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Le contrdle de [’initiation chez les eucaryotes
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Summary. Control of the initiation step in eukaryotic cells.

This article presents some arguments in favor of post-transcriptional regulation of
protein synthesis. The macromolecules inducing initiation have been described. The control
mechanisms of initiation have been studied in reticulocytes and cells treated with interferon.
The two systems are highly analogous. The discussion tries to estimate the frue importance,
efficiency and generality of the mechanisms studied.

Introduction.

Les mécanismes de transcription et de maturation permettent & la cellule de dis-
poser & tout instant d’un assortiment d’ARNs messagers dont le nombre, la spécificité
et la répartition déterminent la nature, la quantité et les proportions relatives des
protéines qu’elle est apte & synthétiser.

Ces informations doivent-elles &tre considérées comme un programme définitif
qui sera nécessairement réalisé ou comme un schéma directeur qui définit seulement
I’orientation générale des synthéses ? Peuvent-elles &tre sélectionnées ou modulées
pour que soient assurés & tout instant I’équilibre et la survie de la celiule malgré les
altérations éventuelles de son métabolisme et les agressions dont elle peut &tre I'objet ?
La réponse & ces deux questions devrait découler de I'analyse des nombreuses obser-
vations relevées dans la littérature. Cependant cette étude permet de constater que le
poids des déductions auxquelles elle conduit est trés variable en raison de I’hétéro-
généité du matériel utilisé et des conditions de I'approche expérimentale. Aussi ai-je
sélectionné, puisqu’il parait raisonnable de leur accorder le meilleur crédit, les résultats
obtenus in vivo, sur des organismes entiers ou des cellules vivant dans leur milieu
naturel ou dans des milieux artificiels parfaitement équilibrés. Les exemples qui
suivent ont ét€ choisis selon ces critéres.

Arguments en faveur d’une régulation post-transcriptionnelle
de la synthése protéique

Inhibition globale. — Les cellules d’ascite d’Ehrlich répondent & la suppression
d’un acide aminé dans le miliev de culture par un blocage de I'initiation des chaines
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polypeptidiques qui se traduit par la désagrégation des polysomes (Pain et Henshaw,
1975). Les messagers s’accumulent sous la forme de particules ribonucléiques libres
qui peuvent étre réassociées aux polysomes lorsque I'acide aminé est réintroduit dans
le milieu. Ces phénoménes se produisent en I'absence de toute synthése d’ARN.

Inhibition sélective. — La dégradation sélective des messagers peut parfois &tre
observée. Ainsi en est-il des ARNs messagers des histones lors de I'inhibition de la
replication de I'’ADN par le cytosine-arabinoside chez les cellules HeLa (Borun et al.,
1975). Dans ce cas, bien que la durée de vie habituelle de ces molécules soit de plusieurs
heures, il n'existe plus de messager histone traductible une demi-heure aprés I'intro-
duction de l'inhibiteur.

Un autre exemple est fourni par les cellules infectées par le poliovirus. On observe
dans ce cas une chute rapide de la synthése des protéines de I’hdte alors que les mes-
sagers viraux sont activement traduits (Rose et al., 1978). Cependant les messagers
de I’héte une fois extraits, peuvent &tre traduits dans des systémes acellulaires aussi
efficacement que ceux des cellules non infectées.

Stimulation globale. — Chez I'oursin, deux phénomeénes plaident en faveur du
contrdle cytoplasmique de la synthése protéique. D’une part, dans les deux heures qui
suivent la fertilisation, celle-ci est activée de maniére importante sans qu’il y ait syn-
thése d’ARN messager (Hilfle et Albers, 1979). Le nombre des ribosomes est multiplié
par 25. D’autre part la vitesse globale de synthése augmente de plus de 100 fois entre
I’éclosion et la gastrulation. L’accroissement de la vitesse d’élongation est en partie
responsable de ce phénoméne.

De mé&me, 'addition d’hémine & une suspension de réticulocytes intacts provoque
une augmentation de la synthése de globine (Ochoa et de Haro, 1979) bien que ces
cellules ne puissent synthétiser d’ARN. On observe simultanément une augmentation
de la taille et de la quantité des polysomes.

