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Les progres réalisés ces derniéres
années dans la connaissance du
mécanisme de traduction des ARN
messagers chez les eucaryotes réve-
lent I'importance de ce processus
dans la modulation de I'expression
des genes et le role clé quy joue
I'étape d’initiation. De ces études, il
ressort que I’expression de certains
geénes codant pour des protéines de
régulation (facteurs de transcription,
proto-oncogénes, facteurs de crois-
sance, récepteurs d’hormone, etc.)
semble soumise a une régulation
traductionnelle.

La traduction de la séquence
codante d’'un ARN messager est
controlée par I'énorme complexe
macromoléculaire qu’est le ribo-
some. Bien que les mécanismes de
traduction des génes soient similai-
res chez les procaryotes et chez les
eucaryotes, des différences importan-
tes les séparent. En premier lieu, les
ARN messagers procaryotes contien-
nent souvent plusieurs génes (ou cis-
trons), alors que les ARN messagers
eucaryotes sont presque toujours
monocistroniques ; de plus, chez les
eucaryotes, les ARN messagers por-
tent a I’extrémité 5 une « coiffe »
formée d’un ribonucléotide triphos-
phate méthylé et, a I'extrémité 3’,
une «queue » polyadénylée. Une
autre différence majeure concerne
I'étape d’initiation de la traduction.

Chez les procaryotes, I'initiation de
la traduction se fait par fixation de
la petite sous-unité du ribosome sur
une séquence particuliere de I'ARN
messager (séquence de Shine-
Dalgarno) située a proximité du
codon d’initiation, qui est en géné-
ral le codon méthionine AUG. Le

positionnement de I'ARN de trans-
fert (ARNt) méthionine initiateur
puis la fixation de la grosse sous-
unité du ribosome achévent I’étape
d’initiation.

Chez les eucaryotes, I'initiation de la
traduction commence par la recon-
naissance de l'extrémité 5 coiffée
de TI'ARN messager par la petite
sous-unité du ribosome chargée
d’'un ARNt méthionine initiateur et
finit par la reconnaissance du codon
d’initiation. La fixation de la grande
sous-unité sur la petite sous-unité
permet au ribosome ainsi constitué
de débuter la synthése protéique.
Contrairement a la relative simpli-
cité du processus d’initiation chez
les procaryotes, chez les eucaryotes,
un grand nombre de facteurs for-
més pour la plupart de plusieurs
sous-unités participent a l'initiation
de la traduction (figure 1). Parmi les
mécanismes de régulation de I'initia-
tion de la traduction, la phosphory-
lation de certains facteurs d’initia-
tion (en particulier du facteur elF-2;
voir figure 1) joue un role prépon-
dérant. Ces phosphorylations en cas-
cade ont été décrites en détail dans
deux revues récentes [1, 2]. Nous
nous limiterons ici a I’étude des élé-
ments de régulation de la traduction
portés par 'ARN messager. Ces élé-
ments qui influencent en cs le pro-
cessus de traduction sont divers.
Certains, comme la séquence
nucléotidique qui entoure le codon
d’initiation, interviennent dans la
reconnaissance du site d’initiation
par la petite sous-unité du ribosome.
D’autres agissent sur le passage du
ribosome de l'extrémité 5 coiffée
de 'ARN messager au codon d’ini-



tiation et sont soit des structures
secondaires de ’ARN messager, soit
de petits cadres de lecture placés en
amont d’un géne. Ces signaux per-
mettent non seulement la modula-
tion de I'expression mais donnent
aussi a certains génes un caractére
plurifonctionnel par le jeu d’initia-
tions multiples.

Il faut rendre hommage au travail
de Kozak qui a établi dés 1978 un
modele général d’initiation de la
traduction chez les eucaryotes
connu sous le nom de scanning
model [3]. Ce modéle a été confirmé
par la plupart des travaux réalisés
sur linitiation de la traduction.
Cependant, comme nous le verrons
a la fin de cette revue, Pelletier et
Sonenberg ont démontré en 1988
[4] qu’il existe une exception a ce
modele appelée «initiation interne
de la traduction ». Celle-ci, tout
d’abord décrite chez quelques virus,
a €été récemment étendue a des
ARN messagers cellulaires.

Le scanning model

Dans un article de 1989, Kozak
écrit: «Le scanning model postule
que la sous-unité 40S du ribosome
(portant 'ARNt méthionine initia-
teur et des facteurs d’initiation) se
lie d’abord a lextrémité 5 de
I'ARN messager et migre ensuite,
s’arrétant au premier codon AUG
dans un contexte favorable pour
I'initiation de la traduction » [5].
Selon ce mode¢le, la premiére étape
de l'initiation est I’association de la
petite sous-unité du ribosome sous
sa forme activée a ’ARN messager.
La sous-unité 40S combinée a plu-
sieurs facteurs d’initiation qui main-
tiennent dissociées les deux sous-
unités du ribosome, et a I’ARNt
méthionine initiateur associé au fac-
teur elF-2 activé par le GTP, consti-
tue le complexe de préinitiation 43S
(figure 1). L’ARN messager se trouve
alors, soit sous sa forme de trans-
port, associé a des protéines nucléai-
res (particule RNP), soit sous forme
de polysome, c’est-a-dire, associé a
des ribosomes en cours de traduc-
tion. En se fixant a la coiffe du mes-
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Figure 1. Schéma de l'initiation de la traduction chez les eucaryotes
d’aprés Hershey [1]. Le complexe de pré-initiation se forme par fixation
de I’ARNt méthionine initiateur, associé au facteur elF-2-GTP, a la sous-unité
40S du ribosome qui porte déja les facteurs elF-1A et elF-3. Le complexe
de pré-initiation se fixe ensuite sur I'extrémité 5’ coiffé de I’ARN messager.
Le complexe d’initiation ainsi formé glisse le long de I’ARN jusqu’au pre-
mier codon AUG et l'initiation s’achéve par I'éjection des facteurs de préini-
tiation et fixation de la sous-unité 60S du ribosome (au centre). Cette fixa-
tion utilise I'hydrolyse du GTP lié au facteur elF-2 qui est recyclé (a gau-
che). La reconnaissance de I'extrémité coiffée de I’ARN messager par le com-
plexe de préinitiation nécessite la fixation préalable du facteur elF-4F et le
déroulement des structures secondaires par les facteurs elF-4A et elF-4B (a
droite).




