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Sommaire
Un grand nombre de protéines et de peptides bioactifs nécessaires au
développement normal et au maintien de l'organisme sont produits a partir de
précurseurs inactifs qui subissent des coupures endoprotéolytiques au niveau de
sites mono- ou dibasiques par les membres de la famille des convertases des
proprotéines.

Le dernier membre de cette famille recemment découvert est la PC7. Cette
convertase est une protéine trans-membranaire du type | composée de 747
acides aminés. Elle est exprimée de facon généralisée dans 'organisme, mais
elle est particulierement abondante dans le thymus, la rate et les testicules.

Peu était connu sur la structure du géne de la PC7 avant le travail présenté
dans ce mémoire. On savait par contre, a partir des homologies de séquences
dans la région catalytique, que ce géne est plus rapproché des kexines de
levure que les autres convertases de mammiféres. Sur cette base, nous avons
émis I'hypothése que la structure de son géne, quand a la position des introns,
pourrait étre différente de celles des autres convertases. Nous avons chercher a
vérifier cette hypothése par caractérisation du géne de la PC7 chez la souris.

Nous avons procédé, comme base de départ, en placant les introns de
facon hypothétique sur 'ADNc de la PC7 de souris par comparaison avec les
génes d'autres convertases de proprotéines. Nous avons ensuite vérifié leur
présence par séquencage a la PCR de I'ADN amplifi¢ a l'aide d’amorces
exoniques a partir de séquences clonées du gene de I'enzyme. Les résultats
obtenus nous ont permis de positionner exactement tous les introns. Nous avons
ainsi démontré que le géne de la PC7 compte dix exons séparés par neuf
introns. En dehors de la région catalytique, la position relative des introns par
rapport aux séquences codantes differe sensiblement de celles des autres
membres de la famille des convertases, appuyant ainsi la présomption initiale
que le géne de la PC7 aurait divergé trés t6t des autres génes des convertases

a partir d'un gene ancestral commun.



Par ailleurs, en comparant des séquences exoniques du géne a celle publiée
pour 'ADNc de souris, nous avons relevé quelques polymorphismes de
sequence sans effets probables sur la fonction de I'enzyme. Enfin, a la suite
d'une réaction d’'extension d’amorce, nous avons identifi€ un site majeur ainsi
que deux sites mineurs d'initiation de la transcription .

La connaissance de l'organisation du gene de la PC7 permet desormais
d’envisager la production de souris déficientes en cette enzyme, ce qui aiderait a
déterminer son importance physiologique, a établir son implication éventuelle
dans la fertilité et 'immunité, et a identifier ses substrats naturels. Des études
ultérieures sur son promoteur permettront de mieux comprendre les bases

moléculaires de son expression tissulaire et de sa régulation.
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1. INTRODUCTION

1.1. LES CONVERTASES DES PROPROTEINES

1.1.1. Découverte des convertases

De nombreuses protéines biologiquement actives sont synthétisées a partir de
précurseurs qui subissent une ou plusieurs étapes de maturation. Ces étapes
sont assurées par différentes familles d’enzymes, parmi lesquelles on trouve
notamment les exoprotéases et les endoprotéases. Il est maintenant reconnu
que les convertases des pro-protéines (Proprotein converfases ou PC) sont des
endoprotéases qui coupent des précurseurs polypeptidiques aprés un résidu ou
une paire de résidus basiques et souvent de facon spécifique au tissu (Devi,
1991; Seidah and Chrétien, 1992; Seidah et al., 1997).

Les PCs de mammiféres sont des sérines protéinases dépendantes du
calcium qui ont une homologie de séquence avec les subtilisines bactériennes et
les kexines de la levure (Seidah et al., 1997). Kex2 a été la premiére convertase
a étre decrite. Elle a eté obtenue et clonée a partir de la levure Saccharomyces
cerevisiae (Julius ef al., 1984). Aprés l'obtention de cette convertase, plusieurs
années se sont écoulées durant lesquelles aucune autre enzyme de cette famille
n'a été découverte. Cependant, lors d'une étude sur l'oncogéne fes/fps,
Roebroek et al. (1986) ont cloné de fagon inattendue la premiére convertase de
mammiféere qui a été nommée furine. Par la suite, a [laide
d’oligodésoxynucléotides (ODNs) dégénérés, utilisant des séquences provenant
des abords du site actif de 'enzyme de la levure, d’autres convertases ont été
découvertes (revu par Chrétien ef al., 1995).

A présent, la famille des convertases est constituée de sept membres
nommeés, PC1 (aussi connue sous le nom de PC3), PC2, furine (aussi
dénommee PACE), PACE4, PC4, PC5 (aussi dénommée PC6) et PC7 (aussi
nommee SPC7, LPC ou PC8) (revu par Seidah et al., 1997) (figure 1).



Figure 1

Structure des Convertases des Proprotéines

No. Amino Acids

Eak 382
mPC2 637
rPC4 654
mPC1 753
rPC7 783
hFurin 794
rPC5 915
hPACE4 - 969
yKexin 814

E2 signal Peptide B Transmembrane EJ Amphipathic

Pro-Segment Ed cCytoplasmic Cys-Rich
Catalytic E RGD ¢ N-Glycosylation
A p-Domain B Ser/Thr

Représentation schématique des convertases des proprotéines de mammiferes

et leur comparaison avec la subtilisine BPN ancestrale et la kexine de levure.



1.1.2. Substrats des proprotéines convertases.

Comme déja mentionné ci-dessus, les convertases agissent sur des précurseurs
protéiques. Ces substrats appartiennent a des familles de protéines différentes
parmi lesquelles on dénombre les précurseurs d’hormones, des neuropeptides,
des récepteurs peptidiques, des enzymes protéolytiques, des facteurs de
croissance, des molécules d’adhésion cellulaire et des glycoprotéines de surface
de virus et de bactéries pathogenes (revu par Seidah et al., 1997)).

Seidah et al. (1997) ont regroupé les substrats des convertases en quatre
catégories différentes selon leur type de site de coupure (tableau 1). Le premier
groupe est composé des précurseurs qui ont un site de coupure de type R-X-
(K/R)-R. Parmi ces précurseurs, on compte la gp160, le pro-7B2 et l'intégrine a6.
Le deuxiéme groupe est constitué de précurseurs ayant un site de coupure de
type (R/K)-(K/R), comme la majorité des précurseurs hormonaux, telles la pro-
opiomeélanocortine (POMC) et la pro-insuline. Le troisi€éme groupe comprend des
précurseurs coupés apres un site composé d’'un seul acide aminé basique,
occupé par un résidu arginine, et la présence d'un second résidu basique a la
position P4, P6 ou P8 est nécessaire. Enfin, le quatriéme groupe est constitue
de précurseurs coupés aprés un seul ou une paire de résidus basiques, mais
différe des autres par le fait que la séquence peptidique posséde une arginine

ou une lysine deux résidus en aval (position P2’) du site de coupure.

1.1.3. Comparaison structurale des convertases.

Les étapes menant & la découverte de chaque PC ainsi que 'étude de leurs
caractéristiques ont fait le sujet de plusieurs articles de revue (Chrétien et al.,
1995; Seidah ef al., 1994; Seidah et al., 1997). En général, chaque convertase a
des caractéristiques qui lui sont propres, mais elles possédent aussi des régions
d’homologie entre elles (figure 1). Tous les membres de la famille des PCs ont
un peptide signal, un prosegment, une sous-unité catalytique contenant le site
actif, dans lequel se trouve la triade Asp/His/Ser typique des protéases a sérine,

et un domaine nommé domaine P (Wilcox and Fuller, 1991).



Tableau |

Classification des Substrats des Convertases

Precursor protein Cleavage site sequence
Type I precursors [R-X-(K/R)-R] P6 PS5 P4 P3 P2 P1 P1' P2
(X- X- R- X- K/R- R ¥ x- X]
Pro-[BNGF Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg W Ser-Ser
Leptin pro-receptor @Gln-val-Arg-Glu-Lya-Arg W Leu-Asp
Integrin w6 Asn-Ser-Arg-Lys-Lys-Arg ¥ clu-Ile
HIV-1 gple0 Val-Gln-Arg-Glu-Lys-Arg W Ala-val
Pro-fertilin o Gln-Ser-Arg-Met-Arg-Arg W Ala-Ala
Pro-7B2 Glu-Arg-Arg-Lys-Arg-Arg ¥ Ser-val
Type II precursors [(K/R)-(K/R)] P6 PS5 P4 P3 P2 P1 P1l' p2!
[x- X- X- X- k/R- R ¥ x- x]
POMC (aMSH/CLIP) Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg W Arg-Pro
(YLPH/BEnd) Pro-Pro-Lys-Asp-Lys-Arg ¥ Tyr-Gly
Pro-Insulin (B/C chain) Thr-Pro-Lys-Thr-Arg-Arg ¥ Glu-Ala
(C/A chain) Gly-Ser-Leu-Gln-Lys-Arg ¥ Gly-Ile
Pro-Renin Ser-Gln-Pro-Met-Lys-Arg ¥ Leu-Thr
PACAP-RP Ala-Pro-Leu-Thr-Lys-Arg W His-Ser
Integrin o4 His-Val-Ile-Ser-Lys-Arg ¥ Ser-Thr
Pro-fertilin f Ser-Cys-Lys-Leu-Lys-Arg ¥ Arg-Gly
Type 111 precursors |[Single R] P8 P7 P& P5 P4 P3 P2 Pl P1l' p2!
(B)- X- (B)- X- (B)- X- X R ¥ x-X
Pro-Dynorphin (C-peptide) Arg-Gln-Phe-Lys-val-vVal-Thr-arg ¥ Ser-Gln
Pro-ANF Arg-Ala-Leu-Leu-Thr-Ala-Pro-Arg W Ser-Leu
Pro-Somatostatin (SS-28) Glu-Met-Arg-Leu-Glu-Leu-Gln-Arg ¥ Ser-aAla
Pro-IGF-I Leu-Lys-Pro-Thr-Lys-Ala-Bla-Arg W Ser-Ile
Pro-IGF-II Ala-Thr-Pro-Ala-Lys-Ser-Glu-arg W Asp-val
Pro-EGF (N-terminal) Glu-Asp-Gly-His-His-Leu-Asp-Arg ¥ Asn-Ser
Pro-EGF (C-terminal) Asp-Leu-Arg-Trp-Trp-Glu-Leu-Arg ¥ His-Ala
Type IV precursors [P2'= R/K] P8 P7 P6 P5 P4 P3 P2 Pl P1' P2'
(B)- X- (B)- X- (B)- X- (B)-R/K ¥ X -R/K
PACAP-RP Leu-Ala-Ala-vVal-Leu-Gly-Lys-arg ¥ Tyr-Lys
Pro-Mullerian Inhibiting Substance Glu-Gly-Arg-Gly-Arg-Ala-Gly-Arg W Ser-Lys
Pro-Glucagon Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Lys-Arg ¥ Asn-Arg
Pro-IGF-II Glu-Ala-Phe-Arg-Glu-Ala-Lys-Arg W His-Arg
Pro-PTP-|i receptor Val-Glu-Glu-Glu-Arg-Pro-Arg-Arg W Thr-Lys

(Tiré de Seidah et al., 1997)
Classification des substrats des convertases selon leur site de coupure. Le B

dans le consensus représente un acide aminé basique.



Il est intéressant de signaler que le domaine catalytique est le plus conservé des
domaines entre les sept PCs. Dans la région centrale du domaine P, on trouve la
séguence pentapeptidigue RRGDL, hautement conservée dans la plupart des
PCs excepté dans la PC7 ou le Asp est remplace par une Ser (RRGSL). Il est
intéressant de noter que cette sérine pourrait étre phosphorylée par une kinase
qui reconnait le motif Ser-X-Glu (Seidah et al., 1996a). La fonction de cette
séquence RRGDL ou RRGSL est toujours inconnue. Différentes hypothéses ont
été émises a ce sujet. Cette séquence pourrait interagir avec des protéines
apparentées aux intégrines dans la cellule lors du passage de I'enzyme a travers
la voie sécrétoire comme l'avaient suggéré Seidah et al. (1990). De plus, la
mutagenése de cette séquence dans la PC1 diminue de fagon trés importante la
coupure et l'activation du zymogéne dans le réticulum endoplasmique (ER,
endoplasmic reticulum) et détourne la protéine vers la voie de sécrétion
constitutive et non vers les granules de sécrétion ou réside normalement cette
convertase (Lusson et al., 1997).

La région la plus variable des PCs est le segment C-terminal. Dans le cas de
la PC1 et de la PC2, on trouve une hélice amphipatique regroupant sur une face
des résidus hydrophobiques et sur une autre des résidus hydrophiliques (revue
dans Seidah et al., 1997). La furine, la PACE4 et la PC5 ainsi qu'une variante de
la PC5 nommée PC5B ont un domaine riche en cystéines dont le nombre se
répéte 2, 5 ou 22 fois respectivement (Seidah et al., 1994; Seidah et al., 1997). |l
est intéressant de noter que ce méme domaine riche en cystéines est présent
dans les convertases homologues a la furine chez la drosophile (Drosophila
melanogaster) (Roebroek et al., 1992). La fonction de ce domaine est toujours
inconnue. De toutes les PCs connues jusqu'a présent, seules la furine, un
isoforme de la PACE4, la PC5-B et la PC7 possédent un domaine
transmembranaire qui sert a ancrer I'enzyme a la surface cellulaire (Bruzzaniti et
al., 1996; Constam et al., 1996; Meerabux et al., 1996; Seidah et al., 1996).

Chaque convertase a une homologie plus ou moins importante avec la

kexine (44%-46%) ou avec la substilisine BPN'(23%-28%) (Seidah et al., 1994).



L'appartenance des PCs a une méme famille est soutenue non seulement par
leur homologie de séquence qui s’étend de 55 a 69%, particulierement dans la
region autour du site actif (60% au moins), mais aussi par les similitudes
d’organisation intron-exon de leurs génes (Ftouhi et al., 1994; Mbikay et al.,
1994). Vue sous l'angle de I'évolution, 'existence d’'une telle famille de genes
signifie qu'il devrait exister une diversification des fonctions de ces enzymes. En
appliquant un programme informatisé d’alignement phylogénique des séquences
(Phylogenetic Tree Alignment Program of the GCG package) aux domaines
catalytiques des PCs, Seidah ef al. (1996) ont démontré que la PC7 est la PC la
plus proche des kexines, Krp, XPR6 et Kex1 de la levure. Ainsi, la PC7 aurait

diverge trés t6t des autres PCs (figure 2).

