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Partie I : Les éléments transposables. 

  



A A-T
riche

A-T
riche

B

150 à 500 nucléotides

A B

: répétitions directes de la séquence cible pouvant varier 
   de quelques nucléotides à une vingtaine de nucléotides.

: séquences conservées de la région promotrice répondant à l'ARN polymérase III.

: région plus ou moins importante d'origine inconnue.

: région de taille variable selon l'élément (quelques dizaines de nucléotides) située 
  à l'extrémité 3', constituée d'une queue poly (A) pure ou d'une séquence riche en
  résidus adénine et thymine arrangées en motifs plus ou moins complexes..

Figure 1: Structure canonique des éléments SINE monomériques.
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I. Introduction. 

 

Les séquences répétées et notamment les éléments transposables composent une part 

importante des génomes et peuvent représenter près de 80% du génome de certaines plantes. 

Ils jouent un rôle majeur dans l'évolution de la structure des génomes et dans la création de 

diversité génétique Des éléments transposables ont été mis en évidence dans tous les génomes 

des espèces où on les a recherchés, depuis les bactéries jusqu’aux mammifères, en passant par 

la levure, les végétaux, les insectes, les nématodes. Depuis que l’on possède les séquences 

génomiques complètes de plusieurs espèces on se rend compte que les séquences mobiles 

constituent une fraction importante des génomes :17% du génome de Arabidopsis thaliana, 

18% du génome de Drosophila melanogaster, 42% du génome de Homo sapiens et plus de 

50% du génome de Zea maïs (The Arabidopsis Genome Initiative 2000; The genome 

sequence of Drosophila melanogaster 2000; Initial sequencing and analysis of the human 

genome 2001; Dong et al. 2003). 

Les éléments transposables sont des séquences d’ADN capables de se déplacer au sein 

du génome selon un processus de type réplicatif ou non-réplicatif. On classe généralement les 

éléments transposables en deux catégories : les éléments de classe I et de classe II (Prak and 

Kazazian 2000; Wicker et al, 2007).  

Les éléments de classe I sont constitués des rétrotransposons à LTR (Long Terminal 

Repeat), et les rétroéléments sans LTR : les LINE (Long INterspersed Element) et les SINE 

(Short INterspersed Element). Ils sont transcrits en ARN et ils créent de nouvelles copies par 

transcription inverse de cet intermédiaire ARN. Il s’agit donc d’un processus de type réplicatif 

car une nouvelle copie est crée alors que l’élément d’origine reste en place.  

Les éléments de classe II, appelés transposons, créent de nouvelles copies directement 

par excision et insertion de leur séquence ADN à un nouveau site chromosomique en utilisant 

un intermédiaire ADN selon un mode réplicatif ou non-réplicatif. 

Dans les deux classes, il existe des éléments autonomes et des éléments non-

autonomes. Les éléments autonomes codent les protéines nécessaires à leur propagation. Les 

éléments non-autonomes ne codent pas les enzymes nécessaires à leur transposition. En 

revanche, ils partagent une partie des caractéristiques d’éléments autonomes ce qui leur 

permet de parasiter la machinerie produite par ces derniers. 
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II.  Les SINE : généralités. 

 

Les éléments SINE ont été découvert il y a plus de 25 ans avec le clonage des 

éléments B1 et B2 de rongeur et de l’élément Alu de primate (Kramerov et al. 1979; Jelinek 

et al. 1980; Deininger et al. 1981). Ces éléments sont très représentés dans les génomes de 

mammifères, par exemple, il existe plus d’un million de copies du SINE Alu dans le génome 

humain, ce qui fait de lui l’élément transposable le plus abondant du génome, et aussi 

l’élément SINE le plus étudié. La présence d’éléments SINE a ensuite été mise en évidence au 

sein de nombreux génomes comme ceux des reptiles, des poissons, des tuniciers, des insectes 

et des plantes à fleurs (Endoh and Okada 1986; Kido et al. 1991; Simmen and Bird 2000; 

Bradfield et al. 1985; Mochizuki et al. 1992). En revanche, ils semblent absents des génomes 

des levures Saccharomyces cerevisiae et Schizosccharomyces pombe et des organelles. Les 

SINE sont des éléments non-autonomes et dépendent pour leur rétroposition de la machinerie 

des LINE. On ne connaît effectivement pas de génome qui contiendrait des SINE mais pas de 

LINE. En revanche les éléments SINE sont absents de certains génomes, comme celui de la 

drosophile où on trouve des LINE actifs (Kramerov and Vassetzky 2005). 

 

III.  Structure des éléments SINE. 

 

Les SINE sont des séquences courtes (150 à 500 paires de bases). Dans la majorité des 

cas, les éléments sont flanqués de courtes répétitions (habituellement de 5 à 15 paires de 

bases) en orientation directe générées par le processus de mobilité. La structure typique d’un 

élément SINE présente de trois parties : une région 5’, une région interne et une queue poly 

(A) (Figure 1). 

 Les SINE possèdent dans la région 5’ un promoteur interne constitué d’une boîte A et 

d’une boîte B séparées de 30 à 60 pb, une organisation typiquement reconnue par l’ARN 

polymerase III. Cette région 5’ présente un certain niveau d’homologie avec les gènes dont 

elle dérive : soit les gènes d’ARNt, comme c’est le cas de la majorité des SINE (Daniels and 

Deininger 1985; Deragon et al. 1994; Ohshima and Okada 1994; Lenoir et al. 2001) soit avec 

le gène de l’ARN 7SL, comme c’est le cas pour l’élément Alu de primate B1 de rongeur (Ullu 



A B (A)n

ORF 1 EN RT (A)n

(TGTAA)n

(TGTAA)n

Le couple Alu/L1: un exemple de la poly (A) connexion

A B

EN RT

Cas des couples SINE/LINE présentant des homologies de séquence.
(Le couple UnaSINE1 et UnaL2 de l'anguille est donné à titre d'exemple)

Figure 2: La relation SINE/LINE dans la rétroposition.

Les régions communes entre SINE et LINE, nécessaires à la reconnaissance 
par les protéines du LINE et à la rétroposition, sont indiquées
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and Tschudi 1984), ou même avec le gène 5S pour l’élément SINE3 de poisson (Kapitonov 

and Jurka 2003). 

 Les éléments SINE peuvent ensuite posséder une région interne dite « corps ». Cette 

région n’est pas apparentée à l’ARN cellulaire dont le SINE dérive et sa séquence est propre à 

chaque famille de SINE. 

Enfin, les SINE se terminent par une séquence appelée « queue 3’ » composée de 

nucléotides A (queue poly(A)) ou de répétitions simples. Il faut noter qu’il existe des 

éléments ne correspondant pas exactement à ce schéma. Ainsi certains éléments ont des 

parties corps ou queue 3’ très courtes, voire inexistantes, par exemple le SINE ID de rongeur 

n’a pas de partie corps. De même certains SINE, comme l’élément Alu et plusieurs familles 

de SINE de plantes, ont une forme dimérique. 

 

IV.  Mobilité des éléments SINE. 

 

 De nombreux indices laissent penser que les SINE utilisent la machinerie enzymatique 

codée par les éléments LINE pour se multiplier. Ainsi, les séquences consensus d’intégration 

des éléments LINE et SINE dans les génomes sont similaires que ce soit chez les mammifères 

ou les plantes (Jurka 1997; Tatout et al. 1998). Cela suggère que l’endonucléase codée par les 

LINE est utilisée pour l’insertion des LINE mais aussi des SINE. La première preuve directe 

de cette relation SINE-LINE n’a été apportée que récemment. En utilisant un modèle 

permettant de suivre la transposition du SINE Alu humain, une étude a montré ex vivo que les 

protéines codées par le LINE L1 humain permettent la rétroposition de l’élément Alu 

(Dewannieux et al. 2003). 

 A ce jour, deux modèles ont été avancés pour la rétroposition des éléments SINE, 

basés sur une spécificité de reconnaissance différente du SINE par la machinerie des LINE 

(Figure 2). 

 -La « poly(A) connexion ». 

 C’est le modèle proposé pour les couples SINE/LINE qui ne possèdent pas 

d’homologie primaire de séquence (Esnault et al. 2000). Les protéines codées par l’élément 

LINE seraient capables d’interagir avec différents substrats ARN par simple reconnaissance 

d’une queue poly(A). Cette hypothèse permettrait d’expliquer la formation des pseudogènes 



TTAAAA

AAAA

AATTTT

TTAAAA TYTN
ARAN

ARAN

AA       T

Première coupure enzymatique

ARN du SINE

Synthèse du premier brin ADNc

T
T

T
T

A

TTAAAA AAAA
TTTT

TYTN
a r a n AA t t t t

A
A

Synthèse de la répétition directe 
gauche par une polymérase 
dépendante de l'ADN.

ARAN
TTAAAA a a a a

TTTT
TYTN
a r a n AA t t t t

Synthèse du second brin d'ADNc

t y t n.......... .......... ........

Figure 3: Modèle d'intégration des rétroposons Alu. 

L'ARN du SINE est pris en charge par la machinerie de rétroposition du LINE L1:
le site de clivage est reconnu par l'endonucléase du LINE puis l'ARN du SINE 
est reverse transcrit.
Le second brin du site est coupé et le second brin de l'ADNc synthétisé.

Répétition directe flanquante Répétition directe flanquante

(D'après Jurka et al, 1997)
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mais surtout de comprendre comment sont mobilisés les SINE. En effet, les transcrits des 

éléments SINE possédant une région poly(A) seraient reconnus par la machinerie de 

rétroposition des LINE via cette séquence poly(A), permettant ainsi leur mobilisation. C’est le 

cas typique du couple Alu/L1 chez l’homme décrit ci-dessus pour lequel la perte de la queue 

poly(A) d’Alu entraîne effectivement un arrêt des événements de rétroposition des éléments 

Alu médiés par les protéines du LINE (Dewannieux, Esnault and Heidmann 2003). 

 

 -Le partage d’homologie de séquence primaire. 

 Ce type de reconnaissance pourrait concerner l’ensemble des SINE ne possédant pas 

de queues poly(A) pures. Ces SINE présenteraient alors une région terminale d’homologie 

avec la région 3’ UTR (Untranslated Terminal Region) et les répétitions terminales, plus ou 

moins complexes, d’éléments LINE présents dans le même génome. De nombreux couples 

potentiels SINE-LINE de ce type ont été décrits (Okada and Hamada 1997). Pour l’un d’entre 

eux identifié chez l’anguille, il a été montré que cette région 3’ commune est essentielle à la 

reconnaissance de l’ARN par la machinerie du LINE, assurant ainsi la mobilisation spécifique 

de ces éléments LINE mais aussi celle des SINE (Kajikawa and Okada 2002). 

 

 Une fois le transcrit SINE reconnu par le complexe de rétroposition, la transcription 

inverse se ferait grâce à la transcriptase inverse codée par l’élément LINE au niveau du site 

d’intégration riche en résidus A/T. Ce site est clivé par l’endonucléase codée par le LINE et 

l’ARN, associé au site de coupure via des interactions avec sa région AT riche, est alors 

reverse transcrit. Enfin le second brin du site est coupé et le deuxième brin d’ADN est 

synthétisé. L’intégration du SINE est généralement associée à une duplication plus ou moins 

importante du site d’intégration (Figure 3). 

 Les SINE peuvent être présents en un grand nombre de copies dans les génomes 

eucaryotes. Cependant, il apparaît que seul un petit nombre de loci SINE peuvent être actifs 

d’un point de vue rétroposition. Ces SINE appelés « éléments fondateurs » possèdent un 

certain nombre de caractéristiques propres et doivent notamment être capables d’échapper, au 

moins dans certaines conditions, au contrôle négatif important exercé sur les éléments SINE 

par le génome hôte. 
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V. L’expression des SINE et son contrôle. 

V.1. La transcription des SINE. 

 

Les SINE sont transcrits par l’ARN polymérase III. L’initiation de la transcription 

résulte de la fixation du facteur de transcription TFIIIC sur les boîtes A et B héritée de l’ARN 

cellulaire dont le SINE est dérivé qui permet le recrutement du facteur TFIIIB. Le complexe 

TFIIIC-TFIIIB-ADN permet alors le recrutement de l’ARN polymérase III, son 

positionnement correct et l’initiation de la transcription au premier nucléotide de l’élément. 

Une fois initiée par la pol III, la transcription se poursuit sur la totalité de l’élément jusqu’à un 

signal de terminaison de transcription correspondant à une séquence d’au moins quatre 

résidus portant une base thymine (T) sur le brin transcrit (Bogenhagen and Brown 1981; 

Huang and Maraia 2001). Un tel signal n’est pas présent dans la séquence des éléments SINE, 

ce qui implique que leur transcription se poursuit dans l’ADN génomique flanquant, jusqu’à 

ce que la pol III rencontre une séquence faisant office de terminateur. Il en résulte que les 

transcrits primaires des SINE issus de différents loci sont hétérogènes en taille et en séquence 

en aval de la queue poly(A). 

Malgré la présence d’un nombre très important d’éléments possédant un promoteur 

potentiellement autonome, il apparaît que le niveau de transcription spécifique de ces 

éléments est faible et lié à l’expression d’un nombre limité de copies (Paulson and Schmid 

1986). Ainsi, même si chez l’homme l’ARN de l’élément Alu représente 10% des ARN pré-

messagers, la majorité des transcrits détectés résulte d’événements de cotranscription dus à 

l’intégration d’éléments Alu à l’intérieur de séquences transcrites par l’ARN polymèrase II 

(Kramerov et al. 1982; Deragon et al. 1996). 

Les génomes eucaryotes comptent un grand nombre d’insertions SINE, mais seules 

quelques copies sont impliquées dans le phénomène d’amplification d’un élément. Ces 

copies, appelées gènes maîtres ou loci fondateurs réunissent des caractéristiques importantes 

pour l’activité de l’élément en termes de transcription mais aussi pour le processus de 

transcription inverse. Ainsi la région en amont de l’insertion doit contenir des séquences 

amplifiant la transcription de l’élément, lui permettant ainsi d’échapper, même partiellement, 

à la répression de la transcription et notamment dans les cellules de la lignée germinale 

(Chesnokov and Schmid 1996; Arnaud et al. 2001). De même, la région en aval de l’insertion 
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est impliquée dans la stabilité du transcrit mais aussi dans la capacité de l’ARN à initier la 

transcription inverse (Aleman et al. 2000; Pelissier et al. 2004). Chaque locus fondateur 

donnerait ainsi naissance à un nombre important de copies inactives. 

 

V.2. Le contrôle de la transcription. 

 

La régulation transcriptionnelle des SINE est complexe et passe notamment par la 

fixation de différents facteurs activateurs et répresseurs, la formation d’une structure 

chromatinienne répressive et la méthylation de l’ADN. Ainsi, il a pu être montré que les SINE 

S1 du colza et les SINE d’Arabidopsis thaliana s’intègrent surtout dans des régions 

hypométhylées du génome mais qu’ils sont ensuite fortement et spécifiquement méthylés 

(Arnaud et al. 2000). Cette méthylation inhibe la transcription des éléments S1 in vitro et est 

certainement un composant important de cette inactivation in vivo (Arnaud et al, 2001). 

Récemment, cette régulation a été plus précisément associée à un mécanisme de contrôle de 

type ARN interférence. En effet, l’inactivation des SINE a été corrélée chez Arabidopsis avec 

la présence de petits ARN spécifiques des SINE (siRNA) d’environ 24 nucléotides 

(Zilberman et al. 2003). Ces petits ARN permettraient de cibler à la fois une ADN 

méthyltransférase de novo de type DRM et une Histone MéthylTransférase (HMT) au niveau 

des loci génomiques SINE (Zilberman, Cao and Jacobsen 2003). Cette HMT méthylerait les 

histones H3 au niveau de la lysine 9, ce qui conduirait notamment au recrutement d’une 

chromométhylase appelée CMT3. L’action de ces différentes ADN méthyltransférases serait 

responsable de l’imposition du fort niveau de méthylation ADN détecté au niveau des copies 

SINE. L’ensemble de ces modifications seraient impliquées dans l’inactivation des éléments 

SINE. 

 

V.3. Régulation post-transcriptionnelle 

 

La séquence de l’élément SINE ne possède pas de signal de fin de transcription de 

l’ARN polymérase III de type « TTTT ». La transcription de l’élément se termine donc au 

niveau du signal de fin de transcription apporté par la région génomique flanquant l’élément. 

Pourtant ces transcrits primaires « pleine longueur » ne sont pas les seuls présents dans la 
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cellule. En effet, pour les SINE B1 de rongeur et Alu humain, des transcrits tronqués juste en 

amont de la région poly(A) sont majoritairement détectés dans le cytoplasme (Adeniyi-Jones 

and Zasloff 1985; Maraia et al. 1993). Un tel clivage de l’ARN SINE doit avoir pour but 

d’empêcher sa rétroposition en supprimant la queue poly(A) qui est nécessaire à la prise en 

charge d’un ARN SINE par les protéines du LINE. Un phénomène similaire de régulation 

post-transcriptionnelle a également d’être mis en évidence pour les SINE de type ARNt chez 

les plantes (Pelissier et al, 2004).  

 

VI.  Les familles de SINE de Brassicaceae. 

 

La famille des Brassicaceae, anciennement nommées Crucifères, est une importante 

famille de plantes dicotylédones. En classification classique, cette famille comprend 

3200 espèces réparties en 350 genres. Ce sont essentiellement des plantes herbacées surtout 

présentes dans l'hémisphère nord tel que Brassica oleracea (le chou), Brassica napus (le 

colza) et la plante modèle Arabidopsis thaliana. 

 La première famille de SINE identifiée chez les Brassicaceae a été découverte chez 

Brassica napus et s’appelle SB1 (Deragon et al. 1994). Depuis, il a été montré que cette 

famille est présente chez l’ensemble des Brassica, alors qu’elle est absente du génome 

d’Arabidopsis thaliana. À ce jour, 15 familles de SINE ont été identifiées chez les 

Brassicaceae : SB1 à SB15 (Deragon and Zhang 2006). Comme tous les SINE de plantes, les 

SINE de Brassicaceae ont une région 5’ dérivée d’ARN de transfert. La taille de leur 

séquence consensus est très variable, en raison des variations de longueur de leur région corps 

non-apparentée à l’ARNt. Au contraire d’autres SINE de plantes, ils possèdent tous une queue 

poly(A). 

La séquence partielle du génome de Brassica oleracea compte 4600 copies réparties 

en 14 familles (SB1 à SB3 et SB5 à SB15), représentant 0,2% du génome (environ 600 

millions de paires de bases). Le génome d’Arabidopis thaliana (130 millions de paires de 

bases) compte quant à lui 334 copies réparties en six familles (SB2 à SB7), représentant 

0,07% du génome. Chez Arabidopsis, les éléments des familles SB2 et SB3 (deux des 

familles les plus représentées) se trouvent dans des régions géniques, alors qu’ils sont 
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pratiquement absents des régions centromériques et péricentromériques, où se trouvent de 

nombreux autres éléments transposables (Lenoir et al, 2001). 

 

VII.  Impact cellulaire des SINE. 

VII.1. Impact génomique. 

 

Les éléments SINE peuvent s’insérer à n’importe quel endroit du génome et ainsi 

modifier l’expression d’un gène ou peuvent être à l’origine de réarrangements de l’ADN suite 

à des recombinaisons impliquant plusieurs copies. Ainsi, de nombreuses pathologies 

humaines causées par la présence d’un élément SINE à l’intérieur de la partie codante d’un 

gène ont été décrites (Labuda et al. 1995). Ainsi, chez l’homme, le SINE Alu a été trouvé à 

l’origine de certains cancers du sein héréditaires en altérant l’expression des gènes BRCA1 ou 

BRCA2 (Montagna et al. 1999). Dans des cellules somatiques, une insertion d’Alu dans le 

gène codant pour la protéine anti-tumorale p53 peut être à l’origine de processus de 

tumorisation (Slebos et al. 1998). 

L’insertion d’un élément SINE n’a pas seulement des effets négatifs pour le génome, il 

peut être un véritable acteur de la diversité. Les SINE peuvent en effet influencer l’activité 

des promoteurs adjacents en recrutant des facteurs transactivateurs ou en modifiant le niveau 

de méthylation de ces régions (Babich et al. 1999; Arnaud et al, 2000).  D’autre part, la 

présence d’un élément SINE à l’intérieur d’un intron peut modifier l’épissage de certains 

transcrits (Makalowski et al. 1994). Même si certains de ces événements peuvent avoir un 

impact négatif à court terme, ils augmentent la plasticité du génome et peuvent donc, dans une 

certaine mesure, être considérés comme un moteur de l’évolution (Bailey et al. 2003). 

 

VII.2. Activation des SINE au cours d’un stress. 

 

L’expression de certain SINE de mammifères et d’insectes est fortement augmentée en 

condition de stress tel que le choc thermique et après traitement avec de la cycloheximide (un 

inhibiteur de la synthèse des protéines eucaryotes), de l’éthanol et des agents endommageant 

de l’ADN (cisplatine et radiation gamma) (Fornace and Mitchell 1986; Kimura et al. 1999; 
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Liu et al. 1995; Li et al. 1999; Rudin and Thompson 2001). Certaines infections virales 

conduisent également à l’activation de la transcription des éléments SINE. C’est le cas du 

Simian Virus SV40, du virus de l’herpes, de l’adénovirus et du parvovirus (Singh et al. 1985; 

Jang and Latchman 1989; Panning and Smiley 1993; Williams et al. 2004). Ces expériences 

ont montré l’activation des SINE chez différentes espèces : l’élément Alu chez l’homme, les 

éléments B1 et B2 chez les rongeurs et l’élément Bm1 chez le ver à soie. Cela suggère que la 

réponse des éléments SINE au cours d’un stress est un mécanisme conservé et donc que les 

SINE ont un rôle biologique dans la cellule. 

 

VII.3. Rôle riborégulateur des SINE. 

VII.3.1) Le contrôle de la transcription via l’ARN polymérase II. 

Les ARN SINE de mammifères sont capables d’inhiber la transcription des gènes 

codés par la polymérase II (pol II). En effet, suite à un choc thermique, les transcrits du SINE 

B2 s’accumulent rapidement dans les cellules de souris. Cet ARN est alors capable d’interagir 

avec l’ARN polymérase II ce qui conduit à son inhibition (Allen et al. 2004; Espinoza et al. 

2004). Il semble que la fixation du transcrit SINE empêche l’association correcte de la 

polymérase à l’ADN au niveau du promoteur (Espinoza et al. 2007). Récemment, une étude a 

montré que l’élément SINE Alu pouvait aussi inhiber la transcription pol II à la suite d’un 

choc thermique (Mariner et al. 2008). Cela suggère que la fonction de régulation de la 

transcription des éléments SINE est un mécanisme conservé entre les espèces. 

 

VII.3.2) Le contrôle de la traduction via la kinase PKR. 

 

Dans des cellules humaines, l’ARN de l’élément SINE Alu est capable d’interagir 

avec la protéine kinase PKR ce qui conduit à réguler sa fonction (Chu et al. 1998). La PKR 

est activée par une molécule d’ARN double brin comme les ARN viraux qui sont produits au 

cours d’une infection virale. Lorsqu’elle est activée, la kinase subit une première étape 

d’autophosphorylation puis va phosphoryler la sous-unité alpha du facteur 2 d’initiation de la 

traduction eucaryote (eIF2α) ce qui entraîne une inhibition de la synthèse des protéines (de 
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Haro et al. 1996). Il s’agit d’un mécanisme développer par la cellule afin d’empêcher la 

traduction des ARN viraux afin de limiter l’infection. L’ARN du SINE, en s’associant avec la 

PKR, peut bloquer l’autophosphorylation de la protéine laquelle ne peut alors plus 

phosphoryler eIF2α (Chu et al, 1998).  

Il est proposé que  l’accumulation de transcrit SINE à la suite d’un stress permettrait à 

la cellule d’empêcher la diminution de la traduction provoqué par l’activation de la PKR. 

Cette hypothèse est d’ailleurs confirmée par le fait que le cycloheximide, un agent provoquant 

l’activation de l’expression du SINE Alu, conduit aussi à l’inhibition de l’activité de la PKR 

(Chu et al, 1998). Cependant, l’inhibition de la traduction par la PKR initiée par la présence 

d’ARN viraux est un moyen de limiter la propagation de l’infection virale. Or, on a vu 

précédemment que certains virus provoquaient aussi l’accumulation de transcrit SINE dans 

les cellules. Il est donc envisageable que les virus aient développé ce moyen pour venir 

empêcher l’inhibition de la traduction lorsqu’ils expriment leurs ARN.  

Une autre étude a montré que l’ARN Alu en condition de stress abiotique est aussi 

capable de stimuler la traduction d’ARNm néosynthétisés par une voie inconnue mais 

indépendante de la PKR (Rubin et al. 2002). Les auteurs proposent un modèle dans lequel 

l’ARN Alu stimulerait l’expression des ARNm qui n’étaient pas jusqu’alors engagés dans la 

machinerie de traduction. Ceci permettrait à la cellule de traduire des ARNm spécifiques de la 

réponse au stress rapidement et une fois revenue en conditions normales de reprendre la 

traduction des ARNm engagés dans la machinerie de traduction avant le stress. 

 

VII.3.3) La fonction riborégulatrice des SINE chez la plante. 

 

A ce jour on ne dispose que de peu d’information sur une éventuelle fonction 

cellulaire des éléments SINE dans le règne végétal. Cependant, une étude réalisée au 

laboratoire a montré que la surexpression du SINE SB1 chez Arabidopsis thaliana conduit à 

l’apparition de graves défauts de développement (Pouch-Pelissier et al. 2008). Cette étude a 

aussi permis de montrer que l’ARN de SB1 interagit avec la protéine HYL1 (DRB1), une 

protéine de liaison à l’ARN double brin qui intervient dans la production des miRNA (micro 

ARN) et des tasiRNA (trans-acting small interfering RNA). L’accumulation des miRNA et 

des tasiRNA dépendant de HYL1 est d’ailleurs modifié dans des plantes surexprimant le 
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SINE. Il semble donc que les SINE sont capable de moduler l’activité de certaines voies du 

RNAi chez les plantes. 
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Partie II : La protéine Rétinoblastome : 

lien entre cycle cellulaire et croissance. 

 

 

 

Nous venons de voir que chez les mammifères, l’infection par l’adénovirus conduit à 

l’activation de la transcription de l’élément SINE Alu. Or, ce virus code pour une protéine, 

E1A qui est capable d’interagir avec la protéine Rétinoblastome (RB). Il est probable que 

l’activation transcriptionelle des éléments SINE à la suite d’une infection virale passe par 

l’inactivation de RB. 

La protéine RB joue un rôle central dans la cellule. Cette protéine est tout d’abord un 

composant majeur du mécanisme de contrôle du cycle cellulaire. Son inactivation par des 

protéines virales conduit en effet à la dérégulation du cycle cellulaire. D’autre part, RB 

intervient dans le processus de croissance cellulaire. Pour cela, il contrôle la transcription 

médiée par l’ARN polymérase III (pol III). Ainsi, chez les mammifères, certaines protéines 

virales vont agir négativement sur RB ce qui a pour conséquence de déréguler le cycle 

cellulaire, la transcription pol III de manière générale et la transcription des éléments SINE en 

particulier. L’activation de la croissance cellulaire et du cycle cellulaire permet alors de 

mettre à disposition du virus la machinerie de réplication de la cellule hôte ainsi que la 

machinerie de traduction.   

Chez les plantes, l’activation de la transcription des éléments SINE à la suite d’un 

stress comme l’infection virale reste à démontrer. Cependant, certain virus encodent au sein 

de leurs génomes des protéines possédant un domaine de liaison à RB similaire à celui 

retrouvé chez E1A d’adénovirus. Il semble donc envisageable que dans le monde végétal, 

l’infection par un virus possédant une protéine de liaison à RB conduise à l’activation du 

cycle cellulaire, de la transcription pol III en général et de la transcription des éléments SINE.  
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I. Généralités. 

 

Le gène rétinoblastome (RB) a d’abord été caractérisé comme un gène suppresseur de 

tumeur chez l’enfant. En effet, sa mutation a été associée à une forme rare de tumeur maligne 

de l’œil appelée rétinoblastome (Friend et al. 1986). La perte ou la mutation du gène 

rétinoblastome est trouvée dans de rares cas de cancer, mais une altération dans les voies 

d’activation de RB est trouvée dans la majorité des cancers suggérant que la perte du contrôle 

de la protéine RB est un processus central dans le développement tumoral (Bookstein et al. 

1990, Fung et al. 1987, Lee et al. 1988). 

Le gène rétinoblastome encode une phosphoprotéine, RB, capable de contrôler la 

division et la croissance cellulaire.  La fonction principale de cette protéine est de faire le lien 

entre le cycle cellulaire et la machinerie transcriptionelle. Pour cela, elle va réguler 

l’expression d’un grand nombre de gènes lesquels sont responsables du passage de la cellule à 

travers certaines phases critiques du cycle cellulaire (Weinberg 1995). Parallèlement, elle va 

aussi contrôler la synthèse protéique en régulant les gènes transcrits par les ARN polymérases 

I et III.  

 A ce jour, peu d’informations sont disponibles concernant le cycle cellulaire chez les 

plantes. Dans le monde végétal, des gènes codant pour des homologues de la protéine RB ont 

été mis en évidence chez de nombreuses espèces de plantes supérieures telles que le maïs, le 

tabac et Arabidopsis thaliana mais également chez l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii 

(Grafi et al. 1996, Kong et al. 2000, Nakagami et al. 1999, Umen and Goodenough 2001). 

L’inhibition de la fonction RB chez la plante stimule le cycle cellulaire et retarde la 

différentiation (Park et al. 2005). La présence d’une protéine RB fonctionnelle est d’ailleurs 

nécessaire pour la formation des gamètes femelles chez Arabidopsis (Ebel et al. 2004). Enfin, 

la surexpression de la protéine RB inhibe la division cellulaire (Gordon-Kamm et al. 2002). 

Ces observations suggèrent que la voie de contrôle de cycle cellulaire par la protéine RB est 

conservée entre mammifères et plantes.  
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II.  Le cycle cellulaire. 

II.1. Généralités. 

 

Le cycle cellulaire est traditionnellement divisé en deux grandes phases : l’interphase 

pendant laquelle a lieu la réplication de l’ADN et la phase de division, la mitose (M). La 

réplication de l’ADN (phase S) occupe uniquement une portion de l’interphase. En effet, 

l’intervalle entre la fin du cycle précédant et le début de la réplication de l’ADN correspond à 

la phase G1 (Gap1). L’intervalle entre la fin de la réplication de l’ADN et le début de la 

mitose correspond à la phase G2 (Gap2) (Figure 4). C’est au cours de cette phase G1 que la 

cellule prend la décision d’entrer dans un processus de réplication de l’ADN et de division 

cellulaire. La décision se fait en fonction de différents éléments tels que la taille de la cellule, 

les facteurs de croissance ainsi que l’ensemble des signaux environnementaux. La progression 

à travers la phase G1 nécessite un important contrôle en particulier en un point spécifique de 

cette phase, le point de restriction R. Le point de restriction R est un point de contrôle critique 

qui a lieu à la fin de la phase G1. Après le passage de cette étape clé, la cellule va répliquer 

son ADN et devient alors insensible aux différents facteurs de croissance, la progression du 

cycle cellulaire ne peut plus être stoppée que par des anomalies de l’ADN (Branzei and Foiani 

2008). Le passage de ce point de contrôle dépend de la phosphorylation progressive de la 

protéine RB. En effet, selon l’état hypophosphorylé (actif) ou hyperphosphorylé (inactif), RB 

est capable de réguler l’expression de gènes clés responsables de la progression dans le cycle 

cellulaire. D’autre part, RB bloque la progression du cycle cellulaire en séquestrant les 

facteurs de transcription de type E2F. Au contraire lorsqu’il les libère, cela engendre la 

prolifération cellulaire. En effet, les facteurs de transcription E2F gouvernent l’expression de 

nombreux gènes nécessaires dans la progression du cycle cellulaire et à la réplication de 

l’ADN. La voie RB/E2F est considérée comme le principal mécanisme responsable de 

l’inhibition ou de l’activation de la prolifération cellulaire.  
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Figure 5: La polyploïdie chez Arabidopsis.
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La proportion de noyaux polyploïdes est indiquée sous la 
forme d'un histogramme. La valeur 2C correspond à la 
quantité d'ADN présent dans un noyau diploïde.

(D'après Nagl et al, 1976)
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II.2. Le cycle cellulaire chez les plantes. 

 

Même si le processus de division des cellules végétales est très conservé avec celui des 

autres espèces eucaryotes, les plantes ont développé un certain nombre de particularités. Par 

exemple, de nombreuses cellules différenciées ont la capacité de se dédifférencier et de 

devenir pluripotentes ce qui leur permet une plus grande plasticité développementale 

(Steward et al. 1964). D’autre part, la présence d’une paroi rigide entourant la cellule 

empêche tout mouvement ou migration cellulaire et contrairement aux cellules de 

mammifères, les cellules de plantes ne développent pas de tumeurs sauf dans certains cas 

précis de réaction aux pathogènes (Doonan and Hunt 1996). La plus grande particularité des 

plantes est la capacité de certaines cellules à répliquer leur ADN, éviter la mitose et rentrer à 

nouveau dans une phase de réplication ce qui constitue l’endoréduplication (Joubes and 

Chevalier 2000). Ce mécanisme a été observé dans le règne animal mais il est extrêmement 

fréquent chez les plantes (Nagl 1976). Le niveau de polyploïdie varie ainsi entre les espèces et 

les tissus (Figure 5). Une cellule en interphase possède généralement une quantité d’ADN fixe 

correspondant à la valeur 2C. Chez Arabidopsis, des noyaux avec un contenu en ADN de 32C 

sont détectés alors que dans certaines cellules de l’endosperme du maïs le contenu en ADN 

peut aller jusqu’à 192C (Galbraith et al. 1991, Kowles and Phillips 1985). La fonction 

physiologique de l’endoréduplication reste encore à déterminer mais plusieurs hypothèses ont 

été formulées. Il est possible que l’endoréduplication joue un rôle dans le processus de 

différentiation d’une cellule. Par exemple, la croissance des trichomes, le développement de la 

feuille et du fruit sont toujours associés à un processus d’augmentation de leur contenu en 

ADN (Joubes et al. 1999, Melaragno et al. 1993). Le cycle cellulaire classique et le processus 

d’endoréduplication ont la phase de réplication de l’ADN en commun et utilisent 

probablement la même machinerie. D’ailleurs la surexpression de gènes connues pour 

stimuler la réplication de l’ADN induisent à la fois la division et l’endoréplication (Schnittger 

et al. 2002a). Ainsi, la décision de réaliser un cycle cellulaire normal ou de rentrer dans un 

processus d’endoréduplication se fait probablement à la transition entre la phase G2 et la 

phase M et dépend de la présence d’un ou plusieurs facteurs MIF (Mitosis Inducing Factor) 

(De Veylder et al. 2002). Les facteurs MIF sont probablement constitués d’un ou plusieurs 

couples cycline/CDK. En effet chez Arabidopsis, des inhibiteurs de CDK sont capable de 

réguler l’endoréduplication (Verkest et al. 2005). 
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Figure 6: Structure de la protéine RB chez l'homme et les plantes.

(D'après Durfee et al, 2000)
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III.  Les caractéristiques de la protéine RB. 

 

Chez l’homme, la protéine RB est constituée de 928 acides aminés et comporte de 3 

domaines fonctionnels. Le domaine amino-terminal de 379 acides aminés, le petit domaine 

« pocket » central de 413 acides aminés constitué des boîtes A et B et le domaine carboxy-

terminal de 136 acides aminés (Figure 6). 

Les protéines RB de plantes ont conservé cette structure en trois grands domaines 

(Durfee et al. 2000). Cependant, la conservation de la séquence primaire diverge en fonction 

des domaines. La plus forte homologie entre les protéines de mammifères et les protéines de 

plantes se trouve au niveau du domaine « pocket » avec une identité de l’ordre de 20 à 35% 

(Figure 6). 

 

III.1. Le domaine  amino-terminal (N terminal). 

 

La fonction de ce domaine reste controversée. En effet des études semblent indiquer 

que ce domaine possède des propriétés de suppresseur de tumeur alors que d’autre 

expérimentations semblent indiquer le contraire (Riley et al. 1997, Xu et al. 1994). 

De nombreuses expériences de double hybride ont également mis en évidence 

l’importance de ce domaine dans la liaison à des partenaires protéiques jouant un rôle 

important dans les différentes fonctions de RB. Ainsi, RB interagit avec la protéine MCM7 

(minichromosome maintenance 7) nécessaire à l’initiation de la réplication et avec la protéine 

p84N5 laquelle interviendrait dans le processus apoptotique (Sterner et al. 1998; Lei and Tye 

2001; Durfee et al. 1994; Doostzadeh-Cizeron et al. 1999). La capacité de RB à réguler 

négativement la réplication de l’ADN et la mort cellulaire passerait donc par la séquestration 

de ces deux protéines. 

 

Chez les plantes, le domaine N-terminal a une longueur variable et on peut noter 

l’existence d’une région conservée riche en leucine de fonction inconnue entre les protéines 

RB des mammifères et les protéines de plantes au niveau de ce domaine N-terminal (Durfee, 

Feiler and Gruissem 2000) (Figure 6).  
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Figure 7: Comparaison de séquences des boîtes A et B des protéines RB.
Alignement de la séquence en acides aminés le la protéine RB humaine et de ses 
homologues chez la souris, la poule, le xénope et le maïs. La séquence des deux 
autres protéines humaines à domaine "pocket" p107 et p130 est également présentée. 
La position des boîtes A et B est indiquée.



Synthèse bibliographique                                                                                      

    
 

19 

 

 

III.2. Le petit domaine « pocket ». 

