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SOMMAIRE

Bien que les fonctions physiologiques classiques de 1’angiotensine II (AIl) au niveau
du systéme cardivasculaire ont €té caractérisées dans le passé (homéostasie eau-
électrolyte, effet inotrope positif sur le coeur, etc...), il est maintenant bien établi que
cette hormone agit également en tant que facteur de croissance pour certain type de
cellules du systéme cardivasculaire. Ainsi, I’All induit la synthese de protéines (effet
hypertrophique) dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les
cardiomyocytes sans induire la synthése d’ADN (effet hyperplasique). Puisque
certaines pathologies du systéme cardiovasculaire sont caractérisées entre autre par
I’hypertrophie des CMLV (telles que I’hypertension, la resténose etc...), il est
important, voir méme essentiel de comprendre et d’étudier les bases fondamentales de
la synthese de protéines induite par I’AIl. La synthése de protéines est d’ailleurs un
des principaux processus métaboliques de la cellule démontrant une régulation
complexe impliquant de nombreux facteurs protéiques. La protéine 4E-BP1 se lie au
facteur limitant de I’initiation de la traduction, eIF4E, ce qui a pour effet d’inhiber
I’initiation de la traduction. La phosphorylation de 4E-BP1 module négativement
cette liaison permettant ainsi la libération d’eIF4E qui peut alors se lier au facteur
elF4G pour former un complexe eIF4F fonctionnel et nécessaire pour débuter
Iinitiation de la traduction. Le but de nos travaux était tout d’abord de vérifier Ieffet
de I’AIl sur la phosphorylation de 4E-BP1 et ensuite de définir les voies de

signalisation qui modulent cette phosphorylation.

Nous avons démontré que I’All, par la stimulation du sous-type de récepteur AT,
induit la phosphorylation de la protéine 4E-BP1 d’une fagon dépendante du temps et
de la dose avec un effet maximum atteint & 15 min en présence de 100 nM d’AlL
Nous avons également déterminé que suite a la stimulation par I’All, 4E-BP1 est
phosphorylée sur au moins huit sites contenant des résidus sérine/thréonine. Cette
phosphorylation induite par AIl diminue I’affinité de 4E-BP1 pour elF4E ce qui

occasionne la dissociation du complexe 4E-BP1/eIF4E.
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Contrairement a ce qui avait été avancé antérieurement, la phosphorylation de 4E-BP1
semble se produire selon un mécanisme indépendant des MAP kinases de la famille des
ERK. Tout d’abord, les cinétiques d’activation de 4E-BP1 et de ERK1/2 sont
différentes et le PD 98059, un inhibiteur pharmacologique des MAP kinase kinases
MEK1/2 (donc de P’activation des ERKSs), ne bloque pas la phosphorylation de 4E-
BP1. De plus, ERK1 phosphoryle 4E-BP1 sur un seul site in vifro contrairement aux
huit sites observés dans nos études in vivo.

Dans le but d’identifier les voies de signalisations responsables de la phosphorylation
de 4E-BP1, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques de différentes voies
de signalisation. Nous avons observé une inhibition de la phosphorylation de 4E-BP1
induite par I’All suite au traitement des cellules avec les composés intervenant au
niveau des voies de la p70%*

(LY294002), de la protéine kinase C (PKC) (GF109203X et G66976) ainsi qu’avec le
chélateur de calcium BAPTA-AM. La diminution de I’affinité de 4E-BP1 envers

(rapamycine), de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K)

elF4E induite par I’AIl est également renversée suite aux traitements par ces

COmposes.

Selon les résultats obtenus par les analyses préliminaires de cartes phosphopeptidiques
réalisées suite au traitement des cellules avec les composés rapamycine, LY294002 et
Go66976, plusieurs voies semblent impliquées dans la phosphorylation de 4E-BP1 et
ce, en fonction de différents degrés puisque les sites de phosphorylation ne sont pas
tous affectés de la méme fagon. Une phosphorylation de base semble également

observable.

De plus en plus d’évidences attribuent un réle direct & I’ AIl dans la régulation de la
synthése de protéines. Les résultats obtenus lors de ces travaux peuvent en effet
définir un nouveau mécanisme par lequel 1’ AIl exercerait ses effets trophiques sur les
cellules musculaires lisses vasculaires. L’hormone agirait ainsi directement sur la
régulation de la machinerie traductionnelle, menant ainsi & une augmentation du taux

global de la synthése de protéines.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



A. Angiotensine II:

L. Caractéristiques:

L’angiotensine II (AIl) est le médiateur principal du systéme rénine-angiotensine
(SRA) {1,2}. La fonction principale du SRA est de maintenir I’équilibre hydro-
électrolytique du corps humain face 4 tout stress ou autres stimuli. Son role est de
controler la balance sodium/eau ainsi que la pression sanguine.

La réaction conduisant & la formation de I’hormone octapeptidique AIl débute par la
transformation du précurseur d’origine hépatique, I’angiotensinogeéne, en angiotensine
I, un décapeptide inactif, via un clivage enzymatique par la rénine. L’angiotensine I
est ensuite convertie en AII grice a I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE)
{3}. Ces réactions enzymatiques se produisent notamment au niveau du plasma, des
reins, du cerveau, des glandes surrénales, des ovaires ainsi qu’au niveau tissulaire {4}.

L’ All est donc produite de fagon systémique et locale {3}.

IL. Roles majeurs de Pangiotensine I1:

1. Actions biologiques et physiologiques de |’angiotensine II:

L’ Al était originalement caractérisée comme un octapeptide possédant une puissante
activit¢ de vasoconstricteur au niveau du systéme vasculaire {5}. L’AIl est
maintenant reconnue comme une hormone peptidique multifonctionnelle qui exerce
une multitude d’actions biologiques au niveau des systeémes cardiovasculaire, rénal,
nerveux central et périphérique {2}. Ses effets touchent également d’autres tissus
cibles tels que les glandes surrénales, le foie et les gonades {5}. L’AIl stimule une
variété de réponses physiologiques qui permettent de maintenir, entre autre, la

pression sanguine artérielle et les fonctions rénales {6}.

Le controle de la pression artérielle est assuré par I’action vasoconstrictrice de I’ All
sur I’ensemble du réseau artériel tant périphérique que coronaire. Certaines fonctions

cellulaires périphériques comme la réabsorption rénale de sodium, la contraction des



myocytes cardiaques et des cellules musculaires lisses sont également controlées par

cette hormone.

L’AIl stimule par ailleurs la libération d’aldostérone par la glande surrénale, de
peptides vasoactifs par ’endothélium vasculaire et de catécholamines au niveau du
systéme nerveux autonome sympathique {1,2,7}. Ces fonctions contribuent a
maintenir ’homéostasie vasculaire lors de stress tels qu’une hémorragie, une
déshydratation ou encore simplement un changement de posture {6}. L’AIl empéche
€galement la recapture de la noradrénaline au niveau post-synaptique. En plus des
effets périphériques d’All sur la régulation cardiovasculaire et sur ’homéostasie des
fluides, I’AII agit au niveau du systéme nerveux central, pour régler la pression
sanguine, certaines sécrétions hormonales (vasopressine, catécholamine), la soif et le

comportement {1,5}.

L’All induit une hypertrophie cellulaire accompagnée d’une augmentation de la
synthése d’acide ribonucléique (ARN), d’une synthése de protéines ainsi qu’un
accroissement de la taille et du contenu des cellules. Cependant, I’AIl ne provoque
pas d’hyperplasie puisqu’aucune augmentation de la synthése d’acide

désoxyribonucléique (ADN) ni du nombre de cellules a été observée {8-12}.

2. Effets de I’angiotensine II sur la croissance cellulaire:

L’AIl stimule la croissance de plusieurs types cellulaires tel que, les CMLYV, cellules
corticosurrénales, fibroblastes, myocytes cardiaques, cellules mésangiales, cellules

endothéliales et les cellules de la microvascularisation coronaire {8,11,13,14}.

La paroi vasculaire est un organe actif, composé de cellules endothéliales, de CMLV,
et d’autres types de cellules selon le segment vasculaire spécifique (ex: fibroblastes).
Cette paroi n’est pas statique et ses composantes vasculaires augmentent de fagon
dynamique et/ou se réorganisent en réponse aux stimuli physiologiques ou

pathologiques {15}. Les CMLV constituent la principale composante des vaisseaux



sanguins, repésentant la voie convergente des divers changements dynamiques de la
structure de la paroi vasculaire {12}. Bien que parfois bénéfiques, les changements de
la structure vasculaire ménent souvent & des pathologies cardiovasculaires {15}. Par
conséquent, beaucoup d’efforts sont apportés pour élucider les mécanismes qui
contrdlent la croissance et la production de la matrice extracellulaire par les CMLV.

Le traitement des CMLV par I’AIl augmente la production locale de facteurs
autocrines et paracrines tels que le TGFp (transforming growth factor-g), le PDGF
(platelet derivated growth factor) et 'ET (endothéline), ce qui suggére que I’All peut

aussi affecter la croissance cellulaire de fagon indirecte {15,16}.

3. Pathologies:

Les pathologies cardiovasculaires telles que I'hypertension artérielle, I’athérosclérose,
I’angiogénése et la resténose sont caractérisées par une croissance aberrante des
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) {6,11,14,17-20}. L’All est impliquée
dans le contrdle de la croissance des CMLV, ce qui lui confére un rdle considérable au
niveau de ces pathophysiologies vasculaires, rendant ainsi trés importante I’étude du

role, des actions et des implications de cette hormone {17}.

III. Récepteurs de I’angiotensine II:

1. Caractéristiques des récepteurs AT: et AT2 (voir Tableau I):

Les effets physiologiques d’All dépendent de la liaison de 1’hormone avec des
récepteurs spécifiques.  Deux sous-types de récepteurs pharmacologiquement
distincts, nommé AT; et AT, . ont été identifiés a ’aide d’antagonistes non-
peptidiques sélectifs, c’est-a-dire, le DUP 753 pour AT, et le PD 123319 pour AT,
{1}.

La distribution de ces récepteurs varient en fonction de ’espéce. Au stade adulte,
chez ’homme, le singe, le lapin, le boeuf et le rat, le récepteur AT, est majoritaire dans
un grand nombre de tissus ou d’organes, particuliérement au sein du systeme

cardiovasculaire (aorte, artéres pulmonaire et rénale, muscle lisse vasculaire, coeur)



Tableau I :

Propriétés des sous-types de récepteurs de I’angiotensine II:

AT, AT,

Ordre de puissance Saralasine > All > Alll Alll 2 All 2 Saralasine

Losartan (DuP 753);

Antagonistes sélectifs EXP3174; DuP532; PD123177; PD123319;
L-158809 ; SK&F 108566; PD121981; PD124125
GR117289; TCV-166

Effets des agents - Inactivation Augmentation
réducteurs
Couplage Oui Oui/Non

aux protéines G

LAdénylyl cyclase

TPLC LGMPc
Voies de TPLA, TPLA,
signalisation TPLD TlTyrosine phosphatase
TPhosphorylation
de tyrosine
359 acides aminés 363 acides aminégs,
Structure 7 domaines 7 domaines
transmembranaires transmembranaires
Masse moléculaire = 60kDa = 70kDa

All= angiotensine ll; Alll= angiotensine lll.

Tableau tiré de Chassagne et coll., 1996 {1}.



ainsi qu’au niveau des poumons, du cortex rénal et surrénalien, du cerveau et du foie.
Le sous-type AT, dont la synthése est restreinte, se retrouve, en plus faible quantité,
dans la médullosurrénale, I'appareil reproducteur féminin ainsi que dans certaines
régions définies du cerveau {9,21,22}. Par contre, AT, serait le sous-type majeur

exprimé dans les cellules musculaires lisses embryonnaires et néonatales {9}.

Le sous-type AT, est responsable de la grande majorité des effets physiologiques
classiques de I’AIl, dont les effets trophiques (la stimulation de la croissance de
plusieurs types cellulaires et la stimulation de la synthése de protéines), les effets
vasoconstricteurs, ainsi que les effets sur les systémes endocrine et nerveux central
{7,21}. Le récepteur AT, pourrait jouer un réle au niveau des fonctions cérébrales et
de la reproduction chez 1’adulte {9,21} ainsi que dans la modulation des effets anti-
prolifératifs et vasodilatateurs de ’AIl. Le sous-type AT, a été impliqué dans le
phénomene d’apoptose, dans I’activation d’une tyrosine phosphatase et dans les effets

anti-prolifératif de I’ ATl {23-25}.

Les récepteurs AT, et AT, contiennent, respectivement 359 et 363 acides aminés. Ils
appartiennent a la grande famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires
qui sont généralement caractérisés par leur couplage aux protéines G
hétérotrimériques composées de trois sous-unités hétérologues, o, p and y {1,7}.
L’affinité de liaison du sous-type de récepteur AT, pour I’All est plus élevée quie celle
du sous-type AT;. Ces deux sous-types de récepteurs sont fonctionnellement distincts
avec seulement 30% d’homologie de séquence {6,26-28}. Le récepteur AT,, bien
qu’il appartienne a la méme famille de récepteur qu’AT;, est couplé aux protéines G
dans certains systémes {1}. Le mode de transmission du signal du récepteur AT, est

atypique comparativement aux autres RCPG.

L’¢€lucidation, par clonage moléculaire, de la structure du récepteur AT, a été réalisée
en premieur lieu par Murphy et coll. (1991) {26} et Sassaki et coll. (1991) {27}, alors
que la structure d’AT; a été résolue en 1993 par Inagami et coll. {22,28}. A la suite



du clonage moléculaire d’AT), ’isoforme AT;p a été identifié chez le rat et la souris
{22}. Les deux isoformes AT;s et ATip, retrouvés chez les rongeurs, sont trés
similaires puisqu’ils partagent 95% d’homologie au niveau de la séquence protéique
{29,30}. Le génome humain ne contient quant a lui, qu’un seul géne codant pour le

récepteur ATy, ce qui est également le cas pour le récepteur AT, {1}.

IV. Mécanismes de signalisation:

Les voies de signalisation relient les événements modulés par les récepteurs a la
surface de la cellule aux perturbations intracellulaires, allant des dommages causés a
I’ADN, aux changements de structure du cytosquelette, en passant par le transport des
vésicules et altération de I’activité des facteurs de transcription {31}. Plusieurs voies
de signalisation sont connues et un grand nombre de composantes qui relient les
récepteurs extracellulaires aux machineries de transcription et de traduction ont été
caractérisées. Nombre d’entre elles fonctionnent par le biais de cascades de
phosphorylation {32}. Il est important d’identifier les voies de signalisation
responsables de la phosphorylation des facteurs d’initiation de la traduction, des
facteurs de transcription et des différentes composantes de la machinerie cellulaire.
Cela devrait permettre d’éclaircir les mécanismes d’action des stimuli extracellulaires

et des proto-oncogénes qui affectent la prolifération cellulaire {32}.

1. Les familles de récepteurs:

Les stimuli extracellulaires exercent leurs différents effets sur la croissance cellulaire
par la liaison & des récepteurs spécifiques localisés & la surface de la cellule qui
entrainent leur activation. Ces récepteurs peuvent étre, entre autre, des récepteurs
tyrosine kinases (RTK), des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), des
récepteurs sérine/thréonine kinases, des récepteurs de cytokines {32}.

Plusieurs récepteurs associés aux hormones ou aux facteurs de croissance possédent
une activité tyrosine kinase intrinséque {33,34}. L’activation des récepteurs tyrosine

kinase 4 la surface de la cellule, par la liaison de ligands spécifiques, stimule ’homo-



ou I’hétéro-dimérisation du récepteur et/ou un changement conformationnel qui résulte
en une autophosphorylation de multiples résidus tyrosine dans la portion
cytoplasmique du récepteur {31}. La dimérisation du récepteur peut étre accomplie
par un ligand dimérique tel que le PDGF ou monomérique comme 'EGF (epidermal
growth factor). Une des premiéres tyrosine a s’autophosphoryler dans le récepteur du
PDGF est située dans le domaine d’activation de la kinase, ce qui accentue son

activité.

Les récepteurs couplés aux protéines hétérotrimériques liant le guanosine triphosphate
(GTP), appelées protéines G, constituent la grande famille de récepteurs a sept
domaines transmembranaires et modulent les réponses cellulaires en utilisant diverses
molécules de signalisation. L’élément de base du RCPG est composé de trois parties:
tout d’abord le récepteur qui lie le ligand du milieu extracellulaire; la protéine G
hétérotrimérique composée de sous-unités identifiées Go. et Gy, ainsi que I’effecteur
qui interagit avec les sous-unités dissociées pour moduler I’effet intracellulaire {35}.
Malgr¢ la diversité de ligands avec lesquels ils interagissent, les RCPG partagent une
structure tertiaire conservée caractérisée par sept domaines transmembranaires reliés
par des boucles intracellulaires et extracellulaires. Les trois sous-unités o, B et y des
protéines G sont assemblées de fagon stable lorsqu’il y a liaison de guanosine
diphosphate (GDP). L’interaction non-covalente entre le ligand et le récepteur lié 4 la
protéine G mene a I’échange du GDP pour le GTP qui se lie & Ge, occasionnant ainsi
son détachement de I’hétérodimere stable GPy qui lui est attaché 4 la membrane
cellulaire. Il en résulte la formation de deux unités, Go et GBy capables de régler la
signalisation intracellulaire {35}. La sous-unité Go est active seulement lorsqu’elle est
lice au GTP et peut étre inactivée par une GTPase intrinséque qui catalyse 1’hydrolyse
du GTP en GDP, ce qui représente I’étape limitante {31}. La réassociation

subséquente de Go. et Gpy provoque |’inactivation de la protéine G {35}.

La stimulation du récepteur AT, par la liaison d’All active de nombreuses voies de

signalisation via au moins deux classes de protéines G {1}. Les événements de



transmission du signal sont similaires & ceux observés lors de la stimulation par des
mitogénes ou par des cytokines et incluent 1’activation de la voie de la phospholipase
C (PLC) {7,36}, de la phospholipase D (PLD), de la phospholipase A; (PLA;), la
mobilisation du calcium (Ca®") {37}, Pactivation de la protéine kinase C (PKC)
{7,38}, la phosphorylation de protéines en tyrosine {18,39}, I’activation de protéines
kinases dont les MAP (mitogen-activated protein) kinases et la p70 S6 kinase
{7,22,40} ainsi que I’induction de proto-oncogénes {7,41}. La figure 1 représente
schématiquement les mécanismes de transmission du signal impliqués dans le contrdle
de la synthése de protéines par le récepteurs AT;. Ces différentes voies de
signalisation seront abordées dans les prochains paragraphes et sont bien illustrées par

cette figure {1}.

