partie de l’introduction 

présente les principaux éléments de control post-transcriptionnel, puis met en avant les régulations 

de la traduction des ARN messagers en protéines, en ciblant différents acteurs clés, en particulier les 

facteurs d’initiation de la traduction. 

 

2.1.  L’ARN messager : de la transcription à la traduction 

 

Les cellules eucaryotes se distinguent des procaryotes par la présence d’un noyau dans le 

cytoplasme, ce qui implique de multiples niveaux de régulation lorsqu’un gène s’exprime. Ces étapes 

de contrôle sont orchestrées par de nombreux acteurs moléculaires (facteurs de transcription, 

facteurs de traduction, polymérases, kinases..).  

 

L’expression d’un gène commence dans le noyau avec la transcription de l’ADN en ARN. La 

transcription a longtemps été considérée comme seul niveau de régulation de l’expression des 

gènes. Depuis une quinzaine d’années, de plus en plus d’études mettent en évidence l’importance du 

control post-transcriptionnel (Moore, 2005; Halbeisen et al., 2008; Keene, 2010). Au niveau post-

transcriptionnel, l’ARN transcrit est d’abord maturé en ARN messager (ARNm). La maturation 

L’ 
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commence avec l’épissage, c'est-à-dire l’excision des introns, des régions nucléotidiques non 

codantes. Dans les séquences génomiques, les introns se situent d’une manière alternante avec les 

exons. Ces dernières régions nucléotidiques forment après l’épissage la séquence du messager 

mature. L’ARNm subit l’ajout d’une queue poly(A) à l’extrémité 3’, et acquiert une coiffe m7GTP (7-

methyl guanosine tri-phosphate) à l’extrémité 5’. L’ARNm maturé contient en 5’ et 3’ deux régions 

UTR (UnTranslated Region) qui ne seront pas traduites et qui bordent le cadre de lecture ou ORF 

(Open Reading Frame), la région codant pour la protéine.  

 

Les ARN messagers sont associés en permanence à des protéines avec lesquelles ils forment 

des complexes mRNP (messenger RiboNucleoProtein). Ces protéines appelées de manière générale 

RBPs (RNA Binding Proteins) peuvent se lier à beaucoup d’ARNm sur des structures communes 

comme la coiffe et la queue poly(A) ou d’une façon plus spécifique par reconnaissance des séquences 

particulières majoritairement situées dans les régions non codantes 5’ ou 3’. Les complexes mRNP 

permettent aux transcrits d’être exportés dans le cytoplasme pour être traduits en protéines ou 

stockés.  

De nombreux acteurs clés sont impliqués dans la régulation de chaque étape post-

transcriptionnelle. Parmi eux, les RBPs ont un effet décisif pour l’export nucléaire des ARNm et pour 

leur devenir une fois dans le cytoplasme. L’export des messagers à travers l’enveloppe nucléaire est 

régulé par des RBPs adaptateur et récepteur d’export, comme Dbp5. Cette ARN hélicase conservée 

chez les eucaryotes a une activité limitante pour l’export nucléaire des mRNP au niveau des pores 

nucléaires (Cole et Scarcelli, 2006).  

 

 

A l’extérieur du noyau, la trajectoire des messagers n’est pas tout à fait linaire, comme le 

propose le schéma classique de l’expression des gènes : « l’ADN est transcrit en ARN qui est traduit 

en protéine..». En effet, le devenir des mRNP est pluridirectionnel (Figure 1.8) : les messagers 

peuvent effectivement être recrutés directement dans la machinerie traductionnelle pour la 

synthèse protéique, cependant certains ARNm ne sont pas systématiquement traduits, mais stockés 

ou transportés via le cytosquelette pour une localisation spécifique subcellulaire (Moore, 2005; 

McKee et Silver, 2007).  



 
L’expression des gènes, les eIFs et le contrôle traductionnel 

28 
 

 
 

La demi-vie des transcrits une fois exportés dans le cytoplasme peut aller de quelques 

minutes à plusieurs heures et est également un facteur régulateur de l’expression des gènes 

(Newbury et al., 2006). Les mécanismes engagés dans la stabilité des ARNm au niveau cytoplasmique 

impliquent des régulations en cis et en trans (Hollams et al., 2002). Les régulateurs en cis sont des 

éléments de contrôle de la séquence de l’ARNm, présents sous forme de différents motifs 

nucléotidiques au niveau des UTR. Les régulateurs en cis les plus communs sont les régions riches en 

(AU) au niveau des 3’UTR, appelées ARE pour Adenylate Uridylate (AU) rich elements, qui dictent 

l’efficacité de la traduction, la stabilité ou la dégradation de certains ARNm (Barreau et al., 2005) et 
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AAAA 
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A  
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Figure 1.8. Expression d’un gène : la vie d’un ARNm comme mRNP. Les gènes sont transcrits dans le noyau pour 

donner un pre-ARNm composé d’exons (bleu foncé) et introns (bleu clair). L’ARN est maturé par épissage 

(élimination des introns) et par ajout d’une coiffe et d’une queue poly(A) avant d’être exporté dans le cytoplasme 

par les NPC (Nuclear Pore Complexe). Le devenir de l’ARNm est guidé par les RBPs (RNA binding proteins) sous la 

forme d’un complexe mRNP (messenger Ribonucleoprotein). Dans le cytoplasme, les mRNP peuvent être recrutés 

dans les polysomes pour la synthèse protéique, dirigés vers les granules ARN (Processing bodies, Stress granules) 

pour être stockés, ou bien dégradés au niveau de l’exosome. Les protéines synthétisées peuvent subir des 

modifications post-traductionnelles dans le cytoplasme (Adapté du Idler et Yan, 2011). 
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qui sont impliqués dans plusieurs contextes biologiques : de l’ovogénèse (chez le xenope) au cancer 

et inflammation chronique (Otero et al., 2001; Khabar, 2010).  

Les facteurs régulateurs en trans sont représentés par des protéines RBPs (Idler et Yan, 2011) 

comme par exemple PLAUF1 chez P. lividus qui est capable de lier et réguler la stabilité du messager 

codant pour l’histone H3.3 (Pulcrano et al., 2005). D’autres régulateurs en trans sont les micro ARN 

(miRNA), un type particulier d’ARN non codants (ncRNA), découverts dans les embryons de 

C. elegans et qui font l’objet d’un intérêt de plus en plus accru pour leur rôle en conditions 

pathologiques et en développement (Sayed et Abdellatif, 2011).  

L’implication des miRNA dans différents processus cellulaires est très importante chez les 

eucaryotes parce qu’ils contrôlent environ un quart des ARNm cellulaires (Wehner et Sarnow, 2007), 

et constituent un moteur évolutif au sein des deutérostomes car ces acteurs seraient capables de 

moduler la structure des réseaux régulateurs de gènes chez ces taxons (Campo-Paysaa et al., 2011). 

En effet, les miRNA sont de petits ARN d’une vingtaine de nucléotides et chaque miRNA reconnait 

une séquence particulière appelée MRE (miRNA Recognition Element) qui est présente sur les ARNm 

cibles permettant de réguler spécifiquement leur expression. Pour agir sur leur cible, les miRNA 

recrutent directement la protéine Argonaute autour de laquelle se forme le complexe RISC (RNA-

induced silencing complexes), capable d’interagir avec la coiffe m7GTP de l’ARNm. Dans cette 

configuration, la traduction de l’ARNm cible est ainsi bloquée (Kiriakidou et al., 2007). 

 

 

La polyadénylation cytoplasmique joue un rôle particulièrement important dans le 

métabolisme des ARNm (Edmonds, 2002). Selon l’espèce, la longueur initiale de la queue poly(A) 

peut varier: 90 nucléotides chez la levure et jusqu’à 250 nucléotides chez l’homme (Brawerman, 

1981). En même temps, la longueur moyenne de la queue Poly(A) peut varier dans les cellules en 

réponse à différents stimuli. Cet effet peut influencer le devenir de l’ARNm puisqu’une longue queue 

poly(A) favorise le recrutement du messager dans les polysomes. Ce mécanisme joue un rôle 

important dans le développement. Chez l’ovocyte de souris ou de xénope, certains ARNm dormants 

ayant de courtes queues poly(A) d’environ 20 nucléotides deviennent traductionnellement actifs 

lorsque leur queue poly(A) grandit à environ 80 - 150 nucléotides pendant la maturation méiotique 

par exemple (revue dans Richter, 1999). En effet, la polyadénylation cytoplasmique est un 

mécanisme hautement contrôlé. Lors de la maturation méiotique du xénope, ce mécanisme à été 

décrit dans le cas de certains ARNm dont la cycline B, Mos ou Aurora. La stimulation des ovocytes par 

la progestérone induit la polyadénylation de ces messagers, grâce à la polymérase PAP, recrutée sur 

la région 3’UTR indirectement, par un motif CPE (cytoplasmic polyadenylation element) (revue dans 

Oulhen et Cormier, 2006).  
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Cependant, tous les ARNm ne sont pas polyadénylés. Une exception bien connue est le 

recrutement des messagers codant pour les histones H2A, H2B, H3 et H4 au cours de la phase S du 

cycle cellulaire chez les métazoaires (Marzluff et al., 2008). L’ARNm des histones possède en effet un 

motif particulier et conservé, de 26 nucléotides structurés en tige-boucle, au lieu de la queue poly(A) 

et cette structure facilite la traduction du messager. De plus, il a été récemment montré que 24% des 

ARNm purifiés à partir de cellules HeLa n’ont pas de queue poly(A) (Wu et al., 2008). Ces transcrits 

doivent présenter donc d’autres structures situées à l’extrémité 3’, qui permettraient l’initiation de la 

traduction des ARNm respectifs. 

 

 

Le recrutement des ARNm dans les polysomes permet leur traduction en protéines. L’activité 

de la machinerie de traduction constitue un de plus importants niveaux de régulation post-

transcriptionnelle.  

La traduction d’un messager comporte une phase d’initiation, d’élongation et de 

terminaison. Le taux de recrutement des ARNm peut être diminué si un ribosome ne libère pas assez 

rapidement la région d’initiation. La distance minimum entre deux ribosomes sur l’ARNm est 

d’environ 7 codons. En général, la vitesse d’élongation est considérée constante pour la majorité des 

ARNm : 3-8 acides aminés incorporés per seconde et par ribosome, chez les eucaryotes en général 

(Lodish et Jacobsen, 1972; Palmiter, 1974). Cependant, la vitesse peut être moins élevée que ces 

moyennes pour l’élongation de certains ARNm, comme celui codant pour la sous-unité béta du 

facteur de traduction eIF2 (Chiorini et al., 1993). La vitesse d’élongation peut également devenir 

variable dû à des codons rares ou à des structures secondaires de l’ARN (Wolin et Walter, 1988). En 

conséquence, si la vitesse d’élongation descend trop, alors l’efficacité de traduction de l’ARNm 

respectif est affectée. En effet, entre les trois phases de la traduction, l’initiation est la plus limitante, 

puisqu’en mesurant le temps de transit d’un ribosome, il a été estimé qu’une initiation a lieu tous les 

6,5 secondes, alors qu’un ribosome en élongation a besoin de seulement 2 secondes pour libérer le 

site d’initiation (Palmiter, 1975). Cette observation au niveau de l’ARNm codant pour l’ovalbumine 

dans les oviductes du poulet prouve clairement qu’un événement d’initiation a lieu plus lentement 

de ce que le système de traduction est capable et donc démontre que l’étape d’initiation serait la 

plus limitante pour la traduction. 

Chez l’oursin, la traduction dans les embryons semble être plus lente par rapport aux valeurs 

citées plus haut. La vitesse moyenne d’élongation est de 1,8 acides aminés/seconde (Goustin et Wilt, 

1981) ce qui permet d’avoir deux initiations par minute et par molécule d’ARNm. Alors pour traduire 

un messager d’oursin d’une taille moyenne, c'est-à-dire de 2,5 kb, il faut compter environ 8 minutes 
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jusqu’à ce que la séquence peptidique entière soit synthétisée (Ben-Tabou de-Leon et Davidson, 

2009). 

 

La traduction n’est pas limitée par l’abondance des ARNm disponibles. Dans les cellules de 

mammifères caractérisées par une activité de traduction élevée, certaines populations d’ARNm ne se 

trouve que dans les polysomes, comme dans le cas de l’actine (Endo et Nadal-Ginard, 1987). Dans 

cette situation, la synthèse de l’actine semble être limitée par la synthèse de son ARNm. Cependant, 

la quantité d’ARNm cytoplasmiques en général est couramment en excès : 30% des ARNm des 

cellules en culture sont présents comme des mRNP libres (Geoghegan et al., 1979). Donc la quantité 

totale d’ARNm ne semble pas être limitante pour le nombre d’initiations traductionnelles.  

 

L’abondance des ribosomes non plus ne constitue pas un élément limitant pour la traduction. 

Dans beaucoup de tissus de mammifère ainsi que dans certaines cellules en culture prolifératives, les 

ribosomes non engagés dans la traduction constituent plus de 20% de la population ribosomale 

totale (Penman et al., 1963). Les cellules pancréatiques des rats non nourris ainsi que les cellules en 

culture quiescentes sont caractérisées par un faible taux de synthèse protéique ; ces cellules ont 

moins de la moitié des ribosomes qui traduisent activement. Une augmentation rapide de la 

synthèse protéique peut être induite dans ces cellules en 20 minutes, avant que l’assemblage de 

nouveaux ribosomes puisse intervenir (Henshaw et al., 1971; Duncan et McConkey, 1982; Meyuhas 

et al., 1987). Le nombre de ribosomes ne limitent donc pas la synthèse protéique, ce qui permet en 

effet à la cellule de pouvoir activer rapidement la traduction en cas de besoin, en réponse à des 

stimuli extérieurs. 

 

Les techniques récentes d’analyse à haut débit des acides nucléiques et des protéines, ont 

permis de quantifier l’implication des différents niveaux de régulation de l’expression des gènes dans 

le contrôle de l’abondance en protéines de la cellule et de mettre en avant l’importance de la 

traduction (revue dans Vogel, 2011). La régulation traductionnelle présente un rôle dominant pour la 

quantité des protéines dans la cellule, qui a été estimé à environ 60% par rapport à la régulation 

transcriptionnelle qui compte pour environ 40% seulement (Figure 1.9.A). D’une manière 

surprenante, la dégradation semble avoir un rôle très minoritaire dans le contrôle du protéome 

(Schwanhausser et al., 2011).  

En analysant à haut-débit plus de 5000 gènes, Schwanhausser et al. ont réalisé un modèle qui 

estime que les quantités d’ARNm et de protéines présentes dans les cellules de mammifères étudiées 

sont corrélées positivement. En revanche, le turn-over des ARNm et des protéines ne sont pas du 

tout corrélés. La médiane de la vitesse de synthèse d’un ARNm a été estimée à 2 messagers/heure, 
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avec des extrêmes qui vont jusqu’à 500 messagers/heure dans le cas de certains transcrits. La vitesse 

médiane de traduction a été estimée à 40 protéines par messager et par heure (Figure 1.9.B). La 

vitesse de traduction sature vers 180 protéines par messager et par heure selon le modèle établi 

dans les fibroblastes de souris.  

Au niveau des embryons d’oursin, la vitesse maximale de traduction est proche du modèle 

proposé par Schwanhausser et al., plus précisément 140 copies d’une protéine sont synthétisés par 

ARNm et par heure (Ben-Tabou de-Leon et Davidson, 2009). 

 

Les gènes caractérisés par une faible stabilité de l’ARNm et de la protéine, codent d’une 

manière générale, pour des acteurs qui doivent assurer une réponse cellulaire ciblée à un stimulus. 

Dans cette catégorie font partie par exemple certains facteurs de traduction et de transcription, les 

acteurs avec des fonctions spécifiques dans le cycle cellulaire ou les enzymes qui modifient la 

chromatine.  

 

Transcription 

Figure 1.9. L’impact des différents niveaux de régulation de l’expression des gènes sur l’abondance des protéines, 

dans des cellules MEF (fibroblastes de souris). A. La quantité de protéines dans la cellule est le mieux décrite par 

l’activité de la traduction, ensuite par la transcription et en moindre mesure par la stabilité des ARNm et des 

protéines. Les barres d’erreur indiquent l’intervalle de confiance à 95%, estimé par bootstrapping. B. Les 

proportions des flèches indiquent l’importance des niveaux de régulation (la transcription et la traduction 

respectivement), dans la production des protéines dans la cellule (Schwanhausser et al., 2011; Vogel, 2011).  
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Enfin, les protéines produites peuvent subir des modifications post-traductionnelles 

(Figure 1.8) qui vont changer leur conformation, leur localisation, leur stabilité ou leur activité. Ces 

modifications ont un rôle déterminant au niveau cellulaire et extracellulaire dans différents 

contextes physiologiques et pathologiques (Leeming et al., 2011) ou de stress environnemental 

(Tomanek, 2011). Il peut s’agir par exemple : de la protéolyse, glycosylation, isomerization, 

phosphorylation, sumoylation ou ubiquitination. 

 

Les régulations traductionnelles impliquent en général des mécanismes de phosphorylation 

ou d’autres modifications post-traductionnelles au niveau des acteurs clés de la machinerie de 

traduction, dont les facteurs de traduction. Les éléments régulateurs de la machine traductionnelle 

ainsi que leur impact au niveau cellulaire, sont présentés dans la suite de l’introduction. 

 

 

2.2.  La régulation de la synthèse protéique 

 

La traduction fait intervenir un engrenage moléculaire complexe composé de ribosomes, 

ARN de transfert (ARNt) et un nombre important d’acteurs protéiques, dont les facteurs de 

traduction et les aminoacyl ARNt synthétases. Les ribosomes constituent des plateformes pour 

l’assemblage correct des ARNm, ARNt, facteurs protéiques et ils coordonnent l’activité peptidyl-

transférase qui catalyse l’élongation de la chaine peptidique naissante. Les ribosomes sont des 

complexes ribonucléoprotéiques composés d’une grande et d’une petite sous-unité et organisés avec 

un noyau d’ARN ribosomal auquel de multiples protéines ribosomales sont liées. Les séquences de 

ces ARN ainsi qu’une partie des protéines ribosomales sont conservés dans les domaines du vivant, 

ce qui dénote une origine commune et ancestrale de la machinerie de traduction (Marintchev et 

Wagner, 2005).  

 

Pourquoi se concentre t-on sur la traduction ?  

→ La régulation traductionnelle représente un moyen rapide pour contrôler la production 

des protéines, en utilisant les ARNm stockés dans le cytoplasme. 

→ La régulation traductionnelle peut être positive ou négative et la majorité des régulations 

au niveau de la traduction s’effectuent par des modifications réversibles des facteurs de traduction, 

majoritairement par phosphorylation (Mathews et al., 2007). Ces mécanismes du control 

traductionnel sont peu couteux en énergie, ce qui est particulièrement important dans le cas des 

cellules déprivées en énergie, comme les cellules soumises à différents stress (choque thermique, 

stress oxydatif, protéines mal-repliées…) (Ron et Harding, 2007).  
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→ La traduction permet un control fin de l’expression des gènes. Dans le cas des nombreux 

gènes comme : TNF-alpha, VEGF, ornithine décarboxylase, c-myc, les changements dans le taux de 

transcription n’induisent pas des variations de la quantité des protéines, signe d’un control fin au 

niveau traductionnel (Mathews et al., 2007). 

→ Dans certains modèles comme les réticulocytes, les ovules et ovocytes, la traduction est 

responsable du contrôle de l’expression des gènes puisque la transcription n’est peu ou pas du tout 

présente. C’est également le cas de l’embryon précoce de l’oursin où la régulation traductionnelle 

est responsable du bon déroulement des premiers clivages, étape critique pour le reste du 

développement. 

→ Le contrôle traductionnel comprend une grande variété de mécanismes qui permet de 

viser spécifiquement la régulation de l’expression d’un ou de quelques gènes uniquement, mais 

aussi, qui peut affecter globalement plusieurs familles d’ARNm. 

 

 

2.2.1. L’initiation de la synthèse protéique 

 

La traduction des ARNm en protéines se déroule en trois grandes étapes. D’abord, l’initiation 

correspond au recrutement des sous unités ribosomales 40 S et 60 S sur l’ARNm. La sous unité 40 S, 

accompagnée de l’ARNt initiateur et de plusieurs facteurs d’initiation, forment un complexe de pré-

initiation qui se fixe sur l’ARNm. Le complexe se déplace jusqu’au codon initiateur AUG où la sous 

unité 60 S vient rejoindre le 40 S pour constituer un ribosome. Ensuite, l’élongation permet de 

former une chaîne peptidique. Chaque codon de l’ARNm est reconnu par l’anticodon correspondant 

au niveau des ARNt. Ces derniers sont spécifiquement liés à un acide aminé qui s’ajoute à la chaîne 

peptidique en croissance. Enfin, la terminaison consiste en un relarguage des acteurs pour un autre 

cycle de traduction. La séquence protéique complète est libérée du complexe ribosomal et les sous 

unités 40 S et 60 S se dissocient. Chaque étape est complexe et fait intervenir des facteurs 

spécifiques : eIFs (eukaryotic Initiation Factors), eEFs (eukaryotic Elongation Factors) et eRFs 

(eukaryotic Release Factors). 

 

La partie suivante de l’introduction est focalisée sur les acteurs intervenant dans l’initiation 

de la traduction, qui est l’étape de la synthèse protéique principalement régulée. 

L’initiation permet le recrutement et la spécification de la phase de lecture d’un ARNm. Deux 

mécanismes d’initiation de la traduction sont majoritairement étudiés : l’initiation dépendante de la 

coiffe et l’initiation dépendante des IRES (Internal Ribosome Entry Site). Des travaux récents 



 
L’expression des gènes, les eIFs et le contrôle traductionnel 

35 
 

décrivent un nouveau mécanisme d’initiation hybride entre l’initiation cap-dépendante et l’initiation 

IRES-dépendante, mise en évidence pour la traduction de l’histone H4 (Martin et al., 2011).  

 

L’initiation dépendante de la coiffe. 

 

La majorité des ARNm eucaryotes sont traduits de façon dépendante de la coiffe (von der 

Haar et al., 2004). L’interaction de la coiffe m7GTP avec les facteurs d’initiation eIFs permet de 

recruter la sous unité 40 S en 5’UTR des ARNm. L’initiation cap-dépendante fait intervenir au moins 

douze facteurs protéiques dont eIF2 ainsi que eIF4E, eIF4G et eIF4A qui forment le complexe eIF4F, 

des cibles clés pour contrôler l’initiation de la traduction (Sonenberg et Hinnebusch, 2009).  

L’initiation se déroule en plusieurs étapes. Les sous-unités 40 S et 60 S du ribosome (80 S) 

doivent être dissociées. Cela est possible grâce au facteur eIF6 qui s’associe à la sous-unité 60 S et 

grâce aux facteurs eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF5 qui vont s’associer avec la petite sous-unité 40 S. eIF6 est 

relargué à la fin de l’initiation. eIF1 et eIF1A, une fois liés à la petite sous-unité 40 S, sont 

responsables de son changement de conformation et facilitent la liaison des autres facteurs. De plus, 

ces protéines maintiennent la conformation de la sous-unité ribosomale 40 S pour le scan de l’ARNm 

jusqu’au codon initiateur (Passmore et al., 2007). 

 

Le facteur eIF2 se lie au Methionyl-ARNt (responsable de l’apport de la méthionine initiatrice 

pour la future protéine synthétisée) et au GTP (Guanosine TriPhosphate) pour former un complexe 

ternaire. Celui-ci s’associe à la sous-unité ribosomale 40 S pour former le complexe de préinitiation 

43 S.  

Le complexe 43 S va être recruté sur l’ARNm en 5’, qui forme ainsi le complexe 48 S. Cette 

association est possible uniquement si certains facteurs d’initiation sont déjà liés à la coiffe m7GTP de 

l’ARNm. eIF4E se lie directement à la coiffe et recrute ensuite eIF4G, une protéine d’échafaudage de 

haut poids moléculaire à laquelle vient s’associer eIF4A, une ARN hélicase, capable de dérouler les 

structures secondaires du messager. L’ensemble de ces trois facteurs forme le complexe d’initiation 

eIF4F qui a un rôle essentiel pour la mise en place du complexe 48 S puisqu’eIF4G recrute le 

complexe de préinitiation 43 S via l’interaction avec eIF3. PABP (Poly(A) binding protein) permet la 

circularisation du messager en s’associant à eIF4G et à la queue poly(A). Dans cette configuration, la 

petite sous-unité ribosomale 40 S est liée par l’intermédiaire des facteurs d’initiation à l’extrémité 5’ 

de l’ARNm, ainsi qu’à l’extrémité 3’, selon le modèle en boucle (« closed-loop model ») (Jacobson, 

1996) (Figure 1.10.A.). Dans la phase suivante, la sous-unité 40 S va scanner la séquence de l’ARNm 

de 5’ vers 3’. L’activité hélicase ATP-dépendante du facteur eIF4A permet le dépliement des 
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structures secondaires de l’ARNm, indispensable à l’avancement du complexe de préinitiation vers le 

cadre de lecture. Cette activité est stimulée par l’action d’eIF4B et eIF4H.  

 

 

 

eIF1 participe à la reconnaissance du codon initiateur (AUG) et les facteurs d’initiation sont 

libérés à la suite de l’activité GTP-ase d’eIF5 qui stimule l’hydrolyse du GTP lié à eIF2. La dissociation 

des facteurs d’initiation ainsi que l’activité du facteur eIF5B permet ensuite la fixation de la sous-

unité 60 S pour la constitution du ribosome et le début de l’élongation. Le facteur eIF2B est requis 

pour l’échange GDP/GTP afin de régénérer le complexe actif eIF2-GTP dans le cadre du complexe 

ternaire pour le cycle d’initiation suivant (Sonenberg et Hinnebusch, 2009; Jackson et al., 2010) 

(Figure 1.11).  

 

Figure 1.10. Le complexe d’initiation 48 S. A. Le modèle « en boucle » de l’ARNm (« closed-loop model ») (Svitkin et 

Sonenberg, 2004). Lors de l’initiation de la traduction cap-dépendante, la coiffe m
7
GTP en 5’ du messager recrute 

eIF4E, qui va s’associer à eIF4G. Ce dernier facteur est une protéine plateforme qui recrute via eIF3 la petite sous-

unité ribosomale 40 S à laquelle sont déjà liés eIF1A, eIF1, eIF5, eIF2-GTP avec le methionyl-ARNt. eIF4A est une 

ARN hélicase liée à eIF4G dont l’activité est stimulée par eIF4B et eIF4H. PABP vient circulariser l’ARNm lorsqu’il lie 

eIF4G et la queue poly(A) en 3’. Sous cette configuration, la sous-unité 40 S va scanner l’ARNm jusqu’à la 

reconnaissance du codon initiateur AUG. B. Carte des interactions des facteurs d’initiation avec la petite sous-unité 

ribosomale 40 S et l’ARNm. Le trait pointillé entre eIF1 et eIF1A indique que cette interaction est indirecte. Les 

symboles indiques les facteurs d’initiation sans « eIF » dans leur nom (Kapp et Lorsch, 2004b). 
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Figure 1.11. L’initiation de la traduction dépendante de la coiffe. (1) La sous unité ribosomale 40 S s’associe aux facteurs 

eIF1, eIF3, eIF5, eIF1A, ensuite (2) au complexe ternaire composé par eIF2, GTP et Methionyl-ARNt. (3) Le complexe 43 S 

ainsi formé, s’associe à l’ARNm par l’intermédiaire du complexe eIF4F (eIF4E/eIF4G/eIF4A) pour donner le complexe 48 S. 