Modulation sélective. — La moisissure Dictyostelium discoideum fournit un exemple
rigoureusement analysé de la modulation de la synthése protéique (Alton et Lodish,
1977). Chez cet organisme la différenciation peut étre déclenchée par le jelGne. En
quelques minutes, la synthése de 5 protéines est totalement arrétée alors que celle
d’autres protéines est ralentie. Le nombre des ribosomes libres s’accroit ; la taille
moyenne des polysomes est diminuée. La distribution des messagers est altérée ;
30 p. 100 des molécules ne sont plus attachées aux ribosomes. Cependant la quantité
de messagers traductibles in vitro n’est pas modifiée. En particulier, les protéines non
synthétisées in vivo peuvent &tre synthétisées dans un milieu acellulaire. Tous ces phé-
noménes sont réversibles et il n’y a pas de dégradation particulierement élevée ou
sélective des ARNs messagers.

Stockage des ARNs messagers. — Le stockage des messagers dans un état non tra-
ductible est un fait bien établi, couramment observé dans les organismes quiescents.
Un bon exemple en est donné par les cystes d’Artemia salina (Grosfeld et Littauer, 1975 ;
Sierra, Filipowicz et Ochoa, 1976) qui avant hydratation ne synthétisent pas de pro-
téines et renferment au sein de particules ribonucléoprotéiques des ARNs messagers
qui, en cet état, ne dirigent pas la synthése protéique in vifro mais deviennent parfaite-
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ment actifs lorsqu’ils ont été débarrassés des protéines qui les accompagnent. il
semble que le specire des protéines synthétisées dans ces conditions différe de celui
observé lorsque le systéme est programmé avec du messager polysomal. Des formes
de stockage analogues ont été rencontrées chez de nombreuses cellules végétales
(lhle et Dure Ill, 1969) et animales (Civelli ef al., 1976 ; Buckingham et al., 1974).

Puisque ces résultats, obtenus dans des systémes biologiques intacts, sans mettre
en ceuvre de manipulations biochimiques dénaturantes, montrent de maniére uni-
voque qu’il peut y avoir un écart sensible, temporaire ou permanent, entre la nature,
la quantité et les proportions des protéines réellement élaborées et celles des protéines
potentiellement inscrites dans les séquences des ARNs messagers présents dans le
cytoplasme, je concluerai que la cellule peut, grace a la souplesse d’utilisation de son
appareil de traduction, interpréter les messages qui lui sont transmis et en tempérer
'urgence et la rigueur.

L’analyse bibliographique montre que, des trois étapes qui conduisent & I'élabo-
ration des chaines polypeptidiques : initiation, élongation et terminaison, c'est la
premiére qui a été le plus souvent invoquée pour expliquer les modifications observées
dans le rythme et I'orientation de la synthése protéique. Il convient donc de définir
I« initiation », de caractériser les macromolécules qui y participent et d’analyser
leur contribution aux différentes étapes de ce processus.

On entend par « initiation » I'ensemble des mécanismes qui associent le tARN
initiateur acylé par la méthionine, '’ARN messager et les deux sous-unités riboso-
males (40 S et 60 S), en un complexe dans lequel les rapports des différents composants
sont rigogreusement déterminés par la reconnaissance réciproque de sites structuraux
spécifiques. Ces associations sont réalisées grdce & I'intervention de facteurs protéiques
multiples, agissant de maniére catalytique. Ces mécanismes nécessitent un apport
d’énergie sous la forme d’ATP et de GTP.

Macromolécules protéiques- impliquées dans I’« initiation »

Les facteurs d'initiation constituent une famille de protéines obtenues par extrac-
tion saline des ribosomes. Ces préparations brutes ont été décomposées en 7 consti-
tuants, pour la plupart purifiés, dont certaines caractéristiques moléculaires ont été
établies (Schreier, Erni et Staehelin, 1977), et dont les propriétés fonctionnelles spéci-
fiques ont été déterminées en mesurant |'effet de V’addition de chacun d’eux & des
milieux acellulaires minutieusement reconstitués (Trachsel et al., 1977). La nomencla-
ture la plus récente utilise I'abréviation générale elF (eucaryotic initiation factor)
suivie d’'un numéro et éventuellement d’une lettre pour désigner les différents facteurs
d’initiation et leurs sous-groupes.