1.1.4. Activation des convertases des proprotéines.

Les convertases des proprotéines sont initialement produites sous formes
inactives et ne peuvent agir sur leurs substrats que si elles sont activées. Ainsi,
le prosegment doit étre coupé afin de libérer la forme active de I'enzyme (voir
tableau 2). La coupure se fait aprés la séquence R-X-(K/R)-R qui ressemble a la
séquence contenue dans les précurseurs de type | reconnus par les convertases
(Seidah et al., 1997). Le devenir du prosegment aprés une coupure
autocatalytique intramoléculaire dans le ER n’'est toujours pas connu. |l a été
propose, entre autres hypothéses, qu'aprés coupure, le prosegment demeurerait
dans le réticulum endoplasmique ou, comme dans le cas de la subtilisine (Eder
et al, 1993), il agirait comme inhibiteur compétitif attaché de fagon non
covalente a I'enzyme jusqu’a ce que celle-ci atteigne le réseau transgolgien
(TGN, trans Golgi network), ou les granules de sécrétion immatures; aprés quoi
il se dissocierait de I'enzyme et serait détruit. Dans le cas de Kex2 et de la
furine, il a été démontré que la présence du prosegment permet le bon
repliement de la structure tertiaire du zymogene (Anderson et al, 1997,

Creemers et al., 1995).



Figure 2

Phylogénie des Convertases des Proprotéines
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Dendogramme représentant I'arbre phylogénétique des sept convertases des
proprotéines de souris (préfixe m, mouse) connues, mPC7, mPC1, mPC2,
mPC4, mFurine, mPC5 et la mPACE4 et leur comparaison a la kexine yKrp,
yXPR6, yKexin et yKex 1 de la levure (y, yeast), la furine de la drosophile (d,
Drosophila melanogaster), la blisterase-4 isoform D (celBlis-D) du
Caenorhabditis. elegans (cel), la atPC1 de I'angler fish (at), la aPC2, la afurine et
la aPC1-A de l'aplysie (a, Aplysia californica), la hydPC1-A de I'hydre, la lymPC2
du lymnea stagnalis et la xPC2, la Xen-14 et la Xen-18 de la grenouille (x,

Xenopus laevis).



Tableau |l

Sites de Coupure dans I'’Activation des Pro-convertases
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mfurin kIF TM...tWAVh IP..GGp..- . .avADRV AgKhGFhNLG QI..FEgD..Y
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mpcl Y1FkHkshpR .rsrRSAL.. Hitkr..LSd DArVtWaEQQ yeKeRsKR¢SV gkdsaldL.F
mpc? Y1EvgptghR gameveAM rqgaeavLaR heaVrWhseQ £11kRaKRW¥ST h........ E
Consensus  —————Ssnos Sremslaieseie s i S el a——— Q=S R KR e S Sy i

(Tiré de Seidah et al., 1997)

Alignement des séquences des prosegments des sept convertases de
proprotéines de mammiféres. La fléche indique le site de coupure du

prosegment.



L'analyse de la séquence d'acide aminé du prosegment montre que plusieurs
résidus (GlIn, deux Ala et Gly) sont conservés dans les sept membres connus de
la famille des convertases des mammiferes. Cela pourrait suggérer que ces
acides aminés ont un réle important dans la fonction du prosegment (Seidah et

al., 1997).

115 Les quatre classes des convertases des proprotéines et leur
localisation tissulaire et cellulaire.

Les convertases des proprotéines, selon leur distribution et leur localisation
intracellulaire, peuvent étre divisées en quatre classes différentes (tableau 3)
(Seidah ef al., 1997). Les membres de la premiére classe sont la furine et la
PC7, exprimees dans la majorité des tissus. L'expression de la PC7 est
relativement abondante dans les tissus des systéemes digestif et reproductif ainsi
que dans le systéme nerveux central (SNC: cortex, striatum, hippocampe,
thalamus, hypothalamus, cervelet, moélle épiniere) et 'hypophyse. Par contre,
FARNmM de la furine se trouve en plus grande quantité dans le foie mais est aussi
retrouvé dans le SNC. Chez le rat adulte, les ARNm de la furine et de la PC7
sont exprimés fortement dans la rate et le thymus. De plus, I'expression de la
furine est plus importante dans la pulpe rouge de la rate tandis que celle de la
PC7 est plus élevée dans la pulpe blanche (Seidah et al., 1996). Ainsi, méme si
ces enzymes sont exprimées de fagon généralisée, les cellules qui les expriment
en plus grande quantité sont difféerentes, ce qui suggere que la PC7 et la furine
agiraient sur des précurseurs différents. Ces enzymes agissent sur les
précurseurs qui rejoignent la surface cellulaire en passant par la voie de
sécrétion constitutive. Certains des substrats de la furine sont le pro-TGFp et le
récepteur de l'insuline (Blanchette et al., 1997). La furine comme la PC7 coupe

la gp160 du HIV (Decroly et al., 1997; Decroly ef al., 1996).



Tableau Il

10

Classification des PCs selon leur Distributions Tissulaire et Cellulaire

Convertase Tissue expression Cellular Localization
(PC)

Class |

Furin Ubiquitous, but very rich in a TGN, Endosomes,
Number of Tissues Cell Surface

PC7
Widespread, very rich in TGN
Lymphoid-Associated Tissues

Class |l

PC1 Neural and Endocrine Cells, rich | TGN, Secretory
in Peripheral tissues and CNS Granules

PC2 (7B2) Neural and Endocrine Cells, rich
in Peripheral tissues and very rich | Secretory Granules
in the CNS

Class Il

PC5-A Endocrine & Non-Endocrine, TGN, Secretory
Widespread, very rich in Adrenal | Granules
Cortex, Endothelial & Sertoli Cells

PC5-B and Digestive System
Restricted, rich in Digestive TGN

PACE4 System and Adrenal Cortex
Endocrine & Non-Endocrine, TGN, Secretory
Widespread, rich in Pituitary and | Granules?
Chondrocytes; Important in Bone
Morphogenesis

Class IV

PC4 Testicular and Ovarian Germ TGN?
cells, Important in Fertility

Tiré de Seidah et al., 1997
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Les enzymes de la classe | se retrouvent initialement dans le TGN, mais peuvent
circuler a la surface cellulaire pour étre ensuite reprises par des compartiments
endosomaux et retournées au TGN (Molloy ef al., 1994).

La deuxiéme classe d'enzymes comprend la PC1 et la PC2, deux enzymes
exprimées dans les tissus neuronaux et endocriniens. Dans les systémes
nerveux central et périphérique des rongeurs, on retrouve les ARNm de la PC1
et de la PC2 dans les neurones de plusieurs centres cérébraux allant du lobe
olfactif jusqu’a la moelle épiniére et incluant I'hippocampe, les amygdales, le
thalamus et 'hypothalamus.

Par ailleurs, on retrouve ces deux enzymes dans les péricaryons des
différents centres et surtout dans les fibres nerveuses de I'éminence mediane
(Marcinkiewicz et al., 1993; Schafer et al., 1993). La PC2 est aussi retrouvee
dans la medullo-surrénale et en plus grande quantité dans le lobe
neurointermédiaire de I'hypophyse (Day et al., 1992; Seidah ef al., 1990). Ces
convertases coupent les précurseurs aux niveaux de doublets d’acides aminés
basiques et agissent sur ceux qui empruntent la voie de sécrétion réguiée. Les
produits de ces coupures sont accumulés dans les granules de sécrétion qui
caractérisent les tissus neuroendocriniens, et sont libérés en réponse a des
signaux sécrétoires spécifiques émanant de la membrane plasmique. La PC1 et
la PC2 traversent le TGN pour se retrouver par la suite dans des granules de
sécrétion matures (Benjannet et al., 1993). Les quantités de transcrits PC1 et
PC2 sont dans la plupart des cas co-régulés avec celles de leurs substrats (Day
et al., 1992). Un des substrats de la PC1 et de la PC2 est la POMC. Dans une
étude (Benjannet et al., 1991), la PC1 et la PC2 ont été exprimées avec la
POMC dans des cellules a voie de sécrétion constitutive telle la lignée BSC-40,
ou dans des lignées cellulaires endocriniénnes (& voie de sécrétion régulee)
telles les lignées PC12 et AtT-20. Il ressort de ces études que la PC1 coupe la
POMC en adrénocorticotropine (ACTH, adrenocorticotropic hormone) et en p-

lipotropine (B-LPH, B lipotropic hormone) et que ces deux substrats sont ensuite
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coupés par la PC2 pour donner 'hormone stimulatrice des mélanocytes a (o-
MSH, o melanocyte-stimulating hormone) et la B-endorphine. Toutefois, la PC2
peut aussi agir directement sur la POMC pour donher la oa-MSH et la B-
endorphine (figure 3).

Enfin, il est intéressant de voir que la POMC peut aussi étre coupée dans les
cellules dépourvues de voie de sécrétion régulée, ce qui démontre que la
coupure de la POMC ne dépend pas de la présence de granules de secrétion
(Seidah et al., 1992a).

Le troisitme groupe est composé des PCs exprimées autant dans les
cellules endocriniennes que non-endocriniennes et qui vont donc agir aussi bien
sur les précurseurs retrouvés dans la voie de sécrétion constitutive que sur ceux
présents dans la voie de sécrétion régulée. Les enzymes en question sont la
PC5 (A et B) et la PACE4 (Seidah et al., 1997;. L’ARNmM de la PC5 est exprimé
de fagon généralisée dans les tissus de rat. Il est particuliérement abondant
dans certains tissus du systéme digestif (estomac, duodénum, jéjunum, ileum),
les surrénales, les poumons et les ovaires (Lusson et al,, 1993). LARNm de la
PACE4 est plutét abondant dans le cervelet et la moelle épiniére. En terme de
localisation intra-cellulaire, la PC5 se retrouve dans le TGN et dans les granules
de sécrétion (De Bie et al., 1996). La localisation intracellulaire de la PACE4 est
toujours incertaine. Parmi le substrats établis de la PACE4, on compte le facteur
von Willebrand (proVWF) (Wise et al., 1990) et parmi ceux de la PC5, il y a la
pro-rénine (Mercure et al., 1996).

La PC4 est I'unigue membre du quatriéme et dernier groupe. Son ARNm se
trouve en abondance dans les testicules et particuliérement dans les cellules
germinales testiculaires (Seidah et al., 1992b; Torii et al., 1993) . Sa localisation

intracellulaire n’a pas encore été déterminée.



Figure 3

Coupure Séquentielle de la POMC par la PC1 et la PC2
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A

Modéle représentant les produits finaux de la coupure de la POMC par la PC1 et

la PC2. Les sites de coupures majeurs et mineurs apres les paires de résidus

basiques sont représentés par de grandes et de petites fléches respectivement.

La séquence d'acides aminés et le site de coupure sont aussi montres. Les

numeéros représentent le début et la fin des peptides produits, en se basant sur

la séquence du la POMC (pPOMC) rapportée. Les sites de N- et O-glycosilation

(CHO), ainsi que les résidus des doublets basiques sont représentes.
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1.1.6. Expression des convertases au cours du développement

La croissance, la différentiation et le développement des tissus embryonnaires
dépendent largement des interactions cellulaires et notamment des facteurs de
croissance. Comme évoqué auparavant, de nombreux facteurs de croissance
sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs et doivent étre activés par
des coupures protéolytiques. Il est supposé que leur disponibilité est contrélée
par l'activité de certaines convertases spécifiques (Bresnahan et al., 1993).
L'expression des convertases des proprotéines se fait a différentes étapes lors
du développement. L'ARNm de la PC5 et de la PACE4 n’est pas exprimé de
fagon précoce dans 'embryon, mais il est détecté dans les structures extra-
embryonnaires et I'utérus (Zheng et al., 1997). Ainsi, 'TARNm de la PACE 4 est
initialement détecté en faible concentration dans le c6té mesometrial du décidua
au jour embryonnaire 6 (e6). Au jour €9, 'TARNm de la PACE 4 est observé
partout dans le décidua entourant 'embryon, mais est absent dans I'embryon
jusqu'au jour 12,5 ou il commence a étre exprimé dans le SNC. Entre les jours
e9-e10, TARNm de la PC5 est exprimeé de fagon plus restreinte a I'extérieur de
'embryon et en plus faible quantité dans les sommites de 'embryon. Au jour
e10, on observe des transcrits de cette enzyme dans le SNC et dans les cellules
du plafond recouvrant la région médiane du cerveau (Zheng et al., 1997). La
PC5 et la PACE4 pourraient donc étre impliquées dans la maturation des
précurseurs dans le systéme nerveux et dans les tissus périphériques dés le
stade embryonnaire.

Dans le cas de la PC1 et de la PC2, leur expression est initiée dés le milieu
de la gestation, au jour €13, et est restreinte aux systémes neural et endocrinien.
La PC1 et la PC2 seraient donc impliquées dans la maturation de neuropeptides
lors de la formation du systéme nerveux.

L'expression de la furine est observée au jour e7. Son ARNm est distribuée
dans plusieurs tissus embryonnaires et fétaux, surtout a I'extérieur du systéme
nerveux en développement. La furine pourrait donc intervenir dans les coupures

protéolytiques des proprotéines des tissus périphériques. Aux stades tardifs de
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la gestation, on observe une diminution de I'expression de 'ARNm de la furine
parallele a celle de certains facteurs de croissance fétaux et de leurs récepteurs
(Zheng et al., 1994). La forte expression de la furine durant la premiére partie de
la gestation correspond a une phase critique de I'embryogénése pendant
laquelle des concentrations élevées de facteurs de croissance et de leur
récepteurs sont détectées. Ainsi 'expression de la furine est nécessaire dés les
premieres étapes de la vie embryonnaire. En effet, l'inactivation du gene de la
furine chez la souris entraine la mort embryonnaire (Roebroek et al., 1997).

En ce qui concerne la PC7, son expression est généralisée au cours du
développement embryonnaire, mais devient plus localisée et enrichie dans les

tissus lymphatiques chez I'adulte (Marcinkiewicz M., manuscrit en préparation)

1.1.7. Les convertases et leurs associations aux maladies.

Les convertases sont impliquées dans la production de neuropeptides et de
protéines bioactifs qui sont importants pour un meétabolisme normal. Il est donc
cohérent de supposer que I'expression anormale, augmentée ou réduite, de ces
enzymes pourrait entrainer des conséquences graves et contribuer a la
pathophysiologie de certaines maladies. Parmi ces maladies, on peut citer les
endocrinopathies telles la maladie de Cushing due a I'hypersecrétion dACTH ou
I'hypocortisolisme dd a [linsuffisance de la méme hormone, les maladies
proliferatives tels le cancer et l'artériosclérose, les désordres neurologiques,
I'hypertension ainsi que les infections virales (discuté par Chrétien et al., 1995).
Des expériences d'inactivation des génes de convertases ont démontre
'importance des PCs sur la croissance et le développement. Chez la souris,
l'inactivation de la PC4 par Mbikay et al. (1997) montre que cette enzyme a un
réle important non seulement dans la fertilité chez le male mais aussi dans le
développement embryonnaire précoce. Des problemes dans le métabolisme du
glucose ont été demontrés par Furuta ef al. (1997) chez des souris mutantes
pour le gene de la PC2. Celles-ci montrent un Iéger retard de croissance, une

hypoglucagonémie. Des probléemes d'obésité, dhypogonadisme et
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d’hypocortisolisme ont été signalés chez une femme qui a des mutations dans

les deux alleles du gene de la PC1 (Jackson et al., 1997; O'Rahilly et al., 1995).

