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Régulation par l'insuline de l'initiation
de la synthese protéique

L’insuline exerce des effets com-
plexes sur les cellules qui expriment
des récepteurs transmembranaires
spécifiques de cette hormone, tels les
fibres musculaires, les hépatocytes et
les adipocytes. L’insuline se lie a la
portion extracellulaire du récepteur
et déclenche une cascade d’événe-
ments dont le résultat est une aug-
mentation de la quantité globale de
protéines. Elle agit a plusieurs
niveaux, schématisés sur la figure I
[1]. Cet article traite des mécanismes
d’action de cette hormone sur I’ini-
tiation de la traduction. L’insuline
modifie l'activité de plusieurs fac-
teurs d’initiation de la traduction
mais, dans la plupart des cas, les
mécanismes mis en jeu sont mal
caractérisés. Toutefois, la récente
implication dans la régulation de la
synthése protéique d’un substrat
majeur phosphorylé en réponse a
I'insuline [2], 4E-BP1 [3, 4], permet
de mieux comprendre le mécanisme
par lequel cette hormone augmente
la synthese protéique, et de tracer un
paralléle avec le mode d’action de
certains facteurs de croissance sur la
synthése protéique.

Effets sur le déclenchement de la
synthése protéique

Dans les cellules, la synthése des pro-
téines est réglée principalement au
niveau du démarrage de la traduc-
tion. Le complexe d’initiation (80S),
formé des sous-unités ribosomiques
(40S et 60S) et de 'ARNm, comporte
plusieurs facteurs d’initiation qui
agissent a différentes étapes et sont
ajoutés séquentiellement dans le
complexe (pour une revue des méca-
nismes en jeu, voir [5-7]). La figure 2

ssssmsm présente les principaux facteurs
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Figure 1. Cibles de I'insuline impliquées dans la synthése protéique. A. Dans
le noyau, l'insuline augmente ou diminue le taux de transcription de cer-
tains geénes, transcrits par I’/ARN polymérase Il. Ces génes possedent des
séquences dans leur promoteur appelée IRE (pour insulin response ele-
ment), séquences en réalité encore mal connues, probablement de plusieurs
types, qui pourraient étre reconnues par des facteurs de transcription acti-
vés par l'insuline. Le systeme de transcription par I'’ARN polymérase I, per-
mettant la biosynthése des ARN ribosomiques, est aussi affecté par I'insuli-
ne qui active le facteur de transcription UBF, un activateur spécifique du
systeme de I’ARN polymeérase I. B. Une fois transcrits, les ARNm eucaryotes
sont modifiés (épissage, ajout de la queue polyA en 3’ et du m’pGpppN en
5’) et sortent du noyau avant d’étre traduits. L'insuline accélére cette étape
de transport en activant certaines protéines spécifiques. C. Dans le cyto-
plasme, I'insuline augmente la stabilité de certains ARNm. L’hormone active
aussi certaines ARNt-synthétases ainsi que les transporteurs d’acides ami-
nés, ce qui favorise I'apport d’acides aminés dans le cytoplasme. Le cytos-
quelette est modifié de fagon & augmenter le rapport des polysomes libres
aux polysomes associés a des membranes. Finalement, la traduction de
I’ARN sera trés fortement affectée. La protéine ribosomique S6 est activée et
certains facteurs d’élongation sont phosphorylés ou déphosphorylés selon
le cas. Plusieurs facteurs d’initiation de la traduction voient aussi leur activi-
té augmenter [1].
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Figure 2. Formation du complexe de préinitiation 48S. La formation du com-
plexe d’initiation 48S est I'étape limitante de la mise en route de la traduc-
tion. Le facteur d’initiation elF-4E, part du complexe elF-4F, doit d’abord
interagir avec la structure en coiffe de 'ARNm. elF-4A et p220 possedent aus-
si une affinité pour I’ ARNm. Par |a suite, elF-4B est recruté. elF-4B et elF-4A
(qui utilise I'énergie dérivée de I'hydrolyse de I’ATP) sont impliqués dans le
déroulement des structures secondaires [49] de ’ARNm. Cela permet I'accro-
chage du complexe 43S, formé de la sous-unité ribosomique 40S, de I’ARNt
chargé de I'acide aminé méthionine (Met), du facteur elF-2 et du facteur elF-3,

ce dernier pouvant se lier a p220 [5, 7].