Le facteur elF-2 se compose de 3 sous-unités dont les poids moléculaires approxi-
matifs sont respectivement 38 000 (sous-unité o), 48 000 et 52 000 daltons. Sa présence
est indispensable pour associer le tARN initiateur acylé, la particule 40 S et le GTP. Le
facteur elF-3 qui a un coefficient de sédimentation de 15S a une structure particu-
lierement complexe et comprend au moins 9 sous-unités dont les poids moléculaires
s’échelonnent entre 35 000 et 160 000 daltons. Les facteurs elF-4 A, elF-4 B et elF-4 C
sont monomériques. Leurs poids moléculaires respectifs sont de 50 000, 82 000 et
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19000 daltons. elF-3, elF-4 A, elF-4B et elF-4 C permettent, en présence d'ATP,
l'vnion de I'’ARN messager au complexe [Met-tARN initiateur . 40 S . GTP]. L’asso-
ciation de ce dernier a la particule 60 S est catalysée par le facteur elF-5 constitué
par une seule chaine protéique de poids moléculaire 160 000 daltons. Elle s’accom-
pagne de I'hydrolyse du GTP ; le complexe fonctionnel final est donc constitué par
I'association [80 S . Met-tARN i .40 S . GTP]. Ces données qui fournissent une
image simplifiée de Vinitiation dans son ensemble nous laissent cependant ignorants
de la nature des signaux reconnus par les différentes molécules et des contacts qui
s'établissent entre elles.

Macromolécules nucléiques impliquées dans '« initiation »

ARN messager.

Aprés leur passage dans le cytoplasme les ARNs messagers eucaryotiques qui
ont subi leur maturation dans le noyau se présentent comme une séquence nucléoti-
dique de longueur variable que 'on peut diviser artificiellement en divers fragments,
échelonnés de I'extrémité 5 & I'extrémité 3'. L'extrémité 5 est caractérisée par la
présence d'une structure particuliere dénommée « cap » dont la forme générale est
m’Gppp Xm-Ym-Zp (Shatkin, 1976), et dont les particularités sont les suvivantes :

— Le résidu 7-méthyl guanylique terminal et I'avant-dernier nucléotide sont unis
par leurs groupes 5’-hydroxyl, par I'intermédiaire d’un pont triphosphate.

— La méthylation de la guanosine en position 7 a pour conséquence I'acquisition
d’une charge positive qui neutralise partiellement les groupements phosphate.

— Les résidus X et Y peuvent &tre méthylés sur le ribose. Cette modification stabilise
les liaisons 3’-5. Les bases X et Y peuvent &tre une quelconque des 4 bases classiques.
De plus X peut &tre représenté par la 6-méthyladénine.

On distingue trois types de « cap » : le « cap 0 » ne posséde pas d’autre méthyla-
tion que celle du résidu guanylique terminal ; le « cap 1» a une méthylation supplé-
mentaire sur le ribose de I'avant-dernier nucléotide ; le « cap 2» est encore plus
modifié puisqu’il présente une méthylation additionnelle sur le ribose de I’antepénul-
tieme nucléotide.

Faisant suite au « cap » se trouve une séquence dite « leader » dont la longueur
peut varier entre approximativement 20 et 120 nucléotides et qui s’'étend jusqu’au
premier triplet AUG. Cette séquence ne sera pas traduite.

On trouve ensuite la séquence significative, traduite, débutant par le triplet AUG
et limitée & son exirémité 3’ par un ou plusieurs signaux de terminaison.

Enfin, en aval des signaux de terminaison, s'étend & nouveau une séquence non
traduite, de longueur variable, prolongée par un segment polyadénylique terminal
constitué de 50 & 100 résidus. Quelques exceptions sont rencontrées : certains messa-
gers viraux sont dépourvus de « cap » (Nomoto, Lee et Wimmer, 1976). Les messagers
des histones n'ont pas de poly A (Wilson et Melli, 1977).

[l semble exister une différence essentielle entre les procaryotes et les eucaryotes
(Grunberg-Manago et Gros, 1977) en ce qui concerne le mécanisme de Pinitiation.
Chez les premiers, ['association du messager au complexe ternaire [fac-
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teur. GTP. Met-tARN f] précéderait la fixation de la particule 30 S. Le messager
disposerait donc déja d’un point d’ancrage précis constitué par I'appariement d'un
triplet AUG avec I'anticodon du tARN initiateur. La particule 30 S pourrait alors
se mettre en place par rapport & ce point de repére. Chez les eucaryotes, au contraire,
la particule 40 S s’associe au complexe ternaire avant la fixation du messager. L’asso-
ciation de I’ARN messager & ce complexe débuterait par la reconnaissance du cap et
la particule 40 S migrerait ensuite le long du messager (Kozak, 1978) jusqu’a ce que
I'anticodon du tARN initiateur vienne s’emboiter dans le premier codon AUG ren-
contré. Cet appariement verrouillerait définitivement le complexe et permettrait la
fixation de la particule 60 S.