1. 2. PC7, LA DERNIERE DE LA FAMILLE DES CONVERTASES.

1.2.1 Découverte de la PC7

Des études effectuées dans les celiules LOVO (adénocarcinome du colon)
dénuées d'activité furine, ont montré que ces cellules pouvaient toujours couper
le precurseur du facteur de croissance apparenté a linsuline (pro-IGF1, pro-
insulin-like growth factor) en sa forme mature (Takahashi et al., 1993; Takahashi
et al., 1995). De plus, ces cellules ont la capacité de couper la glycoprotéine de
surface gp160 du virus HIV en gp120/gp41 (Ohnishi et al., 1994). Ces résultats
ont donc suggéré I'existence d’une autre convertase différente de la furine et qui
devait étre exprimée de fagon plus ou moins généralisée dans le corps.

Lors d’études entreprises dans le but de comprendre le mécanisme de
coupure post-traductionnelle du peptide apparenté a 'lhormone parathyroidienne
(PTHrP, parathyroid hormone-related peptide), et afin de pouvoir identifier les
membres de la famille des convertases qui ont un role dans cette coupure,
Bruzzaniti ef al. (1996) ont caractérisé plusieurs lignées cellulaires produisant le
PTHrP, en regardant 'ADNc de leurs convertases. Cette caractérisation a éte
effectuée par RT-PCR en utilisant des ODNs dégénérés basés sur la séquence
d'acides amines (a.a.) conservée dans la région catalytique des PCs. Ceci leur a
permis d’identifier dans la lignée BEN de carcinome de poumon humain un
fragment d’ADNc dont la séquence était hautement apparentée aux ADNc des
convertases, mais qui en était distincte. lls ont ensuite cloné et obtenu la
séquence compléte de cette convertase qu’ils ont baptisée PC8.

Se basant sur la séquence partielle d’'a.a. rapportée par ces chercheurs,
Seidah et al. (1996) ont produit des ODNs dégénérés qui leur ont permis
d'obtenir, par RT-PCR a partir dARNm des cellules BEN, un ADNc de 285

paires de bases (pb) qu'ils ont ensuite utilisé comme sonde pour cribler deux
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librairies d’ADNc de rate de rat et de la lignée PC12 de phéochromocytome de
rat. A partir de la librairie de rate de rat, ils ont isolé un clone contenant un ADNc
de 1344 pb, et a partir de la librairie PC12, ils ont isolé un ADNc composite
representant les nucléotides 722-3468 de [I'ADNc. lls ont nommé cette
convertase PC7.

Un autre groupe a localisé la séquence de cette convertase a un site de
translocation du chromosome 11 survenue dans des lymphomes humains. lls en
ont cloné et sequencé I'ADNc et l'ont appelé enzyme LPC (Lymphoma
Proprotein Convertase). La translocation n'affecte pas la séquence codante de
I'enzyme, mais prend place dans un intron de la région 3' de ce géne. (Meerabux
et al., 1996).

La taille de TARNm de la PC7 varie entre 3.5 et 4,5 kilobases (kb) (Bruzzaniti
et al., 1996; Meerabux et al., 1996; Seidah et al., 1996). Ces tailles différentes
pourraient provenir d'un épissage alternatif, de I'usage alternatif de promoteur ou
d’un motif de polyadeényiation différent au cours de la transcription. La séquence
clonée de 'ADNc de la PC7 de rat est de 3485 pb; elle contient un cadre de
lecture ouvert de 2349 nucléotides encodant une protéine de 783 a.a. Ce cadre
est précédé de deux triplets ATG en phase, I'un en position 188 de I'ADNc et
l'autre en position 199. Ces ATG initient de courts cadres de lecture qui se
terminent respectivement aux positions 250 et 219. Par ailleurs, la séquence
entourant la méthionine initiatrice probable n'est pas conforme a la séquence
consensus de Kozak. En effect, selon Kozak, la sous-unité de 40S du ribosome
s'attache au bout 5’ de FARNm et migre jusqu’au premier AUG se trouvant dans
une région avec un contexte favorable pour initier la traduction. Une telle région
contient un A ou un G en position -3 de 'AUG et un G en position +4, en prenant
en considération le fait que le A du AUG représente la position +1 (Kozak, 1989).
La non-conformité de site d'initiation de la traduction de TARNm de PC7 suggére

que la traduction de cette proteine est d'une éfficacité réduite.
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1.2.2. Comparaison de la PC7 aux autres convertases

La PC7, comme les autres convertases, contient un signal peptide, un domaine
N-terminal, un domaine catalytique suivi d'un domaine P (ou domaine homo-B)
et d'un domaine C-terminal. La coupure du prosegment de 104 a.a. de longueur
libére 'enzyme active qui est constituée de 643 a.a. (Seidah ef al., 1996).

La region catalytique de la PC7 (289 a.a.) a une forte similitude avec celles
de la furine (54 %), la PACE4 (56 %), la PC1 (53 %) et la PC2 (52 %) (Bruzzaniti
et al., 1996). De plus, dans le domaine catalytique, la PC7 contient la triade
d'a.a. associés au site actif (Asp, His et Ser) ainsi que I'Asn catalytiquement
important pour la stabilisation d’oxyanion (Seidah et al., 1996).

En amont de la région catalytique, le degré de conservation de la séquence
d’'a.a. entre la PC7 et les autres PCs diminue de fagon importante. Ainsi, a partir
de la Met initiatrice au début du domaine catalytique, la PC7 a une identité de
seéquence de 17 % avec la furine, de 18 % avec la PACE4 et la PC1 et de 11 %
avec PC2 (Bruzzaniti ef al., 1996)

Le domaine P qui suit directement la séquence aprés le domaine catalytique
a une homologie plus élevee avec les autres PCs: 24 % d'identité avec la
PACE4, 20 % avec la PC1 et la furine et 16 % avec la PC2 (Bruzzaniti et al.,
1996). La séquence en aval du domaine P varie énormément parmi les
convertases. La PC7, une isoforme de la PACE4 et lisoforme PC5/6 B
possedent un domaine transmembranaire. Celui-ci est de 17 a.a. dans la PC7. |l
est suivi par une queue cytosolique de 100 a.a. Cette queue est plus longue que
celle de la furine (56 a.a.), (Seidah ef al., 1996a) et celle de la PC5/6 B (84 a.a.).
Cependant, dans les quatre enzymes, cette région contient un site de
phosphorylation Ser/Thr qui pourrait jouer un réle dans la régulation du temps de
transit des enzymes entre le TGN et la membrane plasmique (Seidah et al.,
1996).

La séquence de la PC7 possede six sites de N-glycosylation dont un seul est
dans une position homologue dans la furine. Elle posséde aussi cing résidus Cys

a des positions homologues dans la furine, la PACE4, la PC1 et la PC2. Elle se
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termine avec un résidu Cys comme celle de la furine et de la PACE4.
Cependant, elle ne contient pas de région riche en cystéines comme ces deux

dernieres

1.2.3. Expression tissulaire et cellulaire de PC7

La distribution de la PC7 a été étudiée par hybridation in situ sur divers tissus
(Seidah et al., 1996). Dans le SNC, TARNm de la PC7 est exprimé a des niveaux
relativement éleves dans le gyrus denté et I'hippocampe. Des quantités
substantielles de TARNm de la PC7 sont aussi présentes dans les noyaux
hypothalamiques dorso- et ventromédians, dans I'habenula ainsi que dans le
noyau arque. Les transcrits de la PC7 sont relativement abondants dans les
tubules seminiferes des testicules, ce qui suggere une expression dans les
cellules spermatogéniques comme dans le cas de la PC4. lls sont aussi
abondants dans le thymus, la rate ainsi que dans les ganglions lymphatiques, ce
qui suggére un role plutét important dans le systéme immunitaire.

Des études de protection a FARNase chez le rat ont démontré que 'ARNm
de la PC7 est exprime partout dans I'embryon aux étapes post-implantatoires et
tout au cours de la gestation sans changements observables en abondance
(Constam et al., 1996).

Dans les ligneées cellulaires établies, le gene de la PC7 est exprimé autant
dans les cellules ayant une voie régulée de sécrétion en plus de la consitutive
que dans celles ayant la voie constitutive seulement. Son ARNm se retrouve en
quantité relativement abondante dans les lignées cellulaires provenant de
'I’hypophyse telles la lignée gonadotrope o T3-1, la lignée corticotrope AtT20 et la
lignée mammosomatotropes GH4C1. La lignée mammosomatotrope GH3
représenterait la seule exception. Des quantités relativement élevées d’ARNm
de la PC7 ont aussi été observées dans les cellules RINm5F et BTC-3
d’insulinome, dans les cellules Y1 de cortex surrénalien, dans les cellules PC12

dérivees d'un phéochromocytome ainsi que dans la lignée fibroblastique Itk-.
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Dans la lignée NG108 dérivée d'un hybride neuroblastoma-glioma, rat-souris, et
la lignée HepG2 dérivée de carcinome hépatocellulaire, le niveau d’ARNm de la

PC7 est relativement faible (Seidah et al., 1996).

1.2.4. PC7 et le HIV

Le fait que 'ARNm de la PC7 est retrouvé en abondance dans le thymus
suggere un réle possible de cette convertase dans I'immunité et les maladies
immunitaire tel le syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA) causé par le
virus d'immunodéficience humaine (HIV, human immunodeficiency virus). Les
glycoprotéines de 'enveloppe des virus HIV-1 et HIV-2 sont synthétisées sous
forme de précurseurs gp160 et gp140 puis coupés post-traductionellement par
les enzymes de la cellule-héte en sous-unités de surface gp120 et gp125 et en
sous-unités transmembranaires gp41 et gp36 respectivement. La coupure de
ces glycoprotéines de surface est cruciale non seulement pour induire la fusion
membranaire cellule-virus, mais aussi pour faciliter la formation de syncitia et la
production de virions infectieux (Hallenberger et al., 1997). Comme 'ARNm de
3,8 kb de la PC7 est abondant dans la rate, le thymus et les nodules
lymphatiques, et afin d’avoir une idée sur I'expression de la PC7 dans des
cellules individuelles du systéme immunitaire, des buvardages par Northern ont
été réalisés sur des cultures primaires de cellules de sang et sur différentes
cultures de lignées cellulaires dérivées de monocytes-macrophages ou de
lymphocytes (Hallenberger ef al., 1997). La PC7 et la furine sont les seules PCs
a étre détectées dans les cultures de cellules primaires qui sont aussi des cibles
du HIV. De plus, des populations homogénes de lymphocytes T primaires
expriment les transcrits de la PC7 et de la furine mais pas ceux des autres PCs.
En utilisant la technique de RT-PCR, il a été démontré que les lymphocytes T4 a
I'état inactif expriment en faibles concentrations les ARNm de la PC7 et de la
furine. En revanche, quand ils sont activés dans les conditions qui favorisent la
réplication du HIV, il y a une augmentation de 5 a 10 fois des niveaux d’ARNm

de la furine et de la PC7 (Decroly et al., 1997).
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La coexpression de la glycoprotéine de surface gp160 du virus HIV-1 avec
différents membres de la famille des convertases a révélé que seules la PC7 et
la furine étaient capables de couper ce précurseur glycoprotéique pour donner
une protéine d'enveloppe biologiquement active. Les mémes résultats ont été
aussi observés dans le cas de la gp140 du HIV-2. On peut donc constater que
PC7 et la furine sont toutes les deux capables d'activer la glycoprotéine de
surface HIV in vitro et qu'ils ont peut-étre un réle dans le cycle d'infection de ce
virus. La question qui se pose toujours est de savoir si, in vivo, la PC7 seule ou
la furine seule ou les deux ensemble sont nécessaires pour cette conversion
(Decroly et al., 1996; Hallenberger et al., 1997; Ohnishi et al., 1994).

Dans une récente étude dans laquelle ils comparaient le réle de la PC7 et de
la furine, Decroly et al. (1997) ont suggéré que le fait que ces deux enzymes
soient ancrées a la membrane favoriserait leur interaction avec la glycoprotéine
de surface gp160 du HIV, tout en reconnaissant que la PC7 ou la furine pourrait

activer une autre protease encore non définie qui elle agirait sur la gp160

1.3. OBJET DE CETTE ETUDE

Comme la PC7 est la derniére des convertases des proprotéines a avoir été
decouverte, plusieurs caractéristiques sur la fonction et 'importance de ce géne
ne sont pas encore connues. Comme la furine, I'expression étendue de cette
convertase suggere qu'elle pourrait avoir plusieurs rdles, soit distincts soit se
chevauchant avec ceux des autres convertases. Pour expliquer la variabilité
tissulaire dans I'expression de la PC7, des analogies ont été effectuées avec
'expression de la furine. LARNmM de cette derniére est produit a partir d’'un
promoteur a boite TATA lors d'une expression réglée dans certains tissus et
utilise un promoteur a boite GC pour I'expression basale dans la plupart des
tissus. Ceci pourrait étre le cas de la PC7. Par ailleurs, il existe une multitude
d’isoformes d'/ARNm de la PC7 dans la rate de rat. Ces isoformes proviendraient
d’épissages alternatifs dont le mécanisme restent encore obscurs (Seidah et al.,

1996).
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Pour mieux en comprendre I'évolution, pour expliquer son profil d’expression
tissulaire et sa régulation, pour élucider les déterminants structuraux des
épissages alternatifs, il est important de déterminer I'organisation du géne de la
PC7 et d'analyser la sequence et la fonctionalité de son promoteur. Dans ce
contexte, nous avons élucidé la structure exon-intron de gene de la PC7 de
souris. Cette étude représente notre contribution a une meilleure compréhension

de I'évolution des convertases.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. LIBRAIRIES GENOMIQUES

2.1.1. Les librairies génomiques

La premiere librairie, construite dans le vecteur ADASH (Stratagene, Lajolla, CA)
(Elgen et al.,1991), nous a été fournie par le Dr. Janet Rossant du Mount-Sinai
Hospital Research Institute et le Département de Génétique Médicale de
I'Université de Toronto. Cette librairie contient de 'ADN génomique de rein de
souris femelle de la souche 129Sv. L'ADN a été digéré partiellement avec
lenzyme Sau3A |; les fragments de 10 a 22 kb ont été sélectionnés sur un
gradient de sucrose et clonés dans le site BamH | du phage ADASH.

La deuxiéme librairie a été obtenue de la compagnie Clontech (Palo Alto,
CA). Elle contenait des fragments Sau3A | de 8 a 22 kb provenant d"une
digestion partielle de 'ADN génomique de foie de souris adulte de la souche
Balb/c, purifiés sur gradient de sucrose et insérés dans le site BamH | du vecteur

LEMBL-3 SP6/T7 (Stratagene Lajolla, CA) (Karn et al., 1980).

2.2. ISOLATION DES SEQUENCES GENOMIQUES DE LA PC7

2.2.1. Etalement de la librairie
Des bactéries de la souche NM359 ( F~ supF hsdR (r ' m ") lacY (P2)) de
Escherichia coli (E. coli) cultivées a 37 °C dans du milieu LB (Luria broth) en
presence de maltose jusqu’a une densité optique de 0,6 a 600 nm. L’addition de
maltose permet aux cellules de développer a leur surface des récepteurs pour le
maltose. Ces récepteurs seront éventuellement utilisés par les phages comme
site d’acces a la cellule.