2. Voie des phosphoinositides:

L’implication des phosphoinositides dans la signalisation cellulaire a été¢ mise a jour en
1953. En 1975, Robert Michell suggérait que certaines hormones et transmetteurs,
qui agissent au niveau de récepteurs a la surface de la cellule mais n’activent pas
’adénylate cyclase, exercaient leurs effets en accentuant le taux de renouvellement des
phospholipides inositol {5}. Suivant cette hypothése, le premier événement de
signalisation constitue donc I’hydrolyse du phosphatidylinositol bisphosphate (PIP;)
produisant ainsi deux seconds messagers. La figure 2 résume les événements de la

voie de signalisation des phosphoinositides stimulés par le récepteur AT;.

La cascade d’événements menant 4 cette hydrolyse du PIP, débute par la liaison d’un
agoniste 4 son récepteur membranaire couplé aux protéines G, par exemple, lorsque
I’AIl se couple au récepteur AT;. Cette voie de signalisation est la principale et
également la mieux connue pour la transmission du signal impliquant I’ AIl. Ainsi, lors
de la liaison de I’AIl au récepteur AT,, la PLC-B est activée via une protéine G,
I’hydrolyse du PIP2 se produit, ce qui génére deux seconds messager, le 1,4,5-inositol
trisphosphate (IP;) et le 1,2-diacylglycérol (DAG) qui vont activer des voies de

signalisation différentes.
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Figure 1: Meécanismes de transmission du signal impliqués dans le contrdle

de la synthése de protéines par le récepteur AT,.

Schéma tiré de Chassagne et coll. 1996 {1}.
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Figure 2: Voie de signalisation classique des phosphoinositides stimulée par

I’angiotensine II via le récepteur AT, dans les cellules de muscle

lisse vasculaire.

Schéma adapté de Duff et coll,, 1995 {14}.
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La formation d’IP; stimule la libération du Ca** intracellulaire. En effet, I'IP; se lie &
son récepteur qui constitue un canal calcique situé dans la membrane du réticulum
endoplasmique de plusieurs types cellulaires dont les CMLV {42}. L’augmentation
rapide et transitoire {5} de la concentration de Ca" intracellulaire active une variété
de réponses cellulaires, comme la synthése et sécrétion d’aldostérone {43} et la
vasoconstriction {44}. L’élévation de la concentration intracellulaire de Ca®" est
également associée a la stimulation de la synthése de protéines dans plusieurs systémes

et I’All a besoin de cette augmentation pour induire la synthése de protéine {45}.

Le DAG quant a lui, peut effectuer deux roles distincts au niveau de la signalisation
cellulaire. Il peut tout d’abord étre clivé pour produire I’acide arachidonique, qui peut
étre considéré également comme un second messager, il peut agir comme précurseur
dans la syntheése des eicosanoides {5}. Le DAG active aussi directement les PKC
(protéine kinase C), une famille de sérine/thréonine kinases cytoplasmiques qui
s’associent & la membrane plasmique une fois activées {36}. La famille des PKC
phosphoryle les protéines sur les résidus sérine et thréonine et modifie ainsi leur
activité {7}. Les PKCs représentent une famille multigénique d’isoformes qui ont été
classifiées en trois sous-familles. Tout d’abord, la sous-famille des cPKCs
(conventionnelle) dépendante du calcium et la sous-famille des nPKCs (nouvelle)
insensible au calcium sont toutes deux modulées par les phospholipides, telle que la

phosphatidylsérine, le DAG et les esters de phorbol, tel que le PMA. 1l y a finalement
la troisieme sous-famille, les PKC atypiques (aPKCs) qui sont insensibles aux DAG,
aux esters de phorbol et au calcium. Le DAG est rapidement métabolisé et ne peut
étre responsable de ’activité de la PKC lors d’une réponse a long terme comme la
différenciation et la prolifération cellulaire. L’activité de la PLC et la production d’IP;
sont transitoires tandis que I’activité du DAG est biphasique et peut €tre soutenue
grice a l'implication de la phospholipase D (PLD) qui catalyse le clivage de la
phosphatidylcholine, qui constitue le phospholipide majeur de la membrane plasmique,
permettant ainsi la prolongation de la réponse cellulaire et la production de DAG dit

tardif {42}. En plus de la PLC et PLD, I’All active également la PLA; {5,7} et inhibe
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Pactivité de I’adénylate cyclase par I'intermédiaire d’une protéine Gi, ce qui a pour

effet de diminuer le taux d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) {21,46}.

L’activation de la PKC par I’ All dans les CMLYV stimule, entre autre, la contraction de
ces cellules. De plus, dans certains types cellulaires, son activation augmente la
transcription de génes spécifiques {38,42}. Des voies de signalisation dépendante et
indépendante de la PKC sont impliquées dans la régulation de la croissance des
CMLYV, indiquant que d’autres voies de signalisation doivent avoir un réle dans le

meécanisme de la transmission du signal de I’ AIL

3. L’AMP c¢yclique:

L’AMPc est un second messager retrouvé dans toutes les cellules procaryotes et
eucaryotes étudi€es jusqu’a maintenant. Son réle dans la signalisation intracellulaire
est important puisqu’elle est impliquée dans la régulation de la prolifération cellulaire
de nombreux types de cellules. L’AMPc peut jouer un rdle d’inhibiteur ou de
stimulateur de croissance et ce en fonction de I’origine de la cellule et de son stade de
différenciation. L’élévation de la concentration d’AMPc intracellulaire stimule entre
autre, la prolifération des cellules épithéliales, des hépatocytes et des cellules Swiss
3T3, mais produit I’effet contraire au niveau des fibroblastes, des cellules musculaires
lisses et de certaines cellules tumorales {47,48}.

Les effets de ’AMPc dans la cellule sont attribuables a 1’activation de la protéine
kinase AMPc-dépendante (PKA). La PKA phosphoryle les résidus sérine/thréonine de
substrats qui différent d’une cellule 4 ’autre. Dans sa forme inactive, la PKA posséde
deux sous-unités catalytiques et deux sous-unités régulatrices auxquelles se lie I’AMPc
lorsqu’il y a activation, provoquant ainsi la dissociation des sous-unités de la PKA.

Les mécanismes par lesquels ’AMPc module la croissance cellulaire sont encore
inconnus.  Certaines études ont suggéré que 1’AMPc inhiberait la prolifération
cellulaire en interférant avec 1’activation des MAP kinases. En fait, I’AMPc¢ inhiberait
la transmission du signal en empéchant I’activation du signal ras-dépendant provenant

de Raf-1 {49}. Une augmentation de la concentration d’ AMPc intracellulaire inhibe la
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synthése de protéines induite par une stimulation par 1’ AIl dans les CMLYV, sans pour

autant affecter I’activation des MAP kinases {12}.

4. Les MAP kinases:

La modification covalente de protéines par phosphorylation constitue la principale voie
par laquelle les récepteurs a la surface des cellules eucaryotiques transmettent les
signaux extracellulaires {33}. Plusieurs processus cellulaires sont modulés par
phosphorylation/déphosphorylation. Les divers substrats pour les protéines kinases
incluent, entre autre, les enzymes métaboliques, les facteurs de transcription et de
traduction, les protéines du cytosquelette, les régulateurs du cycle cellulaire ainsi que

d’autres protéines kinases et phosphatases {33}.

4.1. Généralité sur les MAP kinases:

Parmi les protéines kinases les plus importantes, on retrouve la famille des MAP
kinases, comprenant les ERKs, JNK/SAPKs et p38. Ces protéines appartiennent a la
grande famille des protéines sérine/thréonine kinases. Plus particuliérement, les MAP
kinases appartiennent & un groupe de proline-directed sérine/thréonine kinases puisque
la séquence consensus de reconnaissance pour leurs substrats est souvent composée de
la séquence proline-leucine-sérine/thréonine-proline {50-53}. Ces protéines kinases
sont activées rapidement en réponse a une grande variété de stimuli extracellulaires
impliqués dans la croissance cellulaire, la différenciation et la transformation,
{31,39,51,53-56} Ce sont des molécules clés dans le processus de signalisation
stimulé par les facteurs de croissance et de différenciation ainsi que pour les réactions
impliquées dans le cycle cellulaire {34},

Dans les cellules eucaryotes, il existe deux homologues des MAP kinases de la sous-
famille ERK bien caractérisés, nommés p44™ (ERK1) et p42™" (ERK2), qui sont
retrouveés et exprimés de fagon ubiquitaire dans les cellules {57-61}. Ces protéines

sont hautement homologues aux kinases SLT2, KSS1 et FUS3 de levure {58}.

4.2. Activation et inactivation de la cascade des MAP kinases:
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Les MAP kinases existent sous la forme déphosphorylée dans les cellules au repos ou
non-stimulées et deviennent actives seulement aprés avoir été phosphorylées sur des
résidus tyrosine (tyr, Y) et thréonine (thr, T). Ce type de phosphorylation double leur
confere un caractéere unique. Le site de phosphorylation se situe sur un
phosphopeptide unique, séparé par seulement un résidu et selon une séquence
régulatrice commune a toutes les ERKs, c’est-a-dire, -TEY-, ou E représente le
glutamate {34,58,62,63}. La phosphorylation de ces deux résidus provoquerait des
changements conformationnels permettant ainsi ’accés du substrat au site de liaison et
’activation des MAP kinases {64}. ERK3 constitue la troisiéme isoforme connue de
la famille de ERK. Cette protéine de 63 kDa posséde une séquence régulatoire
différente de ERK1 et ERK2 (c’est-a-dire -SEQ- plutdt que -TEY-, ou S représente
une sérine).

Moins directement reliée 8 ERK1/2, les membres de la famille des INK/SAPKs (Jun n-
terminal kinase/Stress activated protein kinase), sont impliqués dans la réponse des
cellules au stress plutot qu’aux facteurs de croissance {31,65-68}.

Plus récemment, une autre famille de protéines kinases activées par une variété de
stress environnementaux a été identifiee. Nommées p38/RK/MPK2/p38p, elles
semblent avoir une spécificité différente pour leur substrat que ERK1 et ERK2 {64}.
Bien que JINKs et p38s semblent étre réglées de fagon concordante, elles sont activées
par deux cascades d’événements différents {69}.

Collectivement, ERKs, JNKs et p38 kinase sont reconnues comme des MAP kinases,
possedant des séquences qui s’apparentent et démontrant un mode d’activation

commun, ¢’est-a-dire, une phosphorylation double en thr/tyr {69}.

L’activation des MAP kinases fait partie d’une cascade complexe de protéines kinases
et dépend de la phosphorylation par une enzyme unique a double spécificité appelée
MEK ou MAP kinase kinase (MAPKK) {58,70}. La figure 3 résume les événements
de la cascade des MAP kinases stimulée par les facteurs de croissance et I’ All dans la
CMLYV {14}. La protéine kinase MEK, qui est retrouvée sous deux types d’isoformes
nommés MEK1 et MEK2, démontre une trés haute spécificité pour les MAP kinases
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Figure 3: Stimulation de la voie des MAP kinases par les facteurs de
croissance et par ’angiotensine II dans les cellules de muscle lisse
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Schéma adapté de Duff et coll., 1995 {14}
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ERK et ne possede aucun autre substrat connu a ce jour. Cette enzyme ne reconnait
pas ERK dénaturée, pas plus que les peptides dérivant de ERK {33}. L’activation de
MEK est nécessaire et suffisante pour induire une prolifération ou une différenciation
cellulaire induite par la stimulation par des facteurs de croissance {31}. MEK est
contrdlée positivement par phosphorylation en ser/thr et est inhibée par I’action de la
phosphatase 2A qui déphosphoryle les résidus ser/thr {70}.

Raf-1 est une sérine/thréonine kinase, exprimée de fagon ubiquitaire, normalement
localisée dans le cytosol, ou elle est associée aux protéines HSP90 et HSP50 (heat-
shock protein 90 et 50). Ces derniéres semblent stabiliser la kinase et favoriser une
bonne interaction avec la protéine p21%**. La protéine Ras sert a recruter Raf-1 4 la
membrane puisque, I’activation de Raf-1 nécessite une interaction avec la membrane
plasmique et la phosphorylation d’acides aminés clés {31,33}. Raf-1 est également
réglée par phosphorylation sur des résidus ser/thr, lequel est induit par ’AIl dans les
CMLV. La protéine Ras détient un réle important dans la prolifération normale des

cellules, la différenciation et la tumorogéneése {50}.

4.3. Roéle des MAP kinases:

En réponse a un stimulus mitogénique extracellulaire I’activation de ERK1/2 est rapide
et biphasique avec un premier pic 4 5 minutes, un retour au niveau de base apres 30
minutes et un second pic entre 1 et 2 heures, démontrant ainsi I’importance du role des
phosphatases {14}. Dans certaines cellules, 1’activation est par ailleurs soutenue
pendant plus de 4 heures {61}. Un des résultats nets de I’activation de la cascade de
ERK est une induction de génes précoces immédiatement transcrits menant a la
prolifération ou la différenciation cellulaire {71,72}. Les agents non-mitogéniques tels
que I'AIl, stimulent les MAP kinases de fagon transitoire, suggérant ainsi que la
prolifération cellulaire requiére une activation soustenue des MAP kinases {40,73-75}.
Grace a des études d’immunofluorescence, il a été possible de déterminer que les MAP

kinases sont retrouvées majoritairement dans le cytoplasme dans les cellules au repos.
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Cependant, une translocation nucléaire rapide est détectée aprés stimulation des
cellules par les facteurs de croissance. En effet, aprés une heure de stimulation, ERK1
est majoritairement retrouvée au niveau nucléaire. Cette accumulation est transitoire
puisque dés que les facteurs de croissance sont retirés, les MAP kinases retournent
vers le cytoplasme. Cette translocation semble caractériser le lien entre la surface de la
cellule et le noyau ou les génes sont transcrits {76}. Les MAP kinases peuvent donc
phosphoryler des protéines nucléaires qui codent pour des facteurs de transcription,
tels que p62"“* /Elk-1, impliqués dans Pactivation de génes précoces comme c-fos qui

affecttent la régulation de la croissance {8,14,31,35,41,46,77,78}.

Un inhibiteur de la voie des MAP kinases ERK1/ERK2 a été développé récemment par
Dudley et coll. {79}. Ce composé, le PD 98059 [2-(2’-amino-3’methoxyphenyl)-
oxanaphthalen-4-one], inhibe sélectivement I’activation des MAPKK MEK1 et MEK2.
L’inhibition de MEK par le PD 98059 empéche I’activation des ERKs et la
phosphorylation subséquente des substrats de ces MAP kinases dans les cellules
intactes {79}. Cet inhibiteur pharmacologique s’avére donc un bon outil lors d’étude

impliquant la phosphorylation par les MAP kinases ERK 1/ ERK2 {80},

ERK1 et ERK2 peuvent étre inactivées in vitro par I’action de tyrosine ou de ser/thr
phosphatases, indiquant ainsi que la phosphorylation sur les résidus thr et tyr est
nécessaire a ’activation compléte de I’enzyme {31}. La tyrosine phosphatase CD45,
la ser/thr phosphatase 2A et la phosphatase a double spécificité MKP1 (MAP kinase
phosphatase 1) peuvent inactiver ERK1 et ERK2 in vitro {33,64}.

La phosphatase MKP1 semble trés intéressante étant donné sa double spécificité.
MKP1 est tres sensible & la dégradation et déphosphoryle les résidus thréonine et
tyrosine des MAP kinases de fagon spécifique {31,33}. Cette protéine nucléaire est
induite rapidement et transitoirement par une variété de stimuli tels que les facteurs de
croissance, le stress et I’augmentation d’AMPc {31}. 1l a été établi que 1’ AIl stimule

Iexpression de ’ARNm et la synthése de MKP1 {81} et Pinhibition de cette
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phosphatase maintient I’activation des MAP kinases dans les CMLV {82}. Cependant
de plus récentes informations semblent indiquer que dans les CMLV, MKP1 ne soit
pas la phosphatase inactivant ERK aprés 5 a 10 min de stimulation puisque a ces
temps, la phosphatase n’est pas encore détectable dans les cellules. Une dérégulation
de la balance kinase-phosphase peut résulter en une multitude d’effets sur la
croissance, incluant la prolifération et ’apoptose {11,83}.

En plus de ’action de phosphatases, ’inactivation des MAP kinases peut s’effectuer
par la désensibilisation et I’internalisation des récepteurs membranaires impliqués.
Cette diminution d’activité des MAP kinases peut également résulter d’une action
rétroactive négative par le jeu de phosphorylation/déphosphorylation de la cascade
ERK {31}.

La régulation de la prolifération cellulaire par les facteurs de croissance dans les
cellules eucaryotiques non-transformées se produit dans a niveaux dans le cycle
cellulaire: tout d’abord, au niveau de la transition entre le stade quiescent (GO) vers la
phase G1 et deuxiémement, au niveau de la progression a travers les différentes sous-
phases de G1 {84}. Le fait que les MAP kinases soient rapidement activées dans les
cellules quiescentes stimulées par des facteurs de croissance suggére une implication
possible dans la transition des phases GO a G1. L’activit¢ de ERK1 et ERK2 est
restreinte a la phase G1 du cycle cellulaire et I’entrée en phase S des fibroblastes, est
associ¢e avec leur inactivation, indiquant que la réplication de I’ADN ne requiere pas
lactivité des MAP kinases. Cette activité soutenue des MAP kinases durant la
progression dans le cycle cellulaire et ’inactivation a la transition G1 & S représentent
deux processus de régulation impliqués dans la réponse proliférative de la cellule face
aux signaux mitogéniques {70}. Cette activation pourrait également constituer un
facteur de décision pour la cellule entre "option d’initier le cycle cellulaire et celle de

se diviser ou encore celle de sortir du cycle et de se différencier{33}.

Le role précis de la cascade des MAP kinases n’est pas encore trés clair, mais son

implication dans la phosphorylation et la régulation de nombreuses composantes
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cellulaires a été démontrée. Les nombreux substrats de ERK1/2 sont cytoplasmiques
et nucléaires et correspondent a des protéines associées a la membrane comme le
récepteur de 'EGF, a des molécules de signalisation telle que la phospholipase 2A
cytosolique, a des facteurs impliqués dans la régulation de la synthése de protéines, a
des protéines nucléaires et a de nombreuses autres protéines kinases telles que p90™

(ribosomal S6 kinase) {31,85}.