Il semble donc que les particularités structurales du messager susceptibles d’inter-
venir dans la régulation de I'initiation doivent &re principalement recherchées dans
les séquences comprises enire I'extrémité 5’ et le codon initiateur. Les modifications
observées dans la nature du « cap» peuvent moduler son affinité pour la particule
40 S ou plutdt pour la protéine dite « cap binding protein» (24 000 daltons) qui
gouverne |’association de ces deux composants (Sonenberg et al., 1978).

Les diverses situations évoquées plus haut, quant & la nature des nuciéotides X
et Y et a I'étendue des méthylations rencontrées au niveau du « cap » montrent qu’il
existe la des possibilités de modulation de I'affinité. En fait, chez certains virus synthé-
tisés dans des cellules traitées par l'interféron, qui contiennent un inhibiteur de la
méthylation, les formes hypométhylées de I’ARN viral sont moins efficacement tra-
duites (Baglioni, 1979).

Le fragment « leader », chez les eucaryotes, ne présente pas de particularités
structurales précises et & la différence de ce qui est observé chez les procaryotes
(Steitz et Jakes, 1975) les appariements entre la séquence nucléotidique qui précéde
le codon initiateur et I'extrémité 3" de I’ARN ribosomal 18 S sont fortuits et imparfaits.
Les ARNs messagers qui bénéficient de tels appariements peuvent cependant &tre favo-
risés par rapport & leurs congénéres. Par contre, si le mécanisme proposé ci-dessus
est exact, aprés avoir reconnu le « cap», la particule 40S parcourra sur foute sa
longueur la séquence « leader> et pourra n’étre pas indifférente aux séquences
qu’elle rencontre, certaines pouvant stimuler sa migration et d'autres provoquer son
détachement.

tARN initiateur.

Cette molécule ne semble pas, du moins par ses particularités structurales, sus-
ceptible de moduler le processus de Pinitiation, puisque la quasi-universalité de sa
structure parait établie dans le régne animal (Singhal et Fallis, 1979). Tout au plus,
peut-on constater en consultant les séquences connues des ARNs messagers, que
{"association de son anticodon avec le codon AUG est trés souvent renforcée par un
appariement G-C contigu.

Il est bien certain qu’il ne nous est permis de raisonner pour I'instant que sur des
phénoménes immédiatement apparents comme la complémentarité des séquences
nucléiques, ignorant tout des associations protéines-acides nucléiques, cependant
essentielles, puisqu’elles interviennent dans la reconnaissance des messagers et du
tARN initiateur par les différents facteurs et les protéines ribosomales. Dans ce
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domaine, de grands progrés ont été réalisés chez les procaryotes au cours des cing
derniéres années grdce & l'utilisation de techniques hautement résolutives (Cantor,
1979 ; Lake, 1979 ; Schulman, 1979). 1l nous faudra cependant attendre de longues
années pour atteindre chez les eucaryotes le m&me niveau de connaissance.

« Translational control RNA ».

J'ai évoqué plus haut 'existence de particules ribonucléiques messagéres dans
lesquelles I’ARN messager semble stocké sous une forme intraductible mais potentiel-
lement active. L'intervention d’oligonucléotides (Lee-Huang et al., 1977) ou d’acides
nucléiques de petite taille (Bester, Kennedy et Heywood, 1975) a été invoquée pour
expliquer ce phénoméne. Le modéle le plus élaboré a été proposé par ces derniers
auteurs sous le nom de tcRNA (translational control RNA). Au cours de sa maturation
dans le noyau, la fragmentation du messager donnerait naissance a une molécule qui
possederait & la fois une séquence polyuridylique et des structures de reconnaissance
complémentaires de I'extrémité 5’ du messager dont elle est issue. Ces doubles possi-
bilités d’appariement lui permettraient d’inhiber spécifiquement la traduction de
I'’ARN messager en le circularisant. Bien que I'existence du tcRNA soit encore insuf-
fisamment étayée et que le mécanisme présenté soit hypothétique, I'établissement d’un
lien entre la structure du précurseur d’'un ARN messager et le contréle cytoplasmique
de son expression permettrait de comprendre des stimylations et des inhibitions appa-
remment sélectives de la synthése protéique et jusqu’ici inexpliquées.