Pour déterminer le titre de chaque librairie, des dilutions sérielles de 100 pl
allant de 102 a 10°® sont préparées dans du diluant A (1 M Tris-HCI pH 7,5/1 M
MgSQO,). Ces dilutions sont ajoutées a 0,6 ml de bactéries NM359 (pour la

densité des bactéries voir paragraphe précédent). Le mélange est incubé a 37
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°C pendant une heure pour favoriser 'adhésion des phages aux récepteurs de
maltose a la surface des bactéries. Le tout est ajouté & de l'agarose mou
(agarose a 0,6 % dans du LB) a 50 °C; le mélange est étalé dans des boites de
Petri sur milieu solide LB/agar. Aprés solidification de 'agarose mou, les boites
sont incubées dans une étuve a 37 °C pendant 16 a 18 h. Le nombre de plages
de lyses est compte et le titre de la libairie déterminé en utilisant I'équation pfu
(plaque forming unit)/ml = pfu x volume utilisé x dilution)

Une fois le titre déterminé, la librairie est étalée dans 30 boites de Pétri a une
densité de 5x10* pfu par boite. La croissance des bactériophages est surveillée
pendant 8-11 h pour pouvoir l'arréter juste avant la confluence des plages de

lyse. Les boites sont alors placées a 4 °C pour inhiber la croissance et durcir

l'agarose.

2.2.2. Transfert des plages de lyse sur membrane et hybridation
Pour transférer les plages de lyse sur membranes de nylon (GeneScreen Plus,
Dupont, Boston, MA.), ces dernieres sont posées par dessus le milieu agar
pendant 1 minute (min) pour la premiére réplique et 5 min pour la seconde
réplique, avec des marques de position identiques sur les deux pour le repérage
ultérieur des plages positives. Aprés le transfert, les membranes sont placées,
phages vers le haut, sur deux feuilles de Whatman imbibées de 0,5 M NaOH/1,5
M NaCl pendant 5 min pour lyser les phages et dénaturer son ADN. Elles sont
ensuite transférées sur deux autres feuilles Whatman imbibées de 1 M Tris-
HCI/1,5 M NaCl pH 8 durant 15 min pour neutraliser le NaOH, puis séchées a
l'air. Les membranes sont ensuite lavées dans du 3X SET/0,5 % SDS (1X =
0,15 M NaCl + 0.3 M Tris-HCI, pH 7.5 + 0.2 mM EDTA) a 68 °C 2 fois, pendant 1
h chaque fois, pour enlever les débris bactériens. La préhybridation et
’hybridation avec une sonde radioactive d’ADNc de rPC7 sont effectuees
comme décrit dans la section 2.4.

Nous avons aussi utilisé une seconde méthode plus rapide dans laquelle les

membranes portant les phages transférés sont placées dans un autoclave
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(Amresco 3043-S) et les phages sont dénaturés et fixés a haute température
(120 °C) et sous pression (18 psi), pendant 2 min. Les membranes sont séchées

a l'air avant I'hybridation (Genescreen plus, Dupont, Boston, MA).

2.2.3. Purification des phages positifs

Les plages positives avec |la sonde d’ADNc rPC7 sont repiquées et transférées
dans 100 pl de diluant A avec 3 gouttes de chloroforme. La présence du
chloroforme inhibe la croissance bactérienne. On laisse diffuser les phages dans
le diluant A pendant 18 h pour ensuite en faire des dilutions sérielles dans 100 pl
de de la méme solution. Ces dilutions sont ensuite ajoutées aux bactéries
NM359 et étalées comme auparavant. Aprés transfert sur membrane et
hybridation avec la sonde rPC7, les plages positives bien isolées sont repiquées
et recriblées a nouveau. La purité des clones phagiques est atteinte quand
toutes les plages sont positives a la sonde. L'éluat du clone phagique pur est

titré et étalé a semi-confluence pour amplifier le phage ou pour purifier son ADN.

2.2.4. Préparation de 'ADN de phages positifs
Les plages de lyse sont recouvertes de diluant A et entreposées a 4 °C pendant
16 a 24 h. L'éluat est recueilli dans un tube. Du chloroforme y est ajouté a une
concentration finale de 0,1 %. Aprés un brassage de 2 min, on laisse sédimenter
le chloroforme et I'on recueille la suspension de phages. La purification de 'ADN
du phage est alors effectuée a l'aide de la trousse "Wizard Lambda Preps" de
(Promega Madison, WI). Selon le protocole de cette trousse, on traite la
suspension de phages avec une solution contenant de la DNAase | et de la
RNAase A pour dégrader les acides nucléiques provenant de la lyse
bacterienne. Les phages sont ensuite précipités avec du polyéthylene glycol et
resuspendus dans un tampon de lyse. L'ADN phagique est attaché a la résine
hydrophobigue et rincé pour étre ensuite élué de la résine avec de 'H,O a 80 °C
Pour obtenir une premiére idée de la taille de l'insert ADN génomique de

souris dans le vecteur bactériophagique, 'ADN est digéré avec une ou plusieurs
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enzymes de restriction et les fragments digérés sont analysés par la technique

de Southern.

2.3. ANALYSE PAR BUVARDAGE DE SOUTHERN

L’ADN est digéré a l'aide d'enzymes de restriction et les fragments digérés sont
sépares par éléctrophorése dans un gel d'agarose. L'ADN est “coloré” dans une
solution de bromure d'éthidium et photographié sous U.V. Le gel est traité avec
de I'HCI 0,25 M puis avec du NaOH 0,4 M. Les fragments d’ADN sont ensuite
transférés par capillarit¢ sur membrane de nylon (GeneScreen-Plus, NEN,
Boston, MA) pendant 4 h. Une fois le transfert terminé, la membrane est
préhybridée puis hybridée dans les conditions appropriées pour la sonde utilisée

(voir ci-dessus, section 2.5).

2.4. SONDES MOLECULAIRES ET LEUR MARQUAGE RADIOACTIF

2.4.1. Les sondes d’ADNc

La premiere sonde utilisée pour le criblage de la librairie génomique de souris
couvre toute la longueur (3 kb) de 'ADNc reconstruite a partir d'un fragment &'
(nucléotides 1 a 913) provenant des cellules PC12 (pheochromocytome de rat)
et d'un fragment 3’ (nucléotides 1188 a 3271) provenant de la rate de rat
(Seidah et al.,, 1996a). Cet ADNc était inséré dans le vecteur pBluescript(KS+)
(Stratagene, Lajolla, CA) entre les sites Hind Ill (5°) et EcoR | (3') pour former le
plasmide recombinant pB-rPC7. Ces deux enzymes ont donc été utilisées
séqguentiellement pour exciser l'insert du vecteur (figure 4). Le fragment libéré a
été séparé du vecteur par électrophorése dans un gel d'agarose 0,6 %. La
bande de gel contenant 'ADNc a été fondue dans du 6 M Nal et TADNc en a été
purifié¢ par affinité sur des billes de verre (trousse Geneclean 1l, BIO/CAN,
Mississauga, Ont.). La seconde sonde de 425 pb allant du nucleotide 131 au
nucléotide 556 de I'ADNc du rPC7 est un fragment d’'une digestion a la Pvu Il de

pB-rPC7 purifié comme la premiére.
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Marquage Les sondes ADNc ont été marquées avec du [2P] selon la
méthode d'amorgcage multiple de Feinberg et Vogelstein (1983). Dans une
réaction typique de marquage, 100 ng d'ADN sont mélangés a 125 ng d'une
solution contenant des oligodésoxynucléotides (ODN) hexamériques aléatoires
(0.1 pg/ml) dans un volume final de 4 ul; le mélange est porté a ébullition
pendant 5 min afin de dénaturer 'ADN et de permettre I'attachement des
amorces hexamériques; 10 ul du tampon de marquage 10X (2 M HEPES pH
6,6/2 M Tris-HCI/1 M MgCl,/12,5 M 2-B-mercaptoéthanol/100 mM dTTP/100 mM
dGTP/100 mM dATP), sont alors ajoutés, suivis de 100 pCi de [a-**P]-dCTP
(activité specifique: 3 KCi/mmol), de 6 unités de fragment de Klenow de 'ADN
polymérase | et de H,0 pour compléter la volume a 25 pl; le mélange réactionnel
est incubée pendant 2 h a 21 °C; le volume ajusté a 70 pul avec du 1X STE (0,1
M NaCl/10 mM Tris/1 mM EDTA, pH 8), puis 'ADN marqué est purifié par
filtration sur gel dans une colonne NucTrap (Stratagene) avec du 1X STE.
L’éluat est ensuite porté a ébullition durant 10 min et refroidi dans la glace. Le
taux d’incorporation est determiné avant et aprés purification par comptage de 1
ul dans une solution de scintillant.

Conditions d’hybridation. La pré-hybridation et I'hybridation avec une sonde

d’ADNc sont effectuées a 65 °C dans un tampon contenant 0,5 M Na-PO, pH
7,3/ 7% SDS et 1,5 mM EDTA et le lavage dans du 0,1 % SDS/0,1X SSC
(20XSSC: 3 M NaCl/0,3 M Na-Citrate) aussi a 65 °C. Les membranes sont
ensuite exposees a des films XAR-5 (Kodak, Rochester, NY) durant 24 a 48 h

dans des cassettes contenant des écrans intensificateurs.

2.4.2. Les sondes oligonucléotidiques

Les ODNs utilisees dans cette étude ont été dérivés de la séquence de 'ADNc
de souris et commandés soit du Sheldon Biotechnology Centre (McGill
University, Montréal, Qué), soit de la compagnie Perkin-Elmer/Applied
Biosystems (Mississauga, Ont.). Ces ODNs ont été utilisés comme soit amorces

pour la PCR, le séquencage et réaction d'extension d’amorce, soit comme
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sondes radioactives pour I'analyse de Southern des clones génomiques de la
PC7.

Marquage Dans une réaction typique, 20 pmol d'ODN sont phosphorylés en
5' avec du >2P par la polynucléotide kinase (10 unités) a partir du [y->*P]-dATP
(100 nCi, activité spécifique: 3 KCi/mmol) dans le tampon de I'enzyme dans un
volume final de 15 pl, a 37 °C pendant 30 min. La sonde est ensuite purifiée sur
colonne NucTrap pour enlever la radioactivité non incorporée.

Conditions d’hybridation L’hybridation des membranes avec une sonde ODN

est effectuée dans un tampon composé de 50 % formamide, 5X SSC, 5X
Denhardt (50X: 1 % Ficoll/ 1 % polyvinyl pyrolidone/ 0.02 % BSA), 1 % SDS, 50
mM Na-PO4 pH 6,6 et 50 ug/ml d'ADN de sperme de saumon. La température
d’hybridation (T,) utilisée est généralement 15 °C en dessous de la temperature
de fusion (T;) de 'ODN calculée selon la formule T = 4X(nombre de G et C) +
2X(nombre de A et T). L’hybridation se fait durant 2 h. Les membranes sont
ensuite lavées dans le 0,1X SSC/0,1 % SDS trois fois pendant 15 min. Elles sont

enfin exposées sur film XAR-5 (Kodak) ou phosphorimager pendant 16 a 24 h.

2.5. REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE

Les amplifications ont été effectuées dans un thermo-cycleur (Perkin-Elmer
Cetus DNA Thermal Cycler). Une réaction-type de 20 nul contient 100 ng d’ADN,
1 uM d’ODN sens et antisens, le tampon TNK50 (10 mM Tris-HCI, pH 8,2/5 mM
NH,Cl/1,5 mM MgCl,/50 mM KCI), 100 uM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP et 5
unités de la polymérase d’ADN Amplitag (Perkin-Elmer/Cetus). Dans chaque
tube, une couche de 40 ul de n-dodecane est ajoutée pour éviter I'évaporation
durant les réactions d'amplification. L'ADN a été soumis a 30 cycles
d’amplification comprenant chacun une dénaturation de 1 min a 94 °C, un
appariement de 1 min & 66 °C ou 68 °C, et une élongation de 1 min & 72 °C,

suivis d'une extension finale de 7 min a 72 °C.
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2.6. Sous-CLONAGE DES FRAGMENTS D’ADN

Certains produits de PCR ont été sous-clonés dans le vecteur PCR2.1 linéarisé
et portant un T saillant aux extrémités 3’ (Invitrogen, San Diego, CA.). Ce
vecteur a été choisi car il offre des bouts cohésifs qui favorisent la ligation des
produits de la PCR dont les extrémités portent généralement un A saillant en 3'.
Une réaction-type (10 pl) contient 50 ng de plasmide, une quantité équimolaire
d’insert, 1 unité de T4 DNA ligase, le tout dans le tampon 1X (250mM Tris-HCI
(pH 7.6)/50mM MgClL,/5mM ATP/5mM DTT/25% (w/v) polyéthyléne glycol-800)
fourni par le fabricant de I'enzyme. La réaction est incubée a 14 °C pendant 16
h. Un aliquot est ensuite utilisé pour transformer les bactéries E. coli DH5a (F” (¢
80dA (lacZ)M15) recA1 endA1 gyrA96 thi hsdR17 (r, m ") supE44 relA1 deoR
A(lacZYA-argF) U169) comme suit: a 100 pl de bactéries compétentes (obtenues
de GIBCO/BRL), on ajoute 10 ul de la réaction de ligation; on incube le mélange
30 min a 4 °C pour permettre aux plasmides d’adhérer a la surface cellulaire; on
immerge le tube dans un bain a 37 °C durant 45 secondes (sec) et on le place
immédiatement a 4 °C pendant 2 min; on ajoute au mélange 900 nul de SOC
(20g/I tryptone/5g/l extrait de levure/10 mM NaCl/2,5 mM KCI/20 mM glucose/10
mM MgS0,/10 mM MgCl,) et on incube a 37 °C durant 40 min avec agitation. Le
melange est ensuite étalé dans des boites de pétri sur du milieu LB-agar
contenant 100 ug/ml d’hydrochiorate d’ampicilline (Amp100), pré-recouvert de X-
Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranoside) qui, hydrolysée par la p-
galactosidase encodée le géne /acZ par le plasmide, rend les colonies bleues,
alors que les colonies restent blanches quand ce géne est interrompu par un

insert.