4.4, Régulation croisée entre la voie des ERKSs et autres voies de signalisation:

L’organisation hiérarchique des voies MAP kinases explique les nombreues possibilités
d’interactions & I'intérieur d’une méme voie ou de différentes voies de signalisation
entre elles. En effet, il est possible d’établir un lien entre les voies ERKSs et les voies
de signalisation de I’ AMPc. Dans certain type cellulaire, tels que les fibroblastes et les
cellules musculaires lisses, 1’élévation d’AMPcyclique suite 4 P’activation de la PKA,
inhibe la prolifération cellulaire et I’activation de la cascade des MAP kinase en
réponse a la stimulation, par des facteurs de croissance. Au contraire, une stimulation
de la prolifération cellulaire et une activation de la cascade des MAP kinases peut étre

obsrevé au niveau de cellules épithéliales, hépatocytes et Swiss 3T3 {33,86}.

5. Autres protéines kinases:

Il y a plusieurs voies paralléles par lesquelles le signal peut étre transmis. Plusieurs
cascades de phosphorylation sont activées de différentes fagons, en fonction du
stimulus particulier et du type cellulaire (ex: phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K),
PKC, phospholipases, p70%%, po0®**). Le degré d’activation d’une voie de
signalisation dépend du nombre de récepteurs activés et des effecteurs spécifiques qui

sont activés également {31}.

5.1. PI3K:
La PI3K, qui posséde deux sous-unités de 85 et 110 kDa, fait partie d’une famille de
protéines dont certain membres sont monomériques ou dimérique. La sous-unités

catalytique (p110) de cette protéine kinase peut étre divisée en trois classes principales
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basées sur la spécificité pour le substrat lipidique in vitro, la structure et le mode de
régulation {87}. Cette enzyme phosphoryle la position 3 sur le sucre inositol des
phosphotnositides mais est également une ser/thr kinase qui phosphoryle plusieurs
protéines dont sa propre sous-unité régulatrice p85 {31}. La phosphorylation de cette
sous-unité¢ régulatrice en tyrosine diminue [’activit¢ de I’enzyme PI3K {31}.
L’activation de la PI3K est impliquée dans de multiples réponses biologiques telles que
les réarrangements du cytosquelette, la migration cellulaire, la mitogénése, la
différenciation, la protection contre 1’apoptose et la stimulation de la synthése de
protéines {87-89}. Plusieurs enzymes sont activées en aval de PI3K dont certaines
isoformes de PKC, la p70°** et la ser/thr kinase AKT qui semble d’ailleurs étre une des
cibles les plus importantes de PI3K connues & ce jour {87,88}. L’antibiotique
wortmannine et le LY 294002 sont deux composés structurellement différents qui
inhibent I’activité de la PI3K {90-94}. Dans certains types cellulaires, la wortmannine
inhibe en plus I’activation des MAP kinases {90,95,96}.

La protéine ser/thr kinase AKT (aussi appelée protéine kinase B) est un homologue
cellulaire de ’oncogéne rétroviral v-akt qui est activé par la stimulation des récepteurs
tyrosine kinase et aussi des RCPG comme le récepteur AT, (Giasson, E. et Meloche,
S., manuscrit en préparation). La phosphorylation sur des résidus ser/thr semble étre
critique pour P’activité de AKT, ce qui suggére qu’une ou plusieurs kinases en amont
active AKT in vivo {87},

5.2. p70** et p9O*SX:

Le mécanisme par lequel 1’ AIl augmente la synthése de protéines n’est pas encore bien
compris, mais elle pourrait agir en partie par la stimulation de la phosphorylation de la
protéine S6, qui joue un rdle dans le contrdle de la synthése de protéines {11,17}. La
protéine S6 se situe au niveau de la sous-unité 40S du ribosome, ce qui lui permet
d’interagir avec directement avec les ARNm. Cette protéine est phosphorylée en
réponse a des agents mitogéniques, ce qui corréle avec I’activation de la traduction et
de la croissance cellulaire également, mais également avec le recrutement d’ ARNm et

ribosome en polysome {97}. Les ribosomes dont la protéine S6 est phosphorylée sont
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engagés plus efficacement et en plus grande quantité dans le processus de traduction
{98}. De plus, les ARNm qui possédent une séquence en 5’ riche en polypyrimidine
sont recrutés plus facilement au ribosome lorsque la protéine S6 est phosphorylée.
Quelques hypotheses ont été avancées pour expliquer ce phénomeéne, entre autre, au
niveau de I'interaction directe de la séquence en 5’ riche en polypyrimidine ou bien de
son interaction avec une protéine liée a cette séquence. Il est également possible que
la protéine S6 phosphorylée altére le site de liaison de ’ARNm de fagon telle que la
sous-unité 40S est en mesure de reconnaitre plus efficacement la séquence riche en
polypyrimidine {97}. La protéine ribosomale S6 peut étre phosphorylée in vitro, entre
autre par la PKA et la protéine p90™*, mais la principale kinase de la protéine S6 in

vivo est la p70°*

qui lui est hautement spécifique {99,100}. Les principaux substrats
de la p90®** sont plutét des facteurs des transcription et activité de cette enzyme est
modulée par phosphorylation, en partie contrélée par la voie des MAP kinases
{101,102}.

L’activité de la p70°*

est contrdlée par phosphorylation, suite a la stimulation de
récepteurs tyrosine kinase et récepteurs couplés aux protéines G. Dans les cellules
quiescentes, cette protéine démontre une faible activité qui est augmentée dés la
stimulation par des facteurs de croissance {103,104}. Il existe deux isoformes de
cette S6 kinase, tout d’abord une protéine de 70 kDa retrouvée principalement au
niveau du cytosol et une autre de 85 kDa retrouvée dans le noyau {105}. La p70°®
semble jouer un rdle critique dans les voies de signalisation menant & ’induction de la
synthése protéique induite par I’AIl dans les CMLV puisque I’AIl stimule
puissamment la phosphorylation et I’activation de cette enzyme dans ces cellules
{10,99,100}. La p70° est indirectement activée par la PI3K et également par la
PLCy dans certains types cellulaires. De plus, I’activité de p21™ est importante pour
I’activation de la p70 S6 kinase. Cette activation semblent étre modulée par certaines

isoformes de la PKC ou par p65™ %

{31,98}. La fagon dont le signal est propagé de la
PI3K vers la p70°* n’est pas encore tout a fait élucidé. La protéine mTOR ne semble

pas étre en amont de PI3K mais plutét au méme niveau et les PLCy, PKC et AKT



23

semblent faire partie de cette voie de signalisation {98}.

La rapamycine est un composé immunosuppresseur initialement caractérisé comme un
inhibiteur de la progression des cellule dans la phase G1 du cycle cellulaire. Ce
compose s’est également aveéré un outil puissant pour €claircir la voie de signalisation
réglée par les facteurs de croissance qui méne a 'augmentation de la traduction

S6K

d’ARNm spécifiques {98}. La rapamycine inhibe ’activité de la p70™" sans affecter

la poO®

ou encore les MAP kinases {89,90,106}. Une concentration de rapamycine
suffisante pour inhiber complétement la p70™* cause seulement une inhibition mineure
de la traduction dans certain systéme, suggérant que cette protéine kinase n’est pas la
seule impliquée dans la stimulation de la synthése de protéine générale induite par une
hormone telle que I'insuline {88}. Cette méme dose de rapamycine inhibe de fagon
importante la synthése de protéine dans les CMLV {10}. Des études in vitro ont

démontré que la p70°**

n’était pas la cible principale de la rapamycine mais qu’il
s’agirait plutot de la protéine mTOR (mammalian target of rapamycin) aussi nommée
FRAP (FKBPI12-Rapamycin associated protein) . Cette protéine de 220 kDa est un

homologue structurel de la PI3K {107}.

6. Phosphorylation en tyrosine:

Des travaux effectués dans notre laboratoire ont montré que I’AIl induisait une
phosphorylation en tyrosine de plusieurs substrats dans les CMLV. Le traitement de
ces mémes cellules avec la génistéine et I’herbimicine A, qui sont des inhibiteurs de
tyrosine kinases, a aboli I’effet de stimulation de la synthése de protéines induit par
I’AIl {18}. Cette voie de signalisation joue donc un réle critique dans ’hypertrophie
cellulaire des CMLYV.

Deux protéines ont été identifiées comme étant les substrats majeurs phosphorylés en

tyrosine suite a la stimulation par I’AIl dans les CMLV: la p125 %

et paxiline. La
p125™* (focal adhesion kinase) est une protéine kinase cytoplasmique retrouvée au
niveau des plaques d’adhésion focales de la cellule et la paxilline est une protéine du
cytosquelette associée également aux régions d’adhésion focale de la cellule en culture

{18}. Les protéines Pyk2 (focal adhesion-associated kinase) et Tyk2 (Janus kinase),
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récemment identifiées, sont également phosphorylées en tyrosine suite a4 une

stimulation par I’ AIl. {86}

La figure 1 résume les différents mécanismes de transmission du signal dans le contrdle

de la synthése de protéines suite & ’activation du récepteur AT, {1}.

B. Synthése de protéines:

I. Généralité et importance dans la cellule:

Les facteurs de croissance sont responsables du contréle de la croissance et du
développement cellulaire et modulent Pactivité de cibles spécifiques {108}. Les
meécanismes impliqués dans la croissance et la division cellulaire suite 4 une stimulation
des cellules étaient auparavant envisagés comme étant, tout d’abord, une série de
phosphorylations de protéines et atteignant le point culminant par I’activation des
facteurs de transcription. Le réle du contrdle traductionnel au niveau de I’expression
des génes semblait moins souvent considéré comme un événement important. Il est
maintenant reconnu que la transmission des signaux, au niveau de la régulation de la
croissance, implique directement la modulation de la vitesse globale de traduction. La
croissance et la division cellulaire sont intimement reliées au contrdle de la synthése

protéique {109},

La synthése de protéines est un des principaux processus métaboliques de la cellule
eucaryotique. Presque toutes les activités catalytiques de la cellule sont réalisées par
des protéines, le taux de synthése protéique a donc un impact sur tous les aspects du
métabolisme cellulaire {110}. La synthése de protéines est une partie intégrale de la
voie de ’expression génique et procure une importante contribution 4 la modulation
de I’expression de génes spécifiques. Etant un consommateur majeur d’énergie dans la
cellule, la synthése protéique doit étre intégrée dans I'ensemble de I’activité

métabolique de la cellule et ce, en contrdlant la vitesse de synthése globale {111},
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Le traitement de cellules quiescentes par des mitogenes induit une réentrée des cellules
dans le cycle cellulaire qui s’accompagne d’une augmentation de la synthése d’ARN,
de protéines et d’une duplication de la masse protéique avant la synthése d’ADN et la
division cellulaire. Une augmentation générale du taux de traduction est requis pour
I’entrée et le transit dans le cycle cellulaire {32,98,112,113}, suggérant que
I’activation de la traduction est un événement important dans la réponse mitogénique
{114}. La réentrée de cellules au repos (GO) dans le cycle est effectuée en réponse a
de nombreux stimuli extracellulaires activant de multiples voies de signalisation, qui
augmentent le taux de transcription et de traduction stimulant ainsi la prolifération
cellulaire {32}. En fait, méme une faible inhibition de la synthése de protéines cause
une accumulation de fibroblastes en phase G1 {98}. Le controle de la synthese de
polypeptides joue un role important dans la prolifération cellulaire et le taux de
traduction réfléte généralement I’état de croissance des cellules eucaryotes en culture
{108}. Le taux de synthése protéique augmente donc en réponse aux facteurs de
croissance, hormones et mitogénes, impliquant ainsi des événements de signalisation

transmembranaires dans le contréle traductionnel {98,115},

I1. Etapes et mécanismes de la traduction:

Le mécanisme de traduction de I’ARN messager se divise en trois phases: I’initiation,
I’élongation et la terminaison. Chaque phase est réalisée grace a I’action de facteurs
protéiques solubles qui interagissent transitoirement avec les ribosomes, I’ARNm et
I’ ARNt-aminoacyl. Ces facteurs sont nommés facteurs eucaryotiques d’initiation (eIF
pour eukaryotic Initiation Factor), d’élongation (eEF pour eukaryotic Elongation
Factor) et de relargage (RF pour Release Factor) {114}. L’étape limitante de la
synthése protéique est généralement I’initiation de la traduction {98,111}. Cette étape
représente le lieu majeur de la régulation de la synthése de protéines et ce
particuliérement par la phosphorylation des facteurs d’initiation. Des perturbations
dans I’étape d’initiation de la synthése de protéine affectent profondément la
croissance et le phénotype cellulaire {109}.

L’activité des eEF est également soumise a une régulation par phosphorylation mais le
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role de cette phase est moins bien défini {114}. Etant donné le role central que joue la
traduction des ARNm dans le contrdle de la croissance et du métabolisme cellulaire, ce
mécanisme implique une régulation hormonale précise. Les hormones peuvent agir a
long ou a court terme impliquant respectivement des changements au niveau des
facteurs de traduction et des ribosomes dans le premier cas et plutét au niveau de
I’activité des composantes traductionnelles dans la seconde option {114}. Bien que
plusieurs hormones et facteurs de croissance soient connus pour avoir un effet sur la
traduction, les mécanismes par lesquels ils agissent restent encore mal compris. La
figure 4 schématise les réactions impliquées dans P’initiation de la traduction et le
tableau II résume les fonctions des nombreux facteurs eucaryotiques impliqués dans la
traduction {116-118}.

1. Initiation de la traduction (figure 4):

Deux processus importants sont accomplis au cours de I’initiation. Premierement, un
ARNm est sélectionné par le ribosome parmi tous ceux disponibles, pour étre traduit.
En second lieu, le ribosome identifie le codon initiateur et commence la traduction

dans un cadre de lecture approprié. La figure 4 résume bien ces étapes {116}.

L’initiation de la traduction peut se diviser en quatre étapes majeures:
1. La dissociation des ribosomes en deux sous-unités 40S et 60S.
2. La liaison de PARNt-méthionyl (ARNt-met) & la sous-unité 40S pour former le

complexe de pré-initiation 438S.

W

. La liaison de ’ARNm au complexe de pré-initiation 43S pour former le complexe
d’initiation 488S.
4. La jonction du complexe d’initiation 48S & la sous-unité 60S pour créer le
complexe d’initiation 80S.
Dans la cellule, a4 des concentrations physiologiques de Mg®’, la forme 80S des
ribosomes prédomine dans un équilibre actif avec les sous-unités 40S et 60S

dissociées. Les facteurs d’initiation elF3, eIF3A et eIF1A viennent modifier cet
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Figure 4: Représentation schématique des différentes étapes de ’initiation
de la traduction chez les eucaryotes.

Schéma adapté de Morley et Thomas, 1991 {116}.
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Tableau II: Propriétés des facteurs eucaryotiques de la traduction

Nouvelle Ancienne Masse Sous- Activité Séq. Autres
nomenclature nomenclature  moléculaire  unités caractéristique connue commentaires
(kDa)
Native  SDS
Facteurs d’initiation
elF1 elF-1 15 15 Formation des Non
complexes
43S et 485
elF1A elF-4C 17 17 Association du Oui Alleles/
complexe 43S isozymes
elF2 elF-2 130 36 a Liaison GTP- Oui Site majeur
38 B dépendante de de régulation
55 4 I’ ARNt-met au
complexe 43S
elF2B elF-2B 272 26 o Echange GDP/GTP  Non
GEF 39 B pour elF2-GDP
58 it
67 3
82 8
elF3 elF-3 550 35 a Dissociation de 80S et  Non
36 B formation du
40 ¥ complexe 43S
44 8
47 s
66 3
115 n
170 6
elF3A elF-6 25 25 Dissociation du Non
ribosome et liaison 4
60S
elF4A elF-4A 45 45 Hélicase d’ARN, Qui  Fait partie de
ARN-dépendante elF4F,
elF4p ATPase et liaison isozymes
ARNm au 438
elF4B elF-4B 140 30 Stimule activité de Oui
cIF4A et eIF4F et

liaison ARNm au 43S
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Tableau I1: Propriétés des facteurs eucaryotiques de la traduction

Nouvelle Ancienne Masse Sous- Activité Séq. Autres
nomenclature nomenclature  moléculaire  umités caractéristique connue commentaires
(kDa)
elF4E CBP-1 25 25 Liaison 4 1a coiffe de Oui Site majeur
elF4a I’ARNm de régulation
Native SDS
elF4F cIF-4F 270 25 a Reconnaissance dela  Oui Site majeur
44 B coiffe, hélicase de régulation
220 ¥ d’ARN, ARN-
dépendante ATPase,
liaison ARNm au 43S
elF4G elF-4G 220 220 Protéine Non
d’échaffaudage
elF5 elF-5 60 60 Hydrolyse du lien
entre elF2-GTP
elF5A elF-4D 15 15 Stimule synthése du Oui Isozymes
1* lien peptidique

Facteurs d’élongation

¢EFla EF-la 51 51 Liaison GTP- Oui Isozymes
dépendante de
I’ ARNt-aminoacyl
eEF1py EF-1py 30 30 B Echange GTP/GDP  Oui
48 48 ¥ pour eEF-1a et recycle
eEF-1a
eEF-2 EF-2 95 95 Translocation au site Oui
P et GTPase

ribosome-dépendant
Facteur de terminaison

eRF RF 110 55 Terminaison Ouil Reconnait 4
nucléotides

Tableau adapté de Merrick, 1992 {117} et Voorma et coll., 1994 {118}
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équilibre en se liant aux sous-unités libres, empéchant ainsi la formation de la forme
80S, et générant une quantité substantielle de sous-unités 40S libres nécessaires pour
débuter I’initiation

{111,117},

La liaison de ’ARNt-met a la sous-unité 40S est une étape commune a tous les
ARNm. Les facteurs eIF2, eIF3 et eIF1A sont impliqués a ce niveau. eIF2 forme un
complexe binaire avec le GTP pour pouvoir se lier & 'ARNt-met et former un
complexe ternaire dont la formation est stimulée par eIF3. Ce complexe ira finalement
se lier a la sous-unité 40S formant ainsi le complexe de pré-initiation 43S qui est
stabilisé par eIF3 et eIF1A. 1l est généralement suggéré que ce complexe représente la

forme active de la sous-unité ribosomale {111,117}.