Mécanismes générauvx impliqués dans le contrdle de I’initiation

Fai volontairement exclu de ce chapitre I'analyse détaillée de tous les cas parti-
culiers recensés dans la littérature. Je pense qu’il est nécessaire d’interpréter ces
données hétérogénes & la lumiére des résultats obtenus au cours de I'étude approfon-
die de quelques systémes favorables qui a permis de mettre en évidence un nombre
limité de mécanismes biologiques de portée générale. Je décrirai donc la régulation
de la synthése protéique dans les lysats de réticulocytes et dans les cellules animales
traitées par I'interféron. Je m’efforcerai de montrer que les résultats acquis dans ces
deux systémes sont susceptibles de généralisation.

Lysats de réticulocytes.

Les lysats de réticulocytes incubés & 30 °C en présence d’hémine (I"hémine est le
groupement prosthétique de I'hémoglobine, protoporphyrine IX associée au fer |II)
synthétisent activement la globine a vitesse constante pendant plus d'une heure. En
absence d’hémine, la vitesse de synthése décroit rapidement aprés quelques minutes,
puis se maintient & un niveau correspondant & 10 p. 100 de la vitesse initiale (London
et al., 1976). L’addition d’hémine, dans les minutes qui suivent le début de I'incubation,
permet de maintenir sensiblement le régime maximal. Mais si cette addition est différée
5 min, la récupération est toujours incomplete. Ces résultats ont été interprétés comme
témoignant de I'existence, dans les lysats, d’un proinhibiteur qui, en absence d’hémine,
est transformé, d’abord réversiblement puis irréversiblement, en inhibiteur activé
(HCI = haemin controled inhibitor) (Farrell et al., 1977).
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L’inhibition de la synthése de globine s’accompagne de la désagrégation des
polysomes, de la libération des chaines protéiques naissantes et de la disparition du
complexe ternaire [GTP . Met-tARN i . 40 §]. L’addition, au lysat dépourvu d’hé-
mine, du facteur d’initiation elF-2 restaure au moins partiellement la synthése de
globine (Clemens, 1976). Le proinhibiteur est une protéine qui a été purifiée (Ranu et
London, 1976). Il peut étre activé par incubation & 37 °C et par traitement avec les
réactifs des groupements thiol (Gross et Rabinovitz, 1972). L’inhibiteur activé, intro-
duit dans un lysat, reproduit, méme en présence d’hémine, les perturbations signalées
plus haut et le facteur elF-2 peut ici encore contrecarrer ses effets. L'action de I'inhi-
biteur dépend de la présence d’ATP. Cette protéine posséde une actlivité protéine-
kinasique et phosphoryle la sous-unité « de elF-2 (Das ef al., 1979). Il semble que cette
phosphorylation interdise sinon la formation du complexe d’initiation, du moins le
recyclage du facteur qui n’est donc utilisé qu'une seule fois et devient rapidement
limitant (Cherbas et London, 1976).

Selon de Haro, Datta et Ochoa (1978) le facteur phosphorylé ne pourrait étre
reconnu par une protéine dite ESP (elF-2 stimvulating protein) qui intervient lors dela
formation du complexe binaire [GTP . elF-2]. L'activation de I'inhibiteur et la phos-
phorylation de elF-2 s’accompagnent de I'apparition d’une protéine phosphorylée
qui peut bien étre I'inhibiteur activé lui-mé&me (Farrell et al., 1977). Le mécanisme du
contréle de I'inhibition est expliqué par Datta et al. (1977) de la maniére suivante :

— La transformation du proinhibiteur en inhibiteur activé est réalisée par I'intermé-
diaire d’'une protéine kinase cyclique AMP dépendante.

— L’hémine, qui a une grande affinité pour la sous-unité régulatrice de cette enzyme,
entre en compétition avec le cAMP et bloque son fonctionnement. Il n’y a donc pas
activation de I'inhibiteur en présence d’hémine.