 

Le petit domaine « pocket » a été initialement identifié comme le fragment minimal de 

RB capable d’interagir avec les protéines virales à domaine LxCxE (Leucine-x-Leucine-x-

Acide Glutamique) tel que le grand antigène T du virus SV40, la protéine E7 du virus HPV ou 

la protéine E1A des adenovirus (Hu et al. 1990, Huang et al. 1990, Kaelin et al. 1990). Ce 

domaine est composé des boîtes A et B séparées d’un espaceur peu conservé. Les domaines A 

et B ont une séquence en acides aminés très conservée entre les espèces (Lee et al. 1998) 

(Figure 7). Ces deux domaines sont capables d’interagir ensemble afin de former une poche : 

le domaine « pocket » (Chow and Dean 1996). L’interaction entre ces deux domaines est 

d’ailleurs nécessaire à la fonction de la protéine (Qin et al. 1992). En effet, le domaine A est 

indispensable au domaine B afin d’assurer la bonne conformation de ce dernier (Kim and Cho 

1997, Lee, Russo and Pavletich 1998). Le site de fixation des protéines à domaine LxCxE se 

situe au niveau du domaine B (Lee, Russo and Pavletich 1998). De nombreuses oncoprotéines 

virales contiennent un motif LxCxE leur permettant de s’associer à la protéine RB (Dyson et 

al. 1989, Lee, Russo and Pavletich 1998, Ludlow et al. 1989, Whyte et al. 1988). Certaines 

protéines endogènes interagissent aussi avec la protéine RB via un domaine « LxCxE-like ». 

C’est le cas des histones déacétylase HDAC1 et HDAC2, et de l’ATPase BRG1 du complexe 

de remodelage des nucléosomes SWI/SNF (Switch [SWI]/sucrose non-fermenting [SNF]) 

(Dunaief et al. 1994; Brehm et al. 1998, Luo et al. 1998, Magnaghi-Jaulin et al. 1998). Le site 

de liaison aux protéines à domaine LxCxE n’est cependant pas le seul site de liaison du 

domaine « pocket ». En effet, les facteurs de transcription de la famille E2F (adenovirus E2 

promoter binding Factor) interagissent à la fois au niveau du domaine « pocket » et de la 

région carboxy-terminale (Huang et al. 1992). C’est d’ailleurs grâce à cette capacité 

d’interaction avec les facteurs E2F que RB joue un rôle si important dans le contrôle du cycle 

cellulaire (Harbour and Dean 2000).  

Le grand domaine « pocket » est constitué du petit domaine « pocket » ainsi que de la 

majeur partie du domaine carboxy-terminal. Il représente la structure minimale capable de 

complémenter l’activité suppresseur de tumeur de RB (Yang et al. 2002). 
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Le domaine « pocket » et en particulier les boîtes A et B sont très conservés entre les 

plantes et les mammifères ce qui suggère que ce domaine a gardé ses propriétés (Figure 7). La 

protéine RB de maïs est d’ailleurs capable de s’associer avec les facteurs E2F de l’homme 

ainsi qu’avec le grand antigène T du virus SV40 et la protéine E7 du virus HPV (Huntley et 

al. 1998). Plus récemment, la liaison entre la protéine RB de maïs et un facteurs E2F de blé a 

été mise en évidence par des expériences de double-hybride chez la levure (Ramirez-Parra et 

al. 1999, Sekine et al. 1999). Cela suggère que les protéines RB des plantes possèdent un 

domaine « pocket » fonctionnel lui permettant d’interagir avec des protéines à domaines 

LxCxE ainsi qu’avec des facteurs de la famille E2F.   

  

III.3. Le domaine Carboxy-terminal (C terminal). 

 

Le domaine C terminal de la protéine RB possède un motif de liaison à la protéine 

kinase dépendante des cyclines, la protéine CDK4, laquelle joue un rôle essentiel dans le 

contrôle de la fonction RB en jouant sur son niveau de phosphorylation (Wallace and Ball 

2004). 

Le domaine C terminal est crucial dans la fonction et la régulation de la protéine RB. 

Cette région, en collaboration avec les domaines A et B, est essentielle pour l’interaction avec 

de nombreuses protéines tel que l’oncoprotéine MDM2 et la tyrosine kinase c-abl (Welch and 

Wang 1993, Xiao et al. 1995). Ce domaine contient d’ailleurs de nombreux résidus sérines et 

thréonines qui lorsqu’ils sont phosphorylés entrainent l’inactivation de la protéine (Lees et al. 

1991) (Figure 6). 

Peu d’informations sont disponibles sur la fonction du domaine C terminal chez les 

plantes. Cependant, tout comme pour les protéines des mammifères, on retrouve la présence 

de nombreux résidus phosphorylables suggérant que le rôle de ce domaine dans la régulation 

de la protéine RB est conservé dans le règne végétal (Figure 6). 
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IV.  Contrôle de RB par la phosphorylation. 

 

En fonction de son niveau de phosphorylation, RB est capable de bloquer le cycle 

cellulaire en phase G1. Il s’agit donc d’une protéine essentielle dans le contrôle du cycle 

cellulaire. La protéine RB est une protéine proto-oncogène responsable de l’apparition de 

tumeurs lorsque son expression est altérée ou lorsque cette protéine est constitutionnellement 

phosphorylée (Sherr 1996). En effet, dans les cellules en phases G0 et G1, RB est présente 

sous sa forme hypophosphorylée alors que dans les cellules en phases S et M, RB est 

fortement phosphorylée (Buchkovich et al. 1989, Chen et al. 1989). 

L’analyse de la protéine a montré plus de 20 sites de phosphorylation différents aussi 

bien au niveau de résidus serines que thréonines (Lees, Buchkovich, Marshak, Anderson and 

Harlow 1991, Lin et al. 1991). Parmi ceux-ci, on trouve 16 sites potentiels de phosphorylation 

par les kinases dépendantes des cyclines de types CDK (Brown et al. 1999). Ces sites de 

phosphorylations se trouvent près du début du domaine « pocket », dans la région espaceur 

ainsi que dans le domaine carboxy-terminal (Figure 6). Ainsi, des protéines kinases 

dépendantes des cyclines phosphorylent RB en fin de phase G1 provocant son inactivation. 

En fin de mitose, des phosphatases déphosphorylent à leur tour  la protéine RB qui redevient 

alors pleinement fonctionnelle (Mittnacht 1998). 

 

 Tout comme leurs homologues mammifères, les protéines RB de plantes possèdent de 

nombreux sites potentiels de phosphorylation par les kinases de type CDK suggérant que la 

régulation de la fonction RB au cours du cycle cellulaire se fait de manière similaire (Durfee, 

Feiler and Gruissem 2000) (Figure 6). En effet une activité kinase de type CDK a été mise en 

évidence dans différentes cellules de plantes en fin de phase G1 et en début de phase S. Ainsi, 

il semble que comme chez les mammifères, la phosphorylation de la protéine RB est 

responsable du contrôle de la progression du cycle cellulaire chez les plantes.  
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IV.1. Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire chez les mammifères. 

IV.1.1) Phosphorylation de RB via la voie cyclin D/CDK4 et CDK6. 

 

Les cyclines de classe D (D1, D2 et D3) sont les principaux acteurs impliqués dans la 

phosphorylation de la protéine RB. Ces cyclines sont des régulateurs des kinases CDK4 et 

CDK6. Ainsi, en début de phase G1, les cyclines de classe D s’associent avec les protéines 

CDK4 /6 afin d’activer leur activité kinase provoquant la phosphorylation de RB et par 

conséquent l’entrée dans un nouveau cycle cellulaire (Kato et al. 1993). 

Les cyclines D1 et D3 contiennent un motif LxCxE décrit comme permettant 

l’association avec la protéine RB (Dowdy et al. 1993). Cependant, une cycline D1 mutée dans 

son domaine LxCxE reste capable d’induire la phosphorylation de RB signifiant que le 

complexe Cycline D/CDK4 ne s’associe pas à RB uniquement via ce domaine LxCxE 

(Horton et al. 1995). Plus récemment, une étude a montré qu’il existait un motif de liaison à la 

kinase CDK4 dans la partie carboxy-terminale de la protéine RB. Ce motif est d’ailleurs 

nécessaire pour la phosphorylation efficace de RB au cours de la phase G1 du cycle cellulaire 

(Wallace and Ball 2004). 

L’accumulation des cyclines de classe D passe par des contrôles transcriptionels, 

traductionels et post-traductionnels. Les voies Ras et c-Myc semblent avoir un rôle 

prépondérant en activant la transcription de certaines cyclines (Albanese et al. 1995, 

Amanatullah et al. 2001, Filmus et al. 1994, Bouchard et al. 1999).  

 

IV.1.2) Phosphorylation de RB via la voie cyclin E/CDK2. 

 

Les cyclines de classe E semblent également avoir un rôle important à jouer dans le 

contrôle de la phosphorylation de RB. En effet, l’expression constitutive de la cycline E a 

pour conséquence la phosphorylation de la protéine RB (Hinds et al. 1992). D’autre part, dans 

la plupart des cellules, le niveau de transcrit et la quantité de protéines de cette classe de 

cycline augmente fortement vers le milieu de la phase G1 lorsque la protéine RB est 

progressivement phosphorylée (Koff et al. 1991, Lew et al. 1991). Cette cycline serait en effet 

capable de s’associer avec la kinase CDK2 et de phosphoryler la protéine RB même lorsque 

la voie CyclinD/CDK4/CDK6 est inactivée (Gray-Bablin et al. 1996).  
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Figure 8: Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire 
               chez les mammifères.

La protéine RB commence à être phopshorylé en phase G1 par le complexe 
cycline B/CDK4/6. A la limite entre la phase G1 et la phase S (le point de 
restriction R), des résidus supplémentaires sont phosphorylés par le complexe 
cyclineA/CDK2. Le niveau élevé de phosphorylation de la protéine RB est 
maintenu par les complexes cycline A/CDK2 au cours de la phase S.
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La reconnaissance de RB par le complexe Cycline E /CDK2  semble faire intervenir 

différents motifs. Tout d’abord, les cyclines de classe E possèdent un motif de liaison au 

domaine « pocket » de RB de type LxCxE nécessaire à la phosphorylation de RB (Kelly et al. 

1998). D’autre part, un motif de liaison potentiel au complexe cyclin E/CDK2 est également 

présent dans le domaine carboxy-terminal de la protéine RB. La présence de ce motif est elle-

aussi essentielle dans la phosphorylation de RB par le complexe Cycline E/CDK2 (Adams et 

al. 1999).  

 

IV.1.3) Phosphorylation de RB  au cours du cycle cellulaire.  

 

Le rôle ainsi que les liens entre les cyclines de classe D et de classe E dans l’initiation 

de la phosphorylation de la protéine RB reste à déterminer. Cependant, il semblerait que les 

complexes cyclines D/CDK4/CDK6 seraient responsables de la première vague de 

phosphorylation de certains résidus sérines et thréonines de la protéine RB au cours de la 

phase G1 (Figure 8). Les complexes Cycline E/CDK2 ne seraient activés qu’à la fin de la 

phase G1. Ceci est cohérent avec le fait que le promoteur des cyclines de classe E est sous le 

contrôle de la protéine RB (Geng et al. 1996). L’activation transcriptionelle des gènes codant 

pour la cycline E à la fin de la phase G1 dépendrait donc de l’activité des cyclines de classe 

D. Ainsi à la frontière entre la phase G1 et la phase S, le complexe Cycline E/CDK2 viendrait 

phosphoryler la protéine RB au niveau de résidus sérines et thréonines différents de ceux 

utilisés par le complexe Cycline D/CDK4/CDK6 provoquant alors une augmentation 

supplémentaire du niveau général de phosphorylation de la protéine RB (Harbour et al. 1999) 

(Figure 8). 

 

IV.1.4) Rôle des complexes Cycline A/CDK2 et Cycline A/CDC2 dans la 

phosphorylation de RB. 

 

Les cyclines de classe A ne sont transcrites qu’à partir de la phase S du cycle cellulaire 

et sont dégradées juste avant la métaphase (Pines and Hunter 1990). Cela signifie qu’elles 

n’interviennent probablement pas dans le contrôle précoce du cycle cellulaire. Cependant, la 

cycline A peut s’associer avec la kinase CDK2 ainsi qu’avec la kinase CDC2 (Tsai et al. 
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1991). Le complexe Cycline A/CDK2 est d’ailleurs capable de phosphoryler RB (Ewen et al. 

1993). Une hypothèse est que ce complexe intervient au cours de la phase S dans le maintient 

de la phosphorylation de la protéine RB établie par les complexes Cycline D/CDK4/CDK6 et 

Cycline E/CDK2. 

 

La fonction de contrôle du cycle cellulaire par RB est principalement régulée via des 

processus de phosphorylation. Cependant, la protéine RB est la cible de nombreuses autres 

modifications post-traductionnelles telles que l’acétylation et la sumoylation lesquelles 

influent également sur les fonctions de la protéine (Chan et al. 2001, Ledl et al. 2005). Enfin, 

RB peut être la cible de clivages protéolytiques à la suite d’un signal apoptotique (Tan and 

Wang 1998). 

 

IV.2. La phosphorylation de RB chez la plante au cours du cycle cellulaire. 

 

Il existe 13 classes de cyclines chez les mammifère (A-L et T) et seulement 7 chez les 

plantes (A, B, C, D, H, P et T). Parmi celles-ci, il semble que seules les cyclines de type A, B 

et D interviennent dans la régulation du cycle cellulaire (Francis 2007). Chaque famille de 

cyclines est souvent composée de plusieurs membres lesquels n’assurent pas forcement la 

même fonction dans la cellule. Cela met bien en évidence la complexité de la situation chez 

les plantes. De manière générale, les cyclines de type A seraient impliquées dans tout le 

déroulement des phases S/G2/M (Imai et al. 2006, Wang et al. 2004). Cependant, certains 

gènes codant pour des cyclines de classe A sont activés à la fin de la phase G1 et au début de 

la phase S (Chaubet-Gigot 2000). Les cyclines B semblent quant à elles contrôler le passage 

entre les phases G2 et M (Ito et al. 1998, Schnittger et al. 2002b). 

On trouve 10 membres dans la famille des cyclines de classe D chez Arabidopsis dont 

la plupart contiennent un motif de liaison à RB de type LxCxE (Soni et al. 1995). Cela 

suggère que cette classe de cycline serait responsable de l’activation de la voie RB-E2F au 

cours du passage entre les phases G1 et S. La protéine RB des plantes est d’ailleurs capable de 

s’associer avec les cyclines de type D et A in vitro (Huntley et al,1998, Roudier et al. 2000). 

L’interaction entre les cyclines de type D et RB permettrait alors le recrutement d’une kinase 

de type CDK, et donc la phosphorylation de la protéine RB (Nakagami et al, 1999).  



Phase S

Phase G1 R

RB RB

cycline
 D

CDKA

Figure 9: Phosphorylation de RB au cours du cycle cellulaire 
               chez les plantes.

Dans le règne végétal, la phosphorylation de la protéine RB au passage entre 
la phase G1 et la phase S est réalisée par le couple cyline D/CDKA.

: résidu sérine ou thréonine phosphorylé
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Les gènes codant les cyclines de type D sont induits suite à l’action d’hormones 

végétales comme les cytokinines ou de nutriments comme le sucrose (Riou-Khamlichi et al. 

1999). Les plantes semblent donc avoir développé un moyen de moduler leur développement 

en fonction des conditions de leur environnement. Les hormones de plantes pourraient ainsi 

faire le lien entre les signaux environnementaux et le déroulement de la division cellulaire.  

Aucun  orthologue des protéines CDK4 et CDK6, responsables de la phosphorylation 

de la protéine RB humaine, ne semblent être représenté chez les plantes. Ces dernières 

possèdent cependant deux types de kinases dépendantes des cyclines intervenant dans le 

contrôle du cycle cellulaire: CDKA et CDKB (appelées également CDC2a et CDC2b chez 

Arabidopsis). CDKB est une kinase spécifique des plantes qui semble être surtout active au 

cours de la phase G2 (Oakenfull et al. 2002). La kinase CDKA semble elle être active au 

cours du passage G1/S et possède un motif de liaison aux cyclines (Oakenfull, Riou-

Khamlichi and Murray 2002). CDKA est d’ailleurs capable de s’associer avec les cyclines de 

type D2 et D3 (Healy et al. 2001).  

 Le model actuel établie que sous l’action des cytokinines, les cyclines de type D 

seraient produites, s’associeraient avec la kinase CDKA et provoqueraient la phosphorylation 

de la protéine RB au cours de la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire 

(Boniotti and Gutierrez 2001) (Figure 9). 

 

V. Déphosphorylation de la protéine RB au cours du cycle cellulaire. 

 

Le retour de la protéine RB à un état hypophosphorylé a lieu au cours de la phase de 

mitose (phase M). Cette étape de déphosphorylation se fait via l’activité de la protéine 

phosphatase 1 (PP1) (Nelson et al. 1997). Ainsi durant la phase de division, RB est 

déphosphorylée par PP1 ce qui a pour conséquence d’activer à nouveau sa capacité à bloquer 

le cycle cellulaire en phase G1/G0 (Ludlow et al. 1993). Cette étape de déphosphorylation est 

séquentielle, les sites phosphorylés par le complexe Cyclin D/CDK4 sont les premiers touchés 

par PP1 (Rubin et al. 2001). La déphosphorylation de RB se fait donc sur des résidus bien 

spécifiques et avec un contrôle temporel très précis suggérant que le passage de la phase M à 

la phase G1 est lui aussi très finement régulé. 



Monocotylédons

Figure 10: Arbre philogénétique des protéines RB de plantes
La fléche indique l'évènement de duplication potentiel expliquant la 
présence de 2 protéines RB chez certaines espèces. Le groupe 
correspondant aux cotylédons est indiqué.

(D'après Sabelli and Larkins, 2006.) 
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Très peu d’informations sont disponibles au sujet de la régulation des protéines RB de 

plantes par d’éventuelles phosphatases. Le génome d’Arabidopsis contient 26 gènes codant 

pour des phosphatases de type sérine/thréonine (Farkas et al. 2007). D’autre part, une étude 

récente de double-hybride chez la levure a montré qu’une protéine RB de riz était capable de 

lier la phosphatase PP2B de la luzerne suggérant que le contrôle de RB par des phosphatases 

est conservé dans le règne végétal (Lendvai et al. 2007). 

 

VI.  Les protéines de la famille RB. 

 

Chez les mammifères, outre RB, les protéines p107 et p130 appartiennent également à 

la famille des protéines à domaine « pocket » (Mulligan and Jacks 1998). Les gènes codant 

pour les protéines p107/p130 ont des séquences primaires relativement proches (de l’ordre de 

50%) (Figure 7). L’identité entre p107/p130 et RB est globalement plus faible (30 et 35% 

respectivement). Cependant p107/p130 possèdent un domaine « pocket » constitué d’une 

boîte A et d’une boîte B assez similaire avec celui présent dans la protéine RB. La présence 

de ce domaine « pocket » conservé permet à ces protéines de s’associer aux facteurs E2F ainsi 

qu’aux protéines contenant un domaine LxCxE (Ewen et al. 1991, Li et al. 1993, Schwarz et 

al. 1993).  

Tout comme RB, les protéines p107 et p130 ont la capacité de contrôler négativement 

le cycle cellulaire en fonction de leurs niveaus de phosphorylation (Claudio et al. 1994, Zhu 

et al. 1993, Mayol et al. 1995, Tedesco et al. 2002, Xiao et al. 1996). Ces protéines bloquent 

la transition entre les phases G1 et S en inactivant certains facteurs de transcription de la 

famille E2F dont le rôle est de faire entrer les cellules en phase S (Vairo et al. 1995, 

Zamanian and La Thangue 1993). 

Dans le règne végétal, il existe une particularité assez intrigante. En effet, la fonction 

RB semble être assurée par deux protéines distinctes chez les monocotylédons tels que le riz, 

le blé, l’avoine et la canne à sucre (Sabelli and Larkins 2006). Le maïs possède même une 

troisième protéine homologue à RB (Lendvai et al, 2007) (Figure 10).  Chez les mousses, les 

algues unicellulaires et les dicotylédons comme Arabidopsis, le tabac, le trèfle et la tomate, on 

trouve un seul et unique gène homologue à RB (Sabelli and Larkins 2006). Il semble donc 

que les monocotylédons aient développé un système de régulation du cycle cellulaire plus 



Figure 11: La famille E2F chez les mammifères.

La famille des facteurs E2F est divisée en 3 groupes selon leurs structures 
et leurs fonctions. Les intéractions possibles avec des partenaires DP 
ainsi qu'avec la protéine "pocket" sont présentées dans le tableau. L'effet 
activateur et/ou répresseur de chaque facteur est indiqué.

(D'après Laquinta and Lees, 2007)
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complexe que les dicotylédons. On peut supposer que comme chez les animaux, ces 

différentes protéines RB ont des rôles parfois chevauchants ou permettent une régulation plus 

fine du cycle cellulaire. 

 

VII.  Les facteurs E2F. 

VII.1. Chez les mammifères. 

 

Dans les cellules, les facteurs E2F sont présents sous la forme de complexes 

hétérodimeriques constitués d’une part du facteur E2F et d’autre part d’un facteur de 

transcription de type DP.  

Les mammifères possèdent au moins 8 gènes codant pour 9 facteurs E2F différents 

(E2F1, E2F2, E2F3a, E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 et E2F8) et on distingue 2 membres 

pour la famille des facteurs DP (DP1 et DP2) (Iaquinta and Lees 2007, Wu et al. 1995). Assez 

peu d’informations sont disponibles au sujet des propriétés spécifiques de chaque type de 

facteurs E2F. Cependant, certaines études suggèrent que chaque type de facteur pourrait avoir 

une fonction propre ou serait limité à certains types cellulaires (Field et al. 1996, Lindeman et 

al. 1998, Yamasaki et al. 1996). Les protéines E2F peuvent ainsi être classées en deux 

catégories en fonction de leurs propriétés transcriptionnelles (Figure 11). Les facteurs E2F1, 

E2F2 et E2F3a sont considérés comme des activateurs de transcription alors que les facteurs 

E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 et E2F8 sont généralement classés dans la catégorie des 

répresseurs de transcriptions. Le gène E2F3 est à l’origine de la synthèse de deux transcrits 

via l’utilisation d’un promoteur alternatif situé dans un intron. Deux protéines sont ainsi 

produites : E2F3a, protéine pleine longueur  et E2F3b, protéine qui a perdu son domaine 

transactivateur expliquant l’effet négatif de ce facteur lorsqu’il est présent au niveau d’un 

promoteur (He et al. 2000) (Figure 11). 

Une protéine DP est toujours associée avec un des facteurs E2F afin de former un 

hétérodimère. Toutes les combinaisons sont possibles in vivo suggérant l’extrême complexité 

des voies de régulation transcriptionelles contrôlées par les facteurs E2F (Iaquinta and Lees 

2007). 

 





Synthèse bibliographique                                                                                      

    
 

28 

 

VII.1.1) Les facteurs E2F1, E2F2 et E2F3a. 

 

E2F1, E2F2 et E2F3a ont des structures fortement homologues en particulier au 

niveau des domaines de localisation nucléaire (NLS), de domaine de liaison à l’ADN, de 

domaine de dimérisation et d’association à une protéine à domaine « pocket » (Figure 11). 

Dans leurs régions carboxy-terminales on trouve également un domaine transactivateur 

conservé. E2F1, E2F2 et E2F3a sont considérés comme des activateurs transcriptionnels 

capables d’induire le passage en phase S d’une cellule bloquée en phase G1 (Lukas et al. 

1996). Avec leurs partenaires DP, ils activent la transcription des gènes de réponse aux 

facteurs E2F (Krek et al. 1993).  

 

VII.1.2) Les facteurs E2F3b, E2F4 et E2F5. 

 

La séquence de ces protéines diverge beaucoup des facteurs E2F activateurs de 

transcription. Ces protéines ont en effet perdu la majeure partie de leur séquence amino-

terminale (Figure 11).  E2F3b, E2F4 et E2F5 possèdent cependant un domaine de liaison à 

l’ADN, un domaine de dimérisation et un domaine d’association à une protéine à domaine 

« pocket ». Plusieurs découvertes semblent indiquer que ces facteurs de transcription ont un 

effet négatif sur la régulation de l’expression des gènes E2F (Lukas et al, 1996; He et al, 

2000) 

 

VII.1.3) Les facteurs E2F6, E2F7 et E2F8 

 

Il s’agit des facteurs les plus récemment caractérisés et de ce fait on ne dispose que de  

peu d’informations. Il semble qu’ils agissent en tant que répresseur de transcription en 

empêchant la fixation des facteurs E2F activateurs ou/et en recrutant des complexes 

répresseurs au niveau des promoteurs des gènes contrôlés par les facteurs E2F (Morkel et al. 

1997; de Bruin et al. 2003, Maiti et al. 2005, Di Stefano et al. 2003, Trimarchi et al. 2001). 

Ils ne possèdent pas de site de dimérisation et de liaison aux protéines à domaine « pocket » et 



E2Fa

E2Fb

E2Fc

E2Fd

E2Fe

E2Ff

DPa

DPb

: 10aa : domaine
  de liaison
  à l'ADN

: domaine de 
  dimérisation

: région
  conservée

: région
  transactrivatrice

Figure 12: Les facteurs E2F chez Arabidopsis thaliana.

(D'après Vandepoele et al, 2002)
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semblent donc agir indépendamment des facteurs DP  et des protéines RB, p107 et p130 

(Figure 11). (Di Stefano, Jensen and Helin 2003, Maiti et al, 2005, de Bruin et al, 2003). 

 

VII.2. Chez les plantes. 

 

Des facteurs E2F ont été identifiés chez de nombreuses espèces de plantes telles que le 

blé, la carotte, le tabac, le riz et Arabidopsis thaliana (Albani et al. 2000, Kosugi and Ohashi 

2002, Mariconti et al. 2002, Ramirez-Parra et al, 1999, Sekine et al, 1999). 

Chez Arabidopsis, on trouve 6 protéines homologues à E2F réparties en deux groupes 

distincts (Vandepoele et al. 2002) (Figure 12). Le premier groupe est constitué des facteurs de 

transcription E2F qui sont les plus similaires aux facteurs E2F de mammifères et sont 

désignés E2Fa, E2Fb et E2Fc. Ils possèdent un domaine de dimérisation, un domaine de 

liaison à l’ADN, un domaine de liaison à RB et un domaine transactivateur (Figure 12). 

Comme pour les facteurs E2F humains E2F1-3, les facteurs E2Fa et b sont considérés comme 

des facteurs activateurs de transcription. En effet lorsqu’ils sont surexprimés, ils provoquent 

l’activation du cycle cellulaire ainsi que l’induction de l’expression de gènes spécifiques de la 

phase S (Magyar et al, 2005, Sozzani et al. 2006). Ces facteurs de transcription sont d’ailleurs 

capables d’interagir avec la protéine RB de plante (de Jager et al. 2001). E2Fa est exprimé 

tout le long du cycle cellulaire alors que E2Fb est principalement exprimé en fin de phase G1 

et en début de phase S suggérant que ce facteur a un rôle important à jouer dans le contrôle du 

passage du point de restriction R chez les plantes (De Veylder et al, 2002). Le facteur E2Fa 

est fortement exprimé dans les tissus vasculaires des feuilles et des racines ainsi que dans des 

régions de forte division cellulaire telles que la pointe des racines, le méristème apical et le 

primordium foliaire (De Veylder et al, 2002). Le facteur E2Fc est considéré comme un 

répresseur de transcription (Sozzani et al, 2006). En effet, des expériences d’expression 

transitoire ont montré que le facteur E2Fc ne possédait pas de propriétés d’activateur de 

transcription (Kosugi and Ohashi 2002). Pourtant E2Fc est capable d’interagir avec la 

protéine RB (del Pozo et al. 2002). La taille réduite de son domaine transactivateur en C 

terminal serait la cause de son incapacité à activer la transcription de manière efficace 

(Kosugi and Ohashi 2002) (Figure 12). Ainsi, lorsque E2Fc est surexprimé, il provoque un 

retard de la division cellulaire ainsi qu’une inhibition des gènes spécifiques de la phase S (del 
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Pozo, Boniotti and Gutierrez 2002). Cependant, la fonction d’inhibiteur de transcription 

d’E2Fc n’est pas complètement établie. En effet, il a été montré capable de transactiver 

l’expression de gènes rapporteurs dotés de promoteurs possédant des sites de liaisons aux 

facteurs E2F (Mariconti et al, 2002). D’autre part, le facteur E2Fc est exprimé principalement 

au niveau des méristèmes et des cellules récemment différenciées (del Pozo, Boniotti and 

Gutierrez 2002). Il semblerait donc que, comme chez les mammifères, les différentes activités 

des facteurs E2F (activatrices et/ou répressives) pourraient dépendre du type de cellule ainsi 

que du stade de développement. 

La seconde catégorie de facteur E2F chez Arabidopsis regroupe les facteurs E2Fd, 

E2Fe, and E2Ff. Ces facteurs ont la particularité de ne pas posséder de domaine de liaison à 

RB, de domaine transactivateur ni même de domaine de dimérisation (Figure 12). Par contre, 

ils possèdent deux domaines de liaison à l’ADN ce qui leur permet de reconnaître un site E2F 

indépendamment de la présence d’un facteur DP tout comme leurs homologues mammifères 

E2F7 et E2F8 (Mariconti et al, 2002, Di Stefano, Jensen and Helin 2003, Maiti et al, 2005). 

Cependant même si la présence d’un motif NLS leur permet d’être présents dans le noyau, 

l’absence de domaine transactivateur ne leur permet pas d’activer la transcription, au 

contraire, ils semblent capables d’interférer avec l’activité des autres membres de la famille 

E2F probablement en rentrant en compétition pour le même site cible de l’ADN (Mariconti et 

al, 2002, Kosugi and Ohashi 2002). Ainsi la surexpression de EF2f conduit à une diminution 

de la taille des cellules des racines et de l’hypocotyle, en réprimant des gènes intervenant dans 

la voie de biosynthèse de la paroi des cellules (Ramirez-Parra et al. 2004). E2Fd et E2Ff sont 

d’ailleurs peu exprimés au cours de la phase S suggérant leur rôle antagoniste sur le contrôle 

des gènes E2F en dehors de cette phase (Mariconti et al, 2002). 

 

VIII.  Les facteurs DP 

 

Chez les mammifères ont trouve 2 gènes DP codant pour les protéines DP1 et DP2 

(Girling et al. 1993, Wu et al. 1995). Les facteurs DP et E2F possèdent le même domaine de 

liaison à l’ADN et reconnaissent la même séquence ADN (Girling et al.1993). Cependant, les 

facteurs DP1 et DP2 ne sont pas capables de lier l’ADN en l’absence d’un facteur E2F (Zhang 

and Chellappan 1995). Le complexe E2F/DP active la transcription de manière synergique. 



Synthèse et Régulateurs négatifs
 réplication de l'ADN  du cycle cellulaire

G1 ASK CDKN1C APAF1
CCND1 CDC14B CDKN2C BAD
CCND2 CDC45L CDKN2D BAK1
JUN CDC6 E2F7 BCL2
MYC CDC7L1 RB1 BID
MYCN CDT1 RBL1 BOK
G1/S DCK Checkpoints CASP3
CCNE1 DHFR BRCA1 CASP7
CCNE2 DUT BRCA2 CASP8
CDC25A LIG1 BUB1 MAP3K14
CDK2 MCM2 BUB1B MAP3K5
E2F1 MCM3 BUB3 TP73
E2F2 MCM4 CENPE Développement
E2F3 MCM5 CHK1 BAPX1
NPAT MCM6 MAD2L1 EED
MYB MCM7 TP53 EN2
MYBL2 ORC1L TTK EZH2
TFDP1 PCNA Réparation de l'ADN FOS
S/G2 POLA BARD1 HEY1
AURKB POLA2 CSTF1 HOXA4
CCNA1 POLD1 FEN1 HOXA5
CCNA2 PRIM2A MGMT HOXA7
CDC2 RCF1 MLH1 HOXA9
CDC20 RCF2 MSH2 HOXA10
CKS1 RCF3 MSH6 HOXA11
CKS2 RCF4 PMS2 HOXB9
HEC RPA1 PRKDC HOXD8
KI-67 RPA2 RAD51 PITX1
KIF4A RPA3 RAD54L SIX1
KNSL4 RRM1 UNG1 SUZ12
PLK RRM2 UNG2 Différentiation
PRC1 TK1 BMP2
SMC2L1 TOP2A FST
SMC4L1 TYMS TGFA
STK12 PPARGC1

JUNB
TEAD4

Cycle cellulaire Apoptose

Figure 13: Gènes contrôlés par les facteurs E2F chez les mammifères

Exemples de gènes cibles de E2F regroupés en fonction de leurs rôle dans la 
cellule. Ces gènes ont été mis en évidence par des techniques de micro array 
et/ou par des techniques classiques. (Voir Bracken et al, 2004 pour plus de 
détails).
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Ainsi le facteur DP active la transcription en augmentant l’activité transcriptionelle et la 

capacité de liaison à l’ADN du facteur E2F qui lui est associé (Bandara et al. 1993, Helin et 

al. 1993, Krek, Livingston and Shirodkar 1993). 

 Chez Arabidopsis, on trouve 2 facteurs DP désignés DPa et DPb lesquels possèdent un 

domaine de liaison à l’ADN et un domaine de dimérisation comme leurs homologues 

mammifères DP1 et DP2 (Kosugi and Ohashi 2002, Magyar et al. 2000) (Figure 12). E2Fa et 

E2Fb sont capables d’interagir à la fois avec DPa et DPb alors que E2Fc n’interagit qu’avec le 

facteur DPb (del Pozo, Boniotti and Gutierrez 2002, del Pozo et al. 2006, Magyar et al. 2000). 

Les facteurs E2Fa, E2Fb et E2Fc ne sont pas capables de s’associer directement à l’ADN, en 

effet pour cela, ils ont besoin d’être associés sous forme dimérique avec un facteur DP 

(Kosugi and Ohashi 2002, Mariconti et al. 2002). Les facteurs DPa et DPb possèdent un NLS 

dans leur région amino-terminal. La présence de ce NLS est essentielle dans la fonction de 

localisation de ces facteurs. En effet DPa va permettre la localisation des facteurs E2Fa et 

E2Fb au niveau du noyau de la cellule (Kosugi and Ohashi 2002). Même si DPb semble être 

le partenaire du facteur E2Fc, il ne permet pas de le localiser au niveau du noyau suggérant 

que l’adressage du facteur E2Fc passe par d’autres types d’interaction (Kosugi and Ohashi 

2002). Comme pour E2Fa, la transcription du facteur DPa varie au cours du cycle cellulaire, 

l’accumulation de ces deux transcrits est en effet maximale au début de phase S (Magyar et 

al.,2000) Il semble que comme pour les mammifères, les facteurs E2F et DP de plantes 

s’associent sous la forme d’hétérodimères afin de venir moduler l’expression des gènes de 

réponses aux facteurs E2F. 

 

IX.  Les gènes contrôlés par les facteurs E2F. 

IX.1. Les gènes identifiés chez les mammifères. 

 

 Les facteurs de transcription de la famille E2F sont des effecteurs de la protéine RB et 

vont contrôler l’expression de plusieurs centaines de gènes intervenant non seulement dans la 

réplication de l’ADN et le cycle cellulaire mais aussi dans la réparation de l’ADN, l’apoptose, 

la différentiation et le développement (Bracken et al. 2004) (Figure 13). 

Les facteurs E2F se lient aux promoteurs au niveau d’une séquence consensus de type 

TTTCGCGC (Hardy and Shenk 1989). Cette séquence est présente dans les promoteurs de 



Figure 14: Les gènes cibles des facteurs E2F chez Arabidopsis.

Exemples de gènes cibles de E2F regroupés en fonction de leurs rôles dans la 
cellule. Ces gènes ont été mis en évidence par des techniques de micro array 
et/ou par des techniques classiques. Le locus du gène est indiqué. Des homolo-
gues de ces gènes ont été mis en évidence chez le riz, la grande majorité ont 
conservé un motif de liaison aux facteurs E2F. (Voir Vandepoele et al, 2005 pour 
plus de détails).
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nombreux gènes connus ou supposés avoir un rôle dans la croissance cellulaire et le contrôle 

du cycle cellulaire (Figure 13). Ainsi, les facteurs E2F contrôlent l’expression du facteur b-

myb responsable de la régulation de l’expression de nombreux gènes intervenant dans la 

phase S (Joaquin and Watson 2003, Lam and Watson 1993). Ils contrôlent également 

l’expression du facteur de transcription c-myc important dans la croissance cellulaire (Hiebert 

et al. 1989, Thalmeier et al. 1989). 

Les facteurs E2F régulent l’expression de gènes codant à la fois des enzymes 

intervenant dans la synthèse des nucléotides telles que la thymidine kinase, la thymidilate 

synthase, la dihydrofolate réductase, et les protéines qui composent le complexe de 

reconnaissance de l’origine de réplication tel que Orc1, CDC6 et MCM2 à MCM7 (Leone et 

al. 1998, Yan et al. 1998). Des gènes codant pour la machinerie de réplication comme les 

sous-unités I et II de l’ADN polymérase alpha, le cofacteur PCNA des polymérases et la sous-

unité catalytique le l’ADN polymérase delta sont également sous contrôle des facteurs E2F 

(Lee et al. 1995, Pearson et al. 1991, Zhao and Chang 1997). 

Il est enfin intéressant de noter que les promoteurs des gènes E2F sont eux-mêmes 

contrôlés par les facteurs E2F (Ren et al. 2002). 

 

IX.2. Les gènes identifiés chez les plantes. 

 

Chez Arabidopsis, on trouve plus de 3500 gènes contenant un motif de liaison aux 

facteurs E2F de 12 pb de long (séquence consensus nTTssCGssAAn, n étant un A ou T  et s 

un G ou un C) au niveau de leurs promoteurs (Vandepoele et al. 2005). Le contrôle de la 

transcription des gènes par les facteurs E2F chez les plantes a été mis en évidence pour un 

nombre limité de gène (Figure 14). Ainsi, il a été montré que le gène RNR (RiboNucléotide 

Réductase) et PCNA du tabac ainsi que le gène CDC6 d’Arabidopsis était sous le contrôle de 

ces facteurs de transcription (Castellano et al. 2001, Chaboute et al. 2000, de Jager et al. 

2001).  

Plus récemment, des études bioinformatiques associées à des analyse par RT-PCR et 

de microarray chez Arabidopsis ont permis de mettre en évidence l’importance et la diversité 

des gènes contrôlés par les facteurs E2F au cours du cycle cellulaire (Ramirez-Parra et al. 