La troisiéme étape est représentée par la liaison de ’ARNm au complexe de pré-
initiation 43S et peut se faire selon deux modes. Tout d’abord, selon le modele par
balayage (scanning model), le ribosome se lie & I’extrémité 5°de I’ARNm et I’explore
de fagon linéaire dans le but de trouver le codon initiateur AUG. Tandis que selon le
modéle d’initiation interne (internal initiation), le ribosome se lie 4 une région interne
de I’ ARNm, soit directement au codon AUG ou trés prés et le cherche. Dans les deux
situations, la formation du complexe d’initiation 48S (ARNm/40S/ARNt-met)

nécessite I’hydrolyse d’ATP et implique un grand nombre de facteurs d’initiation.

Le modele par balayage est celui utilisé par la majorité des ARNm cellulaires.
Certaines particularités au niveau de I’ARNm sont par contre importantes et
nécessaires pour ce modéle. TUne des caractéristiques ubiquitaires des ARNm
cytoplasmiques des cellules eucaryotiques est la présence en 5° d’un résidu 7-méthyl-
guanosine, nommée 5’-coiffe ou stucture en coiffe, qui est liée au prochain nucléotide
par un groupe 5’-5’triphosphate (m’GTP) {108,110,114}. La présence et
I’accessibilité de cette structure unique en coiffe est la premiére de ces particularités

essentielles pour le modéle par balayage. Cette propriété structurelle facilite la liaison
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de I’ARNm au ribosome {111,119}. Les structures secondaire et tertiaire de I’ARNm
sont également importantes puisque selon leur stabilité et leur position, elles peuvent
favoriser ou non la traduction. L’emplacement du codon initiateur, qui est presque
toujours AUG, détermine 1’efficacité du balayage du ribosome. Enfin, la présence et la
longueur d’une suite d’adénosine en 3’de I’ ARNm (nommée queue de poly A en 3°)
vient augmenter !’efficacité de traduction {111}. Le modéle par balayage représente
en fait la traduction dépendante de la coiffe. La liaison de I’ARNm au complexe 43S
pour former le complexe d’initiation 48S nécessite de ’ATP et au moins quatre
facteurs d’initiation (eIF4A, eIF4E et elF4G, qui compose le complexe elF4F, et
elF4B) en plus de elF3, elF1A et elF2 qui sont déja liés a la sous-unité 40S. La
formation du complexe 48S, qui représente I’étape limitante de Iinitiation de la
traduction, est réglée par différentes conditions physiologiques en étant étroitement
reliée au stade de croissance de la cellule {32}. La suite d’événements exacte menant
a la formation du complexe 48S n’est pas encore trés claire et nécessite plusieurs
étapes {108,111}. Le facteur elF4F se lie tout d’abord a la coiffe via la sous-unité
elF4E qui est I'unique facteur capable de lier la structure 5’m’GTP de la coiffe (cap
binding protein). Par la suite, le facteur 4G (aussi appelé p220), qui est probablement
déja associé avec le complexe 43S via eIF3, vient juxtaposer les facteurs 4A et 4B prés
de la structure en coiffe. Le facteur eIF4A est une hélicase 4 ARN dépendante de
I’ATP. Les facteurs 4E, 4A et 4G forment un complexe 4F fonctionnel. Le facteur
elF4B vient amplifier la capacité d’hélicase a ARN de 4A, ce qui permet le
déroulement de la structure secondaire de I’ARNm créant ainsi une région d’ARN a
simple brin qui sert de site de liaison pour le ribosome. Cette réaction nécessite
I’hydrolyse d’ATP. La sous-unité ribosomale 43S peut alors effectuer un balayage
dans le but de trouver le codon initiateur AUG. En dernier lieu, et ce avec la
collaboration des facteurs elF2 et 4B, I’anti-codon de I’ARNt-met interagit avec le

codon AUG générant le complexe 48S mature {32,108,111}.

La reconnaissance du codon initiateur, par la méthode de balayage, peut étre favorisée

par la présence d’une séquence consensus spécifique facilitant la tiche pour I’ARN de
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transfert. L’absence de structure secondaire dans la région non-traduite alors que dans
la région codante, cette forme de structure est considérable, obligerait le complexe
43S a ralentir, sinon & s’arréter dans la région codante facilitant ainsi la reconnaissance

du AUG initiateur et & passer rapidement dans la région non-codante {117}.

Pour la quatriéme étape, une fois la bonne combinaison faite entre le codon AUG et
I'anti-codon de I’ARNt, I’hydrolyse du GTP du complexe d’initiation 48S est réalisée
grice a la participation des facteurs elF2 et elF5. Cette hydrolyse occasionne le
relachement des facteurs d’initiation de la surface de la sous-unité 408, tels que elF2-
GDP, elF1A et elF3 et elF5, ce qui permet la liaison de la sous-unité 60S, qui est
également libérée de elF3A, pour former le complexe 80S. La liaison entre les sous-
unités 408 et 60S doit se faire rapidement puisque la stabilité du lien entre I’ ARNt-met
et 408 est faible en absence de elF2. Le complexe binaire eIlF2-GDP doit échanger le
GDP pour du GTP dans le but de poursuivre la catalyse de réactions subséquentes. Le
taux d’échange étant lent, cette réaction est catalysée par elF2B qui favorise donc le
recyclage de eIF2 {111,114,117}. L’hydrolyse du GTP se fait plus rapidement en
présence de la sous-unité 60S, ce qui laisse croire que ces sous-unités ribosomales

(408 et 60S) sont probablement reliées {117}.

Le mécanisme d’initiation interne, qui représente le deuxiéme mécanisme d’initiation,
apporte une contribution mineure dans la traduction des cellules de mammiféres. 1l
peut jouer un rdle en permettant la traduction d’une petite classe d’ARNm lorsque la
traduction coiffe-dépendante n’est pas possible. Les ARNm possédant de longues
régions S5’non-traduites qui contiennent de nombreux codons AUG sont de bons
candidats pour ce type de traduction. Les mécanismes et les facteurs impliqués dans

ce processus ne sont pas encore bien connus {111},

2. Elongation de la traduction (figure 5):
A la suite de la formation du complexe d’initiation 80S, débute la phase d’élongation.

Le premier lien peptidique réalisé posséde une caractéristique unique qui le distingue
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des autres liens peptidiques. L’ARNt-met situé dans le site P (site peptidyl ou
donneur) du ribosome a un groupe o-aminé chargé alors que dans les liens suivants,
PARNt-aminoacyl sera acétylé comme un ARNt-peptidyl {111}. Le facteur
d’initiation eIF5A semble promouvoir la formation de cette premiére liaison

peptidique.

La phase d’élongation est un processus cyclique qui ajoute un acide aminé a la région
C-terminal du polypeptide naissant a chaque cycle et peut étre divisé en quatre étapes
majeures qui sont illustrées a la figure 5 {116}. La premiére étape consiste en la
liaison de I’ARNt-aminoacyl approprié au niveau du site A du ribosome (site
accepteur), adjacent au site P, et est catalysée par le facteur d’élongation eEF-lc.. La
seconde €étape se résume a ’hydrolyse du GTP en GDP et le relargage du complexe
binaire eEF-1a-GDP. Lorsque les sites P et A sont occupés, la formation du lien
peptidique peut avoir lieu et cette réaction est catalysée par I’enzyme peptidyl
transferase, ce qui constitue la troisiéme étape. Finalement, une translocation
catalysée par eEF2 et le GTP, permet 4 un autre ARNt-aminoacyl de venir occuper le

site A et entamer le prochain cycle d’élongation.
Chaque cycle nécessite énormément d’énergie, puisque la majorité de 1’énergie requise
pour la synthése de protéines est utilisée au niveau du processus d’élongation

{111,117}

3. Terminaison de la traduction:

La phase de terminaison de la traduction est trés simple. La chaine peptidique est
complétée lorsqu’un des trois codons d’arrét (UAA, UGA et UAG) se positionne au
niveau du site A du ribosome et est reconnu, grace au lien GTP, par le facteur de
relichement (RF). Ce dernier induit une hydrolyse du lien aminoacyl et du GTP,
occasionnant le relargage du complexe RF-GDP et du peptide complété. L’action du
RF est necessaire pour une terminaison efficace et permet le recyclage des ribosomes

et de I’ ARNm pour amorcer un autre cycle de traduction {111,117},
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Figure S: Représentation schématique du cycle d’élongation de la synthése
de protéines chez les eucaryotes.

Schéma adapté de Morley et Thomas, 1991 {116}.
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III. Régulation de la traduction:

La modification covalente des protéines par phosphorylation est un des moyens le plus
commun pour contrbler rapidement un processus métabolique cellulaire. Dans de
nombreux exemples de contrdle traductionnel, tels que la fertilisation, la mitose et le
traitement des cellules par des hormones, facteurs de croissance ou mitogénes, le taux
de synthése de protéines est modifié en quelques minutes et est facilement inversé,
suggérant que les mécanismes de régulation impliquent des changements dans Iactivité
spécifiques des protéines plutét que dans leur expression respective {110}. Le
mécanisme de controle dominant de la synthése de protéines est la
phosphorylation/déphosphorylation des composantes de la machinerie traductionnelle
et, en premier lieu, des facteurs d’initiation et d’élongation {111}. Le grand nombre
de facteurs d’initiation impliqués dans le controle de la croissance cellulaire indique
que les mécanismes par lesquels le taux de traduction module la croissance et la

prolifération cellulaire sont trés complexes et integrés {32}.

1. Etapes limitantes de la traduction:

Le contrdle majeur de la traduction se fait au niveau de 1’étape de 'initiation, qui
représente donc I’étape limitante, dans des conditions physiologiques {32,110,111}.
Dans le but de changer le taux de synthése de protéines, la cellule doit altérer cette
étape {111}. Au niveau de I’initiation de la traduction, la régulation se fait a I’étape de
la liaison de ’ARNm au complexe de pré-initiation 43S {108,109}. Le niveau
d’ ARNm disponible pour la liaison est déterminé par ’efficacité de la transcription,
c’est-a-dire, le taux de synthese de I’ARN, Iefficacité du processus post-
transcriptionnel, ainsi que du transport de ’ARN hors du noyau {111}. Le facteur
limitant n’est pas PARNm mais plutét les composantes de la machinerie
traductionnelle. 11y a donc compétition entre les ARNm pour la liaison a la sous-unité
40S du ribosome {110}. Le nombre de ribosomes disponibles semble définir la
capacité totale d’une cellule pour effectuer la synthése protéique. Les tissus

relativement actifs au niveau de la synthése de protéines, tels que le foie et le cerveau,
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contiennent une grande quantité de ribosomes et de facteurs d’initiation {111}.

La liaison de ’ARNm au complexe de pré-initiation 43S est catalysée par plusieurs
facteurs d’initiation, dont elF2 et les facteurs du complexe elF4F qui sont donc des
candidats potentiels de régulation de la synthése protéique par des mécanismes de
phosphorylation / déphosphorylation {111}. Par contre, méme si les protéines se liant
a I’ARNm sont en bonne position pour exercer un contrble sélectif sur la traduction de
différents ARNm, elles ne sont pas les seules puisque les facteurs d’élongation (eEF-2)
et la protéine ribosomale S6 sont également des cibles pour I’action des stimuli

extracellulaires et peuvent donc jouer un role dans le contréle traductionnel {114}.

2. Facteurs d’initiation de la traduction impliqués dans la régulation hormonale de la

traduction:

2.1 elFZ;

Le contrdle de I’activité du facteur d’initiation elF2 demeure de loin le mieux compris.
Ce facteur, qui est un hétérotrimeére (sous-unité ., p et y), module la liaison de I’ ARNt-
met au ribosome d’une fagon dépendante du GTP. Lorsqu’il est lié au GDP (a I’état
non-stimul€), elF2 ne peut lier I’ARNt-met et il doit donc échanger le GDP pour le
GTP. La vitesse de cet échange est faible et requiert ’aide du facteur d’échange
elF2B dans des conditions physiologiques pour remplacer GDP par GTP et permettre
le recyclage d’elF2 et par conséquence le début d’un autre cycle de traduction {114}.
La phosphorylation de la sous-unité o dans le complexe e[F2-GDP favorise une liaison
plus solide a eIF2B. Etant ainsi séquestré, elF2B ne peut catalyser I’échange de GTP
pour le GDP, ce qui inhibe la synthése de protéines et empéche le recyclage de elF2
{111,114,117}. La phosphorylation de eIF2c est donc un mécanisme général

d’inhibition de I'initiation de la traduction {111}.

2.2. elF4F:

La vitesse d’initiation de la traduction peut étre déterminée par la concentration
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cellulaire des sous-unités du facteur d’initiation eucaryotique 4F et plus spécialement
par elF4E, qui est la sous-unité limitante {121}, De nombreuses observations
suggérent que le processus de liaison a la structure en coiffe de I’ARNm, et plus
particulierement I’activité du facteur d’imitiation eIF4E, peuvent constituer la clé d’une
étape régulatoire importante dans la traduction de PARNm {114}. Tout d’abord, les
proteines liant la coiffe en 5° sont les premiéres a se lier 4 I’ARNm, impliquant que les
liaisons subséquentes sont dépendantes de I’interaction de ces protéines et de I’ARNm.
En second lieu, eIF4E est le facteur d’initiation le moins abondant dans la cellule. 1l
est présent en quantité limité et est significativement plus rare que I’ARNm,
occasionnant ainsi une compétition entre les ARNm pour la liaison d’eIF4E {114}.

Une des composantes trés importante impliquée dans 1’étape limitante de I’initiation de
la traduction est le complexe eIF4F qui est formé de trois sous-unités tel que
mentionné auparavant. La phosphorylation du complexe eIF4F stimule la synthése de
protéines {117}. Le facteur elF4A qui posséde une activité d’hélicase d’ARN
dépendante de I’ATP, ne peut se lier a la structure en coiffe de ’ARNm seulement
qu’en présence de elF4G et ne semble pas étre contrdlé par phosphorylation. Le
facteur eIF4G tient le role de protéine d’échaffaudage pour assembler le complexe
protéique qui compose la machinerie dirigeant le ribosome vers ’ARNm {32}. Elle
est en mesure de s’attacher a la structure m’GTP en 5°de ’ARNm uniquement en
présence de elF4E {121} et peut subir une phosphorylation par, entre autre, la

protéine kinase C {111},

2.3. elF4E:

2.3.1. Caractéristiques:

Le facteur d’initiation eIF4E peut étre isolé chez les mammiféres a partir d’une
préparation riche en ribosomes {110}. La séquence primaire d’eIF4E a été déterminée
chez un bon nombre d’espéces dont ’humain {105}, la souris{122}, le lapin {123}, la
levure {12} et le blé {124}. Le facteur eIF4E humain posséde une séquence de 217
résidus avec un poids moléculaire de 25 117 Daltons. Une particuliarité remarquable

dans la séquence en acides aminés de eIF4E est la richesse en résidus tryptophane,
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dont huit sont conservés parmi les différentes espéces {105}. Ces derniers acides
aminés sont localisés au niveau central de la séquence d’eIF4E qui est plus stable que
les régions C- et N-terminal. Le fait que les régions hautement conservées entre les
différentes espéces soient localisées centralement suggére que le noyau central de la
séquence d’eIF4E serait responsable des fonctions de ce facteur d’initiation, telle que
la liaison 2 ’ARNm et au ribosome, mais n’est pas nécessairement impliqué dans la

régulation de ’activité {110},

2.3.2. Role de elF4E dans la cellule:

L’importance de la traduction, et par conséquent des facteurs d’initiation, est
démontrée par le fait que les métabolismes vitaux pour la cellule ainsi que les
processus de développement précoce sont contrdlés au niveau traductionnel. Bien que
le noyau soit un point important d’attention pour étudier la régulation de I’expression
des génes, plusieurs voies de régulation sont exécutées au niveau du cytoplasme. La
traduction, la stabilité ou encore la localisation de ’ARNm mature peuvent étre
soumis & une régulation cytoplasmique {125}.

Le facteur eIF4E se distingue des autres polypeptides composant le complexe eIF4F
puisque cette protéine est la seule composante de la machinerie traductionnelle a
pouvoir se lier, de fagon totalement indépendante des autres protéines ou encore de
’ATP, a la structure en coiffe m’GTP de ’ARN messager et ce, quelle que soit la
structure de I’ARNm, in vivo et in vitro {126-131}. Cette caractéristique en fait une
composante trés importante dans le contréle de la traduction {132}. La séquence
WEDE, c’est-a-dire, tryptophane, glutamate, aspartate et glutamate (acides aminés
102 a 105 chez I’humain) est responsable de la liaison d’elF4E a la coiffe de ' ARNm
et le résidu tryptophane serait le plus important {121}. Par contre, le complexe eIF4F
se lie plus efficacement a la coiffe de I’ARNm que eIF4E seul, ce qui démontre bien
I'importance de tous les éléments pour une liaison solide et stable de ’ARNm au

ribosome {121},

De plus, eIF4E est retrouvé en quantité trés peu abondante dans la cellule {133} et il
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existe une excellente corrélation entre le degré de phosphorylation de ce facteur et le
taux de traduction in vivo, ce qui en fait un excellent candidat dans la régulation de la
traduction et de la croissance cellulaire {32}. En fait, e[F4E est essentiel pour la
synthése de protéines selon le mode de traduction dépendante de la coiffe et la viabilité
des cellules puisque, la diminution du taux d’eIF4E présent dans les cellules ralentit la
vitesse de croissance et entraine la mort cellulaire {32,134}.

Le facteur eIF4E ne catalyse pas la formation ou la rupture de liens peptidiques et n’a
donc aucune activité enzymatique. Par contre, il posséde un bon nombre d’activités
biochimiques et biologiques telles que, la capacité de se lier 4 I’ARNm et aux facteurs
elF4A et 4G, I’habilité d’induire ’entrée de cellules quiescentes en phase S du cycle
cellulaire et, chez certain type cellulaire, la capacité de causer la perte du controle de la

croissance {110},

2.3.3. Régulation du facteur d’initiation de la traduction eIF4E:

Etant donné le role important d’elF4E dans le contrdle de la machinerie
traductionnelle, il n’est pas étonnant que ce facteur soit soumis a une régulation selon
plusieurs mécanismes. L’activité de eIF4E peut donc étre réglée a trois niveaux : tout
d’abord par sa caractéristique de facteur limitant de la machinerie traductionnelle,
deuxiémement, par sa phosphorylation qui module son activité et, en dernier lieu, par
la liaison de deux protéines régulatrices (4E-BP1 et 4E-BP2) qui empéchent sa liaison
a’ARNm {32,135,136}.