— La globine, lorsqu’elle est synthétisée, se fixe & I'hémine et la détache de la kinase.
En absence d’hémine, la kinase activée par le cCAMP peut phosphoryler et donc activer
le proinhibiteur.

— Dans les conditions physiologiques, une activité phosphatasique latente serait
suffisante pour déphosphoryler I'inhibiteur activé et le facteur elF-2 (Safer et Jagus,
1979).

Cellules incubées en présence d'interféron.

Les interférons sont des glycoprotéines synthétisées par les cellules animales
aprés infection virale ou aprés induction par de multiples substances parmi lesquelles
fes ARN double-brin (ds ARN = double-strandel RNA) naturels ou synthétiques.
Ces protéines déclenchent dans la cellule un état antiviral et diffusent vers d’autres
cellules qui deviennent alors incapables d’assurer la multiplication des virus en raison
d’une inhibition relativement sélective de la traduction des messagers viraux (Baglioni,
1979). Dans les extraits de cellules traitées par I'interféron pendant quelques heures,
I'addition de trés faibles quantités de ds ARN (~ 20 ng/ml) provoque une inhibition de
la synthése des protéines virales comme de celles de I’héte. Les symptdmes biochimiques
observés sont, comme dans le cas des lysats de réticulocytes, la réduction importante
du complexe d’initiation [GTP . elF-2 . 40S . Met-tRNA i] et la phosphorylation de
la sous-unité « du facteur elF-2 (Lebleu ef al., 1976). On constate de plus une dégrada-



170 G. PETRISSANT

tion des ARNs messagers et une inhibition du mécanisme d’élongation. Ces phéno-
ménes peuvent étre expliqués ainsi :

— L'interféron induit dans la cellule la synthése de deux protéines enzymatiques.
L’une est une protéine kinase cAMP indépendante (DAl = double stranded activated
inhibitor) (Kimchi et al., 1979b), 'autre est une oligoisoadénylate synthétase (Minks
et al., 1979).

— L’activité enzymatique de ces deux protéines ne peut s’exprimer qu’aprés activa-
tion préalable par le ds ARN et I’ATP, vraisemblablement par I'intermédiaire de
protéine kinases ds ARN dépendantes (Ochoa et de Haro, 1979). Dans ces conditions
la protéine kinase DAI peut phosphoryler le facteur d’initiation elF-2 avec les consé-
quences que I'on sait et I'oligoisoadénylate synthétase, en présence d’ATP, catalyse la
synthése d'un polymére de I’AMP, comprenant 4 & 7 résidus, atypique par les liaisons
2'-5' phosphodiester qu’il renferme et de ce fait résistant aux ribonucléases. Cet oli-
gonucléotide est activateur d’une endonucléase préexistante dans la cellule, dite
ribonucléase F, qui dégrade essentiellement les ARNs messagers (Slattery et al., 1979).

— La phosphorylation du facteur d’initiation et la dégradation des ARNs messagers
sont en permanence contrebalancées d’une part par I'action d’une protéine phospha-
tase (Kimchi ef al., 1979a) et d’autre part par 'action d’'une phosphodiestérase spéci-
fique qui, dégradant I'oligoisoadénylate, désactive la ribonucléase F (Schmidt et al.,
1979), Par conire, une action parasite de cette phosphodiestérase aboutit a I'amputa-
tion de I'extrémité acceptrice des ARNs de transfert, équilibrée par I'action répara-
trice de la CCAase (ATP (CTP) : tRNA nucléotidyltransférase). Ceite dégradation
aspécifique pénalise les tARNs les moins abondants et a pu faire croire a une dispari-
tion sélective de certains tARNSs isoaccepteurs.

En résumé, dans les deux systemes étudiés, I'inhibition de la traduction résulte,
en premier liey, de l'inactivation par phosphorylation du facteur d'initiation elF-2,
Cette phosphorylation est assurée par deux protéines kinases cAMP indépendantes,
différentes, I'une constitutive chez les réticulocytes, I'autre induite dans les cellules
traitées par I'interféron. Ces deux enzymes sont elles-m&mes activées, chez les réti-
culocytes, par une kinase cAMP dépendante et chez les cellules traitées par I'interféron,
par une kinase ds ARN dépendante. Par contre, la régulation est apparemment plus
compléte dans le systéme « interféron» puisque I'action inhibitrice se manifeste
également au niveau des messagers polysomaux et du tARN. Elle est également mieux
modulée puisque ces actions lytiques sont enzymatiquement contrélées.