PABP permet la circularisation de l’ARNm puisqu’elle lie eIF4G et la queue poly(A). Dans cette configuration, la sous-unité 

ribosomale 40 S va scanner l’ARNm dans le sens 5’- 3’. (4) Lors de la reconnaissance du codon initiateur AUG, les facteurs 

d’initiation sont relargués et eIF5B lié au GTP intervient pour permettre à la sous unité 60 S de se fixer sur l’ARNm et 

former ainsi le ribosome. Celui-ci va commencer par la suite la traduction du cadre de lecture (ORF) lors de l’étape 

d’élongation, à la fin de laquelle, le ribosome est dissocié pendant l’étape de terminaison. Le recyclage de tous les acteurs 

impliqués dans la traduction permettra l’entrée dans un nouveau cycle de traduction. (modifié de Jackson et al. 2010) 
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Tableau 1. Les facteurs d’initiation (Jackson et al., 2010) : 

Nom Nombre de sous-unités  
et leur masse moléculaire (kDa) 

Fonction 

Principaux facteurs :   

eIF2 3 (36,1 ; 38,4 et 51,1) Forme le complexe ternaire eIF2-GTP-Met-ARNti qui lie 
la sous-unité ribosomale 40 S 

eIF3 13 (800 total) S’associe au 40 S, eIF1, eIF4G, eIF5 et stimule 
l’association du complexe ternaire au 40 S. Favorise la 
formation du 48 S et le scanning de l’ARNm. Préviens 
l’association des sous-unités ribosomales 40 S et 60 S  

eIF1 1 (12,7) Contribue au scanning de l’ARNm et à la reconnaissance 
du codon initiateur. Stimule l’interaction du complexe 
ternaire au 40 S et préviens l’hydrolyse prématurée 
d’eIF2-GTP par eIF5 

eIF1A 1 (16,5) Stimule la liaison du complexe ternaire avec le 40 S et 
contribue à la reconnaissance du codon initiateur 
ensemble à eIF1 

eIF4E 1 (24,5) S’associe à la coiffe m
7
GTP située à l’extrémité 5’ de 

l’ARNm 

eIF4A 1 (46,1) ARN hélicase DEAD-box 

eIF4G 1 (175,5) Lie eIF4E, eIF4A, eIF3, PABP et l’ARNm. Stimule l’activité 
d’eIF4A 

eIF4F 3 (246,1 total) C’est un complexe formé par eIF4G, eIF4E et eIF4A, qui 
lie la coiffe m

7
GTP et favorise l’initiation 

eIF4B 1 (69,3) C’est une RBP (RNA binding protein) qui stimule l’activité 
hélicase d’eIF4A 

eIF4H 1 (27,4) C’est une RBP homologue à une région d’eIF4B, et qui 
stimule l’activité hélicase d’eIF4A 

eIF5 1 (49,2) Stimule l’activité GTP-ase d’eIF2, induisant l’hydrolyse 
d’eIF2-GTP en réponse à la reconnaissance du codon 
initiateur 

eIF5B 1 (138,9) GTP-ase qui stimule l’association des sous-unités 
ribosomales 

eIF2B 5 (33,7 ; 39,0 ; 50,2 ; 59,7 et 
80,3) 

Facteur d’échange GDP-GTP sur eIF2 

Facteurs auxiliaires :   

eIF6 1 (26,6) Lie la sous-unité 60 S et inhibe son association à 40 S 

p97/DAP5/NAT1 1 (102,4) Similaire à eIF4G sans la région N-ter, lie eIF4A et 
stimule la l’initiation des ARNm spécifiques 

PABP 1 (70,7) Interagit avec la queue poly(A) à l’extrémité 3’ de 
l’ARNm, avec eIF4G et eRF3. Stimule l’association 
d’eIF4F à la coiffe, et faciliterait la réinitiation des 40 S 
sur le 5’ de l’ARNm, post-terminaison.  

eIF-eukaryotic initiation factor ; PABP- poly(A) binding protein ; p97/DAP5/NAT1 – p97/death associated protein 5/Novel 
Apolipoprotein B mRNA editing enzyme (APOBEC) Target no. 1 
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La traduction IRES (Internal Ribosome Entry Site) dépendante 

 

Certains ARNm sont traduits de façon indépendante de la coiffe en utilisant des structures 

secondaires de l’ARN présentes dans la région 5’UTR. Les ribosomes sont recrutés sur l’ARNm avec 

l’aide des protéines ITAFs (IRES Trans Acting Factors) et des facteurs d’initiation. Les premières 

séquences IRES ont été décrites dans la région 5’UTR des différents virus (Pelletier et Sonenberg, 

1988). En effet, les virus sont capables d’inhiber la synthèse protéique cellulaire mais continuent à 

produire leurs propres protéines en détournant la machinerie de traduction à leur profit. Lors de 

l’infection par certains virus (comme le poliovirus), eIF4G est clivé par des protéases virales et perd 

son site d’interaction à eIF4E. eIF4G clivé ne peut alors plus participer à l’initiation dépendante de la 

coiffe mais il est toujours capable d’interagir avec eIF4A et eIF3 pour intervenir dans l’initiation 

dépendante des IRES.  

 

  

Bien qu’ils soient coiffés, les ARNm cellulaires ont eux aussi des IRES : plus de 10% des ARNm 

seraient capables d’initier la traduction à partir d’un IRES (Stoneley et Willis, 2004). Au total, 70 

ARNm cellulaires et 43 ARN viraux contenant un motif IRES, ont été recensés (Mokrejs et al., 2010). 

La majorité des IRES cellulaires se trouvent au niveau des ARNm codant pour des protéines 

impliquées dans le contrôle de la croissance (par exemple : FGF2, VEGF-A, IGF-1), dans la réponse 

cellulaire aux situations de stress ou d’apoptose (par exemple : Apaf-1, XIAP, c-myc, DAP5), mais 

aussi en mitose (par exemple : ODC, PITSLRE, Cycline D1) (Stoneley et Willis, 2004; King et al., 2010), 

lorsque la traduction cap-dépendante est inhibée.  

 

  

AAAAAAA 

40 S 
ORF 

ITAF eIF3 

eI
F4

A
 

eIF4G clivé 

IRES 

Figure 1.12. Facteurs de traduction impliqués dans l’initiation dépendante de séquence IRES. Les 

séquences/structures IRES sont reconnues par des ITAFs entraînant le recrutement des protéines eIF4G, eIF3, 

eIF4A et la sous unité 40 S du ribosome qui pourra ainsi commencer à scanner l’ARNm dans le sens 5’-3’ 

comme pour la traduction cap-dépendante. 
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Le modèle hybride d’initiation 

 

Des travaux récents ont décrit un nouveau mécanisme par lequel un domaine N-ter d’eIF4E, 

distinct de son site de liaison à la coiffe, est recruté par une structure secondaire interne de l’ARNm, 

appelée 4E-SE (eIF4E sensitive element) (Martin et al., 2011). Au stade initial, la coiffe de l’ARNm 

n’est pas accessible mais séquestrée dans une structure de l’ARNm repliée en jonction à 3 hélices. 

Lorsqu’eIF4E se fixe sur 4E-SE, le complexe eIF4F se forme et la structure en jonction triple est 

dépliée par eIF4A. La coiffe m7GTP une fois libérée, va s’associé à eIF4E. Dans cette configuration, la 

petite sous-unité ribosomale 40 S est recrutée et déposée directement sur l’AUG initiateur, dans la 

conformation du complexe 43 S. Cette opération appelée « Tethering » explique la dépendance vis-à-

vis de la coiffe et l’assemblage direct du ribosome au niveau du codon AUG. Ce mécanisme simplifié 

assure un démarrage immédiat de la traduction sans l’étape d’examen séquentiel, coûteuse en 

temps et énergie.  

Ce modèle d’initiation a été démontré pour l’histone H4, et ça pourrait expliquer la 

production massive en histone destinée à compacter l’ADN synthétisé juste avant la division 

cellulaire. Ce modèle montre également que la séparation classique de l’initiation de la traduction 

des ARNm cellulaires en deux catégories : « dépendante de la coiffe »  et « IRES-dépendante » 

devrait être reconsidérée, puisque les IRES cellulaires pourraient être en effet incorporés dans les 

modèles d’initiation dépendants de la coiffe, sous la forme de différents systèmes hybrides (Gilbert, 

2010).  

 

 

2.3.  Acteurs régulateurs clés au niveau de l’initiation 

 

L’initiation de la traduction est principalement régulée à deux niveaux : sur le facteur eIF2 et 

au niveau du complexe eIF4F. eIF2 régule la traduction par la phosphorylation de sa sous-unité alpha 

sur un site conservé : la sérine 51, qui agit comme un interrupteur de la synthèse protéique. La 

formation d’eIF4F peut être inhibée par une petite protéine 4E-BP (eIF4E-Binding Protein) qui est 

capable de s’associer à eIF4E. 4E-BP possède le même site consensus qu’eIF4G pour s’associer à 

eIF4E. 4E-BP entre ainsi en compétition avec eIF4G et va inhiber la formation du complexe eIF4F 

(Figure 1.13.A).  
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2.3.1. Régulation du complexe eIF4F 

 

Le recrutement du ribosome sur l’ARNm dépend du complexe eIF4F, qui est composé par 

trois protéines : eIF4E, eIF4G et eIF4A, et de son inhibiteur 4E-BP. Ces quatre protéines sont 

présentées dans le cadre des mécanismes régulateurs de la traduction dans lesquels ils sont 

impliqués. 

 

Interaction eIF4E-eIF4G. Rôle du facteur 4E-BP 

L’association du facteur eIF4E avec eIF4G stimule l’initiation de la traduction cap-

dépendante. La disponibilité d’eIF4E est un élément limitant majeur pour cette interaction. 

Plusieurs isoformes d’eIF4E ont été identifiées, regroupées en trois classes : eIF4E-1, eIF4E-2, 

eIF4E -3. En effet, le nombre d’isoformes varie selon l’espèce : une chez la levure S. cerevisiae, deux 

chez le poisson-zèbre, le xénope, trois chez lez mammifères, les plantes, l’oursin, cinq chez le 

nématode C. elegans, et huit isoformes chez la drosophile (Hernandez et al., 2005; Morales et al., 

2006). La classification en trois classes se base sur les acides aminés présents en position 43 et 56 

d’après la numérotation humaine (Joshi et al., 2005). Le tryptophane en position 56 sur eIF4E-1 est 

l’un des acides aminés qui intervient dans l’interaction d’eIF4E avec la coiffe.  

Figure 1.13. Régulateurs clés de l’initiation. (A). eIF4F : L’interaction entre eIF4E et eIF4G, nécessaire à la synthèse 

protéique, peut être inhibée par l’association de 4E-BP avec eIF4E. (B). eIF2 : quand eIF2 est phosphorylé, il inhibe 

la formation du complexe ternaire eIF2-GTP-Methionyl ARNti en séquestrant eIF2B qui est l’échangeur GDP-GTP 

d’eIF2. 
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Les trois eIF4E sont capables de se lier à la coiffe m7GTP des ARNm même si eIF4E-3 semble 

avoir une spécificité moins forte que les deux autres puisqu’il se fixe aussi au GTP (Joshi et al., 2004). 

eIF4E-2 se lie à 4E-BP mais pas à eIF4G. En revanche, eIF4E-3 se lie à eIF4G mais pas à 4E-BP.  

Ces particularités suggèrent que chaque isoforme joue un rôle spécifique en fonction de leur 

expression et de leurs partenaires. Cette hypothèse a été confirmée par les résultats obtenus chez la 

drosophile (Cho et al., 2005). Malgré les huit isoformes existant chez la drosophile, il a été montré 

qu’eIF4E -1 est l’acteur principal dans la traduction cap-dépendante (Hernandez et al., 2005). Chez C. 

elegans IFE-3 proche de l’eIF4E-1 de mammifère, est le seul indispensable à la survie des embryons 

(Keiper et al., 2000). 

 

La disponibilité d’eIF4E pour eIF4G est principalement régulée par la petite protéine 4E-BP, 

capable d’inhiber l’initiation cap-dépendante. 4E-BP et eIF4G interagissent avec eIF4E au niveau d’un 

motif consensus conservé YxxxxLФ (où Ф est un acide aminé aliphatique). Il est admis que 

l’interaction entre 4E-BP et eIF4E dépend de l’état de phosphorylation de 4E-BP : 4E-BP peut se fixer 

à eIF4E lorsqu’elle est hypophosphorylée. Son hyperphosphorylation est corrélée avec la dissociation 

du complexe. L’activité de la kinase FRAP/mTOR (FKBP12 Rapamycin Associated Protein / 

mammalian Target Of Rapamycin) est responsable de la phosphorylation de 4E-BP ; son inactivation 

par la rapamycine, inhibe la traduction cap-dépendante (Gingras et al., 2001). Cependant, d’autres 

mécanismes inconnus seraient capables d’intervenir dans l’association eIF4E - 4E-BP puisque de 

récents travaux montrent qu’un mutant phosphomimétique de 4E-BP est capable de s’associer à 

eIF4E et d’inhiber la traduction coiffe dépendante dans un lysat d’oursin (Oulhen et al., 2009), et que 

la structure de 4E-BP serait impliquée dans l’association eIF4E - 4E-BP (Gosselin et al., 2011).  

 

La localisation d’eiF4E 

eIF4E est une protéine cytoplasmique mais une fraction est nucléaire (Iborra et al., 2001). La 

protéine eIF4E est localisée dans tout le nucléoplasme mais elle est enrichie dans certaines régions 

riches en facteurs d’épissage (speckles). Cette localisation dans les speckles n’est pas modifiée par un 

traitement des cellules au cycloheximide, un inhibiteur de la traduction, et serait donc indépendante 

de son rôle de facteur de traduction (Dostie et al., 2000b). eIF4E se localise dans le noyau grâce à son 

transporteur : 4E-T (Dostie et al., 2000a). En effet, 4E-T interagit avec eIF4E par le motif consensus 

YxxxxLФ (où Ф est un acide aminé aliphatique) et passe dans le noyau avec l’aide d’un complexe α/β 

importine. En plus de sa fonction de transporteur d’eIF4E dans le noyau, 4E-T joue un rôle important 

dans le cytoplasme en amenant eIF4E dans des les P-bodies, pour la dégradation d’ARNm (Andrei et 

al., 2005). En effet, 4E-T et eIF4E colocalisent avec les facteurs responsables du décoiffage des ARNm, 

comme Dcp1 (eukaryotic mRNA decapping protein 1). 4E-T est un inhibiteur de traduction puisqu’il 
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permet de réguler la dégradation des ARNm qui contiennent des séquences ARE (Adenine/uridine 

Rich Elements) en 3’UTR (Ferraiuolo et al., 2005). 

 

La phosphorylation d’eIF4E 

eIF4E est phosphorylé sur un seul site, in vitro, la Sérine 209. Ceci a été mis en évidence par 

des traitements avec des facteurs de croissance, des hormones, des mitogènes ou en stress 

cellulaires (Wang et al., 1998). La Ser 209 est le site majeur de phosphorylation in vitro par PKC 

(Protein Kinase C) et cette phosphorylation est inhibée si eIF4E est associé à 4E-BP1 (Wang et al., 

1998). Cependant, la seule kinase mise en évidence pour phosphoryler eIF4E in vivo est Mnk1 

(Pyronnet, 2000), une kinase qui peut aussi être activée par ERK et p38 (Fukunaga et Hunter, 1997). 

Mnk1 ne lie pas eIF4E mais se fixe sur la région C-terminale d’eIF4G pour se rapprocher d’eIF4E et 

permettre sa phosphorylation.  

La stimulation de la traduction par des facteurs de croissance est corrélée à la 

phosphorylation d’eIF4E alors que l’inhibition de la synthèse protéique observée en choc thermique, 

en privation alimentaire, en arrêt du cycle cellulaire ou en infection virale est corrélée à la 

déphosphorylation d’eIF4E (Gingras et al., 1999). Cependant, le rôle de cette phosphorylation sur la 

synthèse protéique reste controversé (Scheper et al., 2002). 

 

eIF4G et ses isoformes  

eIF4G est une grande protéine d’échafaudage ou protéine plateforme, qui interagit avec de 

nombreux facteurs. Sa partie N-terminale interagit avec PABP (Imataka et al., 1998) et eIF4E (Mader 

et al., 1995). La région centrale d’eIF4G s’associe à eIF3 et eIF4A (Lamphear et al., 1995; Imataka et 

Sonenberg, 1997). Enfin, sa région C-terminale contient un deuxième site d’association à eIF4A et un 

site pour la kinase Mnk1 (mitogen-activated protein kinase-interacting kinase 1) (Fukunaga et 

Hunter, 1997).  

Lorsqu’eIF4G est clivée par des protéases lors d’une infection virale par le poliovirus 

(Figure 1.14), la formation du complexe eIF4F est affectée. eIF4G clivé perd son site d’interaction à 

eIF4E et ne peut plus participer à l’initiation dépendante de la coiffe. Cependant, eIF4G est toujours 

capable d’interagir avec eIF4A et eIF3 pour intervenir dans l’initiation dépendante des IRES.  

 

Deux isoformes ont été identifiées chez les mammifères : eIF4GI et eIF4GII. Les deux eIF4G 

interagissent avec eIF4E et sont décrits comme des homologues fonctionnels (Gradi et al., 1998; 

Imataka et al., 1998). Cependant, eIF4GI est principalement responsable du recrutement du 

ribosome par le complexe eIF4F (Coldwell et Morley, 2006) et eIF4GII serrait impliquée dans la 

duction sélective. Caron et al. (2004) ont observé la différentiation des mégacaryocytes en 
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plaquettes. En réponse à une cytokine, la thrombopoiétine, la phosphorylation d’eIF4E sur la Ser209 

est stimulée, par la suite, eIF4GII est recrutée sur le complexe de la coiffe et des ARNm liés à la 

différentiation de plaquettes sont traduits spécifiquement.  

 

 

 

L’analyse récente d’eIF4Gs mutés sur l’un des sites d’interactions avec PABP, eIF3 ou eIF4A 

montre que ces protéines eIF4G sont toujours capables d’interagir avec eIF4E et de restaurer 

partiellement la synthèse protéique dans des cellules où l’expression d’eIF4G est altérée par siRNA 

(Hinton et al., 2007). Cela indique que chaque interaction, prise individuellement, n’est pas 

essentielle à la synthèse protéique mais participe à la régulation de l’initiation. 

 

Par épissage alternatif, 5 isoformes d’eIF4GI en résultent. Les rôles des cinq isoformes 

protéiques d’eIF4GI sont encore inconnus mais l’analyse des séquences suggère l’existence de 

fonctions particulières à chacune puisque, par exemple, la forme la plus courte ne possède plus le 

domaine de liaison à PABP et pourrait intervenir dans la traduction d’ARNm non polyadénylés. De 

plus, il a été montré que les isoformes ne restaurent pas de manière identique la synthèse protéique 

dans des cellules épithéliales humaines Hela préalablement déplétées en eIF4GI. Bien que la forme la 

plus longue soit la moins exprimée dans ces cellules HeLa, elle est la plus efficace pour restaurer la 

synthèse protéique. La déplétion des isoformes eIF4GI par siRNA montre également qu’il existe des 

co-régulations entre les facteurs d’initiation car les quantités d’eIF4GII et d’eIF4E diminuent 

également et 4E BP1 se retrouve hypophosphorylée. De plus, dans ces conditions, le complexe 

eIF4E/eIF4GI diminue au profit de eIF4E/4E-BP1 (Coldwell et Morley, 2006).  
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Figure 1.14. Les deux isoformes d’eI4G et leurs domaines d’interaction. Les deux protéines sont alignées par 

rapport au domaine central (en rouge) qui interagit avec eIF3/eIF4A. Le pourcentage indique la similitude avec 

eIF4GI. La flèche indique le site de clivage d’eIF4GI par la protéase 2A
PRO

 du poliovirus. Pour les sites 

d’interaction à PABP et à eIF4E les numéros indiquent la position de l’acide aminé situé vers l’extrémité N-ter 

du site. (Gingras et al., 1999) 
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L’interaction eIF4G- PABP. Le rôle des PAIP 

L’interaction entre eIF4G et PABP permet la formation du modèle en boucle de l’ARNm, qui 

stabilise le messager et stimule sa traduction. A ce niveau, l’initiation de la traduction peut être 

contrôlée par deux protéines PAIP (PABP interacting proteins).  

PAIP-1 présente des homologies avec la région centrale d’eIF4G, et possède un site 

d’interaction pour PABP au niveau C ter. Le rôle PAIP-1 consiste en effet de faciliter la circularisation 

de l’ARNm en liant les extrémités 5’ et 3’, pour favoriser la stabilité du messager et le recrutement du 

ribosome lors de l’initiation coiffe dépendante (Craig et al., 1998). 

PAIP-2 est une petite protéine qui inhibe la traduction, par deux mécanismes : en dissociant 

PABP de la queue poly(A) et en entrant en compétition avec eIF4G pour inhiber son interaction avec 

PABP (Karim et al., 2006). 

 

L’interaction eIF4G-eIF4A. Le rôle de Pdcd4 

L’activité d’eIF4A n’est pas régulée par phosphorylation comme la majorité des facteurs de 

traduction. Son activité change en fonction de ses partenaires. Par exemple, l’activité hélicase 

d’eIF4A augmente après fixation sur eIF4G. Au contraire, l’association d’eIF4A avec Pdcd4 

(Programmed cell death protein 4) affecte la traduction en inhibant son activité hélicase (Yang et al., 

2003). Pdcd4 est une protéine suppresseur de tumeurs dont l’expression est stimulée en apoptose et 

inhibée dans certaines tumeurs. La dégradation de cette protéine est nécessaire à la synthèse 

protéique. Pdcd4 possède deux domaines MA3 (MA3-c et MA3-m) qui agissent en synergie pour 

former un complexe très stable autour d’eIF4A. Ces deux domaines entrent en compétition avec 

eIF4G: le domaine eIF4G-MA3 ne peut plus interagir avec la région N-terminale d’eIF4A (Waters et 

al., 2011).  

En conditions normales de traduction, les deux domaines d’eIF4G (MA3 et m) interagissent 

avec les parties N-ter et C-ter d’eIF4A pour former un complexe actif pour la traduction. Pdcd4 grâce 

à ses domaines MA3, inhibe l’activité ARN hélicase d’eIF4A en empêchant le domaine MA3 d’eIF4G 

de fixer eIF4A en N-ter. 
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2.3.2. Le facteur eIF2 

 

Le facteur eIF2 a été identifié il y a environ 35 ans (Walton et Gill, 1975) dans les réticulocytes 

de lapin et un des premiers mécanismes de régulation de la synthèse protéique décrits visait la 

phosphorylation de la sous-unité  d’eIF2 (Ernst et al., 1978). eIF2-GDP produit lors de l’initiation ne 

peut pas fixer l’ARNt initiateur pour le prochain cycle de traduction, le GDP doit être échangé par du 

GTP grâce au facteur d’échange de nucléotide eIF2B. eIF2α phosphorylé sur le site conservé de la 

sérine 51 inhibe la traduction en augmentant son affinité avec eIF2B (revue dans Dever et al., 2007). 

 

La protéique multimérique eIF2 forme un complexe ternaire avec le GTP et le Methionyl-

ARNti, stimulé par ABC 50 qui est une protéine ATP-binding cassette particulière, vu qu’elle ne 

possède pas de domaine transmembranaire spécifique des transporteurs ABC (Richard et al., 1998). 

L’activité d’ABC 50 est limitante pour la traduction cap-dépendante et en partie pour la traduction 

cap-indépendante (Paytubi et al., 2009). 

 

Le complexe ternaire eIF2-GTP-ARNti
Met forme avec la petite sous-unité ribosomale 40 S le 

complexe de pré-initiation 43 S (Figure 1.15), recruté par l’ARNm lors de l’initiation de la traduction. 

eIF2 joue un rôle extrêmement important de régulation de la synthèse protéique puisqu’à travers le 

mécanisme de phosphorylation de sa sous-unité , il est capable de contrôler la traduction globale 

d’ARNm et de favoriser une synthèse spécifique d’ARN messagers.  

 

Dans cette partie de l’introduction, une présentation détaillée du facteur eIF2 sera faite, en 

s’appuyant sur sa structure, ses interactions, sa régulation par des kinases, dans des contextes de 

stress, pathologies ou apoptose. 
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2.3.2.1. La structure d’eIF2 

 

Le facteur eIF2 est un hétérotrimère composé par trois sous-unités , et. eIF2 est une des 

protéines les plus conservées au cours de l’évolution, allant des procaryotes (Archaea) jusqu’aux 

mammifères. Par exemple, les séquences d’eIF2, eIF2 et eIF2 humaines présentent 58%, 47% et 

72% d’identité respectivement avec les sous-unités correspondantes chez la levure S. cerevisiae 

(Kimball, 1999). Les modèles qui ont historiquement contribué d’une manière significative à la 

compréhension de la structure et du fonctionnement des sous-unités d’eIF2 sont les archaebactéries, 

les levures et les cellules de mammifères. En conséquence, les données présentées ci-après 

proviennent majoritairement des études effectuées sur ces modèles. 

 

eIF2 présente un site de liaison au GTP et un au Méthionyl-ARNt initiateur (Met-ARNti). Le 

Met-ARNti se différencie du Méthionyl-ARNt d’élongation (Met-ARNtm), puisqu’il s’associe 

spécifiquement à eIF2 et au site P du ribosome grâce à un motif de trois paires consécutives de G-C 

au niveau de la base de la tige, alors le Met-ARNtm interagit avec le facteur d’élongation eEF1A et il 

ne peut entrer que sur le site A du ribosome (Varshney et al., 1993). Cette spécificité d’interaction et 

Figure 1.15. Les rôles d’eIF2 et eIF2B dans la traduction, présentés dans l’enchainement de réactions qui 

mènent à la synthèse protéique. eIF2 est rechargé en GTP par eIF2B, ce qui permet le recrutement du 

methionyl- ARNti stimulé par ABC 50 (ATP-binding cassette 50) pour former le complexe ternaire eIF2- GTP- 

Met-ARNti. L’étape suivante de l’initiation est la mise en place du complexe d’initiation 48 S avec l’ARNm et 

eIF4F (décrite précédemment). eIF5 intervient à la fin de l’initiation pour relarguer les eIFs. La formation du 

ribosome 80 S marque le début de l’élongation de la traduction. L’échange du GDP en GTP lié au eIF2 est 

nécessaire pour un nouveau cycle de traduction (adapté de Proud, 2005). 
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le fait que les quantités cellulaires des deux Méthionyl-ARNt soient régulés séparément par des 

mécanismes liés au contrôle transcriptionnel des gènes codant pour l’ARNtm et l’ARNti 

respectivement, permet de maintenir la formation du complexe ternaire comme une étape limitante 

pour l’initiation (Kanduc, 1997).  

La structure de la sous-unité  d’eIF2 présente trois domaines (Figure 1.16). Le domaine G qui 

lui confère son activité GTPase est situé en N-terminale où il y a les deux Switch du site actif et 

également un motif en doigt de zinc ; ce motif est intéressant puisqu’il ne se retrouve dans la 

structure d’aucune autre GTPase (Roll-Mecak et al., 2004). Il semble que cette structure serait 

impliquée dans l’interaction avec la sous-unité d’eIF2 (Sokabe et al., 2006). Le domaine II situé en 

C-terminale, interagit avec la sous unité d’eIF2. L’extrémité 3’ du Met-ARNti est recrutée par eIF2-

GTP au niveau d’une fente d’eIF2 formée en partie par la région Switch 1 (Roll-Mecak et al., 2004). 

Les changements structurels au niveau des Switch 1 et 2, liés à l’hydrolyse du GTP et au relarguage 

du phosphore inorganique, modifient l’affinité d’eIF2 pour le Met-ARNti
 (Yatime et al., 2006). Ceci 

expliquerait le mécanisme par lequel la méthionine initiatrice se dissocie du complexe suite à 

l’hydrolyse du GTP en GDP après la reconnaissance du codon AUG. 

 

Le rôle d’eIF2 n’est pas entièrement compris. Cette sous-unité est composée de trois 

régions. La région N-ter contient un enchainement caractéristique de lysines, appelé K-boxes, qui est 

impliqué dans l’interaction d’eIF2 avec eIF2B et eIF5, son échangeur de GDP-GTP (appelé GEF pour 

guanine exchange factor) et son activateur de GTPase (appelé GAP pour GTPase-Activating Protein) 

respectivement. Il faut noter qu’eIF2 interagit avec eIF2B et eIF5 via sa sous-unité  également (Alone 

et Dever, 2006). La région centrale d’eIF2 se lie à eIF2 et la région C-ter contient un motif en doigt 

de zinc important dans l’interaction de la sous-unité avec l’ARNt. Cette région est impliquée aussi 

dans la sélection du codon Start de l’ARNm (Donahue et al., 1988). eIF2 peut lier l’ARNm via la sous-

unité  et cette activité est déterminante pour l’efficacité de la traduction (Hinnebusch, 2000) par le 

motif en doigt de zinc et les trois K-boxes.  

eIF2 et eIF2 forment ainsi un « cœur fonctionnel » d’eIF2, au regard de ses interactions 

avec le ribosome, le codon Start, l’ARNt, GTP et avec d’autres facteurs de traduction. 
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eIF2 présente une activité critique pour la régulation d’eIF2.  

Les structures 3D des eIF2 de l’Archaea à l’humain révèlent trois domaines distincts : le 

domaine I appelé OB fold domain (pour Oligonucleotide Binding domain) situé dans la partie N-ter et 

structuré en tonneau  (Nonato et al., 2002) est capable de lier de manière non spécifique l’ARN et 

interagit avec le domaine central (II) d’eIF2, structuré en hélice ; le domaine III présent dans la 

partie C-ter interagit avec eIF2. Le domaine III favorise la liaison au Met-ARNti en la stabilisant d’un 

facteur 50 (Yatime et al., 2006). Le domaine I contient le site régulateur de phosphorylation de la 

Serine 51 qui joue un rôle essentiel dans l’affinité d’eIF2 pour son facteur GEF eIF2B. eIF2 forme 

ainsi un « module régulateur » avec le facteur eIF2B. 

La région C-ter d’eIF2 est caractérisée par une longue queue majoritairement non 

structurée et une hélice . 

 

2.3.2.2. Le facteur eIF2B 

 

Après chaque cycle d’initiation, eIF2 est relargué comme un complexe inactif lié au GDP. La 

dissociation du GDP d’eIF2 est une réaction très lente et pour qu’eIF2 puisse participer dans 

multiples cycles de traduction, il a besoin d’un facteur d’échange du GDP en GTP (GEF). Cette 

fonction est remplie par eIF2B, un complexe protéique formé par cinq sous-unités différentes : , , 

eIF2 315 

Figure 1.16. Les sous-unités d’eIF2 sont représentées sous forme de rectangles verts symbolisant les chaines 

polypeptidiques linaires. La taille (nombre d’acides aminés) est marquée à droite de chaque rectangle. Les 

domaines et éléments caractéristiques sont également marqués : les trois domaines spécifiques et le site 

régulateur de phosphorylation de la serine 51 sur eIF2 ; les K-boxes de polylysine, le motif Znf (motif en doigt 

de zinc) ainsi que les segments d’interaction à eIF2B et eIF5, pour eIF2 ; le domaine G d’eIF2ainsi que ses 

domaines II et III (voir texte). Les rectangles noirs d’eIF2 et  symbolisent les sections de liaison au GDP/GTP. 

