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Interactions moléculaires
et initiation de la synthése protéique

P> Linitiation de la synthése
protéique requiert la
reconnaissance du codon
d’initiation AUG d’un ARNm par
un ribosome portant I’ARN de
transfert initiateur chargé d’un
résidu méthionine (Met-ARNM<),
Chez les eucaryotes, I'initiation
s’opere en trois étapes
essentielles: la formation du
complexe de pré-initiation, sa
liaison a I’ARN messager, et enfin
son positionnement sur le codon
initiateur. L'intégrité du
mécanisme dépend d’une série
d’interactions moléculaires entre
les différents facteurs d’initiation,
le Met-ARNMet |a sous-unité
ribosomique 40S et I’ARNm.
Linitiation est un processus
complexe soumis a de multiples
controles. Ces mécanismes de
régulation sont exploités par
différents virus pour détourner
I"appareil traductionnel de la
cellule a leur profit. <

u cours de ces derniéres
années, de nombreux tra-
vaux ont démontré |'im-
portance du controle de la
syntheése protéique comme
instrument de modulation de I’ex-
pression des genes eucaryotes.
L’'importance de ce mode de régula-
tion a été décrite au cours de diffé-
rents processus biologiques, tels que
le développement, la croissance et la
prolifération cellulaire [1]. La syn-
thése protéique peut étre modulée
lors de chacune des trois étapes qui
la composent: initiation, élongation
et terminaison. Cependant, I’essentiel
des mécanismes de controle connus
concerne |'étape d'initiation [2].
L’initiation de la synthése protéique
procéde en une série d’interactions
moléculaires aboutissant a la mise en
place d'un ribosome chargé de I’ARN
de transfert-méthiony! initiateur (Met-
ARNM) sur le premier codon AUG
d’un ARNm (voir [3, 4]). Chez les
procaryotes, ce processus est facilité
par I’existence d’une interaction
directe entre la petite sous-unité ribo-
somique et une séquence cible spéci-
fique située en amont du codon AUG
sur ’ARNm (séquence de Shine-Dal-
garno). Les ARNm eucaryotes sont
dépourvus d’une telle séquence. En
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revanche, leurs extrémités possedent
des structures particulieres: la coiffe
en 5" (m’GpppN, ol N représente
n‘importe quel nucléotide) et la
queue polyadénylée en 3’ (poly-A).
Toutes deux interagissent directement
ou indirectement avec des facteurs
d’initiation (elF: eukaryotic initiation
factor), qui facilitent le recrutement
du ribosome et son positionnement
sur le codon initiateur. Ce mécanisme
est plus complexe que chez les pro-
caryotes, mais il assure une régula-
tion plus fine. Ainsi, la modulation
d’interactions moléculaires cruciales
entre les facteurs d'initiation permet
de controler le taux de traduction des
ARNm lors de situations physiolo-
giques ou encore pathologiques. Par
exemple, de nombreux virus ont
développé diverses stratégies afin de
détourner I'appareil traductionnel a
leur profit, souvent au détriment de la
cellule hote.

Les facteurs d’initiation de la synthése
protéique peuvent étre arbitrairement
répartis en cing groupes en fonction
du role qu’ils exercent [4]. Les fac-
teurs du groupe elF1 favorisent le
déplacement de la sous-unité riboso-
mique 40S le long de I"’ARNm
jusqu’au codon initiateur [5-7]. Le
facteur elF2, associé a une molécule
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de GTP, relie le Met-ARNMet & |a
sous-unité ribosomique 40S. Le fac-
teur elF3 empéche la réassociation
des deux sous-unités ribosomiques
(40S et 609) et facilite la liaison de la
sous-unité 40S a I’/ARNm. Les facteurs
du groupe elF4 positionnent le com-
plexe de pré-initiation 43S a I'extré-
mité 5 de ’ARNm [8]. Enfin, les fac-
teurs du groupe elF5 stimulent
I"hydrolyse du GTP par elF2 ainsi que
la liaison de la sous-unité riboso-
mique 60S lorsque le complexe de
pré-initiation a identifié un codon ini-
tiateur [9, 10].