2.7. PURIFICATION DE PLASMIDES

2.7.1. Mini-préparations
Pour une préparation rapide de plasmide, une colonie bactérienne est inoculée

dans 1 ml de LB/Amp100 (Ampicilline conc.gnae 100pug/ml) et cultivee a 37 °C
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sous agitation pendant 16 h. Apres une centrifugation de 30 sec a 14.000 x g, le
milieu de culture est enleveé et les bactéries sont ensuite resuspendues dans 170
pl de tampon de lyse (3 % sucrose/50 mM EDTA/0,5 % Triton X-100/10 mM Tris-
HCI pH 8/10 ng lysozyme). Le mélange est porté a ébullition pendant 40 sec et
est placé sur glace immédiatement apres. Cette étape est suivie d'une
centrifugation de 10 min a 4 °C pour enlever tous les débris bactériens. Au
surnageant, 1/2 volume de 7,5 M NH, acétate est ajouté suivi de 2 volumes
d’éthanol a 95 % pré-refroidi a -20 °C. Le tube est placé a -80 °C durant 10 min
puis centrifuge a 4 °C pendant 15 min. Le surnageant est ensuite enlevé; le culot
est rincé avec de l'éthanol a 75 %, centrifugé pendant 5 min, séché et
resuspendu dans 25 ul de H,0.

Dans une autre méthode de mini-préparation de plasmides, la trousse Wizard
Plasmid Purification System (Promega, Madison, WI.) a été utilisee. Selon la
méthode du manufacturier, le plasmide est purifié par affinité pour une résine
hydrophobique a partir du surnageant provenant d'une lyse alcaline des

bactéries.

2.7.2. Maxi-préparations

Les bactéries sont ensemencées dans 250 ml de milieu TB (Terrific
Broth)/Amp100 et cultivéees a 37 °C sous agitation durant 12 a 15 h. La
purification de plasmides est ensuite effectuée en utilisant deux techniques. La
premiere utilise une trousse de Qiagen, (Chatsworth, CA.). Cette procédure est
basée sur la méthode de la lyse alkaline de Birnboim and Doly (1979) et suivie
d’'une purification sur une colonne qui sélectionne les plasmides surenroulés
(The Qiagen plasmid purification procedure). En quelques mots, apres
sédimentation et resuspension, les cellules sont lysées dans une solution de 200
mM NaOH/1 % SDS en présence de la Rnase A. Le SDS denature les protéines
cellulaires et le NaOH dénature 'ADN chromosomal et plasmidique. Le melange
est ensuite neutralisé avec de I'acétate de potassium. Les fortes concentrations

de sel tendent a faire précipiter les protéines dénaturées, 'ADN chromosomal,
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les débris cellulaires et le SDS tandis que 'ADN plasmidique se renature et reste
en solution. Aprés centrifugation, le lysat est passé a travers une colonne
d’affinité et TADN plasmidigue attaché est ensuite élué a l'aide d'une solution de
1,25 M NaCl a pH 8,5.

La seconde méthode utilisée est celle du BiggerPrep obtenu de 5 PRIME->3
PRIME Inc. (Boulder, CO.). Cette méthode suit les mémes étapes que la
méthode Qiagen, avec comme différence que la résine est ajoutée au

surnageant pour capter 'ADN avant de le passer sur colonne.

2.8. SEQUENGAGE D’ADN

Trois techniques de séquencage ont été utilisées pour séquencer les bandes
obtenues par la PCR ou sous-clonées dans les vecteurs choisis. Toutes les trois
sont basées sur le principe de terminaison de chaine comme décrit initialement
par Sanger et al. (1975). La premiére technique utilise la polymérase d'ADN T7
(Pharmacia, Baie d'Urfé, Qué) selon le protocole du manufacturier. Cette
technique comprend quatre réactions séparées, chacune contenant une amorce
oligonucléotidique, I'ADN a séquencer, les quatre désoxynucléotides
triphosphates dont du 0- S-dATP ou du o-’P-dCTP et un des quatre
didésoxynucléotides triphosphates (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP) pour une
terminaison aléatoire des chaines nouvellement polymérisées. Chaque réaction
est chargée dans un puits distinct sur un gel de polyacrylamide a l'urée et les
produits sont séparés par électrophorese a haut voltage. Si l'isotope utilisé est le
[32P], le gel est directement exposé sur film XAR-5. Si l'isotope est le [358], le gel
est incubé durant 40 min dans une solution contenant 10 % d'acide acétique et
12 % méthanol, transféré sur papier Whatman et séché pendant 1 h a 80 °C. Le
gel est ensuite exposé a -80 °C sur fiim Biomax (Kodak). La sequence
nucléotidique est déduite en lisant la succession de fragments séparés selon
leur taille a travers les quatre pistes.

La deuxiéme technique a été utilisée pour séquencer les fragments d’ADN

qui ne pouvaient étre clonés a cause des réarrangements majeurs qu'ils
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subissaient dans la bactérie. Dans cette méthode basée sur la PCR avec la
Thermo-Sequenase, des a-aBP-didésoxynucléotides (ddNTP) sont utilisés pour
marquer les chaines a la terminaison, permettant ainsi de ne visualiser que les
chaines interrompues et non celles qui ne le sont pas. Cette méthode diminue
de fagon considérable le bruit de fond. Le protocole suivi est celui fourni avec la
trousse Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing
(Amersham, Cleveland, OH). Le fractionnement sur gel et la lecture manuelle de
la séquence est effectuée comme dans la premiére méthode.

La troisiéme technique utilise une amorce ODN marquée a la fluorescéine en
5. Les fragments fluorescents dont la polymérisation a été interrompue par
Fincorporation de didésoxynucléotides dans les quatre réactions sont fractionnés
dans un gel de polyacrylamide dénaturant et sont detectés lors de leur sortie du
gel par un jeu de laser grace a l'appareil ALF (LKB.A.L.F. DNA Sequencer). Cet
appareil enregistre automatiquement le didésoxynucléotide correspondant aux
puits (A, G, C, T) dont ils sortent. Cette méthode tend a générer une séquence
fiable plus longue allant jusqu’a 500 nucléotides (comparée aux deux premieres
qui en générent 200 a 300); mais elle a I'inconvénient de requérir beaucoup de

plasmide (16-20 pg) de trés grande pureté.

2.9. EXTENSION D’AMORCE

Deux pmoles de I'ODN anti-sens 7595 (GGAGATGTCACCTTCACTGTG), dérivé
de 'exon 1 de 'ADNc de la mPC7, sont marqués en 5' avec du >°P selon la
méthode de phosphorylation avec la polynucléotide kinase décrite dans la
section 2.5.2. Cing microgrammes d’ARN totaux de testicule dans 17 ul d'eau
traitée au diéthyl pyrocarbonate (DEPC) sont chauffés a 70 °C pendant 5 min
pour défaire les structures secondaires. A cette solution sont ajoutés 10 pl de
I'ODN marqué et 3 pl de tampon d’hybridation 10X (3 M NaCl/0,1 M Tris-HCl,
pH7,5/10 mM EDTA). Le mélange est incubé pendant 20 min a 60°C pour

permettre I'appariement de 'amorce marquée. Sont ensuite ajoutés, 1 ul de RNA
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guard (38,6 unités), 5 ul de 1 mg/ml BSA, 10,5 ul d’eau traitée au DEPC et 2 pl
(400 unités) de la transcriptase inverse Superscript Il (Gibco BRL). Le mélange
est incubé a 42 °C durant 60 min, puis 30 min a 50°C pour permettre la synthése
de I'ADNc. Aprées y avoir ajouté 1 ul de RNase H (2,1 unités), il est placé a 37 °C
durant 30 min pour dégrader 'ARN dans les hybrides ARN-ADNc. Il est ensuite
déshydraté et désalé par extraction au n-butanol. LADNc du culot est dissout
dans 5 pul de solution stop (95 % formamide/20 mM EDTA/0,05 % bleu de
bromophénol/0,05 % xyléne cyanol FF), dénaturé a 80 °C pendant 3 min avant
d’'étre analysé par électrophorése dans un gel de séquencage et detecté par

autoradiographie (Promega, TB 103: 2/91).

2.10. PROTOCOLES STANDARDS DE LABORATOIRE

Les prc_)tocoles de biologie moléculaire, tel I'étalement de la librairie, la
préparation de gel d'agarose et acrylamide ainsi que la préparation de solution
stock , ont été accomplis comme décrit dans le manuel de Current Protocols in

Molecular Biology 1994 (Ausubel et al., 1994).
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3. RESULTATS

3.1. CONTROLE DE LA SONDE

La qualité de la sonde qui a été genérée a partir de 'ADNc de la PC7 de rat
(figure 4) (Seidah et al., 1996) et qui a été utilisé pour le criblage des librairies
génomiques a été vérifiee dans une analyse préliminaire de buvardage de
Southern de I'ADN génomique purifié du foie de souris digérés avec les
enzymes de restriction BamH |, Bgl ll, EcoR |, EcoR V, Hind Ill, Hinf |, Kpn 1,
Msp |, Pst | et Sst |. Les résultats de cette analyse sont présentés dans la figure
5. lls montrent des bandes discretes pour tous les fragments digérés exceptés
ceux de Hinf |I. Dans ce cas, les fragments qui auraient pu hybrider avec la
sonde étaient de taille trop petite etant donné la haute frequence de coupure de
'enzyme et ont migré hors du gel. Le fait que la sonde utilisée n'a donné aucune
trainée indiquait qu’elle ne reconnaissait pas de séquences répétitives et qu'elle

était donc adéquate pour le criblage de la banque d’ADN génomique.

3.2. CRIBLAGE DE LA LIBRAIRIE GENOMIQUE DE SOURIS 129Sv

Nous avons criblé un total de 1,5x10° pfu de la librairie de souris 129SV dans
ADASH. La taille du génome murin étant de 3x10° pb et celle des inserts de la
librairie étant de 1x10* pb en moyenne, le nombre de clones criblés représente
environ I'équivalent de 5 génomes de souris. De ce criblage, nous avons obtenu
un seul clone positif (\DASH-9). Une fois le clone purifié, nous avons cherché a
savoir quels exons du géne de la PC7 il contenait. Nous avons analysé 'ADN
des clones par buvardage de Southern avec des sondes d’ADNc et d’ODN.
L’ADNc de la rPC7 a été coupé en deux fragments 5’ (nucléotides 1 4 913) et 3’
(nucléotides 1188 a 3271). La sonde d’ADNc 3 a donné un signal positif.
L’hybridation avec les sondes ODN dérivés de différentes régions de 'ADNc de
rat a révélé que le clone ADASH-9 contenait les exons de la région 3' du géne

de la PC7, en aval du site catalytique (figure 1).
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Figure 4

Sonde d’ADNc de la PC7

Hindlli (6431)
Pvull (6175)

Pvull (131)

Bluescript KS+Hl-rPC7 Pvull (1480)
(6431 bp)

(2070)

Pvull (3662)
EcoRI (3482) Pvull (3032)
Pvull (3308)

Représentation schématique du plasmide pBluescript |l (KS™) contenant IADNc
de rat. Le bout 5' de I'ADNCc se trouve du c6té de f'enzyme de restriction Hind /I
et le bout 3' se trouve du cété de I'enzyme de restriction EcoR /. Le fragment &'
utilisé comme sonde est généré par I'enzyme de restriction Pvu [/ et se trouve

entre les sites Pvu Il (131) et Pvu Il (556).
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Figure 5

Vérification de la Qualité de la Sonde
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Buvardage de Southern d'ADN génomique de souris digéré avec 1-BamH |, 2-
Bgl ll, 3-EcoR |, 4-EcoR V, 5-Hind I, 6-Hinf |, 7-Kpn 1,8-Msp |, 9-Pst |, et 10-Sst
I. On a utilisé pour I'hybridation un ADNc de PC7 de rat de 3kb pour détecter les
fragments d'’ADN génomique contenant de la PC7. Les digestions sont indiquées
par les numéros 1-10. Le marqueur de poids moléculaire marques au [32P] se

trouve a l'extréme gauche et représente le marqueur de 1kb de Gibco.
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3.3. CRIBLAGE DE LA LIBRAIRIE GENOMIQUE DE SOURIS BALB/C
Un second criblage de la librairie ADASH-129 avec le fragment 5’ de 'ADNc de
la PC7 n'ayant pas donné de clone positif, nous avons decide de cribler une
autre librairie contenant des fragments génomiques de souris Balb/c clonés dans
LEMBL3 SP6/T7. Du criblage initial de cette librairie avec comme sonde un
fragment Pvu il de 425 pb, situé dans la réegion 5’ de 'ADNc de la PC7 de rat
(voir figure 4), nous avons isolé 5 clones positifs (\EMBL3-6, 19, 22, 23 et 26s).
Ces clones ont été analysés par buvardage de Southern avec plusieurs ODNs
correspondant a différentes régions 'ADNc de la rPC7. Le clone AEMBL3-6 a
hybridé avec le plus grand nombre d’ODNs. Il contenait les séquences
retrouvées dans les quatre autres clones, C'est sur ce clone, contenant le plus
grand fragment du gene PC7, que nous avons donc concentré nos efforts.

Afin d’étudier les régions 5 et 3' du géne de la PC7 a partir de la méme
librairie génomigue de souris, nous avons de nouveau criblé la librairie
génomique Balb/c avec cette fois, une sonde 3’ et nous avons obtenu un clone

positif que nous avons dénomme LEMBL3-5

3.4. SOUS-CLONAGE DES FRAGMENTS D'ADN HYBRIDANT AVEC LES SONDES 5’

ET 3’ DU GENE DE LA PC7
Le clone ADASH-9 a été digéré avec BamH | pour libérer le fragment inséré. De
cette digestion, trois fragments de 2,9, 4,5 et 10 kb ont été obtenus. lls étaient
tous positifs par analyse par buvardage de Southern avec la sonde d’ADNc
complet de la rPC7. Nous avons réussi a sous-cloner les fragments de 2,9 et 4,5
kb dans le site BamH | du vecteur pBluescript, mais pas celui de 10 kb,
probablement a cause de sa grande taille.

Aprés séquencage a partir des extrémités du site de clonage, seul l'insert de
4,5 kb a donné une séquence homologue a 'ADNc de la rPC7. Les sequences

dérivées de linsert de 2,9 kb ne montraient aucune homologie a la PC7 lors
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d'une comparaison avec ce dernier et représenteraient donc des séquences
introniques qui ne se trouvent pas dans I'ADNc.

Ces premiers résultats de séquencage nous ayant persuadés que nos clones
contenaient bel et bien des fragments du géne de la mPC7, nous avons
poursuivi la cartographie des exons et introns en utilisant la méthode de la PCR

pour I'amplification aussi bien que le séquencage des différents domaines.