sager, le facteur elF-4F semble jouer
un réle prépondérant dans la recon-
naissance de I'extrémité 5 du mes-
sager par le complexe de préinitia-
tion 43S. Deux autres facteurs se
fixent aussi a I'extrémité 5 du mes-
sager : les facteurs elF-4A et elF-4B.
Utilisant I’hydrolyse de I'ATP
comme source d’énergie, l'activité
ARN-hélicase de elF-4A associé a
elF-4B déroule les structures secon-
daires de '’ARN messager et permet
au complexe d’initiation de progres-
ser vers le premier codon
d’initiation.

Un des problémes qui restent a élu-
cider dans le scanning model est le
mécanisme de progression du com-
plexe d’initiation sur ’'ARN messa-
ger. On ne sait pas si cette progres-
sion est passive, suivant simplement
le déroulement des structures secon-
daires de ’ARN, ou si le complexe
d’initiation, lié aux facteurs elF-4A
et elF-4B, utilise pour sa progression
une partie de I’énergie fournie par
I'hydrolyse de 'ATP. L’hypothése de
la progression passive implique
quen absence de structure secon-
daire, le complexe d’initiation peut
diffuser librement sur 'ARN messa-
ger et peut donc revenir vers I'extré-
mité 5’, ou poursuivre son mouve-
ment vers 'extrémité 3’ de ’ARN
messager. La fixation d’autres com-
plexes a l'extrémité 5 de I'’ARN
messager et leur migration seraient
alors les seules contraintes entrai-
nant les complexes d’initiation dans
la direction 3’. Au contraire, I’hypo-
thése d’une progression active liée
a la progression des facteurs elF-4A
et elF-4B donnerait au mécanisme
de scanming son caractére orienté.
On peut imaginer, pour expliquer
cette progression, un processus ana-
logue a celui qui permet la progres-
sion de I'’ADN-polymérase III d’Esche-
richia coli sur TADN [6]. Dans ce
cas, I'hydrolyse de 'ATP permet la
fixation de la sous-unité f de ’ADN-
polymérase III sur T’ADN. Cette
sous-unité B a une structure annu-
laire qui lui permet de glisser dans
les deux directions le long de
I’ADN. Aprés fixation des sous-unités
catalytiques de ’ADN-polymérase, la
sous-unité P entraine le complexe
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enzymatique dans le sens de la
synthése de 'ADN. Un des facteurs
d’initiation, eIlF-4A ou elF-4B, pour-
rait jouer un roéle analogue a celui
de la sous-unité P et, suivant le
déroulement des structures secondai-
res du messager, tirer le complexe
d’initiation vers le premier codon
d’initiation. L’accrochage du com-
plexe d’initiation sur 'ARN messa-
ger pourrait se faire sur le modéle
d’un anneau sur un fil (traduction
de la belle expression a ring on a
string). L’anneau serait constitué
d’'un sillon de la sous-unité 40S
fermé par des facteurs d'initiation
dont le facteur elF-2-GTP. On peut
aussi supposer quun des facteurs
d’initiation (peut-étre elF-4B a cause
de sa structure dimérique) forme,
comme la sous-unité B, un anneau
autour de 'ARN messager et joue
pour le complexe d’initiation le role
de la sous-unit¢é [ pour I’ADN-
polymérase III d’E. coli.

Le complexe d’initiation poursuit sa
migration jusqu’a ce qu’il rencontre
un codon d’initiation, le plus sou-
vent un codon AUG, dans un con-
texte favorable. Quels sont les élé-
ments qui permettent la reconnais-
sance du codon AUG et du contexte
favorable ? L’appariement de I'anti-
codon de I’ARNt méthionine initia-
teur au codon AUG entre sirement
en jeu. En effet, chez la levure Sac-
charomyces cerevisiae, la transformation
de l'anticodon 5CAU3 d'un des
ARNt méthionine initiateur en
5CCU?%, dirige linitiation sur le
codon AGG [7]. Le facteur elF-2
semble aussi impliqué dans ce pro-
cessus de reconnaissance du codon
AUG. La mutation d’une des deux
sous-unités du facteur elF-2 de la
levure aboutit a I'initiation aberrante
a un codon UUG [8]. En revanche,
le mystére reste entier sur le méca-
nisme de reconnaissance de la
séquence favorable qui entoure le
codon AUG. Chez E. coli, la complé-
mentarité entre l'extrémité 3 de
I’ARN ribosomique 16S et la
séquence de Shine-Dalgarno, située
quelques nucléotides en amont du
codon d’initiation, joue un roéle clef
dans le processus de reconnaissance.
De plus, comme I'a démontré Drey-

fus en 1988 [9], I'information por-
tée par une séquence plus large que
la séquence de Shine-Dalgarno (de
-20 a +15 autour du codon d’initia-
tion) est indispensable a la constitu-
tion du site de fixation du ribosome
d’E. coli. Une telle complémentarité
entre la région d’initiation de la tra-
duction et I’ARN ribosomique
n’existe pas chez les eucaryotes.
L’arrét du complexe de préinitiation
sur ’'AUG dans un bon contexte pro-
voque la fixation de la sous-unité 60S
du ribosome. Cette fixation nécessite
la présence du facteur elF-5 et
I'hydrolyse de la molécule de GTP
liée au facteur elF-2. Cette réaction
entraine I’éjection des facteurs d’ini-
tiation dont le facteur elF-2-GDP.
Une fois le ribosome constitué, la
phase d’élongation commence.