Les traits horizontaux marquent des sites de liaison aux acteurs indiqués. (Adapté de Hinnebusch et al., 2007). 
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 qui sont structurées dans un sous-complexe régulateur ;  et  qui forment le sous-complexe 

catalytique (Figure 1.17). eIF2B accélère le remplacement du GDP en GTP d’environ 10 fois (Williams 

et al., 2001).  

eIF2B a un rôle clé dans la régulation de l’initiation puisqu’après le remplacement du GDP, 

eIF2 se trouve dans une forme avec une affinité plus forte pour le Met-ARNti (Kapp et Lorsch, 2004a) 

nécessaire à la formation du complexe ternaire. L’augmentation d’affinité à la suite de l’association 

au GTP, s’exerce entre eIF2 et la méthionine du Met-ARNti. Ce mécanisme permet de prévenir 

l’entrée dans l’initiation des ARNt déchargés (Kapp et Lorsch, 2004a).  

Toutes les sous-unités d’eIF2B sauf eIF2B sont essentielles pour l’activité d’eIF2B. 

Cependant, eIF2B seule, présente une activité GEF significative par un domaine qui correspond au ¼ 

de la protéine, équivalent à 195 acides aminés (Gomez et al., 2002). La partie C-terminale de ce 

segment contient une région appelée AA-boxes pour aromatic and acidic boxes 1 and 2 importants 

pour la liaison à eIF2. La délétion de cette région entraine la perte de la liaison à eIF2 ainsi que la 

perte de l’activité GEF d’eIF2B et la réduction de cette activité au niveau du complexe eIF2B entier 

(Gomez et al., 2002). L’élimination des AA-boxes d’eIF2B n’inhibe pas complètement l’association 

d’IF2B à eIF2, signifie qu’il y a des sites de contact additionnels. En effet, les sous-unités ,  et  

forment un sous-complexe qui est capable de lier eIF2 L’association se réalise entre eIF2 et eIF2B 

et le modèle d’interaction a été montré chez la levure (Dev et al., 2010) mais aussi chez les Archaea 

(Dev et al., 2009). Deux types de liaison seraient mises en place entre eIF2 et eIF2B. L’une qui 

intervient dans l’activité GEF d’eIF2B et l’autre qui apparaît lorsqu’eIF2 est phosphorylé sur la 

Serine 51 (Figure 1.17). Cette dernière situation à travers laquelle le facteur eIF2B est séquestré par 

eIF2 et par conséquent, le chargement en GTP et la traduction sont bloqués, représente un 

mécanisme de contrôle de la synthèse protéique très important dans différents contextes de stress 

ou pathologiques et sera traitée plus en détails dans la suite de l’introduction.  



 
L’expression des gènes, les eIFs et le contrôle traductionnel 

51 
 

 

eIF2B peut être régulée par les hormones et les nutriments (Proud, 2005). eIF2B contient 

plusieurs sites de phosphorylation, dont sept qui ont été identifiés dans les cellules de mammifères 

(HEK293) dans plusieurs études (Wang et al., 2001; Wang et Proud, 2008). Deux sites situés à 

l’extrémité C-terminale sont nécessaires pour la liaison d’eIF2B à son substrat eIF2 et qui sont 

conservés dans toutes les séquences connues d’eIF2B. Deux autres sites sont présents dans la 

proximité du site catalytique vers l’extrémité N-ter. Ces sites sont présents chez la drosophile mais 

pas la levure. La phosphorylation du site le plus N-terminal des deux, par la GSK3 (glycogen synthase 

Figure 1.17. Interaction d’eIF2 avec eIF2B : A. la liaison d’eIF2 avec eIF2B permet l’activité GEF d’eIF2B 

lorsque son sous-complexe catalytique s’associe à eIF2. B. eIF2 est phosphorylé (rond rouge « P ») et cela 

implique une interaction entre eIF2P et eIF2B ne permettant pas à eIF2B de catalyser l’échange GDP-GTP, 

avec des effets très importants sur la synthèse protéique (Adapté de Dev et al., 2010). 
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kinase 3) diminue l’activité d’eIF2B. Comme l’insuline et certains facteurs de croissance peuvent 

inactiver la GSK3, cela signifie qu’ils devraient être capables d’affecter l’initiation de la traduction. 

Cependant, le traitement des cellules avec des inhibiteurs spécifiques de GSK3 induit la 

déphosphorylation du site mais n’active pas eIF2B, ce qui indique que l’implication des mécanismes 

régulateurs additionnels serait nécessaire (Wang et al., 2002).  

 

D’autres voies de signalisation impliquées dans la régulation d’eIF2B visent IGF1 (Insulin-like 

growth factor 1) dans les cellules neuronales (Quevedo et al., 2000) et NGF ou EGF dans les cellules 

PC12 (Kleijn et Proud, 2000), qui passent par la voie de la MAP kinase (Erk). En effet, IGF1 stimule 

l’interaction de la MAPK avec la PP1 qui active eIF2B par déphosphorylation (Quevedo et al., 2003). 

Les acides aminés sont également impliqués dans la modulation d’eIF2B. Dans les cellules 

CHO (Chinese hamster ovary) l’insuline n’est pas suffisante pour activer eIF2B. Cela est possible si des 

acides aminés sont présents dans le milieu (Campbell et al., 1999). Kimball et al. ont montré que la 

privation en histidine et leucine cause une inhibition de l’activité d’eIF2B dans les myoblastes L6 et 

concluent que la régulation de la synthèse protéique globale était liée plutôt à l’activité d’eIF2B, qu’à 

des changements dans le complexe d’initiation eIF4F (Kimball et al., 1998). Les acides aminés sont 

des précurseurs pour la synthèse protéique, mais en jouant un rôle également dans la régulation 

positive d’eIF2B, ils créent un mécanisme de contrôle de l’initiation supplémentaire. 

 

2.3.2.3. Le facteur eIF5 

 

eIF5 agit comme un facteur GAP (GTPase-Activating Protein) pour eIF2, mais uniquement 

lorsqu’eIF2 est lié au ribosome (Marintchev et Wagner, 2005). eIF5 contient trois domaines dont 

deux qui sont homologues à deux régions d’eIF2 (N-ter et Znf). La partie N-terminale d’eIF5 

présente une séquence de résidus bien conservée, qui ressemble à un motif de liaison aux 

nucléotides. Cette région interagit avec le domaine G d’eIF2 pour stimuler l’hydrolyse du GTP au 

niveau du facteur ternaire eIF2-GTP-ARNti
Met. 

Le domaine C-terminale s’associe à la queue non structurée de la région N-terminale d’eIF2 

(Alone et Dever, 2006). En effet, eIF5 présente un domaine HEAT (Huntingtin, Elongation factor 3, 

PR65/A, kinase TOR1) qui est présent aussi au niveau d’eIF2B et qui a un rôle majeur dans 

l’association d’eIF5 avec eIF2. Le domaine HEAT d’eIF5 est également important dans l’interaction 

avec d’autres facteurs d’initiation : eIF1, eIF3 et eIF4G et constitue en effet un point d’ancrage pour 

l’assemblage du complexe de préinitiation (Yamamoto et al., 2005).  
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En plus de son activité GAP, eIF5 a une deuxième fonction, celle d’inhibition de la dissociation 

du GDP, appelée activité GDI pour GDP dissociation inhibitor. En effet, il a été montré récemment 

qu’eIF5 est nécessaire pour la régulation traductionnelle exercée par la phosphorylation 

d’eIF2(Jennings et Pavitt, 2010a). eIF5 est une protéine bi-fonctionnelle, elle stabilise la liaison du 

GDP à eIF2 indépendamment de son rôle GAP, dans des conditions normales de traduction. 

 

 

  

Figure 1.18. Les domaines d’eIF5 et son interaction avec eIF2. A. Les flèches indiquent la responsabilité de 

chaque domaine. B. eIF5 est un facteur GAP (GTPase activating protein) qui stimule l’hydrolyse du GTP au 

niveau du complexe ternaire eIF2- GTP- Met-ARNti. Les sous-unités eIF2 et eIF2 vont se lier à eIF5 comme 

indiqué par les flèches. Les K-boxes interagissent directement avec les AA-boxes, ce qui permet de fixer 

d’abord le C-ter d’eIF5 sur eIF2. (Adapté de Alone et Dever, 2006 ; Jennings et Pavitt, 2010b). 
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2.3.2.4. Régulation de la phosphorylation d’eIF2  

 

eIF2α phosphorylé sur le site conservé de la sérine 51 inhibe la traduction en augmentant 

son affinité avec eIF2B. La phosphorylation de la Ser-51 dans les cellules eucaryotes transforme eIF2 

d’un substrat du facteur GEF eIF2B, en son inhibiteur et donc le complexe ternaire eIF2- GTP- Met-

ARNti ne peut plus se former. Dans la majorité des cellules étudiées, c’est la quantité d’eIF2B qui est 

limitante par rapport à celle d’eIF2. Par conséquence, la phosphorylation d’un petit pourcentage 

d’eIF2 suffit pour séquestrer eIF2B dans le complexe inactif phospho-eIF2-eIF2B et ainsi inhiber la 

synthèse protéique (revue dans Dever et al., 2007). eIF2[P] (phospho - eIF2) joue un rôle 

important dans la séquestration d’eIF2B puisqu’un mutant S51D mimant une protéine phosphorylée 

(le site de phosphorylation de la Ser-51 est muté en aspartate) séquestre eIF2B en bloquant son 

activité GEF, et cela sans l’activité d’une kinase eIF2 (Sudhakar et al., 2000). 

 

Malgré le ciblage d’un seul acteur moléculaire et un seul site régulateur, l’effet modérateur 

d’eIF2[P] sur la traduction peut impliquer un spectre varié de conséquences biologiques intégrées 

sous la notion de « réponse intégrée aux stress » ou ISR pour Integrated Stress Response (revue dans 

Ron et Harding, 2007), détaillée dans la partie 2.3.2.6. De plus, la phosphorylation d’eIF2 est 

réversible ce qui constitue une adaptation importante des cellules à divers stress menaçant 

l’homéostasie énergétique cellulaire, puisque la synthèse protéique a un cout énergétique très élevé 

(Ron et Harding, 2007). 

L’atténuation de la traduction par la phosphorylation d’eIF2 présente un intérêt également 

vis-à-vis du maintien d’une « réserve » de protéines chaperonnes chargées d’assister les chaines 

polypeptidiques sortant des ribosomes. La régulation au niveau de l’initiation permet le recyclage des 

chaperones, contrairement au contrôle de l’élongation pendant laquelle les chaperonnes resteraient 

associées à des chaines peptidiques incomplètes (Bukau, 2005). Des considérations similaires sont 

valables concernant le pool de ribosomes et de facteurs de traduction.  

 

2.3.2.5.  Conséquences de la phosphorylation d’eIF2 sur la traduction qualitative 

d’ARNm 

 

La phosphorylation d’eIF2 entraîne une inhibition de la synthèse de la majorité des 

protéines, mais permet d’une manière surprenante la traduction d’ARNm particuliers. Par exemple, 

chez la levure, à la suite d'une déprivation en acides aminés, la kinase GCN2 (General Control 
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Nonderepressed 2 kinase) phosphoryle eIF2 et induit ainsi l’inhibition globale de la synthèse 

protéique, alors que la traduction du messager codant pour GCN4 augmente (Sonenberg et 

Hinnebusch, 2009). La protéine GCN4 est un facteur de transcription impliqué dans la synthèse des 

acides aminés. La région 5’UTR de son messager contient quatre petits cadres de lecture uORF 

(upstream Open Reading Frame) situés en amont de celui codant pour la protéine GCN4. Quand le 

niveau de phosphorylation d’eIF2 est faible, le ribosome initie le premier uORF et réinitie les uORFs 

suivants, car des complexes ternaires eIF2- GTP- Met-ARNti sont disponibles pour chaque réinitiation, 

sans parvenir à l’ORF de GCN4 (Hinnebusch et Dever, 2007) (Figure 1.19). Lorsqu’eIF2 est 

phosphorylée, la sous unité 40 S du ribosome ne peut plus initier les uORFs, par manque de 

complexes ternaires disponibles, et continue de scanner l’ARNm jusqu’à l’ORF principal de GCN4 qui 

est favorisé pour la traduction. D’autres messagers sont régulés de cette manière, comme par 

exemple, le messager codant pour la protéine ATF4 (Activating Transcription Factor 4) chez les 

métazoaires  (Harding et al., 2000; Vattem et Wek, 2004). Dans les cellules de mammifères, ATF4 

ainsi déréprimé va induire la transcription de différents gènes impliqués dans la réponse au stress, 

parmi lesquels GADD34, la sous-unité régulatrice de la phosphatase 1 qui va induire la 

déphosphorylation d’eIF2 (Sonenberg et Hinnebusch, 2009). Deux régions régulatrices uORF ont été 

décrites pour ATF5 (Zhou et al., 2008) et plus récemment, des régulations par uORF ont été mises en 

évidence lors du contrôle traductionnel de la protéine CHOP (C/EBP (CCAAT/enhancer binding 

protein) homologous protein) en présence d’eIF2[P] (Palam et al., 2011). 

 



 
L’expression des gènes, les eIFs et le contrôle traductionnel 

56 
 

 

 

La phosphorylation d’eIF2α via la traduction spécifique de ATF4, a un rôle au niveau du 

système nerveux. En effet, en utilisant des souris hétérozygotes eIF2α +/S51A, l’équipe de N. 

Sonenberg a démontré l’importance de la phosphorylation d’eIF2α dans la plasticité synaptique à 

long terme et dans la mémoire (Costa-Mattioli et al., 2007). L’inhibition de la phosphorylation 

d’eIF2α chez ces souris entraîne une augmentation de la plasticité synaptique, de la mémoire 

spatiale, du conditionnement à la peur. De plus, dans l’hippocampe de souris sauvages, eIF2α est 

rapidement déphosphorylée après un conditionnement à la peur et l’inhibition de cette 

déphosphorylation par injection de salubrinal (un inhibiteur de GADD34) limite la mémoire à long 

terme (Costa-Mattioli et al., 2007).  

 

 

 

 

Figure 1.19. Traduction spécifique du messager GCN4. Le messager codant pour GCN4 présente quatre 

séquences uORF et sa traduction dépend de la phosphorylation d’eIF2 et donc de la quantité de complexes 

ternaires eIF2- GTP- Met-ARNti formés. A. Le nombre de complexes ternaires est très élevé ce qui permet la 

formation des ribosomes sur les régions uORF mais non pas sur l’ORF principal de GCN4, réprimant ainsi son 

expression. B. eIF2[P] réduit le nombre de complexes ternaires et la petite sous-unité ribosomale continue à 

scanner le 5’UTR jusqu’au cadre de lecture principal en favorisant ainsi l’expression de GCN4 (Holcik et 

Sonenberg, 2005; Hinnebusch et Dever, 2007). 
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2.3.2.6. Les kinases d’eIF2 

 

La phosphorylation d’eIF2 a été initialement liée à l’inhibition de la synthèse protéique dans 

un lysat de réticulocytes de lapin déprivé en hème (Farrell et al., 1977). Cet événement a été ensuite 

observé dans d’autres cellules et dans différentes situations de stress comme la déprivation en 

acides aminés ou le stress du réticulum endoplasmique. Il a été découvert par la suite que ce sont 

des kinases distinctes qui s’activent lors des différents stress.  

 

Quatre kinases spécifiques d’eIF2 ont été caractérisées : PKR (Protein kinase R), PERK (PKR-

like Endoplasmic Reticulum Kinase), HRI (Heme-Regulated Inhibitor kinase) et GCN2 (General Control 

Nonderepressed 2 kinase). La répartition phylogénétique de ces quatre kinases indique leur présence 

inégale dans les génomes des différents taxons eucaryotes (Figure 1.20). Ainsi, PKR est limitée aux 

génomes des vertébrés et au contraire, GCN2 est présente dès les eucaryotes les plus basiques 

(Rothenburg et al., 2009). Chez l’oursin, seulement GCN2, HRI et PERK ont été trouvées dans le 

génome (Morales et al., 2006).  

Les stress cellulaires agissant comme activateurs de la phosphorylation d’eIF2 sont très 

diversifiés, et peuvent avoir une origine abiotique : comme les radiations UV, le choc thermique, et 

l’hypoxie, ou bien, une origine biotique, intracellulaire : comme le stress lié au réticulum, 

l’accumulation des protéines mal-repliées et l’infection virale (Wek et al., 2006; Spriggs et al., 2010).  
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déphosphorylé par l’activité phosphatase des complexes liés à la PP1. Les taxons dans les génomes desquels les 

kinases existent, sont également présentés. (Modifiée de Wek et al. 2006 et Holcik et Sonenberg 2005) 
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Les domaines catalytiques des quatre protéines kinases ont entre 25-37% d’identité de 

séquence d’acides aminés et partagent des structures particulières au niveau N-terminal et C-

terminal (Dever et al., 2007). La structure cristallographique de la PKR humaine liée à eIF2 a révélé 

l’interaction de son domaine kinasique avec un segment d’eIF2 éloigné du site de phosphorylation 

Ser-51, ce qui explique la grande spécificité du substrat (Dar et al., 2005). 

 

La propriété des quatre kinases de répondre à différents stimuli est conférée par leur 

domaines régulateurs uniques. Les éléments régulateurs se situent vers les extrémités N-terminale 

ou C-terminale, ou bien, au niveau du domaine kinasique conservé (Figure 1.21). 

 

 

Les quatre kinases partagent le même substrat, eIF2 et cette spécificité s’explique par des 

stratégies communes d’activation, qui sont la dimérisation et l’autophosphorylation. Cela permet 

l’alignement correct des sites actifs liant l’ATP et le substrat peptidique pour la réaction de 

phosphorylation (Hinnebusch, 2005). La preuve de la spécificité de ces kinases a été montrée 

historiquement par mutation de la Ser-51 en alanine (eIF2S51A) qui bloque l’habilité de la kinase 

GCN2 à phosphoryler eIF2 chez la levure (Dever et al., 1992) et abolit les conséquences de 

l’activation de PERK dans les cellules de mammifères (Lu et al., 2004). 

Figure 1.21. Architecture des eIF2 kinases (mammifères). KD (bleu) : domaines kinasique conservés, au niveau 

desquels il y a les inserts kinasiques (KI) (gris) impliqués dans la reconnaissance du substrat. PKR : le domaine 

dsRBM (dsRNA-binding motif) (rose clair) est présent dans la partie N-ter. Au niveau de PERK : IRE1-like (rose 

foncé) est une région avec homologie de séquence avec la IRE1 (inositol-requiring protein-1) impliquée dans la 

UPR (Unfolded Protein Response) ; TM (noir) indique le domaine transmembranaire. GCN2 : au niveau N-ter le 

domaine RWD (RING finger WD-repeat DEAD) (marron foncé) impliqué dans la liaison à GCN1 ; KD (bleu 

foncé) symbolise le pseudo-domaine kinasique ; HisRS (Histyl-tRNA synthetase) (marron clair) est le domaine 

de reconnaissance des ARNt déchargés et CTD (Carboxy-terminal domain)(vert) est le domaine C-ter qui a 

également une fonction de reconnaissance d’ARNt (RB pour RNA binding) mais aussi dans la dimérisation (DD) 

de GCN2 qui est essentielle pour son activation. La HRI contient deux sites de liaison à hème (H)(rouge). Les 

numéros indiquent la taille en acides aminés. (Adapté de Dever et al. 2007) 
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La réponse intégrative au stress 

Malgré la diversité des stress activateurs de la phosphorylation d’eIF2, le flux de la 

signalisation en aval est canalisé par une seule voie qui engage les différentes réponses aux stress. Le 

schéma de signalisation chez les métazoaires a été appelé ISR pour Integrated Stress Response (Ron 

et Harding, 2007) (Figure 1.22).  

 

 

 

 

Figure 1.22. Schéma intégratif de la réponse aux stress (ISR) faisant intervenir eIF2[P]. Les quatre eIF2 

kinases sont modulées par des signaux de différents stress, qui visent le RE, le pool d’acides aminés, le ration 

hème/globine ou bien lors d’une infection virale. Par exemple, eIF2*P+ et l’atténuation de la synthèse 

protéique sont importants pour limiter le stress du réticulum endoplasmique (RE). L’expression d’ATF4 et 

probablement d’autres facteurs de transcription est stimulée en présence d’eIF2[P], avec activation de 

différents gènes en aval. Ces gènes codent pour des facteurs de transcription comme ATF6 et XBP-1(X-box 

binding protein 1) qui sont contrôlés également par des voies parallèles avec des signaux venant directement 

du RE (flèches grises). En aval de ces acteurs ce sont des gènes codant pour des chaperonnes, enzymes du RE, 

enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique, des transporteurs d’acides aminés et des gènes impliquées 

dans la réponse du stress oxydatif. Le facteur de transcription CHOP est également induit, qui active GADD34, 

une sous-unité régulatrice de la PP1, inhibant ainsi la signalisation de l’ISR. CReP est également une sous-unité 

régulatrice d’une phosphatase qui déphosphoryle eIF2[P]. (Ron et Harding, 2007) 
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La kinase GCN2 

GCN2 est impliquée dans la phosphorylation d’eIF2 au cours du développement 

embryonnaire chez la souris (Alves et al., 2009), mais aussi chez l’oursin (cette thèse). Nous avons 

donc choisi de présenter d’avantage cette kinase. 

GCN2 est la plus ancestrale des quatre kinases d’eIF2 (Dever, 1999) (Figure 1.20). En plus 

des conditions de privation en acides aminés, GCN2 est activée chez les levures en réponse à de forte 

salinité, limitation en glucose, rapamycine (inhibiteur de mTOR), méthyle méthane sulfonate (MMS) 

un agent alkylant de l’ADN et chez les mammifères et levure par l’exposition aux rayons UV (Deng et 

al., 2002; Hinnebusch, 2005). Chez la levure, l’arrêt du cycle en G1/S, à la suite d’un traitement aux 

UV, est dépendant de la GCN2 et s’accompagne ainsi de la phosphorylation d’eIF2 (Tvegard et al., 

2007). Il est particulièrement intéressant que l’activation de GCN2 en réponse à ces différents stress 

se base sur la propriété de GCN2 de reconnaitre les ARNt grâce au domaine HisRS et sur la 

dimérisation médiée par le domaine CTD (voir Figure 1.21). Ceci a mené à l’idée selon laquelle les 

ARNt déchargés seraient l’activateur commun de GCN2. En conséquence, les différentes conditions 

de stress soit activent GCN2 d’une manière indirecte, en modifiant la quantité d’ARNt déchargés 

dans la cellule, soit modulent la sensibilité de GCN2 aux ARNt déchargés de façon que le niveau basal 

d’ARNt déchargés normalement présents dans le cytoplasme, active la kinase (Dever et al., 2007). 

Cette dernière possibilité a été mise en évidence lors de la mutation E803V au niveau du domaine 

kinasique induisant une hyperactivité de GCN2 pleine taille pour la reconnaissance d’ARNt déchargés 

(Dong et al., 2000).  

 

Les phosphatases d’eIF2 

La phosphorylation d’eIF2 est un mécanisme dynamique et hautement régulé. En plus du 

contrôle exercé par les kinases mentionnées, il y a deux protéines phosphatases capables de 

déphosphoryler eIF2[P]. Un complexe constitutif formé par la sous-unité catalytique de la PP1 

(Protein Phosphatase 1) avec sa sous-unité régulatrice CReP (Constitutive Repressor of eIF2 

phosphorylation) contribue au maintien à un niveau basal du facteur eIF2 déphosphorylé (Jousse et 

al., 2003). GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-Inducible Protein) forme également un 

complexe avec la sous unité catalytique de la PP1 et contrôlent la reprise de la synthèse protéique 

pendant les stades tardives de la réponse aux stress cellulaires qui activent les kinases d’eIF2, 

assurant ainsi un feedback négatif (Novoa et al., 2003).  
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2.4.  Importance de la régulation traductionnelle dans différents contextes 

 

Les acteurs présentés dans les sections précédentes (2.3.1 et 2.3.2) ont des rôles majeurs 

pour le maintien de l’homéostasie dans les cellules en conditions physiologiques, mais ils constituent 

également des régulateurs clés lors des moments décisionnels importants tels que la réponse 

cellulaire à l’apoptose, à la cancérisation ou encore, à des stress environnementaux (hypoxie, métaux 

lourds,..). L’oursin est un bon modèle pour étudier les mécanismes traductionnels impliqués dans la 

réponse apoptotique et de différents stress, puisque les traitements pharmacologiques sont 

possibles et cela dans le « contexte traductionnel » de l’embryon précoce de l’oursin. 

 

 Dans cette partie de l’introduction seront présentés différents exemples de régulations 

traductionnelles en apoptose et divers stress, dans plusieurs modèles ainsi que dans des situations 

pathologiques comme le cancer. Les mécanismes traductionnels impliqués s’appuient sur des 

synthèses protéiques sélectives mais aussi sur la régulation de la synthèse protéique globale. 

 

2.4.1. Traduction et apoptose 

 

Les facteurs de traduction sont impliqués dans la réponse cellulaire apoptotique mise en 

place lors des stress cellulaires comme le choc thermique, l’hypoxie ou encore, lors d’une privation 

alimentaire (Tettweiler et al., 2005; van den Beucken et al., 2006). Une des réponses cellulaires la 

plus souvent rencontrée est l’inhibition de la traduction dépendante de la coiffe. Cette inhibition 

permet de limiter la consommation en énergie de la cellule et de rediriger les efforts vers la 

réparation des dommages ou la mise en place de mécanismes de survie (Rudra et Warner, 2004). En 

conséquent, une baisse importante de la synthèse protéique globale est enregistrée en apoptose et 

les facteurs d’initiation présentent un rôle majeur dans ce processus. 

 

2.4.1.1. Les acteurs de l’apoptose 

 

L’apoptose constitue un phénomène de mort cellulaire programmée ou PCD (Programmed 

Cell Death) qui implique un mécanisme de suicide cellulaire décrit pour la première fois dans les 

années ‘70 (Kerr et al., 1972), différent de la mort accidentelle des cellules (revue dans Galluzzi et al., 

2011). Les changements physiques subits par une cellule en apoptose sont la condensation de la 

chromatine et du cytoplasme, qui va bourgeonner sous forme de vésicules extérieurs (blebbing), 

phagocytés par la suite. L’importance de l’apoptose est décisive pour de nombreux contextes 
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biologiques tels que l’embryogénèse, le développement des cancers ou simplement l’homéostasie 

tissulaire. Deux voies de signalisation apoptotique ont été décrites : l’une appelée extrinsèque, qui 

est stimulée par des signaux extracellulaires via de récepteurs membranaires et une voie intrinsèque 

où, les mitochondries et le réticulum endoplasmique (RE) déclenchent le processus apoptotique. 

Tous les signaux apoptotiques font intervenir et convergent vers l’activation des caspases 

(Figure 1.23) qui sont des protéases à cystéine, utilisées souvent comme marqueurs de l’apoptose. 

Toutefois, il existe des voies d’induction de l’apoptose indépendantes des caspases, comme 

celle qui fait intervenir AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Joza et al., 2001)et ENDOG (Endonuclease G) 

(Buttner et al., 2007), qui se localisent au niveau du noyau pour stimuler la fragmentation de l’ADN. 

 

Figure 1.23. Les voies d’induction de l’apoptose.  Tous les signaux apoptotiques convergent vers les caspases 

qui forment des cascades d’activation. Les activateurs de l’apoptose peuvent être extérieurs (voie extrinsèque) 

faisant appel au récepteur membranaire Fas qui appartient à la famille TNF, (tumor necrosis factor) et qui est 

lié à FADD (Fas-Associated protein with Death Domain), responsable de l’activation par clivage de la caspase 8 ; 

les activateurs intracellulaires font intervenir la voie mitochondriale et du RE. La voie mitochondriale est 

caractérisée par la libération du cytochrome C qui formera l’Apoptosome ensemble à la caspase 9 et APAF-1 

(pro-apoptotic protease activating factor-1). Le signal de la voie extrinsèque peut amplifier la réponse cellulaire 

apoptotique via la mitochondrie (flèche pointillée). Le stress du réticulum endoplasmique (RE) active les 

caspase 4 et 12. Tous les signaux apoptotiques convergent vers l’activation de la caspase 7 et de la caspase 3 

qui est l’effecteur apoptotique final induisant la mort cellulaire. Il y a de nombreux points de contrôle de ces 

voies de signalisation, notamment par les acteurs apoptogéniques de la famille Bcl2 (BAX et BAK), ainsi que les 

protéines DIABLO/Smac (direct IAP binding protein with low pI/ second mitochondria-derived activator of 

caspases) et la serine protéase HTRA2/OMI. Leur antagoniste XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) est 

capable d’inhiber l’apoptose. (Holcik et Sonenberg, 2005) 
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Les acteurs de l’apoptose chez l’oursin 

L’apoptose est à la fois un mécanisme de remodelage tissulaire, surtout en développement, 

et une réponse de suicide cellulaire face à des stress sévères. Toutes les deux situations peuvent être 

étudiées dans l’embryon d’oursin (revue dans Agnello et Roccheri, 2010). L’apoptose physiologique 

ou spontanée au cours du développement a été mise en évidence au stade larvaire, au niveau des 

bras du pluteus (Roccheri et al., 1997) et le traitement à l’ester de phorbol et au choc thermique 

amplifie le nombre de cellules en apoptose (Roccheri et al., 2002). Le fait que les plutei subissent une 

métamorphose larvaire pendant laquelle la majorité des organes sont éliminés, pourrait expliquer 

l’induction spontanée de l’apoptose à ce stade. Au niveau des stades précoces, l’apoptose peut être 

induite par le traitement au MMS (Le Bouffant et al., 2007). 