Formation et recyclage
du complexe
de pré-initiation

elF2 est un complexe trimérique dont
chaque sous-unité (o, B et y) exerce
une fonction précise (figure 1A, [11,
12]). Lorsqu'il est associé a une molé-
cule de GTP, elF2 interagit avec le
Met-ARN Mt et forme un complexe ter-
naire elF2eGTPeMet-ARNM¢, qui se
lie a la sous-unité ribosomique 40S
(figure 1B). Le complexe de pré-initia-
tion 43S ainsi formé est recruté a
I"extrémité 5 de I"ARNm (voir plus
loin), puis scrute la région 5" non tra-
duite jusqu’au codon initiateur (scan-
ning). elF5 stimule alors I’hydrolyse du
GTP par elF2, favorisant la dissocia-
tion des facteurs de traduction et la
liaison de la sous-unité ribosomique
60S [10]. elF2 a une affinité plus forte
pour le GDP que pour le GTP. Mais
un facteur d’échange GDP/GTP,
appelé elF2B, accélere son recyclage
d’elF2 (figure 1B).

La phosphorylation de la sous-unité o
d’elF2 augmente son affinité pour
elF2B [11], et I’absence d’échange
GDP/GTP qui en résulte inhibe I'initia-
tion de la synthese protéique. Il nest
donc pas étonnant que les kinases
d’elF2a (PKR, HRI, GCN2 et PERK)
soient stimulées en réponse a des
stress cellulaires qui nécessitent une
diminution de la synthese protéique
[13]. Par exemple, la PKR (double-
stranded RNA-activated protein
kinase) est activée par les ARN double
brin, semblables a ceux produits lors
de la réplication virale (voir plus loin).
La PKR provoque donc l'arrét de la
traduction dans les cellules infectées
et empéche ainsi la multiplication
virale. Une autre kinase, HRI (heme-
regulated inhibitor of translation),
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Figure 1. Activation et recyclage du complexe de pré-initiation. A. Structure
d’elF2 et d’elF2B. elF2 et elF2B sont des facteurs multimériques dont plu-
sieurs sous-unités possédent une fonction spécifique (indiquées par les
fleches). elF2B est un facteur d’échange GDP/GTP composé de cinq sous-uni-
tés présentant des homologies (a, 3 et d d’une part et € et y d’autre part). Les
sous-unités a, 3 et d s’assemblent en un sous-complexe régulateur impliqué
dans la liaison a la forme phosphorylée d’elF2a, tandis que les sous-unités ¢
et y forment un sous-complexe catalytique responsable de I’activité
d’échange GDP/GTP [48]. elF2Bs et elF5 interagissent avec la méme région
d’elF2[, un motif constitué de trois séquences riches en lysine [9]. B. Assem-
blage et recyclage du complexe de préinitiation. Lié au GTP, elF2 interagit
avec le Met-ARNMet pour former un complexe ternaire qui, avec la sous-unité
ribosomique 40S elle-méme associée a elF1, elF1A et elF3, constituent le
complexe de pré-initiation 43S. Ce dernier reconnait ’ARNm gréce a I'activité
d’elF3 et des facteurs du groupe elF4 (figure 2A), puis scrute la région 5" non
traduite (scanning) jusqu’a un codon initiateur AUG et forme alors le com-
plexe de pré-initiation 48S. elF5, probablement recruté via une interaction
avec elF3 [49], interagit avec elF2 et stimule I’hydrolyse du GTP. Cela conduit
a la dissociation des facteurs d’initiation et, avec I'aide d’elF5B [10], favorise
la liaison de la sous-unité ribosomique 60S pour former un ribosome fonc-
tionnel pour la phase d’élongation de la synthése protéique. Le recyclage
d’elF2- GDP en elF2- GTP est assuré par elF2B. Ce facteur essentiel est
séquestré par la forme phosphorylée d’elF2a.

répond a une diminution de la
concentration en héme, favorisant la
régulation de la synthese de globine
dans les érythrocytes. La protéine-
kinase GCN2 est, quant a elle, activée
par une augmentation de la concentra-

tion des ARNt non chargés. Enfin,
PERK (PKR-like ER kinase) modulerait
le taux d’initiation de la traduction en
réponse a un stress du réticulum endo-
plasmique, tel qu’une accumulation
de protéines dénaturées [14].



