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Le téte a queue des poly A binding proteins

AAAAAAAAAAA... cette
Aséquence nucléotidique ne

suscite pas I'exaltation pour la
recherche de motifs consensus !
Localisée parfois au sein d’un ARNm
et le plus souvent a son extrémité 3’
sous forme d’une queue poly(A), elle
présente un attrait irrésistible pour
les poly A binding protein ou PABP. Ces
protéines, dont on avait d’abord
pensé qu’elles protégeaient passive-
ment la queue poly(A), jouent en fait
un role important dans la dégrada-
tion et dans la traduction des ARNm.
La premiere PABP a été identifiée a
partir de lysats de réticulocytes de
lapin, puis trés rapidement, une tren-
taine de protéines analogues ont été
mises en évidence chez la levure, chez
différents micro-organismes, ainsi
que chez de nombreuses espéces ani-
males et végétales*. Yohn et al. ont
méme isolé une PABP (RB47) a par-
tir de chloroplastes de Chlamidomonas
reinhardtii [1], un organite dont le
métabolisme des ARNm est générale-
ment assimilé a celui des cellules pro-
caryotes, ce qui suggere que les PABP
pourraient aussi jouer un role impor-
tant dans des cellules n’ayant pas

d’ARN polyadénylés.

* Numéros d’acces des séquences de PABP: Homo
sapiens PABP1 (Y00345); Homo sapiens iPABP
(U33818); Homo sapiens PABP3 (U64662); PAB-
PIT (LO5109) ; Saccharomyces cerevisiae Pablp cyto-
plasmique et nucléaire (M13371); Schizosaccharo-
myces pombe (M64603); Emericella nidulans
(U70731);  Chlamydomonas  reinhardtii
(AF043297); Anemia phyllitidis (7226042); Triti-
cum aestivum (U81318); Arabidopsis thaliana
(Pablp (Y13176); Pab3p (Y12227); Pab5p
(M97657)); Leishmania major (AF093062); Try-
panosoma brucei (AF042190); Trypanosoma cruzi
(U06070) ; Mesembryanthemum crystallinum

e (AF003126).
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Chez la majorité des especes, il existe
plusieurs isoformes de PABP. Ainsi,
la levure exprime, a partir du méme
geéne, une isoforme nucléaire et une
isoforme cytoplasmique [2]. Chez
I’homme, on trouve la PABP1 qui est
ubiquitaire (70,67 kDa), une PABP
spécifique du testicule (PABP3 -
70,12 kDa) et une PABP inductible
(iPABP - 70,78 kDa) exprimée au
cours de I'activation des lymphocytes
T et des plaquettes. De plus, il existe
au moins quatre pseudogenes
humains des PABP. Ces génes et
pseudogenes ont été cartographiés
[3]: les trois geénes fonctionnels sont
situés en 8q22 (PABPI), 13ql1-q12
(PABP3), 1p32-p36 (iPABP). Enfin
une PABP nucléaire de nature diffé-
rente, plus petite (32,75 kDa) et
dont la séquence amino-terminale
est différente de celle des autres
PABP, intervient dans la régulation
de la longueur de la séquence
poly(A) durant le processus de poly-
adénylation (3-end processing). L’alté-
ration de cette protéine est impli-
quée dans la dystrophie musculaire
oculopharyngiale ([4], m/s 1995,
n°6/7, p. 925).

Structure des PABP

Deux éléments de la structure des
PABP [5], situés respectivement dans
les régions NH, et COOH-terminales
ont été remarquablement conservés
au cours de I’évolution (figure 1).
Dans la région NHy-terminale, quatre
domaines consensus de liaison a
I’ARNm, les RNA-binding domains
(RBD) aussi appelés RNA-recognition
motifs (RRM), sont des séquences
répétées en tandem. Chaque RBD
comprend 90 a 100 acides aminés et
contient deux séquences extré-
mement conservées, distantes de 25 a
35 résidus, appelées RNP (ribonucleo-
protein consensus sequences): RNP1 est
octamérique [(Lys/Arg)-Gly-(Phe/
Tyr)-(Gly/Ala)-Phe-Val-X-
(Phe/Tyr)], et RNP2 hexamérique
[(Leu/Ile)-(Phe/Tyr)-(Val/Ile)-
(Gly/Lys)-(Asn/Gly)-(Leu/Met)]. Si
chaque motif RBD de liaison de
I’ARNm est trés conservé entre diffé-
rentes especes, ’homologie entre ces
différents domaines au sein d’une
méme PABP est plus faible, ce qui
suggere que chacun de ces motifs a
une spécificité fonctionnelle [5]. Des