 

L’annotation du génome de l’oursin a permis d’analyser la conservation des voies mises en 

place lors du processus apoptotique, ce qui a mené à la conclusion que l’oursin possède une 

machinerie apoptotique complexe comparable avec celle de l’humain et moins avec celles des 

arthropodes ou nématodes (Robertson et al., 2006).  

La comparaison de séquences (conservation de domaines spécifiques) des protéines 

humaines avec les protéines prédites d’oursin a mis en évidence l’existence de quatre protéines de la 

famille APAF chez l’oursin contre une seule chez l’humain. De la même manière, l’oursin possède un 

nombre important de caspases. En effet, quatre gènes codant pour des protéines de la famille de la 

caspase 9, un gène codant pour des protéines de la famille des caspases 3/7 et caspase 6, cinq gènes 

codant pour des protéines de la famille de la caspase 8 ont été trouvés chez l’oursin. De manière 

intéressante, onze « nouvelles » caspases, dont la fonction est inconnue, sont prédites chez l’oursin. 

Des gènes codant pour les protéines de la famille des Bcl-2 ou pour les IAPs ont été trouvés chez 

l’oursin. Pour les acteurs de la voie extrinsèque, sept protéines correspondant aux TNFR (récepteurs 

au TNF) et quatre au TNF ligand sont prédites chez l’oursin alors que les récepteurs Fas, ou TRAIL 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand) sont absents ainsi que leurs ligands respectifs.  

 

Enfin, les acteurs de la voie de l’apoptose caspase indépendante, comme le facteur AIF, sont 

présents et bien conservés chez l’oursin. 

 

2.4.1.2. L’implication des facteurs de traduction en apoptose 

 

Ici seront présentées des études effectuées surtout sur des cellules en culture et les données 

chez l’oursin sont regroupées dans la section 3 de l’introduction. 
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eIF2 est phosphorylée en réponse à l’exposition des cellules à différents stimuli 

proapoptotiques (Morley et Coldwell, 2007). eIF2[P] contribue à la synthèse spécifique des acteurs 

régulateurs pro ou antiapoptotiques. 

eIF2[P] est essentielle à l’induction de l’apoptose puisque l’expression d’une protéine eIF2 

non phosphorylable (sérine 51 mutée en alanine) inhibe la mise en place de l’apoptose (Srivastava et 

al., 1998) et induit la transformation des cellules NIH3T3 (fibroblastes embryonnaires de souris) 

saines en cellules malignes (Donze et al., 1995). L’expression du mutant dominant négatif de la PKR, 

kinase capable de phosphoryler eIF2 entraîne la transformation des cellules NIH3T3 (Koromilas et 

al., 1992), proposant ainsi la PKR comme un suppresseur de tumeurs (Meurs et al., 1993). De façon 

corrélée, la surexpression de TRBP (TAR RNA Binding Protein) (Benkirane et al., 1997) ou de p58 

(Barber et al., 1994), qui sont des inhibiteurs de la PKR, entraîne la transformation de cellules saines 

en cellules malignes. De plus, la modification de la signalisation de l’insuline par la PKR est corrélée à 

l’apoptose induite par l’ARN double brin, ce qui suggère que l’activation de cette voie via l’infection 

virale peut contribuer au développement du diabète (Nakamura et al., 2010). 

La région C-ter d’eIF2contient un site de clivage par la caspase 3. Le clivage d’eIF2 en 

apoptose induit un échange rapide de GDP indépendamment d’eIF2B et in fine inactive le complexe 

eIF2 (Marissen et al., 2000). 

 

eIF4E présente au niveau de la Ser-209 un site de phosphorylation régulateur (Wang et al., 

1998). La phosphorylation d’eIF4E par MnK1 est inhibée en situation de stress, lorsque PAK2 (p21 

Activated protein Kinase 2) est active (Orton et al., 2004). Lorsque PAK2 phosphoryle la région N-

terminale de Mnk1, cette dernière ne peut plus se fixer sur eIF4G, cela inhibe à la fois la 

phosphorylation d’eIF4E et celle d’eIF4G. L’interaction eIF4E avec eIF4G et par conséquence, le 

fonctionnement d’eIF4F sont affectés. De plus, PAK2 a été décrite comme une protéine kinase 

impliquée dans le stress et l’apoptose (Roig et al., 2001).  

 

eIF4G est clivé d’une manière spécifique en apoptose par la caspase-3. Ce clivage est effectué 

au niveau de deux sites : DLLD532 et DRLD1176,qui diffèrent de celui reconnu par la protéase 2A 

pendant l’infection virale. Les trois fragments produits par la caspase-3 sont appelés N-FAG, M-FAG 

et C-FAG (Fragments of Apoptotic cleavage of eIF4G), en fonction de leur position initiale au niveau 

de la protéine non clivée (Morley et al., 2005). Pendant l’apoptose, M-FAG est le fragment minimal 

capable de soutenir la traduction cap-dépendante. En effet, M-FAG peut lier eIF4E déphosphorylé et 

former un complexe eIF4F particulier, qui peut s’associer tout de même à eIF4A, eIF3 et la sous-unité 
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ribosomale 40 S (Morino et al., 2000). Le rôle exact des trois fragments d’eIF4G n’est pas très clair. Le 

fragment M-FAG serait impliqué dans la régulation de la traduction sélective de c-Myc, XIAP et Apaf-

1 mais cette relation reste encore discutée (revu dans Morley et Coldwell, 2007). 

 

Plusieurs études ont montré l’implication d’eIF3 en apoptose. D’une part, la sous-unité f 

d’eIF3 est directement phosphorylé en conditions apoptotiques par la kinase CDK11/p46/PITSLRE sur 

la Thr119. Cet événement joue un rôle important dans la fonction d’eIF3 pour la traduction, et a pour 

effet d’inhibition de la synthèse protéique pendant l’apoptose (Shi et al., 2009).  

D’autre part, le facteur eIF3 intervient dans l’induction de l’apoptose indépendante des 

caspases. La sous-unité g d’eIF3 est liée spécifiquement par AIF lors de sa translocation de la 

mitochondrie vers le noyau, et cette interaction provoque l’inhibition de la traduction pendant 

l’induction de l’apoptose par AIF (Kim et al., 2006).  

 

 

En plus des facteurs de traduction communs, des facteurs spécifiques interviennent dans la 

traduction en apoptose, notamment certaines protéines ITAF (IRES trans-acting factor) comme PTB 

(Bushell et al., 2006), qui est nécessaire pour l’induction de l’apoptose et hnRNPC1/C2 (Holcik et al., 

2003), responsable de la traduction de XIAP, un inhibiteur majeur de l’apoptose, ou p97/DAP5/NAT1, 

une protéine homologue avec la partie C-terminale d’eIF4G, donc elle ne peut pas s’associer à eIF4E.   

 

Les ITAFs facilitent le recrutement des ribosomes grâce à une activité chaperonne qui permet 

à l’IRES d’adopter une conformation idéale pour la traduction (Lopez-Lastra et al., 2005). Cependant, 

certains ITAFs peuvent avoir un effet inhibiteur sur la synthèse protéique IRES-dépendante (Stoneley 

et Willis, 2004). Les régulations de ces IRES sont encore peu connues, mais certains résultats 

indiquent que les ITAFs sont des protéines capables de passer du noyau en cytoplasme en réponse à 

des stimuli extérieurs. Cela suggère que les IRES et les ITAFs seraient régulés en fonction de leur 

localisation cellulaire (Lewis et Holcik, 2008). Deux modèles sont proposés où les ITAFs sont d’abord 

nucléaires. Dans le premier modèle, ces ITAFs nucléaires séquestrent les ARNm dans le noyau et 

inhibent ainsi leur traduction. Ce n’est qu’en cas de stress que les complexes ITAFs/ARNm passent 

dans le cytoplasme pour pouvoir synthétiser les protéines correspondantes. Dans le deuxième 

modèle, les ARNm sont dans le cytoplasme, séparés de leurs ITAFs nucléaires. Les stimuli permettent 

aux ITAFs de s’accumuler dans le cytoplasme. 

 

Parmi les ITAF, DAP5/p97/NAT1 est un acteur régulateur particulièrement intéressant. 

L’ARNm de DAP5 comprend un motif IRES et la protéine DAP5 active sa propre traduction. En effet, 
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DAP5 est clivée par une caspase pour donner un fragment tronqué au niveau de l’extrémité C-

terminale, appelé p86 (Figure 1.24), capable de stimuler la traduction dépendante des IRES.  

 

 

Après activation par clivage, DAP5 peut induire la traduction des acteurs pro-apoptotiques : 

Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating factor 1), c-myc (cellular myelocytomatosis oncogene) ou des 

acteurs anti-apoptotiques : XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) et HIAP2/BIRC2 (Baculoviral 

IAP repeat-containing protein 2), qui présentent un rôle important dans la balance décisionnelle du 

devenir des cellules en apoptose (Figure 1.25) (Marash et Kimchi, 2005).  

DAP5/p97 

eIF4GI 

eIF3/eIF4A eIF4A PABP eIF4E 

132
 

572
 

642
 

1046
 

1201
 

1411
 

1560 

907 

55% 

100 AA 

Mnk1 

Figure 1.24.  Les deux isoformes de DAP5, homologue d’eIF4G. p86 est formé par clivage de l’extrémité C-ter 

de p97 qui contient le site d’interaction à Mnk1. Les 3 protéines sont alignées par rapport à la région 

d’interaction avec eIF3/eIF4A et le pourcentage indiquent la similitude avec eIF4GI. La flèche indique le site de 

clivage de p97 par la caspase (DETD
790

) (Gingras et al., 1999; Marash et Kimchi, 2005). 
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D’autre part, la protéine DAP5 non clivée peut agir directement comme activateur de la 

traduction indépendante de la coiffe et être associée aux polysomes dans des cellules en l’absence 

de stress (Marash et Kimchi, 2005; Nousch et al., 2007). Elle intervient en mitose pour stimuler la 

traduction par IRES de Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et de la CDK1 (Cyclin dependant kinase 1) (Marash et 

al., 2008; Liberman et al., 2009). DAP5 est déterminante pour le développement embryonnaire, en 

intervenant sur la voie de l’acide rétinoïque chez la souris (Yamanaka et al., 2000).  

DAP5 peut aussi lier Mnk1 mais le rôle de cette interaction reste inconnu puisqu’elle 

n’interagit pas avec eIF4E. DAP5 pourrait permettre de séquestrer Mnk1 pour inhiber la 

phosphorylation d’eIF4E (Pyronnet et al., 1999). 

  

Figure 1.25. L’implication de la régulation traductionnelle IRES-dépendante dans l’apoptose, plus 

précisément dans la décision du devenir de la cellule (survie ou mort cellulaire) pendant la réponse 

apoptotique. Les étapes qui mènent à la mort de la cellule sont en rouge et celles qui sont responsables de la 

décision de survie, en vert. La survie et le rétablissement métabolique de la cellule peut intervenir lorsque la 

cause du stress cesse et les dommages sont réversibles. La traduction par IRES permet ainsi de maintenir un 

pouvoir décisionnel dans un contexte ou la synthèse protéique globale est inhibée pour réduire les dépenses 

énergétiques de la cellule. Certains facteurs, comme DAP5 est capable de contrôler leur propre traduction par 

IRES (Holcik et al., 2000). 
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En apoptose ainsi que lors de stress cellulaires importants, la synthèse protéique globale est 

inhibée et des synthèses spécifiques sont mises en place grâce à la modulation des facteurs 

d’initiation. La traduction spécifique de messagers fait appel à l’initiation IRES-dépendante. Bien que 

les mécanismes ne soient pas encore bien compris, il est démontré que la phosphorylation d’eIF2α 

induite par stress stimule spécifiquement l’activité traductionnelle IRES-dépendante (Fernandez et 

al., 2002; Gerlitz et al., 2002; Holcik et Sonenberg, 2005). En effet, la décision du devenir des cellules 

vers la survie ou la mort est dictée par l’équilibre entre la présence de protéines pro-apoptotiques 

(par exemple : c-myc, DAP5, Apaf-1) et les protéines anti-apoptotiques (par exemple : XIAP, HIAP2, c-

IAP, Bag-1, Bcl-2), qui sont activement traduites, indépendamment du taux de traduction cap-

dépendante (Elroy-Stein et Merrick, 2007).  

 

Le facteur eIF2A est un acteur fonctionnellement similaire avec IF2 des procaryotes puisque 

toutes les deux protéines catalysent le recrutement du Met-ARNti sur le 40S d’une manière 

dépendante de l’AUG, en contraste avec eIF2 qui s’associe avec le Met-ARNti, GTP et 40S en absence 

du codon Start AUG. Il a été montré récemment qu’eIF2A stimule la phosphorylation d’eIF2 par la 

PKR et conditionne la traduction IRES dépendante du virus de l’hépatite C (HCV) dans les conditions 

de stress cellulaire causé par l’infection virale (Kim et al., 2011). 

 

Dans un contexte de cycle cellulaire, eIF2[P] avec la protéine Unr (upstream of N-ras) 

stimule la traduction IRES dépendante de la kinase PITSLRE appartenant à la famille de cdc2 (kinase 

cycline-dépendante) et de ODC (ornithine decarboxylase) lors de l’entrée en mitose, dans des cellules 

293T (Tinton et al., 2005).  

 

2.4.2. Traduction et cancer 

 

Les facteurs d’initiation sont impliqués dans la transformation maligne des cellules. Certains 

eIFs sont considérés oncogènes, comme eIF4E, et d’autres comme suppresseurs de tumeurs : 4E-BP 

et eIF2[P] (Schneider et Sonenberg, 2007). 

L’expression d’eIF4E est régulée positivement par transcription par le proto-oncogène c-Myc 

(Schmidt, 2004) et négativement par le suppresseur de tumeur p53 (Zhu et al., 2005). Cette 

régulation d’eIF4E par p53 est indirecte, il n’y a pas d’interaction entre p53 et le promoteur d’eIF4E. 

En effet, p53 interagit avec c-Myc et inhibe son interaction avec le promoteur d’eIF4E. Il faut noter 

que p53 est muté dans plus de 50% des cancers. L’induction d’eIF4E après une perte de p53 

représente un nouveau mécanisme impliqué dans la tumorigénèse et la progression cancéreuse. 
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L’activité d’eIF4E est perturbée dans les cellules cancéreuses. Il est admis que la régulation 

d’eIF4E n’est que partiellement effectuée par sa phosphorylation. Cependant, la présence d’un 

niveau élevé de phospho-eIF4E est corrélée avec la progression des tumeurs, notamment du cancer 

de prostate. En effet, en analysant le traductome de cellules tumorales par polysome profiling, il a 

été montré que la phosphorylation d’eIF4E présente un rôle important dans le recrutement 

spécifique de plusieurs ARNm impliqués dans la tumorigénèse (Furic et al., 2010). 35 ARNm sont 

sélectivement synthétisés dans ce contexte, dont deux chimiokines (Ccl2 et Ccl7). D’une manière 

intéressante, l’inhibition de Ccl2 induit la régression des tumeurs de la prostate (Loberg et al., 2007). 

 

eIF4G joue un rôle important dans la cancérisation et la division cellulaire. Une surexpression 

artificielle d’eIF4G entraîne la transformation de cellules NIH3T3 provoquant l’apparition de tumeurs 

lorsqu’elles sont injectées à des souris nudes (Fukuchi-Shimogori et al., 1997). 

Les cellules déplétées en eIF4GI sont très grandes et multinucléées. Cela indique que les 

isoformes d’eIF4GI joueraient un rôle dans la cytokinèse (Coldwell et Morley, 2006). 

eIF2 est surexprimé dans les cellules cancéreuses (Stumpf et Ruggero, 2011). eIF3, eIF4A, 

eIF4G, eIF5A et eIF6 présentent également une expression augmentée dans les tumeurs.  

La kinase d’eIF2 HRI a été récemment citée comme un cible anti-oncogénique, puisque le 

N,N′-diarylurée active la HRI et par conséquent réduit la prolifération et l’expression d’oncogènes 

dans des lignées cellulaires humaines, via eIF2[P] (Chen et al., 2011). 

 

eIF3 est impliqué dans l’oncogenèse et le maintien des tumeurs. Les messagers codant pour 

ses nombreuses sous-unités (13) sont surexprimés dans différents cancers visant le système digestif, 

la prostate ou les carcinomes du sein (Hershey, 2010). 
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 Régulation traductionnelle dans l’embryon d’oursin 

 

 

 

 

 

 

3. Régulation traductionnelle dans l’embryon d’oursin 

 

e développement nécessite une expression de gènes spécifiques coordonnée à un 

temps et à un endroit donné. Cela permet de contrôler par exemple le développement précoce avec 

notamment la formation des axes embryonnaires ainsi que les différenciations cellulaires ou la 

formation des gamètes ultérieurement. Les régulations traductionnelles interviennent à chacune de 

ces étapes (Oulhen et Cormier, 2006). L’oursin est un excellent modèle pour étudier les régulations 

traductionnelles ; il permet de relier la synthèse protéique au cycle cellulaire et de découvrir ainsi de 

nouveaux mécanismes de régulation. Le taux de synthèse protéique est très bas dans les ovules 

d’oursin et augmente rapidement après fécondation. Cette augmentation dépend des ARNm 

maternels déjà présents dans le cytoplasme des ovules puisqu’elle est insensible à l’inhibition de la 

transcription (voir sous chapitre 1). 

 

 

3.1. Les eIFs et la fécondation 

 

L’analyse du génome montre qu’il existe chez l’oursin S. purpuratus un orthologue de chaque 

facteur de traduction. Concernant l’initiation, on trouve notamment 3 gènes pour eIF4E (eIF4E-1, 

eIF4E-2, eIF4E-3). Il existe un seul gène pour eIF4G et également un seul pour 4E-BP (Morales et al., 

L 
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2006). Le fait de ne pas avoir de multiples isoformes pour chaque facteur facilite l’étude de leur 

fonction et de leur régulation. 

Ces facteurs d’initiation ont été étudiés chez l’oursin S. granularis. La protéine 4E-BP, 

inhibitrice de la traduction, est présente dans les ovules et elle est associée à eIF4E. La fécondation 

entraîne la phosphorylation de 4E-BP et sa dissociation d’eIF4E (Cormier et al., 2001). De plus, 4E-BP 

est dégradée après fécondation. La première division mitotique est sous la dépendance de la 

protéine 4E-BP, car l’inhibition de sa dégradation par la rapamycine, empêche la synthèse de la 

cycline B (Salaun et al., 2003). La dégradation de 4E-BP ainsi que sa dissociation d’eIF4E, sont donc 

sensibles à la rapamycine, ce qui suggère l’implication de la voie FRAP/mTOR dans ces processus. La 

dégradation de 4E-BP, identifiée pour la première fois chez l’oursin, représente un nouveau mode de 

régulation de la traduction dépendante de la coiffe.  

 

La fécondation induit la dissociation du complexe eIF4E/4E-BP et eIF4G peut s’associer ainsi à 

eIF4E (Oulhen et al., 2007). eIF4G présente des modifications post-traductionnelles, notamment 

l’apparition d’isoformes hautes, capables de s’associer au facteur eIF4E. Ce complexe est important 

pour la traduction dépendante de la coiffe et pour la première division mitotique (Oulhen et al., 

2007). 

 

Les transcrits des facteurs eIF4G et eIF4A présentent des profils d’expression spécifiques chez 

l’oursin. Dans les étapes précoces de développement, ils sont répartis de façon homogène dans les 

blastomères. En blastula, ils apparaissent localisés au pôle apical, vers le blastocœle, dans toutes les 

cellules. De manière remarquable, au stade gastrula, les transcrits sont localisés à la base de 

l’archentéron. L’analyse plus précise de la localisation des ARNm d’eIF4G par des traitements 

induisant la ventralisation (extension de l’endoderme) ou l’animalisation (extension de l’ectoderme) 

et une expression ectopique des messagers d’eIF4G, suggère l’implication du facteur eIF4G dans la 

différenciation de l’endoderme à la base de l’archentéron (données non publiés ; communication 

personnelle de Azza Abassi). 

 

La fécondation induit une augmentation significative d’activité du facteur d’échange GDP-

GTP eIF2B quand on compare les ovules non fécondés avec des embryons précoces. Cette activation 

d’eIF2B reflète des changements dans le potentiel redox, causés par l’augmentation du niveau de 

NADPH qui intervient à la fécondation (Akkaraju et al., 1991). eIF2B est régulée par la voie de la 

MAPK (Quevedo et al., 2003) et chez l’oursin, la MAPK est activée par phosphorylation en réponse à 

la fécondation (Zhang et al., 2005). 
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3.2. Les eIFs et les conditions de stress/apoptose 

 

Le répresseur de la traduction 4E-BP est exprimé dans l’embryon d’oursin en réponse à un 

stress hypoxique, et au chrome (Le Bouffant et al., 2006; Le Bouffant et al., 2008b). L’expression de 

4E-BP est régulée traductionnellement et entraîne l’inhibition globale de la synthèse protéique par 

dissociation du complexe eIF4F et fixation de 4E-BP à eIF4E dans des embryons traités au chrome. 

eIF2 est impliquée dans la réponse à l’endommagement de l’ADN. La sous unité  d’eIF2 est 

phosphorylée en réponse à l’agent génotoxique MMS (Methyl methane sulfonate), de façon corrélée 

à l’inhibition de la synthèse protéique (Le Bouffant et al., 2008a). Ces modifications des facteurs de 

traduction interviennent dans un contexte d’induction d’apoptose, puisqu’il est possible de visualiser 

l’activation de la caspase 3 dans ces embryons d’oursin (Le Bouffant et al., 2008a). 
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I. 4. 

 

 Objectifs de la thèse 

 

 

 

 

 

 

embryon d’oursin est un modèle avéré pour étudier la régulation de l’expression des 

gènes au niveau de leur traduction, dans le contexte physiologique du développement précoce, 

avant et après fécondation, mais aussi lors de l’induction de l’apoptose au niveau des stades 

précoces. 

L’augmentation de la synthèse protéique en réponse à la fécondation est un événement 

crucial pour le développement embryonnaire de l’oursin. Ce processus se base uniquement sur la 

traduction des ARNm maternels. Les directions d’investigation dans le cadre de ma thèse gravitent 

autour des questions suivantes, regroupées dans les deux volets : 

(a) Quels sont les mécanismes traductionnels responsables de la synthèse protéique dans les 

ovules et les embryons précoces d’oursin ? Plus précisément, quel est le rôle de la phosphorylation 

d’eIF2 dans le contexte traductionnel du premier clivage embryonnaire de l’oursin ? 

(b) Dans les ovules non fécondés la synthèse protéique globale est très faible, mais un niveau 

résiduel est néanmoins présent. Dans le cadre de cette synthèse protéique, il serait donc intéressant 

de vérifier à ce stade si des synthèses sélectives sont actives. Quel est l’impact des mécanismes 

évoqués au point (a) sur le recrutement polysomal des ARNm maternels ? Quels sont les messagers 

traduits spécifiquement dans les ovules et les embryons d’oursin ?   

Comment est modulé le traductome lorsque la synthèse protéique dans les embryons 

d’oursin est inhibée par des inducteurs apoptotiques ? 
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II. 1. 

 

 Le rôle de la phosphorylation d’eIF2 dans les ovules et embryons 

d’oursin, en réponse à la fécondation 

 

 

II. 1. Le rôle  

 

 

hez l’oursin les premières divisions mitotiques après fécondation reposent 

principalement sur la traduction des ARNm maternels. C’est un modèle favorable pour élucider le 

réseau des acteurs impliqués dans le contrôle traductionnel au cours du développement précoce.  

Le facteur de traduction eIF2 (eukaryotic Initiation Factor 2) est un régulateur clé de la 

synthèse protéique dans les cellules eucaryotes. Lorsque la sous-unité  d’eIF2 est phosphorylée, 

l'étape d'initiation de la traduction est inhibée.  

Dans les ovules non fécondés d’oursin, eIF2 est physiologiquement phosphorylée et la 

fécondation déclenche sa déphosphorylation. Ce processus se correlle avec une augmentation de la 

synthèse protéique, qui est indispensable pour la première division mitotique embryonnaire. 

Par Western Blot nous avons observé la présence de la forme phosphorylée d’eIF2 dans les 

ovules non fécondés et sa diminution significative après fécondation. 

Nous avons montré que l'induction de la phosphorylation d’eIF2 après fécondation est 

intimement liée à une inhibition de la synthèse protéique et un arrêt du cycle cellulaire. 

Nous avons analysé l'impact de la phosphorylation d’eIF2 sur le premier clivage des œufs 

d’oursin. Les ovules ont été microinjectés avec la protéine de fusion eIF2 -GST clonée et produite 

dans un système bactérien, sous la forme sauvage ou mutante : un mutant qui mime la 

phosphorylation (S –> D) et un autre qui est non-phosphorylable (S –> A). La microinjection du 

mutant S -> D a inhibé la division cellulaire pour 50% des embryons, alors que le mutant S -> A n’a 

pas produit d’effets significatifs. Nous avons également montré que la PP1 (phosphatase 1) est 

impliquée dans la régulation de la phosphorylation d’eIF2 dans l'embryon précoce d'oursin. Nous 

C 
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avons émis l’hypothèse que la kinase GCN2 (General Control Nondepressible 2) serait également 

impliquée dans le contrôle de l’équilibre entre la forme phosphorylée et celle non-phosphorylée 

avant et après fécondation. 

La phosphorylation d’eIF2 joue donc un rôle important pour la synthèse protéique qui est 

induite en conditions physiologiques pendant le développement précoce en réponse à la 

fécondation. Ainsi, s’y dessine un contexte multifactoriel, puisque l’inhibiteur de la traduction coiffe 

dépendante 4E-BP est présent dans les ovules et dégradé après fécondation (Figure 2.1).  

 

 

Bilan : 

 

 

  

Figure 2.1. Schéma bilan de la régulation de la phosphorylation d’eIF2 dans les ovules et embryons d’oursin. 

En conditions physiologiques, la synthèse protéique augmente en réponse à la fécondation. Cette 

augmentation est sous dépendance de la déphosphorylation d’eIF2 stimulée par la PP1 et qui peut être 

inhibée par un mutant S->D mimant la phosphorylation sur la Ser 51 d’eIF2. La kinase GCN2 serait impliquée 

dans la phosphorylation d’eIF2 dans les ovules non fécondés. Dans ce contexte du développement précoce de 

l’oursin, l’inhibiteur de la traduction coiffe dépendante 4EBP est présent dans les ovules avant fécondation et 

dégradé en réponse à la fécondation (Salaun et al., 2003).  Ces mécanismes régulateurs de la traduction 

dessinent un contexte multifactoriel qui contrôle le recrutement des messagers maternels, et par 

conséquence, le développement précoce de l’oursin. 
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Article 1 (en révision à Dev. Biol.) 

Dephosphorylation of eIF2 is essential for protein synthesis increase and cell cycle 

progression after sea urchin fertilization. 
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ABSTRACT 

 

The eukaryotic Initiation Factor 2 (eIF2) is a key regulator of protein synthesis in 

eukaryotic cells, implicated in the initiation step of translation. Fertilization of the sea urchin 

eggs triggers a rapid increase in protein synthesis activity, which is necessary for the progress 

into embryonic cell cycles. Here we demonstrate that fertilization triggers eIF2 

dephosphorylation, concomitant with an increase in protein synthesis and that induction of the 

eIF2 phosphorylation is intimately linked with an inhibition of protein synthesis and cell 

cycle arrest. Using a phospho-mimetic protein microinjected into sea urchin eggs, we showed 

that dephosphorylation of eIF2 is necessary for cell division progression following 

fertilization. Our results demonstrate that regulation of eIF2 plays an important role in the 

protein synthesis rise that occurs during early development following fertilization.  

 

 

Keywords: translation factors / protein synthesis / sea urchin / fertilization/ eIF2 
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INTRODUCTION 

Eukaryotic translation initiation factor 2 (eIF2) plays a key role in the regulation of 

mRNA translation. eIF2 composed of three subunits (, , and ) binds both GTP and 

initiator methionyl-tRNA to form a ternary complex. eIF2 mediates the binding of initiator 

methionyl-tRNA to the ribosomes during the initiation step of translation (Pestova et al., 

2007; Proud, 2005). Phosphorylation of the alpha subunit of eIF2 at a conserved serine (Ser-

51 in mammals) is a widely used mechanism of translational control in many organisms. 

Phosphorylated eIF2 has an increased affinity to its guanine nucleotide exchange factor 

eIF2B, leading to the sequestering of eIF2B as an inactive complex with eIF2 and GDP. 