3.5. CARTOGRAPHIE DU GENE DE LA MPC7 PAR LA PCR

En utilisant un programme ALIGN, nous avons aligné les séquences des acides
aminés de toutes les PCs (figure 10) et nous avons placé de facon
approximative les positions des introns dans 'ADNc de la mPC7 par analogie
avec les positions conservées des introns dans les génes de la furine, de la
PC1, de la PC2 et de la PC4. Douze introns ont été ainsi positionnés. Nous
avons fait synthétiser des ODNs de part et d'autre des sites potentiels des
introns, sur la base de la séquence d’ADNc de la rPC7 d’abord, puis sur celle de
'ADNc de la mPC7 quand celle-ci a été publiée (Constam ef al., 1996). Les
réactions de PCR ont été effectuées en double, sur 'ADN cloné provenant des
phages positifs d'une part, et, comme contréle, sur 'ADN génomique de thymus
de souris. En I'absence d'intron au site présumé, la taille du produit de la PCR
devait correspondre a la distance en nucléotides entre les extrémités des
amorces utilisés dans la séquence I'ADNc de la mPC7. Elle devrait étre
supérieure a cette derniére s'il y avait effectivement un intron au ou prés du site
présumé. Les séquences des amorces, leurs positions dans la séquence de la
mPC7, leur température d'appariement lors de la PCR et la taille des produits
amplifiés sont présentés dans le tableau 4. Elles sont aussi illustrées dans la
figure 6. Avant de séquencer les produits de la PCR, nous avons confirmé leur
relation avec la mPC7 par buvardage de Southern avec 'ADNc complet de la
rPC7 comme sonde, dans des conditions dhybridation sévéres qui ne
permettaient que I'hybridation longues régions d’homologie et excluait toute

positivité due aux amorces utilisées au cours de I'amplification. Nous avons
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aussi utilisé 'ADN génomique de souris comme contrdle positif a titre de

comparaison avec les fragments amplifiés a partir de nos phages (figure 7).
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Tableau IV
Séquences et Positions des ODNs Utilisés pour la Carfographie
Numero de Position Séquence nucléotidique des ODNs Température Taille Taille
I'oligodésoxy dans la d'appariement | attendue en | approximati
nucléotide séquence 'absence ve des
sens (s) et nucléotidique d'intron selon produits
anti-sens mpPC7 ADNc en amplifiés
(a.s) (pb) sur gelen
(kb)
7528 170-191 TGCTGTTCTGATGCCCGAAAGG 68 436 0.4
7565 589-609 GGGCCAAGCGCAGTATCCACT 66
7534 701-722 GAGCAGACCGTCCAGGACATT 68 132 0.6
7569 818-838 AGATCCCATGCCCCACCCTGA 68
7566 79-100 CACAGTGAAGGTGACATCTCC 64 245 0.9
7563 302-323 TGAGGAGGGACGGATGCCTT 66
7570 560-581 CTGGCACTCGGAGCAAACGCT 68 180 0.9
7567 729-749 GTGGTGGATGACGGAGTGGAA 66
7576 1080-1101 AGCTCGGAAAGGCTGCCTTAC 66 181 0.8
7573 1241-1262 TGAGGAGGGACGGATGCCTTTIT 66
7580 1402-1423 CTCCTCTGGCAGCTGGAATGA 66 165 0.4
7577 1546-1566 GCCACAGCCATCAGCATGGTT 66
7582 1633-1654 GCCTCCTATGTCAGCCCCATG 68 144 0.1
7579 1755-1775 CATGTGGCAGTGACAGTCTCC 66
7586 1980-2001 ATGGGCATCCTCCAGCAGTGG 68 574 1
7519 2484-2505 CTACGAGTCCTCTCTTACCAGGAC 68
7594 818-840 AGATCCCATGCCCCACCCTGA 66 242 2
7571 1039-1059 GGGGCCCAGATGATGATGGGA 68
7596 1242-1263 TGAGGAGGGACGGATGCCTTT 66 156 3
7575 1375-1397 AGGCCACACAGGAACCTCAGC 68
7598 2327-2349 ACAGCACTAGAATCAATGCCA 60 1094 1
7597 3336-3360 TTTTTITCTGCACAGCTTITCCAAA 64
7600 1894-2017 TGGCAGCTTAGAACTGAAACTGTT 68 124 09
7581 1896-1916 TTTTCCACTGTGCGGTGCTGG 66
7595 79-100 CAAAGCAACGATTTTGTTGAA 64 R
d'amorge

Liste des oligodésoxynucléotides sens (nombre pair) et anti-sens (nombre

impair) utilisés pour la cartographie du géne de la mPC7. La position sur 'ADNc

de souris, leur séquence nucléotidique, leur température d'appariement et la

taille des fragments amplifiés sont aussi montrées.
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Figure 6

Séquence de la mPC7

7566

1 GCGGCGGCAGCAGCAGCAGCGACAGTAGCAACAGAGGCTGTGGGTCTGCAGCTGTGTTCCCAGTCGACACTCACTGCTCACAGT GAAGGTGAC
CGCCGCCGTCGTCGTCGTCGCTGTCATCGTTGTCTCCGACACCCAGACGTCGACACAAGGGTCAGCTGTGAGTGACGAGTGTCACTTCCACTG
g ————————

—— 7528 '_—...

94 ATCTCCCTCCATTTTCACAAGATGAGTGTGGTATGGTTACCCAGGCCAGGACCTAAACTTCACAGAGAGCCCAGCCTGCTGTTCTG ATG

TAGAGGgg%GgAAAAGTGTTCTACTCACACCATACCAATGGGTCCGGTCCTGGATTTGAAGTGTCTCTCGGGTCGGACGACAAGAC TAC
Pl 1PMet

—_—
183 CCG AAA GGG AGG CAG AAA GTC CCA CAC TTG GAT GCC CAC CTG GGC CTG CCC ATC TGC CTC TGG CTG GAA
GGC TTT CCC TCC GTC TTT CAG GGT GTG AAC CTA CGG GTG GAC CCG GAC GGG TAG ACG GAG ACC GAC CTT

2PPro Lys Gly Arg Gin Lys Val Pro His Leu Asp Ala His Leu Gly Leu Pro lle Cys Leu Trp Leu Glu

252 TTA GCC ATC TTC TTT CTG GTT CCC CAG GTC ATG GGC CTA TCA GAG GCA GGT GGG CTT GAC ATC TTG GGC

AAT CGG TAG AAG AAA GAC CAA GGG GTC CAG TAC CCG GAT AGT CTC CGT CCA CCC GAA CTG TAG AAC CCG

25PLeu Ala lle Phe Phe Leu Val Pro Gln Val Met Gly Leu Ser Glu Ala Gly Gly Leu Asp lle Leu Gly
g

321 ACA GGG GGG CTG AGC TGG GCC GTA CAT CTG GAC AGC CTA GAA GGT GAG AGG AAG GAA GAG AGT CTG ACG
TGT CCC CCC GAC TCG ACC CGG CAT GTA GAC CTG TCG GAT CTT CCA CTC TCC TTC CTT CTC TCA GAC TGC

48P»Th GI% Gly Leu Ser Trp Ala Val His Leu Asp Ser Leu Giu Gly Glu Arg Lys Glu Glu Ser Leu Thr
— 7563

390 CAA CAG GCC GAT GCT GTG GCC CAG GCA GCA GGG CTT GTG AAT GCT GGG CGC ATT GGA GAA CTC CAG GGG
GTT GTC CGG CTA CGA CAC CGG GTC CGT CGT CCC GAA CAC TTA CGA CCC GCG TAA CCT CTT GAG GTC CCC
71PGln Gin Ala Asp Ala Val Ala Gin Ala Ala Gly Leu Val Asn Ala Gly Arg lle Gly Glu Leu Gin Gly

459 CAC TAC CTC TTT GTC CAG CCT ACT GGG CAT AGG CAA GCC ATG GAG GTG GAG GCC ATG CGG CAA CAG GCA
GTG ATG GAG AAA CAG GTC GGA TGA CCC GTA TCC GTT CGG TAC CTC CAC CTC CGG TAC GCC GTT GTC CGT
94PHis Tyr Leu Phe Val Gln Pro Thr Gly His Arg Glin Ala Met Glu Val Glu Ala Met Arg Gln Gin Ala

7570 =
528 GAG GCT GTG TTA GCC AGG CAT GAA GCT GTG CGC TGG CAC TCG GAG CAA ACG CTG CTG AAG AGG GCC AAG
CTC CGA CAC AAT CGG TCC GTA CTT CGA CAC GCG ACC GTG AGC CTC GTT TGC GAC GAC TTC TCC CGG TTC
117PGlu Ala Val Leu Ala Arg His Glu Ala Val Arg Trp His Ser Glu Gln Thr Leu Leu Lys Arg Ala Lys
7531

597 CGC AGT ATC CAC TTC AAT GAT CCC AAG TAC CCT CAA CAG TGG CAC CTG AAT AAT CGG CGG AGC CCA GGA
GCG TCA TAG GTG AAG TTA CTA GGG TTC ATG GGA GTT GTC ACC GTG GAC TTA TTA GCC GCC TCG GGT CCT
140PArg Ser lle His Phe Asn Asp Pro Lys Tyr Pro Gin Gin Trp His Leu Asn Asn Arg Arg Ser Pro Gly

7534 —

666 AGA GAC ATC AAT GTG ACA GGT GTG TGG GAG CGA AAT GTA ACT GGG CGT GGG GTG ACA GTG GTG GTG GTG
TCT CTG TAG TTA CAC TGT CCA CAC ACC CTC GCT TTA CAT TGA CCC GCA CCC CAC TGT CAC CAC CAC CAC
163PArg Asp lle Asn Val Thr Gly Val Trp Glu Arg Asn Val Thr Gly Arg Gly Val Thr Val Val Val Val

735 GAT GAC GGA GTG GAA ACA CAC CGT CAG GAC ATC GCA CCC AAC TAC AGT CCA GAG GGA AGT TAT GAC CTC
CTA CTG CCT CAC CTT TGT GTG GCA GTC CTG TAG CGT GGG TTG ATG TCA GGT CTC CCT TCA ATA CTG GAG
186PAsp Asp Gly Val Glu T?ségs Arg Gln Asp lle Ala Pro Asn Tyr Ser Pro Glu Gly Ser Tyr Asp Leu

7594 B T
804 AAC TCT AAT GAC CCA GAT CCC ATG CCC CAC CCT GAT GAG GAG AAT GGC AAC CAC CAT GGG ACC CGG TGT
TTG AGA TTA CTG GGT CTA GGG TAC GGG GTG GGA CTA CTC CTC TTA CCG TTG GTG GTA CCC TGG GCC ACA
209PAsn Ser Asn Asp Pro Asp Pro Met Pro His Pro Asp Glu Glu Asn Gly Asn His His Gly Thr Arg Cys
~f 7569

873 GCA GGA GAA ATT GCA GCT GTG CCC AAC AAC AGC TTC TGT GCA GTG GGT GTG GCC TAC GGG AGC CGA ATA
CGT CCT CTT TAA CGT CGA CAC GGG TTG TTG TCG AAG ACA CGT CAC CCA CAC CGG ATG CCC TCG GCT TAT
232PAla Gly Glu Ile Ala Ala Val Pro Asn Asn Ser Phe Cys Ala Val Gly Val Ala Tyr Gly Ser Arg lle



942 GCA
cGT
255PAla

1011 CAG
GTC
278PGiIn

GGT ATC
CCA TAG
Gly lle

ATC AAT
TAG TTA
lle Asn

caG
GCC
Arg

GAC
CT6
Asp

GTG
CAC
Val

ATC
TAG
lle

cTG
GAC
Leu

TAC
ATG
Tyr

Figure 6 (suite)