2003, Vandepoele, et al. 2005) (Figure 14). Ainsi chez les plantes, les facteurs E2F contrôlent 
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la transcription de certains éléments clés du cycle cellulaire tels que la protéine RB, la cycline 

CYCA3;2 et les facteurs E2Fb, c et f. Ils jouent également un rôle dans le contrôle de 

nombreux éléments assurant la réplication de l’ADN comme l’ADN topoïsomérase III, le 

domaine catalitique α de l’ADN polymérase III, les gènes codant pour les protéines PCNA1 et 

2 et l’ADN polymerase δ. 

Des facteurs contrôlant l’initiation de la réplication sont également régulés par les 

facteurs E2F, c’est le cas des gènes CDC6 a et b, des protéines de reconnaissance des origines 

de réplication ORC 1, 3 et 6 (Origin recognition complex) et des protéines MCM 

(Minichromosome maintenance). Certains gènes intervenant dans la structure de la 

chromatine sont aussi soumis au contrôle des facteurs E2F chez Arabidopsis, c’est le cas de 

l’ADN méthyl transférase DMT1 et des histones acétyltransférases HAG2 et HAT1. 

Enfin, des gènes intervenant dans les processus de réparation de l’ADN sont 

également contrôlés par ces facteurs de transcription tel que les protéines MSH1 et 3 

(mismatch repair homolgue of MutS family), RAD5 et BRCA2. 

Des gènes normalement activés au cours de la phase G2 du cycle cellulaire sont 

également contrôlés par les facteurs E2F. C’est par exemple le cas des gènes codant pour les 

cyclines CYCA2;2 et CYCB1;1 qui sont des gènes spécifiques des phases G2-M du cycle 

cellulaire (Hemerly et al. 1992). Cependant, parmi tout les gènes cibles potentiels des facteurs 

E2F, la grande majorité est exprimée au cours des phases G1-S ce qui met bien en évidence le 

rôle spécifique de ces facteurs dans cette phase précise du cycle cellulaire chez les plantes. 

 

X. Contrôle des facteurs E2F par la protéine RB au cours du cycle 

cellulaire. 

X.1. Chez les mammifères. 

 

En phase G0 et au début de la phase G1 les promoteurs des gènes de réponse aux 

facteurs E2F sont réprimés. En effet, durant ces stades du cycle cellulaire, les facteurs 

répresseurs de transcription E2F4 et E2F5 sont fixés sous la forme d’hétérotrimère avec une 

protéine DP au niveau des promoteurs des gènes E2F (Takahashi et al. 2000) (Figure 15). Les 

protéines p107 et p130 sont alors associées à ces deux facteurs E2F via leurs domaines 
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« pocket » (Cao et al. 1992, Cobrinik et al. 1993, Shirodkar et al. 1992). Le complexe 

p107/p130 réprime également l’activité des gènes en recrutant une histone déacétylase 

HDAC1 laquelle déacétyle les histones H4 situées au niveau du promoteur du gène (Ferreira 

et al. 1998, Ferreira et al. 2001). D’autres enzymes de remodelage de la chromatine 

interviendraient dans l’effet répresseur des protéines p107 et p130 notamment l’ADN méthyl 

transférase DNMT1 et l’histone méthyl transférase SUV39H1 (Macaluso et al. 2003). 

Parallèlement, la protéine RB hypophosphorylée séquestre les facteurs activateurs de 

transcription E2F1, E2F2 et E2F3 lesquels ne peuvent pas se fixer au niveau des promoteurs 

des gènes contrôlés par les facteurs E2F (de la Luna et al. 1996). 

La protéine RB semble également intervenir dans la répression de certains gènes 

contrôlés par les facteurs E2F lors des phases G0 et G1. Par exemple, le promoteur du gène 

codant pour la cycline E est dérégulé dans des cellules mutées pour RB et cela même en 

présence de complexe p107/p130/E2F4 disponibles (Herrera et al. 1996). RB réprimerait la 

transcription en recrutant une histone déacétylase, une histone méthyl transferase, une ADN 

méthyl transférase et/ou les facteurs SWI/SNF de remodelage des nucléosomes (Brehm et al. 

1998, Dunaief et al. 1994, Magnaghi-Jaulin et al. 1998, Robertson et al. 2000, Vandel et al. 

2001). Il est intéressant de noter que l’absence des facteurs E2F1, E2F2 et E2F3 conduit 

également à la dérépression du promoteur du gène codant pour la cycline E (Wu et al. 2001). 

Ainsi les facteurs E2F1-3 semblent avoir un rôle répresseur de transcription dans certaines 

conditions. Ce dernier exemple illustre bien la complexité de la régulation des gènes par les 

facteurs E2F et par les protéines à domaine « pocket ». 

 

A là fin de la phase G1, la protéine RB est phosphorylée par les complexes 

cyclines/CDK ce qui entraine la libération des facteurs E2F1, E2F2 et E2F3. De la même 

manière, les protéines p130 et p107 sont également la cible de kinases (De Luca et al. 1997) 

(Figure 15). Ils se dissocient des facteurs répresseurs E2F4 et E2F5 lesquels vont être 

transférés dans le cytoplasme et dégradés par le protéasome (Hateboer et al. 1996). Les 

facteurs E2F1, E2F2 et E2F3 libres vont alors pouvoir se fixer au niveau des promoteurs sous 

la forme d’hétérodimère avec un facteur DP et ainsi activer la transcription (Takahashi, 

Rayman and Dynlacht 2000). Cette fixation se fait le plus souvent au niveau de sites 

différents de ceux utilisés par les facteurs E2F répresseurs (Araki et al. 2003). 
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E2F1, E2F2 et E2F3 sont des facteurs activateurs de transcription qui contrôlent 

l’activation des gènes de réponses aux facteurs E2F. En effet la surexpression de l’un de ces 

facteurs conduit une cellule quiescente à ré-entrer dans le cycle cellulaire (Lukas et al. 1996). 

Ainsi, à chaque cycle cellulaire, les facteurs E2F induisent l’activation de gènes intervenant 

dans la réplication de l’ADN et la progression du cycle cellulaire. 

 

Même si les protéines RB, p107 et p130 semblent avoir des rôles distincts au cours du 

processus de régulation de l’expression des gènes E2F, leurs rôles dans le contrôle du cycle 

cellulaire peuvent aussi être redondant dans certains cas. Ainsi des fibroblastes mutants pour 

la protéine RB ou pour le complexe p107/p130 sont toujours capable de bloquer le cycle 

cellulaire en G0/G1 alors que la perte de l’ensemble de ces protéines à domaine « pocket » ne 

permet plus de stopper la progression du cycle cellulaire (Dannenberg et al. 2000, Sage et al. 

2000).  

L’ensemble des protéines à domaine « pocket » pourraient réguler l’activité 

transcriptionelle de manière différente en fonction du stade du cycle cellulaire, du promoteur 

ou du type cellulaire et cela en recrutant un facteur E2F particulier. 

 

 

X.2. Contrôle des facteurs E2F par RB chez les plantes 

 

On dispose de peu d’informations concernant le déroulement du processus de contrôle 

des gènes E2F par la protéine RB au cours du cycle cellulaire. Lors de la phase G0, il est 

probable que comme chez les mammifères, les facteurs E2F soient inactifs car associés avec 

la protéine RB (Figure 16). Parallèlement, la présence de RB au niveau des promoteurs des 

gènes permet probablement de mettre en place un état réprimé de la chromatine comme ce 

que l’on observe chez les mammifères. En effet, le génome d’Arabidopsis encode plusieurs 

protéines appartenant aux protéines de remodelage des nucléosomes SWI-SNF. L’une 

d’entre-elle, la protéine SYD, présente d’ailleurs un motif de liaison à la protéine RB 

suggérant que des complexes de types SWI-SNF pourraient jouer un rôle dans la régulation de 

l’expression des gènes contrôlés par les facteurs E2F (Wagner and Meyerowitz 2002). Chez 

les mammifères, le recrutement des histones déacétylase HDAC par la protéine RB se fait via 
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l’intermédiaire de la protéine RbAp48 qui appartient à un complexe de remodelage de la 

chromatine (Parthun et al. 1996, Qian et al. 1993). Des homologues de RbAp48 ont été 

identifiés chez la tomate et chez Arabidopsis (Ach et al. 1997). L’homologue présent chez la 

tomate est d’ailleurs capable de s’associer avec la protéine RB du maïs (Ach, Taranto and 

Gruissem 1997). Cela suggère que comme chez les mammifères, la protéine RB, lorsqu’elle 

est associée au niveau d’un promoteur, est capable d’inhiber la transcription en modifiant 

l’état de la chromatine via des histones déacétylases. D’autre part, chez les mammifères, 

l’ADN méthyl transférase DNMT1 est associé avec les HDAC au niveau des promoteurs. La 

conservation de la protéine DNMT1 chez Arabidopsis suggère que cette dernière est 

également présente au niveau des promoteurs des gènes associée à RB afin de méthyler  

l’ADN (2000). Il est aussi probable que la protéine RB des plantes soit capable de recruter des 

histone méthyl transférases (HMT) comme ses homologues mammifères. En effet la protéine 

CLF (Curly LeaF) d’Arabidopsis possède un domaine caractéristique des HMT et est capable 

de s’associer avec la protéine RB de maïs et humaine (Williams and Grafi 2000).  

Chez les plantes, l’activation du cycle cellulaire passerait par les cyclines de type D, 

en particulier la cycline CYCD3;1 dont la transcription est contrôlée en réponse aux 

hormones de type cytokinines et auxines permettant ainsi d’intégrer des signaux provenant de 

l’environnent extérieur (Riou-Khamlichi, Huntley, Jacqmard and Murray 1999) (Figure 16). 

Cette cycline interagit avec la kinase CDKA (Healy et al. 2001). L’interaction entre les deux 

protéines active l’activité kinase de CDKA, laquelle va venir phosphoryler la protéine RB 

grâce à la présence d’un domaine LxCxE de liaison à RB porté sur la cyline de type D 

(Nakagami et al. 1999). RB sous sa forme phosphorylée libére les facteurs de transcription 

E2Fa-c. Ces facteurs de transcription vont alors former un hétérodimère avec un de leur 

partenaire DP et ainsi se fixer au niveau de sites de liaison aux facteurs E2F situés au niveau 

des promoteurs et ainsi activer ou réprimer leur activation qui conduit alors au passage de la 

phase G1 à la phase S (Figure 16). 
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XI.  Rôle de RB dans le contrôle de la croissance cellulaire 

 

Parallèlement au contrôle du cycle cellulaire, la protéine RB régule aussi la croissance 

cellulaire laquelle nécessite la présence d’ARN de transfert (ARNt) et d’ARN ribosomiques 

(ARNr) en grande quantité. Ainsi, les facteurs E2F ne sont pas les seuls facteurs de 

transcription contrôlés par la protéine RB. RB est en effet capable d’agir sur les facteurs de 

transcription UBF (Upstream Binding Factor) et TFIIIB/TFIIIC2 lesquels contrôlent 

respectivement la transcription par l’ARN polymérase I (pol I) et III (pol III) responsables de 

la synthèse des ARNr et ARNt (Cavanaugh et al. 1995, White et al. 1995). L’activité des pol I 

et pol III est d’ailleurs augmentée au cours du passage entre les phases G1 et S, période 

pendant laquelle la protéine RB est hyperphosphorylée et donc inactivée (Klein and Grummt 

1999, White et al. 1995). 

A ce jour, aucune étude n’a évoqué un lien éventuel entre la fonction RB et le contrôle 

de la croissance cellulaire chez les plantes où les machineries de transcription pol I et pol III 

sont d’ailleurs assez peu connues. 

 

XI.1. Contrôle de l’activité de l’ARN  polymérase I. 

 

L’ARN polymérase I est responsable de la transcription des ARNr à l’exception de 

l’ARNr 5S. Chez l’homme, cette polymérase permet la transcription du gène codant pour 

l’ARN 45S, précurseur des ARNr 28S, 5.8S et 18S. La formation du complexe d’initiation de 

la pol I nécessite l’association de deux facteurs au niveau du promoteur: les facteurs SL-1 et 

UBF (Bell et al. 1988, Learned et al. 1986). 

Des expériences de transcription in vitro ont montré que la protéine RB est capable de 

réguler la transcription pol I en inhibant l’activité du facteur de transcription UBF 

(Cavanaugh et al. 1995). Pour permettre l’initiation de la transcription, le facteur UBF doit 

interagir à la fois avec le promoteur du gène 45S mais aussi avec le facteur SL-1. SL-1 est un 

complexe constitué de la protéine TBP (TATA-Binding Protein) et d’au moins 3 facteurs 

TAF (TBP associated factors)(Comai et al. 1992). Il semble que l’interaction de RB avec le 

facteur UBF empêche l’activation de la transcription non pas en empêchant la fixation de 
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UBF sur le promoteur mais en empêchant le recrutement du facteur SL-1 (Hannan et al. 2000) 

(Figure 17). 

Contrairement à la protéine p107, p130 peut elle aussi interagir avec le facteur UBF 

afin d’inhiber la transcription par la pol I (Ciarmatori et al. 2001, Hannan et al. 2000). 

 

Chez les plantes, l’ARN polymérase I est responsable de la transcription des ARN 

ribosomiques 18S, 25S et 5.8S nécessaires à la traduction laquelle est très active au cours de 

la croissance cellulaire. Or la transcription dirigée par la pol I est activée dans les cellules en 

croissance et réprimée dans les cellules quiescentes. Cela suggère qu’un mécanisme de 

contrôle permettant de faire le lien entre l’état cellulaire et la demande en ARN ribosomiques 

est conservé chez les plantes. D’après les banques de données, il existe un homologue au 

facteur UBF chez Arabidopsis. Ce gène présent au niveau du locus AT4G23800 encode une 

protéine qui a conservé un motif de liaison potentiel au domaine « pocket » de la protéine RB. 

Il est donc envisageable que la protéine RB des plantes soit capable d’interférer avec l’activité 

transcriptionelle de l’ARN polymérase I. D’autre part il est intéressant de noter que la 

cytokine induit la transcription pol I chez Arabidopsis (Gaudino and Pikaard 1997). Or nous 

avons vu que cette hormone végétale était aussi capable d’intervenir sur la phosphorylation de 

la protéine RB (Boniotti and Gutierrez 2001). Il est serait intéressant de voir si un lien entre 

les deux est envisageable.  

 

XI.2. Contrôle de l’activité de l’ARN polymérase III. 

 

Chez l’homme, l’ARN polymérase III est responsable de la transcription de petits 

ARN  fonctionnels nécessaires à la traduction tel les l’ARNt et l’ARN ribosomique 5S. Elle 

permet aussi la transcription  des ARN U6 et H1 qui jouent un rôle dans le mécanisme de 

maturation des ARN. La pol III assure également la transcription du gène 7SL qui intervient 

dans la machinerie de transport des protéines vers la lumière du réticulum endoplasmique. 

Enfin, la pol III est responsable de la transcription des éléments SINE. Les promoteurs des 

gènes transcrits par la pol III sont de trois types. Le promoteur de type I est spécifique aux 

gènes des ARNr 5S. Le promoteur de type II est présent au niveau des gènes codant les 

ARNt, les gènes VA de l’adénovirus et de certains éléments transposables comme les SINE. 
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Le promoteur de type III est présent au niveau des gènes codant les ARNsn U6, l’ARN 7SK, 

l’ARN 7SL et les SINE. 

 L’initiation de la transcription par la pol III fait intervenir de nombreuse protéines 

mais la disponibilité des facteurs TFIIIB et TFIIIC reste un facteur limitant. TFIIIC est une 

protéine de liaison à l’ADN qui se fixe directement au niveau du promoteur (Schramm and 

Hernandez 2002) (Figure 18). L’association de TFIIIC2 à l’ADN permet le recrutement du 

facteur TFIIIB, essentiel pour assurer le positionnement de l’ARN polymérase III au niveau 

du site d’initiation de transcription (Schramm and Hernandez 2002). TFIIIB est un complexe 

constitué de plusieurs sous-unitées dont la protéine TBP de liaison à la boîte TATA ainsi 

qu’un facteur TAF appelé généralement BRF (TFIIB-related factor) (Buratowski and Zhou 

1992, Hernandez 1993). 

L’abondance des transcrits pol III est anormalement élevé dans de nombreuses cellules 

cancéreuses (Schwartz et al. 1974). Cela peut être expliqué par le fait que la protéine RB est 

capable de réguler l’activité de la pol III (White et al. 1996) Pour cela, RB interagit avec le 

facteur de transcription TFIIIB (Larminie et al. 1997, Chu et al. 1997). Cette association 

empêche son recrutement par TFIIIC au niveau du promoteur du gène ce qui rend impossible 

le positionnement de l’ARN polymérase III (Sutcliffe et al. 2000). La présence du domaine 

« pocket » de la protéine RB est nécessaire et suffisante pour la liaison avec le facteur TFIIIB 

(White et al. 1996). 

Comme RB, les deux autres protéines à domaine « pocket » p107 et p130 semblent 

aussi être capable de réprimer la transcription pol III en interagissant avec le facteur TFIIIB 

(Sutcliffe et al. 1999).  

TFIIIC est essentiel dans le recrutement de TFIIIB pour la majorité des gènes 

transcrits par la pol III. Cependant, les promoteurs des gènes de type III codant par exemple 

pour l’ARN U6 sont capables de recruter directement TFIIIB (Lobo et al. 1991). Or la 

transcription de ces gènes est également inhibée par la présence de la protéine RB (Larminie   

et al. 1997). L’action répressive de RB au niveau de ces promoteurs reste à déterminer mais il 

a été mis en évidence que dans ce cas précis, RB était capable de s’associer au promoteur du 

gène U6 (Hirsch et al. 2004). 

 

Au cours du cycle cellulaire, RB et p130 sont phosphorylées par les complexes 

cycline/CDK, ce qui a pour conséquence de dissocier la protéine à domaine « pocket » et le 
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facteur limitant de la transcription TFIIIB (Scott et al. 2001). Le facteur TFIIIB libre pourra 

alors être recruté par le complexe d’initiation et la transcription par la pol III pourra alors 

avoir lieu, cela afin d’accumuler des transcrits pol III nécessaires avant l’entrée de la cellule 

en phase S (Scott et al. 2001) (Figure 18).  

 

A ce jour, aucun homologue du facteur TFIIIC n’a été mis en évidence chez les 

plantes. Par contre, même si le facteur TFIIIB n’a pas encore été identifié, on trouve chez 

Arabidopsis un gène codant deux TBP différentes (Gasch et al. 1990). Il existe également une 

séquence prédite de BRF dans les banques de données sous le numéro d’accession 

At2g45100. 

 

  

La protéine RB est un composant majeur dans le contrôle du cycle cellulaire grâce à sa 

capacité de régulation des gènes contrôlés par les facteurs E2F. Chez les mammifères, RB est 

également capable d’agir sur la croissance cellulaire en limitant la synthèse protéique via 

l’inhibition des ARN polymérase I et III en limitant la disponibilité des facteurs UBF et 

TFIIIB. RB joue donc un rôle clé dans la vie de la cellule en permettant d’établir un lien 

indispensable entre prolifération et croissance. A ce jour aucune étude n’a pu établir 

l’existence de cette voie de contrôle de la croissance cellulaire par RB chez les plantes. 

 

XII.  L’impact des virus sur le cycle cellulaire via le contrôle de la fonction 

RB. 

XII.1. Les protéines virales à domaine LxCxE. 

XII.1.1) Le cas des virus HPV, SV40 et adénovirus. 

 

Certains virus à ADN tel que le papillomavirus humain HPV ou le polyovirus SV40 

(Simian Virus 40) dépendent de la machinerie de réplication de leurs cellules hôtes pour 

permettre la réplication de leur génome viral. Or, la machinerie de réplication ADN de la 

cellule hôte est disponible uniquement au cours de la phase S du cycle cellulaire. De plus, les 

adénovirus infectent des cellules différenciées qui ne se divisent donc pas. Certains virus ont 
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donc développés un système leur permettant d’activer le cycle cellulaire dans des cellules en 

phase G0. L’infection par ce type de virus conduit donc souvent à l’apparition de certains 

types de cancers. En effet, plus de 90% des cancers de l’utérus et plus de 50% des autres 

cancers anogénitaux sont la conséquence d’une infection par le virus HPV (Walboomers et al. 

1999). 

 Pour activer le cycle cellulaire, les virus encodent une protéine portant un domaine 

LxCxE de liaison à la protéine RB. Ainsi, ces virus ont mis en place un système qui leur 

permet de détourner à leur avantage le processus de régulation du cycle cellulaire. 

 

L’adénovirus a été le premier virus humain décrit comme étant capable d’induire un 

processus tumoral (Trentin et al. 1962). Cependant, les adénovirus n’ont jamais été associés 

avec l’apparition d’une tumeur chez l’homme. Une des protéines encodées par le génome du 

virus est l’oncoprotéine E1A. E1A a d’abord été décrite comme pouvant s’associer à une 

phosphoprotéine qui a été plus tard été identifiée comme la protéine RB (Whyte et al. 1988). 

Cette interaction peut se faire grâce à la présence d’un motif LxCxE au niveau carboxy-

terminal de la protéine E1A qui lui permet de se lier au domaine « pocket » de RB (Dahiya et 

al. 2000, Whyte et al. 1989). D’ailleurs la protéine E1A est également capable de s’associer 

avec les autres protéines à domaine « pocket » p107 et p130 (Harlow et al. 1986). 

Un autre exemple de ce mécanisme de contrôle de RB se manifeste au cours d’une 

infection par le virus SV40 où la protéine grand antigène T (AgT) produite par le virus est 

capable d’interagir avec les protéines à domaine « pocket » grâce un motif LxCxE présent 

dans sa séquence codante (DeCaprio et al. 1988, Christensen and Imperiale 1995).  

Contrairement aux adénovirus, les virus HPV sont connus pour induire l’apparition de 

cancers chez l’homme (zur Hausen 1996). Comme SV40 et les adénovirus, le génome du 

virus HPV code une protéine, E7 qui possède un motif LxCxE. Ce motif permet à la protéine 

virale de s’associer aux protéines à domaine « pocket » et ainsi de libérer les facteurs E2F 

responsables de l’activation du cycle cellulaire (Chellappan et al. 1992). 

 

 

 



1A

1A

Figure 19 : Impact de la protéine virale E1A sur le cycle cellulaire.  

L'interaction de la protéine virale avec Rb conduit à la libération des facteurs 
E2F lesquels sont responsables de l'activation du cycle cellulaire.
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XII.1.2) L’impact des protéines virales sur le cycle cellulaire. 

 

L’interaction entre E1A et les protéines à domaine « pocket » conduit à la dissociation 

des complexes qu’elles établissent avec les facteurs E2F et provoque ainsi l’activation de la 

transcription des gènes contrôlés par ces facteurs  ce qui conduit la cellule à entrer en phase S 

(Bagchi et al. 1990, Ghosh and Harter 2003) (Figure 19). Il semblerait également qu’E1A 

inhibe la fonction RB en modifiant son niveau de phosphorylation ou en provoquant son 

acétylation (Chan et al. 2001, Kleinberger and Shenk 1991, Wang et al. 1991). 

Comme E1A, l’interaction d’AgT avec les protéines de type RB conduit à sa 

dissociation d’avec les facteurs E2F (Chellappan et al. 1992). De plus, AgT est capable 

d’altérer le niveau de phosphorylation des protéines p107 et p130 mais ne semble pas avoir 

d’effet sur la phosphorylation de RB (Stubdal et al. 1996). Parallèlement, AgT semble induire 

la dégradation protéolytique de p130 sans affecter la stabilité de p130 et de RB (Stubdal et al. 

1997). 

La protéine virale E7 se lie aux protéines à domaine « pocket » par l’intermédiaire de 

son domaine LxCxE ce qui permet la libération des facteurs de transcriptions E2F 

(Chellappan et al. 1992). Cette libération passe par la dissociation du complexe RB-E2F mais 

également par la degradation de RB (Berezutskaya et al. 1997). 

 

XII.2. Les virus ADN de plantes. 

 

Les virus de plantes qui possèdent un génome ADN sont généralement classés en deux 

catégories distinctes. On trouve les virus possédant un génome ADN circulaire double brin 

qui se réplique par réverse transcription d’un intermédiaire ARN (caulimovirus et badnavirus) 

et ceux constitués de molécules d’ADN circulaires simple brin qui se répliquent par le 

mécanisme des cercles roulants (géminivirus et nanovirus). 
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Figure 20: Les géminivirus de plantes
A: Génome des 4 géminivirus. Les différents cadres de lecture sont    
indiqués par des flèches.
B: Représentation de la structure des protéines Rep et RepA.

(D'après Guitierrez, 2000)
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XII.2.1) Le cas des géminivirus. 

 

Les géminivirus sont divisés en quatre genres en fonction de l’organisation de leurs 

génomes, leurs hôtes et leurs vecteurs d’infection. En effet certains sont transmis par la 

mouche blanche (Begomovirus) d’autre par les citadelles (Mastrevirus et Curtovirus) et enfin 

par les membracidés comme le demi-diable (Topocuvirus) (Figure 20). Les géminivirus sont 

une contrainte majeure pour l’agriculture dans les régions tropicales et sub-tropicales. 

Récemment, ces virus on même été retrouvés dans des régions plus tempérées à cause des 

pratiques agricoles et de la mondialisation des échanges de produits qui facilite la 

dissémination des insectes vecteurs. Pour assurer leur réplication, ces virus à ADN ont besoin 

de la machinerie de réplication de leurs hôtes. Pour cela certaines familles de virus tel que les 

géminivirus ont développé une stratégie leurs permettant d’activer le cycle cellulaire (Nagar 

et al. 2002). Pour cela, les géminivirus expriment une protéine, la protéine Rep (Figure 20). 

C’est une protéine multifonctionnelle qui joue un rôle essentiel dans la réplication du génome 

viral. Elle est en effet nécessaire et suffisante pour assurer la réplication des géminivirus. La 

protéine Rep est aussi capable de lier la protéine RB conduisant à l’induction du cycle 

cellulaire (Kong et al. 2000). Certaines protéines Rep possèdent un motif de liaison de type 

LxCxE à la protéine RB. Cependant, l’association de Rep à RB ne semble pas toujours 

dépendre de la présence d’un tel motif, en effet, la protéine Rep du Bégomovirus ne possède 

pas de domaine LxCxE de liaison à RB mais induit le cycle cellulaire (Nagar, Hanley-

Bowdoin and Robertson 2002, Nagar et al. 1995). Le génome des Mastrevirus code, en plus 

d’une protéine Rep classique, pour une protéine RepA contenant également un motif LxCxE 

qui lui permet d’interagir avec la protéine RB des plantes et de mammifères  (Liu et al. 1999, 

Xie et al. 1995) (Figure 20). Une protéine RepA possédant un motif LxCxE intact augmente 

l’infectiosité du virus suggérant que cette protéine est capable d’activer le cycle cellulaire 

favorisant ainsi l’infection (Xie, Suarez-Lopez and Gutierrez 1995). 
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Figure 21: Les nanovirus
A: Les 8 molécules d’ADN circulaires simple brin constituant le génome 
des nanovirus.
B: L'insecte vecteur du virus, l'aphide.
C: Symptômes de l'infection par le FBNYV.
D: Comparaison de la séquence en acides aminés de la protéine 
CLINK du FBNYV avec ses homologues présents chez les autres 
nanovirus.

domaine de liaison 
à SKP1

domaine de 
liaison à Rb

FBNYV: Faba Bean Necrotic Yellow Virus
BBTV: Banana Bunchy Top Virus
MDV: Milk vetch Dwarf Virus
SCSV: Subterranean Clover Stunt Virus
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XII.2.2) Un exemple de nanovirus : le Faba Bean Necrotic Yellow Virus. 

 

Le second membre des virus de plantes à ADN simple brin sont les nanovirus. Les 

quatre espèces qui appartiennent à cette famille de virus sont le Subterranean clover stunt 

virus, le Banana bunchy top virus, Milk vetch dwarf virus et le le Faba bean necrotic yellows 

virus (FBNYV) (Chu and Helms 1988; Katul et al. 1997; Harding et al. 1991).  

Le génome Faba bean necrotic yellow virus est constitué de 8 molécules d’ADN circulaires 

simple brin encapsidées séparément (Katul et al. 1995, Katul et al. 1998) (Figure 21). Ce 

virus est transmis par l’intermédiaire d’un insecte piqueur, l’aphide (Aphis craccivora)(Franz 

et al. 1998) (Figure 21). Le Faba bean necrotic yellow virus est capable d’infecter plus de 60 

espèces végétales, la majorité appartenant à la famille des Fabaceae comme le pois, 

l’arachide ou le haricot (Franz et al. 1995, Franz et al. 1997). On retrouve le FBNYV dans 

l’ouest de l’Asie ainsi que dans le nord de l’Afrique où il est la cause de graves infections de 

plantes cultivées (Franz, Makkouk and Vetten 1997, Makkouk and S. G. 1994) (Figure 21). 

FBNYV code pour 5 protéines Rep différentes intervenant dans la réplication du virus, 

aucune d’entre elles ne possède un motif de liaison à RB de type LxCxE (Katul et al. 1998). 

Cependant, son génome code pour une protéine, CLINK (Cell-cycle link) dont la séquence en 

acides aminés présente un motif LxCxE conservé dans toute la famille des nanovirus 

(Aronson et al. 2000, Katul et al. 1998) (Figure 21). Cette protéine est d’ailleurs capable de 

lier in vitro la protéine RB humaine ainsi que son homologue du maïs par l’intermédiaire de 

ce motif (Aronson et al. 2000). La protéine CLINK favorise l’infection virale mais n’est 

cependant pas essentielle pour le développement des nanovirus (Timchenko et al. 2006). La 

capacité de CLINK à agir sur la fonction de la protéine RB reste donc à déterminer. CLINK 

est d’ailleurs capable de lier la protéine SKP1 laquelle fait partie du complexe de ciblage 

intervenant dans la prise en charge des protéines pour la dégradation par le protéasome 

(Aronson et al. 2000). 
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Partie II : Les kinases d’eIF2 alpha et le 

contrôle de la traduction 

 

 

 

Chez les mammifères, l’élément SINE Alu est capable de jouer un rôle riborégulateur 

dans la physiologie de la cellule. En effet, nous avons vu que sa transcription était activée à la 

suite d’un stress tel que l’infection viral ou le choc thermique. Les transcrits Alu ainsi 

produits sont alors capables de réguler l’activité de la protéine PKR, une des kinases 

responsable de la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF2α. Lorsque ce 

facteur est phosphorylé, la traduction des protéines est inhibée à l’intérieur de la cellule. 

Ainsi, les éléments SINE sont capables d’intervenir dans des processus clefs de la cellule 

comme le mécanisme de régulation de la traduction.  

La seule kinase d’eIF2α identifiée chez les plantes est la protéine GCN2. Chez les 

mammifères et chez la levure, l’activité kinase de GCN2 est activée en présence d’ARNt 

libres lesquels s’associent avec le domaine de liaison à l’ARN double brin que possède la 

protéine. Or, nous avons vu que chez les plantes, le SINE SB1 est capable de lier certaines 

protéines à domaine de liaisons à l’ARN double brin comme la protéine HYL1 afin de 

moduler sa fonction dans la cellule. D’autre part, la plupart des éléments SINE possèdent une 

partie 5’ dérivée d’un ARN de transfert, une famille d’ARN dont la structure secondaire en 

trèfle est parfaitement connue. De plus, les éléments SINE possèdent d’ailleurs une structure 

tridimensionnelle conservée. Il semble donc envisageable que dans le monde végétal, 

l’activité de la protéine kinase GCN2 soit contrôlée par un ARN SINE. 

 

 

 

 

 



N terminal Pseudo
kinase Kinase

Insert

HisRS C terminal

1 110 324 538 572 999 1010 1520 1659

Figure 22: Structure de la protéine GCN2

A

B

A: Représentation schématique des différents domaines de GCN2 chez 
Saccharomyces cerevisiae.
B: Alignement de la séquence en acides aminés du domaine N terminal 
des protéines GCN2 chez diverses espèces. Les résidus conservés sont 
indiqués en gras. Les 3 hélices α et les 4 feuillets ß sont respectivement 
représentés en rose et en vert.

(D'après Nameki et al, 2004)
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I. Généralités. 

 

Dans sa définition la plus large, le stress est la réponse d’un système à des 

perturbations de son niveau normal. Pour une cellule ou un organisme, un stress peut être 

causé par des changements risquant de causer une menace pour la survie de la cellule (comme 

par exemple le manque de nutriments) mais aussi par des processus naturels et indispensables 

comme l’alimentation. L’adaptation aux changements de l’environnement extracellulaire est 

un enjeu critique pour la survie d’une cellule. La phosphorylation de la sous unité α du facteur 

eIF2 (eukaryotic Initiation Factor 2) est un mécanisme conservé de régulation de la synthèse 

protéique en réponse à de nombreux stress.  

 

II.  Les kinases d’eIF2 alpha. 

II.1. GCN2. 

II.1.1) Structure de la protéine. 

 

La kinase GCN2 a d’abord été mise en évidence chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae. Cependant, des homologues de GCN2 ont été découverts chez d’autres eukaryotes 

inférieurs comme Neurospora crassa mais également chez les eukaryotes supérieurs avec des 

homologues présents chez les mammifères, la drosophile la plante Arabidopsis thaliana 

(Berlanga et al. 1999, Santoyo et al. 1997, Sattlegger et al. 1998, Zhang et al. 2003). 

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la protéine GCN2 a une taille de 1659 

acides aminés (Figure 22). Elle est constituée d’un domaine amino-terminal très conservé (1-

110) suivi d’un domaine pseudo-kinase (324-538). On trouve ensuite le domaine kinase (572-

999) et le domaine de liaison à l’ARNt de type Histine tRNA Synthase (HisRS) (1010-1520). 

Enfin à l’extrémité carboxy-terminale, on trouve le domaine de dimérisation et de liaison au 

ribosome (1585-1659). A l’exception d’Arabidopsis, les homologues de GCN2 ont gardé 

cette structure avec un niveau d’homologie maximal pour le domaine kinase et le domaine 

HisRS (Figure22). 

La région amino-terminale de la protéine GCN2 présente des similarités avec des 

domaines présents dans la séquence d’autres protéines eukaryotes. En effet, cette région a été 
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appelée RWD car elle présente des homologies avec des domaines de type « RING finger », 

de type « WD-repeat » (répétition de tryptophanes et d’aspartames) et d’hélicase « DEAD-

like » (Doerks et al. 2002). La structure de ce domaine RWD a été cristallisée récemment 

(Nameki et al. 2004). Ainsi, ce domaine est formé d’une couche de quatre feuillets β 

recouverte de trois hélices α (Figure 22). Certains résidus clefs sont très conservés chez les 

espèces, suggérant que la fonction de ce domaine amino-terminal est conservée parmi les 

eucaryotes (Figure 22). Le domaine RWD de GCN2 permet à la protéine de s’associer avec la 

protéine GCN1 chez Saccharomyces (Garcia-Barrio et al. 2000, Kubota et al. 2000). L’hélice 

α-3 présente dans le domaine RWD de GCN2 semble d’ailleurs jouer un rôle essentiel dans la 

reconnaissance de GCN1 (Nameki et al. 2004) (Figure 22). L’association du complexe 

GCN1/GCN20 avec GCN2 faciliterait le transfert d’ARNt libres du ribosome au domaine de 

liaison HisRS de GCN2 (Sattlegger and Hinnebusch 2000). En effet, GCN1 est capable de 

s’associer à la fois avec GCN2 et le ribosome (Sattlegger and Hinnebusch 2005). La présence 

de ces deux protéines est d’ailleurs essentielle pour la fonction kinase de GCN2 et des 

mutations dans le domaine RWD au niveau des résidus importants pour la liaison avec GCN1 

diminue l’activité de GCN2 (Marton et al. 1993, Vazquez de Aldana et al. 1995). 

La région pseudokinase est constituée de multiples sous-domaines présents dans des 

protéines kinases eukaryotiques. Cependant, les sous-domaines importants pour la liaison 

avec l’ATP et l’activité catalytique semblent être absents du pseudo-domaine kinase de GCN2 

(Hanks and Hunter 1995, Wek et al. 1989). La fonction de ce domaine reste encore à élucider. 

Ce domaine kinase dégénéré pourrait jouer un rôle dans la régulation de l’activité kinase de 

GCN2 dans des conditions non carencées en acides aminés, période durant laquelle GCN2 est 

inactive. En effet, ce domaine est capable d’interagir avec le domaine catalytique de GCN2 

(Qiu et al. 1998). Il est proposé que cette interaction puisse permettre l’inhibition de GCN2 en 

empêchant la dimérisation de la protéine, en bloquant son autophosphorylation ou en 

l’empêchant de reconnaître son substrat. D’autre part, le domaine pseudokinase est nécessaire 

dans la fonction de GCN2 en condition de carence en acides aminés (Wek et al. 1990). Il 

semble donc que l’interaction entre ce domaine et le reste de la protéine joue aussi un rôle 

dans des conditions où la protéine GCN2 est active. 

 

La présence du domaine kinase de GCN2 a été mise en évidence à cause de sa forte 

homologie avec le domaine catalytique des protéines kinases eucaryotes, ce qui a permis de 
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démontrer très tôt que GCN2 possédait une activité de phosphorylation dans des conditions de 

carence alimentaire (Roussou et al. 1988). En effet, la protéine GCN2 possède au niveau de 

son domaine kinase les 11 sous-domaines caractéristiques retrouvés au niveau des protéines à 

fonction kinase (Hanks et al. 1988). Les acides-aminés présents au niveau de ces 11 sous-

domaines sont d’ailleurs fortement conservés dans toutes les protéines GCN2 (Figure 23). Le 

domaine catalytique des protéines kinases possède une structure de double lobe classique avec 

un petit lobe en N-terminal (N lobe) et un lobe plus grand en C-terminal (C-lobe), connectés 

ensemble par une charnière de taille réduite (Figure 23) (Huse and Kuriyan 2002). Le 

domaine catalytique de GCN2 a conservé cette structure de double lobes (Padyana et al. 

2005). 