2.3.3.1. Phosphorylation:

La liaison de I’ARNm au ribosome se produit seulement lorsque le facteur elF4E est
phosphorylé, puisque son association avec la structure en coiffe n’est possible que
sous cette forme {32,134}. Une diminution de la phosphorylation de eIF4E provoque
une perte des fonctions du complexe eIF4F et une inhibition de la traduction. Cela a
été observé aprés un choc thermique, au cours la mitose ou encore apres une infection.
A Topposé, une augmentation de la phosphorylation du facteur 4E stimule la

traduction et la synthése de protéines en accélérant le taux de liaison de I’ARNm au
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ribosome {110,134}. Le mécanisme par lequel la phosphorylation de eIF4E influence
son activité biologique n’est pas encore bien compris, par contre il est démontré que le
facteur 4E phosphorylé a une plus grande affinité et facilité d’assemblage avec
PARNm et les autres facteurs d’initiation tels eIF4G et eIF4F {135,137}. Lorsqu’il
est intégré au facteur 4F, eIF4E est alors un meilleur substrat et cette phosphorylation

vient stimuler la synthése de protéines {114}.

Le facteur elF4E est phosphorylé en réponse au traitement des cellules par de
nombreux facteurs de croissance, hormones et agents mitogeénes {32,132}. La
phosphorylation du facteur par une si grande variété de signaux de croissance est en
accord avec le fait que eIF4E joue un role important dans la réponse hypertrophique
qui est associée a un accroissement de I’efficacité de traduction {32}.

La sérine 53 avait d’abord été identifiée comme le site majeur de phosphorylation de
elF4E par Rychlik et coll. {138}, mais des études plus récentes ont démontré que la
sérine 209, située prés du C-terminal, était le site majeur de phosphorylation de eIF4E
{32,139} et que la thréonine 210 peut également étre phosphorylée {140}. Cette
réassignation du site majeur de phosphorylation n’enléve pas 4 la sérine 53 son
importance au niveau de lactivité de eIF4E, puisque cette position semble étre
importante pour la fonction propre de la protéine {139}. La phosphorylation de
el[FAE sur la sérine 209 est par contre nécessaire pour son activité
{110,121,124,141,142}. La régulation de la phosphorylation d’eIF4E peut impliquer

la modulation de protéines kinases et de protéines phosphatases {32}.

La protéine kinase responsable de la phosphorylation de eIF4E n’a pas encore été
clairement identifiée mais des études récentes suggérent quelques candidats potentiels.
Cette phosphorylation pourrait étre le fruit de I’action de plusieurs kinases selon le
type de cellules ou de I’agoniste. Les PKC ont été parmi les premiers candidats
identifiés mais depuis, plusieurs autres se sont ajoutés a la liste, dont la protamine
kinase stimulée par I'insuline (cpk) {140}, les MAP kinases {135} et, tout récemment,
MNK1 (MAP kinases interacting kinase 1) {69}. Les esters de phorbol qui activent
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certains isoformes de la PKC ou encore une stimulation par I’AIl {143} induisent une
phosphorylation de eIF4E sur la sérine 209 de fagon PKC-dépendante {32}. Par
contre, en réponse a une stimulation par |’insuline ou encore par du sérum, les PKC ne
semblent avoir aucun effet sur eIF4E {144}. La phosphorylation de eIF4E induite par
I'insuline n’est pas bloquée par la rapamycine, qui est un inhibiteur spécifique de la
p70°%, mais est sensible 4 la wortmannine qui inhibe la PI3K et bloque I’activation des
MAP kinases dans certaines cellules {135}. Le PD 98059, un inhibiteur de MEK,
donc par conséquent de I’activation de ERKSs, bloque la phosphorylation de eIF4E en
réponse a I'insuline, ce qui suggére que les MAP kinases pourraient moduler I’effet de
phosphorylation de eIF4E suite a la stimulation par I’insuline {135}.

Plusieurs évidences suggérent que MNKI1 serait également un candidat pour la
phosphorylation de eIF4E in vivo. Cette protéine kinase est activée par les agonistes
qui stimulent les cascades ERK ou encore p38™** mais ne semblent pas interagir
dans la troisieme cascade de MAP kinases, c¢’est-a-dire, JNK {69}. De récentes
études ont montré tout d’abord que la sérine 209 est phosphorylée par MNK1 suite a
la stimulation des cellules par I'insuline et que cette phosphorylation demande la
participation de ERK {145}. De plus, I’activation de la protéine Ras, qui se trouve en
amont de la cascade MAP kinase et donc de MNK1, méne & la phosphorylation de
elF4E {146}, alors que la phosphorylation induite dans les cellules traitées avec le

NGF est bloquée par I’action d’un mutant dominant négatif de la protéine Ras {147}.

2.3.3.2. Protéines se liant au facteur d’initiation de la traduction 4E:

La troisieme voie de régulation de I’activité de eIF4E est caractérisée par la liaison de
deux phosphoprotéines nommées 4E-BP1 et 4E-BP2 (pour 4E binding protein 1 et 2).
La liaison d’une de ces protéines au facteur 4E entraine I’inhibition de la traduction
coiffe-dépendante seulement {64,125}, empéchant I’action de eIF4E {135}. 1l existe
entre elF4E et eIF4G une interaction spécifique et directe qui est nécessaire au
déroulement de la traduction. La région impliquée dans cette interaction contient un
motif de séquence conservé qui est également retrouvé chez BP1 et BP2, ce qui

suggere que elF4G et 4E-BPs compétitionnent pour le site d’interaction au facteur 4E
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{119,132,148}. Par conséquent I’assemblage du complexe eIF4F ne peut s’effectuer
correctement et I’initiation de la traduction ne peut avoir lieu {98,119,125,149}. Les

détails de cette interaction seront décrits dans la section 4.

L’interaction de BP1 et BP2 avec elF4E est négativement réglée par phosphorylation
en réponse au traitement des cellules par des facteurs de croissance, hormones et
mitogenes {98,119}, Ainsi, lorsque 4E-BP1 est phosphorylée en réponse & I’insuline
ou a I’AIl par exemple, I’affinité de la protéine pour eIF4E est diminuée et il y a
dissociation du complexe eIF4E/4E-BP1 {119,136,150,151} permettant ainsi de
procéder a Uinitiation de la traduction. Toutefois, la phosphorylation du facteur elF4E
n’empéche pas sa liaison & 4E-BP1 et cette phosphorylation ne provoque pas

directement le relargage de 4E-BP1 {135}.

Par ailleurs, en présence de 4E-BP1 et BP2, la phosphorylation de eIF4E par la PKC
est fortement diminuée, ce qui suggére un modéle en deux étapes pour la
phosphorylation de eIF4E en réponse aux facteurs de croissance et hormones. Tout
d’abord la dissociation du complexe 4E-BP1/eIF4E via la phosphorylation de BP1 et
en second lieu la phosphorylation de eIF4E {136}. Lorsque le facteur 4E est
complexé a 4E-BP1 ou a 4E-BP2, il ne représente plus un substrat pour la PKC et il
est donc possible que la dissociation de BP1 ou BP2 soit un pré-requis pour
Iactivation de eIF4E par phosphorylation {136}. Les caractéristiques et la régulation

du facteur répresseur de la traduction 4E-BP1 feront 1’objet de la prochaine section.

2.3.4. Surexpression et sousexpression du facteur d’initiation elF4E:

11 est possible d’émettre I’hypothése que I’activation anormale de la traduction pourait
représenter une voie commune pour la transformation néoplasique {152}. La
transcription de elF4E est réglée par c-myc, ce qui implique que la quantité de 4E est
contrdlée en respectant la capacité de prolifération des cellules {153}. La corrélation
entre la régulation d’eIF4E et de la croissance cellulaire est a 1’origine de résultats

indiquant que la dérégulation de [Iactivité du facteur eIF4E entraine une
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transformation maligne des cellules qui corréle bien avec I'idée que cette composante
traductionnelle est un important transmetteur de signaux cellulaires {32,154,155}. La
surexpression du facteur e[F4E semble activer de multiples voies paralléles, engendre
des changements dramatiques dans le contréle de la croissance cellulaire {32} et
entralne une transformation des cellules qui deviennent alors tumorales
{111,121,153,154}.

L’induction de ’expression du facteur eIF4E dans les cellules normales demande une
stimulation par du sérum ou par des facteurs de croissance alors que dans les ceflules
tumorales ou transformées, cette stimulation n’est pas nécessaire {152}. La perte de
contrdle de la croissance apres la surexpression de eIF4E pourrait étre attribuable a
une augmentation du taux de protéine ou du niveau de phosphorylation {110}.
L’augmentation incontrolée de la synthése de protéines dans une cellule affectée par
un oncogeéne peut imposer une pression sélective a la cellule dans le but de se répliquer
plus rapidement causant par conséquent la perte du controle négatif de la croissance
cellulaire. Une accumulation constante de protéines associée a une réplication
cellulaire insuffisante induit un débalancement et, éventuellement, la mort cellulaire
{152}. Selon Sonenberg {154}, le facteur 4E est un membre d’une nouvelle classe
d’oncogenes cytoplasmiques associée a la synthése de protéines, différentes des classes

d’oncogénes associées & la membrane ou au noyau {110},

La régulation du cycle cellulaire est majoritairement orchestrée par les cyclines et les
kinases dépendantes des cyclines (cyclin-dependent kinases ou CDK). Un fait
intéressant est que la surexpression de eIF4E éléve le taux de cycline D1, cette
derniére étant impliquée dans la transition G1-S du cycle cellulaire. Ceci peut
suggérer qu’en plus de I’augmentation du taux global de synthése de protéines, la
surexpression de eIF4E entrainerait une augmentation sélective de la traduction
d’ARNm de génes stimulant la croissance tels que la cycline D1 {156}, I’ornitine
décarboxylase {157} et c-myc {158}. L’augmentation du taux de cycline D1 dans les
cellules surexprimant eIF4E pourrait jouer un role dans les événements complexes qui

menent 4 la transformation cellulaire {156}.
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2.4. Autres protéines impliquées dans la régulation de la traduction:

La phosphorylation de la protéine S6 ribosomale est une autre voie de régulation de la
traduction puisque cette protéine est une composante de la sous-unité 40S du
ribosome qui peut étre impliquée dans la liaison avec 'ARNm. L’exposition de
différents types cellulaires & des facteurs de croissance, hormones et agents
mitogéniques résulte en une augmentation substantielle de la phosphorylation de la
protéine S6 sur au moins cing résidus sérine prés de I’extrémité C-terminale. Bien
qu’il y ait une corrélation entre I’augmentation de la phosphorylation de la protéine S6
et la stimulation de la synthése de protéines, il est difficile de prouver et d’expliquer
comment cette phosphorylation peut influencer la traduction {64,108,111,114}. La
protéine kinase responsable de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 in vivo

est la p70°%*.

La stimulation simultanée de la phosphorylation des facteurs d’initiation 4F, 4B, 3 et
de la protéine ribosomale S6 par les esters de phorbol ou des facteurs de croissance
suggere qu’il y a une régulation coordonnée et complexe des composantes
traductionnelles. Le facteur 4F et plus spécialement 4E, semblent étre des cibles
particuliérement importantes dans le contrdle de la croissance cellulaire et de la
traduction. Il reste tout de méme a établir si la phosphorylation d’autres protéines est

aussi importante {111},

C. Les protéines régulatrices 4E-BP1 et 4E-BP2:

I. Caractéristiques:

Des études récentes ont permis Iisolation et la caractérisation d’un nouveau
répresseur de la traduction dépendante de la structure en coiffe de I’ARN messager.
Cette protéine est nommeée 4E-BP1 pour elF4E binding protein pour I’homologue
humain et PHAS-I (phosphorylated heat and acid stable protein regulated by insulin)
chez le rat {32,159,160}. Deux séquences différentes, mais tout de méme

apparentées, ont €té clonées a partir d’une librairie ’ADN complémentaire (ADNCc)
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Figure tirée de Pause et coll., 1994 {159}
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de placenta humain et correspondent aux protéines 4E-BP1 et 4E-BP2. Ces deux
protéines montrent une homologie de séquence de 56% comme I'indique la figure 6
{159}. Les ADNc de 4E-BP1 et 4E-BP2 codent respectivement pour des protéines
de 118 et 120 acides aminés. Les analyses Northern démontrent, par contre, que les
ARNm correspondant a ces protéines sont quelque peu différents en longueur puisque
I’ARNm de 4E-BP1 est constitué d’environ 850 nucléotides alors que ’ARNm de 4E-
BP2 est d’environ 2800 nucléotides {159}. Le poids moléculaire estimé de 4EBP1 de
22000 Da {160}. La protéine 4E-BP1 sera plus souvent citée que 4E-BP2 dans ce
texte, étant donné qu’elle fait ’objet des études qui constituent 1’essentiel du manuscrit

présente.

Les séquences des protéines humaine 4E-BP1 et de rat PHAS-I démontrent un degré
élevé d’homologie de I’ordre de 93%, ce qui indique que 4E-BP1 est I’homologue
humain de la protéine PHAS-I de rat. PHAS-1 posséde des caractéristiques peu
habituelles d’une protéine puisqu’elle est toujours soluble, donc stable, aprés un
traitement & I’acide trichloroacétique 2% ou encore aprés ébullition {132,159,161}.
Initialement identifiée comme étant une protéine phosphorylée en réponse a I’insuline
dans les tissus adipeux de rat et dans les cellules adipocytes 3T3-L1, elle est aussi
phosphorylée au niveau des résidus sérine/thréonine en réponse aux facteurs de
croissance et esters de phorbol {159,162}. PHAS-I est caractérisée par une séquence

riche en sérine et thréonine (23%) {162}.

Des analyses d’immunobuvardage par far-western et de coimmunoprécipitation ont
confirmé que, tout comme PHAS-I, 4E-BP1 interagit avec eIF4E {159}. Cette
interaction entre eIF4E et 4E-BP1 résulte en une inhibition de la traduction coiffe-
dépendante aussi bien in vitro, qu’in vivo {159}. La phosphorylation de 4E-BP1, en
réponse au traitement des cellules par des facteurs de croissance et hormones, diminue
son affinité pour e[F4E et empéche I'inhibition de la traduction, tel que mentionné

précédemment.
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II. Réle dans I’initiation de la traduction:

La régulation de I’activité de liaison a la coiffe de I’ARNm est essentielle pour une
croissance et une prolifération normale de cellules de mammiféres {163,164}. Cette
régulation est accomplie de différentes fagons telles que par la phosphorylation de
elF4E et de eIF4G ainsi que par la phosphorylation de la protéine inhibant I’interaction
nécessaire entre les facteurs 4E et 4G, cette protéine étant 4E-BP1{121}. La liaison
entre e[F4E et 4G est trés importante pour le recrutement de ’ARNm vers le
ribosome auquel eIF4G est associé {165}. Un motif de 12 acides aminés hautement
conserve au niveau du facteur elF4G de mammifére et de levure serait le site crutial
permettant P’interaction avec e[F4E {119}. Par ailleurs, la méme séquence de 12
résidus est retrouvée au niveau des protéines 4E-BPs et lorsqu’une mutation

ponctuelle est effectuée a I'intérieur de ce motif, la liaison avec eIlF4E est abolie
{119}.

Les protéines 4E-BP1 et 4E-BP2 sont retrouvées sous les formes déphosphorylée,
phosphorylée et hyper-phosphorylée. La forme déphosphorylée de la protéine,
retrouvée en quantité significative dans les cellules au repos, posséde une grande
affinité pour eIF4E et s’y lie directement inhibant ainsi la traduction {98}, tandis qu’a
'opposé, la forme hyperphosphorylée n’interagit pas du tout avec le facteur 4E {136}.
Ainsi, dans des cellules au repos, tout semble indiquer qu’il y aurait compétition entre
elF4G et 4E-BP1 déphosphorylée {132,159} pour le site de liaison au facteur elF4E
{32}. La protéine 4E-BP1 inhibe donc, de fagon réversible, I’initiation de la
traduction en interférant avec la formation du complexe eIF4F fonctionnel
{88,125,149}. La phosphorylation de 4E-BP1, suite & la stimulation des cellules par
des facteurs de croissance ou hormones tels que I’insuline et 1’All, vient rompre la
liaison avec eIlF4E permettant ainsi & elF4G de s’y lier et de former un complexe 4F
opérationnel pour initier la traduction {159,160}. La traduction indépendante de la
structure en coiffe de I’ARNm, utilisée par la cellule dans le cas d’ARNm particuliers,

n’est pas affectée par la présence de 4E-BP1 et BP2, phosphorylées ou non {132}.
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III. La régulation de 4E-BP1:

La régulation de I’activité¢ de 4E-BP1/PHAS-I s’effectue, comme pour de nombreuses
composantes cellulaires, par phosphorylation/déphosphorylation {166}. La majorité
des études effectuées pour comprendre la régulation de I’activité de 4E-BP1/PHAS-I
ont €té réalisées dans les cellules traitées par I’insuline. Certaines équipes ont d’abord
rapporté que ’insuline augmentait le taux de synthése de PHAS-I, la durée de sa demi-
vie et évidemment sa phosphorylation. Sur un gel de protéine SDS-PAGE, il est
possible d’observer pour la protéine 4E-BP1, trois bandes possédant une vitesse de
migration différentes, qui correspondent, dans I’ordre croissant de poids moléculaire, &
la forme non-phosphorylée (), phosphorylée (B) et hyper-phosphorylée (y) {32}. Tl a
été initialement rapporté que la stimulation des cellules avec I'insuline induit la
phosphorylation de 4E-BP1 majoritairement sur la sérine 64 située trois acides aminés

en aval du site de liaison a eIF4E {119,159}.