d’initiation impliqués dans une étape
limitante de la' formation du com-
plexe 80S: la liaison de la sous-unité
40S du ribosome a ’ARNm [8]. Cette
étape nécessite la participation du
facteur d’initiation elF-4F, composé
lui-méme de trois protéines: elF-4E,
elF-4A et p220. elF-4E, qui a une
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masse molaire de 24 kDa, se lie direc-
tement en 5 a la coiffe de ’ARNm
(qui consiste en un acide guanylique
triphosphate 7-méthylé, m’GpppN),
la protéine elF-4A posséde une activi-
té de déroulement des structures
secondaires de ’ARNm. En outre,
elF-4F comprend une troisiéme pro-

téine appelée p220 dont la fonction
exacte est mconnue, mals qul pour-
rait servir de lien entre elF-4F et un
autre facteur d’initiation, elF-3, pro-
téine associée a la sous-unité riboso-
mique 408S.

Le facteur d’initiation elF-4E joue un
role particulierement important dans
le controle de la traduction. Compa-
ré aux autres facteurs d’initiation et
aux ribosomes, il est en quantité limi-
tante dans les cellules [9]. Ajouté a
des systemes de traduction in wvitro, il
en augmente I'efficacité [10]. elF-4E
a des propriétés oncogéniques, car sa
surexpression dans certaines cellules
en culture accélére leur croissance et
leur confére un phénotype cancé-
reux (m/s n°7, vol. 6, p. 688 ; n° 11,
vol. 9, p. 1001) [11]. A I'opposé,
I'expression d’ARN antisens contre le
facteur d’initiation elF-4E diminue la
traduction et ralentit la croissance
cellulaire [12]. elF-4E coopére, com-
me la protéine Ras, avec les onco-
geénes Myc et EJA dans la transforma-
tion de cellules primaires [13].
elF-4E est, en outre, impliqué dans le
développement, puisque sa micro-
injection dans des embryons de
xénope induit la différenciation du
mésoderme [14].

Phosphorylation des facteurs de
traduction aprés stimulation par Pin-
suline

Plusieurs facteurs d’initiation sont
phosphorylés a la suite d’une stimula-
tion par I'insuline et par des facteurs
de croissance: elF-2B [15], elF-3, elF-
4B, p220, et elF-4E [16]. On ne
connait pas encore la signification
physiologique de la phosphorylation
des quatre premiers facteurs, mais de
nombreuses corrélations ont été
décrites entre la phosphorylation de
ces facteurs et I'augmentation de la
synthése protéique, surtout dans le
cas de elF-4B. Ces corrélations sont
plus évidentes dans le cas de elF-4E.
Ce facteur est majoritairement pré-
sent sous forme déphosphorylée lors
de la diminution de la traduction
(infection virale par adénovirus [17],
choc thermique (m/s n°l, vol. 8, p.
63) [18], mitose [19]) et sous forme
phosphorylée lors de la stimulation
de la traduction (traitement par les

mitogeénes [20], les facteurs de crois- m—
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sance [21] ou les hormones [22]).
Une liaison accrue a la coiffe en 5’
des ARNm permettrait a la forme
phosphorylée de elF-4E d’augmenter
la traduction [23]. Le mécanisme
exact menant a cette phosphoryla-
tion reste obscur, bien que ce phéno-
mene semble dépendre de I’activa-
tion de la protéine Ras [24]. In vitro,
elF-4E est phosphorylé par la protéi-
ne kinase C (PKC) [25], une enzyme
activée par l'insuline, et cette forme
phosphorylée in vitro est plus active
pour la traduction [26]. La phospho-
rylation de elF-4E par la PKC semble
ssmmmsm aUssi intervenir dans les cellules: la
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co-injection de cette enzyme avec le
facteur elF-4E dans des cellules NIH-
3T3 augmente le taux de transforma-
tion observé lors de la micro-injec-
tion de elF-4E seul, indiquant une
augmentation de 'activité de elF-4E
dans cette situation [27]. Toutefois,
d’autres données montrent que la
désensibilisation de cellules PCI12
avec des esters de phorbol (qui dimi-
nue l'activité de I’enzyme PKC)
n’influence pas la phosphorylation
de elF-4E en réponse au NGF (nerve
grewth factor) [24]. D’autres kinases
que la PKC, telle une protamine
kinase isolée du rein qui phosphoryle