v
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Figure 1. Structure des poly A binding protein (PABP). La région N-terminale
contient quatre domaines de liaison a I’ARN appelés RRM (RNA-recognition
motifs) ou RBD (RNA-binding domain) identifiés par un chiffre romain. Dans
chaque domaine, la zone bistre représente la séquence consensus RNP2
(ribonucleoprotein consensus sequence) et la zone colorée en noir la
séquence consensus RNP1. La région riche en proline située dans la région
C-terminale est représentée par un ovale.
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expériences de digestion par la
nucléase ont révélé qu'une molécule
de PABP recouvre environ 25 résidus
A [6]. L’activité de liaison a I'ARN
d’une PABP tronquée, contenant uni-
quement les domaines RBDI et
RBDII, est semblable a celle de la pro-
téine entiere (un RBD pour 12 A). La
combinaison de ces deux premiers
domaines crée une surface continue
de reconnaissance de 'ARN, permet-
tant une liaison spécifique et de forte
affinité aux ARNm poly(A)* [7]. Les
deux autres domaines, RBDIII et
RBDIV, peuvent également contri-
buer a I'affinité et a la spécificité de
la liaison de la PABP in vivo [8]. La
région COOH-terminale des PABP
est riche en proline, elle intervien-
drait dans la multimérisation des
PABP le long des ARNm poly(A)* [8]
ainsi que dans le recrutement
d’autres protéines modulant le méta-
bolisme des ARNm.

Régulation de I’expression des PABP

La régulation de l’expression des
PABP fait intervenir plusieurs méca-
nismes. Tout d’abord, la distribution
intracellulaire de leur ARNm varie
selon les conditions de prolifération
des cellules, entre les fractions poly-
somiques (traduction active), et sub-
polysomique (traduction réprimée).
De plus, Hornstein et al. ont récem-
ment identifié dans la région 5’ non
traduite (UTR) de la PABPI
humaine un motif oligopyrimidine 5’
TOP (5’ terminal oligopyrimidine tract)
[9] qui favorise la traduction de la
protéine lors de la croissance cellu-
laire. Les ARNm possédant un tel
motif codent généralement pour des
éléments de la machinerie traduc-
tionnelle comme les protéines ribo-
somiques (rps) ou les facteurs d’élon-
gation (EFla et EF2). En 1992,
Berger et al. évoquent la capacité de
la PABP1 de réprimer la traduction
de son propre messager. Une telle
régulation, démontrée in vitro a par-
tir de lysats de réticulocytes de lapin,
a été confirmée sur des cultures de
cellules HelLa. En fait, la PABP1 se
fixe sur une séquence riche en A de
la région 5’UTR de son ARNm (nt
73-133 PABP1), appelée adenine-rich-
sequence ou autoregulatory sequence
(ARS) [10]. La présence de cette
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séquence, trés conservée au cours de
I’évolution, suggere que I'autorégula-
tion de la traduction de ’ARNm des
PABP est largement répandue chez
les eucaryotes. Seule la PABP2 de tes-
ticule de souris, ne possédant pas de
séquence ARS, échapperait a ce type
de régulation. D’autres mécanismes
d’autorégulation existent, mais sont
moins bien caractérisés: ainsi la sur-
expression de PABP exogéne dans
des cellules embryonnaires de rein
humain, diminue 1’abondance de
son ARNm sans altérer I'efficacité de
sa traduction [10].

La traduction de certains ARNm des
PABP peut donc étre controlée en cis
par le motif 5> TOP (croissance cellu-
laire) et par la région ARS (autoré-
gulation). Ce double contrdle per-
met l'adaptation du taux des PABP
aux besoins de la cellule, évitant ainsi
tout exces de protéines libres. La dis-
ponibilité de ces protéines dépend
également de leur localisation dans
la cellule. En effet, la PABP1 peut
faire la navette entre le noyau et le
cytoplasme [11]. Son entrée dans le
noyau n’est pas associée a la présence
d’une séquence consensus de locali-
sation nucléaire (NLS, nuclear locali-
sation signal), mais requiert la combi-
naison des deux motifs RBDI et
RBDII comme signal minimal de
localisation nucléaire. Ce transfert
est inhibé a basse température ou par
une déplétion en ATP. La PABPI
serait exportée du noyau au sein de
complexes ARN-protéines appelés
mRNP (messenger ribonucleoprotein par-
ticles).

Fonctions des PABP

Les premieres expériences visant a
déterminer le réle physiologique des
PABP ont été réalisées chez la levure.
Ainsi, la délétion du géne Pabpl est
létale pour la levure. Néanmoins,
celle-ci peut étre corrigée par un
RBD unique[6]. Il a été établi depuis
que les PABP interviennent dans: (1)
la stabilisation des ARNm [12]; (2) la
régulation de la dégradation des
ARNm [13, 14]; et (3) le déclenche-
ment de la traduction [15, 16].