Définition d’un contexte fort

On entend généralement par con-
texte fort ou contexte favorable la
séquence qui induit I'initiation de la
traduction par tous les ribosomes
qui arrivent au codon AUG qu’elle
entoure. Cette définition s’appuie
sur deux éléments: l'identification
d’une séquence consensus provenant
de I'analyse d’une compilation des
séquences situées en amont du pre-
mier codon AUG (Tableau I; [10]),
et les expériences de mutagenése
dirigée sur la séquence consensus
tirée de la compilation [11,12]. 1l
ressort de ces études que, pour une
grande majorité de geénes, le codon
d’initiation de la traduction est le
premier codon AUG rencontré a
I'extrémité 5 de 'ARN messager.
Le tableau I montre que la séquence
consensus varie suivant I’embranche-
ment phylogénétique considéré.
Seule la prépondérance d'un A en
position -3 est constante (par con-
vention, le A du codon AUG est
numéroté +1). Peut-étre encore plus
significatif, le calcul des fréquences
du triplet qui précede le codon
AUG montre que les triplets ACC et
GCC sont utilisés de facon préféren-
tielle chez les vertébrés alors que les
non-vertébrés utilisent plus souvent
le triplet AAA.



La détermination de l'importance
relative de chaque nucléotide de la
séquence consensus des vertébrés
réalisée par Kozak [11, 12], com-
pléte cette analyse. Ces expériences
confirment I'importance des nucléo-
tides -1 a -6 de la séquence entou-
rant le codon AUG et en particulier
celle de la purine en -3. Le main-
tien d’un contexte fort en I’absence
de purine en -3 requiert une homo-
logie plus stricte a la séquence con-
sensus et la présence d'un G a la
position +4. Il est fréquent cepen-
dant que l'on considére a tort
comme contexte fort la seule pré-
sence d’une purine en -3 associée a
la présence d'un G en +4. Pour
avoir une initiation de la traduction
exclusive a un codon AUG, il sem-
ble qu’en plus de la purine en -3,
les nucléotides en -1 et -2 et, dans
une moindre mesure, la séquence -4
a -6 jouent un roéle important.
Citons le cas d’'une o-thalassémie ou
la délétion de deux nucléotides, qui
transforme le contexte fort entou-
rant le codon AUG du géne de I'o-
globine en contexte faible, est a
I'origine de la maladie [13].

Le meilleur moyen pour définir un
contexte fort est de déterminer s’il
permet ou non d’initier la traduc-
tion a un codon AUG situé en aval.
L’un de nous (O.].].) a montré que
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dans un ARN messager du virus de
I’hépatite B, la séquence AGCAC-
CAUGC est, malgré I'absence de G

en +4, un contexte fort qui n’auto-
rise pas l'initiation de la traduction
a un codon AUG en aval et empé-
che la synthése d’'une forme courte
de la méme protéine. Deux espéces
d’ARN messagers sont alors nécessai-
res au virus pour exprimer les deux
formes de la protéine [14]. A
I'opposé, chez le méme virus, la
séquence UGGGGCAUGG, qui con-

tient une purine en -3 et un G en
+4, n’est pas un contexte fort
puisqu’elle laisse passer environ 5 %
des complexes d’initiation, ce qui
permet la traduction d’'un cadre de
lecture situé en aval [15].

Un contexte fort autour du premier
codon AUG d’un géne n’autorise la
synthése que d’une seule forme de
la protéine; cependant, dans un
nombre croissant d’exemples, plu-
sieurs formes de la méme protéine
sont synthétisées sur un méme ARN
messager par initiation de la traduc-
tion a plusieurs codons dans la
méme phase. Ces initiations multi-
ples requiérent un contexte faible
(ou défavorable) autour du premier
codon AUG mais peuvent aussi se
faire a des codons différents du
codon AUG.

Tableau |
FREQUENCE DES NUCLEOTIDES AUTOUR DU CODON D’INITIATION

-6 -5 -4 -3 -2 -1 +4 +5

A 20 19 25 58 28 17 25 24

Vertébrés G 42 24 13 33 16 23 46 22
n = 2595 C 20 37 48 6 45 53 15 37
U 18 20 9 3 12 7 13 17

Consensus G C C AG C C AUG G C
A 32 22 21 65 47 39 26 28

Drosophile G 28 19 12 20 12 19 35 21
n = 192 C 17 36 53 7 23 34 19 30
U 23 22 14 8 18 8 20 20

Consensus A C C A A A AUG G C
A 35 35 43 66 46 43 26 23

Levure G 18 12 10 18 9 15 28 12

n =461 C 17 22 26 7 22 20 12 43
U 30 30 21 8 23 21 34 22

Consensus A A A A A A AUG U C

Initiations dans un contexte faible

Le contexte qui entoure un codon
d’initiation AUG peut étre défini
comme faible lorsqu’une partie des
complexes d’initiation glissant
depuis ’extrémité 5’ de ’ARN mes-
sager ne s’arrétent pas a ce codon
et continuent leur mouvement vers
I'extrémité 3’. Ce phénomeéne de
«fuite d’initiation », appelé leaky
scanning [16], ne répond pas a une
loi du tout ou rien. Comme pour le
contexte fort, les expériences de
mutagenése dirigée réalisées par
Kozak [11, 12] ont permis de défi-
nir certains éléments du contexte
faible. Ce sont, non seulement
I’absence de purine en -3 et de G
en +4, mais aussi I’absence de C en
-1 et -2. Malheureusement, il est
impossible a I’heure actuelle d’esti-
mer par la seule connaissance de la
séquence entourant le codon d’ini-
tiation, la proportion des ribosomes
qui vont y amorcer la synthése pro-
téique ; seule I'approche expérimen-
tale permet de déterminer le degré
de faiblesse d’'un codon d’initiation.
La présence d’'un contexte faible
autour du premier codon AUG peut
étre soit responsable du faible
niveau de synthése protéique, soit
dans d’autres cas aboutir a I'initia-
tion a un codon AUG en aval