Figure 3. Technique de détection
d’interactions protéine-protéine par
la méthode du far-western. La tech-
nique dite de far-western, ou de clo-
nage par interaction, sert a détecter
des interactions entre une protéine
marquée par un élément radioactif et
une ou des protéines non marquées,
fixées sur un support solide [38].
Lorsque ces protéines fixées sont
exprimées par des bactéries a partir
d’une banque d’ADNc, on peut repi-
quer les clones positifs et isoler leur
ADN afin de Il’'étudier et de le
séquencer. A. La protéine servant de
sonde, elF-4E est d’abord sous-cloné
en phase dans le vecteur d’expres-
sion pARA59-60, dérivé des plas-
mides de la série pET, et qui exprime
une séquence pour la reconnaissan-
ce par la kinase HMK (heart muscle
kinase). Aprés I'expression et la puri-
fication de elF-4E exprimée dans ce
vecteur, la protéine est marquée au
32P par incubation en présence d’ATP
radioactif et de la kinase HMK. B.
Une banque humaine d’ADNc est
clonée dans le vecteur d’expression
Agt11 et exprimée. Les protéines
exprimées par les phages dans les
plages de lyse sont transférées sur
filtre et subissent des étapes de
dénaturation-renaturation afin de
présenter des protéines repliées cor-
rectement. C. elF-4E marqué au %P
est incubé en présence des filtres
portant les plages de lyse renatu-
rées. Aprés lavage, les filtres sont
autoradiographiés. Les clones posi-
tifs sont ceux qui expriment une pro-
téine interagissant avec elF-4E.

elF-4E in vitro, pourraient étre impli-
uées dans la phosphorylation de
elF-4E [28].

Effet de I’activation des facteurs
d’initiation sur la traduction d’ARNm
particuliers

La modulation de lactivité des fac-
teurs d’initiation de la traduction
affecte la synthése totale des pro-
téines dans une cellule, mais aussi la
traduction de certains ARNm spéci-
fiques. Ces ARNm présentent une
structure secondaire trés stable
(riche en G-C) dans leur partie 5’°
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non traduite et sont faiblement tra-
duits [29]. Ces ARNm trés structurés
sont peu accessibles pour les ribo-
somes et ont un besoin accru de fac-
teurs d’initiation pour leur traduction
[30]. Cette classe ¢’ARNm (compre-
nant principalement les ARNm
codant pour des facteurs impliqués
dans la croissance cellulaire [31]) est
traduite plus efficacement a la suite
d’une stimulation par I'insuline. Cet
effet pourrait impliquer elF-4F et elF-
4B, qui jouent un roéle dans le dérou-
lement des structures secondaires en
5 des messagers. Par exemple, ’ARN
codant pour I'ornithine décarboxyla-
se, une enzyme clé de la biosynthése
des polyamines, appartient a ce grou-
pe d’ARNm faiblement traduits. Le
taux de traduction de ’ARNm de cet-
te enzyme est augmenté tres forte-
ment (20 fois) apres une stimulation
par l'insuline [32].

Effet de la phosphorylation de la
protéine ribosomique S6

L’insuline regle aussi 'activité de la
protéine ribosomique S6 par la phos-
phorylation. Cette protéine est phos-
phorylée par de nombreuses kinases
in wvitro, et par p70S6K in vivo. De
nombreux résultats suggérent 1'impli-
cation de la phosphorylation de cette
protéine dans la mise en route de la
synthese protéique [33], en réponse a
une stimulation par I'insuline, par des
facteurs de croissance [34], ou lors du
passage de G@ a G1 dans le cycle cel-
lulaire [35]. L’emploi de I'immuno-
suppresseur rapamycine, qui bloque
sélectivement I'activation de p70S6K
[36], a montré que la phosphoryla-
tion de la sous-unité ribosomique S6 a
un effet significatif, quoique faible,
sur le taux global de traduction.
L’effet de la phosphorylation de cette
protéine est beaucoup plus évident
dans le cas de la traduction de cer-
tains ARNm possédant une série de
pyrimidines prés de la structure en
coiffe. Une récente revue [37] discute
du mécanisme impliquant la phos-
phorylation de la protéine S6 dans la
régulation de la traduction.