Ces différences s'atténuent et les mécanismes qui ont été décrits apparaissent
susceptibles de généralisation si I'on considére les faits expérimentaux suivants :

— Dans les lysats de réticulocytes, méme en présence d’hémine, I’addition de faibles
quantités de ds ARN naturel on synthétique permet I’activation d'un proinhibiteur qui
acquiert ainsi une activité protéine kinase et phosphoryle la sous-unité « de elF-2
(Levin, Petryshyn et London, 1980). A nouveau, I'inhibition qui en résulte peut étre
levée par addition de ce facteur. Bien que, dans les réticulocytes, les inhibiteurs,
activés en absence d’hémine et en présence de ds ARN aient la méme action, ce sont
deux protéines différentes (Ochoa et de Haro, 1979).

— Il existe dans de nombreuses cellules : hépatdcytes de rat (Delaunay et al., 1977),
cellules d’ascites d’Ehrlich (Clemens et al., 1976), cellules leucémiques de Friend (Pin-



Initiation chez les eucaryotes 171

phanichakarn, Kramer et Hardesty, 1977), des inhibiteurs semblables & I'inhibiteur
contrslé par ’hémine. Tous phosphorylent la mé&me sous-unité « de elF-2 sur le méme
résidu sérine comme le font également les inhibiteurs activés par le ds ARN (Ranu,
1980).

— Chez les réticulocytes, méme en présence d’hémine, il existe un faible niveau de
phosphorylation de elF-2 (Ernst et al., 1980). Ces cellules contiennent également une
protéine phosphatase capable de déphosphoryler ce facteur (Safer et Jagus, 1979).
— L'oligoisoadénylate synthétase est largement distribuée dans les cellules de mam-
miféres et 'oligoisoadénylate n’est pas 'apanage des cellules traitées par I'interféron.
Les quantités synthétisées par heure varient considérablement svivant I'origine de la
cellule, son état physiologique et les traitements qu’elle a subis. Il apparait que les tissus
en involution (glande mammaire pendant le sevrage, oviducte aprés suppression de la
stimulation cestrogénique) contiennent des quantités importantes de cet inhibiteur
(Stark et al., 1979).

Discussion.

Nous avons mis en lumiére quelques mécanismes généraux qui permettent a la
cellule de suspendre la synthése de protéines indésirables, d'utiliser, de stocker ou de
détruire suivant ses besoins les messages qu’elle regoit et de neutraliser par I'auto-
régulation de leurs activités antagonistes les armes dont elle dispose. L’appareil de
traduction étant & peu prés universel chez les eucaryotes comme en témoigne la possi-
bilité de faire synthétiser de la caséine de brebis par le germe de blé (Gaye et al.,
1977) ou de la globine de lapin par I'oocyte de xénope (Gurdon, Woodland et Lin-
grel, 1974), il ne faut pas s’étonner qu’un nombre limité de moyens identiques, sans
doute sélectionnés pour leur efficacité, soient mis a la disposition de toutes les cellules,
qu’il s’agisse pour elles de lutter contre les agressions virales, d’assurer la production
coordonnée et équilibrée des protéines qu’elles synthétisent, ou de réagir 4 une modi-
fication soudaine de leur milieu nutritif. Cette uniformité est rassurante car elle signi-
fie que la mesure d’un nombre limité d’activités enzymatiques permet d’apprécier la
réaction de toute cellule & des sollicitations apparemment différentes. Dans le cas des
protéines kinases, ia similitude rigoureuse de leur cible (Ranu, 1980) semble indiquer
que la phosphorylation de la sous-unité « de elF-2 est bien le but recherché et non un
épiphénoméne qui masque des altérations plus essentielles mais non encore décelées
du systéme de traduction. L’équilibre réalisé par I'action opposée des protéines kinases
et des protéines phosphatases rappelle les mécanismes d’activation et d’inactivation
utilisés dans la synthése et la dégradation du glycogéne (Villar-Palasi et Larner,
1970 ; Hers, 1976). Peut-&tre I'activation d’une nucléase par I'oligoisoadénylate ne
differe-t-elle pas fondamentalement de I'activation d’une protéine kinase par I’AMP
cyclique. On peut par ailleurs s’étonner de I'ubiquité de I'oligoisoadénylate synthé-
tase (Stark et al., 1979), une enzyme qui paraissait &re spécifiquement induite par
I'interféron et de son niveau particuliérement élevé, en tant que protéine constitutive,
dans les réticulocytes. Par contre son absence chez le xénope pourrait expliquer en
partie la grande stabilité des messagers injectés dans les oocytes de cet animal.