Si I'initiation de la traduction a
deux codons AUG dans la méme
phase de lecture a d’abord été mise
en évidence chez des virus, le nom-
bre de génes cellulaires connus con-
tenant deux, trois ou plus de trois
codons AUG a l'extrémité 5 du
cadre de lecture ne cesse d’augmen-
ter [17]. Chez les virus, une telle
multiplicité permet d’exprimer de
facon coordonnée plusieurs formes
d’'une protéine (des protéines de
structure en particulier). Pour les
genes cellulaires qui possédent des
codons d’initiation multiples, il est
surprenant de constater qu’ils font
partie de familles de génes qui
codent pour des protéines de régu-
lation : facteurs de transcription,
proto-oncogeénes, récepteurs d’hor-
mone, facteurs de croissance, média-
teurs de linflammation ou du
systéme immunitaire, ou autres pro-



téines impliquées dans la transmis-
sion d'un signal.

L’initiation de la traduction
aux codons non AUG

L’initiation de la traduction aux
codons non AUG représente un cas
particulier de linitiation multiple.
Elle s’effectue le plus souvent aux
codons CUG et ACG, plus rarement
au codon GUG et exceptionnelle-
ment au codon AUU [17]. Dans
tous les cas, les codons non AUG
sont des sites d’initiation faibles qui
permettent également D'initiation de
la traduction a un codon AUG en
aval.

Quels sont les éléments qui décident
de linitiation a ces codons non
AUG ? Nous avons vu plus haut que
le complexe d’initiation porte
I’ARNt méthionine initiateur et que
I'appariement entre I’anticodon de
cet ARNt et le codon AUG est un
des éléments de la reconnaissance
du codon d’initiation. Le poids de
cette reconnaissance dans le méca-
nisme d’initiation est certainement
diminué dans le cas des codons non
AUG. Cependant, d’autres éléments
pourraient compenser ce déficit. Le
plus important semble étre le con-
texte entourant le codon non AUG.
La séquence autour de ces codons
est en effet toujours trés proche de
la séquence consensus décrivant le
contexte fort. Le second élément
pourrait étre la présence d’une
région riche en nucléotides G et C
située immédiatement aprés le
codon non AUG. Enfin, la présence
d’'une structure secondaire (méme
peu stable) de 'ARN messager pla-
cée une quinzaine de nucléotides en
aval du codon non AUG (ce qui
correspond a la taille de la séquence
couverte par le complexe d’initia-
tion), augmente 'efficacité de I'ini-
tiation [18].

II semble que l'initiation de la tra-
duction a des codons non AUG ne
soit pas un phénomeéne rare. De
plus, les génes qui utiliseraient ce
type d’initiation appartiennent aux
meémes familles, décrites plus haut,
de génes impliqués dans des proces-
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sus de régulation (proto-oncogénes,
facteurs de transcription, facteurs de
croissance, etc.). Signalons I’exemple
étonnant du géne codant pour un
facteur de croissance des fibroblas-
tes (bFGF) qui contient, en amont
d’'un codon AUG, trois codons
CUG, dont deux au moins semblent
servir de codon d’initiation de la
traduction [19].

Initiations multiples et régulation
de I’expression des genes

Dans de nombreux cas d’initiations
multiples, les formes longues du
produit d’'un géne sont des espéces
mineures difficilement détectables in
vivo. Pour contourner cette difficulté
et augmenter le niveau de synthése
des différentes formes de la pro-
téine, la plupart des études ont été
réalisées dans des cellules en culture
au moyen de vecteurs d’expression
trés puissants. Il ressort de ces étu-
des que les différentes formes d’'une
protéine, synthétisées a partir de
plusieurs sites d’initiation, peuvent
avoir des localisations cellulaires dif-
férentes, ou méme des fonctions
complémentaires ou opposées. Deux
exemples illustrent bien les différen-
ces de localisation cellulaire. Dans le
cas du gene gag du virus de la leu-
cémie murine décrit par Prats [20],
la forme courte de la protéine
(Pr65¢7¢) forme les capsides virales
alors que la forme longue (Pr85%),
dont l'initiation se fait a un codon
CUG situé 264 nucléotides en
amont du codon AUG de Pr65gs,
est glycosylée et localisée sur la
membrane des cellules infectées par
le virus. Cette forme longue facili-
terait la dissémination du virus.
Dans cet exemple, la région com-
prise entre les deux sites d’initiation
de la traduction contient une
séquence qui code pour un peptide
signal conférant a la protéine non
seulement une localisation différente
mais aussi une fonction différente.
Dans le cas du bFGF, il a été
démontré [21] que les formes lon-
gues synthétisées a partir des codons
CUG portent a leur extrémité
amino-terminale un signal de loca-

lisation nucléaire, alors que la forme
courte, synthétisée a partir du codon
AUG en aval et dépourvue de ce
signal, reste dans le cytoplasme des
cellules. I a été montré par la
méme équipe toulousaine [22] que
I'effet oncogéne provoqué par la
surexpression du bFGF nécessite la
coopération des formes longues
nucléaires et de la forme courte
cytoplasmique.