Liaison du complexe

de pré-initiation 43S

a 'ARNm
Une fois assemblé, le complexe de
pré-initiation 43S est recruté a l'extré-
mité 5’ de I’/ARNm par I'intermédiaire
des facteurs elF4 (elF4F, elF4A et
elF4B; voir [8]). elF4F est un com-
plexe composé de trois sous-unités:
(1) elF4E qui interagit directement
avec la coiffe; (2) elF4A, une hélicase
existant soit sous forme libre, soit
comme sous-unité d’elF4F; (3) elF4G,
un adaptateur entre les multiples fac-
teurs d’initiation, '’ARNm et la sous-
unité ribosomique 40S (figure 2A).
L’analyse de la structure tridimen-
sionnelle du co-cristal elF4E/coiffe a
permis d’élucider les mécanismes
moléculaires de leur interaction [15,
16]. La structure d’elF4E ressemble a
celle d’une coupole, avec huit
feuillets B antiparalléles tapissant

I"intérieur et trois hélices a modelant
le coté convexe. Du coté concave,
deux tryptophanes forment un étroit
sillon hydrophobe ou s’insere le m’G.
La liaison avec la coiffe est renforcée
par plusieurs interactions de type
électrostatiques, liaisons hydrogeéne et
de van der Waals. La plupart des
acides aminés impliqués dans la
reconnaissance de la coiffe ont été
conservés au cours de |’évolution
[15, 16].

La phosphorylation d’elF4E (Ser209;
voir [8]) augmente son affinité pour la
coiffe [17]. Cette observation est
confirmée par I'analyse de la struc-
ture cristallographique d’elF4E. La
sérine 209 phosphorylée pourrait for-
mer une interaction électrostatique
avec la lysine 159 située sur le coté
opposé du sillon hydrophobe, cou-
vrant ainsi la trajectoire prédite de
I’ARNm et stabilisant la liaison entre
elF4E et ’ARNm [15]. elF4E est phos-
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Figure 2. Liaison du complexe de préinitiation a ’'ARNm. A. Reconnaissance
de I'extrémité 5° de '’ARNm. elF4F (elF4E, elF4A et elF4G) interagit avec la
coiffe et, en conjonction avec elF4B et la forme libre d’elF4A, posséde une
activité ARN-hélicase permettant de dénaturer les structures secondaires
présentes dans la région 5" de 'ARNm. L’ARNm ainsi préparé est prét a rece-
voir le complexe de préinitiation 43S, via l'interaction d’elF3 avec elF4G et
elF4B. L’ARNm des picornavirus ne posséde pas de coiffe, et sa reconnais-
sance est plutét facilitée par un IRES (internal ribosome entry site). Plusieurs
picornavirus codent pour une protéase clivant elF4G en deux fragments inca-
pables de permettre la traduction dépendante de la coiffe, mais fonctionnels
pour 'ARNm viral doté d’un IRES. elF4E est phosphorylé par Mnk1, une
kinase interagissant avec elF4G et activée par p38, Erk1 et Erk2. B. Contréle
de l'initiation par les 4E-BP. La formation d’elF4F est modulée par les 4E-BP,
des inhibiteurs de la traduction capables de séquestrer elF4E. En réponse a
divers stimulus, les 4E-BP sont phosphorylés par FRAP/mTOR (FKBP12-rapa-
mycin associated protein/mammalian target of rapamycin) et une kinase non
identifiée, ce qui entraine leur dissociation d’elF4E. Le virus de I'encéphalo-
myocardite (VEMC) et le poliovirus induisent la déphosphorylation des 4E-
BP, ce qui favorise I'inhibition de la traduction des ARNm cellulaires.