La comparaison entre les kinases d’eIF2α et d’autres types de protéine kinase montre 

la présence de 17 résidus conservés uniquement entre les kinases d’eIF2α (Dar et al. 2005) 

(Figure 23). Ces résidus sont probablement responsables des propriétés spécifiques de ce type 

de kinase en particulier la reconnaissance de leur substrat : eIF2α. En effet, des résidus 

thréonines et phénylalanines permettent la formation d’une hélice α au niveau du lobe C et 

cela, uniquement chez les kinases d’eIF2α (Figure 23) (Dey et al. 2005). Cette hélice permet à 

ces kinases d’adopter une structure originale leurs permettant la reconnaissance du facteur 

eIF2α (Dey et al. 2005). 

Une des régions les mieux caractérisées de ce domaine catalytique est le domaine de 

liaison à l’ATP. L’étude par cristallographie a permis de montrer que la molécule d’ATP se 

fixe au niveau du plis formé par les lobes N et C (Figure 23) (Dar, Dever and Sicheri 2005, 

Padyana et al. 2005). De nombreux résidus du domaine catalytique de la kinase interviennent 

dans la liaison à l’ATP. Ainsi il semble que de manière générale, le domaine de liaison à 

l’ATP est constitué d’un motif conservé Gly-X-Gly-X-X-Gly-X-Val suivit d’un motif Ala-X-

Lys 13 à 18 résidus plus loin (Hanks, Quinn and Hunter 1988). On retrouve cette 

configuration dans les kinases d’eIF2α en particulier au niveau du domaine I (Figure 23). Le 

résidu lysine semble particulièrement important puisse qu’il interviendrait directement dans la 

réaction de transfert de l’ATP. Sa mutation chez GCN2 conduit d’ailleurs à la perte complète 

de l’activité kinase (Wek, Jackson and Hinnebusch 1989). L’étude par cristallographie de ce 

domaine de liaison à l’ATP a confirmé les hypothèses précédentes en mettant en évidence la 

formation d’une poche hydrophobe au niveau de la charnière entre les deux lobes de la 



souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

souris
drosophile

levure
neurospora

HisRS
dimère

surface de 
contact à l'ARNt

ARNt

PK
dimère

 Dimère PK2HisRS2

Figure 24: Le domaine HisRS de liaison à l'ARNt de GCN2.
A: Alignement de la séquence en acides aminés du domaine HisRS des   
    protéines GCN2 de différentes espèces. La position des motifs m1, m2  
    et m3 est indiquée.
B: Prédiction de la structure tertaire du domaine HisRS et du domaine 
    kinase (PK) de GCN2. La dimérisation des différents domaines est 
    présentée ainsi que le site de fixation de l'ARNt.  

(D'après Padyana et al, 2005)

A

B



Synthèse bibliographique                                                                                      

    
 

49 

 

protéine grâce à des résidus acides aminés conservés parmi les différentes GCN2 (Padyana et 

al. 2005) (Figure 23). 

 

Le domaine HisRS constitue le domaine de liaison de GCN2 à l’ARNt. Son nom 

provient de sa forte homologie avec l’enzyme chargée du couplage ARNt-acide aminé : 

l’histidyl ARNt-Synthétase (Natsoulis et al. 1986, Wek, Jackson and Hinnebusch 1989). Le 

domaine HisRS est capable d’interagir avec l’ARNt libre in vitro (Wek et al. 1995). Cette 

capacité de liaison à l’ARNt est essentielle pour activer GCN2, car une mutation au niveau de 

ce domaine peut engendrer la perte de fonction de la protéine (Wek, Zhu and Wek 1995, Zhu 

et al. 1996). GCN2 est capable de lier tous les types d’ARNt mais a beaucoup plus d’affinité 

pour les ARNt libres que pour les ARNt aminoacylés (Dong et al. 2000). On retrouve des 

domaines de type HisRS conservés dans tous les homologues de GCN2 suggérant que les 

ARNt sont aussi les ligands activateurs de ces protéines (Berlanga, Santoyo and De Haro 

1999, Santoyo et al. 1997, Sattlegger, Hinnebusch and Barthelmess 1998, Zhang et al. 

2003)(Figure 24). Le domaine HisRS est constitué de trois motifs conservés m1, m2 et m3 

présents dans les aminoacyl ARNt synthétases (Ramirez et al. 1992)(Figure 24). Le motif m2 

se replie en deux feuillets β responsables de l’interaction entre l’ARNt synthétase et la tige 

des ARNt (Ruff et al. 1991). Il est probable que ce motif très conservé chez GCN2 assure une 

fonction similaire dans la liaison avec aux ARNt. D’autre part, le domaine HisRS contient 

deux domaines de dimérisation distincts qui permettent l’association avec l’ARNt (Figure 24) 

(Qiu et al. 2001). Cependant, la suppression de ces domaines n’empêche pas la dimérisation 

de la protéine dans sa totalité laquelle se fait aussi via le domaine carboxy-terminal de la 

protéine (Qiu, Garcia-Barrio and Hinnebusch 1998). Il semblerait que la dimérisation du 

domaine HisRS facilite la liaison à l’ARNt ainsi que l’activation de la fonction kinase (Qiu, 

Dong, Hu, Francklyn and Hinnebusch 2001) (Figure 24).  

 

Le domaine carboxy-terminal (CTD) de la protéine GCN2 est responsable de la 

dimérisation de la protéine in vivo (Qiu, Garcia-Barrio and Hinnebusch 1998). Cette 

dimérisation est essentielle dans la fonction de la protéine et fait intervenir des résidus 

hydrophobes (Narasimhan et al. 2004) (Figure 25). En effet, chez Saccharomyces, on trouve 

dans la région carboxy-terminale de GCN2 quatre domaines hydrophobes, A, B, C et D, dont 

la mutation empêche la formation d’un dimère in vivo (Figure 25). Ainsi GCN2 serait présent 
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Figure 25: Le domaine C terminal de GCN2

A: Les 4 domaines hydrophobes de la région C terminale de GCN2 
     nécessaires dans la dimérisation.
B: La dimérisation de la protéine GCN2 au niveau du domaine protéine  
    kinase (PK) et au niveau C terminal (C). Les intéractions entre les                  
    différents domaines sont également indiqués.

(D'après Narasimhan et al, 2004)
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sous une forme dimérique en conditions de carences en acides aminés mais aussi dans des 

conditions normales (Qiu et al. 2001). 

Un autre domaine de la région CTD important pour la régulation de GCN2 situé dans 

cette région carboxy-terminal est le domaine de liaison au ribosome qui permet de localiser la 

protéine au niveau de la machinerie traductionnelle. En effet ce domaine CTD est capable 

d’interagir avec la sous-unité 60S des ribosomes (Ramirez et al. 1991, Zhu and Wek 1998). 

Cette interaction semble avoir lieu indépendamment de l’association avec un ARNt et de 

l’autophosphorylation de la protéine (Zhu and Wek 1998). La présence de résidus lysines 

semble être essentielle pour la liaison avec les ribosomes (Zhu and Wek 1998). 

La région CTD présente également une certaine homologie avec des protéines à 

domaine de liaison à l’ARN, les protéines DRBD (Double-stranded RNA-Binding Domain) 

(Zhu and Wek 1998). Les résidus lysines présents dans cette région sont essentiels pour la 

liaison avec des molécules d’ARN double brin in vitro suggérant que l’interaction avec 

l’ARNr permettrait aussi de localiser GCN2 au niveau des ribosomes (Zhu and Wek 1998). Il 

est également envisageable que ce domaine CTD participe à la reconnaissance de l’ARNt 

libre par le domaine HisRS. Le domaine carboxy-terminal est aussi capable d’interagir 

indépendamment avec le domaine kinase ainsi qu’avec le domaine HisRS (Qiu, Garcia-Barrio 

and Hinnebusch 1998). 

 
 

II.1.2) Activation de GCN2. 

a. A la suite d’une carence en acides aminés. 

 
Chez la levure S. cerevisiae, la carence d’un seul acide aminé ou un défaut dans une 

aminoacyl-ARNt synthétase stimule l’expression de plus de 30 gènes intervenant dans la 

biosynthèse des acides aminés (Hinnebusch 1988). Ainsi, à la suite d’une carence en histidine, 

GCN2 phosphoryle le facteur eIF2α in vivo (Dever et al. 1992). Le domaine HisRS de GCN2 

a la capacité de mesurer la quantité d’ARNt libres qui s’accumulent à la suite d’une carence 

en acides aminés (Wek, Jackson and Hinnebusch 1989). GCN2 est en effet capable de 

phosphoryler eIF2α en réponse à une carence en n’importe lequel des acides aminés (Wek, 

Zhu and Wek 1995). Il semblerait que la liaison d’un ARNt avec le domaine HisRS provoque 

un changement de la conformation de GCN2, responsable de la stimulation de son activité 



Figure 26: Activation de GCN2 par la liaison avec un ARNt.

La liaison d'une molécule d'ARNt au niveau du domaine HisRS provoque 
un changement de conformation de la protéine permettant l'activation du 
domaine kinase. 

N: domaine N terminal
ΨPK: domaine pseudo-kinase
PK: domaine kinase
HisRS: domaine de liaison à l'ARNt
C term: domaine C terminal
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kinase (Figure 26). En effet, dans des conditions normales, les domaines HisRS et carboxy-

terminal de GCN2 interagissent avec le domaine kinase de la protéine, cette interaction a pour 

conséquence l’inhibition de l’activité kinase (Qiu, Garcia-Barrio and Hinnebusch 1998). La 

structure de GCN2 semble très dynamique, une région riche en lysine présent dans le domaine 

carboxy-terminal de GCN2 est également nécessaire pour l’interaction entre l’ARNt et le 

domaine HisRS (Dong et al. 2000). Il semble que la fixation de l’ARNt au niveau du domaine 

HisRS conduise à une modification de conformation de la protéine permettant au domaine 

kinase de devenir actif (Figure 26) (Padyana et al, 2005). En effet, des mutations au niveau de 

certain résidus présent au niveau du domaine kinase conduisent à une activation en continue 

de la fonction kinase de GCN2 laquelle n’est plus régulée par la liaison avec un ARNt (Qiu et 

al. 2002, Ramirez et al. 1992). Cela suggère que la conformation du domaine kinase de 

GCN2 est essentielle dans la régulation de l’activé kinase. La liaison avec l’ARNt induirait un 

changement de conformation de la protéine activant le domaine kinase (Padyana et al. 2005). 

 
 

b. Carence en purine. 

 

La carence en purine provoque la phosphorylation d’eIF2α in vivo (Rolfes and 

Hinnebusch 1993). Cette phosphorylation nécessite la présence de GCN2 suggérant que le 

manque de purines induit l’activation de la protéine kinase. Ces expériences ont été réalisées 

dans des conditions où le milieu de culture était supplémenté avec l’ensemble des acides 

aminés. L’activation de GCN2 à la suite d’une carence en purines ne semble donc pas être une 

conséquence d’un défaut au niveau de la voie de synthèse des acides aminés causé par le 

manque de purines. La carence en purines serait en fait responsable d’une inhibition de 

l’aminoacylation des ARNt. En effet, des molécules d’ATP sont essentielles pour le processus 

de liaison entre un acide aminé et son ARNt correspondant (Airas 1988, Torres-Larios et al. 

2003). Le manque d’ATP causé par la carence en purines serait capable d’empêcher 

l’amynoacyl-ARNt synthétase de fonctionner ce qui conduirait à l’accumulation d’ARNt 

libres dans la cellule. Ces ARNt libres seraient alors reconnus par le domaine HisRS de 

GCN2 activant sa fonction kinase. Les protéines GCN1 et GCN20, ainsi que la présence d’un 

domaine HisRS fonctionnel, sont d’ailleurs essentielles pour le bon fonctionnement de GCN2 

au cours d’une carence en purine (Rolfes and Hinnebusch 1993; Yang et al. 2000). Cela 
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suggère que le mode d’activation de GCN2 est similaire à celui qui intervient à la suite d’une 

carence en acide aminés. 

 

c. Carence en glucose. 

 

La phosphorylation d’eIF2α par GCN2 peut aussi être induite à la suite d’une 

insuffisance en glucose (Yang, Wek and Wek 2000). Cet effet est transitoire et nécessite la 

présence d’un domaine HisRS fonctionnel (Yang, Wek and Wek 2000). Des ARNt libres 

seraient responsables de l’activation de la kinase au cours de ce stress. En effet, le pool 

d’acides aminés est fortement réduit durant une carence en glucose (Yang, Wek and Wek 

2000). Cependant, un certain nombre de différences avec le cas de la carence en acides 

aminés sont observés. En effet le mutant GCN2 qui ne permet pas l’association au ribosome 

est capable d’induire un contrôle de la traduction à la suite d’une insuffisance en glucose 

contrairement à ce qui est observé à la suite d’une carence en acide aminés (Yang, Wek and 

Wek 2000). La protéine GCN20 n’est d’ailleurs pas essentielle pour le contrôle de la 

traduction à la suite d’une carence en glucose (Yang, Wek and Wek 2000). D’autre part, une 

étude a montré que la carence en glucose ne conduisait pas à l’activation de la transcription du 

gène HIS4, cible traditionnel du facteur de transcription GCN4 (Marbach et al. 2001). Cela 

suggère que la régulation et le contrôle de la traduction par la protéine GCN2 au cours d’une 

insuffisance en glucose ne fait pas intervenir exactement les mêmes voies que dans la réponse 

à une carence en acides aminés. 

Une étude a montré que l’ajout de glucose dans le milieu de culture de levures 

cultivées en conditions de carence en glucose conduisait à l’accumulation du transcrit du gène 

HIS4, cible du facteur de transcription GCN4 dont la traduction est régulé par GCN2 

(Marbach et al. 2001). Cette accumulation n’est pas la conséquence d’une activation de la 

traduction de GCN4 causée par augmentation supplémentaire de la phosphorylation du 

facteur eIF2α, mais l’effet est tout de même dépendant de la présence des protéines  GCN2 et 

GCN4 (Marbach et al. 2001). Ainsi, il est proposé que l’action de GCN2 dans ce processus 

passe par la phosphorylation ou la régulation d’un facteur encore inconnu. Il est aussi possible 

que GCN2 stimule l’activité de GCN4 sans pour autant induire la traduction de ce facteur. 

L’induction de la voie GCN4 en réponse à une carence en acide aminés permet une activation 
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de novo de la voie de synthèse des acides aminés. Il est envisageable que cette même voie est 

besoin d’être activée lorsque du glucose devient accessible à la suite d’une période de carence 

afin d’assurer les besoins en acides aminés et en nucléotides. 

 

d. Stress salin. 

 

Un niveau anormalement élevé en ions sodium (Na+) conduit à la phosphorylation du 

facteur eIF2α par la kinase GCN2 (Goossens et al. 2001). Parallèlement, la réduction de la 

quantité en ions potassium (K+) a pour conséquence l’activation de la transcription du facteur 

GCN4 (Narasimhan, Staschke and Wek 2004). D’autre part, l’ajout d’ions K+ dans un milieu 

saturé en ion Na+ inhibe l’activation de la voie GCN2 par les ions Na+. Cela suggère que 

c’est plutôt le rapport Na+/K+ qui régule la protéine GCN2 et non pas uniquement les ions 

Na+ (Narasimhan, Staschke and Wek 2004). Un excès en ions Li+ semble d’ailleurs 

également induire la phosphorylation d’eIF2α (Narasimhan, Staschke and Wek 2004). 

La réponse au stress salin nécessite la présence d’un domaine HisRS fonctionnel 

suggérant qu’un déséquilibre en sel dans la cellule influe sur la quantité d’acides aminés et/ou 

d’ARNt disponibles. Ainsi, il a été rapporté que de fortes concentrations en ions Na+ entraîne 

la diminution de l’import des acides aminés à l’intérieur des cellules (Pascual-Ahuir et al. 

2001). Cependant, il faut noté que les études précédentes ont été réalisées avec un milieu 

supplémenté avec l’ensemble des acides aminés suggérant que ce n’est pas un défaut de 

synthèse en acide aminés qui est à l’origine de l’activation de GCN2. Un excès en ion sodium 

peut engendrer des changements au niveau de la machinerie de synthèse et de modification 

des ARNt (Smith 1969). Cela pourrait également avoir un effet négatif sur les ARNt-

amynoacyl synthétases (Florentz et al. 1990). De manière générale, la variation des 

concentrations en ions modifie le potentiel électrique de la membrane cytoplasmique, lequel 

est impliqué dans de nombreux processus cellulaires, tels que le transport de nutriments et la 

compartementalisation à l’intérieur du cytoplasme (Blumwald et al. 2000, Saier 2000). 
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e. Impact de l’agent alkylant méthyl méthane sulfonate et de l’ hydroxy-urée. 

 

Une étude par microarray des gènes induits en réponse à une carence en acides aminés 

a montré que plus de 90 % des gènes dont l’expression est modifiée lors de ce stress voient 

également leur expression varier à la suite d’un traitement avec du méthyl méthane sulfonate 

(MMS) (Natarajan et al. 2001). Le MMS semble donc avoir un effet sur la voie de contrôle de 

la traduction par la protéine GCN2. Le MMS est en effet capable d’induire la traduction du 

facteur GCN4 uniquement en présence d’une protéine GCN2 possédant un domaine HisRS et 

pseudokinase intact (Natarajan, Meyer, Jackson, Slade, Roberts, Hinnebusch and Marton 

2001). De manière similaire, l’hydroxyurée (HU), inhibiteur de la réplication et de la 

réparation de l’ADN est lui aussi capable d’induire l’expression de gènes régulés par le 

facteur GCN4 (Hughes et al. 2000). Le MMS et le HU sont effectivement capable d’induire la 

phosphorylation d’eIF2α (Cherkasova and Hinnebusch 2003). 

Plusieurs hypothèses peuvent être avancées concernant l’effet du MMS sur la 

phosphorylation d’eIF2α. D’abord, il est possible que le MMS interfère avec le processus 

d’aminoacylation ce qui conduit à la production de ligands ARNt libres pour GCN2. La 

méthylation de GCN2 ou de l’un de ses régulateurs négatifs par le MMS pourrait également 

modifier l’affinité de GCN2 pour les ARNt. 

Chez les mammifères, le MMS active la transcription du facteur GADD34 ce qui a 

pour conséquence d’activer la phosphatase PP1 (Haneda et al. 2004). PP1 étant responsable 

de la déphosphorylation d’eIF2α, il est donc également envisageable que l’effet du MMS 

passe par le contrôle de la phosphatase d’eIF2α et ne résulte donc pas de l’activation de 

GCN2 (Brush et al. 2003, Novoa et al. 2001).   

 

f. Contrôle de GCN2 par les UV. 

 

Chez Schizosaccharomyces pombe, le traitement par les UV entraîne la 

phosphorylation d’eIF2α, mais la diminution générale de la traduction en réponse aux UV 

passe en partie seulement par la phosphorylation d’eIF2α  (Tvegard et al. 2007). De même, 

chez Saccharomyces cerevisiae, les UV activent la transcription des gènes de réponse à 

GCN4 sans induire la traduction de ce facteur par un mécanisme pourtant dépendant de 
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GCN2 (Engelberg et al. 1994, Marbach, Licht, Frohnmeyer and Engelberg 2001). Cela 

confirme l’existence d’une voie de contrôle partiellement indépendante de certains acteurs 

traditionnels intervenant dans la voie GCN2-dépendante. 

 Une étude récente propose que, en plus de son rôle dans l’initiation de la traduction, le 

facteur eIF2 puisse avoir un rôle nucléaire la réparation de l’ADN (Ting et al. 1998; Lobo et 

al. 1997). En effet eIF2 interagit dans le noyau avec la protéine kinase dépendante de 

l’ADN, la DNA-PK. Cette kinase joue un rôle important dans le processus de réparation de 

l’ADN (Collis  et al. 2005). La phosphorylation d’eIF2α à la suite d’irradiation aux UV 

entraînerait l’activation d’un mécanisme de réparation de l’ADN. 

 

g. Le stress oxydatif. 

 

 Le stress oxydatif causé par des espèces réactives oxygénées (peroxyde d’hydrogène), 

des agents oxydants (diamide) et les métaux lourds (cadmium) conduit à l’inhibition générale 

de la traduction (Mascarenhas et al. 2008, Shenton et al. 2006). L’effet répresseur sur la 

traduction passe en partie par la phoshorylation d’eIF2α et nécessite la présence d’un domaine 

HisRS fonctionnel de GCN2 (Mascarenhas et al. 2008, Shenton et al. 2006). Le stress 

oxydatif activerait GCN2 en provoquant l’accumulation d’ARNt libres dans la cellule. Il est 

possible que le stress oxydatif affecte le transport ou le stockage des acides aminés dans la 

cellule. En effet, les acides aminés libres sont très sensibles à l’oxydation par des espèces 

réactives de l’oxygène, ce qui pourrait conduire à un déséquilibre de la balance acides 

aminés/ARNt dans la cellule (Stadtman and Levine 2003). De manière similaire, il est 

enviseageable que les protéines et les acides nucléiques nécessaires au processus 

d’amynoacylation des ARNt soient sensibles à l’oxydation conduisant alors à l’accumulation 

d’ARNt libre.  

 Les organismes aérobies sont en permanence exposés au stress oxydatif. Ainsi, les 

cellules se sont adaptées en développant une réponse leur permettant de lutter efficacement 

contre ce stress. Pour cela, ils ralentissent la traduction générale et expriment de nombreux 

gènes codants des protéines à propriétés antioxydantes. De nombreux gènes sont activés de 

manière similaire à la suite d’un stress oxydatif ou d’une carence en acides aminés 

(Mascarenhas et al. 2008). La présence du facteur de transcription GCN4 est d’ailleurs 
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essentielle pour la survie de la levure en condition de stress oxydatif  suggèrant que parmi les 

gènes contrôlés par GCN4, certains d’entre eux interviennent dans la lutte contre les espèces 

réactives oxygénées (Mascarenhas et al. 2008). 

 

h. Les anesthésiques. 

 

Certains anesthésiques comme l’isoflurane et l’halothane provoquent la 

phosphorylation d’eIF2α par GCN2 ce qui entraîne l’inhibition de la traduction (Palmer et al. 

2005). L’effet de ces agents sur GCN2 passerait par la présence d’ARNt libres dans les 

cellules puisque le domaine de liaison à l’ARNt de GCN2 est nécessaire dans la réponse 

(Palmer et al. 2005). L’isoflurane conduit en effet à l’inhibition du transport des acides 

aminés dans les cellules ce qui conduit probablement à l’accumulation d’ARNt libres, ligands 

de GCN2 (Palmer et al. 2002).  

 

II.1.3) Le contrôle de GCN2 par des protéines chaperones. 

 

Un modèle de régulation de GCN2 par HSP90 a été proposé (Donze and Picard 1999). 

Ce modèle suggère que rapidement après la synthèse de GCN2, la chaperonne HSP90 et 

probablement d’autres chaperonnes viennent s’associer avec la kinase. Le complexe HSP90 

permet ainsi de stabiliser la protéine sous une forme inactive mais prête à répondre à une 

éventuelle activation. Ainsi, au cours d’une carence en acide aminés, une molécule d’ARNt 

libre s’associe au domaine HisRS de GCN2 ce qui conduit à une modification 

conformationelle laquelle provoque la libération de HSP90. GCN2 devient alors active, 

s’autophosphoryle et peut alors phosphoryler son substrat : eIF2α. 

 

 

 



Domaine protéine kinase (PK) concervé

Insert présent dans le domaine PK

Site de liaison à l'hème.

Domaine de liaison à l'ARN double brin (dsRBD).

Région transmembranaire

Endoribonucléase de type I (IRE1)

Figure 27: Les kinases d'eIF2α chez les mammifères.
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II.2. Les autres kinases d’eIF2α. 

II.2.1) Chez les mammifères. 

 

 Chez les mammifères, on trouve en plus de GCN2, trois autres protéines kinases 

capables de phosphoryler eIF2α : HRI, PERK et PKR (Figure 27). Elles possèdent toutes un 

domaine kinase conservé et sont capables de phosphoryler eIF2α. HRI et PKR sont d’ailleurs 

capables de complémenter la protéine GCN2 de levure dans son rôle de régulation de la 

traduction (Dever et al. 1993).  Cependant, même si ces protéines ont un domaine kinase 

conservé, chacune possède des domaines régulateurs spécifiques qui leur permettent de 

répondre à différents stimuli. Ainsi les mammifères ont développé un mécanisme leur 

permettant d’inhiber la traduction par la phosphorylation d’eIF2 en réponse à un nombre de 

stress plus important que chez la levure  en multipliant les kinases capable de phosphoryler ce 

substrat.  

 

a. HRI 

 

L’existence de la protéine kinase HRI (« Heme-Regulated Inhibitor of translation » 

eIF2α kinase) a d’abord été mise en évidence dans des réticulocytes carencés en fer et en 

hème ce qui cause une inhibition de la synthèse protéique (Legon et al. 1973, Waxman and 

Rabinovitz 1965). HRI a ensuite été décrite comme une kinase d’eIF2α régulée par l’hème et 

jouant un rôle clef dans la régulation de l’initiation de la traduction (Kramer et al. 1976, Levin 

et al. 1976).  

Les érythrocytes sont constitués de grandes quantités d’hémoglobines qui leur permet 

de fixer les molécules de dioxygène. L’hémoglobine est une protéine constituée de trois 

composants : l’α-globine, la β globine et l’hème. Pour que la protéine soit fonctionnelle, il est 

impératif que la proportion de ces 3 composés soit très finement respectée. HRI permet donc 

un contrôle négatif de la synthèse de la globine en détectant la carence en hème. Ainsi, HRI 

empêche la traduction des globines α et β en excès par rapport à la quantité disponible 

d’hème. L’intérêt de la cellule à utiliser ce processus de contrôle général de la traduction peut 

d’abord être expliqué par le fait que dans ce type cellulaire fortement spécialisé, les ARNm 

codant pour les globines constituent les transcrits majoritaires et sont donc le substrat 
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Figure 28: La protèine kinase HRI de mammifères.

A: Représentation schématique de la structure de la protéine HRI.
B: Régulation de l'activité kinase de HRI par la disponibilité en hème.
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principal de la synthèse protéique (Han et al. 2001). D’ailleurs, la protéine HRI s’exprime 

fortement au niveau de la lignée érythroïde (Crosby et al. 1994).   

HRI est constitué de 3 domaines distincts : un domaine amino-terminal, un domaine 

kinase séparé par un insert et un domaine carboxy-terminal (Figure 28). On trouve deux sites 

différents de fixation de l’hème : un site au niveau du domaine amino-terminal et un autre au 

niveau de l’insert du domaine kinase (Chefalo et al. 1998; Rafie-Kolpin et al. 2000). 

Lorsque la protéine HRI est produite, elle s’associe d’abord avec une molécule d’hème 

au niveau de son domaine de liaison amino-terminal. Elle se dimèrise alors rapidement et 

subit de nombreuses autophosphorylations qui permettent la stabilisation de la structure 

(Bauer et al. 2001). Lorsque l’hème est présent de manière abondante, il se fixe au niveau du 

domaine carboxy-terminal ce qui provoque une inhibition de l’activité kinase d’eIF2α de la 

protéine (Rafie-Kolpin et al. 2000). En effet, la présence de l’hème empêche l’association de 

l’ATP avec HRI et bloque ainsi son activité kinase (Chen et al. 1991). A la suite d’une 

carence en hème, le second site de liaison reste libre, HRI est alors activé par un mécanisme 

d’autophosphorylation supplémentaire conduisant à l’activation de l’activité kinase (Lu et al. 

2001) (Figure 28). HRI sous cette forme active n’est alors plus régulée par l’hème et ne peut-

être inactivée que par dégradation protéolytique (Rafie-Kolpin et al. 2003). 

Pendant longtemps on a pensé que la kinase HRI était spécifique des érythrocytes. 

Cependant, il s’avère que cette protéine est en fait exprimée beaucoup plus largement chez les 

mammifères (Mellor et al. 1994) (Berlanga et al. 1998). Il semble donc que la kinase HRI n’a 

pas seulement un rôle à jouer dans la formation des globules rouges mais aussi une fonction 

beaucoup plus générale au sein de l’organisme dans la réponse au stress oxydatif et au choc 

thermique (Lu, Han and Chen 2001) Matts, 1993 #376). 

 

b. La PERK. 

 

 Dans des cellules eucaryotes, le réticulum endoplasmique (RE) est le premier 

organelle dans la voie de sécrétion et de maturation des protéines. Dans le RE, les protéines se 

replient et subissent de nombreuses modifications telles que la glycosylation, la formation de 

ponts disulfures inter et intramoléculaire (Kornfeld and Kornfeld 1985; Fewell et al. 2001). 

Seuls les protéines correctement repliées seront exportées jusqu’à l’appareil de Golgi alors 



Figure 29: La protéine PERK de mammifères.
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que les protéines présentant des défauts de repliement seront retenues dans le RE afin de 

compléter leur maturation ou seront dégradées dans le cas contraire (Ellgaard et al. 1999). Ce 

processus de maturation est fortement régulé, pour cela, il fait intervenir de nombreux acteurs 

tels que des protéines chaperones, des molécules de signalisation  ainsi qu’une machinerie de 

dégradation (Schroder and Kaufman 2005). Un problème lors du repliement des protéines ou 

une modification d’un processus à l’intérieur du RE est ressenti comme un état de stress, 

appelé stress du RE. De nombreuses pathologies neurologiques, certains diabètes et certaines 

formes de mucoviscidoses sont d’ailleurs associées à un mauvais fonctionnement du RE 

(Paschen 2003; Ozcan et al. 2004; Lukacs et al. 1994). Les cellules sont donc être capables de 

ressentir cet état afin de répondre de manière appropriée, c’est ce que l’on appelle la voie 

UPR (Unfolded Protein Response). Cette voie UPR est constituée de plusieurs mécanismes 

dont un consiste à inhiber la synthèse protéique ce qui permet de diminuer la quantité de 

protéines traversant le RE (Schroder and Kaufman 2005). 

Récemment le lien entre le stress du RE et l’inhibition de l’initiation de la traduction 

par la phosphorylation du facteur eIF2α a été mis en évidence (Harding et al. 1999). Il s’agit 

de la kinase PERK (Pancreatic ER Kinase ou PKR-like ER Kinase), protéine 

transmembranaire située au niveau de la paroi du RE. La PERK est essentielle pour la survie 

de la cellule durant la réponse UPR et elle est nécessaire pour assurer la fonction exocrine de 

certains organes (Harding et al. 2000b; Harding et al. 2001). La protéine PERK est en effet 

capable de phosphoryler le facteur eIF2α à la suite d’un stress du RE (Shi et al. 1998; Harding 

et al. 2000a).  

 La PERK est constituée de plusieurs domaines lesquels seront en contact avec 

différents compartiments de la cellule (Figure 29). Le domaine amino-terminal est situé dans 

le lumen du RE alors que le domaine carboxy-terminal est présenté dans le cytoplasme. Au 

niveau amino-terminal on trouve d’abord une séquence de signalisation qui permet 

l’adressage de la protéine au RE. Ensuite la PERK possède un domaine homologue à la 

protéine IRE1, une autre protéine kinase spécifique du RE activée comme PERK à la suite du 

stress du RE (Harding, Zhang and Ron 1999; Liu et al. 2000). Ce domaine IRE1 est 

nécessaire pour la dimérisation de la protéine, processus indispensable pour obtenir une 

activité kinase fonctionnelle (Ma et al. 2002a). Le domaine amino-terminal de PERK permet 

aussi l’association avec des protéines chaperonnes du RE GRP78/BiP et GRP94 lesquelles 

interviennent dans la régulation de l’activité de la kinase (Ma, Vattem and Wek 2002a). Bip 
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Figure 30: La protèine kinase PKR de mammifères.
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intervient d’ailleurs pendant le processus de repliement des protéines à l’intérieur du RE, la 

quantité de cette chaperonne augmente fortement à la suite de l’activation de la voie UPR afin 

d’augmenter les capacités de repliement à l’intérieur du RE (Kozutsumi et al. 1988). Au 

centre de la PERK se trouve le domaine transmembranaire lequel permet l’encrage de la 

protéine à travers la membrane du RE. Ensuite, situé dans le cytoplasme, on trouve le 

domaine kinase de la protéine. Cette région catalylique présente une structure conservée avec 

les autres kinases d’eIF2α : un domaine kinase  constitué de 11 sous-domaines 

caractéristiques des protéines à fonction kinases ainsi que les résidus conservés permettant la 

reconnaissance de son substrat, eIF2α (Dar, Dever and Sicheri 2005, Sood et al. 2000).  

 Le processus d’activation de la PERK à la suite d’un stress du RE reste encore à être 

déterminer avec précision. Il est proposé que dans des conditions normales, la PERK serait 

maintenue sous la forme d’un monomère inactif par l’association avec la protéine chaperonne 

BiP (Bertolotti et al. 2000). A la suite d’un stress du RE, la chaperonne Bip se dissocierait de 

son partenaire ce qui permettrait à la PERK de se dimériser (Bertolotti et al. 2000, Ma, 

Vattem and Wek 2002a). La protéine pourrait alors s’autophosphoryler entraînant l’activation 

de son activité de phosphorylation d’eIF2α (Harding, Zhang and Ron 1999; Bertolotti et al. 

2000; Su et al. 2008) (Figure 29). Il est également envisageable que le domaine IRE1 de 

PERK permet la reconnaissance de régions hydrophobes présentées par les protéines mal 

repliées.  

 

c. PKR 

 

La PKR est constituée de deux grands domaines distincts : un domaine régulateur 

amino-terminal qui permet l’association à l’ARN double brin, et un domaine kinase situé au 

niveau carboxy-terminal (Figure 30). Le domaine de liaison à l’ARN double brin (DRM) 

contient deux motifs distincts de liaison à l’ARN d’une taille de 70 acides aminés environ (St 

Johnston et al. 1992) (Figure 30). Ces motifs sont riches en résidus basiques et sont séparés 

par un espaceur de 20 acides aminés très flexible permettant de positionner les deux motifs 

DRM de part et d’autre de la molécule d’ARN (Nanduri et al. 1998; Cole 2007). Le domaine 

kinase de PKR contient les sous-domaines kinases classiques ainsi qu’un insert entre les sous-

domaines IV et V (Meurs et al. 1990) (Figure 30). La PKR possède enfin les résidus 
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conservés permettant la reconnaissance de son substrat, eIF2α (Dar, Dever and Sicheri 2005, 

Sood et al. 2000) (Figure 23). 

L’activation et l’inhibition de la PKR a lieu en réponses à différents agents tels que 

l’ARN double brin d’origine cellulaire ou virale, des composés polyanionic comme l’héparine 

ou des protéines virales. L’activation de la PKR conduit à la phosphorylation d’eIF2α et par 

conséquent à une inhibition général de la traduction (Proud 1995). Ainsi, l’activation de la 

PKR par des ARN viraux constitue une première ligne de défense contre ces agents 

infectieux.  

 

A ce jour, il existe deux modèles expliquant le mécanisme de régulation de la fonction 

kinase de la PKR (Cole 2007) (Figure 30). Le premier, appelé modèle d’autoinhibition, est 

basé sur l’effet de régulateur négatif du domaine amino-terminal. En effet, la délétion du 

domaine DRM  provoque une activation constitutive de l’activité kinase de PKR (Wu and 

Kaufman 1997). Ainsi, en l’absence d’ARN double brin, le domaine DRM s’associerait avec 

le domaine kinase afin de bloquer son activité. L’association de l’ARN double brin 

provoquerait une modification de conformation de la protéine conduisant à l’activation de la 

fonction kinase. L’autre modèle se nomme modèle de dimérisation. Dans ce modèle, 

l’association de la PKR avec une molécule d’ARN double brin conduit à la dimérisation de la 

protéine. La dimérisation permettrait alors d’activer le domaine kinase de la PKR qui après 

une étape d’autophosphorylation deviendrait active dans son rôle de kinase d’eIF2α (Lemaire 

et al. 2005). Ce modèle permet d’expliquer en partie la réponse biphasique de PKR en 

fonction de la quantité d’ARN (Farrell et al. 1977; Hunter et al. 1975). En effet, lorsqu’il est 

présent en faible concentration, une molécule d’ARN s’associe à un domaine DRM et permet 

alors la dimérisation de la PKR en s’associant avec son domaine DRM. Cependant, lorsqu’il 

est présent à de fortes concentrations chaque monomère de la PKR est associé avec son ARN 

ce qui empêche l’association de 2 monomère via la même molécule d’ARN (Kostura and 

Mathews 1989).   
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II.2.2) La situation chez Schizosaccharomyces pombe. 

 

S. pombe possède, en plus d’une kinase GCN2 comme chez S. cerevisiae, deux 

homologues de la kinase HRI humaine : HRI1 et HRI2 (Zhan et al. 2002; Zhan et al. 2004). 

Ces kinases sont capables de phosphoryler eIF2α en réponse aux chocs thermiques ou à un 

traitement à l’arsenite tout comme leur homologue mammifère (Zhan et al. 2002). Il semble 

donc que S. pombe ait développé un mécanisme supplémentaire de réponse pour d’autres 

types de stress. GCN2 et HRI semblent d’ailleurs avoir des rôles chevauchant dans la réponse 

à certains stress mais avec des cinétiques différentes (Zhan, Narasimhan and Wek 2004). 

Cependant, la phosphorylation d’eIF2α chez S. cerevisiae induit la traduction spécifique du 

facteur de transcription GCN4. Chez les mammifères c’est le facteur de transcription ATF4 

qui est produit. Ces facteurs de transcription permettent de stimuler l’expression de gènes 

clefs lesquels permettent de lutter efficacement contre le stress. Or, alors que des homologues 

de GCN4 ont été trouvé dans de nombreux champignons tel que Neurospora crassa, 

Aspergillus niger et Candida albicans, S. pombe ne possède pas de protéine homologue (Luo 

et al. 1995; Wanke et al. 1997; Pereira and Livi 1995). Il est possible que chez S. pombe, 

d’autres types de facteurs encore inconnus soient régulés à la suite de la phosphorylation 

d’eIF2α, ou que la diminution de la traduction soit le seul mécanisme utilisé par cette levure 

pour économiser ses ressources en attendant la fin du stress cellulaire. 

 

II.2.3) La situation chez les invertébrés. 