La solidité des mécanismes biochimiques que j'ai détaillés semble assurée par
la concordance des résultais obtenus dans de nombreux laboratoires. Pourtant ceux-ci
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aboutissent apparemment au court-circuitage ou & la destruction d’éléments néces-
saires & la traduction plutdt qu’a la régulation fine de cell-ci. On peut cependant
penser que les phénoménes observés en miliev acellulaire représentent les effets de
réactions enzymatiques dont les vitesses respectives sont imparfaitement contrdiées
et que dans les organismes intacts ces effets sont constamment afténués par un juste
équilibre entre des réactions antagonistes. Les vitesses d’initiation varieraient in vivo
dans des plages relativement limitées et ces variations pourraient engendrer une
véritable modulation de la traduction comme le suggére la théorie proposée par
Lodish (1976).

Cette théorie prévoit que dans tout systéme ou la vitesse d’initiation est modifiée
sans que soit altérée la vitesse d’élongation et de terminaison, les proportions relatives
des protéines traduites peuvent &re bouleversées. La différence d’affinité des divers
messagers pour les ribosomes fait que tout événement qui modifie la vitesse d’initia-
tion, dans le cas d’une stimulation, favorise la traduction des messagers & faible affi-
nité et dans le cas d’une inhibition, pénalise la traduction des mé&mes molécules. Ceci
explique les variations des rapports respectifs entre les diverses protéines synthétisées.
Ainsi la stimulation apparemment sélective de la synthése de certaines protéines ne
serait que la manifestation d’une stimulation globale dans un systéme peu actif. La
théorie de Lodish qui permet d’envisager de maniére relativement simple la possibilité
d’une régulation de la traduction est appuyée sur des faits expérimentaux précis et
explique bien, en particulier, les variations des quantités respectives des globiaes « et 8
qui ont souvent éé observées. Par contre elle se monire parfois défaillante. Elle ne
peut expliquer, par exemple, la compétition entre les messagers de I'héte et du virus
dans I'infection par le virus de I'’encéphalo-myocardite. Golini et al. (1976), utilisant
les équations de Lodish calculent que dans ce cas, la réduction aspécifique de la vitesse
d’initiation ne peut rendre compte que d’une faible variation du rapport protéines
virales sur protéines cellulaires, alors que les résultats expérimentaux montrent que
ce rapport est multiplié par 5. Cette anomalie peut toutefois s’expliquer par le fait que
le messager du virus de I'encéphalo-myocardite ne posséde pas de « cap ». Si l'infec-
tion virale a pour conséquence I’inactivation de la « cap binding protein» (Sonen-
berg et al., 1978), il s’ensuit que les messagers de I’hdte ne peuvent plus s’exprimer et
que la théorie de Lodish ne peut s’appliquer puisqu’il n’y a plus ici de compétition
réelle entre ces derniers et le messager viral. Les résultats de Sonenberg et al. (1980)
semblent confirmer cette interprétation.

Bien que I’hypothése d’une régulation de la traduction basée sur les seuls proces-
sus que j'ai évoqués paraisse simplificatrice ef insuffisante, 'intervention d’un méca-
nisme conduisant & une modification simple et réversible d’un élément catalytique
indispensable au déclenchement de la synthése protéique peut étre envisagée avec
intérét. Il faut toutefois que soient dissipées les incertitudes relatives & I'inactivation
réelle de elF-2, consécutive & la phosphorylation (Revel et Groner, 1978), et que soit (ent)
identifiée(s) la (ou les) molécule(s) qui dans les conditions physiologiques, intervien-
nent, & I'image de I’hémine ou de I'interféron, dans I'induction ou la stimulation des
activités enzymatiques impliquées dans le contréle de la traduction.

6¢ Réunion du groupe Développement I.N.R.A.,,
Clermont-Ferrand|Theix, 22-23 mai 1980.
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