phorylé in vitro et in vivo par la
kinase Mnk1 (MAP-kinase-interacting
kinase-1) [18-20], qui s’associe a
I'extrémité carboxyle d’elF4G (figure
A [20]). In vivo, le rapprochement
d’elF4E et de Mnk1, grace a leur liai-
son simultanée a elF4G, facilite la
phosphorylation d’elF4E [20].
Plusieurs acides aminés situés sur la
surface convexe d’elF4E sont conser-
vés chez tous les eucaryotes [15] et
créent un site d’interaction avec
elF4G [21]. En contrepartie, elF4G
possede un segment Tyr-X-X-X-X-Leu-
¢ (ou X représente un acide aminé
variable et @ un acide aminé hydro-
phobe) également conservé au cours
de I’évolution [21]. Ce motif ne
semble pas former de structure parti-
culiere lorsqu’il est libre, mais adopte
une conformation en hélice o une fois
lié a la surface convexe d’elF4E [21].
L'interaction entre elF4G et elF4E est
étroitement controlée par trois inhibi-
teurs de la traduction, les 4E-BP
(elF4E-binding proteins [22, 23]), qui
contiennent un motif de liaison a
elF4E similaire a celui d’elF4G [8].
Les 4E-BP en compétition avec elF4G
et masquent elF4E pour empécher la
formation d’elF4F [21, 24] (figure 2B).
La phosphorylation des 4E-BP sur cer-
tains résidus sérines et thréonines
libere elF4E [25], probablement par
répulsion électrostatique [21].
Outre la reconnaissance de la coiffe,
I"autre fonction importante d’elF4F
est de dénaturer les structures secon-
daires présentes en 5’ de ’ARNm [8].
Cette fonction est assurée par elF4A,
dont les activités ATPase et ARN-héli-
case sont essentielles a l'initiation de
la synthese protéique. elF4A est inté-
gré a elF4F via deux domaines
d’elF4G (figure 2A), I'un situé dans la
partie centrale d’elF4G, l'autre dans
son dernier tiers [26]. Le premier
domaine est nécessaire a l'initiation
de la traduction, tandis que le second
exerce plutot un role régulateur [27].
Le domaine d’elF4A responsable de
la liaison a elF4G n’a pas encore été
identifié.
In vitro, I’activité hélicase d’elF4A est
augmentée par la présence d’elF4B,
un polypeptide présent sous la forme
d’homodimere et possédant deux
motifs de liaison a I’ARN [28]. elF4B
peut interagir avec I’ARNr 18S et for-
mer ainsi un lien entre I’ARNm et la
sous-unité ribosomique 40S [29].
Cependant, ce lien pourrait étre indi-
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rect, via une interaction avec elF3
(figure 2A; [30]).

elF3 sert d’intermédiaire entre le
complexe de pré-initiation 43S et
I’extrémité 5’ de I’ARNm par son
interaction avec le segment central
d’elF4G (figure 2A; [27]). Cette
région d’elF4G comprend aussi un
motif de reconnaissance de I’ARN et
un des domaines de liaison a elF4A.
Lorsque cette région inclut le site de
liaison a elF4E, elle constitue la
séquence minimale d’elF4G permet-
tant l'initiation efficace de la synthese
protéique in vitro [27]. La nature des
interactions moléculaires entre elF3,
elF4G, et la sous-unité ribosomique
40S reste néanmoins a élucider.

Interaction
entre les extrémités 5’
et 3’ de ’'ARNmM

La séquence poly-A posséde une
fonction traductionnelle récemment
mise en évidence (voir [31]). En effet,
cette séquence poly-A stimule l"initia-
tion de la synthese protéique en
synergie avec la coiffe. En outre, chez
la levure, la protéine PABP (poly-A
binding protein) est essentielle a cette
stimulation et la présence d’elFAE est
requise pour l’action synergique entre
coiffe et polyA (voir [32]).