 

Chez la drosophile, on trouve 2 kinases capables de phosphoryler eIF2α : GCN2 et 

PERK (Santoyo et al. 1997; Olsen et al. 1998). La protéine PERK de drosophile semble avoir 

conservée les mêmes types de régulations que son homologue mammifère car elle est activée 

à la suite du stress du RE (Pomar et al. 2003). Le facteur eIF2α est aussi phosphorylée à la 

suite d’un choc thermique (Duncan et al. 1995). Caenorhabditis elegans présente les mêmes 

caractéristiques avec la présence d’une GCN2 et d’une protéine PERK (Sood et al. 2000). Il 

semble donc que les invertébrés possèdent 2 kinases d’eIF2α lesquels permettent de répondre 

à une variété de stress plus étendue que chez S. cerevisiae  mais moins variés que chez les 
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Figure 31: Le facteur eIF2α.
Comparaison de la séquence en acides aminés des facteurs eIF2α 
présents chez la levure et chez l'homme. La sérine 51 phosphoryla-
ble par les kinases GCN2, PERK, HRI et PKR est indiquée. 
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mammifères. La drosophile possède d’ailleurs une protéine homologue d’ATF4 qui 

permettrait de réguler les gènes en réponse à la phosphorylation d’eIF2α (Hewes et al. 2000). 

 

II.3. Phosphorylation d’eIF2 alpha 

 

Le facteur eIF2 est constitué de trois sous-unités appelées respectivement α, β et γ. 

Des ADNc codant pour chacune de ces sous-unités ont été clonés et séquencés chez de 

nombreuses espèces et les séquences prédites en acides aminés montrent un degré 

exceptionnel de conservation suggérant que ce facteur joue un rôle central dans la vie de la 

cellule (Ernst et al. 1987, Hannig et al. 1993, Pathak et al. 1988).  

La sous-unité α d’eIF2 est constituée de 304 acides aminés chez la levure. La séquence 

en acide aminés ne présente pas de particularité hormis la présence d’un résidu Sérine en 

position 51, accepteur potentiel d’un groupement phosphate. D’ailleurs, la sous-unité α 

présente un niveau de conservation important entre les différentes espèces en particulier au 

niveau des résidus entourant cette sérine située à la position 51 (Figure 31) (Cigan et al. 

1989).  

La sous-unité β d’eIF2 est responsable de la liaison avec eIF2B, facteur de recyclage 

du GDP en GTP (Kimball et al. 1998). eIF2 β possède également un domaine de liaison au 

facteur eIF5, facteur responsable du processus d’hydrolyse du GTP en GDP, étape essentielle 

dans l’initiation de la traduction  (Das et al. 1997). 

eIF2γ est quant à elle responsable de la liaison avec la molécule de GTP ou de GDP 

(Erickson et al. 1997, Naranda et al. 1995). Il est intéressant de noter qu’eIF2 possède une 

affinité bien plus grande pour le GDP que pour le GTP (Panniers et al. 1988). Le recyclage du 

GDP en GTP au niveau d’eIF2 nécessite donc la présence d’un processus actif. Enfin, avec la 

participation d’eIF2β, eIF2γ permet la liaison à l’ARNt méthionine amminoacylé (Gaspar et 

al. 1994). 

 

eIF2 joue un rôle clef au sein du complexe d’initiation de traduction. En effet, il est 

responsable du recrutement et du transfert de l’ARNt méthionine au niveau du codon 

initiateur (Moldave 1985). Pour cela, il forme un complexe ternaire avec une molécule de 
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A: La voie TOR et son contrôle dans la cellule.
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GTP et l’ARNt methionine amminoacylé. Ainsi, le contrôle de ce facteur permet de réguler la 

traduction dans la cellule. 

 

II.4. Déphosphorylation d’eIF2α. 

 

La phosphorylation d’eIF2α est un processus transitoire, en effet, une fois le stress 

terminé, la déphosphorylation de ce facteur a lieu très rapidement permettant ainsi de 

réactiver la traduction à l’intérieur de la cellule (De Benedetti and Baglioni 1985). Une 

activité phosphatase, responsable de la déphosphorylation d’eIF2α a été purifiée (Crouch and 

Safer 1980). D’ailleurs, l’inhibition de la phosphatase PP1 conduit à l’augmentation du niveau 

de phosphorylation d’eIF2α (Boyce et al. 2005). La présence d’un mécanisme de 

rétrocontrôle négatif de la voie de contrôle de la traduction par eIF2α a été mise en évidence 

chez les mammifères. Ainsi, lorsqu’eIF2α est phosphorylé, la traduction du facteur de 

transcription ATF4 est spécifiquement activée (Harding et al. 2000a). ATF4 va alors induire 

l’expression du gène GADD34 (Ma and Hendershot 2003). Or, la protéine GADD34 est 

capable de s’associer avec la sous-unité catalytique de la phosphatase PP1 (Connor et al. 

2001). GADD34, lorsqu’il est produit, va apporter PP1 au niveau du facteur eIF2α qui va être 

déphosphorylé (Novoa et al. 2003; Novoa et al. 2001; Brush, Weiser and Shenolikar 2003). 

Ce mécanisme permet de limiter l’ampleur de la phosphorylation d’eIF2α à la suite d’un 

stress, l’inhibition massive et continue de la traduction ne pouvant être que fatal pour la 

cellule. 

 

II.5. La voie TOR et le contrôle de la phosphorylation d’eIF2α chez la levure. 

II.5.1) La voie TOR et le contrôle de la traduction. 

 

La protéine TOR (Target Of Rapamycin) est une kinase de type Ser/Thr qui régule la 

croissance et le métabolisme de la cellule en réponse à de nombreux signaux 

environnementaux ainsi qu’à la rapamycine (Figure 32) (Wullschleger et al. 2006). Chez les 

levures et les eukaryotes supérieurs, un des rôles de la voie TOR consiste à activer la 

traduction à la suite de l’arrivée de nutriments dans la cellule (De Virgilio and Loewith 2006). 
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Pour cela, la protéine TOR, contenue dans un complexe multiprotéique appelé TORC1 régule 

la traduction via la protéine 4E-BP (eIF4E Binding Protein) (Figure 32) (Hay and Sonenberg 

2004 ; Tee and Blenis 2005). En phosphorylant la protéine 4E-BP, TORC1 libère le facteur 

eIF4E avec lequel il était associé (Brunn et al. 1997). eIF4E libre peut alors s’associer avec 

eIF4G ce qui permet d’apporter l’ARNm jusqu’au ribosome et d’induire la traduction cap-

dépendante (Gingras et al. 1999; Schalm and Blenis 2002, Schalm et al. 2003). 

 

II.5.2) Cross-talk entre la voir GCN2/eIF2α et la voie TOR 

 

GCN2 possède de nombreux résidus phosphorylables dont certains sont essentiels 

pour le bon repliement et l’activation de la fonction kinase. Une étude réalisée chez la levure a 

mis en évidence l’importance de la phosphorylation du résidu sérine en position 577 dans la 

fonction kinase de la protéine (Garcia-Barrio et al. 2002) (Figure 32). En effet, la mutation de 

cette sérine conduit à la phosphorylation d’eIF2α par GCN2 même dans des conditions 

normales. Il semble donc que la déphosphorylation de ce résidu sérine augmente l’affinité de 

GCN2 pour les ARNt libre ce qui explique l’activation de GCN2 dans des conditions 

normales où le niveau d’ARNt libre est faible. Il apparait que dans des conditions normales, la 

sérine 577 est phosphorylée et que dans certaines conditions de stress, sa déphosphorylation 

conduise à l’activation de GCN2 en diminuant le seuil d’ARNt libre nécessaire à son 

activation. 

 

 Deux études récentes ont montré que la rapamycine stimule la phosphorylation 

d’eIF2α par GCN2 (Cherkasova and Hinnebusch 2003; Kubota et al. 2003). Cette activation 

passe par la déphosphorylation de la sérine 577 de la protéine et nécessite la présence du 

facteur inhibiteur TAP42 (Cherkasova and Hinnebusch 2003). Or, la protéine TOR est 

capable de réguler négativement la phosphatase de type PP2A, SIT4, en facilitant sont 

association avec TAP42 (Di Como and Arndt 1996; Beck and Hall 1999; Jacinto et al. 2001). 

Il est donc proposé que TOR est capable de réguler GCN2 en contrôlant la phosphatase qui 

serait responsable de sa déphosphorylation au niveau de la sérine 577 provoquant ainsi son 

activation (Figure 32). 
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Figure 33: Initiation de la traduction chez les eucaryotes.
Le contrôle de la réinitiation de la traduction par la phosphorylation 
du facteur eIF2α est présenté à droite du schéma.

(D'après Hinnebusch, 2005)
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II.6. L’initiation de la traduction chez les eucaryotes et son contrôle par eIF2α. 

 

 La réaction commence avec la liaison d’un couple ARNt-Méthionine avec la sous-

unité 40S du ribosome afin de former le complexe d’initiation 43S (Figure 33). Le couple 

ARNt-Méthionine est transféré à la sous-unité 40S sous la forme d’un complexe ternaire (CT) 

avec le facteur eIF2 associé à une molécule de GTP. Une fois constitué, le complexe 43S va 

s’associer au complexe eIF4F qui est fixé à la coiffe situé en 5’ de l’ARNm formant ainsi le 

complexe 48S. Ce complexe va alors parcourir l’ARNm jusqu’à trouver un codon AUG 

d’initiation de la traduction. L’anticodon situé au niveau de l’ARNt methionine reconnaît 

alors le codon AUG ce qui va avoir pour conséquence l’hydrolyse du GTP en GDP par le 

facteur eIF5, la libération du couple eIF2-GDP et le recrutement de la sous-unité 60S du 

ribosome formant ainsi le complexe 80S capable de réaliser la synthèse protéique. Le couple 

eIF2-GDP relâché au cours de l’initiation de la traduction doit impérativement être recyclé en 

une forme eIF2-GTP pour pouvoir à nouveau former un complexe ternaire et permettre 

l’initiation de la traduction. Le remplacement du GDP par une molécule de GTP est réalisé 

par le facteur eIF2B et constitue l’étape limitante de la traduction. Lorsque la sous-unité α 

d’eIF2 est phosphorylée, le facteur eIF2B n’est plus capable d’échanger la molécule de GDP 

par une molécule de GTP (Rowlands et al. 1988). La phosphorylation d’eIF2α conduit alors à 

une modification des affinités entre les différentes sous-unités d’eIF2 et eIF2B ce qui a pour 

conséquence de bloquer la fonction d’échange d’eIF2B (Krishnamoorthy et al. 2001). Ainsi la 

phosphorylation d’une fraction seulement des facteurs eIF2α peut réduire fortement la 

synthèse protéique.     
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II.7. La phosphorylation d’eIF2α  conduit à l’augmentation spécifique de la 

traduction de certains facteurs de transcription. 

II.7.1) Chez la levure. 

a. GCN4. 

 

La régulation de la traduction du facteur GCN4 fait intervenir 4 courts cadres de 

lecture ouverts également appelé uORF (upstream open reading frame) présent au niveau de 

son ARNm en amont de son véritable codon initiateur (Figure 34). Le premier uORF 

(uORF1) et le dernier (uORF4) sont suffisants pour assurer le contrôle traductionel de GCN4 

(Mueller and Hinnebusch 1986). La présence de ces uORFs est essentielle pour la régulation 

de la traduction de GCN4. En effet, la mutation ou la délétion de ces uORF conduit à la 

dérepression constitutive de GCN4 (Hinnebusch 1984, Mueller and Hinnebusch 1986, 

Thireos et al. 1984).  

La première étape de cette régulation est la fixation de la sous-unité 40S du ribosome 

associé au complexe ternaire eIF2.ARNt.Met.GTP au niveau de l’extrémité 5’ de l’ARNm de 

GCN4 (Figure 34). Ce complexe 48S commence à parcourir l’ARN jusqu’à arriver au niveau 

du premier uORF : uORF1. A ce moment précis, il recrute la sous-unité 60S et initie une 

première fois la traduction jusqu'au codon stop du uORF1 où la grosse sous-unité du ribosome 

se dissocie de même que le complexe eIF2/ARNt/Met/GDP. uORF1 est considéré comme une 

faible barrière traductionelle. En effet, après la traduction du uORF1, la sous-unité 40S du 

ribosome reste généralement associée à l’ARNm et continue de parcourir le transcrit. Les 

uORF fonctionnent donc comme des barrières dans des conditions non carencées en acides 

aminés car la réinitiation de la traduction après un uORF est inefficace chez les eucaryotes 

(Rosenberg and Paterson 1979). En effet, le facteur eIF2α n’étant pas phosphorylé les 

complexes ARNt.Met.GTP sont présents en grande quantité. Ainsi, après le passage du 

premier uORF, la plupart des sous-unités 40S se réassocient avec un nouveau complexe 

ternaire avant d’atteindre les uORF 2, 3 ou 4. La traduction peut être alors réinitiée au niveau 

de ces uORFs. Au niveau du codon stop du uORF4, on trouve des séquences riches en GC qui 

conduisent à la dissociation du ribosome et de l’ARNm (Grant and Hinnebusch 1994). Ainsi, 

lorsque le uORF4 est traduit, une éventuelle réinitiation de la traduction au niveau du codon 

initiateur de GCN4 devient impossible. 
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En condition de stress, lorsqu’eIF2α est phosphorylé, la traduction des uORF de 

l’ARNm de GCN4 est fortement modifiée à cause de la faible quantité de complexes 

eIF2.ARNt.Met.GTP disponible. En effet, après initiation au niveau du premier uORF, la 

traduction ne peut pas être réinitiée au niveau des AUG des uORF en aval à cause du manque 

de complexes ternaires. L’absence d’un ARNt méthionine empêche la reconnaissance des 

codons AUG des uORF 2 à 4 (Cigan et al. 1988). Ainsi, plus de 50% des sous-unités 40S 

passent à travers les uORF 2, 3 et 4 sans se réassocier avec un nouveau complexe 

eIF2.ARNt.Met.GTP. La sous-unité 40S reste donc associée à l’ARNm et le codon initiateur 

de GCN4 peut alors être atteint et si un complexe ternaire est disponible, la traduction peut 

s’inititier à nouveau et la protéine GCN4 peut ainsi être traduite (Abastado et al. 1991, Dever 

et al. 1992) (Figure 34).  

 

b. Les gènes cibles de GCN4. 

 

GCN4 appartient à la famille des facteurs de transcription de type bZIP (basic leucine 

Zipper) qui sont des protéines de liaison à l’ADN constitués d’une région basique permettant 

de lier l’ADN et d’un domaine de dimérisation aussi appelé « leucine zipper » (Landschulz et 

al. 1988). GCN4 s’associe à l’ADN sous  forme de dimère au niveau d’une séquence 

constituée d’une répétition inverse de type ATGA(C/G)TCAT (Hinnebusch and Fink 1983; 

Hill  et al. 1986; Hope and Struhl 1987). 

Ces dernières années, des études d’expression par microarray ont révélé que la 

régulation des gènes intervenant dans la biosynthèse des acides aminés était seulement une 

des multiples fonctions de GCN4 (Jia et al. 2000; Natarajan, et al. 2001). En effet, ces études 

ont montré que ce facteur de transcription intervient dans la régulation de l’expression de plus 

de 500 gènes chez S. cerevisiae (Figure 35). Ainsi près de 10% des gènes de levure semblent 

être contrôlés par GCN4. 

GCN4 induit l’expression d’au moins 73 gènes intervenant dans les voies de synthèse 

de tous des acides aminés ou de ces précurseurs. Au sein d’une même voie, plusieurs gènes 

sont souvent activés. Ainsi, induction des enzymes clefs de ces voies de biosynthèse permet 

de maintenir un niveau élevé d’ARNt aminoacylés dans la cellule. 
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Figure 36: Le facteur de transcription ATF4.
A: La régulation de la traduction d'ATF4.
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GCN4 régule également l’activité de gènes intervenant dans la voie de biosynthèse des 

purines. L’induction de ces enzymes par GCN4 pourrait être une stratégie pour de soutenir la 

synthèse en histidine puisque l’ATP produit par la cellule est partiellement utilisé dans le 

processus de fabrication de l’histidine. 

De nombreux autres gènes possédant des fonctions très diverses se trouvent aussi 

régulé par le facteur de transcription GCN4. Ainsi, on trouve des gènes codant pour des 

protéines intervenant dans des voies de biosynthèse de certaines vitamines, des protéines de 

transport mitochondrial, des composants du peroxysome, des protéines kinases, des 

phosphatases et des facteurs de transcription. D’autre part plus de 350 gènes contrôlés par 

GCN4 ont des fonctions qui sont encore à déterminer. Cela montre bien que GCN4 est un 

facteur de transcription central chez la levure qui permet d’activer ou de réprimer des 

processus biologiques très différents. 

 

II.7.2) Chez les mammifères. 

a. Le facteur de transcription ATF4. 

 

Chez les mammifères, la phosphorylation d’eIF2α conduit à une diminution globale de 

la traduction mais favorise parallèlement la traduction d’un facteur de transcription, ATF4 

(activating transcription factor 4) (Harding et al. 2000a).  Chez la souris, la régulation 

traductionnelle d’ATF4 fait intervenir 2 uORF situés au niveau 5’ de l’ARNm lesquels 

facilitent la traduction de ce facteur de transcription lorsque eIF2α est phosphorylée (Lu et al. 

2004a) (Figure 36). Le uORF1 encode un polypeptide de seulement 3 acides aminés alors que 

le uORF2 est constitué de 59 résidus et chevauche partiellement la séquence codante d’ATF4 

(Figure 36). Chacun de ces 2 uORF a un rôle particulier à jouer dans la régulation de 

l’expression d’ATF4 (Vattem and Wek 2004). Le uORF1 joue un rôle positif en facilitant le 

balayage du ribosome et la re-initiation de la traduction en aval. En effet, après la traduction 

de l’uORF1, la petite sous-unité 40S du ribosome reste associée à l’ARNm et continue de 

parcourir l’ARN. Dans des conditions normales de croissance, le facteur eIF2α n’est pas 

phosphorylé et des complexes ARNt-Met-GTP sont présents en grande quantité. Ainsi la 

sous-unité 40S peut s’associer rapidement avec le complexe ternaire eIF2-GTP-ARNt-Met 

ainsi qu’à la sous-unité 60S. La réinitiation de la traduction peut alors se faire au niveau de la 
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séquence codante suivante : le uORF2. La traduction de ce second uORF empêche alors 

l’expression d’ATF4 car lorsque le ribosome traduit uORF2 il ne peut pas initier la traduction 

au niveau de l’ATG d’ATF4 et se dissocie de l’ARNm. Lorsque les cellules sont exposées à 

un stress qui conduit à l’augmentation de la phosphorylation du facteur de traduction eIF2α, le 

niveau d’eIF2 associé à une molécule de GTP est alors fortement diminué. Ainsi, après la 

traduction du uORF1, il faut beaucoup plus de temps pour recruter le complexe ternaire au 

niveau de la sous-unité 40S du ribosome. La ré-initiation de la traduction ne se fait plus aussi 

efficacement au niveau de l’uORF2 et les ribosomes continuent donc de parcourir l’ARNm et 

peuvent ainsi initier la traduction qu’au niveau de la séquence codante d’ATF4. 

 

b. Les gènes cibles d’ATF4. 

 

ATF4 appartient à la sous-famille des facteurs ATF (Activating Transcription Factors) 

qui font partie de la famille des facteurs bZIP. ATF4 s’associe à l’ADN sous la forme d’un 

homodimère ou d’un hétérodimère avec un membre de la famille bZIP (Hai and Curran 1991; 

Vinson et al. 1993). Le site de liaison à l’ADN et l’effet activateur ou répresseur est 

déterminé par le partenaire d’hétérodimérisation (Podust et al. 2001; Yang et al. 2004; De 

Angelis et al. 2003). L’interaction avec ses partenaires semble être à la fois spécifique du type 

de tissu et du type de stress ce qui permettrait d’expliquer la réponse adaptative des 

mammifères à la suite d’une carence en acide aminés ou d’un stress UPR. Ainsi, en fonction 

du stress, les cibles d’ATF4 vont pouvoir être différentes.  

 

ATF4 contrôle l’expression des gènes intervenant dans la production et le transport 

des acides aminés et de certains facteurs de transcription (Siu et al. 2002; Chen et al. 2004; 

Palii et al. 2006; Gjymishka et al. 2008; Lopez et al. 2007; Bruhat et al. 2007; Jiang et al. 

2004; Pan et al. 2007; Harding et al. 2000a; Ma et al. 2002b; Averous et al. 2004). Des 

expériences de microarray effectuées sur des lignés mutantes pour la PERK et/ou ATF4 et 

l’analyse de lignées cellulaires possédant une version non phosphorylable d’eIF2α ont permis 

de mettre en évidence les gènes régulés par cette voie au cours du stress oxydatif et de la 

carence en acide aminés (Harding et al. 2003; Lu et al. 2004b). Ainsi, il semble qu’ATF4 

contrôle l’expression de gènes intervenant à la fois dans l’import des acides aminés mais aussi 
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des gènes dont la fonction est de protéger les cellules du stress oxydatif (Figure 36). La voie 

de réponse à la phosphorylation d’eIF2α chez les mammifères est donc multiple et complexe. 

Elle permet d’exprimer des gènes de manière spécifique en fonction du type de stress menant 

à l’activation des kinases d’eIF2α 

Aucun gène intervenant directement dans la lutte contre une infection virale ne semble 

être activé à la suite de la phosphorylation d’eIF2α. Il est possible que l’inhibition de la 

traduction soit la méthode utilisée par la voie eIF2α au cours de ce stress. 

 

III.  Conservation de la voie eIF2α/traduction dans le monde végétal. 

III.1. Phosphorylation d’eIF2α et initiation de la traduction chez les plantes. 

 

Dans le monde végétal, la faible constante de dissociation d’eIF2 pour le GDP a 

longtemps laissé penser que les plantes n’utilisaient pas la phosphorylation d’eIF2α comme 

moyen de régulation de la traduction (Shaikhin et al. 1992). Cependant, la protéine eIF2α de 

blé est capable de complémenter la fonction de son homologue levure. Ainsi, chez la levure, 

la protéine eIF2α de blé peut être phosphorylé in vivo par GCN2 et régule la traduction de 

GCN4 de la même manière que la protéine d’origine (Chang et al. 1999; Chang et al. 2000).  

D’autre part, eIF2α de blé est également phosphorylable par la PKR humaine et est capable 

d’interagir avec la machinerie de traduction des mammifères (Gil et al. 2000) La machinerie 

traductionnelle est concervé entre les plantes et les mammifères. De plus, la protéine eIF2α 

des plantes peut être phosphorylé par des kinases de mammifère (Kawaguchi and Bailey-

Serres 2002). Cela suggère qu’un mécanisme de contrôle de la traduction par eIF2α existe 

aussi chez les végétaux. 

Il est intéressant de noter que chez le blé la sous-unité α d’eIF2 est présente sous une 

forme hypophosphorylée dans les stades jeunes du développement de la graine. Ensuite eIF2α 

est progressivement phosphorylée dans la graine mature et ne sera déphosphorylée que 

pendant la germination de la graine (Le et al. 1998). Ainsi il semble envisageable que la 

phosphorylation d’eIF2α soit une des méthodes utilisées par la graine pour inhiber la 

traduction pendant la phase de latence.  
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Figure 37: La protéine GCN2 chez Arabidopsis thaliana.
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III.2. La kinase GCN2 chez Arabidopsis thaliana. 

 

A ce jour, la seule kinase d’eIF2α caractérisée dans le monde végétal est l’homologue 

de GCN2 d’A. thaliana : AtGCN2 (Zhang et al. 2003). Cette protéine possède  un domaine 

kinase ainsi qu’un domaine HisRS de liaison potentiel à l’ARN double brin (Figure 37). Des 

transcrits du gène codant pour GCN2 ont été mis en évidence dans tous les organes de la 

plante suggérant le caractère ubiquitaire de la protéine. Enfin, la protéine AtGCN2 est capable 

d’éviter la mort d’une levure gcn2 mutante en condition de carence en acides aminés. 

 

III.3. Existence d’une activité PKR chez les plantes. 

 

Une protéine possédant une fonction « de type PKR » a été identifié dans des extraits 

d’avoines en utilisant des anticorps dirigés comme la protéine PKR humaine (Langland et al. 

1995). La protéine de cet extrait semble être activée par de l’ARN double brin et est capable 

de phosphoryler in vitro eIF2α (Langland et al. 1996). Enfin, cette même étude montre que 

l’ajout d’ARN double brin conduit à l’inhibition de la traduction au sein d’un extrait de germe 

de blé suggérant qu’une protéine de type PKR existe dans le monde végétal. 

Chez les mammifères, l’activité de la protéine kinase PKR est modulée par un facteur 

cellulaire appelé P58IPK (Gale et al. 1996; Tan et al. 1998). P58IPK interagit directement avec 

la PKR et inhibe son activité kinase en empêchant sa dimérisation. Un homologue de P58IPK a 

été identifié chez Arabidopsis et le tabac (Bilgin et al. 2003). La perte de cette protéine rend la 

plante plus sensible aux infections virales lesquelles sont associées à la phosphorylation 

d’eIF2α in vivo chez la plante suggèrant que l’infection virale chez la plante conduit bien à 

l’activation de la voie eIF2α (Bilgin et al. 2003). 

Cependant, la recherche de gènes codant pour un homologue de la PKR de mammifère 

au sein des génomes d’Arabidopsis, du riz et de la tomate n’a pas permis d’identifier une telle 

protéine. GCN2 semble donc être la seule kinase d’eIF2α présente chez la plante. Il existe de 

nombreuses protéines de liaison à l’ARN double brin dans le monde végétal (Hiraguri et al. 

2005; Curtin et al. 2008). Il serait donc possible que chez les plantes, deux protéines 

différentes, une possédant un domaine de liaison capable de reconnaitre l’ARN virale et une 
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autre, comme GCN2, possédant un domaine kinase, agissent ensemble afin de jouer la 

fonction d’une PKR. 

 

III.4. La voie TOR chez Arabidopsis thaliana. 

 

Arabidopsis thaliana possède un gène codant pour une protéine TOR essentielle au 

développement de la plante (Menand et al. 2002). AtTOR joue un rôle clef dans la régulation 

de la croissance cellulaire en réponse aux stress extérieurs en contrôlant le processus de 

traduction (Deprost et al. 2007; Sormani et al. 2007; Mahfouz et al. 2006). Chez la levure, 

l’inactivation de la phosphatase PP2A par la protéine TOR permet d’agir sur la voie de 

contrôle de la traduction par eIF2α (Jacinto et al. 2001). L’existence de ce type de régulation 

reste à déterminer chez les plantes. 

 

III.5. Contrôle des gènes intervenant dans la biosynthèse des acides aminés. 

 

Chez la levure et chez les mammifères, eIF2α est phosphorylé à la suite d’une carence 

en acides aminés. Cela conduit à la mise en place d’une réponse générale de l’expression des 

gènes de contrôle des voies de biosynthèse des acides aminés. Il s’agit en effet d’une réponse 

globale puisque la carence d’un seul acide aminé provoque la stimulation de nombreuses 

enzymes clefs des voies de biosynthèse de tous les acides aminés. 

Certaines évidences suggèrent qu’il existe une régulation coordonnée des gènes codant 

pour les enzymes des voies de biosynthèse des acides aminés chez les plantes. Par exemple, 

chez Arabidopsis, les gènes codant les enzymes intervenant dans la synthèse du tryptophane 

sont induits à la suite d’une carence en cette acide aminé (Zhao et al. 1998). D’autre part, une 

carence en histidine conduit à l’activation de nombreux gènes intervenant dans sa biosynthèse 

mais aussi dans la fabrication de la lysine et des purines (Guyer et al. 1995). Cependant cette 

même étude montre une absence de réponse générale à la suite d’une carence en acides 

aminés branchés et aromatiques. Chez les plantes, l’existence d’une réponse générale des 

gènes intervenant dans la biosynthèse des acides aminés par la voie eIF2α reste donc à être 

élucidée. 
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III.6. Les facteurs bZIP chez les plantes. 

 

A ce jour, aucun homologue de GCN4 et ou d’ATF4 n’a été identifié dans le monde 

végétal. Cependant, chez les plantes, la famille de facteurs de transcription de type bZIP est 

constituée de nombreux gènes codant pour des protéines dont la structure ressemble à GCN4 

et ATF4 (Jakoby et al. 2002; Vincentz et al. 2003; Martinez-Garcia et al. 1998). Ainsi les 

protéines bZIP de plantes possèdent une région basique de liaison à l’ADN et un domaine de 

dimérisation de type « leucine zipper ». Le génome d’Arabidopsis thaliana possède environ 

75 facteurs bZIP et on en dénombre 89 chez le riz (Jakob et al. 2002; Deppmann et al. 2004; 

Nijhawan et al. 2008). Chez Arabidopsis, les facteurs bZIP sont classés en 3 grands groupes 

subdivisés en 20 familles (A à T) en fonction de leurs spécificités de dimérisation. Parmi les 

facteurs bZIP, la famille S est particulièrement intéressante. En effet au sein de cette famille, 

les facteurs bZIP1, bZIP2, bZIP11, bZIP44 et bZIP53 possèdent de nombreux uORF dans leur 

séquence 5’ UTR (Wiese et al. 2004). Il est intéressant de noter que ces 5 facteurs possèdent 

des homologues dans plus de 30 espèces de plantes monocotylédons et dicotylédons (Correa 

et al. 2008; Wiese et al. 2004). Les transcrits codant pour ces protéines homologues ont 

d’ailleurs conservé leurs uORF au niveau de leurs 5’ UTR (Wiese et al. 2004; Martinez-

Garcia et al. 1998).  

Ces facteurs voient leurs fonctions régulées à la suite de différents stress. En effet, la 

traduction des facteurs bZIP2 et bZIP11 est réprimée en présence de sucrose (Rook et al. 

1998) (Wiese et al. 2005). Cet effet dépend de la présence des uORF présent au sein de leurs 

5’ UTR (Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005). Un autre exemple vient du facteur bZIP53 qui, 

à la suite d’un stress salin, vient activer la transcription du gène codant pour la proline 

dehydrogènase, enzyme qui catalyse la première étape de la dégradation de la proline (Satoh 

et al. 2004; Weltmeier et al. 2006). De manière plus générale, les protéines bZIP de la famille 

S semblent intervenir dans la réponse à divers stress comme la réponse contre des pathogènes, 

contre le froid, la lumière, la sécheresse et certaines hormones de stress comme l’acide 

abscissique ou l’acide salicylique (Lee et al. 2002; Shimizu et al. 2005; Rugner et al. 2001; 

Ditzer and Bartels 2006; Despres et al. 2003). 
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L’équipe du professeur Jean-Marc Deragon s’intéresse aux différents aspects de la 

biologie des éléments SINE. Ainsi, les travaux réalisés au sein de l’équipe s’étendent de 

l’étude de l’histoire évolutive des SINE, notamment ceux de crucifères, à l’étude 

fonctionnelle des éléments SINE. Cette étude fonctionnelle des éléments SINE est 

principalement répartie sur deux axes : d’une part l’étude des mécanismes de rétroposition des 

SINE (incluant la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des éléments SINE, 

ainsi que la mobilisation et le fonctionnement de la machinerie de rétroposition) et d’autre 

part l’étude des fonctions cellulaires des transcrits SINE en tant que riborégulateur. Au cours 

de mon travail de thèse, je me suis particulièrement intéressé à cette fonction cellulaire des 

éléments SINE. 

 

Chez les mammifères, l’infection par l’adénovirus conduit à l’activation de la 

transcription de certains éléments SINE Alu. Il s’agit d’un mécanisme conservé car il est 

observé avec d’autres famille de virus (le virus de l’herpes) et chez d’autres animaux (le ver à 

soie). Adénovirus code pour une protéine, E1A qui est capable d’interagir avec la protéine 

Rétinoblastome (RB). Cette interaction provoque l’inactivation de RB ce qui provoque 

probablement l’activation transcriptionelle des éléments Alu. Ainsi, chez les mammifères, 

certaines protéines virales agissent négativement sur RB ce qui a pour conséquence de 

déréguler le cycle cellulaire, la transcription pol III de manière générale et la transcription des 

éléments SINE en particulier.  

Chez les plantes, l’activation de la transcription des éléments SINE à la suite d’un 

stress comme l’infection virale reste à démontrer. Cependant, le virus FBNYV possède au 

sein de son génome une protéine, CLINK, qui est entre autre constituée d’un domaine de 

liaison à RB similaire à celui retrouvé chez E1A d’adénovirus. La première étape de notre 

étude a donc porté sur l’analyse de la protéine CLINK et plus particulièrement l’effet de cette 

protéine sur le cycle cellulaire, sur la transcription pol III en général et sur la transcription des 

SINE endogènes de plantes.  

 

La seconde partie de mon travail a porté sur la fonction des éléments SINE de plantes 

au sein de la cellule. Chez les mammifères, l’élément SINE Alu est capable de jouer un rôle 

dans la physiologie de la cellule en réponse à certains stress. En effet, la transcription de ces 
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éléments est activée à la suite d’une infection par certaines familles de virus. Les transcrits 

ainsi produits sont alors capables d’interagir avec la protéine PKR. Ainsi, les éléments SINE 

sont capables d’intervenir dans des processus clefs de la cellule comme le mécanisme de 

régulation de la traduction.  

La seule kinase d’eIF2α identifiée chez les plantes est la protéine GCN2. Chez les 

mammifères et chez la levure, l’activité kinase de GCN2 est activée en présence d’ARNt 

libres lesquels s’associent avec le domaine de liaison à l’ARN double brin que possède la 

protéine. Or, nous avons vu que chez les plantes, le SINE SB1 est capable de lier certaines 

protéines à domaine de liaisons à l’ARN double brin (comme la protéine HYL1) afin de 

moduler leurs fonctions dans la cellule. D’autre part, la plupart des éléments SINE possèdent 

une partie 5’ dérivée d’un ARN de transfert, une famille d’ARN dont la structure secondaire 

en trèfle est parfaitement connue. Les éléments SINE possèdent d’ailleurs une structure 

tridimensionnelle conservée. Il semble donc envisageable que dans le monde végétal, 

l’activité de la protéine kinase GCN2 soit contrôlée par un ARN SINE. 

Mes travaux ont débuté par la caractérisation de la protéine GCN2 chez Arabidopsis. 

Pour cela, j’ai d’abord mis en évidence la fonction de la protéine GCN2 au sein de la cellule 

végétale. J’ai ensuite déterminé les mécanismes de régulation de la protéine en mettant en 

évidence certains inducteurs spécifiques aux plantes. J’ai aussi montré l’importance de la 

protéine pour la plante et découvert des fonctions potentielles de la protéine dans des voies de 

stress typiques des végétaux. Enfin, j’ai regardé l’impact des SINE de plantes sur l’activité de 

GCN2.
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I. Impact du stress viral sur la fonction RB chez Arabidopsis thaliana. 

I.1. Article 1 : The nanovirus-encoded CLINK protein affects plant cell cycle 

regulation through interaction with the retinoblastoma-related protein. 

 

La première partie de notre étude a porté sur l’analyse de l’impact de la protéine 

CLINK du Faba Bean Necrotic Yellow virus (FBNYV) sur le cycle cellulaire et sur la 

transcription pol I et pol III. En effet, cette protéine étant capable d’interagir avec la protéine 

RB, nous avons émis l’hypothèse que son expression au cours d’une infection virale pourrait 

déréguler la transcription des SINE endogènes de plantes. Néanmoins, avant de tester 

directement cette hypothèse, il était important de vérifier que l’expression de CLINK avait un 

effet perturbateur significatif sur la fonction RB. Ceci a pu être testé en étudiant les 

perturbations provoquées sur le cycle cellulaire par la protéine CLINK. L’impact de CLINK 

sur la fonction de régulateur du cycle cellulaire de RB a donc été utilisé comme contrôle 

positif in vivo. 

L’expression constitutive de CLINK étant létale pour la plante, nous avons choisi 

d’exprimer cette protéine de manière conditionnelle. Pour cela, nous avons utilisé un 

promoteur inductible par une hormone, la dexaméthasone, ce qui nous a permis d’exprimer 

rapidement et de manière importante la protéine CLINK dans des tissus matures comme c’est 

le cas au cours d’une infection par un virus. Ainsi, nous avons établi des lignées transgéniques 

d’Arabidopsis thaliana exprimant la protéine CLINK ou la forme mutée dans le domaine 

d'interaction avec RB. Parallèlement, nous avons infecté des plantes avec le virus FBNYV 

pour voir l’effet global de l’infection sur le cycle cellulaire. 

Le but de cette première étape de notre analyse a été de voir si, chez la plante, le 

blocage de la voie RB entraîne une dérégulation du cycle cellulaire. Pour cela, l'étude de 

plantes transgéniques pour la protéine CLINK a permis de voir que la protéine virale induit 

l’expression de gènes spécifiques des phases G1-S (contrôlés via des interactions E2F-RB), 

mais aussi de gènes spécifiques des phases G2-M dans des cellules matures et différenciées. 

Des études de cytogénétiques nous ont permis de confirmer que les cellules exprimant CLINK 

étaient capables de se diviser à nouveau. Parallèlement, nous avons aussi mis en évidence une 

augmentation du niveau de ploïdie des cellules exprimant la protéine CLINK et des plantes 

infectées par le FBNYV.  
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Notre étude in vivo a clairement établit que la protéine CLINK est un véritable 

modulateur du cycle cellulaire. Sa liaison avec RB conduit à inhiber la fonction de contrôle du 

cycle cellulaire de RB dans la plante ce qui présente un avantage certain dans la propagation 

de l’infection virale. 

Ce travail a donné lieu à la publication d’un article inséré ci-après. 
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SUPPLEMENTARY DATA. 

 

SUPPLEMENTARY FIG. 1. Expression of the viral transgenes in CLINK and CLINKmut 

transgenic lines and its impact on cell-cycle gene regulation. Eight CLINK (C) and six 

CLINKmut (C*) independent transgenic lines were tested in a preliminary screening. 15 µg of 

total RNAs was extracted from aerial parts of two-week-old plantlets following a 24 h dex (D) 

or ethanol (E) treatment. The identity of the probes used is indicated on the left. 25S RNA 

served as loading control. Following dex treatment, comparable levels of CLINK and 

CLINKmut specific-transcripts were detected for all the transgenic lines, but upregulation of 

the E2F-controlled PCNA gene expression was observed for the eight CLINK-expressing 

lines only. The CLINK n°5 and CLINKmut n°1 lines (pointed by a circle) were selected and 

used as representative lines for the rest of the study. 
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Figure 38: Crible de l'infection virale par PCR.
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I.2. Données supplémentaires. 