La phosphorylation de 4E-BP1, en réponse a I'insuline, sur la sérine 64 a d’abord été
rapportée comme étant induite par les MAP kinases. Lawrence et coll. {160}ont
montré que PHAS-I était rapidement et stcechiométriquement phosphorylée in vitro
par ERK2 et que la majorité du phosphate introduit par cette protéine kinase in vivo
en réponse a linsuline, se retrouvait au site majeur de phosphorylation identifié
comme la sérine 64 in vitro {162}. Les études cinétiques ont montré que PHAS-I
était un excellent substrat de la MAP kinase comparable a la MBP ( myelin basic
protein) qui est le substrat classique pour ERK1 et ERK2 {162}. Le lien suggéré
entre la voie des MAP kinases et la régulation de I’étape limitante de la traduction
constituait une hypothése plausible mais surtout attrayante pour expliquer la régulation
de la synthése de protéines par I'insuline et autres facteurs de croissance, ainsi que
pour rationaliser certains roles biologiques des MAP kinases {64}. PHAS-I/4E-BP1
s’avérait un important modulateur de la stimulation de la synthése de protéines par les

divers agents et stimulis qui activent les MAP kinases {160}.
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Suite a ces résultats intéressants, nous avons décidé d’étudier les effets de
I’angiotensine II sur la phosphorylation de 4E-BP1 dans les cellules musculaires lisses
vasculaires de rat. Deés les premiéres expériences, nous avons observé que la
cinétique d’activation de 4E-BP1 semblait plus lente que celle des MAP kinases et ne
correspondait pas aussi étroitement qu’il avait été suggéré {167}. Des études plus
appronfondies sur ce sujet ont été réalisé, ce qui représente le coeur de ce mémoire.
Au méme moment, d’autres groupes s’interrogaient également sur le role majeur qui
avait été attribué aux MAP kinases dans la phosphorylation de PHAS-I induite par
I'insuline. 1l s’est avéré que PHAS-I/4E-BP1 est phosphorylé, in vivo sur plusieurs
residus plutdt que seulement sur la sérine 64 comme cela avait été initialement avancé,
impliquant donc possiblement I’action de différentes protéines kinases {168}. En plus
de contenir sept sites consensus potentiels pour la phosphorylation par les MAP
kinases, 4E-BP1 posséde également des sites consensus pour la PKC {169} et la
caséine kinase IT (CKII) {170} qui sont différents de ceux des MAP kinases{162}.

L’utilisation de composés pharmacologiques augmentant ou inhibant certaines voies
de signalisation est un outil trés précieux pour I’étude du fonctionnement des voies
métaboliques cellulaires. Par exemple, la forskoline augmente le taux d’AMPc dans
les cellules en activant ’adénylyl cyclase {168}. Cette augmentation d’AMPc
occasionne, dans certaines cellules, une diminution de la phosphorylation de PHAS-
I/AE-BP1 qui peut étre renversée par la stimulation avec le PDGF ou 'IGF-I (insulin-
like growth factor I) {168}. Ceci est cohérent avec le fait que ’augmentation de
I’AMP cyclique peut, dans certains types cellulaires, inhiber I’activation des MAP
kinases {49,171-173} ou encore diminuer la synthése de protéines. Par contre, dans
différents types de cellules, I’activité des MAP kinases n’est pas modifiée par I’action
de la forskoline {168}. Dans les CMLV, une augmentation de la concentration
d’AMPc diminue la synthése de protéine, sans modifier I’activité de ERK1 et 2 {86}.
La rapamycine est un agent immunosuppresseur qui bloque la progression de la
cellule dans la phase G1 du cycle cellulaire. La rapamycine forme un complexe avec

FKBP12 (FK506 binding protein) chez I’humain {174-176} et bloque sélectivement
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Pactivation de la protéine p70°*, ce qui empéche la phosphorylation de la protéine
ribosomale S6 qui semble avoir un effet sur la stimulation de la synthése protéique
{177-180}. Le complexe rapamycine-FKBP12 se lie a la protéine mTOR
(mammalian target of rapamycin) {176}, aussi nommée FRAP {162} et mRAFT
{174}. mTOR posséde des analogies de structure avec la PI3K et se retrouve en
amont de la p70°* {178-180}. La figure 7 illustre les voies de signalisation
impliquant la protéine mTOR {98}.

Des études ont montré que la rapamycine inhibe la traduction coiffe dépendante dans
les cellules NIH 3T3. Cette action serait reliée a I'inhibition de la phosphorylation et
de I'activation conséquente de 4E-BP1, ce qui résulte en une augmentation de la
liaison & eIF4E {151,181}. Chez la levure, la rapamycine inhibe plus de 90% de la
traduction tandis que chez les mammiféres ce pourcentage varie de 15 a 60% selon le
type de cellules {10}. La cinétique de phosphorylation de 4E-BP1 par le sérum est
plus similaire a celle de la p70°* qu’a celle des MAP kinases {182}. De plus, I’effet
de Iinsuline sur la phosphorylation de 4E-BP1 et sur I’activation de la p70*** dans les
cellules humaine 293 et Swiss 3T3 est bloqué par la rapamycine, le SQ20006 (un
analogue de la méthylxanthine) et la wortmannine (un inhibiteur de la PI3K) {89}.
Ces trois composés n’ont aucun effet sur I’activation de la voie des MAP kinases
{182}. La protéine 4E-BP1 n’est cependant pas un substrat direct de la kinase
p705%

kinase située en amont de la p70***, comme FRAP/mTOR {162}. En fait, 4E-BP1 et
056K

, ¢e qui indique que la phosphorylation de 4E-BP1 serait due 4 ’action d’une
la p70™" pourraient étre le substrat d’une méme protéine kinase. Par contre, il existe
aussi la possibilité que la rapamycine induise une déphosphorylation de 4E-BP1 en
activant une phosphatase. L’hypothése que les facteurs de croissance inhibent une

phosphatase de 4E-BP1 doit aussi étre prise en considération {151}.

L’inhibition des fonctions d’e[F4E par la rapamycine (via Dinhibition de la
phosphorylation de 4E-BP1) est cohérent avec I'effet de la rapamycine sur la
croissance cellulaire {154}. Apreés une heure de traitement avec la rapamycine, 4E-

BP1 est complétement déphosphorylée alors que la traduction dépendante de la coiffe
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Figure 7: Représentation schématique des voies de signalisation impliquant
la protéine mTOR/FRAP et menant au contrdle de la traduction
suite a la stimulation par des facteurs de croissance.

Schéma adapté de Brown et Schreiber, 1996 {98}
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n’est inhibée que plus tard et seulement partiellement. Ceci peut étre expliqué par le

fait que eIF4E échange lentement a travers le complexe eIFAF et n’interagirait avec
4E-BP1 dephosphorylée que seulement apres son relargage de eIF4F. De cette fagon,
Pinhibition traductionnelle serait dépendante des quantités relatives de eIF4E, elF4F,
elF4G et 4E-BP1 et de leur affinité de liaison relative. Ainsi les effets d’inhibition de
la rapamycine sur la croissance cellulaire peuvent étre expliqués, en partie du moins,
comme une conséquence de la diminution de la phosphorylation de 4E-BP1 et des

fonctions de eIlF4E {181}.

Le composé PD 98059 est un inhibiteur spécifique de MEK qui empéche donc par
conséquent I’activation des MAP kinases ERK1/ERK2 {79,80}. Il est donc trés utile
pour vérifier 'implication de la voie des ERKs dans la phosphorylation de 4E-BP1.
Les études réalisées avec ce composé ont démontré aucun effet sur la phosphorylation

de 4E-BP1 et sur ’association du complexe eIF4E-4E-BP1 {151,167}.

Dans I’ensemble, ces observations indiquent que la phosphorylation de 4E-BP1
implique plus d’une voie de signalisation et que I'implication des MAP kinases dans la
phosphorylation (in vivo) de 4E-BP1 est grandement mise en doute pour plusieurs
raisons. Tout d’abord, la phosphorylation de 4E-BP1 induite par des facteurs de
croissance tels que ’insuline et I’ AIl est inhibée par la rapamycine dans les CMLYV et
NIH 3T3, alors que les MAP kinases ne sont pas affectées {167,181}. En second
lieu, I'inhibiteur spécifique de MEK, n’a aucun effet sur la phosphorylation de 4E-
BP1 {151,167}. L’IGF-I (insulin-like growth factor I) augmente la phosphorylation
de 4E-BP1 dans les CMLA (cellules de muscle lisse aortique) et dans les cellules
humaines 293 sans augmenter I’activité de ERK1 et ERK2 dans les deux cas
{167,182}. Enfin, l'inhibiteur spécifique de la PI3K, la wortmannine, inhibe
également la phosphorylation de 4E-BP1 sans diminuer Iactivité des MAP kinases
{182}. Bien que la protéine kinase responsable n’ait pas encore été identifiée, la
phosphorylation de 4E-BP1 semble étre sous le contréle, en partie du moins, de la

voie de transmission du signal FRAP/mTOR qui est sensible a la rapamycine
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{136,181,182}. 1l existe au moins trois voies de signalisation distinctes impliquées
dans le contrdle de I'initiation de la traduction des ARNm. En premier lieu, les voies
des MAP kinases et de la PKC sont impliquées dans la phosphorylation du facteur
d’initiation de la traduction eIF4E alors que la voie FRAP/mTOR sensible a la
rapamycine semble impliquée dans la phosphorylation de la protéine régulatrice 4E-

BP1/PHAS-I {150,151,168,181}.

La régulation de la protéine 4E-BP1 en réponse 4 la stimulation de cellules par ’All a
fait I’objet du travail présenté ici. Notre but est de mieux comprendre les voies qui
contrdlent la synthese de protéines dans les CMLV étant donné I'importance de ce
processus au sein du métabolisme cellulaire et des pathologies du systéme

cardiovasculaire.
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Résumé du manuscrit

Pour étudier les bases moléculaires de I’actions hypertrophique de 1’angiotensine 11
(AIl) dans les cellules de muscle lisse vasculaire (CMLV), nous avons examiné la
capcité de I’hormone de régler la fonction du répresseur de la traduction 4E-BP1.
L’ajout d’AIl a des cellules de muscle lisse aortique de rats (CMLA) augmente
puissamment la phosphorylation de 4E-BP1 tel que démontré par la diminution de
mobilité électrophorétique et par I’augmentation du contenu en phosphate de la
proteine. La stimulation de la phosphorylation de 4E-BP1 est maximale a 15 minutes
apres traitement par I’All et persiste pour 120 minutes. Les résultats d’analyses par
chromatographie d’affinité, sur colonne m’GTP-agarose, démontrent que la
phosphorylation induite par 1’AIl diminue I’affinité de 4E-BP1 pour elF4E et favorise
la dissociation du complexe 4E-BP1/eIF4E dans les cellules cibles.  Une
caractérisation plus approfondie de la phosphorylation de 4E-BP1, par I’analyse des
acides aminés phosphorylés de cartes phosphopeptidiques, a permis de déterminer que
suite & la stimulation par I’All, 4E-BP1 est phosphorylée sur au moins huit résidus
sérine et thréonine distincts. La combinaison des résultats obtenus suite aux
expériences cinétiques, aux analyses des phosphopeptides in vitro et in vivo de la
protéine 4E-BP1 phosphorylée ainsi qu’aux études pharmacologiques réalisées avec un
inhibiteur de MEK, le PD 98059, suggére fortement que les MAP kinases ERK1/2 ne
sont pas impliquées dans la régulation de la phosphorylation de 4E-BP1 dans les
CMLA. L’ensemble de nos résultats démontrent que le traitement des CMLYV avec
I’AIl méne & une hyperphosphorylation du régulateur traductionnel 4E-BP1 et a sa
dissociation du facteur d’initiation de la traduction eIF-4E selon un mécanisme

indépendant des MAP kinases ERK1/2.
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To investigate the molecular basis of the hypertrophic
action of angiotensin II (All) in vascular smooth muscle
cells (SMC), we have examined the ability of the hor-
mone to regulate the function of the translational re-
pressor 4E-binding protein 1 (4E-BP1). Addition of AII to
quiescent aortic SMC potently increased the phospho-
rylation of 4E-BP1 as revealed by a decreased electro-
phoretic mobility and an increased phosphate content
of the protein. The stimulation of 4E-BP1 phosphoryla-
tion was maximal at 15 min and persisted up to 120 min.
Results from affinity chromatography on m’GTP-aga-
rose demonstrated that All-induced phosphorylation of
4E-BP1 promotes its dissociation from eIF4E in target
cells. Further characterization of 4E-BP1 phosphoryla-
tion by phosphoamino acid analysis and phosphopep-
tide mapping revealed that 4E-BP1 is phosphorylated on
eight distinct peptides containing serine and threonine
residues in All-treated cells. The combination of results
obtained from kinetics experiments, phosphopeptide
analysis of in vitro and in vivo phosphorylated 4E-BP1,
and pharmacological studies with the MAP kinase ki-
nase inhibitor PD 98059 provided strong evidence that
the MAP kinases ERKI/ERK2 are not involved in the
regulation of 4E-BP1 phosphorylation in aortic SMC.
Together, our results demonstrate that Al treatment of
vascular SMC leads to hyperphosphorylation of the
translational regulator 4E-BP1 and to its dissociation
from eI[F4E by a MAP kinase-independent mechanism.

The peptide hormone angiotensin II (AII)! potently stimu-
lates protein synthesis and induces cellular hypertrophy in
cultured rat vascular SMC (1-4). This growth-promoting effect
is mediated by the AT, receptor subtype, a member of the G
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pratein-coupled receptors superfamily (4, 5). However, the mo-
lecular basis for the hypertrophic action of the hormone re-
mains largely unknown. In vascular SMC, the augmented rate
of protein synthesis induced by All is associated with a wide-
spread but selective increase in the content of highly abundant
extracellular matrix (6-8) and contractile proteins (9). The
increased synthesis of proteins like a-actin, collagen, or throm-
bospondin is accompanied by a corresponding increase in their
specific mRNAs, which is indicative of the importance of tran-
scriptional control in the overall stimulation of protein synthe-
sis (6-9). In agreement with this notion, the transcriptional
inhibitor actinomycin D can prevent All-induced accumulation
of proteins in chronically stimulated vascular SMC (2).2 On the
other hand, the global nature of the trophic effect of AIl sug-
gests that regulatory changes at the translational level are
likely to be involved in the hormone response.

The major locus of regulation in protein synthesis is gener-
ally at the initiation step of mRNA translation (for review, see
Refs. 10-12). This step is controlled by the concerted action of
a number of initiation factors which are extensively regulated
by phosphorylation/dephosphorylation mechanisms (13, 14).
The rate-limiting step in translation initiation is the binding of
mRNA to the small 40 S ribosomal subunit, which requires the
participation of initiation factor eIF4F (15). elF4F exists as a
protein complex composed of three polypeptides: elF4E (the
cap-binding protein), elF4G, and elF4A, a RNA helicase. The
interaction of e[F4F with the mRNA, followed by the unwind-
ing of the mRNA 5’ secondary structure facilitates the attach-
ment of the 40 S ribosomal subunit which moves along the
mRNA scanning for the initiator AUG codon (10-12, 15).

elF4E is the least abundant among all initiation factors and
thus a critical regulatory component of the protein synthetic
machinery (16, 17). Overexpression of eIF4E leads to deregu-
lation of cell growth (18) and oncogenic transformation (19),
whereas its depletion decreases protein synthesis (20). The
activity of eIF4E is regulated by 4E-BP1 (also known as
PHAS-I) and 4E-BP2, two recently identified proteins which
specifically bind to eIF4E and inhibit cap-dependent transla-
tion (21, 22). Phosphorylation of 4E-BP1 in response to insulin
causes its dissociation from elF4E, thereby relieving transla-
tional inhibition (21, 22). 4E-BP1 is phosphorylated by ERK2
on a single serine residue in vitro (23}, and this phosphoryla-
tion markedly decreases the affinity of the protein for elF4E
(22). In cultured adipocytes, the epidermal growth factor-stim-
ulated 4E-BP1 kinase activity elutes in two peaks that corre-
spond to the peaks of ERK isoforms after anion exchange
chromatography (29). Based on these observations, it has been
proposed that MAP kinases mediate growth factor-stimulated

? E. Giasson and S. Meloche, unpublished results.

This paper is available on line at http://www-jbcstanford.edu/jbc/
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phosphorylation of 4E-BP1 in intact cells (22). However, more
recent data cast doubt on this hypothesis (Refs. 24-26; this
study).

To understand the cellular mechanisms involved in the hy-
pertrophic action of AIl, we have examined the regulation of
4E-BP1 function by AIl in aortic SMC. We report that All
potently stimulates phosphorylation of 4E-BP1 and promotes
the dissociation of 4E-BP1 and eIF4E. The phosphorylation of
4E-BP1 occurs on multiple serine and threonine residues. In
addition, we demonstrate that the MAP kinases ERK1/ERK2
are not involved in the phosphorylation of 4E-BP1 in our in vive
model.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials and Antibodies —The source of materials has been de-
scribed (4). PD 98059 was a generous gift of Parke-Davis. Antiserum
11208 was produced by immunization of rabbits with purified recombi-
nant GST-4E-BP1 fusion protein. This antiserum specifically recog-
nizes the native and denatured forms of 4E-BP1. The anti-MAP kinase
kinase peptide antiserumn specifically immunoprecipitates the MEK1
isoform of MAP kinase kinases (27). Antiserum SM1 has been described
and specifically immunoprecipitates ERK1 (p44™2*} isoform (28}.

Cell Culture—Rat aortic SMC were cultured and synchronized as
described previously (4). Ratl-AT, cells are Ratl fibroblasts stably
expressing the human AIl AT, receptor.® Rat1-AT, cells were grown in
minimum essential medium supplemented with 10% calf serum, 2 mm
glutamine, antibiotics (50 pg/ml streptomycin and 50 units/ml penicil-
lin), and 0.4 mg/mi geneticin. They were made quiescent by incubating
confluent cell cultures in serum-free Dulbecco's modified Eagle's medi-
um-F12 containing 15 mm Hepes (pH 7.4) and 0.1% bovine serum
albumin for 24 h.

Immunoblot Analysis of 4E-BPI—Quiescent aortic SMC in 10-cm
Petri dishes were stimulated with AII for the indicated times at 37 °C.
The cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline,
seraped in buffer A (20 mM Tris-HCL, pH 7.5, 100 mm KCI, 2 mum
dithiothreitol, 2 mm EDTA), and lysed by three freeze-thaw cycles. Cell
lysates were clarified by centrifugation at 13,000 X g for 5 min and the
concentration of protein was measured using the Coomassie protein
assay kit (Pierce). Normalized amounts of lysate proteins (=500 ug)
were boiled for 7 min, and then cooled on ice prior to centrifugation at
13,000 x g for 5 min at 4 °C. Heat-soluble proteins were precipitated by
addition of trichloroacetic acid (final concentration of 15%) and incuba-
tion on ice for 30 min. After centrifugation for 10 min, the supernatant
was removed, and the remaining trichloroacetic acid was extracted with
diethyl ether. The final pellet of proteins was resuspended in Laemmli
sample buffer.