La liaison simultanée d’elf4G a elf4E
et PABP permet la circularisation de
I”’ARNm in vitro (figure 3A) [33-35].
Cependant, la fonction de cette cir-
cularisation reste mal comprise. Elle
pourrait faciliter le recyclage de la
sous-unité ribosomique 40S entre les
extrémités 5’ et 3’ de I’ARNm, et per-
mettrait également d’éviter la syn-
these de protéines tronquées, en
favorisant la traduction d’ARNm
complets, qui possedent a la fois une
coiffe et une queue polyadénylée.
Néanmoins, bien qu’offrant un cadre
attrayant pour analyser la synergie
entre la coiffe et le poly-A, ce modele
reste encore mal étayé expérimenta-
lement.

L’ADNc codant pour un nouveau par-
tenaire de PABP a récemment été
cloné (Paip1: PABP interacting pro-
tein 1; [36]). Indépendamment
d’elF4G, la liaison simultanée de
Paip1 a PABP et elF4A permettrait la
circularisation de ’ARNm (figure 3A).
L’hypothése selon laquelle PABP
pourrait s’associer a la fois a elF4G et
a Paip1 n’a pas été vérifiée.
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Infection virale
et démarrage
de la synthese protéique

La compréhension des mécanismes
intracellulaires exploités par certains
virus a beaucoup contribué a la
caractérisation de l'appareil respon-
sable de la synthese protéique. La
plupart des facteurs ont désormais été
identifiés et leur fonction caractéri-
sée, et il est intéressant de noter que
plusieurs virus ont sélectionné des
stratégies visant a modifier certaines
interactions moléculaires essentielles
a l'initiation de la traduction (pour
une discussion détaillée, voir [37]).

Lors d’une infection virale, |’activa-
tion de la PKR par I’ARN double-brin
et I'inhibition de la synthése pro-
téique qui en résulte représentent une
menace pour la réplication du virus.

Plusieurs virus ont donc développé
des stratégies visant a prévenir I'acti-
vation de la PKR ou a bloquer son
activité [37]. Ainsi, le virus de la vac-
cine produit une protéine (K3L)
homologue a elF2a mais non phos-
phorylable, dont la liaison a la PKR
inhibe la phosphorylation d’elF2a.
Pour sa part, I'adénovirus produit un
court ARN (160 nucléotides) dont
I'interaction avec la PKR empéche
son activation par I’ARN double-brin.
D’autres virus bloquent la dimérisa-
tion nécessaire a l’activation de la
PKR ou encore produisent des pro-
téines piégeant I’ARN double-brin
inhibiteur.

Une autre étape ciblée par les virus
est la reconnaissance de la coiffe par
elF4F. L'ARNm des membres de la
famille des picornavirus est traduit
par un mécanisme indépendant

®

ARNmM des rotavirus

UGACC

Figure 3. Interaction entre les extrémités 5’ et 3 des ARNm. A. Circularisa-
tion de I'ARNm. L’interaction directe entre PABP et elF4G suggére que les
deux extrémités de ’ARNm agissent en synergie, peut-étre en facilitant le
recyclage de la sous-unité ribosomique 40S. PAIP1, une protéine interagis-
sant avec elF4A et PABP, pourrait également faciliter les contacts entre les
extrémités de '’ARNm. B. Traduction de 'ARNm du rotavirus. L’importance
de l'interaction entre PABP et elF4G a été soulignée par la découverte d’une
nouvelle stratégie virale d’inhibition de la traduction des ARNm cellulaires.
L’ARNm des rotavirus n’est pas polyadénylé, mais possede une séquence de
liaison a la protéine NSP3 codée par le génome viral (UGACC). NSP3 inter-
agit avec elF4G et exclut PABP du complexe de liaison a la coiffe. En
I’'absence de PABP, la traduction de '’ARNm viral est favorisée aux dépens
des ARNm cellulaires polyadénylés.



d’elFAE et de la coiffe, par lequel le
ribosome est recruté a I'aide d'une
structure appelée IRES (internal ribo-
some entry site). Certains picornavi-
rus (tels que le poliovirus et le rhino-
virus) bloquent la traduction
dépendante de la coiffe en produisant
une protéase qui clive elF4G de
facon a séparer les sites de liaison a
elF4E et a PABP du reste de la pro-
téine (figure 2A; [37]). Ce dernier
fragment est suffisant pour traduire
I’ARNm viral doté d’un IRES. Un
autre picornavirus, le virus de I'encé-
phalomyocardite (VEMC), n’affecte
pas elF4G. Il induit plutot la déphos-
phorylation de 4E-BP1, lequel se lie
alors a elF4E et prévient |’assemblage
du complexe elF4F (figure 2B; [38]).
Ce dernier mécanisme est également
exploité par le poliovirus [38].