La démonstration du role des PABP
sur la stabilisation des ARNm poly-
adénylés repose sur 1I’étude de la
dégradation des ARNm n vitro. Bern-

stein a ainsi montré que les ARNm
polyadénylés sont dégradés 3 a 10 fois
plus rapidement dans des extraits cel-
lulaires humains déplétés en PABP
que dans des extraits témoins [12],
leur stabilité étant restaurée en ajou-
tant de la PABP. L’hypothése serait
que les PAPB protégent les ARN
polyadénylés de leur dégradation par
une 3’exonucléase.

En ce qui concerne la régulation de
la dégradation des ARNm, les PABP
ont la capacité d’activer leur désadé-
nylation (poly(A) shortening), qui est
I’étape préliminaire a leur dégrada-
tion. Cet effet est assez bien caracté-
risé chez les levures déficientes en
PABP qui, dans certaines conditions
expérimentales, sont viables mais ne
peuvent désadényler leurs ARNm
[13]. Sachs et Deardorff ont ainsi
purifié une désadénylase de levure
(PAN-poly(A) ribonucléase), sur sa
capacité a ne dégrader une séquence
poly(A) qu’en présence de PABP
[17]. Quand la séquence poly(A) est
réduite a une longueur de 12 a
25 nucléotides, la structure 5’ m’G est
éliminée (decapping), et le transcrit
est alors exposé aux exonucléases 5’-
3’ permettant une dégradation com-
plete.

Chez les eucaryotes supérieurs, la
situation est plus complexe. La surex-
pression de la PABP1 dans les ovo-
cytes de xénope protege les ARNm,
ce qui suggere qu'une des fonctions
de la PABP est d’inhiber la désadény-
lation [14]. Cela permet de controler
la synthese des protéines, mais cet
effet n’a été démontré que dans les
ovocytes et il n’est pas évident que les
PABP inhibent aussi la désadényla-
tion dans les cellules somatiques. En
1997, Korner et Whale ont purifié
une 3’ exoribonucléase de thymus de
veau spécifique des séquences
poly(A), la DAN (deadenylating
nuclease) [18] qui présente certaines
similitudes avec la PAN de levure.
Cependant, quand elle est associée a
la PABP, Ia DAN peut étre soit stimu-
lée soit inhibée selon les conditions
expérimentales. Par ailleurs, il a été
récemment montré que les PABP
peuvent également faire partie du
complexe AUFI qui se fixe sur des
éléments riches en AU (ARE) pré-
sents dans certains ARNm et favorise
ainsi leur dégradation

[19]. m——
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A T'inverse, Wang et al. ont montré
que, dans la région 3’UTR de
I’ARNm de la globine alpha, les pro-
téines aCP1 et aCP2 (polycitidylate-bin-
ding protein) peuvent interagir avec la
partie carboxy-terminale de la PABP
pour former un complexe stabilisa-
teur qui inhibe la désadénylation
[20]. Ainsi, 'implication des PABP
dans le processus de désadénylation
des ARNm demeure encore tres
controversé. Si ce role chez la levure
a €té établi au moins in vitro, il doit
encore étre clarifié chez les verté-
brés.

La troisieme fonction des PABP est
de favoriser I'amorcage de la traduc-
tion dépendante ou indépendante
de la coiffe en interagissant avec les
facteurs d’initiation de la synthese
protéique. Dans le cas de 'amorcage
de la traduction dépendante de la
coiffe, la liaison de la sous-unité ribo-
somique 40S a la coiffe (extrémité 5’
m’G-CAP) de ’ARNm se fait par
I'intermédiaire du complexe elF3 qui
s’associe a elF4F (figure 2). Chez les
eucaryotes, elF-4F est composé de
elF-4G, protéine adaptatrice sur
laquelle se fixent eIlF-4E (la protéine
de liaison a la coiffe) et elF-4A
(PATPase dépendante de ’ARN). La

protéine elF-4A, stimulée par elF-4B,
permettrait la suppression des struc-
tures secondaires de la région
5'UTR. La PABP liée a la queue
poly(A) peut interagir avec ce com-
plexe de différentes facons.