Heat-stable proteins were separated on 15% acrylamide gels and
electrophoretically transferred to Hybond-C nitrocellulose membranes
(Amersham) in 25 mum Tris, 192 mm glycine. After fixation for 30 min in
40% methanol, 7% acetic acid, 3% glycerol, the membrane was blocked
for 1 h at 37 °C in TBS containing 3% non-fat dry milk. The membrane
was then incubated for 2 h at 25 °C with antiserum 11208 (1:1000; in
blocking buffer. The membrane was washed twice with TBS, twice with
TBS, 0.1% Tween 20, and twice with TBS prior to incubation with
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Bio-Rad) di-
luted 1:10,000 in TBS, 0.1% Tween 20, 1% milk for 1 h. After washing
as above, the immunoreactive bands were visualized by enhanced
chemiluminescence (Amersham).

Preparation of Recombinant Proteins —The recombinant GST-4E-
BP1 protein was expressed in Escherichia coli and purified as described
(29). Plasmid pGST-ERK1 was created by subcloning the EcoRI frag-
ment encoding hamster ERK1 from plasmid pCMV/HAPMK (30) into
the EcoRlI site of pGEX-KG (31). The recombinant GST-ERK1 protein
was expressed in E. coli by transformation with plasmid pGST-ERK1
and adsorbed to glutathione-agarose beads. Purified recombinant
ERKI1 (p44™*} was obtained by cleavage of the GST-ERKI1 fusion
protein with thrombin directly on beads (31).

Association of 4E-BPI with elF4E in Vivo—The association of 4E-
BP1 with elF4E was evaluated by determining the ability of 4E-BP1 to
bind to m*GTP-agarose beads through its interaction with eIF4E. Qui-
escent aortic SMC in 10-cm Petri dishes were stimulated or not with
100 nM AII for 15 min at 37 °C. The cells were then washed twice with

*S. Meloche, M. J. Servant, I. Leduc and J. Pellerin, submitted for
publication.
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Fic. 1. AIl stimulates phosphorylation of 4E-BP1 in aortic
SMC. Rat aortic SMC were made quiescent by incubation in serum-free
medium for 48 h. The cells were then stimulated with AlIl for the
indicated times and lysed by repeated cycles of freezing and thawing.
Narmalized amounts of lysate proteins were treated at 95 °C, and
heat-soluble proteins were resolved by SDS-gel electrophoresis on 15%
acrylamide gel, and transferred to nitrocellulose membrane. The mem-
brane was probed with anti-4E-BP1 serum 11208 and the proteins
visualized by chemiluminescence detection. The position of 4E-BP1
bands is indicated. A, time course of AIl (100 nm) stimulation of 4E-BP1
phosphaorylation. B, dose-response curve for the stimulatory effect of AII
on 4E-BP1 phosphorylation after 15 min of stimulation. The data pre-
sented are representative of three independent experiments with sim-
ilar results.

phosphate-buffered saline, scraped in buffer C (20 mm Tris-HCI, pH 7.5,
100 my KCI, 0.2 mm EDTA, 1 mM dithiothreitol, 10% glycerol, 0.1 mm
vanadate, 1 mm phenylmethylsulfony] fluoride, 10~° v leupeptin, 10~¢
M pepstatin A}, and lysed by 3 cycles of freezing and thawing. Insoluble
material was removed by centrifugation and protein concentration was
measured using the Bradford assay kit (Pierce). The lysate (200 pg of
protein) was incubated for 30 min with 25 ul of m’GTP-agarose beads
equilibrated in buffer C. After three washes in buffer C, the proteins
were eluted directly in Laemmli sample buffer, subjected to SDS-gel
electrophoresis on 15% acrylamide gel, and transferred to nitrocellulase
membrane. The membrane was blocked, and probed sequentially with
antiserum 11208 (1:1,000) and with a mouse eIF4E antibody (1:500;
Transduction Laboratories) as described above. Immunoreactive bands
were detected by enhanced chemiluminescence.

¥2p Labeling and Immunoprecipitation — Quiescent rat aortic SMC in
100-mm Petri dishes were metabolically labeled for 5 h at 37 °C in
bicarbonate and phosphate-free Hepes-buffered minimum essential me-
dium containing 0.5 mCi/m} [**P]phospharic acid. The cells were stim-
ulated with 100 nM AIl and cell lysates were prepared as described
previously without heat treatment (4). The lysates were precleared for
1 h with 5 ul of normal rabbit serum and incubated for 2 b at 4 °C with
5 pl of antiserum 11208 preadsorbed to protein A-Sepharose beads.
Immune complexes were washed six times with Triton X-100 lysis
buffer. Proteins were eluted from the beads by heating at 95 °C for 5
min in Laemmli sample buffer and resolved by SDS-gel electrophoresis
on 15% acrylamide gels.

In Vitre Phosphorylation of 4E-BP! —Quiescent aortic SMC were
stimulated with 100 nM AIl for 5 min at 37 °C. Cell lysates were
prepared as described (4} and incubated for 4 h at 4 °C with 5 ul of
anti-MAP kinase kinase serum preadsorbed to protein A-Sepharose
beads. The immune complexes were washed three times with lysis
buffer, once with kinase assay buffer (20 mm Hepes, pH 7.4, 10 mm
MgCl,, 1 mu dithiothreitol, 10 mum p-nitrophenyl phosphate), and then
resuspended in kinase assay buffer containing 200 uM ATP, 10 uCi of
[y-2PJATP, and 1 ug of recombinant ERK1. After incubation at 30 °C
for 30 min, purified recombinant G5T-4E-BP1 (10 ug) was added and
the reaction was continued for an additional 60 min. The reaction was
stopped by addition of 2 X Laemmli sample buffer and the proteins
were resolved by SDS-gel electrophoresis. Control incubations were
performed in the absence of ERK1 or GST-4E-BP1.
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Fic. 2. Effect of AIl receptor antagonists on AIl stimulation of
4E-BP1 phosphorylation. Quiescent rat aortic SMC were pretreated
for 30 min in the absence or presence of the AT, selective antagonist
losartan (107° M) or the AT,-selective antagonist PD 123319 (3 x 10°¢
M). The cells were then stimulated with medium (cont) or 100 nM AII for
15 min. Heat-saluble proteins were extracted and the phosphorylation
of 4E-BP1 was analyzed by immunoblotting as described in the legend
to Fig. 1. Similar results were obtained in three separate experiments.
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Fic. 3. Stimulation of 4E-BP1 phosphorylation by All in rat
fibroblasts expressing the human AT, receptor. Parental Ratl or
Rat1-AT, cells were made quiescent by serum deprivation for 24 h. The
cells were then stimulated for 15 min with 100 nM AIL The specificity
of the AIl response was confirmed by preincubating the cells for 30 min
with 10°% M losartan prior to stimulation. Heat-soluble proteins were
extracted and the phosphorylation of 4E-BP1 was analyzed by immu-
noblotting as described in the legend to Fig. 1. Similar results were
obtained in two independent experiments.

Peptide Mapping and Phosphoamino Acid Analysis —%*P-Labeled
4E-BP1 from immunoprecipitates of metabolically labeled aortic SMC
or from in vitro phosphorylation reactions was subjected to SDS-gel
electrophoresis on 12% acrylamide gels. For phosphoamino acid analy-
sis, the proteins were electrophoretically transferred to PVDF mem-
branes (Millipore) in 25 mum Tris, 192 mu glycine, 20% methanol and
visualized by autoradiography. The labeled bands corresponding to
4E-BP1 were excised and subjected to partial acid hydrolysis in 5.7 M
HClfor 1 h at 110 °C (32). The resulting phosphoamino acids along with
unlabeled phosphoamino acid standards (0.2 mg/ml} were resolved by
one-dimensional thin layer electrophoresis using an optimized pH 2.5
buffer (33). The standards were visualized by ninhydrin staining and
the labeled amino acids by autoradiography. For phosphopeptide map-
ping, the labeled proteins were transferred to PVDF membranes, and
the 4E-BP1 bands were cut out and directly digested with 40 ug of
trypsin for 19 h at 37 °C in 50 mm NH,HCO, (34). An additional aliquot
of trypsin was added, and the reaction was incubated for a further 5 h.
The reaction mixture was then diluted with water, dried under vacuum,
and redissolved in pH 1.9 buffer. The phosphopeptides were separated
by thin layer electrophoresis in pH 1.9 buffer for 45 min at 1,000 V in
the first dimension followed by ascending chromatography in phospho-
chromatography buffer in the second dimension (33). The plates were
revealed either by autoradiography or by Phosphorlmaging analysis.

ERK Assays—Quiescent aortic SMC in 60-mm Petri dishes were
stimulated with 100 nM AII for 5 min at 37 °C. The phosphotransferase
activity of ERK1 and ERK2 was measured by specific immune complex
kinase assays using myelin basic protein as substrate as described
previously (4, 28).

RESULTS
All Stimulates Phosphorylation of 4E-BPl in Aortic
SMC —To gain understanding in the cellular mechanisms in-
volved in the induction of protein synthesis by All, we exam-

ined the ability of the peptide to regulate the phosphorylation
and function of the translational repressor 4E-BP1. Quiescent
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FiG. 4. AIl stimulation of 4E-BP1 phosphorylation promotes
its dissociation from eIF4E in aortic SMC. Quiescent rat aortic
SMC were stimulated or not with 100 nM Al for 15 min. Cell lysates
were prepared and incubated with m’GTP-agarose beads for 30 min at
25°C. After washing, the proteins were eluted in Laemmli sample
buffer, resolved by SDS-gel electrophoresis on 15% acrylamide gel, and
transferred to nitrocellulose membrane. The membrane was probed
sequentially with antiserum 11208 to 4E-BP1 and anti-e[F4E antibody.
The proteins were visualized by chemiluminescence detection. The data
presented are representative of three independent experiments with
similar results.
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Fic. 5. 4E-BP1 is phosphorylated on serine and threonine res-
idues. A, quiescent rat aortic SMC were labeled with [**P]phasphoric
acid for 5 h and then stimulated with 100 nm AII for the indicated times.
The cells were lysed, and 4E-BP1 was immunoprecipitated using anti-
serum 11208 preadsorbed to protein A-Sepharose beads. After exten-
sive washing of the beads, the immunaprecipitated proteins were
resolved by SDS-gel electrophoresis on 15% acrylamide gel and trans-
ferred to PVDF membrane prior to autoradiography. The position of
4E-BP1 bands is indicated. B, phosphoamine acid analysis of 4E-BP1.
The **P-labeled protein bands corresponding to 4E-BP1 in panel A were
excised from the PVDF membrane and subjected to partial acid hydrol-
ysis. The phosphorylated amino acids were separated by one-dimen-
sional thin layer electrophoresis. pS, phosphoserine; pT, phosphothreo-
nine; pY, phosphotyrosine. Similar results were obtained in two
separate experiments.

cultures of rat aortic SMC were stimulated with 100 ny All for
different times, and lysates of the cells were subjected to im-
munoblot analysis with antiserum against 4E-BP1. As shown
in Fig. 14, addition of All resulted in a clear retardation of
4E-BP1 migration on SDS-polyacrylamide gels, indicative of
increased phosphorylation of the protein (22, 24, 25). Three
protein bands could be detected in these cells which represent
4E-BP1 phosphorylated to different stoichiometries (24, 25).
The effect of Al on 4E-BP1 was detectable at 5 min, reached a
maximum at 15 min, and remained elevated for at least 120
min. The same results were obtained when we analyzed the
phosphorylation state of 4E-BP1 after immunoprecipitation
from lysates of ®?P-labeled cells stimulated with AII (Fig. 5A).
To assess the physiological relevance of 4E-BP1 phosphoryla-
tion, quiescent aortic SMC were incubated with different con-
centrations of All. AIl stimulated the phosphorylation of 4E-
BP1 in a dose-dependent manner, with a half-maximal effect
observed at approximately 1 nv AIl (Fig. 1B). This concentra-
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Fic. 6. Phosphopeptide mapping of 4E-BP1 in quiescent and All-stimulated aortic SMC. Quiescent rat aortic SMC were labeled with
[32P|phosphoric acid for 5 h and then stimulated or not (basal) with 100 ny AlI for the indicated times. 4E-BP1 was immunoprecipitated from cell
lysates as described in the legend to Fig. 5. The labeled proteins were resolved by SDS-gel electrophoresis on 12% acrylamide gel and transferred
to PVDF membrane. An autoradiogram of the membrane is shown (panel A). The *?P-labeled 4E-BP1 protein bands were excised and extensively
digested with trypsin. The phosphopeptides were separated by thin-layer electrophoresis followed by ascending chromatography. The major tryptic
peptides were labeled from 1 to 8. The arrow denotes the position of sample application. The amount of radioactivity applied to each plate was:
panel B, 480 cpm; panel C, 460 cpm; and panrel D, 700 cpm. The data presented are representative of three independent experiments with similar

results.

tion is comparable to the EDsq value (0.5 nu) of the hormone for
the stimulation of protein synthesis in aortic SMC (4). We alsao
determined which subtype of All receptors was involved in the
phosphorylation of 4E-BP1. Fig. 2 shows that incubation of
aortic SMC with the AT, -selective antagonist losartan com-
pletely suppressed All-induced phosphorylation of 4E-BP1.
whereas the AT, antagonist PD 123319 had no effect.

To further demonstrate the significance of 4E-BP1 phospho-
rylation, we examined the effect of All in a rat fibroblast cell
line expressing a physiological number of human AT, receptors
(Rat1-AT,).? We have previously shown that All increases the
rate of protein synthesis in Ratl-AT, cells, similar to its effect
on vascular SMC. Treatment of Rat1-AT, cells with AII also
resulted in a significant increase in the phosphorylation of
4E-BP1 which was prevented by preincubating the cells with
losartan (Fig. 31. By contrast, no effect of All was observed in

untransfected Ratl cells (Fig. 3). Together, these results dem-
onstrate that AIl stimulates phosphorylation of 4E-BP1
through activation of the AT, receptor in target cells.
Phosphorylation of 4E-BP1 by All Decreases Its Affinity for
elF4E —The increased phosphorylation of 4E-BP1 observed
with insulin or serum stimulation is associated with a de-
creased binding of 4E-BP1 to elF4E (21, 22, 25). To determine
if All-dependent phosphorylation of 4E-BP1 decreases the af-
finity of the protein for e[F4E, we measured the amount of
4E-BP1 that was recovered by affinity chromatography of cel-
lular lysates through a m’GTP-agarose resin. Proteins bound
to the resin were eluted with SDS sample buffer and analyzed
by immunoblotting with antisera to 4E-BP1 and elF4E. All
treatment caused a striking reduction in the amount of 4E-BP1
that bound to the cap column, without affecting the binding of
elF4E to the column (Fig. 4). Neither protein was found to
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Fic. 7. Time course of All-stimulated ERKI1 activation in aor-
tic SMC. Quiescent rat aortic SMC were treated with 100 nM AII for the
indicated periods of time. Cell lysates were prepared and subjected to
immunoprecipitation with anti-ERK1 serum SM1 preadsorbed to pro-
tein A-Sepharose beads. The immune complexes were washed and
phosphotransferase activity was assayed directly using myelin basic
protein as substrate. The enzymatic activities are expressed as pico-
moles of phosphate incorporated into the substrate per min per mg of
lysate protein and represent the mean = S.E. of duplicate determina-
tions. The data presented are representative of several experiments
with similar results.

interact with the control resin without the cap homolog (not
shown). These results clearly indicate that All-stimulated
phosphorylation of 4E-BP1 in aortic SMC premotes the disso-
ciation of 4E-BP1 from eIF4E in vivo.

Al Stimulates Phosphorvlation of 4E-BP1 on Multiple Ser-
ine and Threonine Residues—As a first step toward the char-
acterization of the regulatory phosphorylation sites of 4E-BP1,
32P.labeled aortic SMC were stimulated with Al for different
times, and 4E-BP1 was immunoprecipitated from cell lysates
(Fig. 5A). The labeled bands corresponding to 4E-BP1 were
then subjected to phosphoamino acid analysis. In quiescent
cells, 4E-BP1 was found to be phosphorylated on serine and
threonine residues with a predominance of phosphothreonine
(Fig. 5B). Stimulation of cells with AII resulted in a significant
increase in both the phosphoserine and phosphothreonine con-
tent of 4E-BP1 at each time studied (Fig. 3B). No phosphoty-
rosine was detected in either control or stimulated cells.

The phosphorylation sites of 4E-BP1 were further analyzed
by two-dimensional phosphopeptide mapping. For these exper-
iments, the *?P-labeled 4E-BP1 protein species isolated from
extracts of control or All-treated cells were subjected to exten-
sive trypsin digestion, and the resulting peptides were sepa-
rated by electrophoresis and ascending chromatography. Rep-
resentative phosphopeptide maps are shown in Fig. 6. The
tryptic peptide map of labeled 4E-BP1 isolated from unstimu-
lated quiescent cells consisted of three major spots (spots 3, 4,
and 5) and two minor spots (spots 1 and 2). No significant
change in the *?P content of spots 1-5 was observed in cells
stimulated with All for 5 min (Fig. 6C), consistent with the low
level of phosphorylation of 4E-BP1 (Fig. 64). However, when
the cells were treated with the hormone for 15 min, the 32P
content of all five existing spots increased to varying degrees,
and three additional phosphopeptides (labeled 6, 7, and 8)
appeared de novo (Fig. 6D). The largest increase in relative **P
content was seen in spot 1. These results demonstrate that
4E-BP1 is phosphorylated on multiple serine and threonine
residues in All-treated aortic SMC.