General protein synthesis is then inhibited because of the decreased overall rate of guanine 

nucleotide exchange on the remaining unphosphorylated eIF2; paradoxically the translation of 

a subset of mRNAs containing upstream short open reading frames is stimulated (Jackson et 

al., 2010). Phosphorylation of eIF2 is performed by four known serine/threonine protein 

kinases that share a related kinase domain but respond to different stimuli through specific 

regulatory domains : the general control non-derepressible 2 (GCN2) activated by uncharged 

tRNA, the PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) that is activated by misfolded 

proteins in endoplasmic reticulum, the double-stranded RNA protein kinase (PKR) that 

responds to viral infection, and the heme-regulated inhibitor kinase (HRI) that is activated by 

heme deficiency (Dever et al., 2007). GCN2 is present in all eukaryotes, PERK has been 

identified in metazoans, HRI is found in vertebrates and in some species of yeasts, insects and 

invertebrates, PKR is restricted to vertebrates. It is currently accepted that translational 

control by eIF2 phosphorylation is a conserved adaptation to cell stress that existed since the 

onset of eukaryotes (Hernandez et al., 2010). 

 Fertilization of the sea urchin egg offers the opportunity to address translational 

regulation in a physiological situation and outside the condition of stress. In unfertilized eggs, 

protein synthesis occurs at a relatively low rate. Within minutes after fertilization, the rate of 

protein synthesis is stimulated, independently of mRNA transcription and ribosome 

biogenesis. Furthermore, protein synthesis is necessary for the onset of first cell division 

(Wagenaar, 1983). Translational up-regulation is exerted through multifactorial mechanisms, 

including mRNA recruitment into polysomes and increased rates of translation initiation and 

elongation (Brandis and Raff, 1979; Hille and Albers, 1979). The stimulation in the rate of 

protein synthesis in sea urchin egg extracts was observed after the addition of exogenous 
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eIF2, eIF2B or eIF4 (Akkaraju et al., 1991; Colin et al., 1987; Huang et al., 1987), suggesting 

that their activities could play a regulatory role after fertilization. The cap-dependent 

translation inhibitor 4E-BP (Oulhen et al., 2009) is rapidly phosphorylated and degraded 

following fertilization of sea urchin eggs leading to release of eIF4E (Cormier et al., 2001; 

Salaun et al., 2003) and its association with the scaffolding protein eIF4G (Oulhen et al., 

2007). Therefore eIF4E is now recognized as a crucial actor for the onset of the first mitotic 

division following fertilization, suggesting that cap-dependent translation is highly regulated 

during this process (Gilbert, 2006). However translational regulation during fertilization may 

not be exerted by this one actor only, since the addition of other factors such as eIF2 and 

eIF2B in sea urchin egg extracts stimulated protein synthesis rate (Akkaraju et al., 1991; 

Winkler et al., 1985). This observation suggests that the recycling of eIF2 is also an important 

regulatory step of protein synthesis upon fertilization. Recently, we showed that protein 

synthesis is inhibited in response to the treatment of embryos with the DNA-damaging agent 

MMS in correlation with the phosphorylation of eIF2α subunit (Le Bouffant et al., 2008). In 

this paper, we analyze the role of the phosphorylation status of eIF2 in the translational 

activation and in the first mitosis following fertilization.   

 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals  

Rabbit polyclonal antibody directed against full length eIF2 (FL-315) was obtained from 

Santa Cruz. Rabbit polyclonal antibody directed against phosphorylated Ser51 eIF2 (9721) 

was obtained from Cell Signaling. Peroxidase-conjugated secondary antibodies were obtained 

from DAKO. Anti-actin antibody, DL-methioninol, L-leucinol and calyculin A were 

purchased from Sigma. 

Handling and treatment of Eggs and Embryos 

Sea urchins (Sphaerechinus granularis) were collected in the Brest area (France) and 

maintained in running seawater. Spawning of gametes was induced by intracoelomic injection 

of 0.1M acetylcholine. Eggs, collected in 0.22-m Millipore-filtered seawater, were dejellied 

by swirling for 30 seconds in filtered seawater (pH 5), rinsed twice in fresh seawater and 

suspended in filtered seawater at 5% (v/v) dilution. Diluted sperm was added to the eggs and 

withdrawn after 5 min. Experiments were only performed on batches exhibiting greater than 
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90% fertilization. Each experiment used gametes and eggs from a single female. At the 

indicated time post-fertilization, inhibitors were added to the incubation medium at the 

indicated concentration. To obtain total protein extracts at different times following 

fertilization, 0.2 ml of 5% embryo culture were taken, and the pelleted cells were 

homogenized in 0.1 ml SDS-fix buffer (2% sodium dodecylsulfate, 10% glycerol, 5% -

mercaptoethanol, 62.5 mM Tris–HCl pH 6.8).  

Western blot analyses 

Electrophoretic resolution of proteins was performed under SDS denaturing conditions on a 

polyacrylamide gel. Proteins were electro-transferred from the gel onto nitrocellulose 

membranes (Amersham). The membranes were saturated for 1 hour in Tris-Buffered Saline 

(TBS) containing 0.1% Tween 20 and 1-5% Bovine Serum Albumin. Membranes were 

incubated overnight with antibodies directed against full-length (FL) eIF2 (1:1000), 

phospho-eIF2 (1:1000) and actin (1:500). Secondary peroxidase conjugated antibodies were 

used at 1:5000 for full length proteins and 1:2000 for phosphorylated proteins. Revelation was 

done by ECL or ECL+ methods according to the manufacturer's instructions (Amersham). 

Quantification was done using the public domain NIH Image program (written by Wayne 

Rasband at the US National Institutes of Health). 

In vivo protein synthesis  

Protein synthesis activity was measured in vivo: embryos (5% suspension in seawater) were 

cultured in continuous presence of [
35

S]-L-methionine at the final concentration of 5 μCi/ml 

or alternatively, batches of embryos were taken two hours after fertilization and incubated in 

the presence of [
35

S]-L-methionine for 30 minutes at a final concentration of 10 μCi/ml. [
35

S]-

L-methionine incorporation into proteins was measured on duplicate aliquots after 10% TCA 

precipitation on Whatman 3M filters and counting in a scintillation counter in the presence of 

Optiphase Supermix scintillation liquid as described in Le Bouffant et al. (2008). 

Cloning and site directed mutagenesis 

Forward (5’-GGGGGGGGATCCCCGATTTCGTGTCGATTCTACGAG-3’) and reverse (5’-

CCCCCCGAATTCTTAGTCTTCCTCGTTTCCAATTTCTTCC-3’) primers designed from 

the Strongylocentrotus purpuratus genome were used to amplify a 938-bp fragment by PCR 

using a S. purpuratus cDNA library. The 938-bp fragment (EMBL sequence XP779939) was 

digested by EcoRI and BamHI and inserted into plasmid pGEX4T-1 (GE HealthCare) cut 
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with the same enzymes to obtain the wild-type GST-eIF2 clone. Mutants were obtained by 

site directed mutagenesis of the plasmids pGEX-eIF2 using the QuikChange XL Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) according to the manufacturer, with the following 

primers: 

 S51D = 5’- ATGATCCTGCTCAGTGAGCTGGATAGAAGGCGTATCAGATCCATC-3' 

and 5'-GATGGATCTGATACGCCTTCTATCCAGCTCACTGAGCAGGATCAT-3',  

S51A = 5'-CTGCTCAGTGAGCTGGCGAGAAGGCGTATCA-3' and 5'-

TGATACGCCTTCTCGCCAGCTCACTGAGCAG-3').  

Mutants and wild type inserts were verified by sequencing on an Applied Biosystems AB3130 

automatic sequencer at the Génopole Ouest sequencing facility in Roscoff (France). 

Fusion protein purification 

Plasmids containing the GST-eIF2S51D or GST-eIF2S51A or GST alone were inserted 

into Rosetta competent bacterial strain (Novagen). The proteins were expressed in overnight 

cultures at 20°C with vigorous shaking. Protein over-expression was induced during 3 hours 

by adding 0.5mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at 1 OD A600. Sedimented 

cells were resuspended in 1x Phosphate-Buffered Saline (PBS) with anti-proteases (1 mM 

AEBSF, 2 µg/ml leupeptin and 10 µg/ml aprotinin) and disrupted using a French Press. The 

lysate was treated with 1% Triton X-100 30 minutes at room temperature. Fusion proteins 

were purified on glutathione sepharose 4B beads (GE Healthcare; 0.5 µl beads for 1 ml of 

lysate at 4°C for 1 hour with a gentile agitation). After two washings in 1x PBS and anti-

proteases, fusion proteins were recovered in elution buffer (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 10 mM 

reduced glutathione, pH 8).  

Microinjection 

Fusion proteins were dialyzed overnight at 4°C against microinjection buffer (10 mM HEPES 

pH 7.0, 200 mM KCl, 550 mM mannitol) and diluted at 600 ng/µl in the same buffer 

containing 1 mM Alexa Fluor 488-dextran (Molecular Probes) to allow visualization of 

injected eggs. The Femtojet microinjection system (Eppendorf) resulted in the injection of 

approximately 5% of the volume of each egg with an estimated final concentration of the 

exogenous protein of 0.4 µM. Cleavage was scored by observation under a fluorescence 

microscope (Olympus IX-51). The statistical analysis for measuring significance levels when 

comparing the different data sets was done by Mann-Whitney (Wilcoxon) test using 

Statgraphics Plus 5.1 software.  



 
Le rôle de la phosphorylation d’eIF2chez l’oursin 

83 
 

RESULTS 

Phosphorylation of highly conserved site of eIF2 is regulated following fertilization in sea 

urchin. 

The sea urchin genome has been made available in 2006 (Sodergren et al., 2006) and 

one gene encoding for eIF2 is present (SPU_003646; Morales et al., 2006). Primers were 

designed to amplify the eIF2 full open reading frame from a S. purpuratus cDNA libray, and 

yielded a 313 aminoacids protein (EMBL#XP779939, fig. 1). The sea urchin protein is 70% 

identical with the human eIF2. Two cystein residues at position 69 and 97 (indicated by a 

star in fig. 1) are involved in a disulfide bridge thought to stabilize the interaction of two 

domains in the human eIF2 protein, the OB domain (oligonucleotide-binding domain 

consisting of a five-stranded anti parallel -barrel) and the -helical domain (Nonato et al., 

2002). It has been suggested that Cys residue in position 69 is characteristic of vertebrate 

eIF2, as it is not conserved in drosophila or yeast (Garner et al., 2003). The sequence of the 

sea urchin eIF2 showed that the residue at position 69 is also a cystein. A further search into 

genome databases from yeast to human showed that this cystein residue is present in 

deuterostomes from sea urchin to human, in three out four species of nematodes, in 

cnidarians, but indeed absent in insects and in yeasts. These data therefore exclude the 

hypothesis that the Cys residue at position 69 is specific of vertebrates and suggest that this 

residue is conserved throughout metazoans and has been lost in some phyla. 

Residues in the phosphorylation loop region surrounding the eIF2 regulatory 

phosphorylation site (Ser-51 in the human protein and Ser-50 in the sea urchin protein) is 

highly conserved among eIF2 orthologs (fig. 1; Dever et al., 2007) suggesting a possible 

control of translation at this level in sea urchin. We detected the sea urchin full length eIF2 

protein by western blot using an antibody directed against the human protein: a single band at 

the expected size of 32kDa was detected (fig. 2A). In order to study the eIF2 

phosphorylation status following fertilization, we used an antibody directed against the 

phospho-serine 51 of the human protein, which recognized a band in a sea urchin unfertilized 

egg extract at the expected size (32kDa; fig. 2A). eIF2 protein was present under a 

phosphorylated form in unfertilized eggs and fertilization triggered a rapid dephosphorylation 

with only 50% of the phosphorylated form remaining at 15 minutes and maximal 

dephosphorylation at 60 minutes following fertilization (fig. 2A and 2B). The 
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dephosphorylation of eIF2 is associated with the increase of protein synthesis activity as 

shown by the incorporation of labeled methionine into proteins (fig. 2B).  

eIF2 phosphorylation correlates with the inhibition of protein synthesis activity and cell 

cycle progression 

To test whether phosphorylation status of eIF2 could play a role in the activation of 

the protein synthesis induced by fertilization and required for the first mitotic division of the 

sea urchin embryo, we decided to impose changes on the phosphorylation state of this 

translational factor. It has been shown previously that the phosphatase inhibitor, calyculin A, 

inhibits the phosphorylation of eIF2 in mammalian cell (Boyce et al., 2005; Brush et al., 

2003). Calyculin A was used to manipulate the phosphorylation of eIF2 in sea urchin eggs. 

In the unfertilized sea urchin eggs, the phosphorylation status of eIF2 remained unchanged 

by calyculin A treatment suggesting low turnover for the phosphorylation/dephosphorylation 

mechanism (data not shown). The effect of calyculin A, added 20 minutes post-fertilization, 

was therefore analyzed in fertilized eggs when most eIF2 was dephosphorylated (see fig. 2). 

The phosphorylation of eIF2 was analyzed by Western blot using the antibody directed 

against the phospho-serine 51 of the human protein. Treatment of the embryos with 1 µM 

calyculin A increases the level of eIF2 phosphorylation to the one observed in unfertilized 

eggs (fig. 3A). Protein synthesis activity was inhibited by 68% (s.d.± 2.8) in presence of 

calyculin A, when compared to control embryos taken at 2 hours post-fertilization (fig. 3B). 

Finally, incubation of embryos with calyculin A induced a complete inhibition of the first cell 

division triggered by fertilization (fig. 3C).  

Previous reports showed that alcoholic derivatives of amino acids were able to induce 

the phosphorylation of eIF2 (Kimball et al., 1991; Zhang et al., 2002). Sea urchin embryos 

taken at 20 minutes post-fertilization (see figure 1) were exposed to the alcohol derivatives of 

methionine and leucine, methioninol and leucinol, and monitored for eIF2 phosphorylation 

status. Incubation of embryos with methioninol or leucinol increased the phosphorylation of 

eIF2 (fig. 4A) and protein synthesis activity was dramatically inhibited in presence of 10 

mM methioninol and 4 mM leucinol (fig. 4B). Treatment of the embryos with aminoacid 

alcohols induced a dose-dependent inhibition of the first cell division triggered by 

fertilization, with an IC50 on cell division of 6 mM methioninol and 2.5 mM leucinol 

respectively (fig. 4C). It is noteworthy that the minimal concentration of amino alcohol acid 
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that induced the maximal eIF2 phosphorylation was the concentration that inhibited 

drastically the protein synthesis activity and the first cell division.  

Taken together, these data suggest that eIF2 must be dephosphorylated to allow the 

increase of protein synthesis and cell division triggered by fertilization. 

 

A mutant mimicking phosphorylated eIF2 impairs the first cell division of sea urchin 

embryo. 

The above data suggested that the eIF2 phosphorylation status was important for the 

first cell division, however we cannot rule out eIF2-independent effects of the drug 

treatments on cell cycle progression. Therefore, we decided to use a phospho-mimetic variant 

of eIF2 to assess directly its effect on cell division. eIF2 from sea urchin was cloned in 

fusion with the GST protein, and two mutant proteins on the residue corresponding to the 

phospho-serine were produced using site directed mutation: S51D, mimicking a constitutively 

phosphorylated protein, and S51A, mimicking a non phosphorylatable protein. The 

introduction of the exogenous protein was done by microinjection into unfertilized eggs, and 

the first division was scored during three hours after fertilization. To assess for aspecific 

effects of the microinjection, the GST moiety alone was injected and showed no effect on the 

kinetics of the first cell division as compared to non injected eggs after fertilization. While the 

injection of the non-phosphorylable mutant (S51A) had no significant effect on the cell 

division, the injection of the mutant mimicking the phosphorylated protein (S51D) affected 

the kinetics of cell division (fig. 5A). The S51D mutant induced a significant inhibition 

(51.9%, s.d.± 9.4) on the first cell division (fig. 5B).  

 

DISCUSSION 

The mechanism by which the rate of protein synthesis increases after fertilization is a 

long standing and fundamental question in biology. Two decades ago, it was suggested that 

eIF2 activity could play a role in the protein synthesis regulation occurring at fertilization in 

sea urchin (Akkaraju et al., 1991; Dholakia et al., 1990). We showed in this report 

physiological changes of phosphorylation of the eIF2 subunit during fertilization of the sea 

urchin egg. By using a phosphomimetic mutant of eIF2, we showed that dephosphorylation 
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of eIF2 is necessary for the cell cycle division that follows the fertilization of sea urchin 

eggs. Induction of the phosphorylation of eIF2by phosphatase inhibitor or by activating a 

kinase signaling pathway leads to the inhibition of protein synthesis, and to subsequent cell 

cycle arrest. Therefore, our data demonstrate that eIF2 in sea urchin contributes to the 

regulation of protein synthesis necessary for the onset of the first cell division.  

One major regulation of protein synthesis activity resides on the assembly of initiation 

factors onto mRNAs (reviewed in Jackson et al., 2010). In sea urchin eggs, protein synthesis 

stimulation upon fertilization has been shown to depend on the availability of the cap binding 

protein eIF4E through the release from and degradation of its translational repressor 4E-BP 

(Cormier et al., 2001; Oulhen et al., 2007; Salaun et al., 2003). One other major regulation of 

protein synthesis activity resides on the assembly of the 43S complex (Lorsch and Dever, 

2010). The initiation factor eIF2 plays also a role in the translation activation following 

fertilization, since inducing its phosphorylation is sufficient to inhibit protein synthesis 

activity in embryos, when the cap binding eIF4E is available for translation. Since both 

complexes formations are the rate-limiting steps in translation (Hershey and Merrick, 2000), 

we hypothesize that the unfertilized egg is maintained translationally inactive by two major 

regulators, namely eIF4E and eIF2, to ensure that no inappropriate translation occurs 

without fertilization.  

Our results suggest furthermore that regulators of eIF2 phosphorylation (kinase and 

phosphatase activities) are modulated at fertilization. Phosphatase inhibitor calyculin A 

increased the phosphorylation of eIF2 following treatment of fertilized eggs, whereas it did 

not affect significantly the level of phosphorylated eIF2 in unfertilized eggs, suggesting that 

a phosphatase activity acting upon eIF2 rises after fertilization. In mammalian cells, eIF2 

can be dephosphorylated by PP1 (protein phosphatase 1) associated with two different 

regulatory proteins: the stress-inducible Ppp1r15a/GADD34 (Brush et al., 2003; Novoa et al., 

2001) and the constitutive Ppp1r15b/CReP (Jousse et al., 2003). Salubrinal induces eIF2 

phosphorylation of mammalian cells and inhibits eIF2 dephosphorylation mediated by both 

ER stress-induced and constitutive phosphatase complexes (Boyce et al., 2005). In contrast to 

calyculin A, no effect on eIF2 phosphorylation is induced by incubation of sea urchin 

embryos with salubrinal. It should be noted that no homologues of GADD34 or CReP were 

found in the sea urchin genome (SpBase genome database, http://spbase.org; Cameron et al., 
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2009). This raises the question of the identity of the in vivo phosphatase complex responsible 

for the dephosphorylation of eIF2 at fertilization. 

An interesting question is which kinase(s) is (are) involved in the regulation of eIF2a 

phosphorylation and hence protein synthesis and occurrence of cell cycle at fertilization. 

Three eIF2 kinases have been described in the sea urchin genome, namely Sp-GCN2, Sp-

HRI and Sp-PERK (Morales et al., 2006). Transcripts encoding for the three kinases have 

been detected in early embryo (Cameron et al., 2009), however there is no data available for 

the stored maternal kinases in the unfertilized eggs. An attractive candidate for the eIF2 

kinase in sea urchin eggs could be GCN2 kinase, based on evidence in mouse oocytes. 

Recently, Alves et al. (2009) showed that GCN2 is highly expressed and active in mouse 

unfertilized eggs, correlated with a high level of eIF2 phosphorylation. Moreover eIF2 

phosphorylation is rapidly reduced after fertilization and in two-cell embryos (Alves et al., 

2009). In the sea urchin unfertilized egg extract, a high molecular weight protein of the 

expected size that could correspond to GCN2 reacts with an antibody raised against a 

phospho-peptide recognizing the active mouse GCN2 kinase (data not shown), suggesting that 

GCN2 could be implicated in the phosphorylation changes in eIF2. Further work is needed 

to definitely identify the eIF2 kinase involved at fertilization. 

Because eIF2 phosphorylation has been regarded mainly as a stress-induced event, 

our finding that eIF2regulation is involved in cell cycle progression during fertilization in 

sea urchin is appealing. Other studies have recently demonstrated physiological role of 

eIF2regulation in various developmental processes, as in mouse meiotic maturation (Alves 

et al., 2009), epidermal morphogenesis in C. elegans (Nukazuka et al., 2008) and aggregation 

and proliferation in Dyctiostelium (Bowman et al., 2011; Fang et al., 2003). Impairment of 

regulated eIF2 dephosphorylation leads to growth arrest and degeneration of mouse 

embryos, consistent with the known role of uncontrolled eIF2 phosphorylation in promoting 

cell death (Harding et al., 2009; Srivastava et al., 1998). Although phosphorylation of eIF2 

leads to an inhibition of total protein synthesis activity, it triggers the selective translation of 

specific mRNAs, as exemplified by GCN4 in yeast during amino acid starvation or ATF4 

during stress in mammals (reviewed in Jackson et al., 2010). Similarly, during Dictyostelium 

development, translation of mRNAs encoding for chalones are upregulated in response to 

eIF2 phosphorylation (Bowman et al., 2011). An evaluation of the mRNAs that are recruited 

into polysomes before and after fertilization will bring insights on the role of eIF2 
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phosphorylation on global and selective translation in sea urchin embryos, and more generally 

on the translational controls at fertilization and early cleavage stages of embryo development.  
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Sequence alignment of eIF2 proteins.  

Amino acid sequences of eIF2 from Strongylocentrotus purpuratus (XP_779939.1), Ciona 

intestinalis (XP_002130619.1), human (P05198) and mouse (Q6ZWX6) were aligned using 

ClustalW. Identical residues are highlighted in black and conserved ones in grey. The 

phosphorylation site corresponding to the serine 51 is indicated by an arrow. The stars 

indicate the conserved cysteins at position 69 and 97, involved in the disulfide bridge 

connecting the oligonucleotide-binding OB domain (black line) and the helical domain (grey 

line).  

 

Figure 2: eIF2is dephosphorylated after fertilization.  

A-Eggs were fertilized and embryos were taken for Western blot analysis at indicated times 

after fertilization. Total extracts were analysed by Western blot using an antibody directed 

against the Ser-51 phosphorylated form of eIF2 (P-eIF2) and against the full length eIF2 

protein (FL-eIF2). B- The protein synthesis activity was measured by [
35

S]-L-methionine 

incorporation (circles); eIF2phosphorylation level was quantified on Western blots and 

expressed as a ratio of the phospho- to total eIF2 (squares). These data are representative of 

at least three independent experiments. 

 

Figure 3: Effect of phosphatase inhibitor calyculin A on (A) phosphorylation of eIF2, (B) 

protein synthesis and (C) cell division.  

Calyculin A at 1µM was added to the embryo culture 20 minutes after fertilization. A- 

Aliquots of embryos cultured in the absence (control) or presence of 1M calyculin A were 

taken at the indicated times following fertilization and analyzed by Western blot with 

antibodies against phospho-Ser51 eIF2, total eIF2 and actin. A typical experiment out of 

three is shown here. B- Calyculin A inhibits protein synthesis activity. Incorporation of [
35

S]-

L-methionine into proteins is measured at 2 hours after fertilization and expressed as a 

percentage of incorporation in treated embryos over control embryos. A mean of three 

independent experiments is shown here. C- Calyculin A inhibits first cell division of sea 

urchin embryos. A typical experiment (out of three) is shown here.  
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Figure 4: Effect of alcoholic derivatives of aminoacids on (A) phosphorylation of eIF2, (B) 

protein synthesis and (C) cell division.  

A- Aliquots of embryos cultured in the absence (F control) or presence of the indicated 

concentration of L-leucinol or DL-methioninol were taken at two hours following fertilization 

and analyzed by Western blot with antibodies against phospho-Ser51 eIF2, and actin. A 

typical experiment out of three is shown here. B- L-leucinol and DL-methioninol inhibit 

protein synthesis. Incorporation of [
35

S]-L-methionine into proteins is expressed as a 

percentage of total methionine, measured at 2 hours after fertilization (a mean of three 

independent experiments). C- Dose response of L-leucinol and DL-methioninol on the first 

cell division of sea urchin embryos are shown as a mean of 6 (L-leucinol) or 4 (DL-

methioninol) independent experiments. 

 

Figure 5: Injection of phospho-mimetic eIF2 mutant inhibits the first cell division.  

A- A kinetic of division of injected embryos (representative of 3 independent experiments) 

with fusion proteins as indicated. About 40 unfertilized eggs per condition were microinjected 

with 600ng/l fusion protein (phosphomimetic mutant GST-eIF2S51D, non-phosphorylable 

mutant GST-eIF2S51A, or GST alone), then fertilized along with uninjected eggs (control), 

and scored for first cell division.  B- Cleavage was assessed by observation under light 

microscope at 135 minutes after fertilization. The results are expressed as a percentage of 

uninjected control cell division score, vertical bars indicate standard deviation values. Total 

number of injected embryos and numbers of independent experiments are indicated. 

Significance was assessed using Mann-Whitney (Wilcoxon) test comparisons. * p<0.005 

indicates a significant difference in the first cell division of S51D injected embryos in 

comparison to the GST-injected one. 
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                                        10        20        30        40        50          

                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

Homo sapiens                   RRIRSINKLIRIGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEEAIKCEDKF 

Mus musculus                   RRIRSINKLIRIGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEEAIKCEDKF  

Danio rerio                    RRIRSINKLIRIGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEEAIKCEDKF  

Ciona intestinalis             RRIRSINKLIRVGRDECVVVIRVDTEKGYIDLSKRRVSPEEAKKCENKY  

Branchiostoma floridae         RRIRSINKLIRVGRNECVVVIRVDEEKGYIDLSKRRVSQEEMAQCEEKF  

Saccoglossus kowalevskii       RRIRSINKLIRVGRSECVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVSSEEIAKCEEKY  

Strongylocentrotus purpuratus  RRIRSINKLIRVDRDECVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVSAEEIKKCEEKY  

Brugia malayi                  RRIRSVNKLIRVGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVYSKDSIQCEERF  

Caenorhabditis briggsae        RRIRSVNKLIRVGRSECVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVYAKDTNQCNERY  

Caenorhabditis remanei         RRIRSVNKLIRVGRSECVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVYQKDMNQCNERY  

Caenorhabditis elegans         RRIRSVNKLIRVGRSESVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVYQKDLKQCDERF  

Drosophila willistoni          RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEDVEKCTERF  

Drosophila melanogaster        RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEDVEKCTERF  

Nasonia vitripennis            RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSAEDVEKCTERY  

Bombyx mori                    RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSAEDIYKCTERY  

Tribolium castaneum            RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVSAEDVEKCTERF  

Pediculus humanus corporis     RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVSPEDVEKCTERF  

Acyrthosiphon pisum            RRIRSINKLIRIGKTEPVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEDIEKCTERF  

Culex quinquefasciatus         RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKFKGYIDLSKRRVSPEDVEKCTERF  

Anopheles gambiae              RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKNKGYIDLSKRRVSPEDVEKCTERF  

Aedes aegypti                  RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDQFKGYIDLSKRRVSPEDVEKCTERF  

Apis mellifera                 RRIRSINKLIRVGKTEPVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSAEDVEKCTERY  

Ixodes scapularis              RRIRSINKLIRVGRNECVVVIRVDKDKGYIDLSKRRVSPEDITKCEEKF  

Trichoplax adhaerens           RRIRSVNKLIRIGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEEVKKCEEKF  

Nematostella vectensis         RRIRSINKLIRVGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSPEEVKKCEEKF  

Hydra magnipapillata           RRIRSINKLIRVGRNECVVVIRVDKEKGYIDLSKRRVSIEEVKKCEEKY  

Malassezia globosa CBS 7966    RRIRSIQKLIRVGRNEVVVVLRVDKEKGYIDLSKRRVSPEDVIKCEERY  

Schizosaccharomyces pombe      RRIRSVQKHIRVGRNEVVVVLRVDKEKGYIDLSKRRVSPEDVVKCEERF  

Saccharomyces cerevisiae       RRIRSIQKLIRVGKNDVAVVLRVDKEKGYIDLSKRRVSSEDIIKCEEKY  

 

 

Alignment of eIF2 sequences surrounding Cystein residues 69 and 97 (arrows). The following 

sequences were used for ClustalW alignment: Homo sapiens P05198, Mus musculus Q6ZWX6, Danio 

rerio NP_571875.1, Ciona intestinalis XP_002130619.1,  Branchiostoma floridae XP_002609596.1, 

Saccoglossus kowalevskii P_002730373.1, Strongylocentrotus purpuratus  XP_779939.1, Brugia 

malayi XP_001892458.1, Caenorhabditis briggsae XP_002638834.1, Caenorhabditis remanei 

XP_003111411.1, Caenorhabditis elegans  NP_490930.1, Drosophila willistoni XP_002071219.1, 

Drosophila melanogaster NP_573130.1, Nasonia vitripennis XP_001603365.1, Bombyx mori 

NP_001037516.1, Tribolium castaneum XP_973536.1, Pediculus humanus corporis XP_002431839.1, 

Acyrthosiphon pisum XP_001951950.1, Culex quinquefasciatus XP_001859687.1, Anopheles 

gambiae XP_309455.4, Aedes aegypti XP_001663853.1, Apis mellifera XP_001122232.1, Ixodes 

scapularis XP_002410599.1, Trichoplax adhaerens XP_002114113.1, Nematostella vectensis 

XP_001633199.1, Hydra magnipapillata XP_002156465.1, Malassezia globosa CBS 7966 

XP_001729265.1, Schizosaccharomyces pombe NP_594081.1, Saccharomyces cerevisiae  P20459. 