Enfin, I'importance de l'interaction
entre PABP et elF4G pour la synthese
protéique a récemment été confirmée
par la découverte d'une nouvelle stra-
tégie déployée par les rotavirus pour
détourner l’appareil traductionnel
[39]. L’ARNm des rotavirus possede
une coiffe, mais n’est pas polyadé-
nylé. En revanche, son extrémité 3’
contient un motif de liaison a la pro-
téine NSP3 (non-structural protein 3),
qui est en compétition avec PABP
pour la liaison a elF4G (figure 3B).
PABP étant ainsi évincée du com-
plexe d’initiation, la traduction des
ARNm cellulaires non circulaires est
compromise. De son coté, la circula-
risation de I’ARNm viral par l'inter-
médiaire de NSP3 facilite sa traduc-
tion.

I conclusions

Chez les eucaryotes, l'initiation de la
synthése protéique dépend d’une
série d’interactions moléculaires
aboutissant a la localisation du codon
initiateur d’'un ARNm par un ribo-
some lié au Met-ARNM<t, Le modele
général décrivant ce processus est
maintenant assez bien étayé expéri-
mentalement, et tous les facteurs qui
lui sont essentiels semblent avoir été
identifiés [5]. L’analyse de leurs inter-
actions moléculaires réciproques a
rapidement progressé, entre autres
grace a I'apport important de la bio-
logie structurale (voir, par exemple,
[6, 7, 15, 16, 21, 40]). Cependant,
beaucoup de travail reste a accomplir
concernant la caractérisation de cer-

tains facteurs cruciaux, en particulier
elF3, dont les multiples interactions
sont encore mal connues. Il sera éga-
lement important d’analyser |"aspect
quantitatif des interactions entre les
différents facteurs comme, par
exemple, leurs affinités relatives. Qui
plus est, de nouveaux facteurs tels
que 4E-HP [41, 42], elF4Alll [43],
elF4H [44] et IF2 [45] ont récemment
été identifiés, mais leur role précis
lors de l'initiation de la synthése pro-
téique reste mal défini. Finalement, le
mécanisme par lequel le complexe
de pré-initiation scrute la région 5’ de
I’ARNm pour localiser le codon ini-
tiateur demeure le sujet de vifs
débats.

La compréhension des mécanismes
moléculaires d’initiation de la syn-
thése protéique représente une base
indispensable a I’analyse de la régu-
lation de |’expression des génes euca-
ryotes. Les découvertes récentes
décrivant I'implication du contrdle de
la traduction dans des processus bio-
logiques aussi cruciaux que le cycle
cellulaire (par exemple [46]) ou |'acti-
vation des lymphocytes T (par
exemple [47]), révelent I'importance
de cet aspect de I'expression génique
dans la recherche fondamentale et
médicale m
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Summary

Molecular interactions
and initiation
of protein synthesis

The initiation of protein synthesis
requires the binding of a ribosome
charged with the initiator methio-
nyl-tRNA to the AUG initiation
codon of an mRNA. In eukaryotes,
initiation proceeds in three essen-
tial steps: the formation of the prei-
nitiation complex, its recruitment
to the mRNA and its migration to
the correct initiator AUG. This pro-
cess depends on a number of
molecular interactions between
the multiple initiation factors, the
initiator Met-tRNA, the 40S riboso-
mal subunit and the mRNA. Trans-
lation initiation is under tight cel-
lular control, which will often
involve a modification of the inter-
actions between initiation factors.
Numerous viruses manipulate
these regulatory mechanisms to
usurp the translational machinery.

F. Poulin.