Dans d’autres cas, les deux formes
de la protéine ont la méme locali-
sation cellulaire mais exercent une
action opposée. Pour le facteur de
transcription CREM (pour ¢cAMP res-
ponsive element modulator), qui se fixe
a une séquence de ’ADN répon-
dant & une stimulation par 'AMP
cyclique, deux des multiples formes
de la protéine sont synthétisées a
partir de 'ARN messager CREM1
par le jeu d’initiations a deux
codons AUG dans la méme phase:
la fixation a I’élément régulateur de
la forme courte (S-CREM) a un
effet inhibiteur sur la transcription
induite par 'AMP cyclique alors que
celle de la forme longue (CREMT)
a un effet activateur [23].

Le proto-oncogéne c-myc code pour
deux protéines, une forme longue
initiée a2 un codon CUG et une
forme courte initiée a un codon
AUG situé en aval. La présence de
la seule forme courte dans plusieurs
lymphomes de Burkitt pourrait étre
responsable de Ieffet oncogéne
[24]. Il a été montré que la faible
efficacité d’initiation au codon CUG
du géne c-myc peut étre modifiée
dans des conditions particuliéres de
culture de cellules [25]. Lorsque les
cellules sont cultivées a haute den-
sité, la synthése de la forme longue
de la protéine ¢-myc qui commence
au codon CUG est augmentée de 5
a 10 fois alors que I'efficacité de tra-
duction de la forme débutant au
codon AUG n’est pas modifiée.
Cette augmentation de la synthese
de la forme longue de la protéine
est due a une déplétion en acides
aminés du milieu de culture ; 'effet
est reproduit lorsque les cellules
sont cultivées dans un milieu
carencé en méthionine. Les mode-
les proposés pour expliquer ce phé-
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nomeéne mettent en jeu, d’'une part,
la modification des composants du
complexe de préinitiation et en par-
ticulier du facteur elF-2, dont nous
avons vu plus haut qu’il pouvait étre
directement impliqué dans la sélec-
tion du codon d’initiation, et
d’autre part, la désacylation de
I’ARNt méthionine initiateur ou
I’augmentation  de  l’activité
méthionine-ARNt-synthétase de la
cellule. Bien que cet exemple de
régulation de I'efficacité d’initiation
a deux codons en phase soit pour
I'instant unique, bien d’autres méca-
nismes, physiologiques ou non,
pourraient moduler I’abondance
relative des différentes formes d’une
protéine produites par le jeu d’ini-
tiations multiples.

Le cas particulier des ARN
messagers bicistroniques

Le mécanisme de leaky scanning ou
de fuite d’initiation permet, comme
nous venons de le voir, I'initiation
de la traduction a plusieurs codons
dans la méme phase de lecture et
entraine la synthése de plusieurs for-
mes de la méme protéine a partir
d’un seul ARN messager. Cepen-
dant, dans quelques cas, mis en évi-
dence exclusivement chez des virus,
ce mécanisme de fuite d’initiation
permet aussi a une partie des com-
plexes d’initiation d’atteindre un
codon d’initiation dans une phase
différente. Deux cadres de lecture
sont alors traduits et deux protéines
qui ont parfois des fonctions tres dif-
férentes (par exemple, une protéine
de structure et une protéine enzy-
matique), sont synthétisées sur le
méme ARN messager qui est dit
bicistronique.

Généralement, D'extrémité 5’ du
second cadre de lecture d’'un ARN
messager bicistronique chevauche,
sur quelques dizaines a quelques
centaines de nucléotides, ’extrémité
3 du premier cadre de lecture.
Dans le cas des ARN messagers poly-
cistroniques procaryotes, le chevau-
chement des cadres de lecture est
fréquent et le cistron situé en aval
est traduit par réinitiation apres ter-
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minaison de la traduction du cistron
précédent. Cette réinitiation se fait
par diffusion passive de la petite
sous-unité du ribosome qui reste
accrochée a 'ARN messager aprés
dissociation du ribosome a la fin de
la traduction du geéne précédent
[26]. Ce mécanisme de diffusion
passive vers l'aval ou vers I'amont
(backward scanning) permet d’expli-
quer, dans la majorité des cas, la tra-
duction des différents geénes, chevau-
chant ou non, des ARN polycistro-
niques procaryotes.

Un tel mécanisme de backward scan-
ning et de réinitiation pourrait aussi
expliquer la traduction de deux
genes chevauchant sur un ARN mes-
sager bicistronique eucaryote.
Cependant, toutes les études sur la
traduction des ARN messagers bicis-
troniques montrent que le chevau-
chement de deux cadres de lecture
empéche la traduction du deuxiéme
geéne par backward scanning et réini-
tiation, ce qui est un des arguments
les plus forts en faveur du modéle
de progression active et orientée des
complexes d’initiation des eucaryo-
tes. I est clair maintenant que seule
la fuite d’une partie des complexes
d’initiation au codon AUG du pre-
mier cistron dans un contexte faible
permet l'initiation de la traduction
du second cistron des ARN messa-
gers bicistroniques eucaryotes.
Nous allons maintenant voir quelles
sont les structures de 'ARN messa-
ger qui influent en ¢is sur le méca-
nisme d’initiation de la traduction.
Le premier de ces éléments régula-
teurs utilise le processus de
réinitiation.

La réinitiation

Le processus de réinitiation suppose
qua la fin de la traduction d’un
gene, les deux sous-unités du ribo-
some se séparent et que la petite
sous-unité 408, fixée sur ’ARN mes-
sager, reprenne son mouvement Vers
Iextrémité 3’ et réinitie la traduc-
tion au premier codon d’initiation
rencontré. Théoriquement, le méca-
nisme d’initiation de la traduction
des eucaryotes schématisé sur la

figure 1 ne devrait pas permettre la
réinitiation de la traduction. En
effet, la sous-unité 40S ne porte plus
ARNt méthionine initiateur activé
par le facteur elF-2-GTP. La fixation
des facteurs d’initiation sur la sous-
unité 40S et la reconstitution du
complexe d’initiation pourrait donc
étre I'étape limitante du processus
de réinitiation chez les eucaryotes.
Dans les faits, les tentatives d’expres-
sion d’ARN messagers bicistroniques
artificiels ont montré que la traduc-
tion du deuxiéme cistron était trés
faible. Il a cependant été établi que
I'efficacité d’expression du second
cistron augmentait avec la distance
intercistronique puis diminuait au-
dela d’une distance d’environ 200
nucléotides [27]. Cette distance opti-
male correspondrait a la distance
nécessaire a la reconstitution du
complexe d’initiation.