 

 

 

 

           Data not shown 
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 Le recrutement polysomal dans les embryons d’oursin 

 

 

 

 

 

 

 

es modifications de la machinerie de traduction entrainent une modulation du profil des 

protéines synthétisées, à la fois au niveau global et spécifique. Ces modulations de la traduction sont 

décisives pour le maintien de l’homéostasie ou bien, pour la réponse cellulaire ultime, en cas de 

stress sévère. C'est pourquoi il est important d'identifier d’une part les ARNm régulés pendant des 

événements clés tel que la fécondation et le développement embryonnaire précoce et d’autre part, 

les messagers susceptibles d'intervenir dans le contrôle de la décision de survie ou de mort cellulaire. 

L’activité traductionnelle et sa régulation se caractérisent par le recrutement des ARNm dans la 

machinerie de traduction qui permet en effet de produire la protéine. L’entrée d’un ARNm dans les 

polysomes indique qu’il sera traduit en protéine. Le profil polysomal d’une cellule est caractéristique 

de l’état physiologique (en division, en apoptose…) et corrélée au taux de synthèse protéique.  

 

Dans le cadre de cette deuxième partie des résultats, j’ai réalisé des purifications de 

polysomes à partir des embryons de l’oursin P. lividus, lors de la reprise du cycle cellulaire après 

fécondation (partie II.2.2.) et en réponse au MMS (partie II.2.3.), un agent génotoxique capable 

d’induire l’apoptose dans les embryons d’oursin. J’ai effectué une approche de purification des 

ARNm contenus dans les polysomes et de retro transcription en ADN complémentaire (ADNc). Ces 

échantillons ont été séquencés à haut débit (projet en collaboration avec le Génoscope) afin 

d’identifier les séquences des ARNm purifiés des polysomes. Cette analyse permet d’appréhender le 

«traductome» correspondant à la population des ARNm en cours de traduction. L'identification des 

L 
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ARNm présents dans les polysomes s'appuiera sur les banques d'EST (Expressed Sequence Tagged) et 

sur les données génomiques des deux espèces d’oursin S. purpuratus (Sodergren et al., 2006) et P. 

lividus (en cours au Génoscope). Les données de séquençage ont été obtenues très récemment et 

sont en cours d’analyse bioinformatique. Le recrutement polysomal de plusieurs ARNm candidats 

sera confirmé par analyse de PCR quantitative (PCRq). 

 

Cette partie de ma thèse s’intègre donc dans un projet qui vise à déchiffrer le génome, le 

transcriptome et le traductome de P. lividus par séquençage à haut-débit et qui est mené en 

collaboration avec le Génoscope, ainsi que d’autres laboratoires européens. 
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2.1.  Matériel et Méthodes 

 

La culture d’embryons 

Les oursins P. lividus ont été collectés à Villefranche-sur-mer. La ponte a été induite par 

injection intracelomique d’acétylcholine (0,1M) et les gamètes collectés dans de l’eau de mer filtrée. 

Les ovules ont été dégangués par passage en eau de mer pH 5 pendant 45 secondes, ensuite lavés en 

eau de mer et fécondés. Les embryons sont dilués à 5% et laissés se développer sous agitation 

continue. Au temps de développement désiré, les embryons ont été culotés et congelés en azote 

liquide et stockés à -70°C.  

 

La purification des polysomes 

Les culots d’embryons ou d’ovules ont été lysés dans un tampon qui permet le maintien des 

ARNm dans les polysomes (10mM Tris pH7,4, 250mM KCl, 10mM MgCl2, 1mM EDTA, 0,4% Igepal, 5% 

sucrose, 1mM DTT, 10µg/mL aprotinine, 2µg/mL leupeptine, 1µL/mL RNAsine). La fraction non 

polysomale est séparée des polysomes dans un gradient linaire de sucrose 10-40% en présence de 

10mM Tris pH7,4, 250mM KCl, 10mM MgCl2, 0,1mM EDTA, 1mM DTT, pendant 2,5 heures à 

38000 rpm dans un rotor Beckmann SW 41 Ti. Le gradient est collecté en 20 fractions (600µL / 

fraction) à l’aide d’un système ISCO (support Brandel connecté à une unité optique UA-6 et 

collecteur automatique FoxyR1).  Les fractions ont été traitées à la protéinase K (200µg/mL) avant 

d’extraire l’ARN au phénol chloroforme acide. Par la suite, l’ARN a été précipité à -20avec un volume 

d’isopropanol. 

 

La préparation d’ADNc double brin 

Plusieurs échantillons provenant d’au moins 3 différentes femelles d’oursin, constituant des 

répliquats biologiques, ont été utilisés pour la préparation de l’ADNc. Les fractions polysomales (de 

13 à 20) de ces échantillons ont été regroupées dans un seul échantillon pour en extraire les ARNm 

poly(A)+ sur des colonnes d’affinité Nucléospin contenant des billes en latex oligo d(T) (Macherey-

Nigel). Les ARNm poly(A)+ des différentes femelles ont été réunis pour obtenir un pool commun de 

transcrits, par condition. Cette stratégie permet de niveler la variabilité interindividuelle. L’ADNc a 

été préparé à partir du pool d’ARNm, en utilisant des primers hexamères Random afin de 

retrotranscrire un nombre maximum d’ARNm. Pour la réaction, la reverse-transcriptase Superscript II 

(Invitrogen) a été utilisée à 42°C pendant 50 minutes, puis l’ADNc a été incubé avec la DNA Ligase et 

la DNA Polymerase I pendant 2h à 16°C (SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit – 
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Invitrogen) pour synthétiser le brin complémentaire d’ADN. L’ADN double brin a été précipité selon 

les indications du fabriquant du kit et repris en eau MiliQ.  

 

Séquençage à haut-débit et assemblage des séquences  

(réalisé au Génoscope par Julie Poulain-séquençage et Corinne Da Silva-assemblage) 

 

 La préparation des librairies Illumina 

Les ADNc séparés par classes de 150 à 600 bp (paires de bases) ont été soniqués séparément 

à l’aide de l’appareil E210 Covaris (Covaris Inc. Etats-Unis). Les librairies single end ont été préparées 

selon les indications du fabriquant (Illumina DNA sample kit) : les extrémités des fragments ont été 

réparées (bouts francs) et adénylés en 3’. Des adaptateurs Illumina y ont été rajoutés. Les produits 

de ligation de 350-400 pb ont été purifiés sur gel et les fragments d’ADN sélectionnés par taille ont 

été amplifiés par PCR avec des primers spécifiques des adaptateurs Illumina. Les librairies ont été 

purifiées et quantifiées avec un Fluoromètre Qubit (Life Technologies) et les profils des librairies ont 

été évalués au bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, Etats-Unis).  

Chaque librairie a été séquencée par fragments (reads) de 100 bases dans des capillaires 

paired-end (les extrémités sont apariées) avec le système Illumina GA IIx (Illumina, Etats-Unis). 

 

 L’assemblage de novo des reads Illumina 

Les fragments issus du séquençage (reads) ayant des extrémités qui se superposent (paired-

end) ont été fusionnés et les adaptateurs ainsi que les séquences de mauvaise qualité, enlevés. 

Les reads exploitables ont été assemblés avec le programme Velvet/Oases (versions 1.1.02/ 

0.1.20) avec la valeur de kmer fixée à 69 (facteur lié à la longueur maximum approximative des 

transcrits assemblés) (http://www.ebi.ac.uk/~zerbino/oases/). 

Un deuxième assemblage a été réalisé en utilisant le programme Trinity (version r2011-07-

13) (Grabherr et al., 2011). 

 

L’annotation des transcrits ainsi assemblés a été réalisée par Blast contre le génome de S. 

purpuratus (Spur v3.1) et P. lividus (couverture 3,8 X – Génoscope 2010), au niveau de la plateforme 

Génomique et Informatique ABIMS à Roscoff. 

 

L’ensemble des étapes expérimentales pour l’analyse des transcrits des polysomes, est 

schématisé dans la figure 2.2. 
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2.2. Le traductome en conditions physiologiques chez l’oursin 

 

Dans les ovules non fécondés d’oursin la synthèse protéique globale est maintenue à un 

niveau très bas. La fécondation provoque l’augmentation de la synthèse protéique, d’une manière 

indépendante de la transcription. Dans ce contexte de développement précoce, les facteurs 

d’initiation de la traduction (eIFs) jouent un rôle régulateur essentiel. Dans les ovules, eIF2est 

phosphorylée et 4E-BP est présente. Ces deux mécanismes inhibiteurs de la traduction globale sont 

levés après la fécondation. Nous voulons comprendre comment ces modifications de la machinerie 

traductionnelle en réponse à la fécondation modulent le recrutement des ARNm dans les polysomes. 

Figure 2.2. Stratégie expérimentale pour analyser le recrutement polysomal. Les échantillons sont lysés, 

ensuite les polysomes sont séparés dans un gradient de sucrose. Le fractionnement permet l’isolement des 

polysomes, pour extraire par la suite les ARNm par la queue poly(A). Les messagers sont séquencés à haut 

débit et l’analyse informatique des séquences permet de mettre en évidence des représentants intéressants, 

qui seront validés par PCRq par la suite. 
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2.2.1. La synthèse protéique est nécessaire pour le maintien de la phosphorylation 

d’eIF2et la présence de 4E-BP avant fécondation 

 

Nous avons analysé dans un premier temps la phosphorylation d’eIF2 dans les ovules non 

fécondés de S. granularis. Nous avons effectué un traitement des embryons à l’émétine (100µM 

finale) qui bloque la synthèse protéique au niveau de l’élongation lors de la traduction des messagers 

en chaines peptidiques. L’émétine ajoutée à 10 minutes après fécondation détermine un arrêt du 

cycle cellulaire (Wagenaar, 1983). Nous avons regardé l’effet de l’émétine sur la phosphorylation 

d’eIF2 et sur la présence de 4E-BP dans les ovules non fécondés. Après environ deux heures 

d’incubation nous observons une baisse de la phosphorylation d’eIF2 (Figure 2.3). Ce résultat 

indique que le maintien de l’état phosphorylé d’eIF2 dans les ovules est dépendant d’un acteur 

synthétisé de novo et qui aurait un temps de demi-vie d’environ deux heures. Dans le cas de 4E-BP, 

nous avons observé la disparition de la protéine après 60 minutes d’incubation avec émétine. La 

stabilité de 4E-BP dans les œufs non fécondés dépend donc de la synthèse protéique.  

 

 

 

La synthèse protéique serait donc impliquée dans le mécanisme de phosphorylation d’eIF2 

et celui de maintien de 4E-BP. Cela signifie que dans les ovules d’oursin on a besoin d’une synthèse 

protéique sélective pour réduire la synthèse protéique globale. Ces observations dénotent l’existence 

Figure 2.3. La phosphorylation d’eIF2 et le maintien de 4E-BP dans les ovules non fécondés dépendent de la 

synthèse protéique puisque l’inhibition de la traduction en réponse à l’émétine induit la déphosphorylation 

d’eIF2 et la disparition de 4E-BP (A.). Ainsi, le turn-over de ces régulateurs traductionnels est d’environ 2 à 3 

heures pour eIF2 phosphorylé et 1 heure pour 4E-BP, dans les ovules non-fécondés de l’oursin S. granularis.  

(B.) D’après la quantification des bandes des Western blots, le rapport eIF2 P / FL diminue 4 à 5 fois, 2- 3 heures 

après rajout de l’émétine sur les ovules non fécondés.  
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des régulations fines au niveau de la machinerie de traduction pour le maintien du niveau basal de 

synthèse protéique dans les ovules d’oursin. 

Il serait intéressant maintenant d’identifier ces acteurs synthétisés dans l’ovule non fécondé 

qui influencent d’une part l’activité kinase/phosphatase impliquée dans la régulation de la 

phosphorylation d’eIF2 et d’autre part, la régulation de la présence de l’inhibiteur 4E-BP. 

 

2.2.2. Modifications des facteurs de traduction en réponse à la fécondation chez 

P.lividus 

 

Des échantillons de P. lividus ont été préparés avant et après fécondation afin d’analyser le 

recrutement polysomal dans les ovules et les embryons d’oursin. Le séquençage des ARNm se faisant 

chez P. lividus, nous avons vérifié que la fécondation s’accompagne de modifications de la 

machinerie de traduction en analysant par Western Blot les facteurs eIF2 et 4E-BP. Nous avons ainsi 

validé la déphosphorylation d’eIF2 et la dégradation de 4E-BP en réponse à la fécondation chez P. 

lividus (Figure 2.4) et en particulier, dans les échantillons qui ont servi à réaliser les profils de 

polysomes par la suite. 

 

Les échantillons provenant de plusieurs femelles d’oursin ont servi à obtenir un pool d’ARNm 

à séquencer afin de diminuer la variabilité interindividuelle dans l’analyse du traductome. 

 

2.2.3. Le profil de polysomes dans les ovules et embryons d’oursin 

 

La purification des polysomes en gradient de sucrose a été réalisée grâce à un nouvel 

équipement acquis au laboratoire. Par conséquent, la majorité des étapes expérimentales ont 

nécessité une adaptation spécifique par rapport aux échantillons traités. La mise au point du 

Figure 2.4. Modifications des facteurs d’initiation eIF2 et 4E-BP chez P. lividus en réponse à la fécondation, 

comparé avec les observations par Western blot effectuées chez S. granularis : déphosphorylation d’eIF2 et 

dégradation de 4E-BP visualisées à 4 heures après fécondation. 
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fractionnement des gradients a visé surtout les paramètres de la calibration de l’enregistrement du 

profil sur papier et en format numérique, la synchronisation de la collecte des fractions avec 

l’enregistrement mais aussi l’extraction d’ARN. Nous avons réalisé ces étapes au cours d’environ 

quinze expériences qui nous ont permis d’obtenir des profils polysomaux reproductibles. 

 

La fécondation induit un recrutement important d’ARNm dans les polysomes, corrélé avec 

l’augmentation de la synthèse protéique (Stafford et al., 1964). Sur les profils que nous avons 

obtenus peut être observé un recrutement polysomal plus important dans les embryons d’oursin par 

rapport aux ovules non fécondés. Les profils permettent de discriminer entre la région des polysomes 

qui sédimente vers le bas du gradient (Figure 2.5) et d’autre part les monosomes (80 S) et les sous-

unités ribosomales isolées (40 S et 60 S) situées plutôt vers le haut du gradient. L’intensité des pics 

correspond à la mesure de densité optique (à 254nm) des gradients, qui est proportionnelle avec la 

quantité d’ARN présente dans les échantillons. 

Lors du fractionnement des gradients, 20 fractions sont obtenues et les polysomes sont 

collectés au niveau des fractions de 13 à 20. On peut estimer l’intensité du recrutement polysomal en 

rapportant la surface occupée par les pics des polysomes, au pic des monosomes, au niveau duquel 

on admet que la synthèse protéique n’est pas significative et qu’il est inversement proportionnel aux 

polysomes. 
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Nous avons vérifié par la suite que les pics observés dans la partie inférieure du gradient 

étaient bien des polysomes. En traitant le lysat d’oursin à l’EDTA (200mM finale) qui a pour effet la 

dissociation des ribosomes, on a observé la disparition des pics correspondant au polysomes au 

niveau des fractions 13-20 (Figure 2.6).  

 

Figure 2.5. Profils des polysomes (densité optique) au cours du développement précoce de l’oursin P. lividus. 

La surface occupée par les pics des polysomes augmente après fécondation alors que celle des pics des 

monosomes (80 S) diminue. Ici sont présentés des stades de 2,5 et 4 heures (F), en comparaison avec les 

ovules non fécondés (NF). La flèche indique le sens de sédimentation pendant la centrifugation des 

gradients. 

Sédimentation
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2.2.4. Ratio polysomes/monosomes au cours du développement 

 

Le rapport entre la surface occupée par les polysomes et les monosomes (80 S), mesuré sur 

les profils de densité optique, constitue une indication universelle de l’intensité du recrutement 

polysomal global et est corrélé en général avec la synthèse protéique globale. Nous avons mesuré les 

surfaces des polysomes et des 80 S dans les ovules et au niveau de différents stades de 

développement après fécondation chez P. lividus (1 heure, 2,5 heures, 4 heures, 9 heures et 32 

heures). Les valeurs des ratios augmentent de 0,17 dans les ovules, jusqu’à 1,13 au stade gastrula (32 

heures) (Figure 2.7).  

 

Figure 2.6. Vérification des profils des polysomes des stades 4 heures par le traitement du lysat d’embryons à 

l’EDTA. On observe la disparition des pics des polysomes (figure 4.4) et leur migration en haut du gradient, au 

niveau des sous-unités ribosomales 40 S et 60 S libres. 
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Les ratios que nous avons obtenus sont cohérents par rapport aux valeurs déjà publiées chez 

P. lividus : 0,27 dans les ovules non fécondés et 1,29 au niveau du stade gastrula (Monroy et Tyler, 

1963).  

 

 

2.2.5. Vérification des ARN extraits à partir des fractions polysomales 

 

Nous avons précipité à l’isopropanol l’ARN total des fractions polysomales. Nous avons 

vérifié sa qualité sur gel d’agarose-formaldéhyde. Dans la figure 2.8 on peut observer l’ARN 

provenant des gradients de polysomes à partir d’ovules et d’embryons précoces de P. lividus. Les 

bandes majoritaires sont représentées par l’ARN ribosomale (28 S et 18 S).  
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Figure 2.7. L’augmentation du ratio polysomes/monosomes (80 S) après fécondation. Les mesures effectuées à 

partir de profils de polysomes à différents stades de développement de l’oursin, présentent une augmentation 

significative (test de Mann-Whitney) par rapport aux ovules non fécondés. Les valeurs moyennes des rapports 

polysome/80 S mesurées évoluent de 0,17 pour les ovules non fécondés et jusqu’à 1,13 pour le stade gastrula 

(32 heures après fécondation). Les numéros (n) situés sous le graphique indiquent le nombre de profils de 

polysomes (gradients) quantifiés par temps de développement. 

n = 13 n = 3 n = 6 n = 4 n = 2 n = 2 
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Le profil ARN des fractions sur gel correspond à la répartition attendue en fonction du profil 

de polysomes (Figure 2.5). 

 

2.2.6. Séquençage à haut débit et données du traductome 

 

Les données obtenues jusqu’à présent dans le cadre de cette partie des résultats sont à 

présent préliminaires. Le traitement informatique des séquences est en cours.  

 

Des contigs assemblés de novo à l’aide du programme « Oases », sont disponibles. Deux 

gigabases de données ont été assemblés, correspondant à une couverture 30x du transcriptome 

total.  

L’estimation de la taille des transcrits indique des valeurs comprises entre ~100 bases et 

~10 000 bases avec une valeur médiane qui change après fécondation : ~630 bases au niveau des 

ovules et ~1000 bases au niveau des embryons précoces, respectivement. 

Le nombre de transcrits assemblés (Oases) par condition a été estimée : 

- dans les ovules non fécondés (NF) : 63 096 séquences uniques    

     soit 38,31% des 164 695 transcrits au total ; 

- dans les embryons (F) :   56 736 séquences uniques    

     soit 47,96% des 118 310 transcrits au total. 

 

Un deuxième assemblage, avec le programme « Trinity », est maintenant disponible aussi. Ce 

programme permet en plus d’estimer la fréquence des transcrits, exprimée comme le paramètre 
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Figure 2.8. Profil des ARN totaux de P. lividus extraits des fractions du gradient de sucrose. Les fractions 

polysomales sont numérotées de 13 à 20. 
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FPKM (Fragments per kilobase of exon per million fragments mapped), qui s’explique par la 

normalisation du nombre de reads par Kb assemblées. La FPKM indique en effet la fréquence des 

copies de chaque transcrit identifié et constitue une mesure quantitative des résultats du 

séquençage, vu que pour l’obtention de l’ADNc nous n’avons pas effectué d’étape d’amplification par 

PCR. 

Le nombre de transcrits assemblés (Trinity) par condition a été estimée : 

- dans les ovules non fécondés (NF) : 26 967 séquences uniques    

     soit 44,42 % des transcrits 60 704  

     (d’une longueur entre 200 bases et 20 205 bases) 

- dans les embryons (F) :  24 005 séquences uniques    

     soit 51,68 % des transcrits 46 448   

     (d’une longueur entre 200 bases et 17 904 bases) 

 

 

Dans les ovules le recrutement polysomal est faible mais existant car la synthèse protéique 

est présente même s’il s’agit d’un niveau basal. Les transcrits présents dans les polysomes à ce stade 

nous permettent de mieux comprendre par exemple, quels sont les acteurs nécessaires au maintien 

d’une cellule apte pour la fécondation. Au niveau des embryons, en contraste avec les ovules, la 

synthèse protéique augmente. La connaissance du traductome dans ce contexte permet une analyse 

quantitative et synthétique des transcrits recrutés dans les polysomes lorsque la synthèse protéique 

augmente en réponse à la fécondation.  

Le clustering (partitionnement de données) des familles de transcrits traduits avant et après 

fécondation, est en cours. Ceci est important pour identifier les grandes fonctions cellulaires régulées 

par traduction en réponse à la fécondation. Par la suite, la présence/absence des différents transcrits 

reste à être confirmée par PCRq. 
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2.3. Le traductome et l’induction de l’apoptose dans les embryons d’oursin 

 

La régulation traductionnelle est impliquée dans la réponse à divers stress et dans le 

mécanisme d’apoptose. D'un côté, la machinerie de traduction est modifiée en réponse à des stress 

cellulaires, de manière à orienter la cellule vers la mort programmée. D'un autre côté, des 

recrutements d'ARN messagers codant pour des protéines pro- ou anti-apoptotiques influencent 

directement la survie des cellules (Holcik et Sonenberg, 2005). 

L’induction de l’apoptose dans les embryons d’oursin s’accompagne de modifications 

importantes de plusieurs acteurs de la traduction. Nous voulons comprendre le rôle de ces 

modifications et identifier les ARN messagers dont la traduction est modulée pendant l’induction de 

l’apoptose 

 

2.3.1. La phosphorylation d’eIF2 et l’induction de l’apoptose dans les traitements 

au MMS n’est pas sous dépendance transcriptionnelle. 

 

Le traitement des embryons d’oursin au MMS (10mM), un agent génotoxique, induit la 

phosphorylation d’eIF2 et déclenche l’apoptose dans les embryons d’oursin (Le Bouffant et al., 

2008a). 

Le développement précoce de l’oursin dépend uniquement de la traduction, car l’inhibition 

de la transcription n’inhibe pas la progression des clivages. Cependant, la transcription est présente 

dès ces stades et sa suppression après fécondation devient limitante pour le développement à partir 

de la blastula. 

Nous avons voulu vérifier dans un premier temps, que l’induction de l’apoptose et les 

modifications de la machinerie de traduction ne sont pas liés à une régulation transcriptionnelle. 

Nous avons utilisé les embryons de l’espèce S. granularis et nous avons bloqué la 

transcription en ajoutant de l’Actinomycin D (200µM), 10 minutes avant la fécondation. Dans ces 

conditions, nous avons regardé par Western blot l’activation de la caspase 3 ainsi que la 

phosphorylation d’eIF2 et la dégradation de 4E-BP après fécondation (Figure 2.9), qui constituent 

d’importantes modifications régulatrices de la machinerie de traduction. L’efficacité du traitement 

par l’Actinomycin D a été suivie au microscope optique. Mise à part les traitements au MMS où la 

division des œufs était bloquée, le développement des embryons traités à l’Actinomycin D n’a 

progressé que jusqu’à la morula, tandis que les contrôles ont continué à se développer 

normalement.  
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L’induction de l’apoptose dans les embryons traités au MMS n’est pas influencée par 

l’inhibition de la transcription par l’Actinomycin D, ce qui signifie que la réponse au MMS dans ce 

contexte dépend uniquement des modifications post transcriptionnelles. 

 

2.3.2. Activation de GCN2 en réponse au MMS 

 

Quatre kinases sont responsables de la phosphorylation d’eIF2, dont trois sont présentes 

dans le génome de l’oursin (GCN2, HRI et PERK). GCN2 (General control non derepressible 2 kinase) 

est la plus ancestrale des trois kinases et s’active lors le traitement au MMS des levures S. pombe 

(Berlanga et al., 2010). Avec un anticorps dirigé contre la forme active de GCN2, nous avons regardé 

Figure 2.9. L’activation de la caspase 3 (A.), la phosphorylation d’eIF2 (B.) et la dégradation de 4E-BP (C.) dans 

les embryons traités avec MMS est indépendante de la transcription, inhibée en présence d’Actinomycin D.  

 

A. 

B. 

C. 
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si l’activation de GCN2 est corrélée avec la phosphorylation d’eIF2 dans les embryons d’oursin en 

réponse au MMS (Figure 2.10). 

 

 

La kinase GCN2 est donc active dans les embryons d’oursin, en réponse au MMS. Cette 

expérience permet d’avoir une image plus complète des acteurs impliqués dans l’induction de 

l’apoptose chez l’oursin.  

 

2.3.3. L’induction de l’apoptose dans les embryons de P. lividus 

 

Des cultures embryonnaires de P. lividus ont été effectuées en présence de MMS (10mM) 

dans le but d’analyser le traductome de ces embryons lors de l’induction de l’apoptose. Ces 

embryons ont été utilisés pour l’isolement des polysomes et le séquençage à haut-débit des ARNm 

des fractions polysomales, dans le cadre du projet au Génoscope.  

 

Nous avons regardé la morphologie des embryons traités et des embryons contrôles par 

microscopie optique. Cela a permis d’observer l’arrêt du cycle cellulaire et le déclenchement de 

l’apoptose dans les embryons de P. lividus (Figure 2.11).  

 

Figure 2.10. La kinase GCN2 est active (phospho-GCN2) d’une manière corrélée avec la forme phosphorylée 

d’eIF2dans les embryons d’oursin en réponse au MMS. L’actine et la protéine entière eIF2 (FL) sont 

utilisées comme control de charge. 
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Le MMS ajouté dans l’eau de mer après fécondation a provoqué le blocage de la division 

cellulaire et à environ 8 heures après fécondation, on a pu observer la formation des morphologies 

caractéristiques de l’apoptose, comme l’aspect non homogène du cytoplasme (blebbing) et celui 

vésiculeux de la cellule (bourgeonnement). 

Lors de l’induction de l’apoptose par le MMS dans les embryons d’oursin, eIF2 est 

phophosphorylée. C’est une modification importante de la machinerie de traduction puisqu’elle est 

responsable de l’induction des traductions sélectives. Avant de séquencer les echantillons à haut 

débit, nous avons vérifié que la phosphorylation d’eIF2 était bien présente après le traitement au 

MMS (Figure 2.12).  

 
Figure 2.12. Vérification de la phosphorylation d’eIF2 dans les embryons de P. lividus traités au MMS.  
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Figure 2.11. Le traitement au MMS induit l’arrêt du cycle cellulaire des embryons de P. lividus et le blebbing 

caractéristique des cellules en apoptose (8-13 heures après fécondation). Les images sont réalisées au 

microscophe optique avec contraste interferentiel (DIC). F = contrôle, MMS= embryons traités. 
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2.3.4. Profil des polysomes lors de l’induction de l’apoptose 

 

Nous avons analysé le profil des polysomes des embryons traités au MMS (Figure 2.13). On 

peut observer sur le profil de densité optique une diminution des pics des polysomes. Cette baisse du 

recrutement polysomal global est logique puisque l’induction de l’apoptose par le MMS chez l’oursin, 

s’accompagne d’une diminution de la synthèse protéique. 

 

 

Figure 2.13. Profils de polysomes des embryons d’oursin traités au MMS et non traités (F).  Les pics des 

polysomes en MMS sont réduits en intensité par rapport au contrôle ce qui indique une diminution 

quantitative du recrutement polysomal lors de l’induction de l’apoptose par le MMS. Sur les gels à droite 

sont déposés les ARN totaux précipités à partir des fractions polysomales et non polysomales, pour en 

vérifier la qualité. 
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2.3.5. Séquençage à haut-débit des transcrits traduits lors de l’induction de 

l’apoptose chez l’oursin 

 

La procédure de séquençage des ARN poly(A)+ purifiés des polysomes provenant des 

embryons d’oursin traités au MMS est similaire à celle décrite pour les ovules non fécondés et les 

embryons précoces (section II.2.2.6).  

 

Le nombre de transcrits estimé après l’assemblage à l’aide du programme Oases est 

de 56 830 séquences uniques, soit 36,07 % pour un total de 157 546 transcrits. Ces séquences sont 

actuellement en cours d’annotation.  

L’assemblage avec Trinity a produit 53 878 séquences uniques soit 36,27 % des transcrits 

(148 511 au total) d’une longueur comprise entre 200 bases et 14 253 bases. La valeur médiane de la 

longueur des séquences dans les embryons traités au MMS est d’environ 400 bases, une valeur 

inférieure par rapport aux ovules et embryons non traités. 