Des protéines liant elF-4E

L’importance du facteur d’initiation
elF-4E dans la prolif ération cellulaire
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ainsi que dans le contréle de la syn-
thése protéique a conduit un
membre de notre laboratoire a cher-
cher des protéines liant ce facteur.
Dans le but de trouver de telles pro-
téines, une technique d’hybridation
de type far-western (clonage par inter-
action), permettant de détecter des
interactions protéine-protéine, a été
utilisée. Cette méthode, développée
par Michael Blanar [38], est décrite
schématiquement dans la figure 3. De
nouvelles protéines humaines inter-
agissant avec elF-4E ont été ainsi
identifiées. Deux de ces protéines,
appelées respectivement 4E-BP1 et
4E-BP2, ont un niveau d’homologie
élevé [4], ce qui suggére I'existence
d’'une nouvelle famille de protéines
liant elF-4E. En comparant leurs
séquences a celles répertoriées dans
Genbank, une identité de prés de
93% entre 4E-BP1 et une protéine
de rat appelée PHAS-I [39] (pour
protein heat and acid stable-insulin phos-
phorylated) a été rapportée. PHAS-I
est une petite protéine de 12 kDa ini-
tialement découverte comme étant
un des substrats majeurs de phospho-
rylation lors d’une stimulation par
I'insuline [2, 40, 41].

Inhibition de la traduction par 4E-
BP1 et 4E-BP2

Puisque les protéines 4E-BP1 et 4E-
BP2 se lient au facteur elF-4E et
qu’elles présentent une analogie de
séquence avec le site de liaison de
p220 a elF-4E, il a été postulé que 4E-
BP1 et 4E-BP2 pourraient étre en
compétition avec p220 pour la liaison
a elF-4E. Cette hypothése est étayée
par le fait que la traduction dépen-
dante de la coiffe, stimulée forte-
ment par elF-4E, est inhibée en pré-
sence de 4E-BP1 ou 4E-BP2. La
traduction indépendante de la coiffe,
comme celle des ARNm des picorna-
virus, qui découle d’'un mécanisme
d’initiation interne (et non du méca-
nisme schématisé dans la figure 2),
n’est pas affectée par la présence de
ces deux protéines [4]. L’inhibition
de la traduction in vitro est levée par
I'ajout de elF-4E, confirmant que ce
facteur est bien la cible de 4E-BP1 et
4E-BP2.

Importance de la phosphorylation de
4E-BP1

Comme elF-4E, la protéine 4E-BPI,
homologue de PHAS-I, est phospho-
rylée en réponse a I'insuline. Par des
essais de type far-western, il a été mon-
tré que cette forme phosphorylée ne
lie plus elF-4E. 4E-BP1 se lie donc a
elF-4E en I’absence de stimulation,
entrant en compétition avec p220
pour un méme site de liaison sur elF-
4E (Haghighat et al., manuscrit en
préparation). Apreés stimulation, 4E-
BPI est phosphorylée et ne peut plus
lier elF-4E. elF-4E libérée peut alors
se lier a p220 et former un facteur
elF-4F fonctionnel (figure4). La phos-
phorylation de elF-4E, augmentée
apres stimulation par l'insuline,
n’influence pas la liaison a 4E-BP1.
Le mécanisme de contrdle de la tra-
duction par I'insuline est rapide,
puisque les effets se font ressentir
aprés quelques minutes. Cette modu-
lation par la phosphorylation d’un
inhibiteur de la traduction permet
d’expliquer le phénomene. Cepen-
dant, une question restait en sus-
pens: quel est le mécanisme qui
conduit a la phosphorylation de 4E-
BPI dans la cellule ?