GAT GGA CCA CTT ACT GAC
CTA CCT GGT GAA TGA (TG

Asp Gly Pro Leu

AGC TGC AGC TGG
TCG ACG TCG ACC
Ser Cys Ser Trp

o 7576

1080 CAG
GTC
301%GiIn

1149 GTT
CAA
324Pval

1218 ACT
TGA
3479 Thr

1287 CTG
GAC
370FLeu

1356 AAG
TTC
393PLys

1425 GCC
CGG
416PAla

1494 ATC
TAG
43901 1e

1563 GGT
CCA
462PGly

1632 GCC
CGeG
485PAla

1781 CTA
GAT

S508PLeu

1770 GTC
CAG
531Pval

CTC GGA
GAG CCT
Leu Gly

GCC AGT
CGG TCA

Ala Ser

GTC ACC
CAG TGG
Val Thr

GCA GTC
CGT CAG
Ala Vval

7610

GGC ACT
CCG TGA
Gly Thr

CTC ATG
GAG TAC
Leu Met

CAG TAT
GTC ATA
Gln Tyr

TTC GGC
AAG CCG

Phe Gly
7577

TCC TAT
AGG ATA
Ser Tyr

TGG AAT
ACC TTA
Trp Asn

TCC ATC
AGG TAG
Ser lle

AAG
TTC
Lys

GGT
CCA

Gly

ATA
TAT
Ite

ACC
TGG
Thr

GGC
cCa
Gly

cTG
GAC
Leu

GAA
1T
Glu

CTG
GAC
Leu

GTC
CAG
Val

GTC
CAG
Val

ACT
TGA
Thr

GCT
CGA
Ala

AAT
TTA
Asn

GGA
T
Gly

TTC
AAG
Phe

TGC
ACG

Cys

CAG
GTC
Gln

GAT
CTA
Asp

CcTC
GAG
Leu

AGC
TCG
Ser

AGC
TCG
Ser

CAC
GTG
His

GCC
cGG
Ala

GGG
ccc
Gly

GCT
CGA
Ala

AGT
TCA
Ser

ACT
TGA
Thr

GTG
CAC
Val

CAT
GTA
His

AAC
176
Asn

cce
GGG
Pro

AGG
TCC
Arg

CCA
GGT
Pro

TTA CAA CAT GGA
AAT GTT GTA CCT
Leu Gln His Gly

GGC CAG CAC AAT
CCG GTC GTG TTA
Gly Gin His Asn

7596

Thr

GGC
cCG
Gly

Asp

CCA
GGT
Pro

AGT
TCA
Ser

GAT
CTA
Asp

ATG
TAC
Met

GAT
CTA
Asp

GAG
CcTC
Glu

GAT
CTA
Asp

GCT GTG GCG
CGA CAC CGC

Ala

GGG
ccc
Gly

Val

AAG
TTC
Lys

GTG
CAC
Val

GAC
TG
Asp

ATG
TAC
Met

AAC
TTG

Asn

GCT
CGA
Ala

TGC
ACG
Cys

GGT
CCA
Gly

AAC
176G
Asn

cGC
GCG
Arg

TAT
ATA
Tyr

-

GTG GAT GAG GAG
CAC CTA CTC CTC
Val Asp Glu Glu

GGT GGA GAC AAG
CCA CCT CTG TTC
Gly Gly Asp Lys

GAA GGC CAC ACA
CTT CCG GTG TGT
Glu Gly His Thr

=3

GGA
cCT
Gly

ATG
TAC
Me t

GGA
cCcT
Gly

CGG
GCC
Arg

CTG
GAC
Leu

ACC
TGG
Thr

ATG
TAC
Met

CGG
GCC
Arg

TCA
AGT
Ser

cCcT
GGA
Pro

AGC
TCG
Ser

GCT
CGA
Ala

CGG CCC TGC CTC
GCC GGG ACG GAG
Arg Pro Cys Leu

CAT GCA GAC TGG
GTA CGT CTG ACC
His Ala Asp Trp

7604

ACA
TGT
Thr

CcTC
GAG
Leu

TGG
ACC
Trp

ACC
TGG
Thr

CGG
GCC

Arg

AAT
TTA
Asn

GAT
CTA

Asp

GAG
CcTC
Glu

TTT
AAA
Phe

ATT
TAA
lle

7580

GCA
CGT
Ala

CAA
GTT
Gln

GAT
CTA
Asp

TAT
ATA
Tyr

GTG
CAC
Val

GGC
cca
Gly

GGC
cca
Gly

GCA
CGT
Ala

-4

ACC
TGG
Thr

Ala

ACA
TGT
Thr

7571

TTT
AAA
Phe

TAT
ATA
Tyr

GAG
CTC
Glu

TTC
AAG
Phe

GTG
CAC
Val

GGA
CCcT
Gly

GCC
CGG
Ala
Thr

GAG
CcTC
Glu

AAC
TTG
Asn

GAT
CTA
Asp

AGT
TCA
Ser

AAC
TTG

Asn

TGT
ACA
Cys

AAG
TTC
Lys

GGT
CCA
Gly

ATC
TAG
Ile

TCC
AGG
Ser

GCC
CcGa
Ala

CAC
GTG
His

ccT
GGA
Pro

TTT
AAA
Phe

ATC
TAG
Iie

TCC
AGG
Ser
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TAT
ATA
Tyr

CAT
GTA
His

GTG
CAC
Val

TAC
ATG
Tyr

ATG
TAC
Met

ACT
TGA
Thr

GAC
cTG
Asp

TGG
ACC
Trp

GAC
cT6
Asp

T
GAA
Leu

GCT
CGA
Ala

7575

GTA
CAT
Val

GCT
CGA
Ala

CAG
GTC
Gln

GGC
(qd
Gly

cCcT
GGA
Pro

CAC
GTG
His

TTC
AAG
Phe

CTG
GAC
Leu

ATA
TAT
lle

AGC
TCG
Ser

i

-

GCT TGG AGA CTT
CGA ACC TCT GAA
Ala Trp Arg Leu

ATG CTG AAA GAA
TAC GAC TTT CTT
Met Leu Lys Glu

ACG GAC CTG GAG
TGC CTG GAC CTC
Thr Asp Leu Glu

GTC
CAG
Val

AAT
TTA
Asn

ATG
TAC
Met

AAT
TTA
Asn

AAG
TTC
Lys

TCG
AGC
Ser

GCA
caT
Ala

GCT
CGA
Ala

GGG
cCC
Gly

GCC
CGG
Ala

GTT
CAA
Val

CTG
GAC
Leu

AAG
TTC
Lys

cca
GGC
Pro

AAG
T7C

Lys

ATC
TAG
fle

AGG
TCC
Arg

ACC
TGG
Thr

7600

CGA CGT GGC AGC

GCT GCA CCG TCG

Arg Arg Gly Ser
~ai

TTA
AAT
Leu

GAA
aT
Glu

TG
GAC
Leu

AAA
1T

Lys

cTG
GAC
Leu

|
17T
AAA

TGG
ACC
Trp

TCC
AGG
Ser

TTG
AAC
Leu

TG6T
ACA

ACA
TGT
Thr

ccc
GGG
Pro

GAA
(an)
Glu

ccC
GGG

Phe Cys Pro

7603

GCA
caT
Ala

ATT
TAA
Ile

CAC
GTG
His

GCT
CGA
Ala

GTC
CAG
Val

AGC
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TTT TCC ACT GTG
AAA AGG TGA CAC
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CCCCAGAGCCCAGCTTCCCCCATGTACAACAGGCACTTCCTAAACTCGG
GGGGTCTCGGGTCGAAGGGGGTACATGTTGTCCGTGAAGGATTTGAGCC

2542 TTATGAGGCTTTCAATCGTGGAAGCT CAGGAGGGAATGGT CCTGATAGT GACATCTGGGACCCCAGGCCTCTGAAGCATTTGCAGCCTCCTCA
AATACTCCGAAAGTTAGCACCTTCGAGTCCTCCCTTACCAGGACTATCACTGTAGACCCTGGGGT CCGGAGACTTCGTAAACGTCGGAGGAGT

2635 GGAGGGTGAGGGCCATCTTAATGCAGTGGTAAGGGACTGGT GATCATGGCTTCTCTAGCTGAACTTGGCTGAGAACCTTT GACAAGGGATTGG
CCTCCCACTCCCGGTAGAATTACGTCACCATTCCCTGACCACTAGTACCGAAGAGAT CGACTTGAACCGACTCTTGGAAACTGTTCCCTAACC

2728 CACCAAGACCAGGCAGCCCTTGATTTCCTCGCTCTCTGGAGCTAGTCAGTGTCCTAGACCACCAGGACCTCTACTCATTCATGAGTTAGTTAT
GTGGTTCTGGTCCGTCGGGAACTAAAGGAGCGAGAGACCT CGATCAGT CACAGGAT CTGGTGGTCCTGGAGAT GAGTAAGTACT CAATCAATA
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Figure 6 (suite)

GCAGCAAGTCCCTATATACCTAGAAATGCTCTTGTCAGAAGTGTCACTGCCAAGGGACCAGAGAGAGGCTGCTAAGAGLCTGGACATGCCTAC
CGTCGTTCAGGGATATATGGATCTTTACGAGAACAGT CTTCACAGTGACGGTTCCCTGGTCTCTCTCCGACGATTCTCGGACCTGTACGGATG

CCTGAAAGCAGCTGCCTTCATTACCCTTTTCTGTGCGCCTGTTCTGAAGCCAACTTAAACCT GTCCACATCTTCACTACCATTCGCCCTTCTG
GGACTTTCGTCGACGGAAGTAATGGGAAAAGACACGCGGACAAGACTTCGGTTGAATTTGGACAGGTGTAGAAGTGATGGTAAGCGGGAAGAC

CTGAAGGAATGGTGACGTGTTCCCAGGAGAACT GGGAGGCAACAGGATTCCCCAGACCCTTGCTGCCTCATTGGGAAGTTGGCCAGCT GGACT
GACTTCCTTACCACTGCACAAGGGTCCTCTTGACCCTCCGTTGTCCTAAGGGGTCTGGGAACGACGGAGTAACCCTTCAACCGGT CGACCTGA

TCAGAGAGCTAAGACACAGCATTTTCAAAGATAGCCTGGGAGCACTGTCTCTGACCACCTGTCTTCCTCTGCACCGTGCTCAGGGAAATGGCC
AGTCTCTCGATTCTGTGTCGTAAAAGTTTCTATCGGACCCTCGTGACAGAGACTGGTGGACAGAAGGAGACGTGGCACGAGTCCCTTTACCGG

TTCATTCCAGAGGCCAGCTGTCTGCCTGACTTTTCCTCCGTTCTTGGUCTTCTCCCCTTCCCATCTTCTGAGCTAATT GTTAATATGAATTTT
AAGTAAGGTCTCCGGTCGACAGACGGACTGAAAAGGAGGCAAGAACCGGAAGAGGGGAAGGGTAGAAGACTCGATTAACAATTATACTTAAAA

TTAATGCTTAAGATTTGATTTTTACTTTTCAAAGCAACGATTTTGTTGAATTTTTTTCTGCACAGCTTTCCAAAATAAAAAGCAGAAGTATAA
AATTACGAATTCTAAACTAAAAATGAAAAGTTTCGTTGCTAAAACAACTTAAAAAAAGACGT GTCGAAAGGTTTTATTTTTCGTCTTCATATT
= 7597

AAACCCAAAAAA
TTTGGGTTTTTT

Les fléches au dessus de la séquence représentent les ODN sens et celles au

dessous représentent les ODN anti-sens. Les triangles noirs représentent la

position des introns telle que déduite aprés séquencage et les nucléotides

superposés a la séquence nucléotidique représentent les polymorphismes

exoniques obtenus lors du séquencage. L'ODN 7595 a été utilisé pour la

réaction d'extension d'amorce.
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Figure 7
Analyse des Produits de la PCR

1 1 2 2 3 3

Photographie de gel d'agarose montrant, a titre d'exemple, la co-migration des
ADNs phagique et génomique respectivememt, amplifiés par la PCR. L'ADN
génomique a été utilisé comme contréle positif et correspond a la bande de
faible intensité a la droite de I'ADN phagique, de forte intensité. Les bandes
numéros 1 représentent une région de l'exon 2, les bandes numeros 2

représentent l'intron 2 et les bandes numéros 3 représentent l'intron 3.
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Le séquencage des produits de la PCR nous a permis de positionner les
introns de la mPC7 (figure 6). Nous avons constaté que certains introns se
trouvaient plus ou moins aux sites prédits par le programme ALIGN. D'autres
introns, part contre, s’en écartaient de fagon frappante (figure 10). Ainsi, le
premier intron qui était présume se trouver en position 440 sur I'ADNc de la
mPCs se positionne en fait a la position 168 et donc avant 'ATG initiateur. Les
introns 2, 5 et 9 prédits en positions respectives 556, 857 et 1667 de 'ADNc
n’existent pas. L'intron 6 prédit en position 1181 se situe légérement en aval en
position 1232. De méme l'intron 8 est en position 1499 au lieu de la position
1445 prédite.

La comparaison des séguences exoniques que nous avons obtenues a celle
de la séquence de 'ADNc de la mPCs déja publiée (Constam et al.,, 1996),
montrent des homologies de 98,2 % et 100 % (figure 6). Ces différences seront

analysées plus en détails dans la partie Discussion.

3.6. STRUCTURE DU GENE DE LA MPC7

La combinaison du criblage des deux librairies et les réactions PCR effectuées
sur 'ADN phagique, nous ont permis de définir la carte physique, la taille des
introns et les jonctions introns/exons du gene de la mPC7. Les résultats finaux
qui sont résumés dans le tableau 5 montrent que le géne de la mPC7 est
composé de 10 exons séparés par 9 introns. La longueur des introns varie de
0,44 a 2,74 kb. Tous les introns commencent et finissent avec les dinucleotides
attendus, GT en &’ et AG en 3’ (Breathnach et al., 1978).

L'ATG initiateur se situe dans I'exon 2 ainsi que la totalité du prosegment qui
se termine avec la séquence Arg-Ala-Lys-Arg (figure 8). Les codons des résidus
importants de la région catalytique sont situés sur des exons differents: Asp
dans I'exon 3, His dans I'exon 4, Asn dans I'exon 5, et Ser dans 'exon 7. Les
quatre sites potentiels pour la N-glycosylation se trouvent sur les exons 3, 5 et 8.
Enfin, la séquence conservée RRGSL (Seidah ef al., 1996), se situe dans I'exon

8 et la région transmembranaire dans I'exon 10.



Tableau V

Tailles et Jonctions des Exons et des Introns dans le Géne de la mPC7
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Exon Intron
no 5 pb 3 5' kpb 3 no
1 CAGCGC 155 GCCCAG gtggga 0,6 ttgcag |
2 CCTGCT 477 " CACCTG gtaagt 06 ctacag ]
3 AATAAT 135 AACTAC gtgagt 05 tttcag 1]
4 AGTCCA 167 TAGCAG gtaact 1,6 acctag v
5 GTATCC 285 CCATAG gtagtg 0,7 tgccag \%
6 GAGCTG 101 AGCATT gtgagc 27 ttgcag Vi
7 GTGACC 168 ATCCAG gtgaga 0,4 tttcag Vi
8 TATGAA 367 GGACTC gtatgt 0,7 aactag Vil
9 TGGATC 190 ACAAAG gtaggt 08 cctgag IX
10 TCTCTT 1334 CCCAAA

Jonctions intron/exon du gene de la PC7 chez la souris. Les sequences

exoniques 5' et 3' représentent les nucléotides qui entourent lintron. Les

séquences introniques 5' et 3' représentent le début et la fin de lintron

respectivement. La taille des exons et des introns est aussi indiquée.
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Figure 8

Répartitions des Résidus Fonctionnels dans les Exons

Arg-Ala-Lys-Arg

anl ”ser; R
B e | e
BEREEE
[ 13 kb q
Lo

Représentation schématique de la PC7 de souris et 'emplacement des résidus
fonctionnels. La Met est encodée par I'ATG initiateur, 'Asp, I'Asn, His et Ser
représentent les a.a. du site catalytique et la séquence RRGSL représente la

séquence conservée chez les PCs des mammiféres.
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3.6. Réaction d’extension d’ODN

Pour définir les différents sites d'initiation de la transcription du géne de la
mPC7, des réactions d’extension d’amorce ont été faites sur des ARNm totaux
isolés de testicules de souris, en utilisant un ODN situé a 80 pb en aval de IATG
initiateur dans I'exon 1. Les résultats de la réaction d’extension d’amorce sont
présentés dans la figure 9. Trois sites d'initiation de la transcription y sont
révélés. Le site majeur se trouve a 166 pb de I'ATG initiateur, et les deux sites

mineurs a 181 et 155 pb de cet ATG.
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Figure 9

Localisation des Sites d’Initiation de la Transcription

W

|

LA

¢
1

l!tll

.
t 1

-
/ -
Autoradiographie de la réaction d'extension d'amorce utilisant 'ODN 7595.
L'échelle de droite correspond au promoteur de la PC2 et est utilisée comme
marqueur de poids moléculaire. Le site d'initiation majeur se trouve a la position

166, les deux autres sites mineurs observés se trouvent en amont et en aval du

site majeur, aux positions 181 et 155 respectivement.
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4. DISCUSSION

La caractérisation des activités enzymatiques des convertases des proprotéines
et 'analyse de leur distributions tissulaire et cellulaire permettent d’associer des
substrats spécifiques a ces enzymes et de se faire une idée de leurs réles
biologiques L'étude comparative des génes des convertases permet de dériver
leur relation évolutive et de déterminer les éléments structuraux qui contribuent a
la spécificité tissulaire de leur expression et a leur régulation. C'est dans cette

perspective que nous avons entrepris la caractérisation du géne de la PC7.

Evaluation a posteriori des banques génomiques
A partir du criblage de la librairie génomique de souris ADASH129, nous avons
obtenu un clone positif pour la région 3’ du géne de la PC7 et aucun pour la
region 5. Une hypothése que nous avions émise pour expliquer ce résultat est
que le géne de la mPC7, comme est le cas dans la plupart des génes déja
caractérisés, aurait un dernier exon relativement long (400 a 800 pb) en 3’ qui
favorise I'hybridation, alors que les exons intermédiaires qui sont de taille plus
courte n'ait pas hybridé avec notre sonde. Comme nous avions utilisé une sonde
d’ADNc complet de la rPC7, il etait fort possible que, dans nos conditions
d’hybridation, cette sonde n’ait pas d’hybridé avec ces petits exons. De plus,
méme si I'hybridation avait eu lieu, les appariements auraient été déstabilisés
par les boucles dues aux introns et seraient plus aisément défaits lors des
lavages des membranes. Du cété 3’ par contre, le long exon aurait permis la
formation d’hybrides plus stables. Cette présomption a été confirmée par la
cartographie finale, puisque le dernier exon du géne de la mPC7 est de 1395 pb
Pour obtenir une sonde continue en 5, nous avions décidé d'utiliser une
sonde de 360 pb obtenue par la PCR sur de I'ADN génomique de souris et
contenant Fintron 1. La vérification de cette sonde par analyse de buvardage de
Southern sur de I'ADN génomique de souris avait montré que cette sonde

contenait des séquences répétitives et n’était donc pas indiquée pour le criblage
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Comme alternative, nous avions choisi de produire une sonde en 5’ a partir
de 'ADNc cloné de la rPC7, en nous basant sur le positionnement hypothétique
des introns dans les alignements des séquences des PCs dont les genes sont
déja caractérisés. Nous avons ainsi purifié¢ un fragment Pvu Il de 425 pb
entierement contenu dans I'exon 1. Comme sonde, ce fragment a donné des
bandes discretes dans lI'analyse d’ADN genomique par buvardage de Southern.
Il a éte donc utilisé pour un nouveau criblage da la librairie ADASH-129. Aucun
clone positif n’a été obtenu de ce criblage, suggérant que cette librairie n'était
pas représentative du génome entier de la souris.