 

L’analyse de clustering des transcrits assemblés est en cours. Par comparaison avec les 

résultats obtenus pour les embryons contrôles, cette analyse permettra d’identifier d’une manière 

globale et à haut-débit, les familles d’ARNm régulées au niveau traductionnel lors de l’induction de 

l’apoptose. 

 

 

L’aperçu global des transcrits du traductome après le traitement au MMS, permet d’observer 

des différences au niveau des données par rapport au contrôle, ainsi que par rapport au ovules non 

fécondés. Grace à l’assemblage avec Trinity, nous pouvons estimer la fréquence des transcrits 

provenant des polysomes. Nous avons regardé d’une manière globale la distribution de la fréquence 

(FPKM) par condition, ainsi que la longueur des séquences (Figure 2.14). 
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La distribution de la longueur et de la fréquence des séquences suggère que d’une façon 

globale, le traitement au MMS des embryons d’oursin induit la traduction de transcrits plus courts et 

avec une moindre fréquence par rapport aux embryons non traités (F) et les ovules non fécondés. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.14. Fréquence et taille des transcrits du traductome. A. Distribution de la fréquence (FPKM) des 

transcrits, utilisée comme mesure quantitative des transcrits. B. Distribution des longueurs des séquences des 

transcrits.  

Le Boxplot (« boites à moustaches ») permet de représenter la distribution des valeurs sous forme simplifiée avec 

la médiane (trait épais horizontal), une boîte s'étendant du quartile 0,25 au quartile 0,75, et des moustaches qui 

s'étendent par défaut jusqu'à la valeur distante d'au maximum 1,5 fois la distance interquartile.  

Les données sont groupées par condition (MMS, NF, F) et en comparant les valeurs médianes des différentes 

conditions on observe qu’en MMS la longueur des transcrits ainsi que le nombre de copies de chaque séquence 

unique (fréquence) est moindre par rapport à NF et F. 
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III. SYNTHESE, DISCUSSION, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
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CHAPITRE III.  
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III. 

 

 Synthèse, discussion, conclusions et perspectives 

  

 

 

 

 

II. 1. Le recrutement  

e travail effectué dans le cadre de cette thèse vise à comprendre la régulation de la 

traduction des ARNm en réponse à la fécondation et lors du développement embryonnaire précoce 

de l’oursin, mais aussi au cours de l’induction de l’apoptose après fécondation. Le contrôle 

traductionnel au niveau de l’initiation est une étape critique dans la régulation de l’expression des 

gènes. L’initiation fait intervenir un grand nombre de facteurs d’initiation (eIFs) (Jackson et al., 2010). 

Ces acteurs jouent un rôle régulateur majeur puisqu’ils sont capables de moduler la synthèse 

protéique d’une manière globale (stimulation/inhibition), mais également, les eIFs peuvent exercer 

un contrôle fin de la synthèse protéique, induisant la traduction sélective d’ARNm à un moment 

donné et à un endroit précis.  

Le développement embryonnaire de l’oursin est un modèle dans lequel les premières 

divisions embryonnaires sont indépendantes de la transcription, ce qui en fait un système idéal pour 

l'étude des régulations de la traduction et du cycle cellulaire. 

 

Contexte multifactoriel de la régulation de la traduction chez l’oursin 

Les mécanismes qui régulent l’augmentation de la synthèse protéique en réponse à la 

fécondation constituent une question biologique fondamentale. Chez l’oursin, la fécondation induit 

une augmentation de la synthèse protéique qui est essentielle pour la première division mitotique et 

la poursuite du développement. Les facteurs d’initiation de la traduction jouent un rôle 

particulièrement important dans ce contexte. Dans les années ’90 il a été suggéré que l’activité 

d’eIF2 serait impliquée dans l’augmentation de la synthèse protéique post-fécondation (Dholakia et 

L 
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al., 1990; Akkaraju et al., 1991). Nous avons observé des changements physiologiques de la 

phosphorylation d’eIF2 lors de la fécondation des ovules d’oursin. En utilisant un variant phospho-

mimétique, nous avons démontré que la déphosphorylation d’eIF2 après fécondation est 

nécessaire pour la première division mitotique.  

eIF2 avec eIF2B forme le « module régulateur » du facteur d’initiation eIF2 (voir 

introduction). Chez l’oursin, l’activité d’eIF2B augmente après fécondation. Cet événement peut être 

lié à des modifications à la fécondation au niveau de la voie de la MAPK, qui est capable de contrôler 

eIF2B via la PP1 (Quevedo et al., 2003). La MAPK est activée par phosphorylation en réponse à la 

fécondation chez l’oursin (Zhang et al., 2005), soutenant ainsi l’hypothèse du rôle activateur de la 

MAPK sur l’augmentation de l’activité d’eIF2B après fécondation.  

Le contrôle exercé par eIF2 contribue à la régulation de la synthèse protéique dans l’embryon 

d’oursin, et s’inscrit dans un contexte multifactoriel de contrôle. Un autre élément régulateur majeur 

est constitué au niveau d’eIF4E et intervient lors de l’assemblage des eIFs sur l’ARNm pour la 

formation du complexe d’initiation 48 S. La stimulation de la synthèse protéique après fécondation 

chez l’oursin dépend de la disponibilité d’eIF4E pour son partenaire eIF4G. Dans les ovules non 

fécondés, l’interaction d’eIF4E avec eIF4G est inhibée par 4E-BP, qui est dégradé en réponse à la 

fécondation (Salaun et al., 2003).   

 

Les acteurs qui régulent la phosphorylation d’eIF2 

Chez l’oursin, trois kinases capables de phosphoryler eIF2 sur le site régulateur de la 

serine 51, sont présentes dans le génome : GCN2, HRI et PERK (Morales et al., 2006). Leurs transcrits 

ont été détectés dans les embryons précoces (Cameron et al., 2009) mais il n’y a pas de données 

concernant la présence de ces kinases comme protéines maternelles dans les ovules. eIF2 est 

physiologiquement phosphorylé avant fécondation et déphosphorylé en réponse à la fécondation. 

Les résultats de ma thèse indiquent que les acteurs qui contrôlent la phosphorylation d’eIF2sont 

également modulés en réponse à la fécondation. Un candidat potentiellement responsable de la 

phosphorylation d’eIF2 dans les ovules d’oursin est la kinase GCN2. Récemment, il a été montré 

que dans les ovocytes de souris, GCN2 est très exprimée et active, d’une manière corrélée avec la 

phosphorylation d’eIF2 (Alves et al., 2009).  

GCN2 est la plus ancestrale des quatre eIF2 kinases décrites chez les eucaryotes et elle est 

connue pour réguler la synthèse protéique dans des situations de manque en acides aminés. Chez 

l’oursin, nous avons montré que le traitement des œufs avec des dérivés alcooliques d’acides aminés 

(leucinol, methioninol) induit la phosphorylation d’eIF2 après fécondation. Le leucinol et le 
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methioninol miment les conditions de manque en acides aminés dans la cellule puisqu’ils produisent 

des ARNt déchargés, qui vont activer GCN2.  

La fécondation chez l’oursin est caractérisée par une entrée importante d’acides aminés 

(Timourian et Watchmaker, 1970). Si dans les ovules, GCN2 est active et impliquée dans le maintien 

du niveau basal de synthèse protéique, la fécondation inactive GCN2, probablement via l’influx 

d’acides aminés, ce qui permet la déphosphorylation d’eIF2.  

Cet évènement serait possible par corroboration avec l’augmentation de l’activité 

phosphatase après fécondation. Nous avons montré que le traitement des œufs avec l’inhibiteur de 

phosphatase calyculine A, produit la phosphorylation d’eIF2. Cette observation indique qu’une 

activité phosphatase est capable de contrôler la phosphorylation d’eIF2α dans les embryons 

précoces d’oursin et pourrait être impliquée dans la déphosphorylation d’eIF2α en réponse à la 

fécondation. 

L’ensemble de ces données indiquent qu’un équilibre fin entre l’activité kinase/phosphatase 

est impliqué dans le contrôle de l’augmentation de la synthèse protéique lié à la phosphorylation 

d’eIF2, en réponse à la fécondation chez l’oursin.  

 

En plus de la situation de manque en acides aminés, GCN2 joue un rôle régulateur au niveau 

du cycle cellulaire aussi. Chez la levure, GCN2 intervient dans la régulation du point de surveillance 

G1/S (Tvegard et al., 2007). En effet, certains agents génotoxiques, notamment les radiations UV, 

l’H2O2 ou encore le MMS peuvent induire l’arrêt du cycle cellulaire en G1 et d’une manière corrélée, 

GCN2 est activée chez les levures (Menacho-Marquez et al., 2007; Tvegard et al., 2007; Krohn et al., 

2008) ou dans des cellules humaines (Deng et al., 2002). Chez l’oursin, le traitement des embryons au 

MMS induit l’activation de GCN2, la phosphorylation d’eIF2, l’inhibition de la synthèse protéique et 

l’arrêt du cycle cellulaire. 

Dans les ovules d’oursin, qui sont des cellules physiologiquement arrêtées en G1, il a été 

montré que les kinases des points de surveillance G1/S sont actives (Aze et al., 2010). Ces résultats 

récents soutiennent une fois de plus l’hypothèse selon laquelle GCN2 serait active dans les ovules 

d’oursin et impliquée dans le maintien de l’état phosphorylé d’eIF2. 

Même si GCN2 semble jouer un rôle important dans ce contexte, nous ne pouvons pas 

exclure que d’autres kinases (PERK ou HRI) pourraient être également impliquées dans la 

phosphorylation d’eIF2 dans les embryons d’oursin. 
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Induction de l’apoptose et modifications des facteurs de traduction 

Des modifications significatives de la traduction sont produites lors de l’induction de 

l’apoptose. Chez l’oursin, l’induction de l’apoptose dans les embryons précoces par le traitement au 

MMS s’accompagne de l’inhibition de la synthèse protéique globale et des modifications au niveau 

des facteurs d’initiation de la traduction, dont la phosphorylation d’eIF2 Une autre modification de 

la machinerie de traduction, qui intervient dans des temps plus tardifs est le clivage d’eIF4G, lorsque 

la caspase-3 est activée (Le Bouffant et al., 2008a). Le clivage d’eIF4G produit une isoforme réduite 

d’environ 30 KDa. Il serait intéressant d’étudier en perspective quel est le rôle de cette forme clivée 

d’eIF4G en conditions apoptotiques, quels sont ses partenaires et où est-ce qu’elle se situe sur un 

gradient de polysomes. 

 

Recrutement polysomal dans les ovules et embryons d’oursin. Synthèse protéique sélective 

La synthèse protéique est une composante fondamentale pour le déroulement du 

développement précoce chez l’oursin. Nous avons voulu comprendre quel est l’impact de la 

machinerie de traduction sur le traductome, lorsque des modifications au niveau des facteurs de 

traduction s’opèrent (par exemple : phosphorylation d’eIF2, présence/absence de 4E-BP). Nous 

avons choisi d’analyser deux situations : (1) la fécondation, dans un contexte d’augmentation 

physiologique de synthèse protéique et (2) l’induction de l’apoptose, dans un contexte d’inhibition 

de la synthèse protéique en réponse au traitement des embryons précoces au MMS.  

 

Pour la fécondation, le traductome est comparé entre les ovules non fécondés (eIF2 est 

phosphorylé, 4E-BP est présent) et les embryons précoces (eIF2 est déphosphorylé, 4E-BP est 

absent). La fécondation provoque l’augmentation du recrutement polysomal d’une façon générale 

(Humphreys, 1971; Goustin et Wilt, 1981). Il est donc intéressant de déterminer d’une manière 

qualitative (l’identité des transcrits) et quantitative (la fréquence des transcrits) comment se 

regroupent d’une part, les familles des transcrits majoritairement présents dans le traductome, et 

d’autre part, les transcrits minoritaires, absents ou peu représentés dans les polysomes, au niveau 

des ovules ou lors de l’augmentation de la synthèse protéique après fécondation, chez l’oursin.  

 

Le traitement au MMS des zygotes d’oursin induit la phosphorylation d’eIF2 et cet 

évènement va provoquer à la fois une diminution de la synthèse globale, mais en même temps, 

pourrait également induire des synthèses protéiques sélectives. Nous nous attendons à identifier au 

niveau du traductome en réponse au MMS, des acteurs pro-apoptotiques comme Bcl-2 ou APAF-1 

responsables de stimuler l’activation des caspases par la suite (Figure 3.1). 



 
Conclusions et perspectives 

128 
 

 

 

Les ARNm différentiellement recrutés dans les polysomes et identifiés par le séquençage 

devront être validés par analyse RT-PCRq à partir des échantillons d’oursin dans les trois conditions 

étudiées (NF / F / MMS). Il est en effet nécessaire de pouvoir démontrer que les ARNm séquencés 

sont effectivement bien présents/absents dans les polysomes, et démontrer une régulation du 

recrutement polysomal en fonction des diverses conditions expérimentales. Plusieurs paires de 

primers ont déjà été validés pour la PCRq (eIF4E3, 4E-BP, eIF4G), et l’annotation du génome et du 

transcriptome de P. lividus va nous permettre de dessiner des primers pour d’autres gènes cibles 

issus de notre criblage. 

Dans un deuxième temps, la liste des ARN recrutés identifiés par blast devrait nous 

permettre de cibler des ARN très fortement recrutés ou réprimés, selon la voie métabolique ou la 

grande fonction biologique dans laquelle il intervient (apoptose, division, signalisation ….) et de 

valider ces nouveaux acteurs régulés. 

 

Les données de séquençages nous permettront d’appréhender les mécanismes de régulation 

du recrutement dans les polysomes. Nous rechercherons des motifs communs au niveau des régions 

UTR des ARNm (par exemple : uORF, MRE, IRES, CPE) et les transcrits candidats seront également 

validés par PCRq. Ces motifs particuliers caractéristiques des ARNm sont importants dans la 

régulation traductionnelle des transcrits respectifs, dans un contexte de synthèse protéique 

sélective. Le criblage des ARNm contenant ces motifs régulateurs se fera par recherche informatique 

au niveau du traductome de chaque condition analysée chez l’oursin (NF/ F / MMS).   

NF F MMS 

eIF2alpha eIF2alpha 

P 

eIF2alpha eIF2alpha 

P 

Apoptose _ _ 
+ 

Traductome 
(ARNm recrutés) 

XIAP ? 
… ? 

Cycline B ? 
… ? 

APAF1 ? 
Bcl2 ? 
…. ? 

+ _ _ 4E-BP 

Synthèse  
protéique 

Figure 3.1. Stratégie de recherche des transcrits régulés à la fécondation et lors de l’induction de 
l’apoptose après séquençage à haut-débit des transcrits purifiés des polysomes, en présence des 

modifications au niveau des eIFs, notamment eIF2 et 4E-BP (voir texte), et lorsque la synthèse protéique 
est modulée (réduite en NF et MMS et importante en F). 

Synthèse 
protéique 

Synthèse  
protéique 
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Conclusion générale 

 

Le projet développé dans le cadre de cette thèse a permis de déchiffrer les mécanismes qui 

impliquent l’orchestration de la machinerie traductionnelle, notamment via le rôle régulateur de la 

phosphorylation d’eIF2α et qui sont présents dans les embryons précoces d’oursin et en réponse à 

l’induction de l’apoptose par le MMS. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au concept de 

traductome, par une approche à haut débit, le RNAseq. Les résultats du séquençage à haut-débit 

vont permettre d'appréhender le réseau des gènes régulés au niveau traductionnel lors de la 

fécondation et lors de l'arrêt du cycle cellulaire induit par l’agent génotoxique MMS. 

Ces éléments de réponse permettront d’avoir une vision synthétique des grandes fonctions 

cellulaires dépendantes de la traduction au cours du développement précoce, en conditions 

physiologiques et perturbées. 
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Annexe 
 
Article 2 : 
 
mRNA-selective translation induced by FSH in primary Sertoli cells 
 
(soumis à Molecular Endocrinology) 
 
 

Cet article est publié en collaboration avec l’équipe du Dr Pascale Crépieux (INRA, Tours) qui 

s’intéresse à la régulation traductionnelle dans les cellules de Sertoli de rat, en réponse à l’hormone 

folliculostimulante (FSH). La FSH est un régulateur clé de l’activité sécrétoire des cellules de Sertoli, 

qui est importante dans la spermatogenèse.  

Nous avons observé que la FSH induit l’augmentation de la synthèse protéique après 

90 minutes de stimulation. Cet événement est corrélé avec une augmentation du recrutement des 

ARNm dans les polysomes. Nous avons également observé la traduction sélective d’acteurs cibles de 

la FSH. Cette traduction sélective s’expliquerait par l’existence de synthèses protéiques localisées 

dans les cellules de Sertoli, importantes pour le déroulement de la spermatogénèse. 
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Abstract 

Follicle-stimulating hormone (FSH) is a key hormonal regulator of Sertoli cell secretory 

activity, required to optimize sperm production. To fulfil its biological function, FSH binds a G 

protein-coupled receptor, the FSH-R. The FSH-R-transduced signalling network ultimately leads 

to the transcription or down-regulation of numerous genes. In addition, recent evidence has 

suggested that FSH might also regulate protein translation. However, this point has never been 

demonstrated conclusively yet. Here, we have addressed this issue in primary rat Sertoli cells 

endogenously expressing physiological levels of FSH-R. We observed that, within 90 minutes of 

stimulation, FSH not only enhanced overall protein synthesis, but also increased the recruitment of 

mRNA to polysomes. m7GTP pull-down experiments revealed the functional recruitment of 

mammalian target of rapamycin (mTOR) and p70 S6 kinase (p70S6K) to the 5’cap, further 

supported by the enhanced phosphorylation of one of p70S6K targets, the eukaryotic initiation 

factor 4B (eIF4B). Importantly, the scaffolding eukaryotic initiation factor 4G (eIF4G) was also 

recruited, whereas eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E)-binding protein (4E-BP1), the eIF4E 

generic inhibitor, appeared to play a minor role in translational regulations induced by FSH, in 

contrast to what is generally observed in response to anabolic factors. This particular regulation of 

the translational machinery by FSH stimulation might support mRNA-selective translation, as 

shown here by qRT-PCR amplification of the c-fos and tissue-type plasminogen activator (tPA) 

mRNA, but not of all FSH target mRNA, in polysomal fractions. These findings add a new level of 

complexity to FSH biological roles in its natural target cells, which has been underappreciated so 

far. 
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Introduction 

In the male gonad, follicle-stimulating hormone (FSH) is a critical factor controlling the 

environment that leads to the expansion of spermatogenesis. Its receptor, the FSH-R, is expressed 

at the surface of Sertoli cells which secrete nutrients for each individual germ cell stage to which 

they intimately associate. It has been known for several decades that Sertoli cell stimulation by 

peritoneal injection of FSH for one hour, leads to enhanced overall protein synthesis (1). In vitro, 

similar results were obtained following 6 hours of FSH stimulation (2) but no data are available 

with shorter stimulation time to alleviate mRNA transcriptional up-regulations. FSH likely acts at 

multiple regulation levels to enhance the protein content of the cell, as suggested for the androgen 

receptor (3). More recently, microarray analyses of in vitro stimulated rat Sertoli cells (4) and of 

Sertoli cells from hypogonadal mouse stimulated in vivo (5) have shown that FSH impacts on the 

steady-state level of several mRNA. Although the whole FSH-induced proteome is not available 

yet, it is striking to observe that pioneering works on the subject had identify only a limited 

number of neo-synthesized proteins, which does not match the several hundreds of genes up- 

regulated or down-regulated in response to FSH, as evidenced from transcriptomic analyses. This 

suggests that FSH proteome and transcriptome do not match and that regulations take place in 

between. Importantly, a recent work has quantified the part of gene regulations occurring at the 

level of transcription versus translation in the same cell type and in a unique set of experiments. 

This work proposed a mathematical model which demonstrates that the protein content of a cell is 

predominantly controlled at the level of translation (6). 

Previous reports have suggested that FSH could regulate the translation efficacy of pre- 

existing mRNAs. The signalling mechanisms that control the translational machinery involve 

changes in the phosphorylation of translation initiation and elongation factors as well as 

protein/protein interactions/ dissociations. One important signaling pathway that control mRNA 

translation involves the mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) within the mTORC1 and 

mTORC2 complexes, which triggers key regulatory steps of the protein synthesis machinery. One 

of them involves the ribosomal protein S6 kinases, which phosphorylate ribosomal protein S6 

(rpS6) and eIF4B (7-10), among other proteins. Second, mTOR controls the ability of the 5’ 
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methylguanosine triphosphate (m7-GTP) cap-binding protein, the eukaryotic Initiation Factor 4E 

(eIF4E), to initiate a molecular assembly that recruits the 40S ribosomal subunit to the mRNA, 

leading to formation of the 43S pre-initiation complex. Activation of mTOR leads to sequential 

hyperphosphorylation of the eukaryotic initiation factor 4E-binding protein (4E-BP1) and its 

release from eIF4E, allowing eIF4E to bind the scaffolding protein eIF4G and form active pre- 

initiation complexes (11). eIF4G scaffolds other proteins such as eIF4A, an RNA helicase which 

unwinds secondary structure in mRNA 5’-untranslated regions (5’-UTRs) that may otherwise 

impede scanning of the initiator codon by the 43S pre-initiation complex (12). 

FSH stimulates Sertoli cell division in the neonate, and differentiation in prepubertal 

animals, and these biological responses are correlated to qualitative as well as quantitative 

differences in FSH signalling. The Follicle-Stimulating Hormone Receptor (FSH-R) is a G 

protein-coupled receptor (GPCR) which activates G protein- and β-arrestin-dependent signalling. 

Coupling of the FSH-R to Gs enables adenylyl cyclase to produce cAMP, whereas β-arrestins have 

been shown to stimulate the late phase of extracellular signal-regulated kinase (ERK) activation 

(13, 14). In addition, a subtle interplay between cAMP- and phosphoinositides (PtdIns)-dependent 

signalling is required for p70 S6 kinase 1 (p70S6K) activation by FSH in Sertoli cells: both 

pathways are co-stimulatory in differentiating cells (15) but they exert opposite effect in 

proliferating cells (16). This is partly due to upregulation of phosphatase and tensin homolog 

deleted on chromosome 10 (PTEN) expression and activity by FSH in differentiating Sertoli cells, 

which prevents the level of phosphatidyl-inositide (3, 4, 5) trisphosphate (PIP3) to raise upon 

phosphoinositide-3 kinase (PI3K) activation (17). cAMP and PtdIns are also involved in p70S6K 

regulation in granulosa cells, where tuberous sclerosis 2 (TSC2) is a critical regulatory checkpoint 

triggered both by protein kinase A (PKA)-stimulated ERK (18) and by Akt (19). Furthermore, in 

granulosa cells, FSH exposure also enhanced the phosphorylation of p70S6K and 4E-BP1 on 

Ser65 (19, 20). Likewise, FSH stimulation has been shown to inhibit AMPK (AMP-activated 

protein kinase) and consequently induces granulosa cell proliferation (21) by reducing the cell 

cycle inhibitor p27Kip level (22). AMPK is a regulator of cell energy consumption. As such, it 
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sustains tuberin inhibitory effect on the mTOR pathway when the ATP level drops intracellularly, 

in order to limit energy-consuming anabolic processes (23). 

To summarize, several studies have identified that signalling mechanisms classically 

involved in translational control can be activated in response to FSH in vitro. However, although 

the anabolic role of FSH in Sertoli cells is well established, it is still unknown whether FSH 

directly impacts on the translational machinery to enhance protein neo-synthesis. Here, we 

addressed this question in differentiating Sertoli cells from prepubertal rats, which naturally 

express the FSH-R at physiological levels. 
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Results 

FSH enhances protein neosynthesis in Sertoli cells cultured at high density 

We first sought to determine whether FSH enhanced protein neosynthesis in our culture 

conditions. Experiments were performed with short duration of FSH stimulation, i.e. 90 min in order 

to minimize transcriptional regulations. This procedure was chosen over actinomycin D treatment, 

because this drug inhibits the transcription of translation factors themselves (24). Supplemental figure 

1 indicates that, except for immediate-early genes such as tPA or c-fos, well-known FSH target genes 

such as transferrin or AMH are not or modestly up-regulated after 90 min. This observation is 

consistent with previous works indicating that in mice, the peak of transcriptional regulations by FSH 

occurs at 4 hours (5). Incorporation of 
35 

S-labelled Met/Cys into neosynthesized proteins was 

quantified in Sertoli cells (Figure 1) seeded at various densities and stimulated with FSH. In these 

conditions, a significant stimulatory impact of FSH on protein neosynthesis was visible. Incorporation 

of the radiolabeled aminoacids was moderately enhanced by FSH in the non-precipitable fraction 

(Supplemental figure S2), but to a lesser extent than in the TCA-precipitates. Previous evidence had 

been obtained that amino acid transport into testicular cells only played a minor role in the increased 

protein biosynthesis induced by FSH in vivo (1). Surprisingly, the hormone stimulatory effect was 

observed only when cells were seeded at high density. Hence, in the following, experiments were 

carried out at a cell density higher than 6,250 Sertoli cells per mm2. 

FSH enhances the recruitment of mRNA to the polysomes 

Since we ruled out an important transcriptional component to regulate protein neosynthesis in 

response to short FSH stimulation, except for immediate-early genes, we next investigated at which 

post-transcriptional level FSH stimulation occurred. To explore whether mRNA translation could be 

impacted by FSH-mediated signalling, mRNA from control or FSH-stimulated cells were fractionated 

on a sucrose gradient, and the OD at 254 nm of the collected fractions led to discriminate between 

free RNA, 40 S and 60 S ribosomal sub-units, 80 S monosomes, and polysomes, which were resolved 

as clear peaks (Figure 2A and 2B). Densitometry analysis of agarose gels loaded with aliquots of each 

of these fractions indicates that FSH stimulation enhanced the recruitment of mRNA to the polysomal 
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fractions (Figure 2C). EDTA treatment prior to loading the samples on the sucrose gradient 

supplemented with EDTA induced a shift towards the light, non-polysomal fractions, indicative of the 

dissociation of monosomes and polysomes (Supplemental Figure S3). 

Signalling events at the mRNA 5’cap, in response to FSH 

Since FSH stimulation enhanced polysome formation, hence mRNA translation, we assumed 

that the hormone might induce signalling events triggering the translational machinery. FSH 

stimulation led to a robust and significant recruitment of mTOR to the cap (Figures 3A and 3B). A 

prominent target of mTOR within the initiation complex is p70S6K. Our group has previously shown 

that the kinase was activated in Sertoli cells stimulated by FSH (15, 16). Here, we observed that 

p70S6K was also recruited to the 5’cap, upon FSH stimulation (Figures 3C and 3D), as soon as 10 

minutes of stimulation and even more at 60 minutes. This recruitment appeared to be functional, since 

one of p70S6K targets within the pre-initiation complex, eIF4B, was inducibly phosphorylated 

(Figures 3E, 3F). Likewise, we previously reported that another p70S6K ribosomal target, rpS6, was 

inducibly phosphorylated on one of its regulatory phosphorylation sites, i.e. Ser235/236 (15, 16) upon 

FSH stimulation. 

FSH induces the recruitment of eIF4G to the pre-initiation complex, but bypasses 4E-BP1 release 

from the 5‘cap 

Next, we investigated whether FSH-induced signalling could directly impact on proteins of 

the translation machinery. m7GTP pull-down experiments were performed with extracts from Sertoli 

cells stimulated with FSH at various timepoints. eIF4G was clearly recruited by eIF4E (Figures 4A, 

4B), as early as 10 minutes of FSH stimulation. When the association of 4E-BP1 to eIF4E was 

examined by m7GTP column affinity, it appeared that 4E-BP1 was retained on eIF4E (Figure 4C). As 

expected, eIF4E was constitutively resident on the 5’cap. We verified that 4E-BP1 could not 

aspecifically bind to Sepharose beads (data not shown). This result was surprising because 4E-BP1 

binding to the cap-binding protein eIF4E precludes further recruitment of other components of the 
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translation initiation complex, such as eIF4G which competes with 4E-BP1 for a common docking 

site on eIF4E (25) (see the discussion). 

4E-BP1 phosphorylation profile in FSH-stimulated Sertoli cells 

4E-BP1 is a prominent target of signalling pathways which ultimately regulate mRNA 

translation (26). It has been shown to be phosphorylated in a sequential manner, with phosphorylation 

of Ser65 being the ultimate event before 4E-BP1 dissociates from eIF4E (27). Surprisingly however, 

in Sertoli cells, we observed that Ser65 was dephosphorylated (Figures 5A and 5B), whereas the 

Thr70 site remained unaffected (Figures 5C and 5D) upon FSH stimulation. Altogether, these results 

suggest that, be 4E-BP1phosphorylated or not upon FSH stimulation, it remains associated to the 

mRNA 5’cap in Sertoli cells. 