Si, pour un grand nombre d’ARN
messagers, le premier codon AUG
rencontré est le codon d’initiation
du géne, on trouve de plus en plus
d’exemples ou la séquence 5’ de
I’ARN messager contient, en amont
du geéne, un ou plusieurs petits
cadres de lecture ouverts, nommeés
«minicistrons », dont la taille peut
aller de quelques dizaines a quel-
ques centaines de nucléotides. Ces
minicistrons peuvent étre traduits et
jouent un role important dans la
régulation de I'expression du géne
situé en aval. Ainsi, la destruction
par mutagenése du minicistron
placé en amont du geéne du FGF-5
provoque une augmentation de la
synthése de ce facteur de croissance
et la transformation des cellules en
culture [28] ; dans le cas d’un virus
de plante, la destruction du minicis-
tron par mutation de son codon
AUG augmente l'expression de la
réplicase du virus et transforme une
infection localisée de la plante en
une infection systémique [29].

Cependant, I’exemple le plus étudié
de régulation de la traduction par
réinitiation est celui du géne GCN4
de S. cerevisiae qui code pour un fac-
teur qui active la transcription d’une
trentaine de génes impliqués dans la
biosynthése des acides aminés. Alors
que 'ARN messager du gene GCN4
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Figure 2. Influence des minicistrons sur I’'expression des génes. (A)
Régulation de l'initiation du gene GCN4 de S. cerevisiae. En présence d’aci-
des aminés, I'abondance de facteur elF-2 actif permet la réinitiation de la
traduction au minicistron 4 dont la traduction inhibe la réinitiation au codon
AUG du géne GCNA4. En carence en acides aminés, I'inactivation partielle
du facteur elF-2 augmente le temps nécessaire a la reconstitution des com-
plexes d’initiation et permet la réinitiation au codon AUG de GCN4. L’aug-
mentation de la distance séparant les minicistrons 1 et 4 rétablit la réinitia-
tion au minicistron 4 et l'inhibition de la traduction de GCN4. (B) Traduc-
tion d’'un ARN messager bicistronique chez le virus de I'hépatite B. La pré-
sence d’un contexte faible autour du codon AUG du premier cadre de lec-
ture provoque le leaky scanning d’une partie des complexes d’initiation. La
traduction d’'un minicistron de 7 codons permet a ces complexes d’initia-
tion d’éviter un codon AUG dans un contexte fort et de réinitier la traduc-
tion au codon AUG du deuxiéme cadre de lecture.

est produit de facon constitutive, la
protéine n’est synthétisée que lors-
que les cellules sont privées d’acides
aminés. L’extrémité 5 de I'ARN
messager contient 4 minicistrons en
amont du codon AUG du géne
GCN4 (figure 2A), dont seuls les
minicistrons 1 et 4, distants de quel-
que 200 nucléotides, semblent avoir
un role régulateur [30]. En pré-
sence d’acides aminés dans le milieu
de culture, le complexe d’initiation
se reforme rapidement aprés la tra-
duction du minicistron 1 et la tra-
duction est réinitiée au codon AUG
du minicistron 4. La séquence qui
entoure le codon stop du minicis-
tron 4 empéche la réinitiation au
codon AUG du geéne GCN4 et
inhibe ainsi sa traduction [31]. Au
contraire, dans des conditions de
carence en acides aminés, I’inactiva-
tion par phosphorylation d’une par-
tie des facteurs elF-2 entraine une
augmentation du temps requis pour
la reconstitution du complexe d’ini-
tiation. Le minicistron 4 n’est alors
plus traduit et la traduction est réi-
nitiée plus de 350 nucléotides apres
le minicistron 1, au codon AUG de
GCN4. Toujours en condition de pri-
vation, ’augmentation artificielle de
la distance séparant les minicistrons
1 et 4 de 200 a 356 nucléotides res-
taure l'effet inhibiteur du minicis-
tron 4.

Dans l'exemple du géne GCNY,
I'effet régulateur des minicistrons
tient a la fois a la distance qui
sépare les deux minicistrons et au
contexte qui entoure la fin du mini-
cistron 4. Hormis I’effet inhibiteur,
d’autres fonctions peuvent étre attri-
buées a un minicistron. Ainsi, pour
un ARN messager bicistronique du
virus de 1’hépatite B (figure 2B), la
traduction d’un minicistron permet
aux complexes d’initiation d’éviter
un codon AUG dans un contexte
fort et de réinitier la traduction au
codon AUG du second géne. En rai-
son du chevauchement des cadres
de lecture, la destruction du mini-
cistron empéche la traduction du
second géne par réinitiation [15].

Le mécanisme d’inhibition par tra-
duction d’un minicistron n’est pas
encore complétement élucidé mais

Vil
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le polypeptide codé par le minicis-
tron ne semble avoir aucune action
en trans sur le processus de
traduction.

Autres éléments de modulation

Les autres éléments modulateurs de
I'initiation de la traduction sont de
courtes séquences ou des structures
secondaires de I’ARN messager qui
influent de facon positive ou le plus
souvent négative sur l’initiation de
la traduction. Le mécanisme fré-
quemment invoqué pour expliquer
ces effets est la fixation d'un facteur
qui modulerait de facon spécifique
la traduction d’un géne ou d’un
ensemble de génes.