Cascade de phosphorylation résultant
de la stimulation du récepteur de
Pinsuline et lien avec la synthese
protéique

4E-BP1 présente des sites consensus
pour plusieurs kinases activées apres
phosphorylation par I'insuline, dont
la protéine kinase C (PKC) [42], la
caséine kinase II (CKII) [40] et la
mitogen-activated protein kinase [43]
(MAP kinase). Il a été montré que la
sérine 64 est le site majeur de phos-
phorylation in vivo apres stimulation
par l'insuline et que ce site est aussi
celui phosphorylé in vitro par la for-
me de MAP kinase appelée ERK
(extracellularly regulated kinase). PKC et
CKII phosphorylent un autre site
dont le niveau de phosphorylation
n’est pas augmenté significativement
aprés stimulation par I'insuline [44].
4E-BP1 (PHAS-I) n’est pas phospho-
rylée par deux autres protéines acti-
vées elles aussi par I'insuline, Rsk-2 et

p70S6K. L’insuline accroit donc la s
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synthése protéique en phosphorylant
4E-BP1 par le biais de MAP kinase.
Le mécanisme d’activation de MAP
kinase aprés traitement a I'insuline
est assez bien déterminé [45-47] et
consiste en une cascade d’événe-
ments de phosphorylation (m/s n° 10,
vol. 9, p. 1126) impliquant plusieurs
protéines dont la fonction apparait
de plus en plus importante dans
I'oncogeneése. La série de phosphory-
lations suivant la stimulation du
récepteur par I'insuline est schémati-
sée dans la figure 5: seule la voie de la
MAP kinase est présentée. Le mode
de régulation de cette cascade n’est
pas représenté. Ce mécanisme de
réponse a l'insuline est partagé en
partie par d’autres hormones et fac-
teurs de croissance qui activent la
MAP kinase. Ces facteurs (NGF, EGF,
PDGF) activent la synthése protéique
et tout porte a croire que leur mode
d’action passe aussi par 4E-BPI. La
protéine 4E-BP1 (PHAS-I) est
d’ailleurs phosphorylée en réponse a
divers stimuli, dont les facteurs de
croissance EGF et PDGF, de méme
que par les diacylglycérols et les
esters de phorbol [48].

Conclusion

La synthése protéique est augmentée
par I'insuline et cette augmentation
semble étre due a un synergisme
entre les différents phénomeénes
décrits dans cette revue: phosphory-
lation des facteurs d’initiation de la
traduction et de la protéine riboso-
mique S6, mais surtout inactivation
d’un inhibiteur spécifique de I'initia-
tion de la traduction, 4E-BPI. Alors
que les événements de phosphoryla-
tion impliqués dans I’activation des
facteurs d’initiation sont peu connus,
celui menant a la phosphorylation de
4E-BP1 est sur la voie de cascades de
phosphorylation trés impliquées dans
I’oncogenése. Grace a I'étude de
cette protéine, nous pouvons mainte-
nant relier les signaux extracellu-
laires a Iinitiation de la synthése pro-
téique M

Insuline

ARN messager W

Initiation de la traduction

Figure 4. Mécanisme d’'inactivation par l'insuline de l'inhibiteur de elF-4E,
4E-BP1. En absence de stimulation, 4E-BP1 séquestre elF-4E, I'empéchant de
se lier a p220. L’insuline augmente la phosphorylation de 4E-BP1. Cette for-
me phosphorylée ne lie plus elF-4E, permettant a ce dernier de se lier 8 p220
pour former un complexe elF-4F fonctionnel [4].
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Figure 5. Cascade de phosphorylation suite a une stimulation par l'insuline
par des facteurs de croissance. Une cascade d’activation impliquant plu-
sieurs phosphorylations se produit lors d’une stimulation par I'insuline [45,
47, 51, 52]. A la suite de la liaison de I'insuline au récepteur, celui-ci se dimé-
rise et devient actif comme tyrosine kinase. Le récepteur se lie alors a la pro-
téine Shc (ou a IRS-1, pour insulin receptor-substrate-1, protéine qui est, de
plus, impliquée dans une autre cascade ne menant pas a MAP kinase), qu’il
phosphoryle. Shc phosphorylée s’associe au domaine SH2 d’une autre pro-
téine, Grb2 qui se lie a son tour a Sos et I'active. Sos active Ras, qui est une
oncoprotéine associée a la membrane dans une forme inactive, et qui, sui-
vant son activation s’associe a la kinase Raf, une autre oncoprotéine, qui est
alors phosphorylée, ce qui permet MAPKK (MAP kinase kinase ou MEK pour
MAP/ERK/kinase). Cette enzyme phosphoryle MAP kinase (ERK pour extra-
cellular regulated kinase). Les actions de MAP kinase sont variées: elle est
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