FSH stimulation enhances the translatability of selective mRNA 

Our data on 4E-BP1 phosphorylation and binding to the 5’ cap even when eIF4G is recruited 

are not consistent with many other reports indicating that their interaction with eIF4E is mutually 

exclusive (25). On this basis we hypothesized that only a small fraction of mRNA is being translated 

upon FSH stimulation as suggested by the cap column affinity experiments reported above. Therefore, 

qRT-PCR experiments were carried on with the actively translated mRNA isolated in the polysomal 

fractionation (Figure 2 and Table 1 for the raw data). A set of genes known to have their expression 

enhanced at the mRNA and/ or protein level following FSH stimulation has been chosen for this 

analysis. In these conditions, three sub-classes of mRNA could be distinguished. First, mRNA such as 

tPA (Figure 6A) or LRPR1 (Supplemental Figure 4), for which transcriptional regulation and 

polysome recruitment are stimulated by FSH to a similar extent; second, mRNA such as c-fos (Figure 

6B) and VEGF (Figure 6B) whose polysome recruitment predominates over transcriptional 

regulation. The third category comprises mRNA known to be regulated by FSH, such as Tf, AMH, 

CcnD2 (Supplemental Figure 4B, C, D respectively) and PTEN (FigureD) but whose regulation 

cannot be visible after 90 min of stimulation. For those, no further effect on polysomal recruitment 

9 



 

 
 

207 

208 

209 

210 

211 

212 

213 

214 

215 

216 

217 

218 

219 

220 

221 

222 

223 

224 

225 

226 

227 

228 

229 

230 

231 

232 

233 

can be observed. Altogether, these results indicate that FSH stimulation enhances the translation rate 

of some selective mRNA. 

Discussion 

Here we provide the first demonstration that FSH enhances protein translation of a subset of 

mRNA. Furthermore, we show that FSH stimulation enhances the functional recruitment of signalling 

kinases involved in the control of translation, such as mTOR and p70S6K to the mRNA 5’ cap. We 

propose that the main regulatory step is the recruitment of the eIF4G scaffolding protein, and that the 

4E-BP1 inhibitor does not seem to be a major player. 

Our initial choice for mRNA candidates was based on previous observations that the 

corresponding genes were responsive to FSH, as seen by detection of the mRNA or of the protein, 

regardless the level of regulation. We confirmed that the effect of FSH is in the same range on total 

and in polysome-associated tPA and LRPR1 mRNA. This result suggests that in both cases, the effect 

of FSH is primarily at the level of transcriptional, and that all the mRNA which are transcribed are 

also translated, without any further active role of FSH signalling. Besides, the c-fos and VEGF 

mRNA are upregulated after 90 min of FSH stimulation, but to a much lesser extent than their 

expression level in the polysomes. Hence, this result underscores an active role of FSH signalling in 

the ability the c-fos and VEGF mRNA to be selectively translated. A third class of mRNA, i.e. the Tf, 

AMH, CcnD2 mRNA are not upregulated at all and are not actively recruited to the polysomes. For 

some, if not all, of them, it can then be speculated that over longer FSH exposure, an effect on Tf 

translatability might have been observed without any detectable increase in total mRNA level. The 

PTEN mRNA also falls into this class. It was assayed here because, in a previous report, we had 

demonstrated that the PTEN protein level was increased very rapidly, within a few minutes of FSH 

stimulation, presumably from a pre-existing pool of mRNA (17). Here, we confirm that the PTEN 

gene is not regulated by FSH signalling at the transcriptional level, and we report here that the 

regulatory mechanism does not seem to involve an increased recruitment of the PTEN mRNA to the 

polysomes, suggesting a post-translational regulation of PTEN by FSH. 
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What is the point of stimulating the translation of some mRNA, and not of all of them? In 

Sertoli cells, it is an appealing hypothesis that selective mRNA translation could be related to site- 

specific translation. Local translation of spatially restricted mRNA has emerged as a powerful means 

to functionally compartmentalize neosynthesized proteins within polarized cells. This mechanism 

implicates that mRNA translation is silenced during their intracellular transport, and switched on 

when they reach their ultimate destination (28). Epithelial-like Sertoli cells are polarized feeding cells 

which constitute a niche for spermatogonial maintenance and differentiation throughout life. They 

provide appropriate nutrients to the maturating germ cells that subsequently take place all along 

Sertoli cell body, from the lamina to the lumen. It is tempting to speculate that FSH could locally and 

tightly regulate translation of pre-existing regionalized pools of mRNA in Sertoli cells. This 

assumption is supported by the observation that tPA is locally produced in Sertoli cells, to remodel the 

blood-testis barrier during spermatogenesis. Likewise, in the seminiferous tubules, the VEGF mRNA 

is only expressed by Sertoli cells, whereas its receptors are found at the surface of germ cells. The role 

of the protein might be restricted to proliferation of spermatogonia, which are in intimate contact with 

the basal part of Sertoli cells (29). 

Although prepubertal rat Sertoli cells rarely divide in vivo, for an unclear reason they resume 

proliferation in vitro (30, 31). Cells proliferate more actively at low density. However, cap-dependent 

translation is inhibited when cell undergo mitosis, at the benefit of IRES-dependent translation, which 

accounts for about 10 % of the translation of cellular mRNA (32). Therefore, we hypothesize that the 

FSH stimulatory effect on protein neosynthesis that we observed in cells seeded at high density occurs 

mainly by regulation of cap-dependent translation. 

We observed that eIF4E associates with both 4E-BP1 and eIF4G in m7GTP pull-down 

experiments. Simultaneous interaction is practically not feasible for the main reason that eIF4G and 

4E-BP1 both recognize a similar docking site on eIF4E (25). These observations led us to speculate 

that there could be different populations of eIF4E, one bound to 4E-BP1 and the other one not bound 

to 4E-BP1 and then free to interact with eIF4G (Figure 7). Supplemental figure S5 provides the 

mathematical demonstration that several populations of eIF4E are involved, one being constant, while 

the other one evolves through the different complexes induced by FSH. Consistently, in Mammals, 
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eIF4E-2 associates with 4E-BP1 and not with eIF4G, and conversely, eIF4E-3 associates with eIF4G 

and not with 4E-BP1 (33). In line with our above-mentioned hypothesis that FSH stimulation could 

direct site-specific mRNA translation, the eIF4E pool bound to 4E-BP1 could be linked to silenced, 

localizing mRNAs, whereas the eIF4E /eIF4G interaction would permit the formation of functional 

translation pre-initiation complexes on mRNA being translated at the site where the encoded protein 

needs to be produced. 

Release of 4E-BP1 from the mRNA 5’cap is primed by growth-factor-induced sequential 

phosphorylation on Thr37/46, prior to phosphorylation of Thr70 and of Ser65 (34). In Sertoli cells, 

4E-BP1 gets dephosphorylated and rephosphorylated on its Ser65 and remains constitutively 

phosphorylated on its Thr70. Very recently, it has been proposed that 4E-BP1 sequence of 

phosphorylation was different in physiological situations (35). In line with our results, a mutant 

mimicking 4E-BP1 hyperphosphorylation can still interact with eIF4E, in in vitro translation assays, 

suggesting that other modifications are required for full eIF4E release (36). Therefore, our results 

suggest that, in some conditions, phosphorylated 4E-BP1 can still bind eIF4E. 

In Sertoli cells, mTOR was inducibly recruited to the cap, upon FSH stimulation. In previous 

works, mTOR has been shown to be recruited to the translation pre-initiation complex in order to 

phosphorylate its targets, i.e. p70S6K and 4E-BP1, in situ. Given that 4E-BP1 phosphorylation is not 

enhanced upon FSH stimulation, mTOR recruitment may serve here only to phosphorylate p70S6K. 

Actually, we have previously shown that p70S6K is phosphorylated on T389 by a PI3K- and mTOR 

dependent manner (15). Furthermore, we report here that p70S6K was functionally recruited to the 

5’cap (Figure 3). This observation contrasts with previous data showing that active p70S6K is 

released from the cap upon insulin stimulation of HEK293 cells (37). Altogether, these observations 

support the notion that, in cell models close to physiology, translation may be regulated by 

mechanisms which do not entirely match those observed in paradigmatic starved cell lines stimulated 

with bona fide growth factors. In addition, FSH acts via a GPCR, and we previously reported that, like 

LH (38), FSH signalling mediates an unexpected activation mechanism of p70S6K in Sertoli cells 

(15, 16), which may be related to its association pattern to the 5’cap. So far, few studies on how 

GPCRs control translation have been extensive enough to provide a clear picture of the whole 
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translational network (39). This is quite puzzling because GPCRs are involved in most physiological 

processes, by binding a vast array of structurally different agonists, in fully differentiated cells, whose 

physiology demands regulation of protein neosynthesis. GPCRs couple to adaptor proteins of their 

own, such as β-arrestins, whereby they launch intracellular signalling cascades. Once bound to its 

cognate receptor, each agonist promotes a conformational change causing the physical association of 

the GPCR with G proteins. In addition, ligand binding also induces a range of conformational changes 

that overcomes G coupling and leads to β-arrestin-mediated signaling. Recently, in response to 

activation of the ATII-R1A, β-arrestins have been shown to intervene in the translational control by 

phosphorylating Mnk-1 in an ERK-dependent manner (40). Initially known to convey GPCRs towards 

the endocytic machinery, β-arrestins support a temporal hierarchy of signalling events, by scaffolding 

various signalling modules (41). Since these observations also come true for the FSH-R (13), whether 

β-arrestins play a role in FSH-dependent regulation of translation remains to be addressed. 

In conclusion, our results provide new avenues in understanding cell responses triggered by 

FSH. In vivo, regulation of gene expression occurring at the translational level could serve to fine-tune 

Sertoli cell protein content, in response to subtle variations of the FSH input, regarding its 

concentration or glycosylated isoform (42), and could serve to compartmentalize the mRNA to be 

translated at each spermatogenic stage. 

Materials and methods 

Primary Sertoli cells 

Sertoli cells were isolated from testes of 19 day-old Wistar rats (Iffa-Credo, Lyon, France). 

Animals were treated following the current ethical guidelines of the European Community 

86/609/CEE. Following purification as reported previously (43), Sertoli cells were seeded on CellBind 

plates (Corning Life Sciences, Wilkes Barre, PA) in DMEM (Sigma Aldrich, St-Louis, MO, USA) 

complemented with penicillin (100 IU/ ml), streptomycin (100 µg/ml), glutamine (2 mM), retinol (50 

ng/ml), vitamin E (200 ng/ml) and human transferrin (5 µg/ml), all purchased from Sigma Chemical 

Co (St-Louis, MO). In average, our Sertoli cell cultures were 90 % pure, as previously quantified (43). 
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Twenty-four or forty-eight hours after initial seeding, cells were exposed to 100 ng/ ml porcine FSH, 

obtained from Dr George R. Bousfield (Wichita State University, KS, USA). 

Measurement of protein synthesis by 35S-labeling 

Sertoli cells were seeded at various densities the day before labelling and FSH stimulation. 

Each condition was assayed in triplicate. Then cells were preincubated in DMEM without Methionine 

and without Cysteine (Sigma Aldrich, St-Louis, MO, USA) for 30 minutes, before the addition of 25 

L-[35S]methionine/L-[35S]cysteine (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) and 100 ng/ ml FSH 

for 1.5 hr. Cells were then washed thrice with ice-cold PBS and were lysed with TNET extraction 

buffer (20 mM Tris pH 7.8, 50 mM NaCl, 5 mM EGTA, 1 % v/v Triton X-100, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 4 mM Na3VO4, 5 leupeptin, 5 pepstatin, and 5  

aprotinin). One aliquot of each sample was precipitated with 10 % (w/v) trichloroacetic acid on 3MM 

GF/C glass microfiber filters (Whatman, GE Healthcare UK Ltd, Buckinghamshire, UK) and 

precipitated radiolabelled proteins were quantified by scintillation counting with a Packard Tri-Carb 

1600 counter. An equivalent aliquot of each sample was directly placed into the scintillation liquid to 

quantitate the total incorporation of L-[35S]methionine/L-[35S]cysteine within cells. 

Polysomal fractionation 

Forty-eight hours after their initial seeding, Sertoli cells (15 x 106 cells per condition) were 

treated with FSH for 90 min at 34°C. Fifteen minutes before harvesting, 100 µg/mL of cycloheximide 

(CHX) was added. Then, cells were washed with ice cold PBS/CHX and resuspended in polysome 

lysis buffer [10 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCl2, 1.5 mM KCl, 1 % NP-40, 1 % deoxycholate, 2.5 

mM dithiothreitol (DTT), 100 µg/mL CHX] and 500 U/mL RNasin (Promega, Madison, WI). Cellular 

debris were removed by centrifugation at 10, 000 rpm for 5 min and supernatants were layered onto a 

12 ml linear sucrose gradient (10-45 % sucrose in 10 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCl2, 80 mM 

KCl and 1 mM DTT) and centrifuged at 38, 000 rpm in an SW41-Ti rotor at 4°C for 150 min. 

Gradients were collected while absorbance was monitored at 254 nm using an density gradient 
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fractionation system (ISCO, Inc.). Fractions were treated with 200 µg/mL proteinase K (Ambion, 

Austin, TX) for 25 min at 50°C in 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.5 % SDS, and then 

deproteinized with an equal volume of phenol: chloroform (1:1) and precipitated with isopropanol. 

The RNA from each fraction was dissolved in 30 µL diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated H2O, and 

an aliquot was subjected to electrophoresis through a 1 % agarose gel. A control experiment was done 

as above, except that the samples were pretreated with 50 mM EDTA for 10 min prior to loading and 

that the linear sucrose gradient was supplemented with 10 mM EDTA. 

Real-time RT-PCR analysis 

One microgram of total RNA was treated with DNaseI before reverse transcription 

using Superscript II and random primers (all from Invitrogen, Life Technologies,Carlsbad, 

CA) according to manufacturer’s instructions. Single-step, real time PCR was performed in a 

LightCycler 480 II (Roche Diagnostics,Basel, Switzerland) in a final volume of 10 µL 

containing 25 ng of reverse transcribed RNA, 8 µL Platinum SYBR Green qPCR Super-Mix 

UDG (InVitrogen) and 1 µM of each primer. Primers, designed using the Primer3 software 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), have been synthesized by Eurogentec (Liège Science Park, 

Seraing, BELGIUM) and are listed in Table 2. Conditions were determined to avoid primer- 

dimer formation and optimal dynamic range for quantification. The relative expression of 

each target gene was normalized to GAPDH expression and the Cp (crossing point) values 

were compared by calculating the 2-∆Cp (44). Then 2-∆Cp values were compared between 

stimulated and unstimulated cells. Alternatively, in Suplemental data, the 2-∆∆Cp values were 

compared directly, with ��= [CpmRNA 

CpGAPDH]control. 

of interest- CpGAPDH]FSH - [Cp mRNA of interest- 

7-methyl-Guanosine (m7GTP) pull-down assay 
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Twenty millions cells at 60 % confluency were rinsed once with PBS and then resuspended in 

300 µl of 2X lysis buffer (40 mM Hepes pH 7.4, 0.2 mM Na3VO4, 100 mM NaCl, 0.4 mM EDTA, 20 

mg/ml aprotinin, 20 mg/ml leupeptin, 1 mM Pefablock AEBSF, 2 mM DTT, 100 mM β- 

glycerophosphate, 20 mM pyrophosphate, 100 mM NaF, all from Sigma Chemical Co, St-Louis, MO) 

and gently sonicated on ice. Cell debres were discarded by centrifugation for 15 min at 13, 000 g at 

4°C and proteins were quantified in the supernatants by a Bradford assay (Biorad, Hercules, CA, 

USA). For each sample, 50 µl of m7GTP-coupled Sepharose beads (GE Healthcare UK Ltd, 

Buckinghamshire, UK) were equilibrated twice in 1X lysis buffer and were saturated with 10 % BSA. 

Then 100 µg of cell lysate were added to the beads in 500 µl 2X buffer, and the samples were tumbled 

for 1.5 hr at 4°C. After 3 washes in 1X lysis buffer complemented to 100 mM NaCl, samples were 

boiled in 50 µl of 2X Laemmli sample buffer and analyzed by Western blot. 

Western blot analysis 

Cell lysates corresponding to an equal cell number were resolved by 10 % or 15 % acrylamide 

SDS-PAGE, electrophoretically transferred to a nitrocellulose membrane (Whatman, Dassel, 

Germany) and probed with the appropriate primary antibody, generally diluted 1: 1,000. Antibodies 

raised against phospho-eIF4B [S422], phospho-4E-BP1 [S65], [T70], mTOR, eIF4G and 4E-BP1 

were purchased from Cell Signaling Technology Inc (Beverly, MA, USA). Antibodies to p70S6K 

were purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc (Santa Cruz, CA, USA) and anti-eIF4E was from 

BD Biosciences Pharmingen (San Jose, CA, USA). 

Horseradish peroxidase-coupled anti-rabbit and anti-mouse antibodies were purchased from GE 

Healthcare UK Ltd (Buckinghamshire, UK), and were diluted 1: 3,000 or 1: 5,000 respectively, to 

detect antigen-antibody interactions by West Pico chemioluminescence (Thermo Scientific Life 

Science, Rockford, IL, USA). Membranes were reprobed with an anti-GAPDH antibody (Santa Cruz, 

CA, USA) to monitor gel loading between lanes. All the films were scanned and the optical density of 

the signals was measured with the ImageMaster 1D Elite version 4 Software (Amersham Biosciences, 

Arlington Heights, IL, USA). 
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Data analysis 

Experiments shown are representative of at least 3 independent experiments, and are 

expressed as mean values ± S.E.M. One-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare 

different samples or two-way ANOVA was used for comparison of different groups. Both analyses 

were followed by a Bonferroni’s post-test. Differences between two groups were assessed by two- 

tailed unpaired t-test. Differences among means were considered as significantly different at P< 0.05. 

Data were analyzed by using the GraphPad PRISM Software (San Diego, CA). 
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Figure legends 

Figure 1. Short FSH stimulation enhances protein neo-synthesis, as a function of Sertoli cell density. 

Cells were seeded at increasing density, as indicated, prior to stimulation with 100 ng/ml FSH along 

with 35S-labeled Methionine and Cysteine. Ninety minutes later, cells were harvested and radiolabeled 

proteins were quantitated as trichloroacetic precipitable counts per minute. Results were expressed as 

in A, as means +/- SEM of triplicates. Statistical difference was calculated using two-way ANOVA 

with a Bonferroni post-test to compare control versus FSH-stimulated cells, with* for P value < 0.05. 

Figure 2. FSH stimulation enhances the assembly of polysomes in Sertoli cells. Sertoli cells were 

treated with FSH for 90 min and cell lysates were separated on a sucrose gradient. In (A) is 

shown an experiment done with control Sertoli cells while in (B) FSH-stimulated cells have 

been fractionated. Upper panel: Representative absorbance profile at OD = 254 nm, of each 

collected fraction of RNA separated by velocity sedimentation through a 10-45 % sucrose 

gradient. The positions of the 40S and 60S ribosomal subunits, 80S single ribosomes and 

polysomes containing 2 to 9 ribosomes are indicated. The non-polysomal fractions also 

contain free ARN. Lower panel: electrophoresis in a 1% agarose gel of an aliquot of RNA 

isolated from each of the twenty fractions. The 28S and 18S ribosomal RNAs, and the tRNA 

are visible upon GelRed staining (Interchim, France). (C) Quantification of the band intensity in 

each fraction by scanning densitometry of the agarose gels. The histogram represents the ratio of 

intensity in the polysome versus 80S fraction, and the results are expressed as the means +/- SEM of 5 

independent experiments. Statistical difference was calculated using a two-tailed unpaired t-test to 

compare control versus FSH-stimulated cells, with P value = 0.0503. 

Figure 3. FSH increases the functional recruitment of mTOR and of p70S6K to the mRNA 5’cap. 

Sertoli cells were treated with FSH for 60 min before lysis. Cap-binding proteins were precipitated 

using m7GTP-Sepharose-coated beads and analyzed by Western blot to detect the recruitment of 
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mTOR in (A) and of p70S6K in (C) as indicated. Western blots were reprobed with an anti-eIF4E 

antibody to detect eIF4E constitutively bound to the cap as a control. (E) Western blot analysis of 

eIF4B phosphorylation on Ser 422, in Sertoli cells stimulated by FSH for the indicated period of time. 

Membranes were reprobed with an anti-GAPDH antibody to monitor gel loading. (B), (D) and (F). 

Densitometry analysis of Western blots probed with antibodies raised against mTOR and p70S6K 

normalized by the eIF4E amount or raised against phosphorylated Ser 422 of eIF4B, respectively. 

Values are expressed as means +/- SEM of 3 independent experiments. Statistical difference was 

calculated using a two-tailed unpaired t-test in control versus FSH-stimulated cells, with *** for P< 

0.005 in (B) and using one-way ANOVA with a Bonferroni post-test in control versus FSH- 

stimulated cells, with * for P< 0.05, in (D) and (F). 

Figure 4. FSH stimulation leads to the recruitment of eIF4G to the mRNA 5’cap, without apparent 

displacement of 4E-BP1. Sertoli cells were stimulated with FSH for 10 to 60 min before lysis. Cap- 

binding proteins were precipitated using m7GTP -Sepharose-coated beads and analyzed by Western 

blot to detect the recruitment of eIF4G and eIF4E in (A) and of 4E-BP1 and eIF-4E in (C), as 

indicated. WCL = whole cell lysate. (B) Quantification of the eIF4G signal normalized by the eIF4E 

amount, in 3 independent experiments. Values are expressed as means +/- SEM. Statistical difference 

was calculated using a two-tailed unpaired t-test in control versus FSH-stimulated cells, with * for P< 

0.05. C. Here is shown one representative experiment out of 5. 

Figure 5. Analysis of 4E-BP1 phosphorylation profile in Sertoli cells. Lysates were prepared from 

cells stimulated in time-course of FSH stimulation. (A) The phosphorylation of 4E-BP1 was analyzed 

by Western blot using a specific antibody raised against phospho-Ser65. In (B) is shown the 

densitometry analysis of three independent kinetics, and the results are expressed as mean values +/- 

SEM. (C) Representative Western blot using a specific antibody raised against phosphorylated Thr70. 

(D) Densitometry analysis of 6 independent kinetics. Membranes were reprobed with an anti-GAPDH 

antibody to monitor gel loading. Values are expressed as means +/- SEM. Statistical difference was 
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calculated using one-way ANOVA with a Bonferroni post-test in control versus FSH-stimulated cells, 

with * for P< 0.05. 

Figure 6. Selective recruitment of mRNA to the polysomes in FSH-stimulated Sertoli cells. The 

presence of the tPA (A), c-fos (B), VEGF (C) and PTEN (D) mRNA was assayed by qRT-PCR in 

the polysomal fractions. Results are expressed as the means relative expression level relative to 

GAPDH expression +/- SEM in 3 to 5 independent experiments. Each qRT-PCR reaction was done 

twice. Statistical difference was calculated using one-way ANOVA with a Bonferroni post-test in 

control versus FSH-stimulated cells, with ** for P< 0.01 and *** for P< 0.005. 

Figure 7. Hypothetical scheme of the regulation of the mRNA translational machinery by FSH- 

induced signalling. The Cell Designer software (http://celldesigner.org) (45) has been used to 

formalize the topology of the signalling network. The legend is as follows: stimulatory catalyses are 

indicated by a line ended in a circle, while inhibitory catalyses are figures by a blind line. Dashed 

lines mean indirect reactions. The active molecular species are surrounded by black dots. P means 

phosphorylation, with the position of the phosphorylated residue being indicated when known. 

Complexes are surrounded by a box. Double arrows indicate reversible reactions. FSH triggers cap- 

dependent translation by enhancing p70S6K, mTOR and eIF4G recruitment to the cap. p70S6K 

activation by FSH has been reported elsewhere (15). The proteins analyzed in this study are in colour. 
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Legends of supplemental figures 

 

S1. Genes regulated at the transcriptional level after FSH stimulation for 90 min. The relative 

expression level of the indicated mRNA was determined by qRT-PCR. The fold-increase is obtained 

by calculating the 2
-Cp

 values. The results are expressed as the means +/- SEM of 3 to 5 independent 

experiments. 

 

S2. The total radioactivity incorporated in unstimulated versus FSH-stimulated Sertoli cells was 

compared in 3 pooled experiments each performed in triplicates. Results are expressed as mean values 

+/- SEM of percent of baseline radiolabeled aminoacid incorporation, taken as 100 %.  

 

S3. EDTA disassembles FSH-enhanced polysome formation in (A) control versus (B) FSH-stimulated 

Sertoli cells, as measured with the OD at 254 nm of each collected fraction, in the upper panels. In (A) 

and (B), the lower panels show the corresponding agarose gel, to monitor ARN integrity and for 

quantification. Here is shown one representative experiment out of two. 

 

S4. qRT-PCR analysis of mRNA recruited or not to the polysomes, upon FSH stimulation. Results are 

expressed as in Figure 6. 

 

S5. Formal demonstration of the distribution of different eIF4E populations among the eIF4E/ 4E-BP1 

and eIF4E-eIF4G complexes 

 



 
  

 

 

 
 

 

ABSTRACT 

 Translation is a critical step in gene expression regulation. In sea urchin embryos, fertilization 

induces an increase in protein synthesis, which depends mainly on the translation of maternal 

messenger RNAs. This protein synthesis is essential for the first cell cycles. Embryonic development 

of the sea urchin is an excellent model for studying translational control. In this thesis, translational 

regulation in sea urchin embryos was studied in two situations: the physiological context of 

fertilization and the context of apoptosis induction. 

 We first examined the regulatory mechanisms involved in protein synthesis after fertilization. 

Initiation is one of the limiting steps of translation. In this context, the initiation factor eIF2 plays a 

key role. eIF2 is responsible for bringing the initiator methionine to the ribosome. When the alpha 

subunit of eIF2 is phosphorylated, global protein synthesis is inhibited and the selective translation of 

certain mRNAs is stimulated. In the sea urchin unfertilized eggs, eIF2alpha is physiologically 

phosphorylated and fertilization induces its dephosphorylation. By microinjecting a variant mimicking 

the phosphorylated state of eIF2alpha into the unfertilized eggs, we showed that dephosphorylation 

of eIF2alpha is required for the first mitotic division in the sea urchin. 

 We were interested in the relationship between the phosphorylation of eIF2alpha and 

induction of apoptosis in the sea urchin. Indeed, the translation of mRNAs encoding proteins pro- or 

anti-apoptotic directly influences cell survival. The sea urchin has the molecular tool kit for apoptotic 

induction. Exposing embryos to MMS, a DNA-damaging agent, causes phosphorylation of eIF2alpha 

and apoptosis activation. In this situation, we found that the GCN2 kinase is involved in the 

phosphorylation of eIF2alpha. 

 In order to study how the translational machinery modulates the polysomal recruitment, we 

analyzed the translatome in response to fertilization and after exposure to MMS. We conducted 

deep sequencing of transcripts that are present in polysomes. Analysis of these transcripts, following 

annotation, will allow a better understanding of the genes regulatory network at the translational 

level during fertilization and the induction of apoptosis in sea urchin embryos. 

  

 

Keywords: translational control, eIF2, embryo, sea urchin, translatome, polysome profiling, selective 

translation 

  



 
  

 

 

 
 

 

RESUME 

 La traduction est une étape critique de la régulation de l’expression des gènes. Chez l’oursin, 

la fécondation induit une augmentation de la synthèse protéique, qui dépend essentiellement de la 

traduction d’ARN messagers maternels. Cette synthèse protéique est indispensable au déroulement 

des cycles cellulaires du développement précoce. Le développement embryonnaire de l’oursin 

constitue ainsi un modèle de choix pour étudier la régulation de la traduction. Dans le cadre de cette 

thèse, le contrôle de la traduction a été étudié chez l’oursin dans deux situations : le contexte 

physiologique de la fécondation et le contexte de l’induction de l’apoptose. 

 Nous nous sommes interrogés d’abord sur les mécanismes régulateurs impliqués dans la 

synthèse protéique après fécondation. L’une des étapes limitantes de la traduction est l’initiation. 

Dans ce cadre, le facteur d’initiation eIF2 joue un rôle clé. eIF2 est responsable de l’apport de la 

méthionine initiatrice au niveau du ribosome. Lorsque la sous-unité alpha d’eIF2 est phosphorylée, la 

synthèse protéique globale est inhibée et la traduction sélective de certains ARNm est stimulée. Dans 

les ovules non fécondés d’oursin, eIF2alpha est physiologiquement phosphorylé et la fécondation 

provoque sa déphosphorylation. En microinjectant dans les ovules non fécondés un variant 

d’eIF2alpha mimant l’état phosphorylé, nous avons montré que la déphosphorylation d’eIF2alpha est 

nécessaire pour la première division mitotique chez l’oursin. 

 Nous nous sommes intéressés au lien entre la phosphorylation d’eIF2alpha et l’induction de 

l’apoptose chez l’oursin. En effet, la traduction d'ARNm codant pour des protéines pro- ou anti- 

apoptotiques influence directement la survie des cellules. L'embryon d'oursin possède la machinerie 

nécessaire pour le déclenchement de l'apoptose, après induction par l’agent génotoxique MMS. Le 

traitement au MMS des embryons provoque la phosphorylation d’eIF2alpha. Dans cette situation, 

nous avons trouvé que la kinase GCN2 est impliquée dans la phosphorylation d’eIF2alpha. 

 En fin, dans le but d’étudier comment la machinerie traductionnelle module le recrutement 

polysomal, nous avons analysé le traductome en réponse à la fécondation et après le traitement au 

MMS. Nous avons effectué une approche de séquençage à haut-débit des transcrits purifiés par 

gradients de polysomes. L’analyse de ces transcrits nous permettra d'appréhender le réseau des 

gènes régulés au niveau traductionnel lors de la fécondation et de l’induction de l’apoptose dans les 

embryons d’oursin. 

 

 

Mots-clés : régulation traductionnelle, eIF2, développement embryonnaire, oursin, traductome, 

polysome profiling, traduction sélective 

 

 