 

L'activation transcriptionnelle des SINE en réponse à différents types de stress 

apparaît comme un phénomène largement répandu chez les animaux et a conduit à proposer 

que ces éléments puissent être de véritables "gènes de stress", une fonction potentiellement 

conservée chez les eucaryotes supérieurs (Cf. paragraphe VII de la synthèse bibliographique). 

Pour évaluer le rôle potentiel des éléments SINE dans la réponse cellulaire au stress 

chez les plantes, nous avons testé l'impact d'une infection virale sur la transcription des gènes 

pol III, en particulier sur la transcription des éléments SINE d'Arabidopsis thaliana. 

 

I.2.1) Impact de l'infection virale sur la transcription pol III.  

 

a. Crible des plantes infectées par le virus FBNYV.  

 

Pour identifier les plantes ayant développé une infection systémique après contact avec 

des insectes porteurs du virus, l'ADN extrait des tissus aériens de chacune des plantes 

congelées a été criblé par PCR pour la présence du virus en utilisant des amorces ciblant une 

région de la réplicase virale (Rep2) ou de la protéine CLINK. Les amorces utilisées sont 

décrites en annexe 5. Chaque ADN a subi une première PCR suivie d'une seconde PCR en 

utilisant une amorce interne à la première amplification (Figure 38). Une amplification du 

gène Rep est visible dès la première PCR chez 5 des 9 plantes potentiellement infectées (les 

plantes n°3, 4, 5. 6 et 9) (Figure 38). Une deuxième amplification montre que toutes les 

plantes mises en contact avec le virus (excepté la plante n°8) sont réellement infectées (Figure 

38) mais suggère que le niveau d'infection puisse varier entre les différentes plantes. L'ADN 

de plantes contrôles mises en contact avec les insectes sains a été utilisé comme contrôle 

négatif. Comme attendu, aucun signal d'amplification de l'ADN viral n'a été obtenu. 

Ainsi nous avons pu mettre en évidence la présence d'une infection systémique dans la 

majorité des plantes (8/9 soit 90% des plantes) qui peuvent donc être également utilisées pour 

la suite de l'analyse.  
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Figure 39: Quantification de l'expression des transcrit pol III 
                 à la suite de l'infection virale.
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A: Hybridation avec les sondes 7SL, actine, U3, ARNt phénylalanine,  
    5S et U1.
B: Quantification de la quantité de transcrit 7SL chez les plantes 
     infectées et les plantes contrôles.

Les plantes révélées positives à la première amplification PCR sont 
indiquées en caractéres gras.
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b. Quantification de l'expression de gènes pol III chez les plantes infectées. 

 

 Afin de voir un éventuel impact de l'infection virale sur la transcription pol III, l'ARN 

extrait de chacune des plantes infectées ainsi que de plusieurs plantes contrôles a été utilisé 

pour tester le niveau d'accumulation de différents transcrits pol III par Northern-blot. 

Le niveau d'accumulation à l'équilibre des gènes testés a été normalisé par rapport aux 

transcrits U1 ou actine. L'expression de ce gène transcrit par l'ARN polymérase II est attendu 

relativement stable entre plantes au même stade de développement, le gène actine étant 

d'ailleurs communément utilisé comme standard dans des expériences de quantification. De 

même, l'expression du gène U1 a été détectée comme étant stable notamment au niveau des 

tissus foliaires quel que soit leur stade de développement (Egeland et al. 1989).  

L'ARN extrait des parties aériennes (principalement à partir de tissus foliaires des 

plantes) a été séparé sur un gel MOPS-agarose. L'ensemble des plantes mises en contact avec 

l'insecte porteur du virus ont été analysées (Figure 38, plantes infectées n°1 à 9). Cette 

approche doit nous permettre de tester la réponse des gènes pol III sur des plantes présentant 

différents niveau d'infection, les plantes positives pour la première amplification PCR pouvant 

être considérées comme plus infectées que les plantes positives pour la seconde amplification     

uniquement ; la plante 8 peut être assimilée à une plante non infectée par le virus. 

L'expression de différents transcrits pol III a ensuite été déterminée grâce à l'hybridation de 

sondes spécifiques. Les résultats obtenus avec les sondes 7SL et actine sont montrés en Figure 

39. Après quantification des signaux, le niveau relatif d'accumulation du transcrit pol III 7SL 

par rapport au transcrit actine est représenté dans l'histogramme. Cette valeur relative varie de 

1,6 à 3,4 pour les plantes infectées et de 1,8 à 4,5 pour les plantes contrôles suggérant qu'il 

n'existe pas ou peu de variation dans l'accumulation des transcrits pol III 7SL entre les plantes 

infectées et les plantes contrôles. Ainsi, le rapport entre le niveau de transcrit 7SL le plus 

important observé pour une plante infectée (n°6) et le plus faible observé pour une plante 

contrôle (C8) est de l'ordre de 1.75, un chiffre inférieur à celui de la variabilité observée entre 

plantes contrôles (environ 2.5). De manière similaire, aucune variation supérieure à 2 n'a été 

observée en utilisant le gène U1 comme standard. 

D’autres transcrits pol III ont été testés dans les mêmes conditions (ARN U3, ARNt 

phénylalanine et ARN 5S) mais comme précédemment, ces gènes voient leur niveau de 

transcrits rester relativement stable suite à l’infection virale (Figure 39).  
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Figure 40: Impact de l’infection virale sur la transcription 
                 de l’élément SINE SB1.

A: Quantification de la quantité de transcrit du SINE SB1 chez les   
     plantes infectées et les plantes contrôles. Hybridation Northern 
     avec les sondes SB1 et actine.
B:Hybridation des sondes SB1 et U1 après séparation sur gel de 
    polyacrilamide
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c. Impact de l’infection virale sur la transcription de l’élément SINE SB1 dans un 

contexte hétérologue. 

 

Nous avons réalisé cette étude en utilisant comme fond génétique une lignée de plante 

d’Arabidopsis appelée C3I18 (Pelissier et al. 2004). Cette lignée a été créée au laboratoire par 

T. Pélissier et a la particularité de présenter dans son génome une copie du SINE SB1 de 

Brassica napus. Cet élément SINE appartient à une famille qui est normalement absente du 

génome d’Arabidopsis et le locus introduit, appelé locus Na7, présente toutes les 

caractéristiques d’un locus fondateur. Le locus Na7 est la seule copie du SINE SB1 à être 

conservée dans toutes les espèces de Brassica testées (Tatout et al. 1999). Chez Brassica 

napus, la séquence du SINE SB1 présente au locus Na7 correspond au transcrit majeur détecté 

in vivo (Arnaud et al. 2001, Deragon et al. 1996 ). En effet, ce locus contient, en amont du 

SINE, des séquences amplificatrices de la transcription, qui lui permettent d’échapper 

partiellement à la répression transcriptionnelle (Arnaud et al. 2001). 

Dans la lignée cellulaire d’Arabidopsis, le locus Na7 est transcriptionnellement actif et 

les transcrits pleine longueur, poly(A) terminal et cytoplasmique court du SINE SB1 peuvent 

être visualisés par hybridation Northern (Pelissier et al. 2004). Le SINE SB1 étant 

normalement absent du génome d’Arabidopsis, l’ensemble des transcrits détectés proviennent 

du transgène Na7. L’utilisation de cette lignée cellulaire, nous permet donc de nous affranchir 

du problème de co-transcription dans le cas particulier de l’élément SINE SB1.  

 

Pour tester les conséquences du stress viral sur l'expression du SINE SB1 de Brassica 

napus présent dans les plantes utilisées, une sonde spécifique de cet élément a été utilisée. 

Comme précédemment, les ARN actine et U1 ont servi de standards pour comparer les 

échantillons entre eux (Figure 40A). Chez les plantes contrôles, ce niveau relatif 

d'accumulation de l'ARN SB1 par rapport à actine apparaît relativement stable, les plantes C1, 

C2 et C3 étant groupées entre 0,75 et 0,88. Seule la plante C8 présente une valeur plus basse 

de 0,25. Pour les plantes infectées, on peut constater qu'une valeur relative supérieure à celle 

des plantes contrôles est observée pour 6 des plantes infectées (n°3, 4, 5, 6, 7 et 9). La plante 

8 qui a été identifiée comme non infectée (Figure 40A), et la plante 2 montrent une valeur 

comparable à celle des contrôles C1, C2 et C3 alors que la plante 1 présente elle un niveau 

similaire au contrôle C8. Il faut cependant noter que la variation maximale observée pour la 
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plante infectée n°7 par rapport aux plantes contrôles C1, C2 et C3 est faible (environ 2 ; 

Figure 40A), ce qui indique que s'il existe un impact de l'infection sur l'expression du SINE 

SB1 il apparaît limité.  

La taille des fragments hybridant avec la sonde SB1 étant faible (de 150 à 220 

nucléotides), nous avons voulu répéter cette expérience après séparation des ARN des plantes 

infectés sur un gel de polyacrylamide. Après hybridation avec la sonde SB1 on peut visualiser 

les trois principales formes du transcrit SB1 qui s'accumulent dans la cellule (Figure 40B). 

Ces formes correspondent à l'ARN pleine longueur (FL) et à deux formes matures plus 

courtes appelées po1y(A) et SC. On peut observer en premier lieu que d'un point de vue 

qualitatif le profil d'hybridation ne semble pas varier entre les différentes plantes, qu’elles 

soient infectées ou non. Après hybridation avec la sonde U1 (Figure 40B), le niveau 

d'accumulation de la forme majoritaire po1y(A) de SB1 a été normalisé par rapport à U1 

(Figure 40B). Pour trois des plantes (3, 5 et 9), cette accumulation est toujours supérieure à 

celle des contrôles mais reste cependant limitée à une variation maximale de l'ordre de 2 fois 

pour les plantes 3 et 5. Cette expérience confirme une absence de variation significative dans 

l’accumulation du transcript SB1 entre les plantes contrôles et infectées.  

 

d. Impact sur l'expression des loci SINE d'Arabidopsis thaliana.  

 

Au sein de leur génome, les SINE sont généralement fortement réprimés. Cependant, 

il a été décrit qu'un stress pouvait induire spécifiquement la transcription de certains loci 

SINE (cf. paragraphe VII de la synthèse bibliographique). Nous avons donc étudié l'impact de 

l'infection virale sur la transcription de certains loci SINE endogène des familles SB2, SB3 et 

SB4 d'Arabidopsis thaliana. La stratégie de RT-PCR semi-quantitative utilisée pour identifier 

une transcription pol III spécifique des loci SINE est montrée en Figure 41A. Une 

amplification avec les amorces 1 et 2 internes au transcrit SINE indique que l'élément est 

transcrit. L'absence d'amplification avec les amorces 2 interne et 1' externe démontre que le 

transcrit n'est pas dû à un événement de cotranscription. Les ARN de certaines plantes 

infectées et des plantes contrôles correspondantes ont été utilisés et nous avons testé deux loci 

pour chacune des trois familles SINE, qui contiennent des éléments avec un promoteur pol III 

potentiellement fonctionnel. L'absence d'amplification de la région intergénique non transcrite 
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du gène 5S nous a permis de montrer l'absence d'ADN génomique dans nos échantillons ; 

l'amplification d'une région du gène 7SL a été réalisée pour normaliser la quantité d'ADNc 

dans chaque échantillon. Le contrôle 7SL a été obtenu après un nombre de cycle PCR 

restreint (21 cycles) ; ceci correspond à des conditions permettant de se situer dans la phase 

exponentielle d’amplification et donc de normaliser la quantité d’ADNc entre chaque PCR 

Pour les loci SB3-6, SB3-23 et SB4-1, aucune amplification n'a pu être obtenue sur les 

plantes infectées et contrôles (non montré). Un exemple typique des résultats obtenus avec les 

trois autre loci (SB2-2, SB2-17 et SB4-64) est montré avec le locus SB2-2 sur la Figure 41B. 

Dans nos conditions d'amplification la présence de transcrits pol III SB2-2 a été clairement 

détectée pour les plantes infectées 3. 5, 7 et 9 mais également pour les contrôles (C2, C6 et 

C7). Après dosage par rapport aux signaux 7SL (non montré), il apparaît que l’intensité 

relative des signaux correspondant aux plantes infectées 3, 5, 7 et 9 n’est pas supérieure aux 

valeurs obtenues pour les plantes contrôles. L’ensemble de ces résultats indique que 

l’infection virale ne semble pas avoir eu d’effet inducteur majeur sur l’expression des SINE 

testés.   

 

I.2.2) Impact de l’expression de la protéine CLINK sur la transcription. 

 

Les données présentées dans l’article 1 montre que l’expression de la protéine CLINK 

conduit à l’inactivation de la fonction de contrôle du cycle cellulaire de la protéine RB. Or 

chez les mammifères, RB a aussi comme fonction de contrôler la transcription des gènes 

transcrit par de la pol I et la pol III (cf. paragraphe XI de la synthèse bibliographique). 

Cependant, l’infection virale n’a pas permis de détecter une variation significative de 

l’accumulation des transcrits SINE et des autres transcrits pol III étudiés (cf paragraphe I.2.1 

de la partie résultat). Il est possible que ce résultat soit dû à un effet de « dilution » car il est 

envisageable que toutes les cellules n’aient pas été systématiquement infectées. Il est 

également concevable que l’expression de la protéine CLINK à lieu à un moment précis de 

l’infection de la plante par le virus. Ainsi, nous n’avons peut-être pas regardé pendant que 

l’expression de CLINK est maximale dans le tissu infecté. Pour tester ceci nous, avons donc 

regardé directement l’effet de l’expression de la protéine CLINK in vivo. Pour cela, nous 

avons donc voulu savoir si l’inhibition de la fonction RB par la protéine CLINK chez la 
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Figure 42: Impact de la protéine Clink sur la transcription pol III.

Hybridation par Northern blot d'ARN extraits de feuilles matures de plantes 
transgéniques pour la protéine Clink (C) ou pour Clink mutée dans le domaine 
d'interaction avec Rb (C*). L'expression du transgène est induite en présence 
de dexaméthasone (D) pour une période de 2 à 24h.
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plante pouvait conduire à une dérepression de la transcription pol I et pol III en générale et en 

particulier la transcription pol III des éléments SINE. 

 

a.  Induction de l’expression de CLINK ou CLINK mutant. 

 

L'induction de l'expression de la protéine CLINK ou CLINK mutant (CLINK*) par la 

dexaméthasone a été effectuée sur les feuilles des plantes transgéniques présentées dans 

l’article 1. Deux séries d'expériences (A et B) distinctes ont été réalisées pour chacune des 

lignées CLINK et CLINK* selon les conditions présentées par la Figure 42. Dans le cadre de 

notre analyse, l'expression de la protéine CLINK a été suivie au niveau ARN par hybridation 

Northern blot avec une sonde spécifique du transcrit Clink sur les ARN extraits de nos 

plantes. Comme le montre la Figure 42, un signal correspondant à l'apparition de transcrits 

Clink ou Clink* apparaît dès 2H d'induction avec la solution de dexaméthasone. Pour les 

feuilles incubées avec la solution contrôle éthanol, on observe comme attendu une absence de 

l'expression des transgènes. La série B réalisée dans les mêmes conditions permet une 

induction similaire à celle observée pour la série A. 

 

b. Quantification de l’expression des gènes pol III et pol I par Northern blot. 

 

La membrane utilisée pour la vérification de l'induction a ensuite été hybridée avec 

différentes sondes spécifiques de gènes transcrits par l'ARN polymérase III (7SL, U3, 5S, et 

ARNt thréonine) et l’ARN polymérase I (5,8S). Les signaux obtenus ont été normalisés en 

utilisant les sondes spécifiques U1 et actine. La Figure 42  présente les résultats obtenus. On 

peut observer que la variation de la quantité du transcrit 7SL pour la lignée CLINK après 

induction (DEX) ou non (Ethanol) est inferieur à un facteur 1,5 et ceci avec tous les temps 

d'incubation testés (de 0 à 48h). Ce niveau de transcrit est également similaire à celui observé 

avec les lignées CLINK* induites et non induites. Pour les autres transcrits pol III étudiés 

(U3, 5S et ARNt) ainsi que pour le transcrit pol I 5,8S, aucune variation supérieure a un 

facteur 2 n'a pu être observée en normalisant le signal obtenu avec celui des transcrits actine 

ou U1. 
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Les mêmes hybridations réalisées sur la série B ne permettent pas de mettre en évidence, tout 

comme pour la série A, un effet potentiel de la protéine CLINK sur la transcription pol III ou 

pol I 

 

c. Détection des transcrits SINE endogène par RT-PCR  

 

Un éventuel impact de la protéine CLINK sur l'expression spécifique des éléments SINE 

a été analysé par RT-PCR comme pour l'infection virale (Figure 41). L'intensité des bandes 

amplifiées pour les éléments SINE a été normalisée avec comme standard le gène 5S. Les 

résultats de cette étude montrent deux cas de figures. Pour les loci SB2-2, SB2-17 et SB4-64 

(Figure 43) on a pu mettre en évidence la présence de transcrits pol III à la fois chez les 

plantes induites et non induites dans les lignées CLINK et CLINK* Le résultat de la 

quantification est similaire pour les 3 loci et est présenté pour le locus SB4-64 (Figure 43). La 

valeur relative du signal SB4-64 est de 0,4 et 0,9 pour les plantes exprimant la protéine 

CLINK (5h et 48H C dex) alors qu'elle varie entre 0,55 et 1,4 pour les différents contrôles 

utilisés, ce qui indique une absence d'impact de l'induction de CLINK sur l'expression de ces 

loci. Pour les loci SB3-6, SB3-23 et SB3-l aucune amplification n'a été détectée chez les 

plantes CLINK et CLINK* induites et non induites. 

L'expression de la protéine virale CLINK dans des feuilles d'Arabidopsis thaliana ne 

permet donc pas une levée de répression de ses loci SINE. 

 

II.  Caractérisation de la protéine GCN2 chez Arabidopsis thaliana. 

II.1. Article 2 : Arabidopsis eIF2α kinase GCN2 is essential for growth in stress 

conditions and is activated by wounding. 

 

La seconde partie de notre étude a porté sur l’étude de l’impact de l’ARN SINE sur la 

phosphorylation d’eIF2α et sur la traduction. Chez la levure et chez les mammifères, la 

phosphorylation d’eIF2α est un mécanisme majeur dans l’inhibition de la synthèse protéique 

en réponse à différents stress tel que la carence nutritionnelle. Comme la protéine GCN2 est 

l’unique kinase d’eIF2α chez Arabidopsis, nous avons voulu déterminer dans un premier 
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temps si GCN2 avait conservé cette fonction chez la plante et si la protéine était activée en 

réponse aux mêmes stimuli.  

Pour cela, nous avions à notre disposition un anticorps spécifique d’eIF2α 

phosphorylée. Son utilisation nous a permis de montrer que la protéine kinase GCN2 

d’Arabidopsis était activée en réponse à de nombreux stress comme la carence en purine et en 

acides aminés, l’irradiation UV, le choc thermique et à la suite d’une blessure. L’utilisation 

d’une plante gcn2 mutante nous a ensuite confirmé que la phosphorylation d’eIF2α en 

réponse à ces stress dépendait bien de la présence d’une protéine GCN2 fonctionnelle. GCN2 

est d’ailleurs essentielle pour la croissance de la plante en condition de stress et, comme chez 

la levure, l’activation de la protéine conduit à une forte diminution de la synthèse protéique. 

Ainsi nos résultats suggèrent que la réponse générale à la carence en acides aminés est 

conservée entre la levure et les plantes. Cependant, il semble que la kinase GCN2 de plante a 

évolué afin de remplir une fonction plus générale dans la détection et la réponse à des stress 

plus variés. Les végétaux sont des organismes fixés au sol par leurs racines ce qui les rend très 

dépendants des conditions de leur environnement. Ainsi les plantes sont souvent confrontées à 

des variations de température, à la sécheresse, à des irradiations UV et subissent enfin des 

blessures des animaux et des insectes herbivores. Les plantes ont donc développé des voies de 

signalisation leurs permettant de réagir contre ces agressions. Les hormones végétales ont un 

rôle prépondérant au sein de ces voies de signalisation.  

Ainsi, l’acide jasmonique est une hormone qui intervient dans la réponse aux 

pathogènes mais aussi dans la réponse à des stress environnementaux comme la blessure, la 

sécheresse, les insectes herbivores et l’exposition à l’ozone (Berger 2002; Howe and Jander 

2008). L’acide abscissique est une hormone produite à la suite de la sécheresse, d’une 

infection virale, du froid et en condition de forte salinité (Schroeder and Nambara 2006; 

Mauch-Mani and Mauch 2005). La production d’éthylène ou de son précurseur l’acide 1-

aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) est régulé en réponse à des stimuli 

environnementaux comme des stress biotiques (attaque par des pathogènes) et abiotique 

(blessure, hypoxie, ozone, gel et froid) (Wang et al. 2002; Howe and Jander 2008). Enfin 

l’acide salicylique intervient également dans la réponse aux pathogènes, à l’ozone et au froid 

(Shah 2003; Alvarez 2000). 

Ces différentes hormones sont donc produites en réponse à des stimuli variés et 

permettent l’expression de gènes de défenses. Les voies de signalisation communiquent entre 
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elles formant un réseau très complexe et il reste à déterminer quel sont les récepteurs à 

l’origine de la régulation de la biosynthèse de ces hormones. 

L’activation de GCN2 à la suite d’une blessure mais également après exposition à des 

hormones végétales produites normalement à la suite de stress biotiques et abiotiques suggère 

que cette enzyme pourrait jouer un rôle dans certains stress spécifiques aux plantes comme la 

défense contre les insectes herbivores.  

  

 

Ce travail a donné lieu à la publication d’un article inséré ci-après. 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 

 

Supplementary figures 

Figure S1. Evolutionary tree of the kinase domains of 138 Arabidopsis enzymes most closely 

related to GCN2, PKR, PERK and HRI eIF2α kinases. Kinase domains were aligned using the 

multiple sequence comparison by log-expectation (MUSCLE v3.7) software (Edgar, 2004) 

and the tree was reconstructed using the fast maximum likelihood tree estimation program 

PHYML (Guindon & Gascuel, 2003). Statistical support for the major clusters, obtained using 

the approximate likelihood-ratio test (aLRT) (Anisimova & Gascuel, 2006), are indicated. 

The position of the different eIF2a kinases is shown.  

 

Figure S2. Multiple sequence alignment of the kinase domains of the eIF2 α kinase group on 

the evolutionary tree of Figure S1, performed using MUSCLE (v3.7). Conserved protein 

kinase subdomains I through XI (Hanks & Hunter, 1995) are indicated above the sequences. 

Residues preferentially conserved among the eIF2a kinase family (Dey et al, 2005) are shown 

by arrows. The eIF2a-specific insert between subdomains IV and V (Hanks & Hunter, 1995) 

is indicated and the two positions known to by essential for eIF2 α kinase activity and 

substrate specificity (Dey et al, 2005) are indicated by boxed arrows.  

 

Figure S3. Description of the gcn2 mutant line. A. Schematic representation of the DS 

insertion in the At3g59410 (AtGCN2) locus. The structure of the AtGCN2 gene is shown, 

with coding (boxes) and noncoding (lines) regions. ATG represent the translation initation 

site.  The transposon is inserted in the gene first intron, 83 base pairs downstream of the end 

of the first exon. The transposon carries a gene conferring kanamycin resistance in opposite 

orientation to a gene encoding the GUS reporter gene. B. Northern-blot analysis using total 

RNA from a wild type (Ler 0) and gcn2 mutant seedlings. The entire GCN2 cDNA was used 

as a probe. The expected transcript (see arrow) was detected only using RNA from wild type 

seedlings.  

 

Figure S4. Phosphorylation of eIF2 α in response to hormones. A. Kinetic of eIF2 α 

phosphorylation after wounding leaves or in the presence of methyl jasmonate. 

Phosphorylation is strongly increase 30 minutes after exposure to methyl jasmonate. B. eIF2 α 
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phosphorylation in presence of salicylic acid, methyl jasmonate and ACC is completely 

dependent on the presence of a functional GCN2 enzyme.   

 

Figure S5. Absorbance profile at 254 nm of ribosomes purified by ultracentrifugation on a 

sucrose density gradient. The ribosomal pellet fraction was prepared from wild type (WT) or 

gcn2 mutant seedlings starved for purine using Aza for 2 or 4 hours. The positions of the 

monosomes (80S) and polysomes are indicated. 

 

Supplementary methods 

 

Complementation studies 

To establish complemented plants for the gcn2 mutation, the full-length GCN2 cDNA was 

subcloned into a binary vector (35S promoter, hygromycin selection) and then introduced into 

Agrobacterium tumefaciens strain and used to transform mutant plants homozygous at the 

gcn2 locus by the floral-dip method (Clough & Bent, 1998). Northern-blot analyses were used 

to distinguish complemented mutant plants expressing the intact form of GCN2. 

 

Preparation of total protein extracts. Following exposure to stress, total protein extracts 

were prepared as following. For each treatment, three seedlings were ground in Laemmli 

buffer containing both Complete protease and PhosSTOP phosphatase inhibitor (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN) and incubated at 95°C for 5 min. After centrifugation, samples 

were fractioned by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

and transferred to nitrocellulose.  

 

Anisimova M, Gascuel O (2006) Approximate likelihood-ratio test for branches: A fast, 

accurate, and powerful alternative. Syst Biol 55(4): 539-552 

 

Clough SJ, Bent AF (1998) Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-mediated 

transformation of Arabidopsis thaliana. Plant J 16(6): 735-743 
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Figure 44 : Impact du cadmium sur la voie de contrôle de la 
                  traduction par eIF2α.

A: Analyse par western blot du niveau de phosphorylation d'eIF2α dans des  
    cellules d'arabidopsis non traitées (Ø), traitées avec un inhibiteur de la 
    voie de  biosynthèse en acides aminés (Chlor) ou du cadmium (CdCl2) 
    pendant 24H.
B: Cinétique d'incorporation de méthionine S35 dans des cellules sauvages 
     préalablement traitées avec du cadmium pendant 24H.
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II.2. Données supplémentaires. 

II.2.1) Impact du cadmium sur la voie de contrôle de la traduction par eIF2α. 

 

Nous avons vu au cours de la synthèse bibliographique (cf. paragraphe II.1.2.g) que 

l’effet d’un métal lourd tel que le cadmium provoquait un stress oxydatif dans la cellule. Ainsi 

chez la levure, le cadmium active GCN2 par un mécanisme encore inconnu et cette activation 

conduit à la phosphorylation d’eIF2α et donc à l’inhibition de la synthèse protéique. Nous 

avons donc voulu déterminer si dans le règne végétal, l’action des métaux lourds sur la voie 

de contrôle de GCN2 était conservée.  

 Pour cela, nous avons mis en contact des cellules d’Arabidopsis avec un sel de 

cadmium (CdCl2) pendant 24H et nous avons abservé le niveau de phosphorylation d’eIF2α à 

la suite de ce stress. Le résultat est présenté sur la Figure 44A. Il apparaît clairement que dans 

des cellules traitées avec du cadmium, eIF2α est fortement phosphorylée par comparaison au 

niveau de base présent dans les cellules non traitées. Dans cette expérience, l’ajout de 

Chlorsulfuron (Chlor), l’inhibiteur de la synthèse en acides aminés connu pour activer GCN2, 

constitue un contrôle positif. 

 En collaboration avec Rodnay Sormani de l’équipe de l’équipe Génomique 

fonctionnelle de recyclage de l’azote chez les plantes à l’INRA de Versailles, l’impact du 

cadmium sur la traduction a été testé dans les mêmes conditions expérimentales. Les résultats 

obtenus sont présentés sur la Figure 44B. Il apparaît que la cinétique d’incorporation de la 

méthionine S35 dans des cellules traitées au cadmium pendant 12H mais surtout 24H est 

fortement ralentie en comparaison avec des cellules non traitées. Cela indique que le cadmium 

conduit à un fort ralentissement de la synthèse protéique de novo dans les cellules 

d’Arabidopsis. 

 L’analyse de la phosphorylation d’eIF2α et de la traduction dans des cellules traitées 

avec du cadmium semble donc indiquer que la voie de réponse à ce type de stress chez la 

plante passe bien par l’activation de GCN2 chez les plantes. Cela suggère que les plantes ont 

conservé ce mécanisme de défense contre le stress oxydatif présent chez la levure. Cependant, 

notre étude a aussi montré que le traitement par du H2O2 ne conduit pas à l’augmentation de la 

phosphorylation d’eIF2α (Figure 3 de la seconde publication) suggèrant la présence de voies 

d’activation en parties différentes chez les plantes. 
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II.2.2) Purification de GCN2 par la méthode du TAP tag et analyse de ses 

partenaires. 

 

Le TAP (Tandem Affinity Purification) tag est une étiquette synthétique composée de 

trois parties distinctes (Figure 45A). On trouve d’abord des répétitions en tandem de la 

protéine A laquelle est capable d’être reconnue par des Immunoglogulines de type G (IgG). 

Ensuite on trouve le site de clivage de la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) et pour finir un 

domaine de liaison réversible à la calmoduline CBP (Calmodulin Binding Protein). Ce tag 

permet de purifier les partenaires protéiques et/ou ribonucléiques associés à la protéine 

étiquetée (Puig et al. 2001) (Rohila et al. 2004). Les différentes étapes de la purification de la 

protéine d’intérêt sont présentées dans la figure 45B. La première étape consiste à mettre en 

contact un extrait cellulaire natif de plantes exprimant la protéine fusionnée avec le TAP tag 

avec des billes couplées à des IgG. Cette première colonne d’affinité est basée sur la 

reconnaissance de la protéine A du tag par les IgG immobilisées sur les billes. Ainsi, après 

incubation et plusieurs étapes de rinçage, seule la protéine d’intérêt associée avec son 

complexe protéine/ARN est retenue dans la colonne. La seconde étape consiste à l’ajout de la 

TEV protéase laquelle va venir cliver son site TEV présent sur le tag et ainsi libérer le 

complexe protéique de son association avec les IgG. L’étape suivante est l’incubation de 

l’éluat précédemment obtenu avec une résine calmoduline qui est capable de s’associer avec 

la partie CBP du TAP tag. Après plusieurs étape de lavage afin d’éliminer d’éventuels 

contaminants, l’élution du complexe se fait pas ajout d’EDTA qui chélate le calcium 

nécessaire à la liaison entre la calmoduline et le tag CBP.    

 Pour déterminer les partenaires de la protéine GCN2 chez la plante, nous avons donc 

choisis d’étiqueter la protéine à l’aide de ce tag. Pour cela, des cellules dérivées d’une plante 

mutante pour gcn2 ont été transformées avec un vecteur portant la protéine GCN2 fusionnée 

avec le TAP tap. Après une étape de sélection des cellules transformées, nous avons vérifié 

l’expression du transgène par Northern blot et western blot sein des lignées obtenues. Nous 

avons choisi d’utiliser une lignée exprimant le transcrit à un niveau relativement similaire au 

niveau évalué pour le transcrit endogène afin de rester le plus proche possible des conditions 

physiologiques (résultats non présentés). La Figure 46A montre le niveau de protéine présent 
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A: Vérification de l'expression de la protéine GCN2-CTAP dans un contexte 
gcn2 mutant par western blot.
B: Compémentation de la protéine GCN2 CTAP pour la fonction kinase 
d'eIF2α.
C: Analyse par RT-PCR de la quantité d'ARNt valine co-purifié avec la 
protéine GCN2 CTAP. 
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dans la lignée de sélectionnée pour l’analyse grâce à l’utilisation de l’anticorps PAP, lequel 

reconnaît la protéine A du tag. L’ajout de chlorsulfuron, inducteur de l’activité kinase de 

GCN2, ne semble d’ailleurs pas provoquer de modifications de l’accumulation de la protéine 

comme le montre le résultat présenté. 

 Nous avons ensuite vérifié si la protéine fusionnée avec le TAP tag était toujours 

fonctionnelle. Pour cela, nous avons regardé si les cellules exprimant GCN2 étiquetée avec le 

TAP tag étaient capables de phosphoryler eIF2α à la suite d’une carence en acides aminés. A 

l’origine, nous avions choisi d’étiqueter GCN2 à la fois du côté amino- et carboxy-terminal. 

Cependant, l’analyse de complémentation de la fonction kinase de GCN2  a montré que seule 

la protéine GCN2 étiquetée côté carboxy-terminal (GCN2-CTAP) était fonctionnelle. Le 

résultat de l’analyse par western blot de la lignée mutante pour gcn2 exprimant GCN2-CTAP 

est présenté dans la Figure 46B et montre clairement une phosphorylation d’eIF2α en réponse 

à la carence en acides aminés. Nous avons donc choisi d’utiliser cette lignée dans l’expérience 

de purification des complexes associés. 

 La première analyse réalisée grâce à cette purification TAP tag a été de déterminer si 

GCN2 était capable de lier des ARNt en condition de carences en acides aminées. Pour cela, 

nous avons traité la lignée de cellules gcn2 mutante exprimant GCN2-CTAP avec le 

chlorsulfuron, molécule provoquant une carence en Isoleucine, Leucine et Valine. Nous avons 

également utilisé une lignée cellulaire contrôle exprimant le TAP tag seul. Cette lignée permet 

de vérifier si le tag n’est pas responsable d’une éventuelle association avec un ARN présent 

dans la cellule. 

Ainsi, après purification, nous avons choisi de regarder par RT-PCR la présence de 

molécule d’ARNt Valine dans les éluats obtenus. Le résultat préliminaire de cette expérience 

est présenté dans la Figure 46C. On détecte un niveau de base d’ARNt Valine dans l’éluat 

contrôle (les cellules exprimant uniquement le tag). Ce niveau de base provient probablement 

de contaminations et des liaisons aspécifiques des ARNt valine avec les résines utilisées au 

cours de la purification. La technique de RT-PCR étant très sensible, il n’est donc pas anormal 

de mettre en évidence la présence de faibles quantités de cet ARN dans l’éluat contrôle. De 

plus, la purification de la protéine GCN2-CTAP semble indiquer un important enrichissement 

en ARNt valine avant mais surtout après traitement avec l’inhibiteur de la voie de synthèse 

des acides aminés branchés (Figure 46C). La dernière piste présentée sur la figure est le 
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résultat d’une RT-PCR réalisée sur des ARN provenant d’un extrait total de la lignée gcn2 

mutante GCN2-CTAP ce qui constitue un contrôle positif.  

Ce résultat préliminaire semble donc indiquer que comme son homologue levure, 

l’activation de GCN2 à la suite d’une carence en acides aminés passe également par la liaison 

de la kinase avec des molécules d’ARNt libres s’accumulant dans la cellule. 

 

II.2.3) Impact de la surexpression d’un élément SINE sur l’activité kinase de 

GCN2. 

 

Chez les mammifères, l’ARN de l’élément SINE Alu est capable d’interagir avec la 

protéine kinase PKR ce qui conduit à son inactivation (cf. paragraphe VII de la synthèse 

bibliographique). Ainsi, nous avons voulu déterminer si chez les plantes, la surexpression 

d’un élément SINE pouvait avoir des conséquences sur l’activité kinase de GCN2. Pour cela, 

nous avons choisi d’étudier la phosphorylation d’eIF2α dans la lignée C3I18 surexprimant le 

SINE SB1 également utilisé dans l’étude sur le stress viral (cf. paragraphe I.2.1.c de la partie 

résultat). La Figure 47 présente la cinétique de phosphorylation d’eIF2α à la suite d’une 

irradiation par des rayons UV dans des plantes sauvages et des plantes surexprimant le SINE 

SB1. Le résultat obtenu ne montre pas de différences importantes dans la cinétique de réponse 

indiquant que la présence du SINE ne semble pas influencer la fonction de GCN2 dans la 

réponse aux UV. Cependant, une différence semble apparaître dans la cinétique de la réponse 

à une carence en acides aminés. En effet le résultat de la Figure 47 montre que chez une 

plante sauvage, la phosphorylation d’eIF2α atteint son niveau maximum entre 4 et 6H après le 

début du traitement. Par contre chez les plantes surexprimant le SINE SB1, la réponse semble 

être décalée dans le temps, le niveau de phosphorylation d’eIF2α n’atteint son maximum que 

12H après le début du traitement (Figure 47). 

Les premières données concernant l’impact d’un élément SINE sur GCN2 semblent 

indiquer que comme pour la PKR, les SINE sont capables de moduler l’activité kinase de 

GCN2. En effet, au cours d’une carence en acides aminés, la présence de transcrits SINE 

semble retarder l’activation de GCN2 causée par l’accumulation d’ARNt libres. Cependant, il 

est également envisageable que l’effet même du chlorsulfuron soit retardé chez les plantes 

C3I18. En effet les plantes surexprimant le SINE SB1 présentent un phénotype marqué avec 
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notamment une diminution caractéristique de la longueur des racines, ce qui pourrait entraîner 

une absorption moins importante du chlorsulfuron. 

II.2.4) Impact de la phosphorylation d’eIF2α sur la réinitiation de la traduction. 

 

La phosphorylation d’eIF2α conduit à une diminution générale de la traduction mais 

également à la traduction de certains ARN spécifiques notamment ceux des facteurs GCN4 

chez la levure et ATF4 chez les mammifères (cf. paragraphe II.7 de la synthèse 

bibliographique). Cette augmentation de traduction dans un contexte défavorable est possible 

grâce à la présence de cadres de lectures aussi appelés uORF en amont de l’ATG de ces 

facteurs.  