Cependant, en elle-méme, la pré-
sence d’une structure secondaire
peut inhiber l'initiation de la traduc-
tion. Elle doit pour cela, soit étre
placée trés prés (a moins de quinze
nucléotides) de l'extrémité 5 de
I'ARN messager pour empécher la
reconnaissance de la structure en
coiffe de ’ARN messager par le fac-
teur elF-4F, soit avoir une trés
grande stabilité pour bloquer
I’action de ’ARN-hélicase et arréter
la progression du complexe d’initia-
tion [32].

Le seul exemple bien documenté de
répression de la traduction par une
protéine se fixant sur une structure
secondaire de I'ARN messager est
celui des genes qui contrdlent le
métabolisme du fer dans la cellule
(revues dans [1 et 2]). En cas de
déplétion en fer (figure 3), I'inhibi-
tion de la traduction est provoquée
par la fixation d’'une protéine spé-
cifique sur une structure secondaire
appelée IRE (pour iron responsive ele-
ment) et située dans la région 5’ non
traduite des ARN messagers de la
ferritine (protéine de stockage du
fer) et de la b’-aminolévulinate-
synthétase (premiére enzyme de la
voie métabolique de I’héme). De
plus, TARN messager du récepteur
de la transferrine qui permet le cap-
tage du fer par la cellule, est stabi-
lisé par la fixation de cette méme
protéine sur plusieurs structures IRE
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Figure 3. Régulation traductionnelle par fixation d’une protéine spé-
cifique sur une structure secondaire de I’ARN messager. En absence
de fer, I'aconitase peut se fixer sur une structure secondaire appelée IRE
(iron responsive element) située dans la région 5 de I'ARN messager de
la ferritine et bloque les complexes d’initiation. De plus, la fixation de I'aco-
nitase sur plusieurs structures IRE situées en 3’ du gene du récepteur de
la transferrine stabilise le messager. En présence de fer, I'aconitase fixe un
atome de fer supplémentaire et perd son affinité pour la structure IRE.

situées a son extrémité 3’. La pro-
téine spécifique de la structure IRE
est la forme réduite (contenant trois
atomes de fer) et inactive de ’aco-
nitase mitochondriale. Le passage de
la forme réduite a la forme active
oxydée (par fixation d’un quatriéme
atome de fer) entraine une perte de
son affinité pour la structure IRE.
Existe-t-il des éléments activateurs de
I'initiation de la traduction ? Jusqu'a
présent aucun exemple d’activation
directe de la traduction par une
protéine se fixant sur une séquence
particuliére de PARN messager n’a
été publié. Dans la plupart des cas
d’activation décrits, la fixation d’une
protéine sur la séquence 3’ non
codante entrainerait la stabilisation

de I'ARN messager. Dans d’autres
cas, la protéine activatrice pourrait
modifier la localisation cytoplasmi-
que de certains ARN messagers
(voir [2] pour revue). Cependant,
lors du développement embryon-
naire, certains ARN messagers pré-
sents dans la cellule ne sont traduits
qu’a un stade précis du processus de
maturation. L’activation de la tra-
duction de ces messagers se fait soit
par addition d’une queue polya-
dénylée a leur extrémité 3’, soit en
déplacant une protéine inhibitrice
[33]. Ce mécanisme de démasquage
d’un sous-ensemble d’ARN messager
permet de coordonner la synthese
de protéines qui interviennent au
méme stade du développement.
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Figure 4. Utilisation d’ARN messagers bicistroniques artificiels pour
mettre en évidence Il'initiation interne de la traduction. En I'absence
de site d’initiation interne, seul le premier cistron d’'un ARN messager bicis-
tronique est traduit efficacement. L’introduction d’une séquence d’initiation
interne dans la région intercistronique permet la traduction efficace des deux
cistrons. L’addition d’'une structure secondaire stable a I'extrémité 5" de I’ARN
messager ou la destruction du facteur elF-4F empéchent l'initiation de la tra-
duction du premier cistron sans affecter celle du second cistron par initia-

tion interne.

L’initiation interne de la traduction

Le mécanisme d’initiation interne
de la traduction et encore appelé
entrée directe du ribosome, et
découvert chez le poliovirus [4], est
une exception au scanning model.
L’infection d'une cellule par le
poliovirus arréte la traduction des
ARN messagers cellulaires et ne per-
met que la traduction quasi exclu-
sive de son ARN génomique. Or,
'’ARN génomique du poliovirus pré-
sente la caractéristique inhabituelle
pour un messager d’étre dépourvu
de coiffe a son extrémité 5. De
plus, I'initiation de la traduction de

IARN messager de poliovirus ne
requiert pas la présence du facteur
elF-4F et I'on sait depuis peu [34]
qu’une des protéases virales néces-
saire a la maturation de la polypro-
téine induit la protéolyse de la sous-
unité p220 du facteur elF-4F, ce qui
pourrait étre la cause de I'arrét des
synthéses cellulaires. Ces observa-
tions suggéraient l’existence d’un
mécanisme d’initiation interne de la
traduction. Sa démonstration est
venue de trois expériences [4] :

- des ARN messagers hétérologues
liés a I'extrémité 5’ non codante de
IARN messager du poliovirus sont
traduits dans des cellules infectées
par le poliovirus;

- la séquence 5’ du poliovirus intro-
duite dans la région intergénique
d'un ARN messager bicistronique
chimérique permet la traduction
efficace du second cistron ;

- enfin, I'introduction d’une struc-
ture secondaire stable proche de
I'extrémité 5 coiffée de ce méme
ARN messager bicistronique, ou
I'infection des cellules par le polio-
virus entraine une inhibition de la
traduction du premier cistron alors
que la traduction du second cistron
n’est pas affectée (figure 4).