Chez des levures dont la Pablp n’est
pas fonctionnelle (par mutation ou
par immunodéplétion), on observe
un déficit de la traduction due a
I’absence de liaison de la sous-unité
40S a 'ARNm [21]. En fait, la Pablp
de levure interagit avec elF-4G [22],
ce qui permet le recrutement de la
sous-unité 40S in vitro. Cette interac-
tion elF-4G avec la PABP se fait par
I'intermédiaire du motif RBDII. La
liaison simultanée de elF-4G a elF-4E
et Pablp provoque la circularisation
de PARNm (figure 2) [23]. Chez la
levure, ce mécanisme favorise la tra-
duction dépendante de la coiffe et de
la séquence poly(A). Récemment,
Otero et al. [24] ont montré que
cette circularisation n’est en fait pas
indispensable: en effet la PABP, non
liée a la queue poly(A), peut inter-
agir par l'intermédiaire d’'une autre
région de son RBDII avec un élé-
ment encore non identifié de la
machinerie cellulaire. Cette interac-
tion stimule aussi la traduction de

Complexe elF-4F

Figure 2. Interaction de la PABP avec les facteurs de déclenchement de la
traduction. L’ARNm lie différentes protéines du complexe responsable du
démarrage de la traduction. Le complexe elF-4F comprend trois protéines:
elF-4E (4E) qui reconnait la coiffe (m7G) et interagit avec la partie centrale du
facteur elF-4G (4G),; I'hélicase elF-4A (4A) qui posséde deux sites de liaison
avec la région C-terminale de elF-4G. Le complexe multiprotéique elF3 (3)
sert de lien entre elF-4G et la sous-unité ribosomique 40S. La PABP reconnait
la queue poly (A) de 'ARNm et posséde également un site de liaison avec la
région N-terminale de elF-4G. L’interaction des complexes polyA/PABP et
coiffe/ elF-4E, par l'intermédiaire de elF-4G, permet une circularisation de
I’ARNm et favorise le déclenchement de la traduction. Les ciseaux représen-
tent des protéases virales qui ont la capacité de cliver elF-4G (poliovirus, rhi-
msssmmmm NOVirus...) ou la PABP (poliovirus).

facon dépendante de la coiffe mais
indépendante de la séquence
poly(A).

L’interaction entre PABP et elF-4G a
également été mise en évidence chez
les plantes [25] et surtout chez les
mammiféres. Chez I’homme, I'inter-
action de la partie amino-terminale
de elF-4G I et elF-4G II avec la PABP
prend une importance toute particu-
liére lors des infections virales par les
rotavirus ou les poliovirus. En effet,
les ARNm du rotavirus contiennent
un site de liaison spécifique pour la
protéine virale NSP3 (non-structural-
protein 3). Celle-ci entre en compéti-
tion avec la PAPB pour se lier a elF-
4G, ce qui provoque une chute de
Iefficacité de la traduction des pro-
téines de 1’hote, et une forte stimu-
lation de celle des protéines virales
[26]. Quant aux poliovirus, ils pro-
duisent une protéase qui clive le fac-
teur elF-4G, ce qui inhibe la traduc-
tion, ainsi que la PABP, entrainant
un arrét rapide de la traduction
dépendante de la coiffe des protéines
de I'hote (figure 2) [27].

La PABP peut également participer a
la régulation de la traduction indé-
pendante de la coiffe. Ainsi la PABP1
humaine peut se lier a la PABP-inter-
acting protein (PAIP-1) (figure 3) [16],
qui présente des homologies de
séquence avec la région centrale de
elF-4G. PAIP-1 interagit directement
avec elF-4A, mais ne possede pas de
site de liaison pour elF-4E. Le com-
plexe formé par PABP, PAIP-1 et elF-
4A jouerait ainsi le role de coactiva-
teur traductionnel et pourrait
favoriser le redémarrage de la traduc-
tion par une voie indépendante de la
coiffe, méme pour des ARNm possé-
dant une coiffe.

Conclusions

Les PABP avaient été initialement
décrites comme de simples consti-
tuants des ribonucléoprotéines se
fixant a ’extrémité poly(A) des
ARNm pour les stabiliser. Il est main-
tenant clair qu’elles ne jouent pas
uniquement ce role passif. Elles ont
un role actif de controle sur les
ARNm, elles participent a leur dégra-
dation et, en se fixant sur la queue
poly A, elles témoignent de l'inté-
grité du messager. D’une maniére

m/s n° 10, vol. 16, octobre 2000



4E m'G
4G

Figure 3. Activation de la traduction par PABP indépendante de la coiffe. La
PABP liée a la queue poly (A) peut interagir avec le facteur elF-4A par l'inter-
médiaire de la protéine PAIP-1 (PABP interacting protein) et activer ainsi la

traduction indépendante de la coiffe.

générale, la PABP associée a la queue
poly(A), en favorisant la circularisa-
tion de I’ARNm, facilite la traduction
d’un messager de bonne qualité
(CAP*/poly(A)*), indispensable pour

le fonctionnement de la cellule m
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