Lack of Involvement of ERK1/ERK2 in the Phosphorylation
of 4E-BP1 Induced by AIl It has been initially suggested that
MAP kinase is the main enzyme mediating insulin-stimulated
phosphorylation of 4E-BP1 in rat adipocytes (22). However,
more recent studies have seriously questioned the involvement
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Fic. 8. Phosphorylation of 4E-BP1 by ERKI. A, recombinant
GST-4E-BP1 was incubated at 30 °C for 60 min with [y-"*PJATP and
recombinant ERK1 (p44™°") preincubated in the absence or presence of
activated MEK1 adsorbed on agarose beads. The reaction mixture was
resolved by SDS-gel electrophoresis and transferred to PVDF mem-
brane. An autoradiogram of the membrane is shown. The position of
4E-BP1 is indicated. B. phosphopeptide map of 4E-BP1 phosphorylated
by ERK1 in vitro. The **P-labeled 4E-BP1 protein band from panel A
was excised from the membrane and digested with trypsin. The tryptic
phosphopeptides were separated by thin-layer electrophoresis followed
by ascending chromatography. The major MAP kinase-phosphorylated
peptide was labeled a.

of ERKI/ERK2 in the phosphorylation of 4E-BP1 in vive (24—
26). Since All strongly stimulates the enzymatic activity of
ERK isoforms in aortic SMC (4, 36 -38), we tested the hypoth-
esis that ERK1/ERK2 could be involved in the phosphorylation
of 4E-BP1 in All-stimulated cells. We first examined the time
course of activation of ERKI/ERK2 in All-stimulated aortic
SMC. Fig. 7 shows that the activation of ERK1 is rapid and
transient, reaching a maximum between 1 and 5 min, and then
declining rapidly to low levels at 15 min. The same kinetics was
observed for the ERK2 isoform (data not shown). Thus, the
time course of activation of ERK isoforms does not correlate
with that of 4E-BP1 phosphorylation which reaches a maxi-
mum at 15 min in these cells.

We next analvzed the sites on 4E-BP1 that become phospho-
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rylated by the MAP kinase ERKI in vitro by phosphopeptide
mapping. Purified recombinant ERK1 (p44™7%) was activated
with MEK1 and incubated with recombinant GST-4E-BP1 in
the presence of [y-*?PJATP. As previously reported (23), 4E-
BP1 was found to be a good substrate for ERK1 in vitro (Fig.
84). Analysis of the tryptic peptide map of 4E-BP1 phosphoryl-
ated by ERK1 revealed the presence of a single major spot (Fig.
8B). The identity of the phosphorylated site in this peptide has
not been determined, but it likely corresponds to Ser-64 which
was identified as the major ERK2 phosphorylation site in rat
PHAS-I (23). The in vitro map was clearly different from the in
vivo tryptic peptide map of 4E-BP1 isolated from All-stimu-
lated cells (Fig. 6D). Mixing experiments indicated that the
ERK1-phosphorylated peptide (peptide a) comigrates with pep-
tide 1 isolated from in vivo labeled cells (data not shown).
However, the phosphorylation of this peptide was not increased
at a time when ERK1I/ERK2 activity is maximal in the cells (see
Fig. 6C and Fig. 7).

We finally used the recently developed MEK inhibitor PD
98059 (39) to examine the involvement of the ERK pathway in
4E-BP1 phosphorylation. We have recently demonstrated that
treatment of aortic SMC with 30 um PD 98059 almost com-
pletely suppresses All-dependent activation of MEKs and, asa
consequence, inhibits the activity of the two ERK isoforms (38).
Quiescent aortic SMC were pretreated with PD 98059 prior to
All stimulation and the phosphorylation of 4E-BP1 was as-
sessed by immunoblot analysis. As shown in Fig. 9, inactivation
of the ERK pathway with PD 98059 did not affect All-depend-
ent phosphorylation of 4E-BP1 in these cells. These data indi-
cate that the MAP kinases ERK1I/ERK2 are not involved in the
regulation of 4E-BP1 phosphorylation by AIl in aortic SMC.

DISCUSSION

In this study, we demonstrate that AIT increases the phos-
phorylation of 4E-BP1 and promotes the dissociation of 4E-
BP1-eIF4E complexes in rat aortic SMC. These findings define
a new mechanism by which the hormone exerts its throphic
effects on target cells. To get an insight into the cellular events
leading to 4E-BP1 phosphorylation, we have characterized the
phosphorylation sites of the protein by phosphoamino acid
analysis and two-dimensional tryptic peptide mapping. Results
of these experiments revealed that 4E-BP1 is phosphorylated
in growth-arrested aortic SMC on three major and twe minor
peptides containing serine or threonine residues. Treatment
with AII for 15 min resulted in increased phosphorylation of
the five tryptic peptides and generated three additional phos-
phopeptides de novo. These findings indicate that 4E-BP1 is
phosphorylated on at least eight distinct regulatory sites in
response to AIT. Such multiple phosphorylation contrasts with
initial reports which suggested that most, if not all, of the
insulin-stimulated phosphorylation of PHAS-I(the rat homolog
of 4E-BP1) occurs on a single serine site (23). While it is
certainly conceivable that tyrosine kinase receptor agonists
like insulin and G protein-coupled receptor agonists like AII
use distinct second messengers and protein kinases to target
4E-BP1 phosphorylation, our results clearly demonstrate that
the regulation of 4E-BP1 phosphorylation is more complex
than originally described. Indeed, more recent data rather sug-
gest that multiple sites in PHAS-I are phosphorylated upon
insulin treatment (24).

We have specifically examined the relative contribution of
the ERK pathway to the phosphorylation of 4E-BP1 using a
combination of experimental approaches. The following argu-
ments indicate that ERK isoforms are unlikely to be involved in
the regulation of 4E-BP1 phosphorylation by AIl. First, the
kinetics of ERK1I/EKR2 activation does not correlate with the
increased phosphorylation of 4E-BP1 in All-stimulated aortic
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Fic. 9. Effect of the MEK inhibitor PD 98059 on All-stimulated
phosphorylation of 4E-BP1 in aortic SMC. Quiescent rat aortic
SMC were pretreated for 30 min with vehicle alone or with 30 uM PD
98059. The cells were then stimulated or not (cont) with 100 nm AII for
15 min. Heat-soluble proteins were extracted and the phosphorylation
of 4E-BP1 was analyzed by immunoblatting as described in the legend
to Fig. 1. Similar results were obtained in three independent
experiments.

SMC. Second, the phosphorylation of the major 4E-BP1 tryptic
peptide phosphorylated by ERK1 in vitro is not increased at a
time when ERK1/ERK2 activity is already maximal in AIl-
treated cells. Third, inhibition of ERK1 and ERK2 activation
with the MEK inhibitor PD 98059 does not interfere with
All-dependent phosphorylation of 4E-BP1. Thus, the results
presented here together with other findings (24-26) provide
strong evidence that the ERK subfamily of MAP kinases is not
involved in the phosphorylation of 4E-BP1 in vivo.

The signal transduction pathways coupling AT, receptor ac-
tivation to the stimulation of 4E-BP1 phosphorylation remain
to be established. The rat 4E-BP1 protein contains multiple
consensus phosphoacceptor sites, including seven Ser/Thr-Pro
motifs, one protein kinase C site, and four potential casein
kinase II sites. In preliminary studies, we found that selective
inhibition of protein kinase C or chelation of intracetlular Ca®”
attenuate All-dependent phosphorylation of 4E-BP1. These re-
sults suggest that protein kinase C might play a critical role in
the regulation of 4E-BP1 function, either by phosphorylating
the protein directly or by acting upstream of physiological
4E-BP1 kinases. Recent experiments showed that rapamycin, a
selective inhibitor of p705%% activation, blocks the stimulation
of 4E-BP1 phosphorylation by growth factors in several cell
lines, providing pharmacological evidence for the involvement
of a rapamycin-sensitive pathway in the regulation of 4E-BP1
function (24-26, 40).* Since p705°% does not phosphorylate
4E-BP1 in vitro (23), the above results suggest that another
protein serine/threonine kinase acting downstream of mTOR/
FRAP mediates the phosphorylation of the protein. Finally, we
cannot exclude the possibility that AIl inhibits the activity of a
protein serine/threonine phosphatase in aortic SMC. Studies
are currently underway to determine the location of the regu-
latory phosphorylation sites on 4E-BP1 and to identify the All
signal transduction pathways leading to the increased phos-
phorylation of the protein.

The cellular mechanisms by which AIl and G protein-coupled
receptor agonists influence the global rate of protein synthesis
to induce cell hypertrophy are still poorly understood. How-
ever, the recent observation that these factors regulate the
phosphorylation state of translational components substanti-
ate the idea that part of their action is exerted at the transla-
tional level. In addition to regulating the function of 4E-BP1
(this study), AIl has been shown to increase the phosphoryla-
tion of eIF4E in vascular SMC (41}, Although the consequence
of such phosphorylation was not addressed in that study, there
is a good correlation between the phosphorylation state of

1 M. Fleurent and S. Meloche, unpublished results.
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eIF4E and the rate of protein synthesis in living cells (12, 14,
15). Another mechanism by which AIl might stimulate trans-
lation is by phosphorylating the 40 S ribosomal protein S6
through the activation of p70%%% (4). 56 phosphorylation has
been closely correlated with the stimulatory effect of growth
factors on translation (42, 43). Our observation that rapamycin
treatment of aortic SMC inhibits up to 60~80% of All-stimu-
lated protein synthesis would be consistent with this notion.
However, rapamycin also inhibits translation initiation by
blocking 4E-BP1 phosphorylation and inactivating eIFAE (25).
Future work will be required to delineate the relative contri-
bution of each of these mechanisms to the global hypertrophic
response.
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DISCUSSION

L’hormone peptidique angiotensine IT (AII), médiateur principal du systéme rénine-
angiotensine, a été le sujet de nombreuses études ces derniéres années étant donné son
implication dans un grand nombre de processus biologiques importants pour la cellule
{1,2}. Son implication, entre autre, dans le contrdle de la croissance des cellules de
muscle lisse vasculaire (CMLV) suggere un réle dans certaines pathologies
cardiovasculaires et en a fait un sujet d’étude trés exploité. L’ AIl stimule la
croissance de plusieurs types cellulaires tel que les CMLV {8,11,13,14}. Les
différents effets de I’hormone dépendent de sa liaison & deux récepteurs spécifiques,
nommes AT; et AT,, qui appartiennent & la grande famille des récepteurs a sept
passages transmembranaires couplés aux protéines G. Le sous-type AT ; est
responsable de la majorité des actions classiques de I’AIl y compris son action
trophique {1,7,21}. Les bases moléculaires des actions de I’AIl demeurent encore trés
peu connues. La stimulation du récepteur AT, active plusieurs voies de signalisation
telles que la PLC, la PLA,, la PKC, la mobilisation du Ca®’, la phosphorylation de
protéines en tyrosine, ’activation de protéines kinases telles que les MAP kinases et la
p70°* ainsi que Iinduction de proto-oncogénes.

Les facteurs de croissance sont impliqués au niveau du contrdle de la croissance et du
developpement cellulaire. La croissance et la division cellulaire sont étroitement liées
au contrdle du taux de synthése de protéines {109}. Au cours des dernieres années,
un bon nombre de connaissances ont été acquises au niveau du controle
transcriptionnel de la cellule, alors que les voies de signalisation menant a la synthése
de protéines demeurent encore obscures. Les travaux présentés dans ce mémoire
portent justement sur I’étude des voies de signalisation par lesquelles I’ All contrdle la

synthése de protéines.

Au niveau de la synthése protéique, la traduction des ARNm peut se diviser en trois

phases: [’initiation, I’élongation et la terminaison. Le site majeur de régulation est
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I’étape d’initiation, qui est contrdlée par I’action d’un ensemble de facteurs d’initiation
dont Iactivité est réglés par des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation.
L’étape limitante de I’initiation de la traduction est la liaison de I’ARNm au ribosome
et demande la participation, entre autre, du complexe elF4F qui est formé de trois
sous-unités: elF4A, elF4E et eIF4G. Des perturbations qui surviennent a cette étape
de la traduction peuvent affecter la croissance et le phénotype cellulaire {109}. Le
controle et la régulation de ce processus sont donc trés importants. Le facteur elF4E
est la composante la moins abondante de tous les elF et représente par conséquent une
cible trés importante pour la régulation {32,183}. L’activité d’eIF4E est réglée
positivement par phosphorylation et négativement par la liaison de protéines
régulatrices nommées 4E-BP1 et 4E-BP2. Ces protéines récemment identifiées se
lient spécifiquement & eIF4E et inhibent ainsi, réversiblement, la traduction coiffe-
dépendante en empéchant la liaison entre les facteurs eIF4E et eIF4G qui ne peuvent
donc pas former le complexe 4F fonctionnel lequel est nécessaire a I’initiation de la
traduction. L’affinit¢ de 4E-BP1 (homologue humain de PHAS-I de rat) pour elF4E
est diminuée suite & sa phosphorylation en réponse aux facteurs de croissance,
hormones et mitogénes {98,119}, ce qui entraine la dissociation du complexe

elF4E/4E-BP1 et permet I’initiation de la traduction.

L’étude de la régulation de 4E-BP1 en réponse a I’All dans les cellules musculaires
lisses aortiques (CMLA) de rat (souche Brown-Norway) représentait donc un sujet
trés intéressant dans le but d’augmenter notre compréhension des mécanismes
cellulaires impliqués dans ’action hypertrophique de I’AIl. La caractérisation des
mécanismes de régulation de 'activité de 4E-BP1 fut donc le sujet des travaux
présentés dans ce mémoire. Plusieurs études avaient déja été amorcées par d’autres
équipes sur la régulation de PHAS-I en réponse a I'insuline et les résultats obtenus ont
suscité notre intérét. Tout d’abord, les équipes de Lin et de Pause {159,160} avaient
rapporté que PHAS-I était phosphorylée sur un seul site, la sérine 64, en réponse a
I'insuline et que cette phosphorylation était essentiellement induite par les MAP

kinases. Suite a ces résultats fort attrayants, nous avons étudié les effets d’une
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stimulation par I’AIl sur la fonction de 4E-BP1 dans les CMLA, ce qui a conduit a la

publication d’un premier manuscrit (voir chapitre 2: Manuscrit).

1. Régulation de 4E-BP1 (voir manuscrit):

La stimulation de cellules quiescentes avec I’AIl induit un retard de migration
électrophorétique de 4E-BP1, ce qui indique une augmentation de la phosphorylation
de la protéine. Il est possible de distinguer trois bandes sur les autoradiogrammes des
analyses d’immunobuvardage représentant 4E-BP1 phosphorylée a différentes
steechiométries. L’effet de I’All est détectable aprés 5 minutes de stimulation mais
atteint son maximum & 15 minutes et persiste pour au moins 120 minutes. Cette
cinétique d’activation induite par I’AIl ne correspond pas a celle des MAP kinases
ERKI1/ERK2, qui est monophasique, transitoire et atteint son maximum entre 1 a 5
minutes pour revenir presqu’au niveau de base aprés 15 minutes {10,40,73,80}. L’All
stimule la phosphorylation de 4E-BP1 de fagon dépendante du temps et de la dose et
ce, par I’activation du sous-type de récepteurs AT;.

La phosphorylation de 4E-BP1 observée aprés le traitement des cellules par 1’insuline
ou par le sérum, est associée & une diminution de I’affinité de la protéine pour elF4E
{159,160,181}. Les analyses par chromatographie d’affinité utilisant une colonne de
résine m’GTP-agarose (imitant la structure en coiffe de ’ARNm) nous ont permis de
démontrer que dans les CMLA, la phosphorylation induite en réponse a I’All

occasionne une importante diminution de I’affinité de 4E-BP1 pour eIF4E.

La caractérisation des sites de régulation de 4E-BP1 représentait I’étape subséquente
de nos études. Pour ce faire, un marquage métabolique des cellules a été réalisé par
I'incubation des cellules en présence d’acide phosphorique radioactif. Des analyses
des acides aminés phosphorylés ont été réalisées et ont permis de déterminer que la
stimulation des CMLA par I’All résulte en une augmentation de la phosphorylation
des résidus sérine et thréonine de 4E-BP1, sans aucune trace de phosphotyrosine. Les

sites de phosphorylation de la protéine ont ensuite été analysés a I’aide de cartes
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phosphopeptidiques en deux dimensions. 1l est possible de distinguer sur les cartes
réalisées a partir des cellules non-stimulées, la présence de trois peptides majeurs (3, 4,
5) et deux mineurs (1, 2). Suite au traitement des cellules pendant 15 minutes avec
I’AlL le contenu en phosphate des cinq peptides déja présents augmente a différents
degrés et trois nouveaux peptides sont détectables (6, 7, 8). La plus forte
augmentation est observée au niveau du peptide 1. Ces résultats viennent donc a
I’encontre des observations initiales de Lin et al. {160} suggérant la phosphorylation

de 4E-BP1 sur un seul site majeur.

Nous avons donc voulu vérifier I'implication des MAP kinases dans la phosphorylation
de 4E-BP1, puisque I’All stimule fortement Pactivité ERK1/2 dans les CMLA. Tel
que mentionné précédemment, la cinétique d’activation de ERK1/2 en réponse a I’ All
ne correspond pas a celle de 4E-BP1. L’études des cartes peptidiques des sites
phosphorylés par ERK1 in vitro a démontré que 4E-BP1 est un bon substrat pour
ERK1 mais qu’un seul site majeur (possiblement la sérine 64) est phosphorylé
comparativement a huit dans les analyses in vivo de cellules stimulées. Ce site de
phosphorylation pourrait correspondre au peptide 1 des cartes peptidiques in vivo tel
que déterminé par des études de co-migration (résultats non publiés). Comme le
contenu en phosphate de ce site n’est pas augmenté significativement aprés 5 minutes
de stimulation (temps auquel I’activité des MAP kinases est maximale), I’implication
d’ERK1/2 dans la phosphorylation de 4E-BP1 est douteuse. Finalement, le traitement
des cellules avec I’inhibiteur pharmacologique de MEK, le PD98059 {79}, n’a eu
aucun effet sur la phosphorylation de 4E-BP1. Donc la combinaison de résultats
d’études cinétiques, d’analyses de phosphopeptides in vitro et in vivo et d’études
pharmacologiques suggeére fortement que les MAP kinases ERK1/ERK2 ne sont pas
impliquées dans la régulation de la phosphorylation de 4E-BP1. Nos résultats
démontrent donc que le traitement des CMLA induit une hyperphosphorylation du
régulateur traductionnel 4E-BP1 ainsi que sa dissociation d’eIF4E selon un mécanisme
MAPK-indépendant et que cette phosphorylation diminue I’affinité de 4E-BP1 envers
elF4E.
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Les résultats obtenus lors de la premiére partie des travaux définissent un nouveau
mécanisme par lequel I’ AIl exerce ses effets trophiques sur les cellules cibles, en
agissant sur la régulation de composantes importantes de la machinerie traductionnelle
qui mé