Nous avons donc voulu voir l’impact de la présence de uORF au niveau de transcrits 

sur leur traduction chez les plantes lorsque GCN2 est activé. Pour cela, nous avons réalisé des 

expériences de transformation transitoire de protoplastes avec des plasmides contenant un 

gène lucifèrase dont le niveau de traduction peut être mesuré facilement à l’aide d’un test 

biochimique. Les plasmides utilisés sont présentés dans la Figure 48A. Le premier provient de 

la région 5’UTR du gène ETTIN (ETT) et possède deux uORF succéssifs : un long de 279 

nucléotides suivit d’un uORF plus court de seulement 18 nucléotides (Annexe 6). Le second 

plasmide utilisé provient du clonage de la région 5’UTR du gène MONOPTEROS (MP) et est 

constitué de 6 uORF d’une taille inférieure à 75 nucléotides (Annexe 6). Pour chacun de ces 

plasmides, nous avions également à notre disposition la version mutée pour les codons ATG 

des uORF (Figure 48A). Ces deux gènes ont été choisit car une étude a montré que les uORF 

présent au niveau de leurs 5’UTR régule négativement la traduction du cadre de lecture 

principal (Nishimura et al. 2005). Cela indique que la réinitiation de la traduction est une 

étape majeure dans la régulation de l’expression de ces protéines. L’étude de la régulation de 

la traduction de ces deux transcrits dans un contexte mutant pour la protéine GCN2 semble 

donc être un choix judicieux pour mettre en évidence un  éventuel impact de la 

phosphorylation d’eIF2α sur la réinitiation de la traduction. 

 

Pour vérifier l’efficacité de transformation, nous avons réalisé des co-transformation 

de chacun de ces plasmides avec un plasmide exprimant un second type de luciferase qui 
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permet ainsi une mesure séquentielle de l’expression du plasmide test et du plasmide de 

référence (Figure 48A). 

Après co-transformation des protoplastes, nous les avons placés dans des conditions 

pour lesquelles la phosphorylation d’eIF2α était induite dans des cellules. Ainsi, les 

protoplastes ont été mis en contact avec du chlorsulfuron pendant 6h ou ont été irradiés par 

des UV. Les résultats des dosages de l’activité luciférase de chacun des plasmides sont 

indiqués dans le tableau présenté dans la Figure 48B et correspondent à la moyenne de 6 

expériences indépendantes. Il apparait que le traitement UV ou l’ajout de l’inhibiteur de la 

synthèse d’acides aminés provoque une diminution de la traduction des vecteurs ETT et MP 

que ce soit en contexte sauvage ou en contexte mutant pour la protéine GCN2. Il est 

intéressant de noter que cette diminution de traduction semble également affecter la traduction 

du vecteur contrôle ce qui rend difficile la comparaison des données obtenues. Cependant, il 

apparaît que pour chacun des plasmides, le niveau de traduction de la lucifèrase est toujours 

plus important dans un contexte sauvage que dans un contexte mutant. Enfin, les tests réalisés 

sur les plasmides mutés au niveau des uORF montrent une augmentation de la traduction de la 

lucifèrase dans un contexte sauvage mais aussi mutant (résultats non présentés). Cela 

confirme que chez les plantes, ces uORF ont un effet répresseur pour la traduction des gènes 

placés en aval (Nishimura et al. 2005). 

Les résultats préliminaires présentés ici ne permettent pas de conclure sur un éventuel 

impact de la voie GCN2 sur la traduction de transcrits porteur d’uORF en amont de leurs 

séquences codantes. Ceci est principalement dû à l’absence d’un contrôle interne permettant 

de normaliser les données obtenues. Ainsi, même si la phosphorylation d’eIF2α conduit à une 

diminution de l’efficacité de réinitiation de la traduction, notre approche expérimentale ne 

nous permet pas de mettre en évidence un tel phénomène. 

 

II.2.5) Etude de la conservation de la voie de réponse générale des gènes de 

biosynthèse en réponse  à la phosphorylation d’eIF2α. 

 

Chez la levure et chez les mammifères, à la suite d’une carence en un seul acide 

aminé, l’activation de la traduction des facteurs GCN4 et ATF4 conduit à l’augmentation de 

la transcription de nombreux gènes, en particulier des gènes intervenant dans la voie de 



Ø 6 12 24 6 12 24 Ø 6 12 24 6 12 24
Chlor

sauvage gcn2 mutant
azA

ASA

ASB

PAT

TSA

GS

Chlor azA

Figure 49: Impact du mutant gcn2 sur la transcription des
          gènes de biosynthèse des acides aminés.

Impact de la carence en acides aminés (Chlor) et de la carence en 
purine (azA) sur la transcirption de gènes intervenant dans la 
biosynthèse des acides aminés (ASA, ASB1, PAT, TSA) et dans 
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biosynthèse de l’ensemble des acides aminés (cf. paragraphe II.7 de la synthèse 

bibliographique). Or chez Arabidopsis, cette réponse générale semble être conservée car une 

étude a montré que l’inhibition de la synthèse d’un acide aminé branché conduit à 

l’augmentation de la transcription de gènes intervenant dans la synthèse des acides aminés 

aromatiques (Zhao, Williams and Last 1998; Guyer, Patton and Ward 1995). Pour voir si cette 

voie de réponse générale passe également par l’activation de la kinase d’eIF2α chez les 

plantes, nous avons choisi de suivre l’accumulation des transcrits analysés au cours de ces 

deux études à la suite d’un traitement par le chlorsulfuron (Chlor) ou l’aza-Adénine (Aza), 

lesquels provoquent la phosphorylation d’eIF2α chez les plantes. Nous avons donc étudié des 

gènes codant pour des enzymes intervenant dans la voie de biosynthèse du tryptophane : 

l’Anthranilate Synthase Alpha (ASA), l’Anthranilate Synthase Beta (ASB), la Phosphoribosyl 

Anthranilate Transferase (PAT) et la Tryptophane Synthase Alpha (TSA). Nous avons 

également suivi l’activité du gène codant pour la Glutamine Synthétase chloroplastique (GS) 

qui est la première enzyme permettant l’assimilation de l’azote inorganique (NH4+) au sein du 

glutamate.  

L’analyse a été effectuée sur des plantules sauvages et mutantes pour GCN2 mises en 

contact pendant 6 à 12 H avec l’agent inducteur. Le résultat de l’hybridation des transcrits 

avec les sondes choisies est présenté dans la Figure 49A. Chez les plantes sauvages, 

l’inhibition de la synthèse des acides aminés branchés provoque l’activation de l’expression 

des gènes codant pour les enzymes intervenant dans la synthèse du tryptophane (ASA, ASB, 

PAT et TSA). Ce résultat confirme les observations faites dans les études précédemment cités. 

D’autre part, il apparaît que la carence en purine conduit également à l’activation de ces gènes 

selon une cinétique plus rapide car l’effet apparaît dès 6H de traitement par l’aza-adénine 

avec un retour à la normal 12H après le début du traitement. L’activation de ces gènes à  la 

suite d’une carence en acides aminés ou en purine est un phénomène transitoire. Comme 

attendu, le gène codant pour la GS voit l’accumulation de son transcrit fortement diminuer 

après une carence en acides aminés. Le même résultat est obtenu après une carence en purines 

(Figure 49A) et (Zhao, Williams and Last 1998). 

La même expérience effectuée sur le mutant GCN2 donne des résultats globalement 

similaires à ceux obtenues chez la plante sauvage (Figure 49A). En effet, après une carence en 

purine ou en acides aminés, les gènes codant les enzymes intervenant dans la biosynthèse des 

acides aminés semblent être activés ou réprimés de la même manière, indépendamment de 
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l’état de phosphorylation d’eIF2α. Ainsi, il apparaît que pour les gènes observés dans cette 

analyse, la phosphorylation d’eIF2α ne semble pas être la voie utilisée dans la mise en place 

d’une réponse globale à la suite d’une carence en acides aminés. 

 

II.2.6)  Recherche d’éventuels gènes cibles de facteurs bZIP contrôlés par la 

phosphorylation d’eIF2α.  

 

Afin de mettre en évidence d’éventuels gènes cibles de facteurs bZIP intervenant dans 

la voie de réponse dépendante de GCN2, nous avons choisi de suivre l’accumulation de 

certains transcrits en réponse à des stress. Les deux stress utilisés sont la carence en acides 

aminés via l’utilisation du chlorsulfuron et l’irradiation UV, dont on sait qu’ils provoquent la 

phosphorylation d’eIF2α chez les plantes traitées. L’extraction d’ARN a été réalisée après 

24H ou 48H d’action de l’inhibiteur de la voie de biosynthèse des acides aminés. Pour les 

UV, nous avons choisi d’irradier les plantes une fois et l’extraction a été réalisée 12H après 

(UV 12H), ou nous avons renouvelé l’opération une seconde fois avant de faire l’extraction 

(UV 12H X2). Nous avons réalisé l’analyse dans un contexte sauvage ou mutant pour GCN2. 

Les transcrits étudiés codent pour la glucosamine/galactosamine-6-phosphate isomerase 

(G6P), la Chalcone Synthase (ChS), la Protéine Phosphatase 2A (PP2A), une Transférase des 

acides aminés Branchés (BaaT), la Proline Deshydrogènase (ProDH), l’Histidinol 

Deshydrogènase (HDH) et la Lypoxygènase 2 (LOX). 

Nous avons choisi le gène codant pour la glucosamine/galactosamine-6-phosphate 

isomerase car il code pour une enzyme intervenant dans l’hydrolyse du sucrose et possède 

parallèlement un site conservé de fixation des facteurs bZIP au niveau de son promoteur.  

De manière similaire, la Baat est une enzyme qui intervient dans la biosynthèse des 

acides aminés branchés et dont le promoteur du gène possède un site de fixation potentiel aux 

facteurs bZIP.  

Le gène codant pour la chalcone synthase est lui connu pour être régulé par les UV via 

la fixation d’un facteur bZIP au niveau de son promoteur (Safrany et al. 2008).  

La protéine phosphatase 2 d’Arabidopsis, comme son homologue levure, est quant à 

elle capable d’interagir avec la protéine TAP42 (Harris et al. 1999). Or chez la levure, le 

couple PP2A/TAP42 est responsable de la déphosphorylation d’eIF2α.  
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Figure 50: Impact du mutant gcn2 sur la transcription des 
                 gènes cibles de facteurs bZIP.

Impact de la carence en acides aminés (Chlor) et de l'irradiation UV 
sur l'accumulation de gènes cibles des facteurs bZIP. 
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Le gène codant pour la proline deshydrogènase voit son expression varier en réponse à 

de nombreux stress. Cette régulation passe par la présence de site de liaison des facteurs bZIP 

du groupe S, facteurs qui possèdent des uORF au niveau de leurs 5’UTR (Satoh, Fujita, 

Nakashima, Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2004).  

Le gène codant pour l’HDH présente une forte homologie avec le gène His4 de levure 

dont l’expression est régulée par le facteur bZIP GCN4. Chez Arabidopsis, l’expression du 

gène HDH est induite à la suite d’irradiation par les UV (Zimmermann et al. 1999). 

Enfin, le gène codant pour la lypoxygènase 2, une enzyme intervenant dans la 

biosynthèse de l’acide jasmonique, possède un motif de liaison aux facteurs bZIP au niveau 

de son promoteur. Chez les plantes, l’expression de ce gène est d’ailleurs stimulée lors 

d’infection par des insectes herbivores (Zheng et al. 2007). 

 

Les  résultats obtenus à la suite des hybridations Northern sont présentés dans la 

Figure 50. Globalement, l’effet du chlorsulfuron ou des UV ne conduit pas à une différence 

d’expression entre les plantes sauvages et les plantes mutantes pour les gènes PP2A, BaaT, 

ProDH, HDH et LOX. Ainsi, même si quelques différences apparaissent selon les conditions 

expérimentales, il ne semble pas que l’expression de ces gènes soit régulée par GCN2. 

En ce qui concerne l’étude du gène G6P, seules les plantes mutantes GCN2 semblent 

exprimer le transcrit correspondant. Cela semble indiquer que ce gène est déréprimé quand la 

kinase est absente. 

Pour le gène codant pour la chalcone synthase, la carence en acides aminés semble 

induire une forte diminution de l’accumulation du transcrit dans un contexte mutant et 

sauvage. L’irradiation par les UV semble elle diminuer la quantité de transcrit uniquement 

dans les plantes mutantes pour GCN2. Cependant, même si un différentiel est observé dans le 

cas présent, il ne s’agit que d’un résultat préliminaire. D’autre part, il ne reflète pas une 

différence en réponse à la phosphorylation d’eIF2α puisqu’il n’est pas présent pour le 

chlorsulfuron et passe donc par un mécanisme à identifier. 

A ce jour aucune étude n’a pu mettre en évidence un facteur de transcription 

positivement régulé à la suite de la phosphorylation d’eIF2α. D’ailleurs aucun gène cible 

potentiel ne semble se dégager de notre analyse. 
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I. Régulation de la transcription des éléments SINE.    

 

Différents travaux chez les mammifères ont montré une réponse spécifique des SINE     

suite à une infection virale, suggérant un rôle pour ces éléments dans la réponse au stress 

(Schmid 1998). Dans ce travail, nous avons voulu étudier l'impact d'un stress viral chez les 

plantes. Pour cela, des plantes d'Arabidopsis thaliana ont été infectées par le virus FBNYV et 

l'impact de cette infection sur la transcription des SINE et plus généralement sur la     

transcription pol III a été étudiée. En effet la souche virale utilisée code pour une protéine 

CLINK potentiellement capable d'inactiver la protéine RB, un régulateur clef du cycle 

cellulaire. Pour évaluer l'importance de cette protéine dans le stress viral nous avons utilisé 

des lignées transgéniques pour la protéine CLINK et analysé la transcription des gènes pol III 

et des éléments SINE après induction de cette protéine. 

 

I.1.  Impact du stress viral et de la protéine CLINK sur la transcription pol III.  

 

L'étude de la transcription générale pol III a été réalisée avec les gènes 7SL, U3, ARNt 

phénylalanine et 5S qui possèdent différents types de promoteur pol III. Le gène 5S a un 

promoteur de type I, l'ARNt ainsi que la plupart des SINE un promoteur de type II 7SL et U3 

un promoteur de type III. Ces différents types de promoteurs sont régulés par des éléments cis 

et trans spécifiques (Geiduschek and Kassavetis 2001). 

Un crible PCR sur I'ADN des différentes plantes mises en contact avec des insectes 

porteurs du virus a permis d'identifier des plantes présentant différents niveaux d'infections. 

Cependant l'étude de l'évolution des différents transcrits pol III (7SL, U3, ARNt et 5S) par 

Northern blot n'a pas permis de mettre pas en évidence de variation supérieure à un facteur 2 

entre les plantes criblées positives à l'infection et les plantes mises en contact avec des 

insectes sains. Même si notre crible PCR a permis de mettre en évidence la présence de 

l'ADN viral au sein des tissus aériens de la plupart des plantes mises en contact avec l'insecte 

porteur du virus, la méthode d'infection ne permet en aucun cas de déterminer le stade 

d'infection du tissu étudié. En effet au cours de l'infection systémique, le virus s'est propagé 





Discussion                                                                                      

    
 

138 

 

progressivement dans l'ensemble de la plante. Ainsi, certains tissus au sein des plantes 

récoltées correspondent à des zones où l'infection est déjà établie depuis un certain temps, 

d'autres tissus ne sont qu'à un stade précoce de l'infection. Un impact sur la transcription pol 

III à un stade précis de l'infection pourrait alors être difficilement détectable. On peut 

d'ailleurs noter que la protéine CLINK du nanovirus est exprimée dans les phases précoces de 

l'infection cellulaire. 

 

Parallèlement, l'expression de la protéine CLINK a été stimulée par incubation des 

feuilles de nos plantes transgéniques dans une solution de déxaméthasone. Un signal 

correspondant à la présence du transcrit Clink a été détecté dans cette expérience dès 2 heures 

de stimulation indiquant que la protéine CLINK est probablement présente dans les tissus 

stimulés (figure 42). 

L'évolution des mêmes transcrits pol III a également été analysée par Northern blot 

dans les plantes exprimant la protéine CLINK, mais comme pour les plantes infectées aucune 

variation supérieure à un facteur 2 n'a été mise en évidence. Dans ces deux approches 

expérimentales, la transcription pol III dans son ensemble ne semble donc pas être modifiée 

de manière importante. On peut cependant noter que les gènes pol III étudiés sont très 

fortement exprimés chez les plantes ; même si la protéine CLINK ou l'infection virale est 

capable d'augmenter la disponibilité des facteurs nécessaires à la transcription pol III, le 

niveau basal de l'expression de ces gènes est tellement important qu'une induction 

supplémentaire de leur expression, qui serait relativement limitée mais reproductible, pourrait 

ne pas être facilement détectable par les outils à notre disposition. Cependant, chez les 

animaux, l’inhibition de RB a un impact détectable sur les populations à l’équilibre d’ARN 

pol I et pol III (White et al. 1996; Cavanaugh et al. 1995). Il est aussi envisageable que 

l’absence de différence sur la quantité d’ARN détectée chez la plante puisse être le résultat 

d’une régulation post-transcriptionnelle qui ne permet pas une suraccumulation. 
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I.1.1) Impact du stress viral sur l'expression des SINE. 

 

Il semblerait que certains stress puissent induire une activation spécifique des SINE 

sans toutefois modifier la transcription des autres gènes pol III (Schmid 1998). Pour tester 

cela, nous avons analysé l'impact de l'infection virale sur le SINE SB1 présent dans nos 

plantes infectées par le virus FBNYV. Cette étude réalisée par Northern blot montre que le 

niveau d'accumulation des transcrits du SINE transgénique SB1 entre les plantes contrôles et 

les plantes infectées reste similaire (augmentation maximum de l'ordre de 2 fois ; Figure 40). 

Le stress viral semble donc n'avoir que peu ou pas d'impact sur l'expression de cet élément 

dans nos conditions expérimentales. Dans cette étude du SINE transgénique SB1, il faut noter 

que cet élément n'est présent qu'à l'état d'une copie homozygote dans la lignée de plantes 

utilisées. Cet élément se trouve relativement bien exprimé chez les plantes contrôles non-

infectées suggérant qu'il n'est pas soumis au niveau de répression important touchant les 

éléments SINE endogènes. Il est envisageable que le stress viral ne puisse induire qu'une 

dérepression des loci SINE. L'absence d'effet sur SB1 pourrait n’être dû qu’à son caractère 

exogène échappant ainsi à la forte répression naturelle que subissent les éléments SINE. 

  

Dans cette optique, une étude de variation de la transcription de SINE endogènes 

d'Arabidopsis thaliana suite à l'infection virale ou l'expression de CLINK a été réalisée par 

une approche de RT-PCR quantitative. Deux loci SINE de chaque famille SB2, SB3 et SB4 

ont été testés. Pour les loci SINE possédant un faible niveau d'expression basale aucune 

augmentation significative de leur niveau de transcrits n'a été observée. Aucune dérepression 

n'a également était observée pour les loci fortement réprimés et non transcrits en conditions 

normales. 

(Li and Schmid 2001) ont montré qu'une infection virale pouvait conduire à une 

activation spécifique touchant seulement un certain nombre de loci du SINE Alu. Or, notre 

approche RT-PCR a été réalisée sur seulement 6 des 266 loci SINE d'Arabidopsis thaliana. 

Pour détecter les transcrits SINE nous avons utilisé une amorce située dans la partie 3' 

flanquante spécifique de chacun des loci SINE (Figure 41). Cela permet uniquement la mise 

en évidence de la forme pleine longueur de ces éléments. Une variation dans l'accumulation 

des formes tronquées po1y(A) et sc n'est pas détectable avec ces expériences de RT-PCR et 

l’on ne peut exclure que le stress induise uniquement une modification de l'accumulation 
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d'une forme particulière. Des expériences de " primer extension " devraient donc être mise au 

point en utilisant une amorce dans la partie SINE du transcrit et permettant de suivre dans sa 

globalité la transcription des familles de SINE suite au stress. Enfin, il serait raisonnable de 

tester l'impact d'autres types de stress (chocs thermiques, cycloheximide...) sur l'expression 

des SINE en raison des problèmes potentiels (voir paragraphe précédent) inhérent aux 

approches expérimentales que nous avons utilisées. 

 

I.1.2) La protéine CLINK et la fonction de RB dans la cellule végétale. 

 

L’absence d’impact de l’expression de CLINK sur la transcription pol III nous a 

conduit à vérifier si la protéine virale était capable d’interagir avec RB in vivo dans la cellule. 

Notre méthode a consisté à étudier l’impact de l’expression de la protéine CLINK sur les 

gènes contrôlés par les facteurs E2F. En effet une des fonctions de la protéine RB est de 

contrôler l’expression de gènes clefs du cycle cellulaire (Harbour and Dean 2000). Pour cela, 

il interagit avec les facteurs E2F, facteurs régulant la transcription des gènes responsables de 

l’entrée dans le cycle cellulaire (phases G1/S) comme certaines cyclines et certaines kinases 

CDK mais également des protéines intervenant dans le processus de réplication de l’ADN. 

Ainsi, si la protéine CLINK est capable de se lier à RB comme c’est le cas avec d’autre 

protéine virale (comme E1A chez les mammifères), on s’attend à une dérepression des gènes 

contrôlés par les facteurs E2F. C’est en effet le résultat que l’on a obtenu au cours de notre 

analyse  (cf. Figure 1 publication n°1) car l’expression des gènes PCNA, CDC6 est 

déreprimée après expression de CLINK dans des cellules différenciées. Cependant, il apparaît 

que non seulement des gènes spécifiques des phases G1/S mais aussi des gènes spécifiques 

des phases G2/M sont également dérégulés (Figure 1 publication n°1). Cela semble indiquer 

que l’inhibition de RB par la protéine CLINK est réelle dans la cellule et ne conduit pas 

seulement à l’activation de certains gènes nécessaires à la réplication du virus, mais semble 

aussi réactiver le cycle cellulaire dans son ensemble. Cette hypothèse est d’ailleurs confirmée 

par l’observation de noyau en phase de mitose (Figure 2 publication n°1).     

Dans le monde végétal, des proliférations excessives assimilables à un processus de 

tumorisation n’ont jamais été observées. D’ailleurs, l’expression en continue de la protéine 

CLINK au cours du développement n’induit pas de phénotypes morphologiques particuliers. 
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Cependant, il apparaît que le nombre de cellules épithéliales est clairement plus important que 

chez une plante sauvage (Figure 3, publication n°1). Une hypothèse est que chez ces plantes, 

le blocage des gènes E2F mis en place par RB est retardé par son inhibition par la protéine 

CLINK ce qui conduit à des divisions supplémentaires. Ce processus de division est ensuite 

limité par la surface même de l’organe. En effet, contrairement aux cellules de mammifères, 

les cellules de plantes possèdent une paroi rigide laquelle empêche tout mouvement ou 

migration cellulaire ce qui établit aussi une limite dans le processus mitotique au sein d’un 

organe donné. En effet le nombre de cellule d’un organe comme la feuille est rapidement 

déterminé et ce fait au niveau du méristème axillaire (John and Qi 2008). Ensuite, la taille de 

la feuille ne dépend pratiquement que de processus d’élongation, de croissance cellulaire et 

d’augmentation du niveau de polyploïdie. Il est intéressant de noter que l’expression de 

CLINK ainsi que l’infection par le virus touche également le niveau de polyploïdie des 

cellules (Figure 4 publication n°1). Or, le processus de polyploïdie consiste en une succession 

de réplication de l’ADN sans division cellulaire. Ainsi nos résultats semblent indiquer que 

l’inhibition de RB conduit également à une stimulation de ce processus. Ainsi, après 

inhibition de RB, certaines cellules font un cycle cellulaire complet avec division alors que 

d’autres entrent dans un processus d’augmentation de leur niveau de ploïdie. On peut 

supposer que les différents types cellulaires présents au niveau même d’une feuille répondent 

différemment à l’inhibition de la protéine RB. 

Enfin, pour expliquer l’effet inhibiteur de l’association CLINK-RB sur la fonction de 

la protéine, plusieurs hypothèses peuvent être avancées. Tout d’abord, l’association entre les 

deux protéines ce fait entre le domaine LxCxE de la protéine CLINK et le domaine « pocket » 

de RB. En effet, la protéine CLINK mutée pour ce domaine est incapable d’avoir un effet sur 

la fonction de RB (Figure 1 publication n°1). Or c’est le domaine « pocket » de RB qui assure 

la liaison avec les facteurs E2F. Il semble donc probable que la liaison RB-CLINK empêche 

l’interaction avec les facteurs E2F en occupant le domaine « pocket » de RB. D’autre part, la 

présence sur la protéine CLINK d’un domaine de liaison à la protéine SKP1 laisse supposer 

un lien entre CLINK et le protéasome. En effet, SKP1 est protéine qui intervient dans le 

processus d’ubiquitinilation des protéines avant leur dégradation par le protéasome  (Ho et al. 

2006). On peut donc imaginer que la liaison CLINK-RB permettrait d’entraîner la destruction 

de la protéine RB par cette voie de dégradation. Pour vérifier cette hypothèse il serait 
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intéressant de suivre l’accumulation de la protéine RB dans des cellules exprimant la protéine 

CLINK. 

  

 

 Notre étude sur l’impact de l’infection virale et en particulier de l’expression de la 

protéine CLINK sur la physiologie de la cellule végétale a permis de mettre en évidence un  

certain nombre de caractéristiques communes avec les animaux mais aussi certaines 

différences. Tout d’abord, comme chez les mammifères, l’inhibition de la fonction RB dans la 

cellule conduit à l’activation du cycle cellulaire. Cela indique que la protéine RB joue un rôle 

central dans le processus de régulation de la division de la cellule végétale. Cependant, 

l’inhibition de RB n’a pas conduit à une modification de l’accumulation des transcrits pol IIII 

ce qui suggère que la protéine RB des plantes n’est peut-être pas impliquée dans la régulation 

de la croissance cellulaire contrairement à son homologue mammifère. 

 

 

II.  Le rôle des SINE dans la physiologie de la cellule végétale. 

 

Chez l’homme, la transcription du SINE Alu est activée à la suite de certain stress 

comme l’infection virale ou le choc thermique (cf. paragraphe VII de la synthèse 

bibliographique). Le transcrit Alu est alors capable de lier la protéine kinase PKR, ce qui a 

pour conséquence l’inhibition de son activité. La reconnaissance du transcrit Alu par la PKR 

se fait au niveau de son domaine de liaison à l’ARN double brin. En effet, le transcrit Alu 

possèdent une structure secondaire constituées de nombreux segments d’appariement double 

brin (Sinnett et al. 1991). La PKR est une des kinases responsable de la phosphorylation du 

facteur d’initiation de la traduction eIF2α chez les animaux (cf. paragraphe II.2 de la synthèse 

bibliographique). Sa phosphorylation par la PKR conduit à la diminution générale de la 

traduction dans la cellule. Ainsi, le SINE Alu est capable d’intervenir dans la régulation d’un 

processus clef de la cellule tel que le mécanisme de traduction.  

Le but de notre analyse à été de voir si un tel mécanisme de contrôle par les SINE est 

conservé dans une cellule végétale. Avant cela, nous avons commencé par caractériser la voie 
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de contrôle de la traduction par eIF2α chez les plantes puis nous avons étudié l’analyse de 

l’impact d’un élément SINE sur cette voie. 

 

II.1. Il n’existe qu’une seul kinase d’eIF2α dans le monde végétale : GCN2 

 

Dans un premier temps, nous avons cherché à identifier l’ensemble des kinases 

d’eIF2α présentes chez le riz et chez Arabidopsis thaliana. À l’aide du programme BLAST, 

nous avons recherché dans le génome d’Arabidopsis des gènes codant des protéines 

présentant des similarités de séquence avec le consensus du domaine kinase d’eIF2α. Cette 

étude bioinformatique couplée a une analyse phylogénique nous a permis d’identifier deux 

protéines d’Arabidopsis (GCN2 et la kinase Wee1-like) possédant un domaine kinase 

significativement proche des domaines présents chez les protéines kinases de mammifères 

(Figures S1 et S2 de la seconde publication). Cependant, seule la protéine GCN2 possède 

l’ensemble des caractéristiques d’une véritable kinase d’eIF2α (présence de certains résidus 

clefs, insert dans le domaine kinase). 

 Même si notre analyse semble indiquer que chez les monocotylédons et les 

dicotylédons GCN2 est la seul kinase d’eIF2α, plusieurs études ont décrit l’existence d’une 

activité de type PKR chez les plantes (Langland et al. 1995; Langland et al. 1996; Hiddinga et 

al. 1988; Chang et al. 1999). Ces études réalisées chez le blé et le tabac montrent en effet que 

le facteur eIF2α est phosphorylé à la suite d’une infection virale. Or, notre étude chez 

Arabidopsis, semble indiquer que GCN2 est probablement la seule kinase d’eIF2α. Il serait 

donc intéressant d’étudier un éventuel rôle de GCN2 dans la réponse au stress viral. 

 

II.2. Régulation de l’activité de GCN2 chez les plantes. 

 

Notre analyse de GCN2 chez Arabidopsis a permis de montrer que la protéine GCN2 

est bien une kinase d’eIF2α. Comme pour ses homologues mammifères et de levure, son 

activation a lieu à la suite d’une carence en purine et en acides aminés. Chez les mammifères, 

la carence en un seul type d’acides aminés conduit à l’activation de GCN2 (cf. paragraphe II.1 

de la synthèse bibliographique). Les végétaux sont des organismes autotrophes, c'est-à-dire 

qu'ils produisent leur propre matière organique à partir de carbone (CO2 de l’atmosphère) et 
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d’azote inorganique (nitrates du sol ou N2 atmosphérique). Ainsi, la carence en un seul type 

d’acide aminé n’est possible chez la plante que par l’utilisation d’inhibiteur des voies de 

synthèse des acides aminés. En effet, c’est une diminution de l’apport global en carbone et/ou 

azote qui conduit à un ralentissement général de la synthèse de l’ensemble des acides aminés. 

Les premiers résultats obtenus par la technique de purification TAP tag semblent indiquer que 

GCN2 est capable d’interagir avec l’ARNt valine (Figure 46). Plus généralement, nous avons 

montré que la carence en acides aminés branchés ou aromatiques conduit à l’activation de 

GCN2 (Figure 1 seconde publication). Ainsi, il semble que dans le monde végétal, la kinase 

GCN2 a conservé sa capacité de reconnaissance de l’ensemble des acides aminés. Cette 

activation par les ARNt conduit à la phosphorylation d’eIF2α ce qui provoque la diminution 

de l’initiation de la traduction dans la cellule (Figure 6 de la seconde publication). Ce 

mécanisme de contrôle par eIF2 est d’ailleurs essentiel pour la survie de la plante en condition 

de stress (Figure 5 de la seconde publication)  

  

Il apparaît également que des stimuli spécifiques aux plantes semblent aussi être 

capables d’activer la protéine GCN2. En effet, la blessure et l’application de certaines 

hormones (acide jasmonique, acide salicylique et éthylène) conduisent aussi à la 

phosphorylation d’eIF2α par GCN2 (Figure S4 seconde publication). Ces hormones sont 

connues pour être produites en réponse à de nombreux stress biotiques et abiotiques tel que 

l’attaque par des insectes ou des pathogènes, des changements de condition du milieu 

extérieur ou des blessures. Il semble donc que, contrairement aux mammifères qui ont en leur 

possession quatre kinases d’eIF2α répondant à des stress qui leurs sont spécifiques, les 

plantes, qui ne possèdent que la kinase GCN2, ont diversifié les stimuli capable d’activer cette 

protéine.  

Le lien entre ces hormones de stress et l’activation de GCN2 reste cependant à être 

identifié. Il serait d’abord intéressant de voir l’impact des ces hormones sur l’activité d’une 

protéine GCN2 mutée au niveau de son domaine de liaison à l’ARNt. En effet, à ce jour, seule 

la liaison entre une molécule d’ARNt au niveau de ce domaine est capable d’activer la 

fonction kinase de la protéine chez la levure et chez les mammifères.  

La similitude dans la cinétique de réponse entre la blessure et l’incubation avec le 

méthyl jasmonate semble indiquer que ces deux stimuli sont étroitement associés dans le 

mécanisme d’activation de GCN2. Il est d’ailleurs établi qu’une blessure conduit à la 
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production d’acide jasmonique au niveau des tissus vasculaires (Bowles 1997). Les UV, 

l’H 2O2 et l’éthylène sont également capables d’induire la production d’acide jasmonate. 

D’autre part, la blessure conduit à l’activation de gènes de la voie de biosynthèse des acides 

aminés (Dyer et al. 1989). Enfin, il est intéressant de noter qu’une étude a montré que, à la 

suite d’une infection bactérienne, certains gènes intervenant dans la synthèse du tryptophane 

étaient activés (Zhao and Last 1996). Cette activation est dépendante de la présence d’acide 

salicylique, ce qui semble indiquer un lien entre la synthèse en acides aminés et la production 

de ces hormones de stress. Cependant même si ces hormones interagissent avec la biosynthèse  

des acides aminés, l’induction rapide (en moins de 30 min) de GCN2 par le méthyl jasmonate 

suggère l’existence d’un mécanisme d’induction plus rapide (Figure S4, seconde publication). 

En effet, l’ajout des inhibiteurs de la voie de synthèse des acides aminés comme le 

chlorsulfuron ou le glyphosate requiert un temps d’incubation de plusieurs heures (4 heures 

minimum) avant de voir une augmentation du niveau de phosphorylation d’eIF2α. Il s’agit 

probablement du temps nécessaire pour épuiser le stock en acides aminés à l’intérieur de la 

cellule. La rapidité de réponse à ces hormones suggère donc que si l’activation de GCN2 

passe par l’accumulation d’ARNt dans la cellule, l’effet ne se fait pas sur la voie de 

biosynthèse des acides aminés. D’autre part, on sait que rapidement après sa production, 

l’acide jasmonique se conjugue avec un acide aminé et c’est cette forme conjuguée qui 

intervient dans la défense contre les pathogènes (Howe and Jander 2008). Il semble donc 

envisageable que la production d’acide jasmonate à la suite d’un stress comme la blessure 

utilise rapidement le stock d’acides aminés présent dans la cellule via ce mécanisme de 

conjugaison ce qui conduit à l’accumulation d’ARNt libre lesquels vont venir activer GCN2.  

 Il serait intéressant de regarder si la réponse à ces différentes hormones conduit à une 

activation systémique de GCN2. En effet, à la suite d’une blessure localisée par exemple au 

niveau d’une feuille, la production locale d’hormone de stress conduit à la mise en place 

d’une réponse systémique chez la plante. Au cours de notre analyse, la blessure que nous 

avons réalisée n’a touché qu’un nombre relativement limité de cellules par rapport à la plante 

prise dans son ensemble. Or, notre analyse à la suite de la blessure a porté sur la plante entière 

et montre une forte phosphorylation d’eIF2α. Cela suggère que la blessure induit une réponse 

générale chez la plante. Pour vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de blesser une 

feuille et de réaliser l’analyse du niveau de phosphorylation d’eIF2α sur une autre feuille de la 

même plante.  
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Des analyses portant sur l’impact de GCN2 sur la réponse au stress causé par des 

insectes herbivores sont en cours. Pour cela, nous avons émis l’hypothèse que GCN2 pouvait 

être un atout dans la réponse à ce type de stress. En effet, une plante blessée par un insecte 

produit un certain nombre de métabolites secondaires toxiques ou répulsifs ce qui permet une 

protection contre les insectes (Howe and Jander 2008). Pour mettre en évidence cela, des 

plantes sauvages et des plantes mutantes pour GCN2 vont être mises en contact avec un 

insecte herbivore, Pieris rapae et l’analyse du poids de l’insecte va permettre de voir si 

l’absence de GCN2 conduit à une diminution des défenses de la plante.  

 

Les végétaux sont des organismes immobiles, fixés au sol par l’intermédiaire de leurs 

racines, ils sont donc beaucoup plus sujets aux variations des conditions de leur 

environnement. Notre étude a montré que GCN2 est également activé à la suite d’un choc au 

froid et par l’ajout de cadmium dans le milieu.  

En ce qui concerne l’activation de GCN2 à la suite d’un passage à 4°C, il est d’abord 

envisageable que la diminution de la température dans la cellule a des conséquences sur la 

biosynthèse des acides aminés et/ou sur le phénomène d’aminoacylation. Il serait intéressant 

de voir si le choc thermique active toujours une protéine GCN2 mutée au niveau de son 

domaine de liaison aux ARNt. Alternativement, on pourrait utiliser la protéine GCN2 taggée 

avec le TAP tag afin de vérifier si des ARNt libres peuvent être co-purifié avec GCN2 à la 

suite d’un passage à 4°C. D’autre part, le froid conduit également à l’activation de la 

production de l’acide abscissique ce qui permet de relier ce type de stress avec les hormones 

végétales (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 1996) (Xiong et al. 2002). Une autre 

hypothèse que l’on pourraît avancer au sujet de l’activation de GCN2 à la suite d’un choc 

thermique est que chez les plantes, comme chez la levure, l’activité de la kinase est en partie 

contrôlée par des chaperonnes (HSP70 et HSP90 chez la levure). Ainsi un passage au froid 

pourraît être responsable de la modification des protéines HSP associés à GCN2 ce qui aurait 

pour conséquence l’activation de la kinase. Il faut tout de même noter que l’augmentation de 

température ne semble pas conduire à l’activation de GCN2 chez la plante (résultat non 

présenté) 

 

Nous avons mis en évidence que la présence de cadmium dans le milieu avait pour 

conséquence l’activation de GCN2 chez Arabidopsis (Figure 44). Chez la levure, l’activation 
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de GCN2 par le cadmium semble être la conséquence du stress oxydatif causé par 

l’accumulation de ce métal lourd. Or nous avons également testé l’impact de l’H2O2 sur 

l’activité de GCN2 et aucune phosphorylation d’eIF2α n’a pu être observée en présence de 

cette molécule (Figure 3 de la seconde publication). Cela suggère que chez les plantes, GCN2 

ne serait pas activée à la suite d’un stress oxydatif et que l’effet du cadmium passerait par un 

mécanisme qui restant encore à déterminer. 

 

L’activation éventuelle de GCN2 à la suite d’une infection virale reste une voie 

d’étude intéressante. En effet, l’activation de la phosphorylation d’eIF2α à la suite d’une 

infection virale chez certaines espèces laisse supposer que GCN2 pourrait avoir un rôle à 

jouer dans ce mécanisme. Nous sommes actuellement en train de tester l’impact de certains 

virus sur le mutant GCN2 pour voir si l’absence de cette protéine peut constituer un avantage 

pour le virus au cours de l’infection.  

 

II.3. La  phosphophorylation d’eIF2α et la traduction des uORF chez la plante. 