Ces expériences montrent qu’une
séquence de l'extrémité 5 de 'ARN
messager de poliovirus permet la
traduction d’un géne de facon indé-
pendante de I'extrémité coiffée de
I'ARN messager. Le mécanisme
d’initiation proposé est l'entrée
directe du complexe d’initiation en
amont du géne a traduire sans scan-
ning depuis 'extrémité 5’. L’utilisa-
tion d’ARN messager bicistronique a
servi a définir la région d’entrée du
complexe d’initiation sur I’ARN
messager du poliovirus. La méme
approche expérimentale a ensuite
permis de montrer que le méca-
nisme d’initiation interne de la tra-
duction était utilisé par d’autres
ARN messagers et en particulier par
un ARN messager cellulaire [35].
Si toutes ces régions d’entrée du
complexe de préinitiation ne pré-
sentent entre elles aucune homolo-
gie de séquence, certains €léments
semblent cependant indispensables.
Les ARN messagers traduits par ini-
tiation interne contiennent toujours
a leur extrémité 5 une longue
séquence non codante organisée en
de nombreuses structures secondai-
res. L’autre élément important est
une courte séquence de pyrimidines
qui précéde d’une trentaine de
nucléotides un codon AUG qui n’est
pas toujours le codon d’initiation
[36]. En effet, dans certains cas, les
complexes d’initiation glissent apres
leur entrée vers un codon d’initia-
tion en aval [37].

Comment se fixe le complexe de
préinitiation sur le site d’initiation
interne en absence de facteur
elF-4F ? Plusieurs protéines cellulai-
res qui se fixent de facon spécifique



sur les structures secondaires des
sites d’initiation interne, ont été
mises en évidence [38, 39], mais
leur réle dans I'entrée du complexe
de préinitiation est encore incertain.
Si le mécanisme d’initiation de la
traduction qui commence par la
fixation du complexe de préinitia-
tion sur la coiffe des ARN messagers
est la régle lors du fonctionnement
normal de la cellule, le mécanisme
d’initiation interne pourrait permet-
tre, comme le suggére Bensaude
(40], de traduire certains génes dans
des conditions de stress, telles que
I'infection par certains virus ou le
choc thermique. Dans ces condi-
tions, la réduction de lactivité du
facteur elF-4F serait responsable de
I'inhibition de I’initiation de la tra-
duction, et seuls les ARN messagers
qui utilisent I'initiation interne de la
traduction, échapperaient a cette
inhibition.

Conclusions

La grande complexité des mécanis-
mes mis en jeu lors de I'initiation de
la traduction offre de nombreuses
potentialités pour moduler I’expres-
sion des génes. Nous avons montré
dans cette revue comment des élé-
ments de la structure primaire ou
secondaire de 'ARN messager par-
ticipent a cette régulation. La plu-
part de ces éléments agissent sur le
complexe d’initiation dont la majo-
rité des composants sont maintenant
connus méme si leur fonction est
encore mal définie. Pour quelques-
uns cependant, l'effet modulateur
nécessite la présence de protéines
cellulaires spécifiques qui, a quel-
ques rares exceptions pres, n’ont pas
été identifiées.

La modification, par les conditions
de culture, de la traduction du géne
GCN4 et de 'abondance relative des
deux formes de la protéine codée
par le géne cmyc illustrent bien le
role régulateur du mécanisme de
traduction et son importance dans
le processus global d’expression des
génes. On peut spéculer que, pour
tous les génes qui possédent des ini-
tiations multiples de la traduction,
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'efficacité relative d’initiation aux
différents sites est soumise a des
variations des conditions physiologi-
ques, voire a I'état de différenciation
de la cellule.

La transformation maligne de cellu-
les en culture, provoquée par la
surexpression de la petite sous-unité
du facteur elF-4F (elF-4E), est un
autre exemple du réle régulateur de
I'appareil de traduction [41]. Il est
tentant de penser que cet effet
pourrait étre dil a la traduction pré-
férentielle de messagers codants
pour des facteurs de croissance [42].
Des découvertes restent a faire qui
permettront de comprendre en
détail ces mécanismes de
régulation W
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Summary

Initiation of translation in eukaryotes : diversity and modulation of gene
expression

Recent progress in understanding the translation process in eukaryotes
gives a new insight on the mechanisms by which gene expression is
modulated. The initiation step of translation plays a key role in this
control. Apart from eukaryotic viruses, a growing number of genes enco-
ding regulatory proteins uses translation initiation to increase gene diver-
sity. The scanning model of Kozak describes the mechanism by which
the 408 ribosomal subunit enters at the capped 5’ end of the messen-
ger RNA and scans to the first initiator codon. Recognition of the ini-
tiation site by the scanning initiation complex is dependent on the con-
text surrounding the initiator AUG codon. In this article, we describe
the cisacting elements of mRNA which influence translation initiation.
A weak context around the AUG codon interferes with recognition of
the initiator codon and allows initiation at downstream AUGs. This
results either in the expression of two genes on a bicistronic mRNA,
or in the synthesis of several forms of a protein if the initiator codons
are in the same reading frame. This leaky scanning mechanism is also
observed when non-AUG codons are used for translation initiation. The
regulating elements acting on the scanning of the initiation complexes
are secondary structures or translated minicistrons which, in most cases,
decrease the translation efficiency at a downstream AUG. As an excep-
tion to the scanning model, the mechanism of internal initiation of
translation seems to be used to translate some particular mRNA during
viral infection or in stress conditions. These elements of translational
control allow either the expression of the multiple functions of a gene,
or the coordinate regulation of genes involved in the same biochemi-
cal pathway. What is more, they permit the fine adjustement of pro-
tein synthesis to the variations of cell growth conditions.
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