Nous avons donc recouru a une seconde librairie d’ADN génomique de
souris Balb/c. Celle-ci s’est averée plus utile car dés le premier criblage avec le
fragment Pwvu [l décrit ci-haut, nous avons obtenu cing clones positifs.
L’utilisation des ODNs comme sondes dans l'analyse de 'ADN phagique par
buvardage de Southern nous a permis d'évaluer rapidement I'étendue de ces
clones en 5 et 3. Le clone AEMBL3-6 recouvrait les exons 1 a 4 et se
prolongeait en 5', alors que , le clone ADASH-9 ne couvrait qu'une partie du 3’
du gene de la mPC7. De part la taille de linsert, le clone A Dash 9 devait
contenir plus que les exons 10 et 11, mais une cartographie plus poussée avec
des sondes ODNs de part et d'autre de ces exons indiquait que ce clone serait
hybride et qu’il contiendrait des séquences non-apparentees a celles du géne de
la mPC7. Le recriblage de la librairie Balb/c de souris avec une sonde dérivée
d'une région 3’ de 'ADNc de rPC7 nous a permis d’isoler un meilleur clone
représentatif de cette region. Ce sont ces clones d’ADN génomique de souris
Balb/c que nous avons utilisés pour la cartographie finale du géne de la mPC7.

[l ressort de cet effort de criblage que la libraire génomique ADASH-129
serait incompléte et contiendrait des clones hybrides qui pourraient compliquer la
cartographie d'un géne. Ceci est d'autant plus sérieux que cette librairie a été
construite afin d’'en tirer des séquences génomiques pour la production des

vecteurs servant a l'invalidation des génes par recombinaison homologue dans
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les cellules embryonnaires dérivés de la souris 129Sv (Joyner, 1991). Sans une
cartographie attentive des genes tirés de cette librairie, on risquerait fort de

connaitre des échecs inexpliqués dans cette entreprise

Avantages de la cartographie et du séquencage par la PCR
Traditionnellement, la cartographie d'un gene se fait par le sous-clonage dans
des plasmides des fragments du géne qui se recoupent et leur séquengage.
Nous avons initialement utilisé cette approche pour le clone ADASH-9. Nous en
avons sous-cloné des fragments de 4,5 kb et de 2,9 kb et nous avons pu tirer du
premier fragment des séquences de la mPC7. Cette méthode est longue et
exigeante a bien des égards. Une des difficultés que nous avons rencontrées est
la non-clonabilité de certains fragments du géne. Ces fragments subissaient
constamment des réarrangements aprés amplification du plasmide dans la
bactérie, probablement a cause des séquences répétitives qu'ils contenaient
L'ampilification des séquences de plus en plus longues par la PCR (Cheng
and Kolmodin, 1997) et le séquencage direct du produit amplifié par la méme
méthode permettent maintenant de réaliser la cartographie d’'un géne sans sous-
clonage préalable. Cette méthode est fiable et rapide. Elle a recemment servi a
la cartographie du géne de la PC1 humaine (Ohagi et al., 1996). Nous l'avons

utilisée dans notre étude avec autant de succeés

Caractérisation du géne de la PC7

Les résultats de I'analyse de 'ADN génomique de souris par buvardage de
Southern avec 'ADNc complet de la rPC7 comme sonde avait révélé un nombre
restreint de fragments hybridants avec les fragments de digestion générés par la
plupart des enzymes de restriction (voir figure 5). Nous en avions conclu que le
géne de la mPC7 ne serait pas tres long. En effet, aprés cartographie, nous
estimons la taille du géne de la mPC7 a environ 13 kb. Elle est supérieure a
celle de la mPC4 (9.5 kb) (Mbikay et al., 1994) et de la hfurine (10 kb) (Barr et
al., 1991), mais inférieure a celle de la mPC1 et de la hPC1 (42kb) (Ftouhi et al.,
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1994; Ohagi et al., 1996), celle de la hPC2 et de la mPC2 (140-150 kb) (Ohagi et
al., 1992); Raffin-Sanson M.L. and Mbikay M, résultats non publiés) et a celle de
la PACE4 (Tsuji et al., 1997) (tableau 6).

La longueur relativement courte du gene de la mPC7 est un reflet du petit
nombre d’'introns qu'il contient et de la faible taille de ses introns. En fait, le géne
de la mPC7 contient moins d’introns que tous les autres genes des PCs
caractérisés a date. Il compte neuf introns alors que celui de la mPC4 en compte
quatorze, celui de la hfurine quinze, celui de la mPC1 quinze , celui de la hPC2
douze et celui de la PACE4 vingt-cing (tableau 6). Bien que le géne de la PC7
n'a que deux introns de moins que celui de la mPC2, aucun de ces introns ne
dépasse les 3 kb, alors que ceux de la mPC2 sont tous supérieurs a 5 kb (dont 3
> 20 kb, Raffin-Sanson M.L. et Mbikay M, résultats non publiés), d’ou la grande
taille de ce dernier géne

La comparaison de la position des introns de la PC7 avec celle des autres
PCs (figure 10), notamment la hfurine (Barr et al., 1991), la hPC2 (Ohagi et al.,
1992), la mPC1 (Ftouhi et al., 1994) et la mPC4 (Mbikay ef al., 1994), montre
que l'organisation exon-intron du gene de la mPC7 differe de celui des autres
PCs a plusieurs égards. La région catalytique montre la plus forte homologie
dans la position des introns avec les autres génes des PCs. En dehors de cette
région, le gene de la mPC7 n'a aucun intron en position analogue avec les
autres genes de PCs. |l est aussi intéressant de noter par exemple que dans le
géne de la mPC7, il n’y a pas de correspondants des introns 2, 5 et 9 retrouvés
dans les autres génes de convertases (figure 10). L’intron 1 de la mPC7 se situe

en amont de I'ATG initiateur et en aval dans les autres genes de PCs.



Tableau VI

Comparaison des Tailles des Genes des Différentes Convertases

convertase de Tallle (kb) Nombre d'intron

Proprotéines

mPC7 13 9
mPC4 9,5 14

hfur 10 15
mPC1 42 14
mPC2 >140 5§

PACE4 250 25
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Figure 10

Alignement des Introns dans les Génes des Convertases
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Alignement des séquences de la mPC4, mFurine, mPC1, mPC2 et mPC7 a
l'aide du programme ALIGN. Les positions des introns sont indiquées par des
tétes de fléches. Les points noirs représentent les a.a. du site actif; La fléche
perpendiculaire représente le site de coupure du zymogéne, la séguence
pentapeptidique hautement conservée chez les PCs est soulignée, enfin, les

introns de la mPC4 sont numérotés pour titre de comparaison.
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L'évolution des génes passe par des délétions, des insertions et des mutations
autour des domaines fonctionnels (Ftouhi et al., 1994; Roebroek et al., 1995). La
disparition d’introns durant I'évolution dans certains génes d'une méme famille
apres leur introduction, est un phénoméne bien documenté, comme lillustre la
différence positionnelle d’introns dans les deux genes d’insuline de rat (Bell et
al., 1980; Perler et al., 1980). Les similitudes et les différences d'organisation
entre le géne de la mPC7 et ceux des autres génes des PCs indiquent que tous
ces genes partageraient un géne ancestral commun, mais que celui de la PC7
aurait divergé des autres assez t6t au cours de I'évolution. La comparaison de la
structure des genes de convertases semble donc confirmer la phylogénie de ces
genes telle que dérivée de leur homologie de séquences (Seidah ef al.,, 1996)
(voir figure 2)

Le géne de la PC7 (symbole du locus Pcsk7) a été localisé sur le
chromosome (Chr) 9 chez la souris (Seidah et al., 1996), alors que celui de la
PC1 (Pcsk1) sur le Chr 13, celui de la PC2 (Pcsk2) sur le Chr 2, celui de la furine
(Pcsk3) et de la PACE4 (Pcsk6) sur le Chr 7, celui de la PC4 (Pcsk4) sur Chr 10
et celui de la PC5 (Pcskb) sur le Chr 9 (revu dans Mbikay et al., 1995). Ainsi a
I'exception des loci Pcsk3 et Pcsk6 qui semblent étre issus d'une duplication sur
le Chr 7, les autres loci Pcsk seraient dérivés de translocations d’un
chromosome a l'autre. Ces réarrangements auraient eu lieu avant la divergence
des lignées conduisant a la souris et a 'homme, puisqu’il existe une synténie
des loci avoisinants entre les deux especes (discuté dans Mbikay et al.,, 1995;

Seidah et al., 1996).

Comparaison des séquences exoniques du géne de la mPC7 avec celle de
I’ADNc

En comparant les séquences exonigques que nous avons obtenues a celles
publiées par Constam et al. (1996), nous avons relevé quelques différences qui

meritent une certaine attention (voir figure 6).
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Tableau VI

Polymorphismes exoniques dans la mPC7

Codons ADNc de Codons génomique Site de Site de
souris de souris restriction restriction
perdu genére
Asn Gl Asn Asn Gly  Asn e BstEll
sAAT GGC AAC,, | MTEGTAAC
Tyr  Ala  Asn O T A | e | e
1200 TAT GCC AAC 508 TAT ACC AAC
Glu Val Leu Gu Val Leu | oeeee. Avall
16905GAG GTG CTA 703 GAG GTC CTA
Asp  Ser Asp Asp  Leu Asp Hinfl | e
1863GAC TCG GAT GAC TTG GAT
Asn  Ala  Tip Asn Al Tip | e Bstnl
1884AAT GCT TGGygg, AAT GCC TGG

Séquences "exoniques" autour des codons différents (voir figure 6), entre Ia
séquence publiée I'ADNc de la souris et celle de 'ADN génomique determinée
dans cette étude. Dans certains cas, un sites de restriction est soit perdu, soit

gagné. Ces sites sont soulignés.
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Une transition convertit le codon GGC,,, au GGT tous les deux spécifiant une
Gly. Une autre change le codon GCCa,, d’'une Ala en ACC pour une Thr et le
codon TCGgg; d'une Ser au TTC d'une Leu, enfin, le codon GCTs;, est muté en
GCC, tous deux spécifiant une Ala. Une transversion convertit le codon GTGs,,
en GTC, tous les deux spécifiant une Val (voir figure 6).

Il est a noter que les mutations Ala342Thr et la mutation Ser563Leu,
ameneraient un changement de polarité. Nous ignorons si elles produiraient de
perturbations majeures dans la structure et l'activitt de la mPC7. Trés
probablement, toutes ses mutations seraient de simples polymorphismes entre
souches de souris. De fagon intéressante, certaines de ces substitutions
générent des sites nouveaux ou des sites reconnus par différents enzymes de
restriction (tableau 7) qui pourraient s’avérer utiles dans d'éventuelles études
des polymorphisme de longueurs de fragments de restriction (RFLP, restriction

fragment length polymorphism) chez les souris

Sites d’initiation de la transcription

L'analyse des sites d'initiation de la transcription par extension d’amorce (primer
extension), indique que le produit majeur de transcription du géne de la PC7
donne un ARNm avec une région 5 non traduite (UTR, untranslated region)
longue de 166 nucléotides. Toutefois, la longueur de I'UTR peut varier dans
certains isoformes de la mPC7 puisque nous avons observé des sites mineurs
d’initiation de le transcription en positions 181 et 155 en amont et en aval du site
majeur. La multiplicité des sites d'initiation de la transcription est une
caractéristique des promoteurs qui n'ont pas de boite TATA, mais qui sont riches
en GC, comme le sont ceux des Qénes des convertases étudiés a ce jour (Ftouhi
et al., 1994). Le site majeur que nous avons identifié est interne aux termini 5’
rapportés pour les ADNc de la rPC7 et de la mPC7 (Constam et al., 1996;
Seidah et al., 1996). Les séquences 5’ rapportées sont dérivées des produits de
lamplification rapide des bouts des ADNc (RACE, rapid amplification of cDNA

ends). Elles représenteraient les plus longues séquences obtenues par cette
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méthode, et n'identifient pas, comme I'extension d’amorce, l'isoforme majeure
d’ARNm de la mPC7. Toutefois, méme nos résultats d’extension devraient étre
dans le futur corroborés par I'analyse de protection a RNase (RPA, RNAase
protection assay) aprés hybridation de I'ARN tissulaire avec une sonde d’ARNc
deérivé d'un fragment génomique du géne de la mPC7 recouvrant le 5-UTR de

son ARNm
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail de caractérisation de géne de la PC7 chez la souris constitue notre
contribution a la compréehension de I'évolution des génes des convertases des
proprotéines. La connaissance de sa structure permettra de concevoir de fagon
rationnelle des vecteurs servant a [linvalidation éventuelle de ce géne par
recombinaison homologue, afin de produire des mutants sans PC7 chez la
souris. La production d'une souris déficiente en PC7 non seulement permettra
d'évaluer son importance pour le développement et la physiologie normale, mais
aussi de rechercher et d'identifier ses substrats naturels

Une analyse plus approfondie de son promoteur reste a faire. Elle permettra
d’élucider des éléments structuraux qui déterminent son expression tissulaire et
sa regulation ainsi que les facteurs nucléaires qui s'y attachent. |l serait
interessant de savoir par exemple quelles régions du géne facilitent I'expression
elevée de la PC7 dans les testicules et le thymus et stimulent cette expression
dans les lymphocytes activés (Decroly et al., 1997). Il serait aussi d'intéret de
savoir si et pourquoi la translocation réciproque (11:14) (q23:932) dont la
jonction se situe dans la région 3' du géne de la PC7 humaine serait 4 la base
du lymphome a partir duquel la hPC7 a été identifiée (Meerabux et al., 1996). De
méme la surexpression de la PC7 récemment observée par M. Marcinkiewicz et
N.G. Seidah (communication personnelle) autour des plagues-amyloidiques des
cerveaux de patients morts de la maladie d’Alzheimer pourrait constituer une
expression du gene aux facteurs paracriniens produits par ces tissus lésés.
L'étude des éléments et des facteurs qui contrélent cette réponse permettrait de
cerner la contribution de cette enzyme a la pathogenése et la pathophysiologie
de cette maladie et d’identifier les points éventuels d’intervention pour son
traitement.

Des recherches futures sur le gene de la PC7 permettront de le dire.
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