 

Chez la levure et les mammifères, l’augmentation spécifique de la traduction des 

facteurs GCN4 et ATF4 suite à la phosphorylation d’eIF2α fait intervenir la présence uORF 

au niveau des régions 5’ UTR de leurs transcrits (cf. paragraphe II.7 de la synthèse 

bibliographique). En effet, lorsqu’eIF2α est phosphorylé, la réinitiation de la traduction 

devient moins efficace. Nous avons donc essayé de voir si cette propriété était conservée chez 

les plantes. Pour cela, nous avons réalisé des expressions transitoires de gènes comportant des 

uORF au niveau de leurs 5’ UTR dans des conditions ou eIF2α est phosphorylée. Les résultats 

obtenus ne permettent pas de conclure sur un éventuel effet de l’activation de GCN2 sur la 

traduction des gènes possédant des uORF (Figure 48). Le principal problème inhérent à cette 

analyse est le caractère transitoire qui nécessite la co-transformation d’un autre plasmide 

rapporteur afin de normaliser les valeurs obtenues. Or, il parait clair que le plasmide 

rapporteur voit son activité modulée en fonction des stress appliqués. Une solution pour 

résoudre ce problème serait d’établir des lignés stables de plantes exprimant la construction 

utilisée. Cela permettrait de doser simplement la quantité totale de protéine contenue dans 

l’extrait avant de réaliser le test biochimique qui permet de quantifier l’activité traductionnelle 
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du rapporteur. D’autre part, notre première analyse a été réalisée sur des protoplastes ce qui 

rendait impossible la vérification du niveau de phosphorylation d’eIF2α. Il est d’ailleurs 

possible que la méthode même d’obtention des protoplastes soit un stress suffisant pour 

induire l’activation de GCN2.  

 

II.4. Recherche d’un homologue de GCN4 dans le monde végétal. 

 

Chez la levure et les mammifères, la phosphorylation d’eIF2α conduit à la traduction 

spécifique d’un facteur de transcription appartenant à la famille bZIP (GCN4 chez la levure et 

ATF4 chez les mammifères). Chez Arabidopsis thaliana, aucun homologue de ces facteurs 

n’a été mis en évidence. Cependant il existe chez les plantes un grand nombre de facteurs 

bZIP. Parmi eux, les facteurs bZIP appartenant à la classe S semblent être particulièrement 

intéressants. En effet, ces facteurs présentent un certain nombre de caractéristiques qui 

laissent supposer un rôle éventuel dans la voie d’activation de GCN2 (cf. paragraphe III.6 de 

la synthèse bibliographique). Tout d’abord, la majorité des ces facteurs présentent des uORF 

au niveau de leur région 5’UTR. Ensuite, l’activité de facteurs de transcription de certains de 

ces bZIP a été associée au contrôle de gènes intervenant dans la biosynthèse des acides 

aminés. Par exemple, le facteur bZIP11 appartient à cette classe S. L’apport en sucrose 

contrôle la traduction de son ARNm et la présence des uORF au niveau de son transcrit est 

essentiel dans ce mécanisme de régulation (Hanson et al. 2008). D’ailleurs des gènes 

intervenant dans la biosynthèse des acides aminés sont la cible de ce facteur bZIP11. Il serait 

donc intéressant d’étudier la régulation de la traduction  de ce facteur en fonction du niveau 

de phosphorylation d’eIF2α. 

 

II.5.  Conservation de la régulation générale des gènes de biosynthèse des acides 

aminés. 

 

Notre analyse par Northern blot de l’accumulation de certains gènes intervenant dans 

les voies de biosynthèses des acides aminés semble confirmer qu’un mécanisme de régulation 

général est conservé chez les plantes (Figure 49). En effet, la carence d’un type d’acide aminé 

entraîne l’activation de gènes intervenant dans la biosynthèse d’acides aminés de voies 
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différentes. Cependant, les résultats que nous avons obtenus ne semblent pas indiquer que 

cette réponse soit dépendante de GCN2 comme c’est le cas chez la levure et chez les 

mammifères. Il est tout de même possible que nous n’ayons pas choisis les gènes contrôlés 

par le facteur bZIP dont la traduction est activée à la suite de la phosphorylation d’eIF2α. Afin 

de mettre en évidence les gènes contrôlés par cette voie, il pourraît être intéressant de réaliser 

une étude de la transcription à grande échelle grâce à la technique du micro array. Il serait 

alors nécessaire de réaliser cette étude à la fois sur des plantes sauvages et sur des plantes 

mutantes pour GCN2 dans des conditions où eIF2α est phosphorylée. L’irradiation par des 

rayonnements UV d’une part et la carence en acide aminés d’autre part permettrait de 

discriminer les gènes répondant spécifiquement à la phosphorylation d’eIF2α des gènes 

régulés par ces stress mais via des mécanismes différents. 

 

II.6. Impact des éléments SINE sur l’activité de GCN2. 

 

Chez les animaux, la PKR, une des kinases d’eIF2α a une activité qui peut être régulée 

par la présence de transcrits du SINE Alu. En effet, à la suite d’un stress, certains éléments 

Alu voient leurs transcriptions déréprimées (cf. paragraphe VII de la synthèse 

bibliographique). Les transcrits Alu vont alors être reconnus par la PKR ce qui a pour 

conséquence d’activer l’activité kinase de la protéine et donc d’inhiber la traduction. Dans le 

règne végétal, il semble qu’une seule protéine kinase d’eIF2α soit présente, il s’agit de GCN2. 

Ainsi, nous avons voulu déterminer si l’activité kinase de cette protéine était elle aussi 

modulée en présence de transcrits SINE. Contrairement aux études menées avec des cellules 

animales, nous ne disposons pas de conditions pour lesquelles la transcription des SINE 

endogènes d’Arabidopsis est dérégulée. Cependant, nous avons à notre disposition une lignée 

de plante transgénique exprimant le SINE SB1 de Brassica napus. Ce système d’expression 

hétérologue nous permet d’avoir une expression importante d’un SINE de plante dans des 

cellules d’Arabidopsis. L’étude de l’activité kinase de GCN2 dans ce contexte de 

surexpression de SB1 semble indiquer que la présence de transcrit SINE ralentit l’activation 

de GCN2 à la suite d’une carence en acides aminés (Figure 47). Nous pouvons envisager que 

les transcrits SB1 sont capables de rentrer en compétition avec les ARNt libres pour la 

fixation au niveau du domaine HisRS de GCN2. Alternativement, il est possible que l’effet 
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des SINE sur GCN2 se fasse de manière indirecte. En effet, nous avons vu que SB1 est 

capable d’interagir et de moduler l’activité de protéines possédant un domaine de liaison aux 

ARN doubles brin (cf. paragraphe VII de la synthèse bibliographique). On peut penser que 

certaines de ces protéines sont capables de venir réguler l’activité de GCN2 lorsqu’elles sont 

associées avec un ARN SINE. Enfin il est envisageable que la réaction différentielle de C3I18 

au chlorsulfuron provient d’un apport moins important de la molécule causé par la forte 

diminution de la taille des racines observée chez les plantes surexprimant le SINE. Les 

rayonnements UV semblent d’ailleurs activer GCN2 de manière identique chez les plantes 

C3I18 et chez les plantes sauvages. Pour vérifier l’effet direct du SINE sur l’activité de 

GCN2, il serait souhaitable de transformer une lignée C3I18 avec le gène codant pour la 

protéine GCN2 étiquetée avec le TAP tag. Cela permettra de voir si SB1 peut être co-purifié 

avec GCN2, ce qui constituera une évidence du rôle du SINE dans la régulation de la kinase 

chez les plantes. 
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I. Matériel végétal.  

I.1. Plantes gcn2 mutantes.  

 

Les plantes mutantes pour le gène gcn2 (écotype Landsberg, Ler) ont été obtenues 

auprès au RIKEN Genomic Science Center. L’élément d’insertion DS est présenté dans la 

seconde publication (Figure S3). Les graines ont été semées in vitro sur un milieu solide MS 

(Murashige and Shoog ; Sigma) contenant 8 g d'agar par litre, supplémenté avec du 

saccharose (30g/litre) et ajusté à pH 5,7. Le milieu contient de la kanamycine (50 µg/ml) qui 

est le marqueur de sélection porté par l’élément. 

 

I.2. Construction des plantes gcn2 mut x GCN2 et gcn2 mut x GCN2-TAP. 

 

Les lignées de plantes mutantes d’Arabidopsis exprimant la protéine GCN2 ou la 

protéine GCN2 taguées TAP tag sont dérivées de la lignée mutante gcn2. Ces lignées de 

plantes ont été produites en utilisant la transformation par Agrobacterium tumefaciens. Pour 

cela, le plasmide portant la construction d’intérêt est introduit par électroporation dans la 

souche d’Agrabocterium C58C1. L’agrobactérie ainsi obtenue est cultivée dans 5 ml de 

milieu 2YT (pré-culture) supplémenté en antibiotique (rifampicine 5 mg/l et hygromycine 50 

mg/l). Après 24 heures de pré-culture, 2 ml de la préculture sont incubés dans 200 ml de 

milieu 2YT+ 2 ml de MgSO4 1M+ hygromycine (50 mg/l). La culture est mise sous agitation 

à 200 rpm et 28°C jusqu’à obtention d’une DO (à 600 nm) comprise entre 0.6 et 0.8. La 

culture d’agrobactéries est centrifugée (4000 g, 10 minutes) et le culot est repris dans 100 ml 

de milieu d’infiltration. Les transformations d’A. thaliana, écotype Columbia, sont faites sur 

des plantes adultes par la méthode dite du « floral dip » (Bechtold and Pelletier 1998). Les 

inflorescences des plantes sont alors trempées pendant 5 secondes dans le milieu d’infiltration 

qui contient les agrobactéries. Les plantes sont laissées dans la serre jusqu’à obtention de 

graines. 
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Dans la protéine mutante, le site LxCxE est muté en un site LxRxA 
qui ne permet plus l'interaction avec la protéine Rb.
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I.2.1) Les plantes C3I18. 

 

La lignée C3I18 a été mise au point au laboratoire par Thierry Pélissier (Pelissier et 

al., 2004). Brièvement, des plantes sauvages d’écotype Columbia ont été transformées avec 

un trangène portant le locus na7 du SINE SB1 de Brassica napus. L’accumulation des 

différentes formes du transcrit SINE a été confirmé par Northern blot et montre que la lignée 

C3I18 exprime SB1 de manière substantielle. 

 

I.2.2) Plantes infectées par le virus FBNYV (Faba Bean Necrotic Yellow Virus).  

 

Des plantes d'Arabidopsis thaliana d'écotype Columbia au stade rosette (environ 15 

jours) sont mises en contact avec un puceron (Aphid crassivora) porteur du virus. La lignée 

établie qui a été utilisée possède un locus SINE apporté par transgénése. Il s'agit du locus na7 

du SINE S1 de Brassica napus (cf paragraphe précédent). L'introduction du virus se fait 

simplement par les blessures infligées par le puceron et le virus peut alors se répliquer et 

s'accumuler dans tout l'organisme. L'infection virale provoque notamment chez la plante un 

certain niveau de nanisme. 

Après une période d'incubation de 9 jours, les insectes sont éliminés. 18 jours après 

l'infection (DPI) les plantes entières sont congelées individuellement dans de l'azote liquide et 

stockées à -80°C. Les plantes ont été traitées à l'Institut des Sciences du Végétale (CNRS, Gif 

sur Yvette. France). Le lot de plantes 18 DPI  possède un taux d'infection attendu de 90% 

environ. Pour chacune de ces expériences, des plantes contrôles ont été mises en contact avec 

des pucerons sains (non porteur du virus) et traitées de manière similaire.  

 

I.2.3) Plantes transgéniques CLINK et conditions d'induction. 

 

Les plantes d'Arabidopsis thaliana (écotype Columbia) à notre disposition possèdent 

le transgène présenté en Figure 51. Le promoteur 35S permet d'induire une expression 

constitutive d'un récepteur nucléaire recombinant possédant un domaine Gal 4 de liaison à 

l'ADN associé à un domaine activateur VP16. La fonction transactivatrice du récepteur est 





Matériels et méthodes                                                                                      

    
 

154 

 

activée uniquement lorsque le ligand (un glucocorticoïde) est fixé au domaine récepteur des 

glucocorticoïdes. Ainsi, en présence de dexaméthasone, un glucocorticoïde synthétique, le 

récepteur va permettre la transactivation de l'expression du gène codant pour la protéine       

CLINK. Deux types de lignées avaient été établies au laboratoire : des plantes exprimant la 

protéine CLINK native et d'autres exprimant une forme mutante de la protéine au niveau du 

site de liaison potentiel à la protéine RB. 

Après sélection de certaines lignées transformées, des graines (génération T3) sont 

semées in vitro sur un milieu solide MS contenant de l'hygromycine (20 µg/ml) qui est le 

marqueur de sélection porté par le transgène. Après 15 jours à 23°C en chambre climatique 

les plantules sont repiquées sur terreau et sont transférées à la serre. 

Les expériences d'induction du transgène ont été réalisées en incubant les feuilles de 

ces plantes dans des tubes Falcon contenant une solution aqueuse de dexaméthasone 

(concentration finale : 15 µM, par dilution d'une solution mère obtenue par dissolution du 

dexaméthasone dans de l'éthanol absolu). D'autres feuilles ont été incubées dans une solution 

contrôle contenant uniquement le même volume d'éthanol. Les feuilles sont incubées pendant 

0, 2, 5, 24 ou 48 heures, et l’incubation est immédiatement suivie par l'extraction de leur 

ARN. 

 

II.  Conditions de stress utilisées. 

 

Pour l’analyse de l’impact du cadmium sur la phosphorylation d’eIF2α, des plantules 

sauvages de 10 jours ont été transférées dans un milieu MS liquide contenant du CdCl2 à la 

concentration finale de 200 µM pendant 24H. 

Pour l’analyse de la phosphorylation d’eIF2α dans un contexte de surexpression du 

SINE SB1, des plantes sauvages d’écotype Columbia ou des plantes C3I18 de 10 jours ont été 

transférées dans un milieu liquide contenant 0,6 µM final de Chlorsulfuron pendant les temps 

d’incubation indiqués. Parallèlement, des plantules ont été irradiées par des rayonnements UV 

(50 mJ/m2) à l’aide d’un Crosslinker (BioRad). 

Pour l’analyse par Northern blot du mutant gcn2, des plantules sauvages et mutantes 

ont été traitées avec du chlorsulfuron ou par les UV comme précédemment ou avec un 

homologue de la purine: le 8-aza-Adénine (azA) à une concentration finale de 50 µg/mL. 
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III.  Extraction d'ADN génomique  

 

Deux feuilles de jeunes plantules (1 à 2 mois) sont broyées dans 500 µl de tampon 

d'extraction (Annexe 1). Les échantillons sont homogénéisés avec 500 µl de phénol/CIA, puis 

centrifugés 15 minutes à 4000 rpm. La phase supérieure est récupérée, puis I'ADN est 

précipité avec 0,7 volume d'isopropanol pendant 10 minutes à température ambiante, suivi 

d'une centrifugation de 15 minutes à 13000 rpm. Le culot d'ADN est lavé deux fois à l'éthanol 

70%, puis séché. Il est ensuite repris dans 250 µl de tampon TE IX (Annexe 1) contenant de la 

RNase A à 10 µg/ml. Après une incubation de 25 minutes à 37°C, la RNase A est éliminée 

par une extraction phénolique. L'ADN est précipité de façon standard (ajout de 0.02 volume 

de NaCl 5M et de 2,5 volumes d'éthanol 100%), centrifugé à 13000 rpm, puis lavé à l'éthanol 

70% et repris dans 50 µl d'eau. 

 

IV.  PCR  

 

0,1 µg d'ADN sont utilisés pour chaque réaction de PCR. L'enzyme Goldstar est 

utilisée selon les conditions préconisées par le fournisseur (Eurogentec), avec une température 

d'annealing de 2 degrés inférieur à la plus basse Tm des amorces employées. Les amorces 

utilisées sont indiquées en annexe 5. 

 

V. Extraction d'ARN totaux  

 

50 à 100 mg de feuilles sont homogénéisés dans un tube eppendorf avec du sable et 

500 µl de tampon guanidine (Annexe 2). L'ARN est purifié par deux étapes d'extraction 

phénol/CIA, puis précipité au moins 20 minutes à -20°C en présence de 0,2 volume d'acide 

acétique 1M et 0,7 volume d'éthanol 100%. Après 30 minutes de centrifugation à 10000 rpm 

et à 4°C, le culot est lavé avec l ml d'éthanol 70%, puis repris dans 30 µl d'eau traitée au 

DEPC. 
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VI.  Hybridation northern  

VI.1. Détection d'ARN en gel Mops-agarose  

 

Après dénaturation 10 minutes à 65°C dans le tampon de charge, 5 µg d'ARN (pour la 

partie I des résultats) ou 25 µg (pour la partie II des résultats) sont séparés par migration dans 

un gel MOPS-agarose, sur la nuit à 50 V. Ensuite, le gel est rincé 2 fois 15 minutes dans un 

grand volume d'eau et équilibré dans du SSC 20X. Les ARN sont transférés sur une 

membrane Hybond-N+ (GE Heathcare) par capillarité avec du SSC 20X, puis fixés par 

exposition aux UV dans un crosslinker (Bio-Rad). Après une étape de pré-hybridation d'au 

moins 2 heures à 42°C, la membrane est hybridée sur la nuit à 42°C avec une sonde marquée 

à l'α32P-dCTP préparée à l'aide du kit Megaprime (GE Heathcare) suivant les conditions du 

fournisseur. La membrane est rincée dans une solution 1X SSC-1% SDS 15 minutes à 42°C et 

15 minutes à 65°C, puis deux fois 15 minutes dans une solution 0.1X SSC1% SDS à 65°C. 

Les signaux obtenus après exposition ont été dosés à l'aide d'un phosphoimager (BioRad). Les 

différentes solutions employées dans ces expériences sont détaillées dans l'annexe 2. 

 

VI.2. Détection d'ARN de bas poids moléculaire en gel polyacrylamide (PAA)  

 

Après dénaturation dans 1,5 volume de tampon de charge, 6 µg d'ARN sont séparés 

par migration dans un gel PAA 7% (19/1 Acryl/Bis-Acrylamide), 7,5M urée, TBE 1X 

pendant 4 heures à 570 V et avec du TBE 1X comme tampon de migration. Après séparation, 

les ARN sont transférés sur une membrane Hybond-XL (GE Heathcare) par transfert 

électrique dans du TBE 1X, puis fixés par exposition aux UV. La synthèse de la sonde et les 

conditions d'hybridation utilisées sont les mêmes que pour la détection des ARN séparés en 

gel MOPS-agarose. Les différentes solutions employées dans ces expériences sont détaillées 

dans l'annexe 2. 
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VII.  RT-PCR des éléments SINE endogènes 

 

3 µg d'ARN sont traités avec 3 µl de DNase I (10 µ/µl ; Roche) pendant 25 minutes à 

25°C dans un volume de 100 µl d'eau traitée au DEPC. L'ARN est ensuite purifié par une 

extraction phénol-CIA puis précipité. L'ARN est resuspendu dans 10 µl d'eau traitée au DEPC 

et après dosage, 500 ng de cet ARN est reverse transcrit en présence d'hexanucléotides et de 

20 unités d'Expand Reverse Transcriptase dans un volume final de 20 µl et suivant les 

conditions du fournisseur (Batsche et al.). Suite à la reverse transcription, 1 µl de la réaction 

est utilisé pour l'amplification PCR comme décrit dans le paragraphe IV. 

  

VIII.  Western blot. 

 

L’extraction protéique est réalisée de la manière suivante : 3 plantules sont broyées 

dans du tampon Laemmli 1X (BioRad) supplémenté avec du cocktail phosphatase PhosStop 

et du cocktail inhibiteur de protéase Complete (Batsche, Desroches, Bilodeau, Gauthier and 

Drouin) selon les conditions du fournisseur. Le broyat est ensuite incubé 5 min à 95°C puis 

centrifugé 10 min à 10 000G. La concentration en protéines du surnageant est dosé à l’aide du 

kit RC/DC Protein Assay (Biorad). 35 µg de protéines sont ensuite utilisé pour la séparation 

sur gel de polyacrylamide 10%. Après transfert semi sec (BioRad) pendant 45 min à 20 V, la 

membrane de nitrocellulose est saturée dans du TBS 1X BSA 5%. L’ensemble des 

incubations a ensuite été réalisé dans du TBS 1X BSA 1%. 

  Les conditions d’hybridation et les anticorps utilisés dans l’immunodectection d’eIF2α 

et de la tubuline sont indiqués dans la seconde publication. 

Pour la détection de la protéine GCN2-CTAP, l’anticorps Péroxydase anti-péroxydase 

(PAP, SIGMA P-2026) est utilisé à une dilution au 1/5000. 

 

IX.  Préparation et transformation transitoire de protoplastes d’Arabidopsis 

 

Des feuilles de rosettes de plantes de 3 semaines environ ont été découpées en fines 

lamelles à l’aide d’une lame de rasoir. Les lamelles sont ensuite incubées dans une solution 
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enzymatique (préparer un mélange : 1% cellulase, 1,25 ‰ macérozyme, 400 mM mannitol, 

20 mM KCl, 20 mM MES-KOH pH 5,8 ; chauffer 10 minutes à 55ºC puis ajouter 10 mM 

CaCl2, 0,1% BSA ; stériliser par filtration) et incubées  2 heures sous vide à température 

ambiante. La suspension de protoplastes est passée sur un filtre de nylon (35-75 microns) pour 

éliminer les feuilles qui n’ont pas été digérées. Les protoplastes sont culottés en centrifugeant 

1 min à 100 g (accélération et freinage minimums), puis lavés une fois dans 30 mL de 

solution W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM KCl, 5mM Glucose, 0,03% MES, ajuster 

le pH à 5.8 avec une solution de KOH 1 M). Les protoplastes sont finalement repris dans du 

W5 à une concentration d’environ 1 x 105 protoplastes par mL (approximativement 5 mL de 

W5 pour 25 mL de cellules en suspension). 

 

Pour une transformation transitoire, les protoplastes sont incubés 30 minutes sur de la 

glace, puis repris dans une solution de MaMg (15mM MgCl2, 400 mM Mannitol et 5 mM 

Mes-KOH pH 5,8), à une concentration d’environ 1 x 105 protoplastes par mL. 10 µg d’ADN 

plasmidique (1 µg/µL) sont mélangés avec 100 µL de la suspension de protoplastes, puis à 

1 volume (110 µL) de solution 40% PEG (pour 10 mL : 4g de PEG4000 (#81240, Fluka), 

2,5 mL de Mannitol 800 mM, 1 mL de CaCl2 1M et 3 mL d’H2O). La suspension est incubée 

30 minutes à température ambiante, puis diluée dans 4 volumes de solution W5 (mélanger très 

doucement). Les protoplastes sont ensuite culottés par centrifugation, 5 minutes à 80 g, et le 

surnageant écarté. Les protoplastes sont finalement repris dans 1 mL de W5 et incubés sur la 

nuit à 23ºC, dans l’obscurité 

 

X. TEST LUCIFERASE  

 

Le système Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) permet d’analyser 

l’activité de 2 rapporteurs de manière quasiment concomitante. En effet les activités des 

luciférases de type Firefly et Renilla sont mesurés séquentiellement à partir du même 

échantillon selon les conditions préconisées par le fournisseur. La luciférase Firefly est 

mesurée en premier par l’ajout du premier réactif (Luciferase Assay Reagent II) qui génère un 

premier signal lumineux. Après quantification par un luminomètre, la première réaction est 

stoppée et la réaction faisant intervenir la Renilla luciferase est initiée simultanément par 
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l’ajout du réactif « Stop & Glo » dans l’échantillon. Le second signal lumineux est alors 

mesuré.  

 

XI.  PURIFICATION TAP TAG  

 

Les plantes sont d’abord récoltées puis placées dans 2 volumes de tampon PBS 1X à 

4°C contenant 1% de formaldéhyde (v/v). Le mélange est ensuite placé sous une cloche à vide 

pendant 30 min. La réaction de crosslink est ensuite stoppée par addition de glycine pH7 à 

une concentration finale de 0.25M. Après 2 lavages avec du PBS 1X (centrifugation 4 min à 

300g), les plantules sont congelées dans l’azote liquide et broyées au mortier. La poudre 

obtenue est reprise dans 3 volumes de tampon avec inhibiteurs (Annexe 4) puis centrifugée 30 

min à 4180 g à 4°C. Le surnageant obtenu est mis en contact avec 200 µl de résine IgG 

sépharose 6 Fast Flow préalablement équilibré dans du tampon avec inhibiteur sous agitation 

douce pendant 2H à 4°C. Après une centrifugation 3 min à 150g, la résine est rincée  5 fois 

avec 1 mL de tampon sans inhibiteur (Annexe 4). La résine et ensuite reprise dans 1 mL de 

tampon TEV (Annexe 4) contenant 2 unités de TEV protéase et laissée sous agitation 2H à 

18°C. L’éluat de la digestion est récupéré par étape de centrifugation de 3 min à 150g. Après 

3 rinçages avec du tampon TEV, l’ensemble des éluats obtenus est mélangé avec 3 volumes 

de tampon CAM (Annexe 4) et 50 µl de résines calmoduline. Après 3H à 4°C sous agitation 

lente, la résine est rincée 3 fois avec 1 mL de tampon CAM. Enfin, l’élution est réalisé avec 5 

fois 1 volume de tampon élution CAM (Annexe 4). 

 

Avant l’extraction des ARN, le crosslink est reversé par ajout de SDS (1% final) à 

l’éluat et incubation à 70°C pendant 45 min. L'ARN est ensuite purifié par deux étapes 

d'extraction phénol/CIA, puis précipité au moins 20 minutes à -20°C en présence de 0,2 

volume d'acide acétique 1M et 0,7 volume d'éthanol 100%. Après 30 minutes de 

centrifugation à 10000 rpm et à 4°C, le culot est lavé avec l ml d'éthanol 70%, puis repris dans 

30 µl d'eau traitée au DEPC. Les ARN précipités à partir d’extraits natifs ou après purification 

TAP tag de la protéine taguées TAP sont d’abord traités avec le kit "DNA-free" (Ambion), 

suivant le protocole "Rigorous DNase treatment" du fabricant. Une partie des ARN (1/5ème) 

est rétrotranscrite à l’aide de l’"expand reverse transcriptase" (Batsche, Desroches, Bilodeau, 
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Gauthier and Drouin) et d’amorces aléatoires (hexanucléotides). Les ADNc ainsi obtenus sont 

ensuite amplifiés par PCR à l’aide d’un couple d’amorces spécifiques de l’ARNt Valine 

(Annexe 5). 
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Annexe 1 : Solution Stock-extraction ADN. 

 

 

Tampon d’extraction d’ADN génomique. 

Solution stock 2X :     Tampon d’extraction : 

5M NaCl  12 ml    Solution stock 2X  25 mL 

1M Tris pH 7.5 10 mL    12M Urée   10 mL 

0.5M EDTA  8 mL    Phénol    2.5 mL 

4g sarkosyl      H2O    2.5mL 

20% SDS  5 mL 

H2O   q.s.p. 100 mL 

 

Tampon TE 10X (Tris EDTA) 

Tris-HCl pH 7.4 100mM 

EDTA pH8.0  10mM 

Stériliser à l’autoclave. 
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Annexe 2 : Solution Stock-extraction ADN. 

 

Tampon Guanidine 

Hydrochloride de Guanidine    8 M 

MES (N-morpholino ethane sulfonic acid)  20 mM 

EDTA       20 mM 

Ajuster le pH à 7.0 avec HCl 

Ajouter du β-Mercaptoéthanol à 50mM final avant utilisation. 

 

Tampon de charge ARN gel MOPS-agarose 

Tampon de charge glycérol   Tampon de charge ARN 

Glycérol   5 mL  Formamide    500 µL 

EDTA 0.5M   20 µL  Formaldéhyde 37%   175 µL 

Xylène Cyanol 2.5%  1 mL  Tampon MOPS 10X   100 µL 

Bleu de Bromophénol 2.5% 1 mL  Tampon de charge glycérol  220 µL 

H2O    2.98 mL Bromure d’éthidium (10mg/mL) 5 µL 

 

Gel MOPS-Agarose (300mL) 

Agarose   3 g 

MOPS10X   30 mL 

H2O    254.8 mL 

Faire fondre le gel, laisser refroidir au bain marie à 55°C, puis ajouter 15.24 mL de 

Formaldéhyde et couler le gel. 
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Tampon d’hybridation ARN   Tampon MOPS 10X 

SSC 20X  125 mL   MOPS    200 mM 

Formamide  250 mL   Acétate de Sodium  50 mM 

SDS 20%  50 mL    EDTA    10 mM 

Denhardt’s 50X 5 mL    Ajuster le pH à 7.0 avec NaOH et filtrer 

Sperme de saumon 5 mL    sur membrane 0.22 µm. 
(12.5 mg/mL) 
 

Tampon SSC 20X     Tampon TBE 10X 

NaCl   179.3g    Tris-Base   108g 

Citrate de Sodium 88.2g    Acide Borique   55g 

H2O   qsp 1 L   EDTA    7.5g 

Ajuster le pH à 7.0 avec HCl    H2O    qsp 10 mL 

Stériliser à l’autoclave.    Stériliser à l’autoclave. 

 

Gel 7% Acryl/Bis-Acrylamide (19/1)  Tampon de charge gel PAA 

Acryl 40%  17.5 mL   Formamide 100%  9.8 mL 

Urée   50 g    EDTA 0.5M, pH 8.0  40 µL 

TBE 10X  10 mL    Xylène Cyanol 2.5%  0.1 mL 

H2O   qsp 100 mL   Bleu de Bromophénol 2.5% 0.1 mL 

Polymérisation du gel par ajout de :   H2O    qsp 10 mL 
APS 10%   1mL 
TEMED  80 µL 
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Annexe  3: Solution transformation plantes. 

2YT        Milieu d’infiltration (100 mL) 

Tryptone  16 g    Sucrose  5g 

Yeast Extract  10g    MgCl2 1M   10 ml 

NaCl   5 g    H2O q.s.p. 100 mL 

H20 qsp 1 litre      Juste avant d’infiltrer les plantes, ajouter  

Ajuster le pH à 7 avec NaOH    50 µl de Silwet. 

Autoclaver 
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Annexe  4: Solution purification TAP tag. 

(D’après Rohila et al., 2004) 

Tampon avec inhibiteur     Tampon CAM  

   (Final)        (Final) 

Tris pH 8  20 mM     DTT   1 mM 

NaCl   150 mM    Tris pH 8  10 mM 

IGEPAL  0.1%     NaCl   150 mM 

EDTA   2.5 mM    Acétate de Mg 2+ 1 mM 

DTT   1 mM     Imidazole  1 mM 

Benzamidine  2 mM     CaCl2   2 mM 

PMSF   1 mM     IGEPAL  0.1% 

Leupeptine  10 µM 

DCI   10 µM     Tampon d’élution CAM   

Glycérol  1 %        (Final)  

Cocktail inhibiteur 1 %     DTT   1 mM  

Sigma        Tris pH 8  10 mM 

        NaCl   150 mM 

Tampon avec inhibiteur     Acétate de Mg 2+ 1 mM 

   (Final)     Imidazole  1 mM 

Tris pH 8  20 mM     EGTA   2 mM 

NaCl   150 mM    IGEPAL  0.1% 

IGEPAL  0.1% 

EDTA   2.5 mM 

DTT   1 mM 

 

Tampon TEV 

   (Final) 

Tampon TEV  1X 

DTT   1 mM 

E64   1 mM 
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Annexe  5: Liste des amorces utilisées pour 
cette étude.  
 

Tableau 1 : liste des amorces utilisées pour la détection de l’ADN viral. 

 

Nom de 
l'amorce Séquence 

Rep2 DT tcggcaagttatatgctgg 
Rep2 Rev agcaagggatcacatgacg 

Rep2 Int Rev actcccatggaccttcaag 
CLINK DT aaagtcgacccatctccttc 
CLINK Rev acttgaaacttgatattagcag 

CLINK Int Rev atgggtctgaaatatttctctc 
 

 

Tableau 2 : liste des amorces utilisées pour la fabrication des sondes utilisées dans les 

Northern blot. 

 

Nom de 
l'amorce Séquence Gène 

G6P DT gtctcattcacttggaaagaatc AT3G49360 
G6P Rev gcgtagatgttttcagctgg AT3G49360 
ChS DT cctcatctccaagaagattgtg AT5G13930 
ChS Rev tgatgtcattcaagacccatag AT5G13930 
PP2A DT gcgaagaatacgcagaatcc AT1G13320 
PP2A Rev cagatagttggtatcaggacac AT1G13320 
BaaT DT gctgttagggcaaaggagc AT3G49360 
BaaT Rev gagaactctccatcaatctta AT3G49360 
ProDH DT ctttgaattttatggcaaccc AT3G30775 
ProDH Rev cgtccataagtttagagctc AT3G30775 
HDH DT caatcgccgactttagactc AT5G63890 
HDH Rev catacgcaacatcaaacgcttc AT5G63890 
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LOX DT gtattgtagagagtccttgtcg AT3G45140 
LOX Rev ctcgcactcgtacttctcatc AT3G45140 
ASA DT cttcctctatgaacgtagcg AT5G05730 
ASA Rev gcctccttgtactcttcgc AT5G05730 
ASB DT gttttggggaagagtcgtag AT1G24807 
ASB Rev ttctgctttccacttttcacaa AT1G24807 
PAT DT gatttggtttaaggcgctttg AT5G17990 
PAT Rev gtttgagatgtttatccaagaatc AT5G17990 
TSA DT gatggaagagcaagtcagaag AT3G54640 
TSA Rev gtggcttgagtcacagtaac   AT3G54640 
GS DT gttacaaacaccaaactctcct AT5G35630 
GS Rev gggcttcagcctcaagagtt AT5G35630 

 

 

Tableau 3 : liste des amorces utilisées dans la détection de l’ARNt valine co-purifié avec 

GCN2 TAP tag. 

 

Nom de 
l'amorce Séquence 

Valine DT ggtttcgtggtgtagttgg 

Valine Rev cccgggttcgaaccggag 
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Résumé 
 
 
Chez les mammifères, l’infection par l’adénovirus conduit à l’activation de la transcription de certains 

éléments SINE Alu. Il s’agit d’un mécanisme conservé car il est observé avec d’autres familles de virus. 
Adénovirus code pour une protéine, E1A qui est capable d’interagir avec la protéine Rétinoblastome (RB). Cette 
interaction provoque l’inactivation de RB ce qui provoque probablement l’activation transcriptionelle des 
éléments Alu. Ainsi, chez les mammifères, certaines protéines virales agissent négativement sur RB ce qui a 
pour conséquence de déréguler le cycle cellulaire, la transcription pol III de manière générale et la transcription 
des éléments SINE en particulier. Chez les plantes, l’activation de la transcription des éléments SINE à la suite 
d’un stress comme l’infection virale reste à démontrer. Cependant, le virus FBNYV possède au sein de son 
génome une protéine, CLINK, qui est entre autre constituée d’un domaine de liaison à RB similaire à celui 
retrouvé chez E1A d’adénovirus. La première étape de ce travail de thèse a porté sur l’analyse de la protéine 
CLINK et plus particulièrement l’effet de cette protéine sur le cycle cellulaire, sur la transcription pol III en 
général et sur la transcription des SINE endogènes de plantes.  

La seconde partie de cette étude porte sur la fonction des éléments SINE de plantes au sein de la cellule. 
Chez les mammifères, l’élément SINE Alu est capable de jouer un rôle dans la physiologie de la cellule en 
réponse à certains stress. En effet, la transcription de ces éléments est activée à la suite d’une infection par 
certaines familles de virus. Les transcrits ainsi produits sont alors capables d’interagir avec la protéine PKR, une 
kinase d’eIF2α. Ainsi, les éléments SINE sont capables d’intervenir dans des processus clefs de la cellule comme 
le mécanisme de régulation de la traduction. La seule kinase d’eIF2α identifiée chez les plantes est la protéine 
GCN2. Ainsi, nous avons choisit de caractériser la fonction de cette protéine chez Arabidopsis. Nous avons 
déterminé les mécanismes de régulation de la protéine en mettant en évidence certains inducteurs spécifiques aux 
plantes. Ce travail a permis de montrer l’importance de la protéine pour la plante et de découvrir des fonctions 
potentielles de la protéine dans des voies de stress typiques des végétaux. Enfin, l’impact des SINE de plantes 
sur l’activité de GCN2 a été analysé. 

 
 
 
 

Abstract 
 
 
In mammals cells, adenovirus infection induces transcription of individual Alu loci. This mechanism is 

well-conserved and observed with other virus families. Adenovirus encodes a protein, E1A, capable of 
interacting with the retinoblastoma protein (RB). This interaction inactivates RB which probably leads to the 
transcriptional inactivation of Alu elements. Thus, in mammals, viral proteins can negatively regulate Rb and 
cause cell cycle deregulation, general pol III transcription and particularly SINE transcription. In plants, SINE 
transcriptional activation following viral stress is still to demonstrate. However, the FBNYV virus genome 
encodes a protein, CLINK, which contains a RB binding domain also found in the adenovirus protein E1A. The 
first step of this work was to analyze the CLINK protein and more precisely the impact of this protein on cell 
cycle deregulation, on general pol III transcription and particularly on endogenous plant SINE transcription. 

The second part of this study focuses on SINE elements functions within the cell. In mammals, SINE 
element Alu has been shown to modulate the cell physiology in response to stresses. Indeed, transcription of 
those elements is activated following some viral infections. Those transcripts are able to interact with the PKR 
protein, an eIF2α kinase. Thus, SINE elements are capable to modulate cellular functions such as translation 
regulation. Only one eIF2α kinase has been identified in plants: the GCN2 protein. Thus, we characterized the 
function of this protein in Arabidopsis. We shown mechanisms that regulate the protein function and also found 
some plant-specific inductors. This study has shown that GCN2 is important in plants and that this protein 
intervenes in some plant-specific stress pathway. Finally, SINE impact on GCN2 activity has been study in 
plants.  

 
 
Mots-clés: 
 
 SINE, Rb, cycle cellulaire, GCN2, eIF2 alpha, régulation de la traduction, stress, Arabisopsis 
thaliana 
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